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ABSTRACT

Synthesis of biopolymers (peptides, proteins and nucleic acids) has long been in the
range of interest of numerous chemists. The primary structure of biomolecules consists of
linear and repeating sequences of monomeric units (aminoacids, nucleic bases, sugars)
in a specifically determined orientation. Therefore, chemical synthesis of biopolymers com-
prises a lot of identical, repetitive steps (condensation, chain elongation and purification).

Solid phase method is currently used also for the oligonucleotide [2, 3] (Figure 1) and
oligosaccharide synthesis. There exist interesting applications of analogous approach
to combinatorial synthesis of small molecules (Solid Phase Organic Chemistry — SPOC)
[4, 5].

Automation of the phosphoramidite method of oligonucleotide synthesis process pro-
posed by Caruthers [6] made an enormous impact on biological, medical and biotechnolo-
gical sciences. It is beyond any doubt that this is the fastest and the most convenient
method of oligonucleotide synthesis aimed at biological research. Solid phase synthesis
has many advantages, however, it is not free of drawbacks either.

Depending on the synthesis method, various types of supports are used. An ideal
support should have an appropriate and reactive chemical group on its surface, e.g. -NH,,
—OH, —COOH, by means of which it is connected to the linker and the first unit of the
monomer. Surface functionalization of the solid phase determines the number of available
reactive groups and characterizes support loading expressed in micromoles per gram.

Nucleosides are attached to the support by a linker, the choice of which depends
on the reaction conditions. The linker arm must be designed in such a way that it is adjusted
to the cleavage conditions and deprotection procedures.

Depending on the synthesis purpose and the type of a oligonucleotide, various linker
arms are used. They include: linker arms cleaved after synthesis, labile linker arms, univer-
sal linkers [21, 22], and the linker arms for deprotection of the immobilized products
[26, 27].

Among numerous methods of oligonucleotide synthesis, the phosphoramidite
method is the most common. The phosphoramidite approach (Figure 10) allows for obtai-
ning both natural DNA/RNA and plenty of modified analogs (phosphorothioates, phos-
phoroselenoathes, triesters and others). Its alternative is the H-phosphonate method
(Figure 11) [40-42]. Particular advantage of this method is that it can be used in the syn-
thesis without protection of nucleobases.

Depending on its destination, the synthesis must be very carefully designed conside-
ring the strategy of group protection to make them stable under reaction conditions.
A decision must be also made whether to use the phosphoramidite method or the H-phos-
phonate method taking also into account whether the product is to be immobilized on the
support or not, which depends on expected results.

Keywords: oligonucleotide synthesis, phosphoramidite method, H-phosphonate method,
supports, linkers

Stowa kluczowe: synteza oligonukleotyddéw, metoda amidofosforynowa, metoda H-fosfo-
nianowa, ztoza, linkery
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WSTEP

Synteza biopolimerow (peptydow, biatek, kwasow nukleinowych) od dawna
budzita zainteresowanie chemikow. Pierwszorzedowa struktura tych biomolekut
sktada sig z liniowo utozonych, powtarzajacych si¢ sekwencji zasad nukleinowych
w Scisle okreslonej orientacji. Chemiczna synteza biopolimerow obejmuje wigc wiele
powtarzajacych si¢ etapéw (kondensacja, wydtuzanie tancucha, oczyszczanie).

Przetomem w tej dziedzinie byta synteza polipeptydéw na statym ztozu polisty-
renowym, opracowana przez Merrifielda [1], uhonorowana Nagroda Nobla w 1984,
w dziedzinie chemii.

Synteza na fazie stalej jest obecnie wykorzystywana rowniez do syntezy oligo-
nukleotydow [2, 3] (Schemat 1) i oligosacharydéw. Ponadto, istnieja interesujace
zastosowania tej metody do syntezy malych czasteczek organicznych (ang. Solid
Phase Organic Chemistry, SPOC) [4, 5].

Automatyzacja procesu syntezy oligonukleotydow metoda amidofosforynowa,
zaproponowana przez Caruthersa [6, 7], wywarta ogromny wptyw na post¢p w nau-
kach biologicznych, medycynie i biotechnologii. Jest to obecnie najszybszy sposob
syntezy krotkich oligonukleotydow (od kilku do kilkudziesigciu nukleotydow), wyko-
rzystywanych jako startery do amplifikacji i sekwencjonowania DNA oraz jako sondy
hybrydyzacyjne [8]. Ponadto mozliwo$¢ uzyskania znacznych ilosci oligonukleoty-
dow wskutek automatyzacji procesu ich syntezy sprawita, ze krotkie fragmenty DNA
1 RNA zaczeto z powodzeniem wykorzystywac w celu zahamowania syntezy niepo-
zadanych bialek (tzw. oligonukleotydy antysensowe i antygenowe oraz oligonukle-
otydy o wlasciwosciach katalitycznych — rybozymy i deoksyrybozymy) [9] lub zmiany
ich dziatania (tzw. oligonukleotydy o wlasciwosciach aptamerow).

W prezentowanym opracowaniu pokazano aktualny stan wiedzy na temat moz-
liwosci 1 ograniczen syntezy oligonukleotydow na fazie stalej, z uwzglgdnieniem
specyfiki roznych zt6z.
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Schemat 1. Uproszczony schemat syntezy oligonukleotydow na fazie stalej.
Etapy 2—5 powtarzane sa n razy, w celu otrzymania oligonukleotydu o zaplanowanej sekwencji
Figure 1. Simplified scheme of solid-phase oligonucleotide synthesis.
Steps 25 are repeated n-times to assemble oligonucleotide with a designed sequence

1. CHARAKTERYSTYKA METODY, ZALETY I OGRANICZENIA

W metodzie syntezy oligonukleotyddw na statym nos$niku nierozpuszczalne
podtoze jest kowalencyjnie potaczone z jednym z koncoéw syntetyzowanego tancu-
cha oligonukleotydowego, ktory jest dostepny dla reagentow znajdujacych sie¢
W jego otoczeniu, w roztworze. Wydtuzany produkt pozostaje kowalencyjnie zwia-
zany z podtozem przez caly czas trwania syntezy. Aby zakonczy¢ cykl syntezy (reakcja
wydhuzania tancucha o jeden nukleotyd) i oddzieli¢ produkt, nieprzereagowane rea-
genty nalezy usuna¢ (filtracja, a nastgpnie przemycie ztoza rozpuszczalnikiem) i wow-
czas podloze z przytaczonym do niego produktem jest gotowe do nastgpnego etapu.
Koncowy produkt jest uwalniany w wyniku rozerwania wiazania kowalencyjnego
z tacznikiem (linkerem).
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W praktyce aby zminimalizowa¢ wptyw warunkéw zewnetrznych i zachowac
w pehi bezwodne srodowisko reakcji taka synteze przeprowadza si¢ w szczelnie
zamknigtych reaktorach lub kolumnach.

Istotnymi zaletami metody syntezy na statym nosniku sa:

* latwo$¢ oddzielania produktéw zwiazanych ze ztozem (immobilizowanych
na ztozu) od innych reagentow i produktéw ubocznych,

* automatyzacja metody pozwalajaca na duze zréznicowanie skali syntezy
(od 40 nmoli do 1 pumola) [10], jak rowniez na zastosowanie analogicznych
regut w stosunku do skali wielokilogramowej,

* uniwersalno$¢ metody umozliwiajaca syntez¢ modyfikowanych oligonu
kleotydow, poprzez wprowadzanie réznych niestandardowych lub modyfi-
kowanych zasad w monomerach lub modyfikacj¢ wiazan internukleotydo-
wych [11, 12],

* mozliwo$¢ syntezy bibliotek oligonukleotydowych [13, 14].

Jednak, oprocz wyzej wymienionych zalet, proces syntezy na podtozu statym

zwiazany jest z szeregiem ograniczen.

+ Koncowa wydajno$¢ produktu spada wraz ze wzrostem liczby etapow. Dla
pentanukleotydu — przy zatozeniu, ze wydajno$¢ pojedynczego etapu przy-
taczania wynosi 90% (0,9), obliczona sumaryczna wydajno$¢ wynosi:
0,9* x 100% = 66%, zgodnie z ponizszym wzorem:

W, = W x 100%,

gdzie: W, —wydajnos¢ koncowa syntezy, W — srednia wydajnos¢ pojedynczego przy-
taczenia, (n—1) — liczba etapow, n — dlugosc¢ oligonukleotydu.

Warunkiem powodzenia syntezy jest zatem uzyskanie na wszystkich jej eta-

pach wydajnosci bliskich 100%.

» Tworzenie nieprawidlowych (krotszych) sekwencji rowniez wplywa na obni-
zenie wydajnosci calkowitej i zanieczyszczenie oczekiwanego produktu. Ich
ilo$§¢ mozna zminimalizowa¢ poprzez wprowadzenie etapu acylowania nie-
przereagowanych funkcji hydroksylowych po kazdym etapie wydtuzania
tancucha (ang. capping).

* Niecatkowite odblokowanie oligonukleotydu oraz jego wtasciwosci fizyko-
chemiczne (tworzenie form ustrukturyzowanych, niska rozpuszczalno$¢ itp.)
determinuja wyizolowanie oligonukleotydu o petnej dtugosci (n).

* Trudne jest analizowanie produktow przytaczonych do ztoza na kazdym etapie
reakcji, z wyjatkiem kontroli reakcji detrytylowania (metoda UV).
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2. STALE NOSNIKI

W zaleznos$ci od metody syntezy, stosuje si¢ roznego rodzaju ztoza posiadajace
odpowiednia, reaktywna grupg chemiczna na powierzchni, np. -NH,, ~OH, -COOH,
za pomoca ktorej tacza si¢ z linkerem (tacznikiem) i z pierwsza jednostka mono-
meru. Dostgpnos$¢ powierzchni nosnika (fazy statej) dla reagentow jest czynnikiem
decydujacym o wyborze fazy statej. Dodatkowymi czynnikami majacymi istotny
wplyw na wlasciwosci fazy statej sa: rozwinigta powierzchnia warunkujaca duza
powierzchnig nos$na, czynniki steryczne oraz predkos¢ dyfuzji przez pory.

DMTO o B
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%_K ° J
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Schemat 2. Struktura dwdch najczgsciej stosowanych ztoéz wykorzystywanych w syntezie oligonukleotydow.
(A) LCAA-CPG. (B) Aminometylo-polistyren (niepgczniejacy, wysoce usieciowany).

W obydwoch przypadkach nukleozyd jest potaczony z grupa ~NH, ztoZa za pomoca reszt bursztynylowych
Figure 2. The structure of the two most commonly used phases utilized in oligonucleotide synthesis.
(A) LCAA-CPG. (B) Aminomethyl polystyrene (nonswelling, highly cross-linked).

In both cases, a nucleoside is attached to the amino group —NH, of the support
through the succinic acid linker

W syntezie niemodyfikowanych oligonukleotydow wykorzystuje si¢ przewaz-
nie fazy state o upakowaniu ~ 40-300 umol/g [15].

Lacznik zbudowany jest z dwoch oddzielnych fragmentow. Pierwszy stanowi
reszta taczaca aktywne grupy (-NH,, -OH) z rdzeniem fazy stalej. Lacznikami sa
najczgsciej kwasy dikarboksylowe (np. kwas bursztynowy) [16], ktore tacza nukle-
ozyd z podtozem poprzez wigzanie estrowe i amidowe [17]. Drugi fragment stanowi
dhuzszy tancuch alkilowy, alkiloaminowy (ang. long-chain alkiloamine CPG, LCAA-
CPG). Preferowane sa dtuzsze tancuchy, ktore oddzielaja terminalne grupy od powierz-
chni ztoza (Schemat 2).

Wigkszo$¢ linkerow wykazuje stabilno§¢ w warunkach kwasowych i ulega
hydrolizie w warunkach silnie zasadowych, co umozliwia zastosowanie kombinacji
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najbardziej popularnych grup ochronnych — kwasolabilnej 5’-dimetoksytrytylowe;j
(DMT) do protekcji grupy 5°-OH, zasadolabilnych grup acylowych do protekcji
grup egzoaminowych nukleozasad i grupy B-cyjanoetylowej do protekcji funkcji
fosforanowe;.

Linkery powinny charakteryzowac sig¢ szczeg6lnie wysoka stabilnoscia w przy-
padku, kiedy usuwanie grup ochronnych oligonukleotydu ma miejsce przed ich oder-
waniem od ztoza, np. synteza immobilizowanych bibliotek oligonukleotydowych.

Ponizej scharakteryzowano podstawowe klasy faz statych.

» Zloza makroporowate oparte sa na zelach krzemionkowych, CPG (ang.
controlled pore glass) lub wysoko usieciowanych polimerach (polistyren,
polimetakrylany) i sa handlowo dostgpne w wielu r6znych odmianach. Poro-
wata struktura tych z16z pozostaje niezmieniona i, dzigki rozwinigtej powierz-
chni, upakowanie z16z jest wysokie (40—-100 pumol/g). Trwatos¢ wlasci-
wosci fizyko-chemicznych i mechanicznych przypomina ztoza wykorzysty-
wane w kolumnach HPLC i umozliwiaja ich zastosowanie w kolumnach
reakcyjnych o ciagtym przeptywie. Jednak maksymalne upakowanie takich
no$nikow jest znacznie mniejsze niz pgezniejacych faz statych. Najpopular-
niejsze sa obecnie ztoza CPG funkcjonalizowane za pomoca roznych grup,
poniewaz tatwo jest nimi operowac, ze wzgledu na jednorodna granulacje
i duza trwato$¢ mechaniczna. Powierzchnia i upakowanie zalezy od roz-
miard6w porow, a ztoza CPG o najwigkszej granulacji charakteryzuja si¢ naj-
nizszym upakowaniem. Najczesciej stosowane sa ztoza sfunkcjonalizowane
LCAA-CPG, z porami o $rednicy 500 A i upakowaniu ok. 30-40 pmol/g,
ktore umozliwiaja syntez¢ oligonukleotydow o maksymalnej dlugosci
50-60 nukleotydow.

* Zloza w stanie cieklym sa polimerami o wysokiej masie czasteczkowej,
ktore zawieraja PEG (glikol polietylenowy) lub poli(NV-akrylomorfoling),
sa catkowicie rozpuszczalne w niektorych rozpuszczalnikach stosowanych
podczas syntezy (dichlorometan, pirydyna, acetonitryl) i moga by¢ wytra-
cane w innych rozpuszczalnikach niz wyzej wymienione. W tym przypadku,
reakcja wydtuzania tancucha oligonukleotydowego zachodzi w roztworze,
a po jej zakonczeniu ztoze wraz z produktem jest wytracane poprzez doda-
nie odpowiedniego rozpuszczalnika (alkohole, etery). Zaleta reakcji konden-
sacji w roztworze homogenicznym jest mozliwos$¢ uzycia mniejszych nad-
miar6w reagentdéw, co skutkuje obnizeniem kosztéw syntezy, mozliwoscia
skalowania reakcji w duzym zakresie oraz mozliwo$cia wykorzystywania
metod spektroskopowych (UV/VIS, NMR, IR) do monitorowania przebiegu
reakcji. Takie rozwigzanie nie wymaga uzycia skomplikowanej aparatury,
poniewaz reakcje przeprowadza si¢ w naczyniach szklanych. Wada tej metody
jest stosunkowo diugi czas kazdego cyklu. Niemniej jednak, jest ona odpo-
wiednia do syntezy oligonukleotydow na wigksza skalg [18]. Z danych litera-
turowych wynika, ze w praktyce stosuje si¢ ztoza PEG o stopniu upakowa-
nia dochodzacym do ok. 400 umol/g [18].
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* Z7loza nieporowate sa sztywnymi nieporowatymi kulkami o upakowaniu
ok. trzy razy mniejszym niz ztoza porowate. Nieporowate CPG umozliwiaja
synteze dtuzszych oligonukleotydéw z wysokimi wydajnos$ciami. Te no$niki
znalazly zastosowanie w syntezie olignukleotydow immobilizowanych trwale
na ztozu, np. do tworzenia bibliotek kombinatorycznych. W tym przypadku,
wymagana jest obecno$¢ stabilnych linkerow, ktore pozostaja nienaruszone
w warunkach usuwania wszystkich grup ochronnych po zakonczeniu syntezy.
Odblokowane oligonukleotydy immobilizowane na ztozu sa wykorzystywane
jako sensory DNA.

» Zloza szczepione naleza do hybrydowych faz statych, ktorych struktura
zawiera: PS-PTFE (polistyren-politetrafluoroetylen) i PEG-PS (glikol poli-
etylenowy-polistyren o zawarto$ci okoto 70% PEG; nazwa handlowa tego
ztoza — TentaGel® [19]). Ztoza te tacza zalety 716z zelowych i 716z sztyw-
nych porowatych. Powierzchnia ztoza jest fatwo ,,rozpuszczalna” i nie jest
usieciowana, podczas gdy sztywny rdzen pozostaje nierozpuszczalny. Ztoza
te moga by¢ stosowane w kolumnach przeptywowych, poniewaz sg sztywne
inie wykazuja wlasciwosci pecznienia. Czgsto sa wykorzystywane w synte-
zie oligonukleotydow na skalg przemystowa, szczegodlnie w potaczeniu
zuniwersalnymi tacznikami, umozliwiajacymi syntez¢ od pierwszej zasady,
ktéra kazdorazowo jest wprowadzana na ztoze w trakcie syntezy. Eliminuje
to konieczno$¢ przygotowywania zi6z sfunkcjonalizowanych réznymi
nukleozydami.

* Polimerowe zloza o konsystencji zelu zawieraja polistyren — diwinyloben-
zen, poliakrylamid i sa usieciowane tylko w 1-5%. Posiadaja zdolno$¢ wielo-
krotnego zwigkszania swej objgtosci w rozpuszczalnikach niepolarnych
(np. dichlorometan). Tego typu fazy state nie znalazly szerokiego zastoso-
wania w syntezie oligonukleotydéow (nie pgcznieja w rozpuszczalnikach
polarnych wykorzystywanych w tych reakcjach), natomiast sa wykorzysty-
wane z powodzeniem w syntezie peptydow.

2.1. FUNKCJONALIZACJA FAZY STALEJ.
PRZYLACZANIE LINKERA I NUKLEOZYDU

Nukleozydy sa potaczone ze ztozem linkerem, ktorego dobor jest uzalezniony
od warunkow reakcji. Lacznik powinien by¢ tak zaprojektowany, aby byt dostoso-
wany do warunkow odcigcia i usuwania grup ochronnych, z mozliwoscia zastoso-
wania kilku kombinacji:

1) odcigcia od zloza z nastepujaca deprotekcja,

2) deprotekeji immobilizowanych produktow i ewentualnego odcigcia od ztoza,

3) deprotekcji immobilizowanych produktow bez nastgpujacego odcigeia

4) odcinania facznikéw od ztoza w innym miejscu niz 3’-koncowa grupa hydro-

ksylowa i wprowadzanie modyfikacji na 3 koncu otrzymanego oligonukle-
otydu.
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2.2. LINKERY USUWANE PO SYNTEZIE

Obecnie najczgSciej stosowanym tacznikiem jest kwas bursztynowy. Jest on
wykorzystywany juz od ponad 30 lat, ze wzgledu na niskie koszty, tatwo§¢ wprowa-
dzania i wysoka wydajno$¢ usuwania w warunkach zasadowych. Odpowiednio zablo-
kowany nukleozyd moze by¢ poddawany reakcji bursztynylownia zarébwno na koncu
3’,jak 15’, a otrzymany 3’- lub 5’-O-hemibursztynian reaguje z grupa aminowa lub
hydroksylowa ztoza. Reakcje kondensacji nukleozydu z bursztynianem lub ze zto-
zem sg aktywowane za pomoca dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), 1-(3-dimety-
loaminopropylo)etylokarbodiimidu (DEC), lub diizopropylokarbodiimidu (DIPCC)
[20].

Po zakonczeniu syntezy oligonukleotydow na nos$niku z tacznikiem bursztyny-
lowym, zablokowane produkty sa odcinane od ztoza, w wyniku zasadowej hydro-
lizy wiazania estrowego, z uzyciem stgzonego wodnego roztworu amoniaku. Zasto-
sowanie metyloaminy lub wodorotlenku sodu z amoniakiem skraca czas przebiegu
hydrolizy, ale powoduje wzrost niebezpieczenstwa pojawienia si¢ reakcji ubocz-
nych, w tym gltéwnie modyfikacji cytozyny i, w konsekwencji, moze zachodzi¢ alkilo-
aminowanie lub deaminacja.

2.3. LINKERY LABILNE

Linkery labilne sg usuwane w tagodniejszych warunkach niz linker bursztyny-
lowy. Szczegodlna grupg stanowia linkery fotolabilne z grupa nitrobenzylowa [21]
(Schemat 3 A—C), wykorzystywane w syntezie oligonukleotydéw z koncowymi gru-
pami 3’-hydroksylowymi (Schemat 3A i B), 3’-fosforanowymi (Schemat 3C) lub
innymi 3’-terminalnymi modyfikacjami. Reakcja uboczna fotolitycznego odcigcia
oligonukleotydu od ztoza jest dimeryzacja tyminy (< 3%). W kolejnym etapie ko-
nieczne jest usunigcie grup ochronnych funkcji egzoaminowych w warunkach alka-
licznych.

Nauwagg zastuguja taczniki labilne, usuwane w tagodnych, nienukleofilowych
warunkach i w §rodowisku obojetnym za pomoca jonu fluorkowego. Linkery te zawie-
raja grupg sililowa lub disiloksanowa (Schemat 3D i E). Do syntezy oligonukleoty-
dow z 3’-fosforylowanym koncem najczgsciej stosowany jest linker benzylosulfony-
loetanolowy (Schemat 3F), ktory ulega hydrolizie w obecnosci trietyloaminy [15, 22].
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Schemat 3. Struktura wybranych labilnych linkerow
Figure 3. The structure of selected labile linkers

2.4. LINKERY UNIWERSALNE

Laczniki oméwione powyzej sa wykorzystywane do syntezy oligonukleotydow,
w ktorej przyltaczanie pierwszego monomeru stanowi oddzielny etap przygotowania
ztoza (ze wzgledu na zastosowane reakcje chemiczne i dtugie czasy kondensacji).
Dostgpne sa rowniez ztoza uniwersalne, w ktorych przytaczanie pierwszego nukle-
otydu stanowi etap protokotu zautomatyzowanej syntezy. Uniwersalne linkery (Sche-
mat 4) stosuje si¢ przede wszystkim w syntezie oligonukleotydow, ktore w swojej
sekwencji zawieraja modyfikowane zasady. Zaprojektowano taczniki uniwersalne,
umozliwiajace synteze oligonukleotydow z koncami 3’-fosforanowymi, z wykorzy-
staniem zaréwno funkcji hydroksylowych, jak i aminowych (Schemat 4A-F). Amido-
fosforyn sulfonylodietylowy, zazwyczaj stosowany do 5’-fosforylacji, moze by¢ réw-
niez uzyty w syntezie 3’-fosforylowanych sekwencji oligonukleotydéw na ztozu
sfunkcjonalizowanym grupami hydroksylowymi lub aminowymi (Schemat 4G).
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Schemat 4. Struktury wybranych linkerow uniwersalnych
Figure 4. The structure of selected universal linkers

Interesujaca alternatywa sa ztoza uniwersalne, zaproponowane przez Azhay-
eva [23, 24] (Schemat 5), a oparte na wykorzystaniu réznic kinetycznych reakcji
solwolizy wewnatrzczasteczkowej i migdzyczasteczkowej, prowadzace do powsta-
nia cyklicznego fosforanu P(V), w rezultacie wewnatrzczasteczkowego ataku sasia-
dujacej grupy hydroksylowej na atom fosforu wiazania internukleotydowego.
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Schemat 5. Ztoze uniwersalne zaproponowane przez Azhayeva
Figure 5. Universal support proposed by Azhayev

Wprowadzenie pojedynczego rybonukleozydu z inwersja orientacji pier§cienia
cukrowego (zwiazanego z podtozem poprzez grupg 5°-OH) pozwala réwniez na
wykorzystanie zroznicowanej trwatosci hydrolitycznej internukleotydowych wia-
zan fosfodiestrowych w 2’-deoksynukleotydach i 2’-rybonukleotydach i umozliwia
selektywne odcigcie od ztoza w pozycji zawierajacej rybonukleozyd.

Mechanizm odcigcia od ztoza uniwersalnego (Schemat 6) opiera si¢ na sekwencji
reakcji deacylacji grupy 2’-OH rybonukleozydu (urydyny) oraz jednoczesnej S-elimi-
nacji akrylonitrylu (odblokowanie grupy fosfodiestrowej). Atak grupy 2°-OH na atom
fosforu grupy fosfodiestrowej prowadzi do utworzenia cyklicznego pentakoordyna-
cyjnego 2’°,3’-fosforanu P(V), ktéry ulega hydrolizie z rozerwaniem wigzania fos-
for-tlen i utworzeniem oligonukleotydu z wolnym koncem 3°-OH, oraz cyklicznego
2’,3’-fosforanu. W ten sposo6b wydtuzanie tancucha zachodzi od konca 2’ (lub 3°),
a nie od konca 5’, co umozliwia usunigcie terminalnej grupy fosforanowej na drodze
mechanizmu wewnatrzczasteczkowej substytucji nukleofilowej (Schemat 6) [25-27].
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Schemat 6. Mechanizm odszczepienia terminalnego fosforanu w ztozach uniwersalnych.
(A) Odblokowanie grupy 2’-hydroksylowej (hydroliza) i funkcji fosfodiestrowej (B-eliminacja).

(B) Atak grupy 2’-hydroksylowej na fosfor grupy fosfodiestrowej z utworzeniem pentakoordynacyjnego
cyklicznego 2°,3’-fosforanu. (C) Hydroliza pentakoordynacyjnego fosforanu z utworzeniem 3’-OH
oligonukleotydu i cyklicznego 2°,3’-fosforanu urydyny
Figure 6. Mechanism of terminal phosphate cleavage in universal supports.

(A) Deprotection of 2’-hydroxyl group (hydrolysis) and phosphodiester group (-elimination).

(B) Attack of the 2’°-hydroxyl group at phosphorus atom of phosphodiester group with a formation of
pentacoordinate 2°,3’-cyclic phosphodiester. (C) Hydrolysis of pentacoordinate phosphorus atom
with formation of 3’-OH oligonucleotide and 2’,3’-cyclic uridine phosphate

Opisana powyzej koncepcj¢ zastosowano z powodzeniem dla monomeréw ury-
dyny, zwiazanych z CPG poprzez linker 5’-bursztynylowy (Schemat 6). Synteza
oligonukleotydéw z wykorzystaniem 3’-amidofosforynow przebiega standardowo
od konca 2’ Iub 3’ grupy hydroksylowej linkera urydynowego. Odcigcie oligonukleo-
tydu od ztoza obejmuje dwa etapy: etap hydrolizy linkera bursztynylowego (w celu
odcigcia produktu od ztoza) i etap tworzenia terminalnego cyklicznego 2°,3’-fosfo-
ranu urydyny, ktory jest etapem limitujacym szybkos¢ reakcji i moze przebiegac
jednocze$nie z usuwaniem grup ochronnych. Reakcje hydrolizy i odblokowania
zachodza w standardowych warunkach.

Ustalono, ze szybkos¢ odblokowania zalezy od nukleozydu potaczonego z 3’-ury-
dyna i maleje w nastgpujacej kolejnosci: rybonukleozydy > dA, dG > T > dC [25].

Istnieje szereg wariantow zt0z z tacznikiem uniwersalnym, w tym rowniez wyko-
rzystujacych potaczenie rybonukleozydu poprzez pozycje N* cytozyny z nastepuja-
cym wydhuzaniem tancucha od grupy 3’-fosforanowej lub potaczenie ze ztozem dinu-
kleotydu.

Linkerami uniwersalnymi nie musza by¢ wytacznie rybonukleozydy o odwro-
conym utozeniu pier$cienia cukrowego. Moga nimi by¢ réwniez inne ugrupowania
(np. amidowe, peptydowe). Warunkiem koniecznym jest obecno$¢ zablokowanej
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grupy funkcyjnej, ktora po odblokowaniu stanowi wewnatrzczasteczkowa asyste
nukleofilowa, umozliwiajaca odcigcie od ztoza w tagodnych warunkach.

2.5. LINKERY UMOZLIWIAJACE DEPROTEKCJE IMMOBILIZOWANYCH
PRODUKTOW

Na uwagg zastuguja ztoza z linkerem trwalym w warunkach zasadowej hydro-
lizy, pozwalajacym na usuwanie grup ochronnych bez odcinania produktéw od ztoza.
Do tej grupy tacznikoéw naleza linkery tiofosforanowe i tioeterowe.

Ztoza z tacznikiem bursztynianowym potaczonym poprzez N-metyloglicyng
(sarkozyna), bis-1,6-dimetyloaminoheksan lub glikol N-propylopolietylenowy (Sche-
mat 7A—D), odporne na dziatanie silnych zasad, w tym DBU, znalazty zastosowanie
m.in. w syntezie modyfikowanych oligonukleotydow, a takze P-chiralnych analo-
géw tiofosforanowych metoda oksatiafosfolanowa [28, 29].

W przypadku tego typu z16z, wykorzystuje si¢ cz¢sto grupy ochronne umozliwia-
jace deprotekcje na kolumnie, w tym: 9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc) oraz
2-(4-nitrofenylo)etoksykarbonylowa (NPE) [30, 31].
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Schemat 7. Linkery odporne na silnie zasadowe warunki reakcji kondensacji
lub umozliwiajace deprotekejg produktéw bez ich odcigcia od ztoza
Figure 7. Linkers resistant to strong base conditions of condensation

and enabling deprotection of products without cleavage from a support

Interesujacym rozwiazaniem sa ztoza z tacznikami fosfodiestrowymi lub amido-
fosforanowymi, ktére powstaja poprzez bezposrednia kondensacj¢ amidofosfory-
now z odpowiednimi grupami hydroksylowymi lub aminowymi, znajdujacymi si¢
na powierzchni ztoza [32-34].
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Ostatnie doniesienia literaturowe wskazuja na mozliwos¢ bezposredniego pota-
czenia amidofosforanow z grupami silanolowymi na powierzchni ptytek szklanych
[35].

Synteza oligonukleotydéw immobilizowanych na ztozu znalazta zastosowanie
w tworzeniu bibliotek oligonukleotydow, ktore otrzymuje si¢ w sposob synchroni-
zowany na filtrach lub membranach, lub ptytkach szklanych [36].

3. PODSTAWY CHEMICZNE

3.1. METODA AMIDOFOSFORYNOWA

Caruthers 1 wspotpracownicy opisali reakcje fosfitylacji 5’-O-DMT-tymidyny
1 lub 5’-O-DMT-N-acylowanch pochodnych innych 2’-deoksynukleozydéw za po-
moca chloro-N,N-diizopropyloamidofosforynu 2, w wyniku ktérej powstawaty odpo-
wiednie amidofosforyny nukleozydow 3 (Schemat 8). Fosfitylacja 3’-lewulinyloty-
midyny 4 za pomoca amidofosforynu 3, w obecnosci 1 H-tetrazolu (kwasowy katali-
zator), prowadzila do powstania zablokowanego dinukleozydo(3’,5’)-amidofosfo-
rynu 5 z bardzo dobra wydajnoscia (> 90%) 1 data poczatek metodzie amidofosfory-
nowej [6, 7, 37].
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Schemat 8. Synteza dinukleozydo (3°,5”) fosforynu B-cyjanoetylowego metoda Caruthersa [37]
Figure 8. Formation of dinucleoside (3°,5) phosphite by Caruthers [37]
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Intensywne badania nad doborem odpowiednich grup ochronnych oraz opty-
malizacja warunkow reakcji doprowadzity do wykorzystania tej metody w zauto-
matyzowanej syntezie oligonukleotydow na fazie stale;.

Standardowe 3'-O-amidofosforyny nukleozydow sa obecnie dostgpne handlo-
wo (Schemat 9), a opracowane szczegdlowe protokoty moga by¢ wykorzystane za-
réwno do syntez standardowych, jak i do syntezy oligonukleotydow modyfikowa-
nych [15].
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Schemat 9. Handlowo dostepne standardowe amidofosforyny 2’°-deoksy- i 2’-rybonukleozydow
Figure 9. Commercially available standard phosphoramidites of 2’-deoxy- and 2’-ribonucleosides

Synteza oligonukleotydow metoda amidofosforynowa obejmuje wiele powta-
rzajacych sig¢ etapow (Schemat 10):

(a) detrytylacje, prowadzong w roztworze 3% kwasu dichlorooctowego (DCA)
w chlorku metylenu,

(b) kondensacje: reakcja pomigdzy amidofosforynami nukleozydow a nukleo-
zydem (lub nukleotydami) immobilizowanym na fazie stalej w obecno$ci
aktywatora kwasowego, np. 1 H-tetrazolu. W przypadku syntezy RNA, naj-
czesciej stosowany jest S-etylotio-1H-tetrazol lub 1-(3-nitro-fenylo)-1H-
tetrazol.

(c) zablokowanie nieprzereagowanych funkcji 5’-hydroksylowych poprzez acy-
lowanie (ang. capping), za pomoca bezwodnika kwasu octowego, prowa-
dzone po kazdym etapie kondensacji,

(d) utlenianie, prowadzone po kazdym etapie wydtuzania tancucha, w ukta-
dzie I,/H,O/Py, w THF. W warunkach niestandardowych, jako odczynnik
utleniajacy moze by¢ zastosowany wodoronadtlenek #-butylowy.

(e) odcigcie od ztoza i usunigcie zasadolabilnych grup ochronnych, w stgzo-
nym wodnym roztworze amoniaku lub w bezwodnym nasyconym roztwo
rze amoniaku w metanolu.
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Schemat 10. Synteza oligonukleotydéw metoda amidofosforynowa
Figure 10. Synthesis of oligonucleotides by the phosphoramidite method

W przypadku syntezy RNA, istnieje konieczno$¢ zablokowania funkcji 2°-hy-
droksylowych [38], ze wzgledu na mozliwo$¢ migracji wiazania internukleotydo-
wego migdzy pozycjami 2’ i 3’ pierScienia cukrowego oraz rozerwania wiazania
internukleotydowego, w wyniku ataku grupy 2’-OH na fosfor wiazania fosfodies-
trowego 1 fosfotriestrowego. Bardzo istotny jest dobor odpowiedniej grupy blokuja-
cej pozycje 2°-OH tak, aby grupa ochronna pozycji 2°-OH byta stabilna podczas
trwania syntezy i podczas deprotekcji wigzania internukleotydowego i mogta by¢
usunigta jako ostatnia. W przeciwnym razie, istnieje niebezpieczenstwo powstawa-
nia krotszych fragmentow oligonukleotydowych, w wyniku rozerwania wigzania
internukleotydowego, ktore nastapito wskutek aktywnosci nukleofilowej grupy 2°-OH
w reakcji podstawienia na centrum fosforowym i hydrolizie utworzonego produktu
przejsciowego. Najczesciej stosowana grupa blokujaca jest grupa ¢-butylodimetylo-
sililowa (TBDMS), ktora usuwa si¢ za pomoca jonéw fluorkowych (np. stosujac
trifluorowodorek trietyloamoniowy, Et,N-3HF). Znane sa rowniez inne grupy pro-
tekcyjne pozycji 2°-OH, np. grupa 1-(2-fluorofenylo)-4-metoksypiperydyn-4-ylowa
(Fpmp) lub tetrahydropiranylowa (Thp), ktore sa usuwane w warunkach kwaso-
wych.

Pozycja 5’-OH jest najcze¢sciej blokowana grupa dimetoksytrytylowa (DMT),
ktorej istotna zaleta jest tatwos¢ usuwania w warunkach kwasowych. Kolejna korzys-
cig uzycia grupy DMT jest mozliwo$¢ monitorowania reakcji detrytylacji spektrofo-
tometrycznie i, w konsekwencji, kontrolowania wydajnos$ci kondensacji. Analogiczne
wlasciwos$ci posiada grupa 9-fenylo-ksanten-9-ylowa (Px) [39].

Grupy zasadolabilne sa usuwane podczas odcinania otrzymanego oligonukleo-
tydu od ztoza. W tym samym czasie jest usuwana rowniez grupa 2-cyjanoetylowa
z wiazania internukleotydowego.
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3.2. METODA H-FOSFONIANOWA W SYNTEZIE OLIGONUKLEOTYDOW

NA FAZIE STALEJ

Metoda amidofosforynowa jest najczeséciej stosowana w syntezie oligonukleo-
tydow na fazie statej. Jej alternatywe stanowi metoda H-fosfonianowa, ktora zostata
po raz pierwszy zastosowana do syntezy dinukleotydow przez Todda i in., ktorzy
w 1952 r. opisali reakcje tworzenia diestrow H-fosfonianowych w wyniku konden-
sacji monoestroéw H-fosfonianowych z zablokowanymi nukleozydami w obecnosci
chlorofosforynu difenylowego [40].

Trzydziesci lat pozniej metoda H-fosfonianowa zostata udoskonalona i wykorzy-
stana w syntezie oligonukleotydow na fazie statej [41-43]. Istotna zaleta metody
H-fosfonianowe;j jest mozliwos¢ syntezy oligonukleotyddéw bez konieczno$ci bloko-
wania funkcji egzoaminowych zasad [44, 45].

Przebieg etapow syntezy, przedstawiony na Schemacie 11, obejmuje:

(a)

(b)

(©)

detrytylacje, za pomoca 3,5% kwasu dichloroctowego (DCA) w 1,2-di-
chloroetanie (DCE) w przypadku syntezy DNA; w syntezie RNA przepro-
wadza si¢ ja za pomoca 1% kwasu trifluorooctowego (TFA) w DCE,
kondensacje¢ monoestru H-fosfonianowego z nukleozydem, w obecnosci
odczynnika kondensujacego, najczesciej w mieszaninie pirydyny i aceto-
nitrylu (1:3, v/v). Sposréd wielu odezynnikéw kondensujacych, powszech-
nie stosowany jest chlorek piwaloilu (Pv-Cl), chlorek adamantoilu [46]
lub, rzadziej inne odczynniki, np. bis(pentafluorofenylo)weglan [47].
Z uwagi na fakt, ze chlorek adamantoilu jest cialem stalym, wykazuje
mniejsza podatnos¢ na hydroliz¢ niz chlorek piwaloilu, ktéry powinien
by¢ destylowany bezposrednio przed kazda synteza,

utlenianie prowadzone w celu przeksztalcenia internukleotydowych wia-
zan H-fosfonianowych (P III) w fosfodiestrowe lub w wiazania modyfiko-
wane innymi atomami, np. atomami siarki - tiofosforany lub atomami
selenu — selenofosforany (Schemat 11). Utlenianie zachodzi w ostatnim,
pojedynczym etapie, po zakonczeniu syntezy pozadanej sekwencji oligo-
nukleotydu. Odczynnikiem utleniajacym jest najczesciej roztwor jodu (2%)
w wodnym roztworze pirydyny (2% wody) [48, 49] lub w wodnym roztwo-
rze innej zasady (np. trietyloamina, N-metyloimidazol) [50]. W przypadku
gdy utlenianie nie przebiegnie do konca, podczas odcinania produktu (oli-
gonukleotydu) od ztoza nastgpuje degradacja tancucha w miejscach inter-
nukleotydowych wiazan H-fosfonianowych. W rezultacie tworza sig krot-
sze tancuchy oligonukleotydowe, ktorych obecnos¢ obniza wydajnos¢ cal-
kowita syntezy.
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Schemat 11. Synteza oligonukleotydow metoda H-fosfonianowa.
Etapy a, b sa powtarzane n razy w zaleznosci od zaplanowanej dtugosci
Figure 11. Synthesis of oligonucleotides according to the H-phosphonate method.
Steps a and b are repeated » times depending on the designed length of oligonucleotide

(d) Odcigcie otrzymanego oligonukleotydu od ztoza w warunkach zasado-
wych (stgzony roztwor amoniaku), ktére zachodzi z rownoczesnym odblo-
kowaniem grup zasadolabilnych, jesli uzyte byty monomery z zablokowa-
nymi grupami egzaminowymi.

Metode H-fosfonianowa wykorzystano z powodzeniem do tworzenia bibliotek

oligonukleotydow [51] oraz do syntezy analogdéw oligonukleotydéw m.in. amido-
fosforanow [52], tiofosforanow [53].

3.2.1. Wplyw poszczegolnych parametrow na wydajnos$¢ reakcji kondensacji
w metodzie H-fosfonianowej

W reakcji kondensacji zachodzi aktywacja H-fosfonianu pod wplywem odczyn-
nika kondensujacego (Schemat 12) i tworzy si¢ mieszany bezwodnik fosfonokar-
boksylowy, ktory reaguje z grupa 5°-OH nukleozydu (oligonukleotydu) z utworze-
niem diestru H-fosfonianowego [54, 55]. Kolejnos¢ dodawania reagentéw jest istotna
dla wydajnego powstawania diestru H-fosfonianu. Szczegdtowe badania mechanizmu
wykazaty, ze odczynnik kondensujacy musi by¢ dodawany do roztworu zawieraja-
cego zarowno nukleozyd, jak i H-fosfonian. Jezeli H-fosfonian jest aktywowany
przed dodaniem alkoholu, zachodza reakcje uboczne, m.in tworzenie bezwodnikow
bis-acylowych, P-acylowanie i O-acylowanie. Wazne jest rowniez zachowanie odpo-
wiedniej stechiometrii, co pozwala na zminimalizowanie ilo$ci powstatych produk-
tow ubocznych.
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Schemat 12. Mechanizm aktywacji monoestru H-fosfonianu.
R’ — zablokowany nukleozyd w pozycji 3°, R” — zablokowany nukleozyd w pozycji 5° [53]
Figure 12. Activation mechanism of H-phosphonate monoesters. R’ — protected nucleoside-3’-yl;
R” — protected nucleoside-5’-yl [53]

Kolejnym istotnym czynnikiem wptywajacym na przebieg reakcji kondensacji
jest rozpuszczalnik. W wyniku aktywacji monoestru H-fosfonianu bez obecnosci
zasady (np. pirydyna), uzyskuje si¢ monoaktywowane pochodne, mieszane bezwod-
niki fosfonokarboksylowe (Schemat 12) [53]. Zamiana pirydyny na inne, mniej zasa-
dowe rozpuszczalniki, np. chinoling [56] Iub podstawione pochodne pirydyny [55]
minimalizuje w znacznym stopniu obecnos¢ reakcji konkurencyjnych (powstawa-
nie bezwodnikéw bis-acylowych).

Metoda H-fosfonianowa znalazta réwniez zastosowanie w syntezie RNA. Etapy
syntezy dla RNA sa analogiczne jak dla DNA, z ta r6znica, ze w przypadku RNA
nalezy blokowa¢ funkcje 2°-OH. Najczgsciej stosowana grupa protekcyjng jest grupa
TBDBS - #-butylo-dimetylosililowa (podobnie jak w metodzie amidofosforynowej).
Moga by¢ stosowane takze inne grupy ochronne, jak: fotolabilna — o-nitrobenzy-
lowa, kwasolabilna (np. 4-metoksytetrahydropiran-4-ylowa) (Mthp) lub zasadola-
bilna: benzoilowa. Problemy zwiazane z wystgpowaniem reakcji konkurencyjnych
sa znacznie zminimalizowane w przypadku syntezy RNA. Wykazano m.in., Ze obec-
no$¢ wicynalnej w stosunku do wiazania internukleotydowego, zablokowanej grupy
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2’-OH minimalizuje ryzyko zajscia P-acylowania. Reakcje zachodza z podobna szyb-
koscia jak w przypadku DNA, pomimo zawady przestrzennej, ktora stanowi zablo-
kowana grupa 2°-OH.

Metoda H-fosfonianowa posiada wiele zalet. Zakonczeniem syntezy w meto-
dzie H-fosfonianowej jest utlenienie nietrwatych H-fosfonianéw. Uzyskane oligo-
nukleotydy w postaci diestrow charakteryzuja si¢ znaczna trwatoscia i, immobilizo-
wane na ztozu, moga by¢ przechowywane w temperaturze —20°C przez dtuzszy okres
przed odcigciem od ztoza i usunigciem grup zasadolabilnych N-acylowych. W meto-
dzie tej wykorzystuje si¢ stosunkowo tanie odczynniki kondensujace.

PODSUMOWANIE

Od konca lat 90. trwa bardzo dynamiczny rozwoj metod syntezy prowadzonych
na stalych nosnikach. Istniejace obecnie metody umozliwiaja synteze w zaleznosci
od oczekiwan stawianych danej metodzie praparatywnej (skala procesu, wprowa-
dzane modyfikacje itp.) oraz pozwalaja za pomoca handlowo dostepnych odczynni-
kéw otrzymacé oligonukleotydy lub ich analogi w postaci wolnej lub immobilizo-
wane na ztozach, w skali zréznicowanej od submikromolowej (PCR) do skali wielo-
kilogramowej (badania kliniczne). Celem niniejszego przegladu byta charaktery-
styka réznorodnych zt6z, stosowanych w syntezie na fazie statej. W zaleznosci od
wykorzystania tych zt6z, syntezg nalezy bardzo szczegdtowo zaplanowac, uwzgled-
niajac strategi¢ grup ochronnych tak, aby byly one trwale w warunkach reakc;ji.
Nalezy rowniez podja¢ decyzje, czy zastosowaé metode¢ amidofosforynowa, czy
H-fosfonianowa. Ponadto nalezy wzia¢ pod uwagg to, czy produkt syntezy na fazie
statej powinien by¢ immobilizowany na ztozu. Dostgpne obecnie metody syntezy
oraz dostgpne typy linkero6w pozwalaja na precyzyjne uwzglednienie wymogow
modyfikacji, roznorodnych zastosowan produktéw oraz skali preparatyki.
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Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. W 2000 roku obronita prace¢ doktorska
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tydu w $linie. Prof. dr hab. Zbigniew Mackiewicz jest autorem i wspoltautorem
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ABSTRACT

Saliva is a gel resembling liquid, that acts almost as an organic tissue [1]. Saliva
influences oral health through its non-specific physico-chemical properties [2]. It is
composed of secretions from parotid, submandibular and sublingual glands, and
smaller contributions come from minor salivary glands (e.g. palatal and labial). Saliva
contains a number of proteins and polypeptides [2]. One of them is statherin a multi-
functional 43-amino acid residue phosphominiprotein, containing vicinal phosphose-
rines at 2 and 3 positions and seven residues of tyrosine (Fig. 1) [7]. The relevant
structural feature of statherin is N-terminal helix segment connected to a long poly-
-L-proline type II segment, which is followed by a short extended structure [14].
The gene for statherin is believed to be a single-copy gene and has been mapped to
human chromosome 4q11-13 [20].

The statherin variants are SV1, SV2 and SV3 which comprise approx. 30% of
the statherin family (Fig. 6). The ratios of statherin : SV1 and SV2 : SV3 are in both
cases approx. 3 : 1. Statherin and SV2 are products of two different transcripts
found in each of the major salivary gland. The variants SV1 and SV3 are derived by
post-translational processing of statherin and SV2 [22].

Statherin is a multifunctional molecule that shows a high affinity for calcium
phosphate minerals such as hydroxyapatite. It takes part in the calcium and phos-
phate transport during secretion in the salivary glands, is responsible for the protec-
tion and recalcification of tooth enamel, promotes selective initial bacterial coloniza-
tion of enamel, and functions as a boundary lubricant on the enamel surface [38, 39].
Satherin levels of concentration in saliva could be in relation with the precancerous
and cancerous lesions of the oral cavity [38].

The understanding of a profile and role of statherin has become important in
medicine as the peptide could play a protective effect in oral cavity. However, the
role and the functions of this peptide are still not well-know [38].

Keywords: saliva, salivary proteins, statherin, oral cavity

Stowa kluczowe: $lina, biatka $linowe, stateryna, jama ustna
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WPROWADZENIE

Slina jest ztozonym ptynem, podobnym do zelu, ktory dziata niemal jak tkanka
organizmu [1]. Dzigki swoim wlasciwosciom fizycznym i chemicznym, wptywa na
srodowisko jamy ustnej, odgrywajac istotng rol¢ w utrzymaniu i ochronie jej zdro-
wia [2].

Gléwnymi komponentami $liny sa: woda, elektrolity, lipidy oraz proteiny. Slina
ludzka zawiera biatka §linowe i peptydy sktadajace si¢ z ponad 1000 r6znych sktad-
nikow. Obecnie zadna nowoczesna, analityczna technika uzyta pojedynczo nie jest
w stanie wykry¢ i zanalizowac wszystkich komponentow biatek ludzkiej sliny.

Biorac pod uwagge wtasciwosci fizyko-chemiczne bialek wystepujacych w §linie
ludzkiej, mozna je pogrupowac w nastgpujace rodziny. Sa to biatka bogate w proling
(ang. proline-rich proteins, PRPs), ktore dziela si¢ na grupg biatek kwasowych
(aPRPs), zasadowych (bPRPs) oraz zasadowych glikozylowanych (G-PRPs). Kolejna
rodzina sa cystatyny, histatyny oraz stateryny. Wymienione peptydy wraz z matymi
peptydami, o specyficznej sekwencji, zajmuja wagowo 75% ogdlnej liczby biatek
slinowych. Reszte stanowi amylaza $linowa (ok. 20%), mucyny, enzymy oraz prote-
iny wigzace wapn [3].

Jednym z wazniejszych biatek §liny jest stateryna. Stateryna jest biologicznie
czynna fosfoproteing, wytwarzana przez gruczoly slinowe i wydzielana wraz ze §lina
do jamy ustnej. Jest biatkiem, ktore wykazuje wysokie powinowactwo do hydroksy-
apatytu (HAP), wchodzi w reakcj¢ z niektorymi bakteriami i grzybami, a takze sil-
nie hamuje pierwotng i wtoérna precypitacje (wytracanie) soli wapniowo-fosforano-
wych. Ponadto moze funkcjonowaé jako smar graniczny na powierzchni szkliwa
zgbow, zmniejszajac ich obciazenie podczas aktu zucia, ulatwiajac w ten sposob
poslizg powierzchniom zgbowym [4—6]. Stateryna wraz z innymi proteinami obec-
nymi w §$linie ludzkiej bierze udzial w tworzeniu $rodowiska przyjaznego jamie
ustnej, niezbednego do utrzymania prawidtowej homeostazy.

1. BUDOWA STATERYNY I JEJ WELASCIWOSCI

Stateryna jest 43-aminokwasowym polipeptydem o masie czasteczkowej 5380 Da
1 nastepujacej strukturze pierwszorzedowej (Rys. 1) [7]:
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1 5 10 15
Asp-Ser(OH,PO3)-Ser(OH,PO3)-Glu-Glu-Lys-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Gly-Arg-Phe-Gly-Tyr-
20 25 30 35
-Gly-Tyr-Gly-Pro-Tyr-GIn-Pro-Val -Pro-Glu-Gln-Pro-Leu-Tyr-Pro-GIn-Pro-Tyr-GIn-Pro-
40
-GIn-Tyr-GIn-GIn-Tyr-Thr-Phe

Rysunek 1. Struktura pierwszorzgdowa stateryny [7]
Figure 1. Primary structure of statherin [7]

Sekwencja aminokwasowa stateryny zostata w petni okreslona przez Schlesin-
gera i Haya w roku 1977 [7], przy czym natywna stateryne Hay wyizolowat ze $liny
ludzkiej i czgsciowo scharakteryzowal wczesniej, tj. w roku 1970 [8]. Sktad amino-
kwasowy N-koncowej czgsci natywnej czasteczki stateryny okreslono za pomoca
techniki automatycznej degradacji Edmana. Polipeptyd byt rowniez poddany trawie-
niu chymotrypsyna, trypsyna, i proteaza Staphylococcus aureus. Otrzymane w ten
sposob krotkie fragmenty peptydowe, po oczyszczeniu, poddano manualnej degra-
dacji Edmana. Dzigki temu ustalono sekwencj¢ aminokwasowa az do przedostat-
niej, C-koncowej reszty aminokwasowej. Te analizy, tacznie z trawieniem karboksy-
peptydaza natywnej stateryny i jej fragmentow peptydowych, zakonczyty si¢ ustale-
niem kompletnej sekwencji czasteczki. Ustalono m. in., iz dwie reszty seryny (w pozy-
cji 2 1 3) poprzez grupy hydroksylowe sa zwiazane kowalencyjnie (wiazanie estro-
we) z resztami kwasu fosforowego(V) [7]. Zdaniem niektorych autoréw, za fosfory-
lacjg stateryny w strukturze $linianek odpowiedzialne sa kinazy biatkowe [9, 10].
Nam i in. [11] scharakteryzowali i wyizolowali kinazg biatkowa $linianki podjezy-
kowej, ktéra zdolna jest fosforylowac kwasne biatka §liny bogate w proling. Ponadto
w strukturze czasteczki stateryny mozna zauwazy¢ duza zawarto$¢ reszt L-proliny,
L-glutaminy i L-tyrozyny, ktore stanowia ponad 50% wszystkich reszt aminokwaso-
wych. Inna cecha jest duza powtarzalnos¢ sekwencji w C-koncowej czgsci stateryny
(dwie trzecie czasteczki). Sa to nastepujace sekwencje: czterokrotnie powtorzona
-GIn-Pro-, dwukrotnie powtérzone, przylegajace do siebie -Gly-Tyr- oraz trzykrot-
nie -Tyr-Gln- i dwukrotnie powtdrzona sekwencja tetrapeptydowa -Pro-Tyr-GIn-Pro-.
Kontrastuja one silnie z sekwencjami dipeptydowymi, ulokowanymi w N-koncowe;j
czesci czasteczki stateryny, ktore sa ztozone z dwdch takich samych, natadowanych
reszt aminokwasowych: -Glu-Glu-, -Arg-Arg-, -Ser(P)-Ser(P)- [7]. Natywna state-
ryna ma charakter kwasny, a jej punkt izoelektryczny znajduje si¢ w pH rownym
4,2. Analizujac budoweg czasteczki stateryny mozna zauwazy¢, iz wysoko polarny
charakter ma 1/3 czasteczki od jej N-konca (reszty od 1 do 15). Znajdujace si¢ w tym
obszarze dziesig¢ polarnych reszt aminokwasowych wykazuje fadunek ujemny
(5 reszt) oraz dodatni (4 reszty). Pozostale 2/3 czasteczki ma wihasciwosci hydro-
fobowe, gdyz zawiera wigkszo$¢ obojetnych reszt aminokwasowych. Dodatkowo
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w C-koncowej czesci czasteczki znajduja si¢ wszystkie L-tyrozyny, L-proliny i L-glu-
taminy (Rys. 2) [7, 12, 13].

1 5/6 13/14 43

Fragmenty: kwasny zasadowy hydrofobowy (bogaty w
Tyr, Gln, Pro)

Rysunek 2. Fragmenty stateryny wedtug Schlesingera i Haya [7], Lamkina i in. [12], Schwartza i in. [13]
Figure 2. Statherin fragments by Schlesinger & Haya [7], Lamkina et al. [12], Schwartza et al. [13]

W czasteczce stateryny mozna wyodrebni¢ rozne motywy strukturalne. Raj i in.
[6] badajac stateryne metoda dichroizmu kotowego (CD) stwierdzili, ze N-koncowy
fragment czasteczki tj. (Asp!-Gly'>-) tworzy amfipatyczng o-helisg z resztami hy-
drofobowymi i hydrofilowymi, znajdujacymi si¢ po przeciwnych stronach helisy.
Uzyskane wyniki zostaty rowniez potwierdzone metoda spektroskopii NMR [14].

C-koncowy fragment czasteczki (-Pro’°-Phe*-) przyjmuje strukture helisy typu
3, [15], natomiast srodkowy (-Pro*’-Pro*-) strukturg helikalna typu poli-L-proliny.
W rezultacie amfipatyczna o~helisa oddziatluje z czesécia helisy poli-L-proliny, powo-
dujac, iz reszty hydrofobowe w pozycjach 7, 8, 11 1 14 sa oddzielone od §rodowiska
wodnego [14]. Analiza widm dichroizmu kotowego wykazala, ze zawarto$¢ struk-
tury helikalnej w natywnej czasteczce wynosi zaledwie 15%, podobnie jak w przy-
padku syntetycznej stateryny ok. 18-20%. Natomiast w 50% roztworze trifluoroeta-
nolu (TFE) zawarto$¢ struktury helikalnej wzrasta do ok. 25%, co wskazuje na istnie-
nie fragmentow amfipatycznych w czasteczce. Na podkreslenie zastluguje rowniez
fakt, iz zawarto$¢ struktury helikalnej ulega bardzo nieznacznym zmianom przy ro6z-
nym stgzeniu joné6w wodorowych (pH) oraz jonow wapnia [14]. Ponadto jakakol-
wiek zmiana ujemnego tadunku w N-koncowym fragmencie (1-15) czasteczki state-
ryny powoduje obnizenie jej tendencji do przyjmowania ustalonej struktury helikal-
nej, a w rezultacie spadek stabilnosci konformacyjnej. Natomiast usunigcie czte-
rech pierwszych (1-4) ujemnie naladowanych reszt aminokwasowych powoduje
catkowity zanik stabilno$ci konformacyjnej i ustalonej struktury helikalnej [14].

Konformacja stateryny ulega rowniez zmianom w zaleznos$ci od tego, czy znaj-
duje si¢ w roztworze czy tez jest zaadsorbowana na powierzchni szkliwa zgba (Rys.
3, 4) [14]. W modelu ludzkiej, natywnej stateryny w roztworze wszystkie ujemnie
natadowane reszty z N-koncowego fragmentu stateryny oraz Glu®® i C-koncowa Phe*
zgromadzone sa razem w przestrzeni [14].

Natomiast atomy tlenu grup fosforanowych i hydroksylowych sg tak usytuowane
W przestrzeni, iz moga maksymalnie oddziatywa¢ z jonami wapnia, ktore na powierz-
chni hydroksyapatytu sa oddalone od siebie o 5,4 A. Biorac pod uwage gromadze-
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nie si¢ ujemnych fadunkdéw w przestrzeni, a takze zdolnos¢ dwoch czasteczek state-
ryny do formowania dimeréw w poprzek wydtuzone;j struktury na C-koncu, mozna
wyjasni¢ proces hamowania pierwotnej precypitacji (wytracania) soli wapniowo fos-
foranowych. Dimer dwoch czasteczek stateryny, potaczony z powierzchnia szkliwa
zeba (Rys. 3) zawiera skupione N-koncowe ujemnie natadowane grupy, ktore sa
catkowicie wyeksponowane dla wiazania si¢ z jadrem wapniowym, ale miejsca poten-
cjalnej adhezji bakterii sa zamaskowane [14].

Rysunek 3. Model czasteczki stateryny w roztworze [14]
Figure 3. Model of statherin molecule in solution [14]

W przedstawionym modelu kotwica trzymajaca jony wapnia narastajacych
zarodkow krystalizacji w roztworze lub na powierzchni szkliwa jest reszta Glu*
oddalona od polarnego N-konca stateryny, ktéra przy udziale C-koncowego frag-
mentu Tyr*8-Phe** moze odpowiada¢ za funkcje mineralizacyjna stateryny w jamie
ustnej [14].

Czasteczki stateryny charakteryzuja si¢ wysokim powinowactwem do hydroksy-
apatytu. W momencie, gdy nastgpuje adsorpcja czasteczek stateryny z roztworu na
powierzchnig hydroksyapatytu, ulegaja one czg¢Sciowemu rozfaldowaniu. Taka zmiana
konformacji jest korzystna termodynamicznie, gdyz migdzy C-koncowymi resztami
L-tyrozyny i/lub L-glutaminy tworza si¢ wiazania wodorowe. W wyniku rozfatdowa-
nia wyeksponowane zostaja potencjalne miejsca wiazace dla bakterii (kryptotopy),
ktére w przypadku wystgpujacej konformacji w roztworze, sa zamaskowane. Naj-
czesciej sa to C-koncowe segmenty -Pro-Gln-, ktore sa rozpoznawane przez adhe-
zyny bakteryjne [16]. N-koncowy fragment stateryny (Asp'-Glu®®) stuzy do zakotwi-
czenia czasteczki na HAP, podczas gdy C-koncowy segment moze by¢ dos¢ elas-
tyczny, zwigkszajac stabilno$¢ czasteczki przez oddziatywanie z powierzchnia HAP
(Rys. 4).
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Rysunek 4. Model czasteczki stateryny na powierzchni szkliwa [14]
Figure 4. Model of statherin molecule on enamel surface [14]

Przedstawione modele struktury stateryny w roztworze i na powierzchni hydro-
ksyapatytu (Rys. 3, 4) wyjasniaja funkcjonowanie jej jako smaru granicznego i jako
czynnika promujacego adhezj¢ bakterii.

Model przedstawiony na Rysunku 3 jest konformacja dimerow czasteczek state-
ryny w roztworze, w ktorej miejsca bakteryjnego rozpoznawania sa maskowane przez
pofatdowanie struktury. Podczas wigzania si¢ stateryny z roztworu do powierzchni
szkliwa, moze nastapi¢ jej czgsciowe rozfatdowanie, co pokazuje Rysunek 4. Na
tym modelu stateryna jest czgsciowo rozwinigta, ale zachowuje swoj indywidualny,
strukturalny porzadek. Badania na syntetycznych fragmentach biatek bogatych
w proling pokazaty, ze bakteryjne adhezyny (miejsca przylegania) moga rozréznia¢
C-terminalne segmenty -Pro-GIn-. W C-koncowym odcinku czasteczki stateryny
wystepuja dwie takie sekwencje dipeptydowe (reszty 31-32 oraz 36-37). W przed-
stawionym modelu (Rys. 3) te dwa dipeptydowe segmenty sa czgSciowo zakryte,
w wyniku formowania dimerow stateryny, i dlatego sa niedostgpne dla bakteryjne;j
adhezji. Cz¢$ciowe rozwinigeie czasteczki na powierzchni szkliwa udostgpnia frag-
menty -Pro-Gln- dla wtasciwego oddzialywania z adhezynami bakteryjnymi [14].

2. POWSTAWANIE STATERYNY. GEN DLA STATERYNY

Stateryna jest proteina, ktora nie powstaje w procesie proteolizy wigkszego biatka
prekursorowego, lecz jest syntetyzowana poprzez transkrypcje i translacjg zakodo-
wanej sekwencji nukleotydu w matym genie stateryny. Oppenheim i in. [16] jako
pierwsi pokazali translacj¢ in vitro ludzkiego staterynowego mRNA, w wyniku kto-
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rej stwierdzono, ze prekursor stateryny zawiera 19-aminokwasowy peptyd sygnato-
Wy o nastgpujacej sekwencji aminokwasowej [17]:

Met-Lys-Phe-Leu-Val-Phe-Ala-Phe-Ile-Leu-Ala-Leu-Met-Val-Ser-Met-1le-Gly-Ala

Mogloby si¢ wydawac, iz gen dla stateryny znajdzie si¢ na chromosomie 12,
tam gdzie kompleks gendéw biatek $liny (ang. salivary-protein gene complex, SPC),
w tym niektorych biatek wykazujacych powinowactwo do hydroksyapatytu [18, 19].
Jednak, pomimo funkcjonalnego podobienstwa stateryny do innych biatek $liny,
takich jak PRPs czy histatyn, badania Sabatini i in. [20] wskazuja, iz pojedyncza
kopia genu kodujaca ludzka stateryng jest zlokalizowana na chromosomie 4q11-13.
Strukturg genu kodujacego stateryng przedstawia ponizszy Rysunek 5 [21].

ekson 1 ekson 2 ekson 3 ekson 4 ekson 5 ekson 6
5' 3l
peptyd fragment fragment fragment . .
fl:agmen.t syenalow kwasny zasadowy hydrofobowy fragment niekodujacy
miekodujaey  SYEREOWY Ty o6 s 16-43

Rysunek 5. Struktura fragmentow kodujacych i niekodujacych staterynowego cDNA [21]
Figure 5. Structure of coding and noncoding fragments of statherin cDNA [21]

Ekson 1 koduje wstepny 5'-koncowy region niekodujacy mRNA, nie ulegajacy
translacji. Ekson 2 obejmuje kodon startowy ATG i koduje 19-aminokwasowy pep-
tyd sygnatowy. Ekson 3 koduje jeszcze dwie reszty aminokwasowe peptydu sygnato-
wego oraz N-koncowy, pigcioaminokwasowy fragment stateryny. Ekson 4 koduje
fragment zasadowy, ztozony z dziesigciu reszt (6-15) naladowany dodatnio. Ekson
5 zawiera kodon konczacy TAA oraz koduje C-terminalny hydrofobowy fragment
obejmujacy reszty 16-43. Ostatni ekson 6 obejmuje sekwencje 3'-koncowego frag-
mentu mRNA, nie ulegajacego translacji. Natomiast pomigdzy wszystkimi eksonami
znajduje si¢ 5 intronow.

3. POCHODNE STATERYNY

W élinie ludzkiej, oprocz stateryny wiasciwej, znajduja si¢ rowniez jej trzy krot-
sze pochodne SV1, SV2 oraz SV3 [22]. Jensen i in. [22] stosujac metode degradacji
Edmana oraz trawienie karboksypeptydaza otrzymanych frakcji biatkowych okres-
lili ich struktury pierwszorzedowe (Rys. 6).
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Stateryna ~ DS(P)S(P)EEKFLRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYTF

SV1 DS(P)S(P)EEKFLRRIGRFGYGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYT
SV2 DS(P)S(P)EE........commoorreen. YGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYTF
SV3 DS(P)S(P)EE.........ommeerrecr. YGYGPYQPVPEQPLYPQPYQPQYQQYT

Rysunek 6. Struktura pierwszorzgdowa stateryny i jej pochodnych [22].
(P) — oznacza resztg fosforanowa (-OH,PO,)
Figure 6. Primary structure of statherin and its derivatives [22].
(P) — phosphoric acid residue (-OH,PO,)

Ponadto w trakcie badan odkryli, iz SV1 powstaje w wyniku potranslacyjne;j
modyfikacji stateryny, polegajacej na odszczepieniu C-koncowej reszty L-fenylo-
alaniny. Kolejne warianty SV2 i SV3 skladaja si¢ z 33 reszt aminokwasowych wskutek
wystapienia delecji reszt 6-15. SV2 jest skroconym analogiem, ktoéry nie posiada
reszt aminokwasowych 6-15 (KFLRRIGRFG), obecnych w staterynie, i prawdopo-
dobnie mogt powstaé w trakcie sktadania RNA, czyli usuwania introndw. Natomiast
SV3 ma taka sama sekwencje jak SV2, z wyjatkiem C-koncowego aminokwasu —
L-fenyloalaniny, i mogl powsta¢ przez potranslacyjne przetworzenie SV2 [22].

Pochodne stateryny SV1, SV2 oraz SV3 stanowig okoto 30% catkowitej ilosci
stateryn, a stosunek ilosci stateryna: SV1 oraz SV2 : SV3 wynosi w obu przypad-
kach 3 : 1 [22].

4. FUNKCJE BIALKA

Nazwa stateryna pochodzi od greckiego stowa, ‘statheropio’ co oznacza stabi-
lizowaé¢. Stateryna jest biatkiem $liny zdolnym do hamowania w roztworze pierwot-
nej (spontanicznej) precypitacji soli wapniowo-fosforanowych oraz zapobiegania
wtornej precypitacji zwiazanej z nawarstwianiem krysztatu hydroksyapatytu [7, 8,
23]. Pelni rowniez wazna role w utrzymaniu stanu przesycenia $liny. W rezultacie,
stateryna jest biatkiem wielofunkcyjnym, w petnionej roli w jamie ustnej wykracza-
jacym poza znaczenie oryginalnej nazwy [23]. Stateryna selektywnie adsorbuje ze
sliny na powierzchnig hydroksyapatytu, co sugeruje, iz jest prekursorem powstawa-
nia nabytej ochronnej btonki powierzchniowej na szkliwie zgbdw, a takze determi-
nuje poczatkowa kolonizacj¢ mikrobiologiczna na powierzchni zebow [23-25]. State-
ryna jest bialkiem $liny, ktére w Srodowisku jamy ustnej zarzadza jonami wapnia.
Pelni réwniez istotna rolg w ochronie zebow, bedac podstawowym biatkiem wcho-
dzacym w sktad biofilmu pokrywajacego zgby [4].

Badania przeprowadzone przez Douglasa i in. [5] potwierdzity zdolno$¢ state-
ryny do funkcjonowania w roli smaru granicznego na powierzchni szkliwa. Jest to
funkcja, ktéra chroni zgby przed wysokim obcigzeniem zgryzu i wolnym §lizga-
niem, ktore pojawiaja si¢ podczas zucia, a zalezy od utrzymania na szkliwie zaadsor-
bowanego, amfipatycznego filmu [4]. Z badan CD oraz obliczen momentu hydrofobo-
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wego wynika, ze stateryna moze przyjmowac¢ amfipatyczna, helikalna strukture na
N-koncu. Jednak nie tylko N-koncowe reszty Asp'-Gly'® stateryny odpowiadaja za
jej wlasciwos$ci smarujace. Polarny N-koniec odpowiada za adsorpcje czasteczki
stateryny do powierzchni hydroksyapatytu, natomiast niepolarny C-koniec jest nie-
zbedny do utworzenia zorientowanej warstewki na szkliwie. W rezultacie, reszty
hydrofobowe stabilizuja powstajacy amfipatyczny film i redukuja opér w pozio-
mym $lizganiu powierzchni zgbowych [5].

Stateryna jest rowniez jedna z najbardziej skutecznych $linowych protein, gdy
chodzi o hamowanie pierwotnego oraz wtérnego wytracania soli wapniowo-fosfo-
ranowych. Tamaki i in. [26] wykazali, iz jest ona az o 66-razy silniejszym inhibito-
rem precypitacji niz histatyna-1. W procesie hamowania pierwotnej precypitacji soli
fosforanowo-wapniowych wazna role peni N-koncowy fragment Asp'-Lys®, ktorego
wszystkie reszty wykazuja tadunek ujemny. Usunigcie sze$ciu C-koncowych reszt
aminokwasowych Tyr*8-Phe* powodowalo spadek aktywnosci antyprecypitacyjnej
0 50% [14]. Natomiast aktywno$¢ stateryny, polegajaca na hamowaniu narastania
krysztaldw na hydroksyapatycie (wtoérnej precypitacji soli fosforanowo-wapniowych),
znajduje sig¢ na 1-15 N-koncowym, ujemnie natadowanym fragmencie. Usunigcie
pierwszych czterech reszt powoduje zmniejszenie ujemnego tadunku na N-koncu,
wskutek czego nastepuje spadek aktywnos$ci inhibitorowej fragmentu w stosunku
do odcinka 1-15. Takze zastapienie w pozycjach 2 i 3 fosfo-L-seryn, L-serynami
powodowalo mniejsza tendencje¢ do przylegania i hamowania formowania hydrok-
syapatytu (HAP), w porownaniu do catego fragmentu 1-15 N-konca stateryny. Ozna-
cza to, ze ufosforylowane L-seryny maja istotny wptyw na hamowanie wzrostu krysz-
tatlow hydroksyapatytu [6]. Obie te funkcje: hamowanie pierwotnej oraz wtornej
precypitacji soli fosforanowo-wapniowych, umozliwiaja zachowanie stanu przesy-
cenia $liny w stosunku do tych soli, co m.in. umozliwia remineralizacj¢ zgbow.

Inng cecha stateryny jest zdolno$¢ taczenia roznego rodzaju bakterii ze szkli-
wem zgba w momencie, gdy jej czasteczka zaadsorbuje si¢ na hydroksyapatycie.
Dzigki temu, eksponowane sa miejsca odpowiedzialne za przylaczenie komorek
bakteryjnych [27].

Badania Amano i in. [28, 29] dowodza, ze 29-43 C-koncowy fragment state-
ryny, a szczegdlnie sekwencje aminokwasowe 29-30 oraz 41-43, odpowiadaja za
wysoka zdolnos$¢ wiazania niektorych drobnoustrojow do czasteczki stateryny. Drob-
noustroje, ktore wykazywaty cechy adhezji do czasteczki stateryny zaadsorbowane;j
na powierzchni hydroksyapatytu, to bakterie: Fusobacterium nucleatum [30], Porphy-
romonas gingivalis [28, 29], Actinomyces viscosus [27, 31, 32], oraz grzyby drozdzo-
pochodne — Candida albicans [33]. Wszystkie wymienione drobnoustroje w duzej
mierze sa odpowiedzialne za procesy patologiczne toczace si¢ na powierzchni korze-
nia z¢ba oraz w przyzebiu [34]. W odréznieniu od bialek bogatych w proling (PRPs),
stateryna nie posiada miejsc wiazacych dla bakterii uwazanych za prochnicotwor-
cze [35, 36]. Nie mozna natomiast jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy state-
ryna wykazuje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe [37].
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Inna wazna rola, cho¢ nie do konca poznana, jaka moze pehic¢ stateryna jest
uzywanie jej stgzenia w $linie jako wskaznika zmian przednowotworowych i nowo-
tworowych w jamie ustnej. Contucci i in. [38] przeprowadzili badania naukowe
mierzac st¢zenie stateryny w §linie za pomoca wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej (HPLC) na dwoéch grupach pacjentow. Pierwsza grupe stanowili ochotnicy
Przeprowadzone wstepne badania wykazaly, iz poziom st¢zenia stateryny nie ulegat
znaczacej redukcji w $linie pacjentow chorych ze stanami zapalnymi jamy ustnej
lub z guzami $linianek, w poréwnaniu do $liny pacjentéow zdrowych. Natomiast
zauwazono wyrazny spadek poziomu st¢zenia stateryny u pacjentéw ze zmianami
przednowotworowymi i nowotworowymi jamy ustnej, co sugeruje, iz poziom steze-
nia stateryny zalezy od rodzaju patologii. Znaczna redukcja poziomu st¢zenia state-
ryny u tej grupy pacjentOw nasuwa pytanie, czy widoczne zmniejszenie poziomu
stezenia stateryny w §linie jest przyczyna albo skutkiem nowotworéw jamy ustnej
[38].

PODSUMOWANIE

Wiréd biatek §linowych stateryna jest jedyna proteina, ktora jest odpowiedzialna
za hamowanie pierwotnej precypitacji soli wapniowo-fosforanowych (spontanicz-
nej) oraz wtornej precypitacji soli wapniowo-fosforanowych (wzrostu krysztatow).
Pelni rowniez wiodaca rolg¢ w utrzymaniu stanu przesycenia §liny jonami wapnio-
wymi i fosforanowymi, w stosunku do soli wapniowo-fosforanowych [39]. Ponadto
wplywa na prawidlowy stan zebdw, selektywnie promuje pierwotna kolonizacje bak-
terii na nabytej ochronnej btonce powierzchniowej na szkliwie zgboéw oraz bierze
udzial w transporcie jonow wapniowych i fosforanowych podczas wydzielania sliny
[6, 38]. Wszystkie te funkcje sa niezbedne, aby $lina ludzka zachowala zdolnos$ci
remineralizacyjne i zapewniata homeostaze jamy ustnej [39]. Ponadto istnieje mozli-
wos¢ wykorzystania oznaczenia poziomu stgzenia stateryny w $linie do okreslenia
zmian przednowotworowych i nowotworowych w jamie ustne;j.

Podsumowujac mozna powiedzieé, iz zardwno rola, jaka pelni stateryna w jamie
ustnej, jak i jej wszystkie funkcje, nie sa nadal do konca poznane. Niemniej jednak
zrozumienie obecnosci i dziatania stateryny w $linie jest waznym krokiem do pozna-
nia §rodowiska jamy ustne;.
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ABSTRACT

The use of radiometal-labeled small complexes and biomolecules as diagnostic
and therapeutic agents is a relatively new area of medical research. Radiopharma-
ceuticals are radiolabeled molecules designed to deliver ionizing radiation doses to
specific disease sites. Between the targeting biomolecule and a radionuclide a bifun-
ctional ligand is inserted, one end of which is covalently attached to the targeting
molecule either directly or through a linker whereas the other strongly coordinates
a metallic radionuclide. Selection of a bifunctional ligand is largely determined by
the nature and oxidation state of a metal ion. The metal chelate can significantly
affect the tumor uptake and biodistribution of radiopharmaceuticals based on small
biomolecules. This is because in many cases the metal chelate contributes greatly to
the overall size and lipophilicity of the radiopharmaceutical. Therefore, the design
and selection of the ligand is very important for the development of a clinically
useful therapeutic agent. The requirement for high thermodynamic and kinetic stabi-
lity of the metal complex is often achieved through the use of macrocyclic ligands
with a functionalized arm for covalent bonding to the biomolecule.

In this review synthesis of bifunctional macrocyclic ligands and properties of
radionuclide macrocyclic complexes used in nuclear medicine are presented. We
describe results in two areas: substituted macrocyclic aza ligands for chelation of
hard metal cations, and macrocycles containing sulphur for complexation of soft
metal cations. Special attention was paid to stability of the complexes as well as to
their lipophilicity, which affect biological properties of the formed radiopharmaceu-
ticals. We also include a forecast of the near-term opportunities that are likely to
determine practice in the next few years.

Keywords: nuclear medicine, radiopharmacy, macrocyclic ligands

Stowa kluczowe: medycyna nuklearna, radiofarmacja, ligandy makrocykliczne
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WSTEP

W ciagu ostatnich kilkunastu lat znacznie udoskonalono zar6wno metody detek-
cji promieniowania jak i komputerowego przetwarzania uzyskanych danych. Dzigki
temu, diagnostyczne metody medycyny nuklearnej, szczegolnie pozytonowa tomo-
grafia emisyjna (PET), sa dzi$ niezastapionym narzedziem lekarza zaréwno diagno-
sty, jak i terapeuty, ktory tatwo moze kontrolowa¢ przebieg procesu leczenia.

Toksyczny efekt promieniowania jonizujacego, znany od wielu lat, jest wyko-
rzystywany do leczenia zmian patologicznych, gtownie w onkologii. Rutynowa
metoda leczenia nowotworow jest naswietlanie chorych tkanek zewngtrznymi zrod-
fami promieniowania. Metoda ta ma jednak wiele ograniczen, takich jak koniecz-
no$¢ doktadnej lokalizacji guzow, niemoznos¢ leczenia bardzo drobnych i rozsia-
nych przerzutéw oraz duze deponowanie dawki promieniowania na sasiednich zdro-
wych tkankach. Aby unikna¢ tych ograniczen, opracowano w ostatnich latach alter-
natywna metodg ,,celowanej” radioterapii, w ktorej naswietlanie chorej tkanki naste-
puje poprzez nakierowany na nia radionuklid.

Celowana radioterapia wykorzystuje radionuklidy, bedace emiterami promie-
niowania korpuskularnego, ktére przytaczone do czasteczek biologicznie aktyw-
nych selektywnie akumuluja si¢ w chorej tkance. Wyjatkowa zaleta celowanej radio-
terapii jest mozliwos¢ niszczenia chorych tkanek bez uszkadzania zdrowych. Ma to
szczegblne znaczenie w przypadku matych guzow nowotworowych we wezesnym
stadium rozwoju oraz drobnych przerzutéw nowotworowych. Ograniczeniem zasto-
sowania celowanej radioterapii jest konieczno$¢ znalezienia odpowiednich recep-
torow na komoérkach nowotworowych oraz czastek biologicznie aktywnych, wykazu-
jacych powinowactwo do tych receptorow. Jednakze, wedhug ostatnich danych litera-
turowych [1], mozna si¢ spodziewac znalezienia dla okoto potowy rodzajow nowo-
tworow odpowiednich czasteczek biologicznie aktywnych przydatnych w celowa-
nej radioterapii.

Podczas projektowania nowych radiofarmaceutykéw gtéwnym zadaniem che-
mika jest otrzymanie odpowiedniego radionuklidu oraz znalezienie metody trwatego
zwiazania radionuklidu z biomolekuta, ktora na zasadzie rozpoznania molekular-
nego naprowadza radionuklid na chora tkanke. Pracujacy w radiofarmacji chemik
powinien wigc taczy¢ wiedzg w zakresie chemii jadrowej, organicznej i koordyna-
cyjnej. Celem jego pracy powinno by¢ otrzymywanie na prostej drodze kompleksu
odpowiedniego radionuklidu wykazujacego bardzo wysoka trwalos¢. Ponadto, taki
kompleks powinien mie¢ mozliwo$¢ przylaczenia si¢ trwatym wiazaniem (zazwy-
czaj peptydowym) do biomolekuty. Zagadnienia zwiazane z otrzymywaniem i bada-
niem nowych radiofarmaceutykow zaré6wno diagnostycznych, jak i terapeutycznych,
zostaly opisane w wielu pracach przegladowych, w wigkszosci opublikowanych
w czasopismach chemicznych [2-6].

W naszej pracy przegladowej zajelisSmy si¢ nieduzym fragmentem radiofarma-
cji, jakim sa kompleksy makrocykliczne, ktére samodzielnie lub przylaczone do
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biomolekuty tworza radiofarmaceutyk. Ligandy makrocykliczne spetniaja dwa pod-
stawowe warunki konieczne do ich zastosowania w radiofarmacji:

1. Otrzymane kompleksy musza by¢ na tyle mocne, tak aby ich synteza w warun-
kach, gdy stosunek ligandu do radionuklidu jest bliski 1:1 byta mozliwa.
Poniewaz stezenie radionuklidéw nie przekracza zazwyczaj 107 M, ilosé
liganda stosowana do syntezy nie powinna przekracza¢ paru nmoli. Aby
w tych warunkach mogt powsta¢ kompleks z duza wydajnoscia, state trwa-
tosci kompleksow musza przekracza¢ wartosé 10'°.

. Wytworzone kompleksy musza by¢ na tyle trwate kinetycznie, aby radionu-
klid nie mogt si¢ uwolni¢ z radiofarmaceutyku. Uwolnione kationy metali
maja bowiem zdolno$¢ gromadzenia si¢ w tkankach, np. lantanowce w kos-
ciach, sprawiajac tym samym duze zagrozenie dla szpiku kostnego. Ponie-
waz w plynach biologicznych nie ma wolnego liganda, zawsze, nawet z naj-
bardziej trwatego kompleksu, nastgpuje uwolnienie kationu metalu. Naj-
wigksza przydatno$¢ wykazuja inertne kompleksy, dla ktorych proces dyso-
cjacji jest na tyle diugi, ze w trakcie terapii nie obserwuje si¢ uwolnienia
radionuklidu. Takie warunki spetniaja makrocykliczne kompleksy niekto-
rych kationow, np. niskospinowe kompleksy Rh** czy Ir*" o konfiguracji d°.
Kompleksy makrocykliczne tworza si¢ powoli, dlatego tez do ich syntezy
stosuje si¢ podwyzszong temperaturg, ale po wytworzeniu sg bardzo trwate,
nawet w obecnos$ci konkurencyjnego liganda.

1. METALICZNE RADIONUKLIDY STOSOWANE W RADIOFARMACIJI

Ogromna wigkszo$¢ stosowanych w radiofarmacji radionuklidéw zaréwno diag-

nostycznych, jak i terapeutycznych to metale. Najwazniejsze z nich przedstawiono
w Tabelach 1,21 3.

Tabela 1. Najwazniejsze metaliczne radionuklidy znajdujace zastosowanie w terapii
Table 1. The most important radionuclides to be used for therapy

Ga 3,26d C Auger, v (0,09) 10 nm
9ImTe 6h G Auger, y (141)
103mRh 55 min G Auger,
AL 7.2h C a (6,8) 65um
212pp212B4 1,0h G a (7,8), 7 (0,72) 70 um
23Bj 46 min G a (5,9), v (0,72)
19Ey 9,5d C B (0,34) 1,0 mm
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation

""Lu 6,7d R B (0,497),7 (0,21) 1,5 mm
ITh 6,91d C B (0,51),y (0,025) 1,7 mm
Cu 2,58d C B (0,54), v (0,185) 1,8 mm
1%Rh 1,48 d R B (0,57), 7 (0,320) 1,9 mm
“1S¢ 3,35d R B (0;63)(?’12;38)’ 2,0 mm
13Sm 1,95d R B (0,8), v (0,103) 3,0 mm
MAg 7,47d C B (1,05), y (0,34) 4,8 mm
Pm 2,21d C B (1,07),y (0,289) 5,0 mm
'%Re 3,77d R B (1,08),y(0,131) 5,0 mm
'"¥Re 16,95 h G B (2,13), 7 (0,155) 11,0 mm
142pr 19,1 h C B (2,16),v (1,6) 11,3 mm
0y 2,67d G B (2,28) 12,0 mm

*C — otrzymywane w cyklotronie.
G - otrzymywane z generatora.
R — otrzymywane w reaktorze.

Tabela 2. Najwazniejsze radionuklidy metaliczne stosowane w emisyjnej tomografii pojedynczego
fotonu (SPECT)
Table 2. Main metallic radionuclides used for single photon emission computer tomography (SPECT)

Radionuklid |  Ty» (godz.) . trziftr)r?}sli);vl;nia Typ rozpadu Energia l;r("l::if)ni"wa“ia
“"Ga 78,26 C EC (100%) 91, 93, 185, 296, 388
"n 67,9 C EC (100%) 245,172
9ImTe 6,0 G IT (100%) 141
| 72 C EC (100%) 135,167
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Tabela 3. Metaliczne radionuklidy stosowane w pozytonowej tomografii emisyjnej (PET)
Table 3. Metallic radionuclides used in positron emission tomography (PET)

Radionuklid T, (godz.) Sposob otrzymywania Eg: (keV)
»Co 17,5 C 1513, 1037
%Cu 0,4 C 3920, 3000
fCu 33 C 1220, 1150, 940, 560
2Cu 0,16 G 2910
#Cu 12,7 C,R 656
%Ga 9,5 C 4150, 935
*Ga 1,1 G 1880, 770
%Rb 0,022 G 3150
#Sc 3,9 G 1430
soy 14,7 c 2335,2019
¥7r 78,4 c 900

Wigkszos$¢ przedstawionych w Tabelach kationéw radionuklidéw to twarde
kwasy Lewisa, jak np. Ln*', Sc¢**, Y*" i Zr*". W zwiazku z tym, droga do ich trwatego
zwiazania z biomolekula jest zastosowanie ligandéw bedacych twardymi zasadami
Lewisa, a wigc zawierajacych donorowe atomy tlenu i azotu, jak np. karboksylowe
pochodne tetraazamakrocykli.

Druga grupe radionuklidow tworza kationy bedace migkkimi kwasami Lewisa,
takie jak At", Ag", Cu?*, Rh**, Re(I), (II1,) (V) i Tc (I), (IIT), (V). Radionuklidy tych
kationéw sa trwale wigzane ligandami zawierajacymi donorowe atomy siarki (grupy
tiolowe, tioeterowe) lub azotu w pirydynie lub imidazolu.

Radionuklidy kationow Ga**, In** i Bi** tworza silne kompleksy zaréwno z ligan-
dami bedacymi twardymi, jak i migkkimi zasadami.

2. SYNTEZA I CHARAKTERYSTYKA
MAKROCYKLICZNYCH LIGANDOW

Syntetyczne zwiazki makrocykliczne sa znane od 1967 roku, gdy Pedersen [7-8]
opracowat syntezg eteréw koronowych. Od tego momentu rosnie liczba otrzyma-
nych makrocyklicznych ligandow z r6Znymi atomami donorowymi, a takze sg synte-
zowane i badane ich kompleksy z metalami. Sposrdd réznorodnych chelatow, azama-
krocykle i ich N- lub C-podstawione pochodne zastuguja na szczeg6lna uwage, gdyz
charakteryzuja si¢ wysoka trwatoscia termodynamiczna, a takze inertnoscia kine-
tyczna w potaczeniach z wieloma metalami.
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Kluczowym etapem syntezy azamakrocykli bazujacym na prekursorach linio-
wych jest reakcja cyklizacji. Jedna z najbardziej znanych tego typu syntez jest reak-
cja Richmana-Atkinsa [9]. Na Rys. 1 przedstawiono schemat syntezy cyklenu ta
metoda. Do syntezy uzyto tosylowanych poliamin z dihalogenkami lub ditosylami
w obecnosci wodorku sodu. Wydajno$¢ syntezy byla stosunkowo duza i wynosita
40-90%, w zaleznos$ci od wielko$ci stosowanych poliamin makrocyklicznych.
Metoda ta jest rowniez stosowana do syntezy tri-, penta- i heksaazamakrocykli.

W 1996 r. Weisman i Reed opracowali inng dwuetapowa metodg syntezy [10],
znacznie tansza, tatwiejsza do przeprowadzenia i niewymagajaca uzycia duzych ilosci
rozpuszczalnika DMF (Rys. 2).

Ts Ts Ts /\N/ Ts B/\r Ts
\N/\HN/ Br \NHTSO \NHr HN/
+
< + < TsO +
N HN N N
B
Ts/ ~ \Ts ' Ts/ \/-1 \Ts /N'B:'r HBr
Ts Ts
Ts Ts Ts
N~ . N N v W :
N OTs HN N N
L ( S < )
N OTs |\ N N N
o AN o \Ts H \/ \

Ts

Rysunek 1. Reakcja Richmana-Atkinsa syntezy tetraazamakrocykli
Figure 1. Richman - Atkins method for synthesis of tetraazamacrocycles

+

EtS NH,
NHLHLN . > < NN 1) DIBALH NHHN
[ Ho :I HN SEt [\> </j refluks 15h [ :|
NH HN

NH HN EtOH N N 2) NaF, H,0

L / L/

Rysunek 2. Reakcja otrzymywania cyklenu-metoda Weismana i Reeda
Figure 2. Weisman’s and Reed’s method for the synthesis of cyclen
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Tetraazamakrocykle, takie jak np. cyklam, znalazty zastosowanie do komplek-
sowania kationoéw metali tworzacych ptaskie kompleksy, np. Cu?". Jednakze w przy-
padku wigkszosci kationow, wykazujacych wyzsze liczby koordynacyjne, konieczne
byto przytaczenie do atomow azotu grup funkcyjnych zawierajacych atomy donorowe.
Zazwyczaj byly to grupy karboksylowe, fosforanowe, aminowe i tiolowe. Otrzymano
w ten sposob takie powszechnie stosowane w radiofarmacji ligandy jak: 1,4,7-triaza-
cyclononane-1,4,7 triacetic acid (NOTA), 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-
tetraacetic acid (DOTA), 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,7-bis(acetic acid)
(DO2A), 1,5,8,12-tetraazacyclotetradecane-1,5,8,12-tetraacetic acid (TETA)
i 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetrakis(methylenephosphonic acid)
(DOTP) (Rys. 3).

HOOCI—|2C\ M /CHZCOOH HOOCCHQ\ m/CHZCOOH HOOCCHQ\m  CH,CO0H
N N N N N N
[N Nj [N Nj gN Ng
HOOCHZC/ \CHZCOOH HOOCCHZ/ \—/\CHECOOH HOOCCH, K) CH,COOH
DOTA TRITA TETA
COOH
HoocW < J
HOOCCH,— N N —CH,COOH {\ N /ﬁ COOH Hooe C N N3
N N) \*N N
‘ HooC </N NJ QN Nj COOH
CH,CO0H \/ \_cooH nooc—/ \J
COOH HoOC
NOTA PEPA HEHA
HOOCH,C H
(HO)ZOijFPO(OH)Z s

AN
N N N N
C, C,
Hoy,0p—" \—/Xpo(oH)2 H/ /N

CH,COOH

DOTP DO2A

Rysunek 3. . Ligandy azamakrocykliczne stosowane w radiofarmacji
Figure 3. Azamacrocyclic ligands used in radiopharmacy

Aby jednak mozna byto przylaczy¢ do makrocyklu, bezposrednio lub posred-
nio (przez tzw. linker), czasteczke biologicznie czynna, nalezy wprowadzi¢ do niego
odpowiednia grupe funkcyjna, ktora wytworzy z linkerem lub biomolekuta dosta-
tecznie silne wiazanie. Funkcjonalizacja zwiazkdw makrocyklicznych jest jednak
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do$¢ skomplikowanym procesem. Niektore sfunkcjonalizowane ligandy azamakro-
cykliczne zostaty przedstawione na Rys. 4.

HOOCH,C CH,COOH _~NHR
EN/—\Nﬁ ‘ - NCs HoocHzc\N/_\N /CH,COOH - HOOCHzC\N/—\N /CHzC§O
=
AT C, Nj\/©/ C,
HOOCH,C VNN
COOH HOOCH,C CH,COOH HOOCH,C CH,COOH
p-NCS-DOTA p-NCS-PADOTA DOTA -monoamid
0
HN Br o) BM
Me—p—on g NCS
C~™
N N/\(
HOOCH,C /CH,COOH [N Nj ° HOOCHLC  CH,CO0H
NN K \_/ﬁ [N Nj
[N Nj Me\P P/Me N N
/v\ 7 SoHHO A\ /N
HOOCH,C CH,COOH o 0 HOOCH,C CH,COOH
BAT DO3TMP-monoamid p-NCS-TRITA

Rysunek 4. Wzory strukturalne niektorych sfunkcjonalizowanych tetraazamakrocykli
Figure 4. Structures of selected functionalized tetraazamacrocycles

Najbardziej rozpowszechniona metoda funkcjonalizacji jest dotaczenie dodat-
kowej grupy funkcyjnej poprzez alkilacje atomu N w drugorzedowej aminie [11-18].
W zaleznosci od warunkow reakcji (rodzaj rozpuszczalnika, pH, czas reakcji, tempe-
ratura) i stosunku molowego reagentoéw, otrzymany produkt byt czgsto mieszaning
ro6znie podstawionych makrocykli.

Kolejnym przyktadem reakcji funkcjonalizacji jest ,,metoda peptydowa”. Polega
ona na wytworzeniu co najmniej jednego wigzania peptydowego przed reakcja cykli-
zacji lub w jej trakcie. Literatura podaje przyktady zawierajace kondensacj¢ podsta-
wionych estrow z liniowymi tetraaminami, addycj¢ Michaela, czyli reakcje tetra-
amin z & lub S nienasyconymi zwigzkami karbonylowymi. Tworzenie funkcjonali-
zowanych makrocykli moze przebiega¢ takze w reakcji diamin z imidem kwasu
bursztynowego. Wiazanie peptydowe jest zazwyczaj redukowane wodorkiem boru
lub LiAIH,. Meares, Moi i in. [19-21], jako pierwsi, zaproponowali syntezg liganda
makrocyklicznego poprzez reakcje podstawionego estru malonowego z fancuchowa
aming. Schemat reakcji przedstawiono na Rys. 5.
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Rysunek 5. Metoda peptydowa opracowana przez Mearesa
Figure 5. Meares’ peptide method for the synthesis of BAT

3. LINKERY

Poniewaz bezposrednie przytaczenie kompleksu do biomolekuty moze powodo-
wac¢ zmniejszenie lub zanik jej aktywnosci biologicznej, aby oddali¢ kompleks od
biomolekuty, stosuje si¢ tzw. linkery (faczniki). Innym zadaniem linkerow moze by¢
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rowniez modyfikacja wtasciwosci radiofarmacutyku, np. jego lipofilowosci. Linke-
rem moze by¢ prosty tancuch weglowodorowy, zwigkszajacy lipofilowos¢ lub tan-
cuch polipeptydowy (np. poliglicyna, poliseryna), zwigkszajacy hydrofilowo$¢ radio-
farmaceutyku, a tym samym ulatwiajacy jego wydalanie przez system nerkowo-
-moczowy. W wielu pracach wykazano, ze niektore grupy linkeréw maja decydujacy
wplyw na biodystrybucje przeciwciata monoklonalnego znakowanego !!'In i *™Tc
[22-23]. Takze facznik tetrapeptydowy Gly-Gly-Gly-L-(p-NO,)-Phe-CONH, zna-
czaco modyfikowat wlasnosci farmakokinetyczne przeciwciata znakowanego Y
[24-25].

4. MAKROCYKLICZNE KOMPLEKSY RADIONUKLIDOW,
BEDACE PREKURSORAMI RADIOFARMACEUTYKOW

4.1. KOMPLEKSY Y** I LANTANOWCOW

Jak przedstawiono w Tabeli 1, radionuklidy wielu lantanowcow moga by¢ stoso-
wane w diagnostyce i terapii. Takze *°Y, otrzymywany z generatora *°Sr/*°Y, jest
jednym z podstawowych radionuklidow terapeutycznych. Y**, jest kationem trze-
ciej grupy, ale ze wzgledu na wielkos$¢ promienia jonowego, zblizonego do promie-
nia cigzkich lantanowcow, jest traktowany jako pseudolantanowiec (Rys. 6).

1,2
1,15
1,1 A
1,05 A

0,95 -
0,9 -
0,85 -

promien jonowy

La Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu Y

kationy lantanowcéw 3+

Rysunek 6. Porownanie promienia jonowego Y** z promieniami Ln*", LK = 8
Figure 6. A comparison of ionic radii (A) for trivalent yttrium and lanthanide metal ions

Trojdodatnie kationy itru i lantanowcoéw tworza kompleksy o liczbach koordy-
nacyjnych od 7 do 10. Jednym z najbardziej popularnych ligandéw makrocyklicz-
nych stosowanych w radiofarmacji, ktory silnie wigze Y** i trojdodatnie jony lanta-
nowcow (Ln*"), jest DOTA (Rys. 3). DOTA jest ligandem dostgpnym handlowo, co
dodatkowo utatwia jej zastosowanie.
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DOTA z itrem i niektérymi lantanowcami na stopniu utlenienia +3 tworzy kom-
pleksy wykazujace w ciele stalym LK =9. W narozach antypryzmatu kwadratowego
znajduja si¢ cztery atomy azotu i cztery atomy tlenu, a dodatkowo jedna $ciana jest
centrowana czasteczka wody [26-32]. Kompleksy lantanowcow z DOTA moga wyste-
powaé w postaci czterech mozliwych izomeréw. Izomery A i B sg wzgledem siebie
enancjomerami nierozréznialnymi metoda NMR. Tworza one antypryzmat kwadra-
towy o roznym potozeniu przestrzennym grup karboksylowych. Taka sama konfor-
macja pierscienia wystgpuje w przypadku izomeréw C i D, ktére sg rowniez para
enancjomerow. Konwersja kazdej pary enancjomerdw nastgpuje poprzez inwersje
grup etylenowych i jednoczesna lub stopniowa rotacj¢ grup octanowych [33]. Kine-
tyka tworzenia si¢ kompleksow DOTA z radionuklidami lantanowcow jest powolna
1 zalezy gléwnie od warunkéw znakowania, czyli od stezenia ligandu, temperatury,
pH, rodzaju buforu, a takze od st¢zenia substancji zanieczyszczajacych — gtownie
kationow innych metali, np. Fe**, Zn*", Ca*'.

W zaleznosci od pH roztworu, DOTA i jej pochodne maja tendencj¢ do wystepo-
wania w jednej z dwoch form [34—41]. Dominujaca forma w zakresie pH = 3,6-5,0
jest H(DOTA), podczas gdy w zakresie pH = 6,0-7,0 wystepuje H,(DOTA)>.
W przej$ciowym, podwdjnie protonowanym kompleksie YH,(DOTA)", kation Y3*
znajduje si¢ na zewnatrz makrocyklu i jest koordynowany jedynie poprzez cztery
atomy tlenu grup karboksylowych. Usunigcie protonu z pierscienia azotowego powo-
duje wytworzenie kompleksu YH(DOTA), w ktorym Y przemieszcza si¢ w kierunku
pier§cienia i tworzy wiazanie z czterema tlenami grup karboksylowych oraz z jedym
atomem azotu. Tak wigc tworzenie si¢ kompleksu Y(DOTA)™ zachodzi poprzez pow-
stawanie dwoch posrednich struktur: YH,(DOTA)" i YH(DOTA). Czynnikiem limitu-
jacym szybkos¢ reakcji jest powolne odszczepienie protonu z kompleksu YH(DOTA)
1 utworzenie o$miokoordynacyjnego kompleksu Y(DOTA) . W trakcie tej reakcji
nastgpuje przegrupowanie pier§cienia makrocyklicznego z rotacja wigzan C-C, C-N
i inwersja atomu N. Kiedy proton zostaje usunigty, tworzenie wiazan koordynacyj-
nych przez pozostate trzy atomy N jest szybsze.

Jak wige wida¢, wada ligandow tetraazamakrocyklicznych jest powolna kine-
tyka tworzenia kompleksow z kationami lantanowcow. Aby przezwycigzy¢ ten pro-
blem, pojawit si¢ pomyst zastosowania ligandéw o wigkszym pier$cieniu zawiera-
jacym 5 lub 6 atomow azotu, takich jak PEPA czy HEHA (Rys. 3). Ligandy te wyka-
zuja szybsza kinetyke kompleksowania lantanowcow, ale ciagle jeszcze wolniejsza
niz ligandy acykliczne. State szybko$ci tworzenia kompleksow (Tab. 4) rosna wraz
ze wzrostem wielkosci pier§cienia makrocyklu. Dla przyktadu HEHA tworzy kom-
pleks z Lu i Y 100 razy szybciej niz DOTA, ale reaguje 10 razy wolniej niz jej
liniowy analog DTPA [42]. Nie zaobserwowano prostej korelacji migdzy iloscia ato-
méw azotu w pierscieniu a trwatos$cig utworzonych komplekséw (Tab. 5). Dane
przedstawione (Tab. 4 i 5) pokazuja, ze na szybko$¢ tworzenia komplekséw z Lu®*
1 Y** ma wplyw elastycznos$¢ ligandu, rosnaca z wielko$cia pier§cienia makrocyk-
licznego, a wigc z liczba atomow N, a nie termodynamiczna trwato$¢ powstajacych
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kompleksow. Wydaje sig, ze perspektywicznym ligandem jest HEHA, tworzaca

znacznie szybciej rownie silne kompleksy z lantanowcami jak DOTA.

Tabela 4. Pseudo-pierwszego rzgdu state szybkosci tworzenia kompleksow, pH = 7,8 i t = 25°C [42]
Table 4. Pseudo-first-order rate constants of complexes formation at pH = 7,8 and t = 25°C

k [min™"]
Metal DOTA PEPA HEHA DTPA
Lu* 6,3x107 9,6 x 107 58 %10 4,6
Y 4,6x10° 2,0x 10" 6,8 % 10" 7.3

Tabela 5. State trwatosci kompleksow lantanowcow z niektorymi ligandami makrocyklicznymi i DTPA
Table 5. Stability constants of lanthanide complexes with selected macrocyclic ligands and DTPA

log K
Kation DOTA PEPA [42] HEHA [42] DTPA [42]
Lu™ 23,5 [43] 16,71 24,26 22,4
Y* 24,9 [44] 16,07 24,04 22,1
Sm** 23,5 [43] 15,35 21,24 22,3
Ho** 23,3 [43] 16,48 23,88 22,8

4.2. KOMPLEKSY Ga*I In*

Radionuklidy ¢*Ga i ""'In znalazly szerokie zastosowanie w diagnostyce, “’Ga
i "In w technice SPECT, a ®®Ga w PET. Dodatkowa zaleta **Ga jest mozliwos¢
otrzymania tego radionuklidu z generatora *Ge/**Ga.

Kationy Ga*" i In**, mimo Ze naleza do bloku p, wykazuja duze podobienstwo
chemiczne do kationéw grupy 3, Sc** 1 Y** oraz lantanowcow. Dlatego ligandy opra-
cowane dla tych kationéw znalazly takze zastosowanie do koordynacji Ga*" i In**.
Jednak, w odréznieniu od kationoéw lantanowcow, kationy Ga** i In** wykazuja niz-
sze liczby koordynacyjne w tworzonych kompleksach, od 4 do 6. W rzadkich przy-
padkach In** moze takze tworzy¢ kompleksy o LK =71 8 [43].

Od dhuzszego czasu ’Ga w postaci cytrynianu znajduje zastosowanie w diag-
nostyce nowotworow [44-46]. Wykorzystuje sie tu duze podobienstwo Ga** i Fe**,
W ptynach biologicznych cytryniany zostaja wyparte ze sfery koordynacyjnej przez
transferyng i kompleksy ©’Ga**, podobnie jak kompleksy Fe** z transferyna, kumu-
luja si¢ w komoérkach nowotworowych.
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Ostatnio coraz czesciej wykorzystuje si¢ radionuklidy Ga i In do diagnostyki
receptorowej. Radionuklidy te, przytaczone do réznych peptydow, znajduja zasto-
sowanie zarowno w diagnostyce SPECT, jak i PET [47-48]. Poczatkowo kationy te
byly kompleksowane acyklicznymi ligandami, takimi jak DTPA lub desferoksamina.
Jednak ze wzgledu na mozliwa transchelatacje Ga** i In*" do transferyny, ligandy
stosowane do wigzania Ga*" i In** musza tworzy¢ wiazania silniejsze niz transferyna
(Ga(IlI)-transferyna, log K = 20,3 [49], In(Il])-transferyna log K = 18,74 [50]).
W przypadku wielu ligandow acyklicznych stwierdzono oddysocjowanie radionu-
klidow Ga’** i In**, dlatego tez w dalszych pracach skupiono sie na ligandach makro-
cyklicznych. State trwatosci tych kompleksow z DOTA nie sa co prawda duzo wigk-
sze niz kompleksow z DTPA, ale ze wzgledu na ich inertno$¢ uwalnianie radionu-
klidéow Ga i In byto znacznie mniejsze.

Porownujac powinowactwo do receptorow na komorkach nowotworowych radio-
farmaceutyku DOTA-[Tyr]*-okterotydu (DOTATOC) zawierajacego nuklidy Y i Ga
stwierdzono bardzo duze ro6znice (Tab. 6). W Tabeli tej przedstawiono powinowac-
two (IC,) jako stgzenie radiofarmaceutyku potrzebnego do wyparcia z receptora
sstr2 potowy somatostatyny znakowanej '>1.

Tabela 6. Powinowactwo DOTATOC znakowanego réznymi kationami metali do receptora sstr2 [51]
Table 6. Affinity of DOTATOC labeled with various metal cations for sstr2 receptor

Znakowany DOTATOC 1Csy [nM]
somatostatyna 2,7 +/-0,3
Ga(IIT) DOTATOC 2,54/-0,5
Y(III) DOTATOC 11 +/-1,7

W podobnych badaniach stwierdzono znacznie wigksze powinowactwo radio-
farmaceutyku DOTA-1-Nal3-octreotide (DOTA-NOC) znakowanego ''In niz znako-
wanego *°Y [52]. Pomimo duzego podobienstwa chemicznego kationéw Ga*', In**
1Y?", zaobserwowano niespodziewane réznice w powinowactwie radiofarmaceuty-
kéw do receptorow komdrkowych, w zaleznosci od kationu. W rezultacie poszerzono
badania tych kompleksow o ich strukture w ciele statym i w roztworze. Liu i in. [53]
zsyntezowali modelowe kompleksy In** i Y** z pochodnymi DOTA 1,4,7,10-tetra-
aza-4,7,10-tris-(carboxymethyl)-1-cyclododecylacetylbenzylamine (DOTABA) oraz
1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid mono(p-aminoanilide)
(DOTA-AA) (Rys. 7).
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Rysunek 7. Wzory strukturalne modelowych ligandow DOTA-BA i DOTA-AA
Figure 7. Structures of two model compounds: DOTA-BA and DOTA-AA

Badania rentgenograficzne wykazaty, ze Y*" i In** z DOTA-BA i z DOTA-AA
tworza kompleksy o$miokoordynacyjne, natomiast Ga** szesciokoordynacyjne
[54-55]. Jednak w roztworze, jak to wykazano metoda NMR, grupa karbonylowa
ligandu nie uczestniczy w koordynacji In*" i wykazuje on LK = 7, natomiast kom-
pleksy Y** maja w roztworze taka sama strukturg jak w ciele statym. Otrzymane
wyniki zostaty potwierdzone chromatograficznie. Stwierdzono bowiem, ze czas reten-
cji In-DOTA-AA jest znacznie mniejszy od czasu retencji Y-DOTA-AA [57].
Podobne wyniki otrzymano takze dla kompleksow DOTA-BA [56]. Roznice w reten-
cji kompleksow wynikaly z wigkszej hydrofilowosci siedmiokoordynacyjnych kom-
plekséw In** z nieskoordynowana grupa amidowa. Oczywiscie, najbardziej hydrofi-
lowe byly szesciokoordynacyjne kompleksy Ga** z wolna grupa amidowa i karbok-
sylowa. Bardziej otwarta i gi¢tka struktura kompleksow Ga** i In** pozwala na lep-
sze dopasowanie peptydow do receptorow komoérkowych niz w przypadku kom-
pleksoéw Y**, w ktorych wykorzystanie grupy amidowej do koordynacji zbliza kom-
pleks do peptydu i usztywnia radiofarmaceutyk. Wigksza hydrofilowos$¢ komplek-
sow Ga** i In**, w poréwnaniu z kompleksami Y**, wptywa takze na lepsze wydala-
nie z moczem radiofarmaceutykéw nie zwiazanych z receptorami [57].

Badania te miaty fundamentalne znaczenie, ze wzgledu na mozliwos¢ zastoso-
wania znakowanych ¢7%Ga i !''In, pochodnych oktreotydu, jako wskaznikéw dozy-
metrycznych w radioterapii oktreotydem znakowanym *°Y. W przypadku podob-
nych wlasnosci farmakokinetycznych oraz zblizonego powinowactwa do recepto-
row komorkowych, radiofarmaceutyki znakowane ©*Ga i '''In mozna zastosowaé
do badania wrazliwosci komorek nowotworowych na radiofarmaceutyki terapeu-
tyczne.

Obserwujac doniesienia literaturowe dotyczace uzycia %Ga i "'In w diagno-
styce receptorowej, mozna stwierdzi¢, ze wigkszo$¢ prac dotyczy biomolekut sprzg-
zonych z ligandem DOTA. Jest to spowodowane duza dostgpnoscia DOTA i jej
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dwufunkcyjnych pochodnych, a takze dostepnoscia gotowego oktreotydu sprz¢zo-
nego z DOTA. Wczesniej juz dobrze opracowano procedury znakowania biomole-
kut zawierajacych DOTA radionuklidami *°Y i '"Lu [58-60].

Ga’* (r, = 76 pm) jest kationem mniejszym niz kationy lantanowcéw, dlatego
DOTA, ktorej wielko$¢ luki jest dobrze dopasowana do kationéw Y** i Ln?**, nie jest
optymalnym ligandem dla Ga**. Lepsze dopasowanie Ga*" uzyskano dla karboksylo-
wych i tiolowych pochodnych triazacyklononanu (Rys. 8) [61].

T
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<\

Rysunek 8. Wzor strukturalny ligandéw, pochodnych triaazacyklononanu
Figure 8. Chemical structures of triazacyclononane derivatives

R=CH,COOH NOTA
R=CH,CH,SH TACN TS

Ligandy te tworza z Ga’** jak i z In*" silniejsze kompleksy niz DOTA. Szcze-
g6Ina trwatos¢ wykazuja kompleksy z ligandami zawierajacymi grupy etylenotiolowe,
jak np. z TACN TS. State trwatosci tych kompleksow przedstawiono w Tabeli 7.

Tabela 7. Stale trwalo$ci kompleksow Ga**, In*" i Y3* z DOTA, NOTA i TACN TS, (u=0,1) 25°C
Table 7. Stability constants of Ga*', In*" i Y*' complexes with DOTA, NOTA and TACN TS,

(u=0,1)25°C
log K
Ligand
Ga3+ In3+ Y3+
DOTA 21,33 [62] 23,9 [64] 24,9 [44]
NOTA 30,98 [63] 26,2 [65] —
TACN TS 34,2 [63] 36,1 [63] —

Dane w Tabeli 7 jednoznacznie pokazuja, ze zarowno w przypadku Ga** jak i In**
kompleksy z NOTA, a szczegdlnie z TACN TS, sa znacznie silniejsze niz z DOTA,
przy czym trwato§¢ kompleksu Ga**-DOTA jest zblizona do trwatosci kompleksu
Ga**-transferyna, co moze powodowac¢ transchelatacje radionuklidow galu, szczegol-
nie dtuzej zyjacego ¢’Ga. Kompleks Ga*" z NOTA zostat zidentyfikowany jako sze$-
ciokoordynacyjny, ze struktura pseudo oktaedru. Kation Ga** bardzo dobrze pasuje
do luki w NOTA utworzonej przez trzy atomy tlenu z trzech grup karboksylowych
w jednej plaszczyznie i trzy atomy azotu w drugiej. Dla kompleksu In*" z TACN TS



626 A.BILEWICZ, A. MAJKOWSKA

stwierdzono istnienie struktury posredniej pomigdzy oktaedrem a antypryzmatem
trygonalnym [64]. Stwierdzono tez, Ze ligand ten jest bardziej plastyczny niz DOTA
i lepiej dopasowuje si¢ do kompleksowanego kationu. Tak wigc, zarowno dobre
dopasowanie, jak i powinowactwo Ga*" i In*" do donorowych atoméw siarki odpo-
wiada za duza trwato$¢ komplekséw tych kationéw z TACN TS.

4.3. KOMPLEKSY Rh*, Cu* I Ag*

W odréznieniu od opisanych w punktach 4.1 i 4.2 radionuklidéw, ktoérych
kationy byty twardymi kwasami, kationy miedzi, rodu i srebra sa typowymi migk-
kimi kwasami Lewisa. Dlatego ligandy zaprojektowane dla radionuklidow Ln*", Y**,
Ga’" czy In*" nie tworzyly silnych kompleksow z Rh**, Cu*" i Ag". Wspdlna cecha
migkkich kwasow Lewisa jest tworzenie trwatych potaczen z ligandami zawieraja-
cymi donorowe atomy siarki (tioetery, tiole), azotu (aminy, grupa imidazolowa) lub
fosforu, dlatego tez takie ligandy wybrano do kompleksowania tych kationow.

Rod ma dwa bardzo atrakcyjne radionuklidy, ktéore moga by¢ zastosowane
w radiofarmacji. Radionuklid '®Rh jest niskoenergetycznym emiterem promienio-
wania 3~ o charakterystyce promieniowania podobnej do '’Lu, a '™Rh zostat zakwa-
lifikowany jako najlepszy radioizotop w terapii elektronami Augera [65]. Bezno$ni-
kowy '%Rh otrzymuje si¢ przez naswietlenie w reaktorze metalicznej tarczy ruteno-
wej. Powstaty w wyniku rozpadu B 'Ru radionuklid 'Rh moze by¢ bardzo tatwo
oddzielony przez odparowanie tarczy rutenowej po jej utlenieniu do RuO, lub przez
ekstrakcje RuO, do CCl, [66]. Radionuklid '*"Rh mozna otrzyma¢ bezposrednio
w szpitalu z generatora '*Ru/!®™Rh [67].

Dodatkowa zaleta radionuklidéw rodu jest fakt, ze kation Rh*" ma w komplek-
sach niskospinowych konfiguracje d°, charakterystyczna dla bardzo trwatych kine-
tycznie kompleksow. Niestety, z powodu trwatosci kinetycznej tych kompleksow,
ich synteza jest bardzo powolna. Aby ja przy$pieszy¢, zastosowano roztwory wod-
no-etanolowe. W tych roztworach etanol redukowat Rh** do Rh*, ktory szybko byt
kompleksowany i nastgpnie utleniany tlenem powietrza do Rh*" [68].

W celu zwigzania kationow '®Rh z biomolekuta, zaproponowano tetradentne
cykliczne 1 acykliczne ligandy zawierajace donorowe atomy siarki i azotu. Kom-
pleksowanie wszystkimi badanymi ligandami byto bardzo wydajne. Zauwazono jed-
nak, ze w makrocyklicznych ligandach [14]ane NS, [14]ane NS, i[14]ane N, zaste-
powanie donorowych atomow siarki atomami azotu powodowato duzy spadek wydaj-
nosci znakowania [69].

Miedz posiada kilka radionuklidow, ktére znalazty zastosowanie zaréwno
w diagnostyce, jak i w terapii. Najwazniejsze z nich to: krotkozyciowy #Cu, otrzymy-
wany z generatora “Ni/**Cu i wykorzystywany w badaniach perfuzyjnych technika
PET, terapeutyczny emiter 3~ ¢’Cu oraz radionuklid *Cu, bedacy jednoczesnie emite-
rem B* jak i B~ i rObwniez zastosowany zar6wno w terapii, jak i diagnostyce PET.
W celu przytaczenia radionuklidow miedzi do biomolekut stosowano powszechnie
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ligandy tetraazamakrocykliczne, takie jak cyklam, cyklen i ich pochodne. Welch,
Anderson i in. w szeregu pracach pokazali, ze formalny tadunek tych kompleksow
silnie wptywa na ich zachowanie biologiczne. Dodatnio natadowane kompleksy
akumulowaty si¢ silnie w nerkach i watrobie, natomiast oboj¢tne i ujemnie natado-
wane byly tatwo usuwane z organizmu przez nerki [69-72].

Obecnie do wigzania radionuklidéw miedzi powszechnie stosuje si¢ karboksy-
lowe pochodne tetraazamakrocykli. W kompleksach z DOTA i TETA (Rys. 3) kation
Cu?* wchodzi do pierscienia teraazamakrocyklicznego, a dwie grupy karboksylowe
tworza slabe wiazania z miedzia w pozycjach aksjalnych. Stwierdzono takze, ze
Cu?* tworzy trwalsze termodynamicznie i kinetycznie kompleksy z ligandami tetra-
azamakrocyklicznymi, zawierajacymi poprzecznie mostkowane atomy azotu [73].

4.4. Makrocykliczne kompleksy & emiteréw bizmutu i astatu

Dwa radionuklidy bizmutu >'*Bi i 2'3Bi, bedace emiterami czastek o, moga zna-
lez¢ zastosowanie w terapii radionuklidowej. Emisja czastek « o matym zasigegu
predestynuje 2'2213Bi gtdéwnie do zwalczania przerzutdw nowotworowych wystepu-
jacych w postaci matych guzkow o $rednicy kilku komoérek, rozsianych na duzej
powierzchni tkanki lub nowotworéw we wezesnym stadium rozwoju. W ten sposob
radiofarmaceutyki znakowane 2'>2'*Bi bylyby uzupetnieniem dla istniejacych juz
radiofarmaceutykow na bazie emiteréw -, wykorzystywanych w radioterapii duzych
guzdéw nowotworowych. Duza zaleta 2'?Bi 1 2°Bi jest mozliwos$¢ otrzymywania obu
radionuklidow z generatorow, odpowiednio 22*Th/?'?Bi i 22°Ac/?*Bi. Wada ograni-
czajacg mozliwos¢ zastosowania obu radionuklidéw bizmutu w radiofarmacji jest
ich stosunkowo krotki czas potowicznego rozpadu, wynoszacy 46 min. dla >*Bi
i 1,0 godz. dla *'*Bi.

Bi** zostatl sklasyfikowany przez Pearsona [74] jako kation lezacy na granicy
twardych 1 migkkich kwasow Lewisa. Podobnie jak lantanowce, tworzy on bardzo
trwate kompleksy z ligandami zawierajacymi twarde donorowe atomy O i N. Tak
wigc ligandy zaprojektowane dla Y** i Ln** tworza rowniez silne kompleksy z Bi**.
Jednakze znakowane *'*Bi radiofarmaceutyki, zawierajace acykliczne ligandy, takie
jak EDTA i DTPA, uwalniaty w organizmie radiotoksyczny 2'?Bi, ktory gromadzit
si¢ w nerkach. Dalsze badania wykazaty jednak, ze kompleksy radionuklidow biz-
mutu z izomerem trans kwasu cyclohexyldiethylenetriaminepentowego (CyDTPA)
sa znacznie bardziej inertne [75-77].

Rownolegle prowadzono badania trwato$ci kompleksow radionuklidow bizmutu
z makrocyklicznymi ligandami, takimi jak DOTA i NOTA, ktére jak pokazano
w punktach 4.1 i 4.2, tworza z trojwarto§ciowymi metalami bardzo trwate kompleksy
zardwno termodynamicznie, jak i kinetycznie. W ciele statym kompleks Bi(DOTA)"
ma strukture¢ zdeformowanego antypryzmatu kwadratowego, w ktérym ptaszczyzna
wyznaczona przez 4 tleny jest wzgledem ptaszczyzny wyznaczonej przez 4 azoty
obrécona o 30°. Struktura Bi(DOTA) bardzo przypomina struktur¢ Lu(DOTA)".
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Jednakze, ze wzgledu na wystepowanie stereochemicznie czynnej wolnej pary 6s2,
odleglosci Bi-N sa znacznie krotsze niz odlegtosci Lu-N, mimo Ze kation Bi** ma
znacznie wigkszy promien jonowy. W zwiazku z tym, struktura kompleksu Bi** jest
bardziej zwarta i kompleksy bizmutu sa silniejsze (log K = 30,3) niz lanta-
nowcow [78].

Trwatos¢ 1 inertno$¢ komplekséw bizmutu z DOTA zostala potwierdzona
w szeregu badan zaréwno in vitro [79], jak i in vivo [80]. Niestety duza inertno$¢
kompleksow trojwartosciowych metali z DOTA powoduje, ze ich synteza jest
powolna. W przypadku radionuklidéw 2'223Bi o czasach polowicznego rozpadu
46 min. 1 1 godz. dtugi czas syntezy kompleksow uniemozliwial efektywne znako-
wanie. Skierowano wigc uwage na inne makrocykliczne ligandy, tworzace bardziej
labilne kompleksy. Garmestani i in. [81] zbadali mozliwos¢ zastosowania makro-
cyklu zawierajacego 5 atomdw azotu w pierscieniu i 5 grup karboksylowych, kwas
1,4,7,10,13-pentaazacyklopentadecane N,N',N",N"' ,N""-pentaoctowy (PEPA) (Rys. 3).
Niestety, badania biodystrybucji i trwalosci koniugatu (przeciwcialo monoklonalne-
-PEPA-?Bi) wykazaly, ze otrzymany koniugat miat gorsza trwato$¢ niz znakowane
przeciwciato, skoniugowane z DTPA. Takze kinetyka znakowania byta w dalszym
ciagu powolna.

Inna mozliwo$cia zastosowania 2'?Bi w radiofarmacji jest wykorzystanie kon-
cepcji tzw. ,,generatora in vivo” [82]. Polega ona na zwiazaniu macierzystego, dtu-
zej zyjacego radionuklidu, ktory w wyniku rozpadu tworzy krocej zyjacy radionuk-
lid o wlasnosciach terapeutycznych. W przypadku 2'°Bi, macierzystym radionukli-
dem jest 2?Pb (t,,, = 10 godz.), ktory ulega rozpadowi w reakcji:

Bi(DOTA)

172
B .« .
22pp, = 212Bj 5 208y

Takie podejécie pozwala na znaczne wydluzenie procesu terapeutycznego.
W przypadku dluzej zyjacego radionuklidu 2?Pb, mozliwe jest, w odrdznieniu od
212Bj, zastosowanie makrocyklicznych ligandow. Jednogodzinna synteza kompleksu
przy czasie potowicznego rozpadu 10 godz. nie stanowi istotnego ograniczenia. Glow-
nym wymaganiem w stosunku do liganda jest utworzenie trwatych kompleksow
zardbwno z nuklidem macierzystym 2'’Pb, jak i produktem rozpadu 2'’Bi. Jesli
uwzglednia sie tylko energie odrzutu, to rozpad - radionuklidu >'?Pb nie powinien
niszczy¢ wiazan metalu z ligandem, poniewaz oszacowana energia odrzutu powsta-
jacego 2'2Bi wynosi tylko 0,5 eV. Nie jest to energia wystarczajaca, poniewaz zerwa-
nie wigzanh wymaga ok. 10 eV. Jednakze w czasie rozpadu *'*Pb powstaje wzbu-
dzone jadro ?'?Bi, ktore w wyniku oddzialywania z powtokami elektronowymi powo-
duje emisje $rednio trzech elektrondéw konwersji. Tak wiec, w wyniku rozpadu 2'?Pb,
powstaje 21?Bi w postaci Bi**, ktory tatwo uwalnia si¢ z kompleksu. Eksperymental-
nie stwierdzono, ze w czasie przemiany 2'>Pb > 212Bi w kompleksie Pb(DOTA)*
uwalnia si¢ 36% atomdow *'?Bi. Uwolniony ?'?Bi, majacy zdolno$¢ gromadzenia si¢
w wielu organach, szczegodlnie nerkach, stanowitby duze zagrozenie dla organizmu
i ograniczatby mozliwos$¢ zastosowania koniugatow z 2'?Pb jedynie w procesach,
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w ktorych radiofarmaceutyk ulega szybko internalizacji. Lepsze wyniki, jesli chodzi
o wiazanie 2'?Pb, uzyskat Chappell i in. stosujac analog DOTA, w ktorym grupy
karboksylowe zostaly zastapione grupami amidowymi [83]. Przeprowadzone ostat-
nio badania na zwierzetach z koniugatem 2'?Pb-biotyna [84] wskazuja na duza kumu-
lacje '?Bi w wszczepionych guzach, a stosunkowo nieduza w innych organach, row-
niez w nerkach. Autorzy proponuja, aby uwalniany 2'2Bi wigza¢ podawanym dodat-
kowo pacjentom chelatem selektywnym na kationy Bi*".

Innym obiecujacych emiterem promieniowania ¢, mogacym znalez¢ zastoso-
wanie w celowanej radioterapii, jest izotop astatu 2''At [85]. Badania kliniczne
z zastosowaniem przeciwciat znakowanych 2! At sa bardzo zaawansowane. Znako-
wanie biomolekut prowadzi si¢ zazwyczaj przez astatowanie pierscienia benzeno-
wego. Jednak polaczenia astatu z weglem sa znacznie stabsze niz innych chlorow-
cOw, przez co astatowane biomolekuty nie wykazuja duzej trwatos$ci. Astat jest naj-
cigzszym chlorowcem o wlasno$ciach chemicznych rézniacych go od 1zejszych homo-
logow. Wystepuje na stopniach utlenienia od —1 do +7, przy czym najbardziej trwaty
jest jako At i At". Kation astatu na stopniu +1, jako migkki kwas Lewisa, wykazuje
duze powinowactwo do chelatujacych ligandéw zawierajacych donorowe atomy siarki,
selenu i fosforu [86]. Autorzy tej pracy stosowali acykliczne ligandy, jednak nie
przeprowadzili badan trwatosci tych komplekséw. Yordanov i in. [87] probowali zasto-
sowa¢ makrocykliczne ligandy do kompleksowania *'' At. Zsyntezowany przez tych
autorow 25,26,27,28-tetrakis(2-tioacetatoethoxy)calix[4]arene efektywnie komplek-
sowal 2" At, jednakze wykazywat bardzo mata stabilno$¢ w badaniach in vivo. Auto-
rzy stwierdzili wigc bardzo mata przydatnos¢ tego kompleksu w radiofarmacji.

Innym radionuklidem jednowartosciowego kationu mogacym mie¢ zastosowa-
nie w radiofarmacji jest '''Ag. Radionuklid ten jest emiterem promieniowania 3~
o stosunkowo dhugim czasie potowicznego rozpadu t, , = 7,45 d. Jego zastosowanie
w radiofarmacji wymaga silnego zwiazania z ligandami. Srebro w kompleksach jest
bardzo labilnym centrum metalicznym, w ktéorym proces wymiany ligandoéw zacho-
dzi bardzo szybko. Alberto i in. [88] stwierdzili, Ze jedynie ligandy makrocykliczne
moga wytworzy¢ z kationami Ag" odpowiednio inertne kompleksy. Autorzy zsynte-
zowali dwie hydroksy pochodne cyklicznych tioeterow 3,6,9,12,15,18-Hexathiano-
nadecanol i 3,6,9,13,16,19-Hexathiaicosanol (Rys. 9) oraz ich kompleksy z Ag".
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19-aneS6-OH 20-aneS6-OH

Rysunek 9. Hydroksylowe pochodne cyklicznych ligandow tioeterowych
Figure 9. Structures of hydroxylic derivatives of crown thioether ligands

Otrzymane kompleksy mialy strukturg tertraedryczna w stanie statym i oktaed-
ryczna w roztworze. Kompleksy te wykazuja rzadko spotykana dla Ag™ liczbg koor-
dynacyjna 6, dzigki czemu powinny wykazywac¢ duza trwatos¢. Niestety, pomimo
zapowiedzi, autorzy nie przeprowadzili badan trwato$ci w warunkach in vitro
1in vivo.

PODSUMOWANIE

Rosnaca w ostatnich latach rola radioizotopowych metod diagnostyki i terapii
medycznej byla w duzym stopniu mozliwa dzigki rozwojowi chemii koordynacyj-
nej. Zsyntezowane makrocykliczne ligandy idealnie nadawaly sig¢ do trwalego zwia-
zania radionuklidow. Duza trwatos¢ tych kompleksow, zwiazana z tzw. efektem
makrocyklicznym, powodowala, ze obecnie znaczny procent stosowanych radiofar-
maceutykow jest oparty na makrocyklicznych kompleksach radionuklidow. Szcze-
g6lna zaleta kompleksow makrocyklicznych jest ich inertno$¢é. Skompleksowany
w radiofarmaceutyku kation metalu znajduje si¢ w ptynach biologicznych, w otocze-
niu, w ktorym nie ma wolnego liganda, jest natomiast duzo zwiazkow mogacych go
wyprze¢ z kompleksu. W tych warunkach trwatos¢ kinetyczna kompleksu umozli-
wia utrzymanie radionuklidu w biomolekule przez wystarczajaco dtugi okres czasu,
potrzebny dla diagnozy lub terapii. Obecnie, prace sa szczegolnie ukierunkowane
na otrzymywanie nowych, jeszcze trwalszych komplekséw, ktore jednoczesnie
tak modyfikowatyby radiofarmaceutyk, aby miat optymalne wtasnosci, zwiazane
zar6wno z internalizacja, jak i z wlasciwo$ciami farmakokinetycznymi.
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ABSTRACT

As early as in 1961, it has been demonstrated that turnovers of individual enzyme
molecules can be detected [1]. In the nineties, advances in single-molecule methods,
in particular in confocal microscopy (Fig. 1), made it possible to monitor more closely
enzymatic turnovers at a single-molecule level [2-5]. This led to the discoveries of static
disorder and dynamic disorder, and closely related memory effects in enzymatic turnovers
[6-8]. Differences in activity of individual molecules of the same enzyme are called static
disorder. Time-dependent fluctuations of enzymatic activity are called dynamic disorder.
One manifestation of dynamic disorder is the fact that consecutive enzymatic turnovers are
not statistically independent, which is called ,,memory effect”. It is believed that static dis-
order and dynamic disorder are related to conformational dynamics of enzyme molecules.

In this review we discuss current issues of single-molecule enzymology, in particular
kinetic effects that are specific to single-enzyme measurements. First we review the con-
ceptual basis of single-enzyme kinetics and the initial work on single enzymes. We focus
on the ping-pong mechanism of bisubstrate enzyme reactions (Egs. (1) and (2)), and con-
sider fluorescence trajectories (Figs. 2 and 3) associated with enzymatic turnovers. Two
cases are distinguished. In the first, fluorescence comes from an enzyme molecule and
fluorescence intensity jumps called blinking carry information on enzymatic activity. Jumps
between a fluorescent (on) and non-fluorescent (off) states (Egs. (4), (5), and Fig. 2) indi-
cate the moments when the photophysical state of an enzyme changes during enzymatic
turnovers. In the second case, fluorescence comes from product molecules whereas enzyme
and substrate are non-fluorescent. Fluorescence bursts on a trajectory indicate the
moments when non-fluorescent substrate molecules are converted into fluorescent product
molecules that subsequently diffuse away from the detection volume (Egs. (8), (9) and
Fig. 3).

In Section 1 we present selected experiments implying the effect of conformational
dynamics on enzymatic kinetics. In Section 1.1, we discuss cholesterol oxydase and dihy-
droorotate dihydrogenase as examples of enzymes whose on-off fluorescence blinking
is caused by chemical reactions at the enzyme active site. In Section 1.2 we discuss 3-ga-
lactosidase and lipase B as enzymes which turnovers can generate fluorescent products
from suitably chosen non-fluorescent substrates.

In Section 2, we review modeling and simulations of single-enzyme data. The aim of
data modeling is to gain insight into single-enzyme activity through analysis of models of
increasing complexity. Phenomenological models attempt to capture the essence of single-
enzyme kinetics without going into molecular details. If a model is simple enough it may
allow analytical solutions. For instance, a simple model of on-off blinking is given in
Scheme (25). This scheme is capable of reproducing memory effect that can be visualized
by a two-dimensional histogram of consecutive on and off times (Figs. 5a and 5b).

Finally, in the last section we present an outlook for single-molecule enzymology.

Keywords: enzymatic kinetics, single molecules, fluorescence spectroscopy

Stowa kluczowe: kinetyka enzymatyczna, pojedyncze czasteczki, spektroskopia fluores-
cencyjna
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WPROWADZENIE

Niniejszy artykut omawia wyniki oraz analize eksperymentow, w ktorych obser-
wowano aktywnosc¢ katalityczna pojedynczych czasteczek enzyméw. We wprowa-
dzeniu omowiono podstawy koncepcyjne kinetyki pojedynczych czasteczek enzy-
moéw oraz pierwsze prace eksperymentalne w tej dziedzinie.

Pierwsze doswiadczenie, w ktorym obserwowano aktywno$¢ enzymatyczna
z doktadnoscia do pojedynczych czasteczek enzymu przeprowadzit Rotman w 1961
roku [1]. Mikrokropelki wody zawierajace pojedyncze czasteczki S-galaktozydazy
oraz czasteczki substratu 6HFG (ang. 6-hydroxyfluoran-B-D-galactopyranoside)
zostaty rozproszone w oleju silikonowym. W wyniku reakcji katalitycznej powsta-
waty fluoryzujace czasteczki produktu, ktore gromadzity si¢ wewnatrz kropli. Fluo-
rescencje produktu rejestrowano na mikrofotografiach w postaci jasnych kot. Stwier-
dzono proporcjonalng zaleznos$¢ intensywnosci fluorescencji od stezenia substratu
i odkryto, ze dla danego stezenia substratu intensywnos¢ fluorescencji rosnie wraz
ze wzrostem objgtosci kropli. Z zalezno$ci wzrastajacej intensywnosci fluorescen-
cji od czasu wyznaczono stala hydrolizy substratu, a na podstawie liczby powstaja-
cych czasteczek produktéw ustalono liczbg obrotow reakcji.

Rozwdj mikroskopii fluorescencyjnej dal nowe mozliwosci badania kinetyki
reakcji pojedynczych czasteczek enzymdw. Do obserwacji pracy pojedynczych czas-
teczek enzymu uzywa si¢ m.in. mikroskopu wspotogniskowego (konfokalnego), kt6-
rego schemat budowy przedstawia Rys. 1.

Rozwazmy aktywnos$¢ katalityczna pojedynczych czasteczek na przyktadzie
mechanizmu ping-pong, ktory jest czgsto spotykanym mechanizmem aktywnosci
katalitycznej enzyméw dwusubstratowych. W pierwszym etapie reakcji do enzymu E
przylacza sig substrat S|, tworzac kompleks ES , a nastgpnie zachodzi reakcja katali-
tyczna, w wyniku ktorej powstaje produkt P, i zmieniona forma enzymu F. Czas-
teczka enzymu wraca do formy katalitycznie aktywnej reagujac z drugim substra-
tem S,. W wyniku reakcji powstaje ,,zregenerowany” enzym E i drugi produkt P,:

E+S, &= ES, —>F+P (H

F+S,——= FS, —>E+P 2
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objetos¢ detekcyjna

Rysunek 1. Schemat budowy mikroskopu wspoétogniskowego (konfokalnego).

Laser 1 wysyla wiazke wzbudzajaca w kierunku lustra dwubarwnego 2, ktore odbija promieniowanie
wzbudzajace, a przepuszcza promieniowanie o wigkszej dtugosci fali (fluorescencjg). Uktad soczewek 3
(obiektyw) skupia wiazke wzbudzajaca w objgtosci detekcyjnej 4, w ktorej znajduje sig np. pojedyncza

unieruchomiona czasteczka enzymu. Ten sam zestaw soczewek 3 skierowuje promieniowanie fluorescencji,
pochodzace od czasteczki enzymu lub czasteczek produktow, na bardzo maty otwor (ang. pinhole)

w przestonie 5, a nastgpnie na detektor 6. Linie przerywane przedstawiaja fluorescencj¢ pochodzaca spoza
objetosci detekeyjnej. Dzigki sprzgzeniu uktadu soczewek 3 i otworu 5, mierzona fluorescencja pochodzi
glownie z objgtosci detekeyjnej 4
Figure 1. Diagram of a confocal microscope. Laser 1 sends an excitation beam at a dichromatic mirror 2
that reflects the excitation light but passes longer wavelengths (fluorescence). A system of lenses 3 (objective)
focuses the excitation light onto detection volume 4, where, for example, a single immobilized enzyme
molecule is present. The same lenses 3 direct fluorescence from the single enzyme or products molecules
into pinhole 5 and then onto detector 6. Dashed lines represent fluorescence generated away from
the detection volume. Due to the coupling between lenses 3 and the pinhole the measured fluorescence comes
mostly from the detection volume

Mechanizm ping-pong ma zlozona kinetyke, ktora upraszcza sig¢ w szczegol-
nych przypadkach. Na przyktad, jesli etap (2) jest szybki w stosunku do etapu (1),
to kinetyka tworzenia sig czasteczek produktu P, redukuje sig do kinetyki Michaelisa-
Menten dla etapu (1). Inny szczegdlny przypadek dotyczy uktadow, dla ktorych etapy
katalityczne kontroluja szybkos$¢ reakcji, a rownania (1) i (2) upraszczaja si¢ do
mechanizmu:

Ee2F 3)
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gdzie k= k,, k, = k, sa statymi szybkosci pierwszego rzedu dla reakcji prostej (ang.
forward) i odwrotnej (ang. backward), wyznaczonymi przez szybkosci etapow kata-
litycznych.

Jesli whasciwosci fluorescencyjne form E i F enzymu réznia si¢ migdzy soba,
mechanizm ping-pong (1) i (2) mozna $ledzi¢ w mikroskopie konfokalnym obser-
wujac migotania on-off fluorescencji. Zmiany wiasciwosci fotofizycznych czasteczki
enzymu moga nastgpowac pod wplywem cyklicznych zmian chemicznych (np. utle-
niania i redukcji w miejscu aktywnym, jak to ma miejsce dla flawoenzyméw) lub
zmian konformacyjnych zachodzacych podczas obrotéw enzymatycznych. Mecha-
nizm ping-pong (1) i (2), dla ktorego forma E enzymu fluoryzuje, a forma F jest
»clemna”, mozna zapisa¢ w postaci:

kl N
{E+ Sl (TESI}(M kZ {F+P1}fo (4)
k,
{F+S, & =FS} e {E + P2}0n 5)

W réwnaniach (4) i (5) indeksem on 0znaczono etapy reakcji, dla ktorych obser-
wuje si¢ intensywna fluorescencje (stan jasny) oraz indeksem off te etapy, ktore
odpowiadaja matej intensywnosci fluorescencji (stan ciemny). Diugosci okresow
on 1 off sa zmiennymi losowymi, ktérych wlasciwosci statystyczne zaleza od statych
kinetycznych mechanizmu ping-pong (4) i (5). Przy duzym stezeniu substratow S,
1S, etapy reakcji, w ktorych substraty przylaczaja si¢ do enzymu, przebiegaja szyb-
ciej niz reakcja uwolnienia produktu. W takim przypadku, réwnania (4) i (5) opisu-
jace migotanie fluorescencji upraszczaja si¢ do rownania:

on % off (6)

gdzie k, =k, — stata szybkosci ucieczki ze stanu jasnego on w stan ciemny, ak = k,
to stata ucieczki ze stanu ciemnego off. Dla migotania fluorescencji opisanego réw-

naniem (6), czasy on 1 off sa zmiennymi losowymi o rozkladzie wyktadniczym:

p (O=k e*on p ()=k et @)
on on off off

gdziep, ip,, sa gestoSciami prawdopodobienstwa dhugosci trwania czasu on i czasu
off-

Wynikiem obserwacji aktywnej czasteczki enzymu w mikroskopie konfokal-
nym jest trajektoria intensywnosci fluorescencji, tj. szereg czasowy przedstawia-
jacy liczbe zliczen fotonow w nastgpujacych po sobie przedziatach czasu (Rys. 2,
panele A i C). Trajektoria fluorescencji niesie w sobie informacj¢ o dynamice enzymu.
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Rysunek 2. A) Trajektoria fluorescencji modelu dwustanowego (6) dla wartosci parametréw nawiazujacych
do pracy [10]. B) Histogram zliczen fotonow dla trajektorii z panelu A. C) Fragment (pierwsze 20 sekund)
trajektorii fluorescencji pokazanej na panelu A. Na panelach A i B linia pozioma zaznaczono intensywno$¢
rozdzielajaca stan jasny on od stanu ciemnego off’
Figure 2. A) Fluorescence trajectory for the two-state model (6) and parameters from [10]. B) Histogram of
photon counts for trajectory from panel A. C) An initial portion of fluorescence trajectory (first 20 seconds)
from panel A. In panels A and B the horizontal line separates the on state from the off state

Podstawowa korzyscia z badania pojedynczych czasteczek enzymow jest moz-
liwo$¢ poznania rozktadow aktywnosci enzymatycznej, a nie tylko warto$ci $red-
nich mierzonych w klasycznej enzymologii. Wymaga to pokonania trudnos$ci ekspe-
rymentalnych wynikajacych z faktu, ze niska intensywnos¢ fluorescencji pojedyn-
czej czasteczki enzymu musi by¢ odrézniona od sygnatu tta, np. od rozpraszania
Ramana, pochodzacego od rozpuszczalnika. Problem ten mozna pokona¢ dobiera-
jac odpowiednio dtugosci fal wzbudzenia i emisji, a takze mierzac inne charakte-
rystyki fluorescencji, takie jak czas zycia czy polaryzacj¢. Inna trudno$¢ wynika
z faktu, ze sygnat fluorescencji aktywnego enzymu ma charakter losowy i dlatego
do wydobycia informacji o dynamice enzymu stosowane by¢ musza zaawansowane
metody statystyczne.

Wazne jest pytanie, jakie nowe informacje uzyskuje si¢ badajac pojedyncze
czasteczki. Dzigki zastosowaniu spektroskopowych metod pojedynczych czasteczek,
odkryto zjawiska, ktore byly trudne lub wrgez niemozliwe do zaobserwowania dla
zespotu czasteczek. Sa to nieporzadek statyczny i nieporzadek dynamiczny oraz
efekt pamigci obrotow enzymatycznych. Zjawisko polegajace na tym, ze rdézne czas-
teczki tego samego enzymu wykazuja r6zna aktywno$¢ katalityczna, nazwano niepo-
rzadkiem statycznym (ang. static disorder). Fluktuacje aktywnos$ci enzymatyczne;j
w czasie nazywa si¢ nieporzadkiem dynamicznym (ang. dynamic disorder). Obydwa
zjawiska taczy si¢ z roznicami aktywnosci enzymatycznej dla réznych konformacji
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enzymow. Statystyczne korelacje aktywno$ci enzymatycznej w czasie nazwane
zostaty efektem pamieci (ang. memory effect).

Pierwszym eksperymentalnym uktadem, dla ktérego badano aktywno$¢ katali-
tyczna pojedynczych czasteczek enzymow poprzez obserwacjg migotania fluores-
cencji pochodzacej od czasteczek enzymow, byta oksydaza cholesterolowa [2—4].
Stwierdzono obecnos$¢ statycznego nieporzadku, poniewaz pojedyncze czasteczki
oksydazy miaty rézne state szybkosci katalitycznej. Stwierdzono takze obecno$é¢
dynamicznego nieporzadku, poniewaz wykazano istnienie korelacji migdzy kolej-
nymi czasami on.

Reakcje enzymatyczne typu ping-pong mozna rowniez $ledzi¢ poprzez obser-
wacj¢ powstawania fluoryzujacego produktu P, z niefluoryzujacego substratu S :

LN k Kon
{E+S, ‘TES‘} —5 {F+P} —2> {F}Qﬁ.+ P, ®)

off

©)

(F+8, ]/:‘:); FS, Mo E+P}
gdzie {E + P} ~oznacza fluoryzujaca czasteczkg produktu P, znajdujaca sig w pob-
lizu czasteczki enzymu, a {E}Q ;P oznacza, ze w polu obserwacyjnym, w ktorego
centrum znajduje si¢ czasteczka enzymu, nie ma juz czasteczki produktu. Mechaniz-
mem przejscia off — on jest powstanie fluoryzujacego produktu P,, a mechanizm
przejscia on — off to dyfuzja produktu poza pole widzenia. Rysunek 3 przedstawia
przyktad trajektorii fluorescencji dla mechanizmu (8) i (9).

Pierwszym uktadem, w ktorym obserwowano rozblyski (ang. bursts) fluores-
cencji, pochodzace od powstajacych czasteczek produktow, byta peroksydaza chrza-
nowa [5]. Enzym ten katalizuje reakcje¢ rozktadu nadtlenku wodoru w obecnosci
donora wodoru. Jako niefluoryzujacego substratu uzyto dihydrorodaminy 6G, ktéra
po utlenieniu do rodaminy 6G staje si¢ produktem fluoryzujacym. Ze zmierzonych
trajektorii intensywnosci fluorescencji obliczano funkcj¢ korelacji intensywnosci
i dopasowywano model uwzgledniajacy dynamiczny nieporzadek. Przyjgto, ze jest
to dowod na obecnos¢ dynamicznego nieporzadku, powodowanego zmianami kon-
formacyjnymi enzymu.

Niedawno ukazaty si¢ prace przegladowe omawiajace rdézne aspekty badan nad
aktywnoscia katalityczna pojedynczych czasteczek enzymow [6—8]. Niniejszy arty-
kut skupia sig¢ na pracach eksperymentalnych i teoretycznych wskazujacych na efekty
wynikajace z dynamiki konformacyjnej enzymu. Rysunki 2—-6 zamieszczone w pracy
sa wynikiem symulacji komputerowych, wykonanych w Pracowni Dynamiki Proce-
sow Fizykochemicznych Wydzialu Chemii UAM dla modeli aktywnosci enzyma-
tycznej pojedynczych czasteczek odpowiadajacych uktadom eksperymentalnym.
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Rysunek 3. A) Trajektoria fluorescencji dla wartosci parametréw modelu (8), (9) nawiazujacych do pracy [15].
B) Histogram zliczen fotondéw dla trajektorii pokazanej na panelu A. Linig pozioma zaznaczono granicg
intensywnosci rozdzielajaca fluorescencj¢ pochodzaca od tta od fluorescencji pochodzacej od powstajacych
czasteczek produktow. C) Poczatkowy fragment trajektorii fluorescencji pokazanej na panelu A
Figure 3. A) Fluorescence trajectory for model (8), (9) and parameters from [15]. B) Histogram of photon
counts for trajectory from panel A). The horizontal line separates the background fluorescence from
fluorescence of products molecules. C) Initial portion of fluorescence from panel A

1. UKLADY EKSPERYMENTALNE

W tej czgsei pracy omowiono przyktady uktadéw eksperymentalnych, wskazu-
jacych na obecnos¢ statycznego i dynamicznego nieporzadku w aktywnosci katali-
tycznej enzymow. W pierwszej czgsci rozdzialu omoéwiono uktady, w ktoérych migo-
tanie fluorescencji pochodzi od czasteczek enzymu, a w czgsci drugiej uktady,

w ktorych rozblyski fluorescencji pochodza od tworzacych si¢ od czasteczek pro-
duktow.

1.1. MIGOTANIE FLUORESCENCJI POCHODZI OD CZASTECZEK ENZYMU

Oksydaza cholesterolowa

Oksydaza cholesterolowa katalizuje reakcje utleniania cholesterolu (Tab. 1)
wedlug mechanizmu ping-pong [2]:

(EFAD +S = E-FAD'S}, 5 (E-FADH, + P}, (10)
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{E-FADH, + O, <= E-FADH,-0,}  —*>

(E-FAD+H,0,},  (11)

Tabela 1. Enzymy i ich substraty w reakcjach enzymatycznych badanych metodami pojedynczych

czasteczek

Table 1. Enzymes and substrates in single-molecule enzyme reactions

Enzym (E) Substrat (S)

Cholesterol

0

0]

Oksydaza
cholesterolowa
HO
Kwas dihydroorotowy
OH
H
O N
Dehydrogenaza Y @]
dihydroorotowa HN
0]
BCEF-AM

o}

I
Lipaza R,0 —C = CH;CHy g ‘ CH,CH,~C—0R,
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation

Enzym (E) Substrat (S)

RGP

OH,oH

B-galaktozydaza HO
OH

Czgscia aktywna enzymu odpowiadajaca za reakcje utleniania jest dinukleotyd
flawinoadeninowy FAD (ang. flavin adenine dinucleotide), ktéry jest naturalnym
fluoroforem. Fluoryzujacy enzym E-FAD przylacza czasteczkeg cholesterolu, ktora
w reakcji (10) jest oznaczona jako S, i tworzy si¢ kompleks E-FAD-S. Kompleks
E-FAD-S fluoryzuje az do momentu, gdy substrat zostanie utleniony, a enzym przyj-
mie formg zredukowang E-FADH,. Zredukowana posta¢ enzymu E-FADH, nie fluo-
ryzuje. W obecnosci tlenu E-FADH, ulega szybkiej regeneracji do formy utlenione;j.
Otrzymuje si¢ ponownie fluoryzujaca formg enzymu E-FAD, ktora jest zdolna do
utlenienia nastgpnej czasteczki cholesterolu.

Aktywnos$¢ pojedynczych czasteczek oksydazy cholesterolowej obserwowano
za pomoca mikroskopu konfokalnego. Czasteczki enzymu o stgzeniu 10~° M byly
unieruchomione w 1% zelu agarowym, w ktorym rozpuszczono czasteczki substra-
tow. Czasteczki cholesterolu i tlenu mogly swobodnie dyfundowaé. Obserwowano
migotanie fluorescencji dla stgzenia cholesterolu 0,2 mM i tlenu 0,25 mM (roztwor
nasycony), lecz w tych warunkach stata k, nie byta statq limitujaca szybkos¢ catko-
wita. Stosujac pochodna cholesterolu (ang. 5-pregene-3B-200~diol), ktora reaguje
wolniej z enzymem, zastosowano stgzenie substratu 2 mM, przy ktorym stata k,
okreslata catkowita szybkos¢. Do zmierzonych histogramoéw czasow on dla ,,powol-
nej” pochodnej cholesterolu dopasowano krzywa jednowyktadnicza wyznaczajac
warto$ci parametru k,. Procedurg ta powtorzono dla 33 r6znych czasteczek oksy-
dazy. Dla kazdej czasteczki wyznaczona warto$¢ parametru k, byta inna (od 3 s™' do
14 s71), co oznacza, ze czasteczki enzymu maja rézne aktywnosci katalityczne. ROz-
nice wlasciwos$ci czasteczek enzymu sa niewidoczne w zespole czasteczek, gdyz
indywidualne wtasciwos$ci usredniajg sig.

W warunkach, gdy etapy E-FAD-S — E-FADH, + P, oraz E-FADH,-O, —
E-FAD + H,0, okreslaja szybkosci tworzenia produktu P i regeneracji miejsca aktyw-
nego E-FAD, reakcje (10) i (11) redukuja sig, réwnanie (6), z ktérego wynika, ze
czasy on i off sa niezaleznymi zmiennymi losowymi o rozktadzie wyktadniczym.
W eksperymencie zbadano korelacje kolejnych czaséw on, stosujac znormalizo-
wana funkcjg korelacji
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_ <At(0)At(m) >
 <AT(0)* >

r(m) (12)

gdziem =0, 1, ... jest odlegto$cia pomigdzy kolejnymi czasami on, a AT= 17— < 7>
jest odchyleniem czasu on od wartosci sredniej. Jesli kolejne czasy on sg niezalez-
nymi zmiennymi losowymi to funkcja korelacji »(m) = 1. Odchylenia od jednosci
wskazuja na obecnos¢ efektu pamigci. Zmierzona funkcja korelacji $wiadczy o istnie-
niu korelacji pomigdzy nastgpujacymi po sobie czasami on: po dtugim czasie on
czesciej nastgpowal dlugi czas on, a po krotkim czasie on czesciej nastgpuje krotki
czas on.

Istnienie korelacji czaséw on sprawdzono takze poprzez obliczenie dwuwymia-
rowych histogramow par czasow on dla kolejnych czaséw on oraz dla par czasow on
przesunigtych o dziesi¢¢ obrotow. Charakterystyczny ksztatt diagonalnej histogramu
otrzymano, gdy czasy on nast¢gpowaty po sobie. Korelacje zanikaty dla par czasow
on odlegtych od siebie.

Istnienie pamigci czasow on wskazuje na obecno$¢ dynamicznego nieporzadku.
Prosty model dynamicznego nieporzadku jest dany schematem:

k 1
on, %’ off,
off

ol T 1To (13)

k

on2

on, «—— off,
off

Stan on, jest stanem jasnym o konformacji 1, a stan on, jest stanem jasnym
o konformacji 2. Podobnie stany off, i off, to stany ciemne o konformacjach, odpo-
wiednio: 11 2. Wystepuja dwie stale ucieczki ze stanu on, k|, k ., ktore sa rozne
dla kazdej z dwoch konformacji. Dla prostoty zaklada si¢, ze state ucieczki k , dla
obydwu konformacji off sa takie same, oraz ze jedna stata szybkosSci o opisuje przejs-
cia migdzy konformacjami. Warto podkresli¢, ze dla modelu (13) trajektoria fluores-
cencji wykazuje dwie intensywnosci 7 i I, lecz czasy trwania czasow on i off nie
sa juz opisane rozktadem wyktadniczym (7), gdyz wystepuja przej$cia migdzy konfor-
macjami 1 <> 2. Model (13) byt analizowany teoretycznie w pracy [9], za§ w pracy
[4] byt symulowany komputerowo, w celu okreslenia warunkow, w ktorych moz-
liwe jest wykrycie zmian konformacyjnych 1 <> 2.
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Dehydrogenaza dihydroorotowa

Dehydrogenaza dihydroorotowa katalizuje reakcj¢ utleniania kwasu dihydro-
orotowego [10] (Tab. 1) do kwasu orotowego. Mononukleotyd flawinowy FMN
(ang. flavin mononucleotide), wchodzacy w sktad czesci aktywnej enzymu, fluory-
zuje w formie utlenionej i jest niefluoryzujacy w formie zredukowanej. Mechanizm
reakcji przebiega, podobnie jak dla oksydazy cholesterolowej, wedlug schematu
ping-pong. Reakcje mozna podzieli¢ na dwie potowy. W pierwszej potowie, zwanej
reakcja redukujaca, enzym w formie utlenionej E-FMN przytacza czasteczke sub-
stratu. Tworzy si¢ kompleks, po czym nastgpuje reakcja utleniania substratu, w wy-
niku ktorej powstaje kwas orotowy i enzym w formie zredukowanej E-FMNH,.
W obecnosci utleniacza, w drugiej polowie reakcji, enzym utlenia si¢ z powrotem
do formy E-FMN.

W celu unieruchomienia, czasteczki enzymu zostaty umieszczone w zelu agaro-
wym, do ktorego dodawano kwas dihydroorotowy. Diugosci obserwowanych trajek-
torii byty mate, okoto 2,5-3 sekund. Przy tak krotkich trajektoriach liczba obserwo-
wanych cykli on-off wynosita ok. 10. Przyczyna krotkiego czasu trajektorii byta
dysocjacja czasteczki FMN, ktora odpowiada za fluorescencje.

Z trajektorii intensywnosci fluorescencji obliczono histogramy dlugosci cza-
sOw w stanie ciemnym off 1 jasnym on. Ze wzgledu na krétkie trajektorie, histo-
gramy zostaty obliczone dla zespotu 50 czasteczek enzymu. Do histogramu czasow
on dopasowano krzywa dwuwyktadnicza, a do histogramu czasow off jednowyktad-
nicza. Wyznaczenie dwoch warto$ci stalej szybkosci k| ucieczki ze stanu jasnego
sugeruje obecnos¢ dwoch populacji dehydrogenazy, rézniacych si¢ aktywnoS$cia
enzymatyczna. Dla stwierdzenia, czy wystgpuje efekt pamigci, obliczono znormali-
zowana funkcj¢ korelacji czaséw on oraz sporzadzono dwuwymiarowe histogramy
par czasOw on oraz dwuwymiarowy histogram par czasoéw on i off. Wyniki sugero-
watly brak obecnosci dynamicznego nieporzadku. Wykres znormalizowanej funkcji
korelacji przedstawiat losowo roztozone punkty, natomiast dwuwymiarowe histo-
gramy par czasOw on oraz par czasow on i off nie miaty charakterystycznego ksztattu
na diagonalnej. Ze wzgledu na krotkie trajektorie, histogramy czasow stanow jas-
nych i ciemnych mogly by¢ za malo czute, by na ich podstawie stwierdzi¢ obecnos¢
dynamicznego nieporzadku. Przypuszczenie to zostato potwierdzone symulacjami
dla modeli (6) i (13), opisanymi w Rozdziale 3 [11].

Inne uklady

W przeciwienstwie do oksydazy cholesterolowej i dehydrogenazy dihydrooro-
towej, czasteczki reduktazy dihydrofolianowej nie fluoryzuja i dlatego do obserwa-
cji aktywnosci tego enzymu zastosowano znakowanie fluoroforem [12-14]. Trud-
no$¢ interpretacji migotania fluorescencji znakowanej reduktazy dihydrofolianowe;j
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wynika ze skomplikowanego mechanizmu reakcji oraz niejasnego zwiazku migota-
nia fluorescencji z aktywno$cia katalityczna.

1.2. ROZBLYSKI FLUORESCENCJI POCHODZA OD CZASTECZEK PRODUKTOW

B-galaktozydaza

B-galaktozydaza katalizuje reakcje hydrolizy laktozy oraz innych -D-galakto-
piranozydow [15]. Reakcje katalizowane przez B-galaktozydaze zachodza wedlug
mechanizmu ping-pong. W eksperymencie czasteczki enzymu byly unieruchomione
na powierzchni szkta (st¢zenie powierzchniowe rzedu jednej czasteczki enzymu na

m?) i zanurzone w buforowym roztworze substratow o odpowiednich stezeniach
(10-380 uM). Jako substrat zastosowano niefluoryzujacy zwiazek RGP (ang. reso-
rufin-B-D-galactopyranoside) (Tab. 1), z ktorego w wyniku hydrolizy powstawaly
fluoryzujace czasteczki produktu. Fluorescencj¢ mierzono za pomoca mikroskopu
konfokalnego. W celu uniknigcia niepozadanych efektow zwiazanych z fluorescencja
tla, zastosowano promieniowanie laserowe o odpowiedniej dtugosci do fotowybie-
lania gromadzacych si¢ czasteczek produktow.

Obserwowana trajektoria intensywno$ci wykazywata rozblyski fluorescencji
sygnalizujace powstanie czasteczek produktow, ktore szybko oddyfundowywaty
z objetosci detekcyjnej. Przy nadmiarowym stezeniu substratu S,, wptyw reakcji
regeneracji na kinetyke catego mechanizmu byt zaniedbywalnie maty. W takim ukta-
dzie rozktad czaséw oczekiwania tj. czasow pomigdzy rozbtyskami, jest dwuwy-
ktadniczy [15, 16]:

p(l) — kl[)S(]kZ(ezlt _ ezzt) (14)

gdzie:
z,, :—%(kl[S]+k_, +hk, FX) (15)
X = [KZ[ST +2k,[STk , 2k [STk, + k3 + 2k, + k2 (16)

Ksztalt histogramow czasow oczekiwania na kolejna czasteczke produktu zmie-
nial si¢ wraz ze st¢zeniem substratow. Dla duzych stezen substratu o szybkosci reakcji
decydowata stata szybkosci k,. Wyniki eksperymentalne wskazywaly, ze wartos¢ k,
fluktuuje w czasie reakcji. Zgodno$¢ z doswiadczeniem uzyskano przyjmujac, ze
stata szybkosci &, jest zmienna losowa o rozktadzie gamma:
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1 kl—a.ex (_kzj 1
W( ) ba F( ) 2 p b ( 7)

gdzie: a — parametr ksztattu i b — parametr skali. W obecno$ci dynamicznego niepo-
rzadku, tj. fluktuacji stalej k,, rozklad czasow oczekiwania p(f) przyjmuje postaé
[15, 16]:

p() = jdkw(k) k(zl ZZt) (18)

Na Rys. 4 przedstawiono przyktadowe histogramy czasow oczekiwania dla czte-
rech stgzen substratu otrzymane w wyniku symulacji komputerowych. Wraz ze wzro-
stem stgzenia czasy oczekiwania skracaja si¢. Linie ciagle sa obliczone zgodnie
z rdbwnaniem (18).
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Rysunek 4. Histogramy czaséw oczekiwania obliczone z trajektorii fluorescencji pokazanej na Rys. 2
dla warto$ci parametrow nawiazujacych do publikacji [15] wraz z krzywymi teoretycznymi obliczonymi
wedhug rownania (18)

Figure 4. Histograms of waiting times calculated from the fluorescence trajectory shown in Fig. 2 for
parameters from [15] with theoretical lines calculated according to (18).

Dynamiczny nieporzadek, powodujacy niewyktadnicza posta¢ histogramow
czaséw oczekiwania (18), zostat potwierdzony obecnoscia efektu pamigci. W celu
wykrycia korelacji pomigdzy kolejnymi czasami oczekiwania, obliczono dwuwy-
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miarowe histogramy par czaséw oczekiwania kolejno nastepujacych po sobie, A(t,,1,),
par znacznie odleglych od siebie, h(t))h(t,), oraz wykres przedstawiajacy roznice
O(t,,t,) = h(t.t,) — h(t )h(t,). Wykres roznic &(¢,,¢,) miat charakterystyczny ksztatt na
diagonalnej ¢, = ¢,, co Swiadczy o efekcie pamigci czasow oczekiwania. W Rozdziale 3
podany jest przyktad wykresu 6(z,,t,) dla prostego modelu dynamiki konformacyjne;.

Lipaza

Lipaza katalizuje hydrolizg estrow w roztworze wodnym [17, 18]. Do czaste-
czek enzymu unieruchomionych na powierzchni szkta dodawano rézne stgzenia
estru BCEF-AM (ang. 2, 7 -bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein ace-
toxymethyl ester) (Tab. 1), ktéry pod wplywem reakcji hydrolizy przeksztatcat si¢
w fluoryzujacy produkt. Z czasem trwania reakcji liczba fluoryzujacych czasteczek
produktu zwigkszata si¢, co powodowato powstawanie tfa fluorescencji. W przypadku
lipazy, histogramy czas6w oczekiwania dla roznych stgzen substratow miaty ksztalt
wyktadniczo-potegowy:

Do () c e (19)

z parametrem skali 7= 1,15 ps oraz parametrem ksztattu o = 0,15. Proponowana
interpretacja zaklada istnienie wielu konformacji enzymu E, E,, E,, ... , E r6znia-
cych sig szybkoscia tworzenia produktu £ :

E, & E, <& E .. E,
k21 \L kzz‘l’ k23 \L an\L (20)
P P P P

Inne uklady

W pracy [19] badano chymotrypsyng, ktora katalizuje reakcje hydrolizy wiazan
peptydowych. Idea do§wiadczenia byta podobna do eksperymentu [1]. Wytwarzano
emulsj¢ typu woda-w-oleju, w ktérej mikrokropelki wody zawieraly pojedyncze czas-
teczki enzymu i czasteczki substratu. Niefluoryzujacy substrat przeksztatcatl si¢ we
fluoryzujacy produkt. Dla chymotrypsyny obserwowano fluorescencj¢ pochodzaca
od powstajacych czasteczek produktow jednoczesnie dla kilkuset pojedynczych czas-
teczek enzymu. Umozliwito to porownanie aktywnosci pojedynczych czasteczek ze
srednia aktywnoscia zespotu czasteczek. W pracy [19] przedstawiono zaleznos¢ inten-
sywnosci fluorescencji od czasu dla 96 czasteczek enzymu. Na tym samym wykre-
sie zaznaczono krzywa, bedaca $rednig intensywnosci dla tych wszystkich czaste-
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czek, w celu pokazania jak duze sa odchylenia fluorescencji pojedynczych czaste-
czek od wartosci $redniej. Ponadto przedstawiono krzywa s$redniej fluorescencji
z okoto 1124 czasteczek enzymu, w poréwnaniu z krzywa fluorescencji zmierzona
dla zespotu czasteczek. Wykresy fluorescencji odpowiadajace Sredniej aktywnosci
pojedynczych czasteczek chymotrypsyny byly zgodne z wykresami aktywnosci dla
zespotu czasteczek.

2. MODELOWANIE I SYMULACJE KINETYKI POJEDYNCZYCH ENZYMOW

Modelowanie

Celem modelowania jest poglebienie zrozumienia przebiegu zjawisk poprzez
tworzenie i analiz¢ modeli o r6znym stopniu idealizacji. Modele fenomenologiczne
staraja si¢ uchwycic istotg zjawiska, nie wnikajac w szczegoty molekularne. Pros-
tota modelu pozwala niekiedy na uzyskanie wynikow analitycznych.

Dla przyktadu rozwazmy rozktad czasow on dla mechanizmu ping-pong.
Zapiszmy rownanie (1) w postaci:

kU
E——ES, k,F (1)

gdzie kY = k,[S ] jest stata szybkosci pseudopierwszego rzedu. W kinetyce pojedyn-
czych czasteczek rozpatruje si¢ nie stezenia, a prawdopodobienstwa wystepowania
w danym stanie. Dla rownania (21) nalezy rozpatrzy¢ prawdopodobienstwa P (%),
P (D), P(?), ze enzym znajduje si¢ w momencie ¢ w stanie wolnym E, w stanie
zwiazanym ES i w stanie wolnym F. Prawdopodobienstwa te spetniaja rownania
kinetyczne, analogiczne do chemicznych rownan kinetycznych, np.:

dP, /dr = IOP, — (k , + k)P (22)

ES1

Zalézmy, ze obrot enzymatyczny zaczyna sig¢ w momencie ¢ = 0, tzn. w momen-
cie t = 0 enzym z postaci F przeksztalcit si¢ w posta¢ E. Niech P(7 < f) oznacza
prawdopodobienstwo, ze obrot nastapit do momentu czasu ¢ > 0 , to jest, ze T < ¢
gdzie Tjest losowym czasem obrotu. Zdarzenie losowe 7 < ¢ jest rownowazne zda-
rzeniu, ze enzym jest w postaci F w momencie # i dlatego zachodzi rowno$¢ P(7< ¢)
= P.(1). Poniewaz P(7 <) jest dystrybuanta losowego czasu obrotu 7, dP,/dt = p(?)
jest gestoscia prawdopodobienstwa 7, ktdra moze by¢ oszacowana za pomoca histo-
gramu zmierzonych czaséw obrotu 7, ..., 7,. Zgodnie z réwnaniem (21) prawdopo-
dobienstwo P (f) spetia nastgpujace rownania kinetyczne (22)—(24):
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dP_/dt=—kKP_+k P (23)

1" ESI

dP_/dr = k,P (24)

2" ESI

wraz z warunkami poczatkowymi P (0) = 1, P_,(0) = 0, P,(0) = 0. Rozwiazanie
tych rownan prowadzi do wzordéw (14)—(16).

Model dynamiki konformacyjnej (13) postuguje si¢ czterema statymi szybkosci.
Jeszcze prostszy model zmian konformacyjnych dany jest schematem:

on, PLTEN off,
alT lTa (25)

on, PEL-EN off,
w ktorym szybkosci ucieczki ze stanow on i off sa takie same dla danej konformacji.
Schemat (25) postuguje sig jedynie trzema wartoSciami statych szybkosci &, k,, o
Rozne charakterystyki statystyczne modeli (13) 1 (25) byly analizowane w celu okres-
lenia mozliwosci wykrycia zmian konformacyjnych [9], [20].

Niech dwuwymiarowy histogram A(z_ .t .) przedstawia faczny rozktad prawdo-
podobienstwa kolejnych czaséw on i off; a jednowymiarowe histogramy /_ (1) i h (1)
przedstawiaja rozktady czasow on i off dla modelu (25). Jesli nastepujace po sobie
czasy on i off sa niezalezne, to h(t .t .) = hon(ton)hqf](tqﬁ), a stad réznica 5(1‘0'1,1/‘(?/]
n,.t,) — h,(t,)h,(1,.) jest rowna zero. Odchylenie 5(1/‘()",1/‘(2/]) od zera jest miara
zalezno$ci pomigdzy czasami on 1 off 1 oznacza obecnos$¢ dynamicznego nieporzadku.
Na Rys. 5a pokazano dwuwymiarowe poziomice rdznicy histograméw (¢

t
on’” off
h(t —h (t )hof](tof]) kolejnych czasow on i off, a na Rys. 5b profil §(¢

on’tqf]' on\ on on’toff)
wzdtuz przekatnej z, = 1,,=1[20].

W pracy [16] wyprowadzono rozktad czaséw off z uwzglednieniem dynamiki
konformacyjnej. Zatozono, ze stata k, fluktuuje wedhug rozktadu gamma (18). Jesli
uwzgledni sig przejscia konformacyjne to rownanie (21) mozna przedstawi¢ w po-

staci:
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kO
E, ];:>1EISI %EﬁP
—11
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: ko : :
1n
E k:) ES _%k, E +P

—1n

gdzie indeks i = 1, ..., n przy symbolu enzymu E, oraz drugi indeks przy statych
szybkosci k,, k |, k,, opisuje numer konformacji, w ktorej wystgpuje enzym.

2.0

1.8

1.6

Rysunek 5a. Poziomice réznicy histogramow 5(tw,tpﬂ) = h(tw,tpﬁ —h, () hpﬂ(tpﬂ) kolejnych czasow on i off’
dla schematu (25). Linia przerywana zaznacza przekatna histogramu.
Figure 5a. 2D contour plot of a difference 5(tw,tpﬂ) = h(tw,tpﬂ) ~h, () hpﬂ(tpﬂ) for consecutive on and off
times according to model (25). The histogram diagonal is marked by a dashed line
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Rysunek 5b. Profil r6znicy histogramow & (t[m,taﬂ) z Rys. 5a wzdtuz przekatnej. Charakterystyczne

maksimum, pojawiajace sig¢ dla > 0, moze by¢ niewidoczne na histogramach eksperymentalnych ze wzgledu
na bledy statystyczne histogramow eksperymentalnych dla krotkich trajektorii.
Figure 5b. The profile of the histogram difference o(¢ 1) from Fig. 5a along the diagonal. A characteristic

on’

maximum at > 0 can be invisible on experimental histograms due to statistical errors of experimental
histograms for short trajectories

W publikacji [21] prezentowane sa formalizmy dla obliczenia statystyk z trajek-
torii zdarzen, dla r6znych schematdéw kinetycznych reakcji enzymatycznych. Celem
pracy [22] bylo pokazanie, w jakich warunkach kinetyka Michaelisa-Menten pozo-
staje prawdziwa pomimo fluktuacji statej katalitycznej k,. W pracy [23] zapropono-
wano model dynamicznego nieporzadku, nawiazujacy do aktywnosci oksydazy cho-
lesterolowej. W modelu uwzgledniono zatozenie, ze enzym w formie E-FADH, prze-
chodzi szereg zmian konformacyjnych umozliwiajacych reakcje regeneracji z tle-
nem. Uwzglednienie takich zmian konformacyjnych wzmacnia korelacj¢ migdzy
stanami fluorescencji on i off. Do pokazania tych korelacji autorzy uzyli dwuwymia-
rowych histogramoéw par czaséw on. Histogramy otrzymane z symulacji stanéw dla
parametrow nawiazujacych do publikacji [2] miaty charakterystyczny ksztatt na dia-
gonalnej, co jest zgodne z eksperymentem.
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Symulacje

Symulacje stosuje si¢ w sytuacjach, w ktorych nie jest mozliwe uzyskanie wyni-
kéw analitycznych. Symulacje umozliwiaja testowanie modeli oraz eksperymenty
na modelach, a przez to weryfikacj¢ zgodnosci modeli z doswiadczeniem.

W pracy [10] przeprowadzono symulacje modelu dwustanowego (6) dla war-
tosci parametrow otrzymanych z eksperymentu. W wyniku symulacji otrzymano
trajektori¢ stanow, z ktorej obliczono histogramy czaséw on i off. Do histogramow
czasow on dopasowano krzywa jednowykltadnicza wyznaczajac wartos¢ statej k
bliska wartosci rzeczywistej (Rys. 6).
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Rysunek 6. Histogram czasow on obliczony z trajektorii intensywnosci fluorescencji pokazanej na Rys. 1
wraz z dopasowana krzywa jednowyktadnicza
Figure 6. Histogram of on times calculated from the fluorescence trajectory shown in Fig. 1
with a one-exponential fit

zdarzenia

Rozwinigcie tych symulacji przedstawiono w pracy [11]. Model dwustanowy
(6) zostal rozbudowany do modelu czterostanowego (13). Jesli stata szybkosci przejsé
miedzy konformacjami o bedzie znacznie wigksza od statych przejscia migdzy sta-
nami jasnymi a ciemnymi, k., k_,, kqf], to woéwczas model (13) redukuje si¢ do
modelu (6) i nie bedzie mozliwe wykrycie dynamicznego nieporzadku. Z trajektorii
stanow obliczono histogramy czasow on, do ktorych dopasowano krzywe wyktadni-
cze. Dla najwigkszej wartosci o udato si¢ dopasowac krzywa jednowyktadnicza,
a dla wartosci a porownywalnej lub mniejszej od statych przejscia &, k), k.

dopasowano krzywe dwuwyktadnicze. Symulacje te potwierdzity, ze w przypadku
szybkich przejs$¢ konformacyjnych, wlasciwosci modelu czterostanowego zblizaja
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si¢ do wlasciwosci modelu dwustanowego, i ze w takiej sytuacji histogramy czasow
on 1 off moga okazac si¢ niewystarczajace do badania dynamiki konformacyjne;j.

W pracy [15] zastosowano symulacje komputerowe w celu potwierdzenia obec-
no$ci dynamicznego nieporzadku. Symulacje przeprowadzono dla modeli o rosna-
cym stopniu ztozonosci. Najprostszy model odpowiadat rownaniu (21), gdzie limitu-
jaca stafq szybkosci jest k,. Model ten przedstawia uktad bez dynamicznego niepo-
rzadku, a zatem nie wykazuje efektu pamigci. Bardziej ztozone modele uwzgled-
nialy rosnaca liczbe konformacji enzymu n =2, 5, 10. Nawet dla ztozonych modeli
zn=>5110, symulowane trajektorie intensywnosci i odpowiednie funkcje korelacji
intensywnosci roznity si¢ od wielkosci obserwowanych w eksperymencie. Przyjgto,
ze jest to dowod na ztozony charakter zmian konformacyjnych.

POSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Rozwdj spektroskopii fluorescencyjnej umozliwit obserwowanie aktywnosci
pojedynczych czasteczek enzyméw. Odkryto przy tym zjawiska, ktore byty trudne
lub wrecz niemozliwe do zaobserwowania w badaniach zespotéw czasteczek. Jed-
nym z nich bylo stwierdzenie, ze rézne czasteczki danego enzymu wykazuja réozna
aktywnos¢ katalityczna. Innym zjawiskiem byly fluktuacje parametréw kinetycz-
nych w czasie aktywnosci katalitycznej oraz $cisle zwiazany efekt pamigci, polega-
jacy na korelacji aktywnosci enzymatycznej w czasie. Odkrycie tych efektow rodzi
pytanie, czy ich obecno$¢ jest ograniczona do badanych uktadéw, czy tez jest pow-
szechna dla szerokiej klasy uktadow enzymatycznych.

Kolejnym znakiem zapytania jest rola biologiczna, jaka petni dynamiczny niepo-
rzadek. Na przyktad, rozktad wyktadniczo-potggowy (19) czaséw oczekiwania na
kolejng czasteczke produktu wyznaczony dla lipazy w pracach [17, 18] oznacza, ze
aktywnos¢ katalityczna enzymu jest nierownomierna. Okresy intensywnej aktyw-
nosci sa przedzielane dlugimi okresami spowolnionej aktywnosci. Czy w komorce
istnieje mechanizm synchronizujacy aktywnos$¢ enzymow, usuwajacy te nierdéwno-
mierno$¢? Czy przerwy w aktywnos$ci petnia jakas pozyteczng rolg biologiczna?
Odpowiedzi na te pytania przyniosa dalsze badania nad kinetyka enzymatyczna poje-
dynczych czasteczek.

Od momentu, gdy 10 lat temu obserwowano po raz pierwszy migotanie fluores-
cencji pojedynczych czasteczek oksydazy cholesterolowej [2], nastapit znaczacy
rozwdj technik badan pojedynczych czasteczek enzymow. Interesujace jest zastoso-
wanie spektroskopii czasowo rozdzielczej, ktora moze by¢ stosowana do identyfi-
kacji konformerow pojedynczych czasteczek enzymow [24, 25]. W metodzie tej
stosuje si¢ laser impulsowy i mierzy si¢ odstepy pomigdzy impulsami wzbudzaja-
cymi i rejestracja fotonu fluorescencji (tj. czas zycia stanu wzbudzonego). Jesli zmiany
konformacyjne zmieniaja wtasciwosci fotofizyczne czasteczki, to odpowiadajace
im zmiany czasu zycia dostarczaja informacji o dynamice konformacyjne;j.
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Inny kierunek rozwoju to zastosowanie mikroreaktorow. Na przyktad, w pracy
[26] przedstawiono technologi¢ umozliwiajaca tworzenie mikrokomor reakcyjnych
o objetosci 45 fl na koncach widkien optycznych wiazki ztozonej 50000 widkien.
Fluorescencja pochodzaca od czasteczek produktow gromadzacych si¢ w mikro-
reaktorach obserwowano w mikroskopie fluorescencyjnym sprz¢zonym z wiazka.
Badano wptyw inhibitora D-galaktalu na aktywno$¢ B-galaktozydazy, w obecnoéci
substratu RGP. Stwierdzono zgodno$¢ $redniej z danych dla pojedynczych czaste-
czek z pomiarami dla zespotu czasteczek. Innym przyktadem rozwoju technologii
mikroreaktorow jest praca [27], gdzie zademonstrowano kontrolowane inicjowanie
obrotow enzymatycznych B-galaktozydazy w objetosciach rzedu femtolitrow.

Tego typu osiagnigcia pozwalaja przypuszczac, ze badania aktywnosci pojedyn-
czych czasteczek enzymow dostarcza nie tylko wynikow o znaczeniu poznawczym,
lecz takze doprowadza do powstania biochemicznych procedur analitycznych o eks-
tremalnie wysokiej rozdzielczosci.
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ABSTRACT

The natural ultramarine (lazurite, lapis lazuli) has been known and valued since
the ancient times as semiprecious gem applied for jewelry, artistic works, decoration and
painting. In Middle Ages it was used as excellent, but very expensive pigment. At the
beginning of the nineteenth century a method of synthesis of artificial ultramarine has been
discovered and it soon became a common inexpensive commercial product applied mostly
for production of paints and as an optical brightener. The procedure included heating of
the substrate mixtures (kaolin, sulfur, sodium carbonate, reducing agent) in kilns at high
temperature (800°C). The technology of ultramarine production has not been substantially
changed up to now, whereas the law regulations concerning environment protection impo-
sed in the twentieth century could not accept a serious air pollution (SO,, H,S) always
accompanying the production process. Therefore, searching for novel, environmentally
friendly procedures becomes challenging.

Ultramarine is an aluminosilicate with sodalite structure that contains sulfur anion-
radicals (mostly 'S;) combined with Na* cations embedded inside 3-cages. The sulfur
radicals play a role of chromophores ('S; blue, 'S; yellow). Sodalite is a zeolite and the
sodalite units (-cages) are constituents of structure of several zeolites (LTA, FAU, LTN,
EMT).

The use of zeolitic structures for encapsulation of sulfur anion radicals appeared very
promising. The direct introduction of sulfur radicals from aprotic solutions of oligosulfi-
des [27] was not successful but the thermal treatment of zeolites mixed with sulfur radical
precursors (NaS , S + alkalis) resulted in colored products analogous to ultramarine
[24-26, 30, 31]. Zeolites A seem the most useful for preparation of sulfur pigments but
other zeolites can be applied as well. The products of various colors (yellow, green blue
and sometimes pinky) and shades can be obtained by choosing appropriate zeolite, radi-
cal precursor, kind and content of alkaline cation in the initial mixture, temperature
(400-800°C) and time of treatment. It was found that zeolite structure can be maintained
upon the thermal treatment or it can be transformed (mostly towards SOD) under highly
alkaline thermal treatment. The sulfur radicals can also be embedded inside smaller than
B-cages (e.g. CAN) which favors a generation of smaller radicals (i.e. 'S;) [3942]. It is
also possible to incorporate the sulfur compounds into zeolites during their crystallization
and then a generation of radical upon heating. The sulfur pigments based on non alumino-
silicate matrices (e.g. AIPO4-20) can be also obtained [38, 53].

Generally use of zeolites allows to obtain ultramarine-like pigments with broad range
of colors under much milder than conventional conditions and with much lower emission
of polluting agents.

Keywords: ultramarine, zeolites, molecular sieves, sulfur radicals, encapsulation

Stowa kluczowe: ultramaryna, zeolity, sita molekularne, rodniki siarkowe, enkapsulacja
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WSTEP

Naturalny lazuryt (lapis lazuli) o glgboko niebieskim zabarwieniu znany byt
i ceniony jako kamien potszlachetny juz kilka tysigcy lat temu. W rozwinigtych
cywilizacjach tego okresu (Mezopotamia, Egipt) stosowany byt w zdobnictwie
i w jubilerstwie, a od sredniowiecza zaczgto go przerabia¢ na cenny pigment uzy-
wany do malarstwa artystycznego. Stato si¢ to po wyprawach Marco Polo, ktory
przywiozt lazuryt do Europy z Afganistanu, gdzie do dzi§ wystepuja najwigksze
ztoza tego mineralu. Wtedy tez utrwalita si¢ jego nazwa ultramaryna, nawiazujaca
(W jezyku wiloskim) do zamorskiego pochodzenia. Wieloetapowa przerobka lazu-
rytu na pigment byta bardzo pracochtonna i mato efektywna (koncowy produkt stano-
wit zaledwie ~3% masy poczatkowego surowca), co poza wysokimi kosztami egzo-
tycznego w Europie mineratu, dodatkowo podnosito ceng biekitu ultramarynowego.
Zapotrzebowanie na pigmenty i barwniki zdecydowanie wzrosto na poczatku XIX
wieku, po Rewolucji Przemystowej, ktora spowodowata gwattowny rozwoj techno-
logii przemystowych i postgp cywilizacji. W roku 1824 Société d’Encouragement
pour I’Industrie Nationale w Paryzu oglosito konkurs na opracowanie metody otrzy-
mywania syntetycznego pigmentu o wlasciwos$ciach ultramaryny uzyskiwanej z lazu-
rytu, ktérego cena nie przekraczataby 300 frankow za funt. Nagrodg otrzymat Jean
Baptiste Guimet, ktory w 1828 roku przedstawit produkt uzyskany przez prazenie
kaolinu, siarki, sody i wegla drzewnego, jako reduktora. Szacowana cena uzyska-
nego produktu byta wprawdzie dwukrotnie wyzsza niz w zatozeniach konkursu, ale
jakos$¢ i prosty sposob otrzymywania z tanich surowcow zyskaly uznanie komisji.
Niemal réwnoczes$nie podobna metode przedstawil niemiecki chemik Christian
Gottlieb Gmelin, ktory réwniez pretendowatl do nagrody.

Opracowanie metody syntezy ultramaryny stato si¢ realne w 1806 po okresle-
niu sktadu chemicznego lazurytu przez Clementa i Desormesa [ 1], ktorzy wykazali,
ze jest on glinokrzemianem zawierajacym siarke. Pierwsza przemystowa wytwor-
nia ultramaryny wedlug metody Gmelina rozpoczgta dziatalno§¢ w Niemczech,
w 1834 roku, a wkrétce potem pojawity si¢ kolejne. Pod koniec XIX wieku na tere-
nie Europy bylo ich blisko 100. Ultramaryna, z produktu luksusowego, stata si¢
pospolitym pigmentem, powszechnie uzywanym do farb, lakierow, jako wybielacz
optyczny do $rodkéw pioracych, papieru, a nawet produktéw spozywczych (np.
cukru). To ostatnie zastosowanie wynika z jej calkowitej nietoksycznosci. Obecnie
znaczna cz¢$¢ produkowanej ultramaryny przeznaczona jest do barwienia tworzyw
sztucznych.

Poza podstawowym typem ultramaryny niebieskiej, mozliwe jest rowniez uzyski-
wanie odcieni zielonych lub fioletowych, a takze ultramaryny r6zowej, poprzez ter-
miczne traktowanie podstawowego produktu chlorem lub chlorkiem amonu [2].

Powaznym mankamentem tradycyjnej syntezy ultramaryny jest zagrozenie $ro-
dowiska wynikajace z emisji do atmosfery lotnych zwiazkow siarki (SO,, H,S).
Zwigkszona troska o ochrong srodowiska w XX wieku oraz idace za tym, zaostrza-
jace si¢ przepisy prawne spowodowaty, ze wiele matych wytworni ultramaryny nie



NOWE METODY SYNTEZY PIGMENTOW ULTRAMARYNOWYCH Z UZYCIEM ZEOLITOW 663

moglo sprosta¢ postawionym wymogom i zostaly zamknigte. Swiatowa produkcja
nie ulega jednak zmniejszeniu i zbliza sig¢ do poziomu 50 000 ton rocznie. Najwigk-
szymi producentami ultramaryny sa Holliday Pigments (oddzial Yule Cato), ktory
jest kontynuatorem firmy Reckitt’s Colours, dziatajacej nieprzerwanie od potowy
XIX wieku, a takze Nubiola (Hiszpania). Znaczne ilo$ci ultramaryny produkuje si¢
w Indiach i w Chinach.

Problem ochrony $rodowiska jest powaznym wyzwaniem dla producentow,
a neutralizacja toksycznych gazow stanowi powazny sktadnik kosztow produkc;ji.
Innym problemem, ktory jest jednoczesnie szansa dla producentow pigmentow siar-
kowych, jest zwickszenie palety osiagalnych barw.

Poniewaz tradycyjne pigmenty nieorganiczne, zawierajace metale cigzkie, sa
wycofywane z rynku ze wzgledu na ich toksycznos$¢, nietoksyczne odpowiedniki
ultramarynowe moglyby zajac ich miejsce.

Mimo ze produkcja ultramaryny syntetycznej trwa od blisko 200 lat, struktura
krystaliczna, a tym bardziej natura chromoforow przez dtugi czas pozostawata nie-
znana. W latach 30. ubieglego wieku Jaeger [3] wykazat, ze ultramaryna syntetyczna,
podobnie jak naturalny lazuryt, ma strukturg sodalitu (SOD). Ciasne klatki sodali-
towe pelnia rolg matryc goszczacych centra barwne (Rys. 1).

Rysunek 1. Budowa ultramaryny (jednostka sodalitowa z enkapsulowanym rodnikiem °S;)
Figure 1. Structure of ultramarine (model of sodalite cages with entrapped radical °S;)

Udziat siarki w tworzeniu centrow barwnych od dawna nie budzit watpliwosci,
jednak sktad i struktura chromoforow siarkowych pozostawaly w sferze spekulacji.
Obserwowano, ze traktowanie ultramaryny kwasami powoduje wydzielanie siarko-
wodoru, jednak ani siarczki, ani oligosiarczki sodu nie sa btekitne. Dopiero za po-
moca spektroskopii EPR wykazano, ze w ultramarynie obecne sa rodniki siarkowe
[4]. Badania nad oligosiarczkami alkalicznymi, rozpuszczonymi w aprotycznych
rozpuszczalnikach, takich jak aceton, DMF, DMSO, aminy, triamid kwasu heksa-
metylofosforowego (HMPT), wykazaty intensywne ich zabarwienie (zo6tte, zielone
niebieskie, czerwone, brunatne), zalezne od dtugosci tancucha polisiarczkowego.
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Rysunek 2. Widmo EPR ultramaryny (waski sygnat) oraz anionorodnika ‘S
w roztworze triamidu kwasu heksametylofosforowego (HMPT) [14]
Figure 2. EPR spectra of ultramarine (narrow signal) and of anion-radical 'S
in hexamethylphosphoric acid triamide (HMPT) solution [14]

Widma EPR roztworéw oligosiarczku Na S, w rozpuszczalnikach aprotycznych,
bez udzialu powietrza, o intensywnie bigkitnym zabarwieniu okazaty si¢ prawie iden-
tyczne jak widma ultramaryny [5-7]. Byt to decydujacy argument wykazujacy, ze
aniono-rodnik °S; jest chromoforem odpowiedzialnym za niebieskie zabarwienie
ultramaryny (Rys. 2). Obecnie, na podstawie obliczen teoretycznych, uwaza sig [8, 9],
ze z dwoch izomerdw 'S trwalsza jest forma otwarta (Rys. 3).

Rysunek 3. Modele rodnikéw siarkowych: 1 —S; forma otwarta (C,,), 2 —*S; forma zamknigta (D,,),
3-"5,(C), 4 —[Na,S,J*" (C,)). Obliczone kierunki tensora g oraz dtugosci wiazan S-Na (A) [28]
Figure 3. The radical sulphur models: 1 —S; open form (C,,), 2 —S; closed form (D)), 3 - S; (C)),

4 —[Na,S.J*" (C,,). The calculated g-tensor orientations and the S-Na bond lengths (A) in the cluster [28]
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Rysunek 4. Widma UV-vis ultramaryn o r6znym zabarwieniu.
U-Z — ultramaryna z6Hta, U-N — ultramaryna niebieska, U-Z — ultramaryna zielona (wykres a).
U-F — ultramaryna fioletowa, U-Cz — ultramaryna czerwona (wykres b) [14]
Figure 4. UV-vis spectra of differently coloured types of ultramarine.
U-Z — yellow, U-N — blue, U-Z — green (Fig. a).
U-F — violet, U-Cz — red (Fig. b) [14]

Widma elektronowe (Rys. 4) ultramaryny, poza dominujacym pasmem w rejo-
nie 600 nm, charakterystycznym dla barwy niebieskiej, nickiedy wykazuje rowniez
obecnos¢ pasma absorpcji przy dtugosci ~400 nm, ktore odpowiada barwie zottej.
Za 76tty chromofor powszechnie uwaza sig anionorodnik °S;. Jego identyfikacja za
pomoca spektroskopii EPR nie jest jednak jednoznaczna. W starszych pracach przypi-
sywano mu sygnat o wartosci g = 1,99-2,018 [4], ktory jednak przez niektorych
autorow jest uwazany za $Swiadectwo obecnosci zanieczyszczen (np. zelaza) [10].
Obecnie przewaza poglad, ze rodnik ten nie jest wykrywalny przez EPR [10, 11].
Rodniki siarkowe nie sa rowniez tatwe do obserwacji za pomoca spektroskopii
w podczerwieni, gdyz ich pasmo (550-580 cm™') czesto wystepuje w tym samym
zakresie drgan, co pasma wystepujace w matrycach zeolitowych.

Duza przydatnos¢ w identyfikacji potaczen siarkowych w preparatach ultramary-
nowych wykazuje spektroskopia Ramana. Pozwala ona na rozréznienie zard6wno
rodnikéw S (pasmo przy ok. 550 cm™') od 'S, (~590 cm™), jak rowniez od siarki
elementarnej (pasma przy ok. 153, 218, 470 cm™') (Rys. 5).

W niektorych modyfikacjach ultramaryny (za pomoca chloru lub chlorku amonu)
widoczny jest takze udzial czerwonego chromofora, za ktory uwazano rodnik °S;.
Odmiang taka otrzymano juz w XIX wieku i pierwszy patent Cesarskiego Urzedu
Patentowego w Niemczech [2] po§wigcony byt temu odkryciu. Identyfikacja czerwo-
nego chromoforu za pomoca spektroskopii EPR budzita rowniez powazne kontro-
wersje [12—14] i obecnie przewaza poglad, ze czerwonym komponentem barwy jest
raczej obojgtna czasteczka S, (Rys. 6) [8-9].
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Rysunek 5. Widmo Ramana ultramaryny niebieskiej
Figure 5. Raman spectrum of ultramarine blue

Czerwona barwg ultramaryny mozna uzyska¢ takze przez zastapienie siarki
selenem. Stwierdzono, ze za czerwong barwe¢ w ultramarynie selenowej odpowie-
dzialne sa rodniki ‘Se; oraz czasteczki Se, [15-18]. Mozliwe jest rowniez uzyskanie
zielononiebieskich, tellurowych analogow ultramarynowych [19]. Produkcja przemy-
stowa powyzszych modyfikacji jest jednak mato prawdopodobna, nie tylko ze wzgledu
na wysoka ceng selenu i telluru, ale glownie na wysoka toksycznos$¢ ich zwiazkow.

Tradycyjna synteza ultramaryny z kaolinu obejmuje kilka etapéw. Polega ona
na prazeniu w wysokich temperaturach mieszaniny kaolinu, krzemionki, weglanu
lub siarczanu sodowego, a czasami takze niewielkiej ilosci sody kaustycznej oraz
siarki z dodatkiem $rodkow redukujacych siarke, tj. wegla, kalafonii, paku. Praze-
nie przeprowadza si¢ w tyglach szamotowych o pojemnosci kilku kilograméw (me-
toda tyglowa) lub bezposrednio w muflach pieca (metoda muflowa). Obie metody
stosowane sa w przemysle. Metoda tyglowa jest jednak bardziej rozpowszechniona,
poniewaz regulacja temperatury i dostgpu powietrza jest tatwiejsza.

Oproécz w/w metod periodycznych, synteze przeprowadza si¢ rowniez metoda
ciagla. W metodzie tej proces przebiega w pochylonym piecu obrotowym. W gorne;j
czescil pieca utrzymuje si¢ temperaturg powyzej 750°C, natomiast w dolnej okoto
200°C. Mieszanina przesuwana jest z gornej cz¢sci pieca, gdzie panuja warunki
beztlenowe, do dolnej. Po dotlenieniu w nizszych partiach pieca, produkt opuszcza
go w postaci blgkitu ultramarynowego [20].

Ze wzgledu na rodzaj stosowanego surowca, wyrdznia si¢ nastgpujace metody
syntezy ultramaryny:

* metoda siarczanowa — polega na wypalaniu w tyglach mieszaniny kaolinu,

siarczanu sodu oraz wegla, jako czynnika redukujacego.
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Rysunek 6. Przyktadowe izomery chromoforu S,:
1 tancuchowy cis (C,)), 2 — fancuchowa skosna (C,), 3 — fancuchowy #rans (C,,),
4 — wygiety pierScieniowy (D, ), 5 — motylkowy (D, ), 6 — tetraedryczny (D, ), 7 — tetraedryczny (T ),
8 — podwdjny trojkatny (D,,), 9 — ptaski kwadratowy (D,,), 10 — prostokatny (D,,), 11 — egzocykliczny (C, ),
12 — rozgatgziony faficuchowy (D,,), 13 — piramidalny (C)), 14 — zgigty egzocykliczny (C)) [8]
Figure 6. Typical isomers of S,: 1 — cis chain (C, ), 2 — gauche chain (C,), 3 — trans chain (C,,),
4 — puckered ring (D, ), 5 — butterfly (D, ), 6 — tetrahedral (D, ), 7 — tetrahedral (T ),
8 — double triangle (D), 9 — square planar (D,,), 10 — rectangle (D,,), 11 — exocyclic (C,),
12 — branched chain (D,,), 13— pyramidal (C)), 14 — bent exocyclic (C) [8]

W poczatkowej fazie procesu, zachodzacej w okoto 900°C, nastepuje redukcja
siarczanu sodu weglem:

Na,S0, +2C — Na,$ +2CO,

Nastepnie, w wyniku reakcji pomigdzy siarczkiem sodu i kaolinem, powstaje
ultramaryna o kolorze zielonym (tzw. bigkit pierwotny). Produkt ten poddaje si¢
dalszemu wypalaniu, w celu przemiany w ultramaryne niebieska. Wada tej metody
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jest konieczno$¢ dwukrotnego wypalania, duza zawarto$¢ wolnej siarki w produk-
cie oraz mata intensywnos¢ barwy.

* metoda siarkowo-sodowa — polega na prazeniu mieszaniny kaolinu, sody,
siarki, kwarcu lub ziemi okrzemkowej, paku lub kalafonii. W metodzie tej
wyrozni¢ mozemy trzy etapy:

1) w pierwszym, w wyniku reakcji sody amoniakalnej z siarka elemen-
tarng powstaja siarczki i wielosiarczki. Reakcje te zachodza w atmosfe-
rze redukujacej. Proces zachodzi w zakresie temperatur od 25-700°C,
zgodnie z podanym zapisem reakc;ji:

Na,CO, + S+ C — Na,S + CO, + CO
Na,CO, +3S+C — Na,S, + CO, + CO

2) w drugim etapie, w temperaturach od 700-830°C, zachodzi reakcja migdzy
kaolinem i krzemionka oraz wytworzonymi w pierwszym etapie siarcz-
kami. Powstaje ultramaryna pierwotna, zielononiebieska

Na,AlLSi S,0

672724

3) w trzecim etapie procesu, w zakresie temperatur od 500—700°C, zacho-
dzi proces utleniania ultramaryny pierwotnej mieszaning tlenu i dwu-
tlenku siarki. Powstaje wtasciwa ultramaryna niebieska oraz produkt
uboczny — siarczan sodu

2Na,AlSi S, 0,, + SO, + O, = 2Na Al SiS,0,, + Na, SO,

6224 672724

Zaleta tej metody jest mozliwo$¢ otrzymania ultramaryny o réznym stopniu
zawartosci krzemu do siarki, bez dwukrotnego wypalania. Wada natomiast jest emisja
znacznych ilosci szkodliwych gazow.

1. UZYCIE MATRYC ZEOLITOWYCH DO SYNTEZY PIGMENTOW
SIARKOWYCH

Jednostki sodalitowe, w ktorych uwigzione sg anionorodniki siarkowe w ultra-
marynie, to podstawowe segmenty struktury SOD. Jednostki te wystepuja rowniez
jako elementy strukturalne kilku innych typow zeolitéw (np. LTA, FAU, EMT, LTN)
[21].

Uzycie istniejacych juz struktur zeolitowych (szczegolnie zawierajacych klatki
sodalitowe) do enkapsulacji rodnikow siarkowych wydawato si¢ obiecujace, w poréw-
naniu z dlugotrwatym procesem konwencjonalnym, w ktorym struktura sodalitowa
powstaje w procesie wysokotemperaturowym z kaolinu, a syntezie towarzyszy emi-
sja znacznej ilo$ci toksycznych gazow siarkowych.
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Pierwsze, niezbyt udane proby, zastosowania zeolitow do syntezy ultramaryny
prezentowano juz w latach 30. ubiegtego wieku [22]. Syntetyczne zeolity stosowali
Kummins i in. [23, 24]. Mieszaning zeolitu, wielosiarczku sodu badz siarki elemen-
tarnej 1 octanu sodu poddawano prazeniu w 800°C, w atmosferze azotu, a nastgpnie
fagodnie utleniano w 500°C, w atmosferze powietrza. Podobne proby prowadzit
Ishida i in. [25-27], ktérzy stosowali syntetyczne zeolity 4A lub 5A, impregnowane
siarczkiem sodu i traktowane termicznie w obecnosci par siarki. Intensywnos¢ zabar-
wienia otrzymanych produktow byta jednak nizsza, w porownaniu z produktami
otrzymanymi z kaolinu.

Mimo niezbyt obiecujacych poczatkow, badania nad stosowaniem zeolitow
i innych sit molekularnych do syntezy pigmentow siarkowych rozwingly si¢ w sze-
regu osrodkow i wzbudzaja zainteresowanie producentow.

W badaniach tych mozna wyrézni¢ roézne kierunki i rézne aspekty, omoéwione
w kolejnych paragrafach.

1.1. SPOSOBY ENKAPSULACJI RODNIKOW SIARKOWYCH
W MATRYCACH ZEOLITOWYCH

1.1.1. Proby wprowadzenia do zeolitow rodnikow siarkowych
z roztworow aprotycznych

Roztwory wielosiarczkéw alkalicznych w rozpuszczalnikach aprotycznych
zawieraja rodniki siarkowe, powstajace przez dysocjacj¢ tancuchow wielosiarczko-
wych. Wydawato sig, ze traktowanie aktywowanych zeolitow solwatowanymi rod-
nikami moze doprowadzi¢ do ich penetracji do wngtrza klatek, a nastgpnie stabili-
zowania ich w zamknigtych przestrzeniach wewnatrzkrystalicznych. Proby trakto-
wania zeolitow A i X [28] kolorowymi roztworami wielosiarczkow w DMSO prowa-
dzily poczatkowo do barwnych zawiesin zeolitow, jednak usuwanie rozpuszczal-
nika przez odparowywanie przy zmniejszonym cisnieniu prowadzito do natychmiasto-
wego odbarwienia zeolitow. Rowniez eksperymenty prowadzone w wyzszych tempe-
raturach (w autoklawach) nie prowadzity do zakotwiczenia rodnikéw w matych klat-
kach (sodalitowych). Wydaje si¢ oczywiste, ze usuwanie rozpuszczalnika powoduje
natychmiastowa rekombinacj¢ rodnikow z utworzeniem prawie bezbarwnych wielo-
siarczkow.

1.1.2. Wprowadzenie prekursoréw rodnikow siarkowych
podczas syntezy zeolitow

Tradycyjna, wysokotemperaturowa metoda syntezy ultramaryny obejmuje kry-
stalizacjg struktury sodalitu bez udziatu fazy ciektej. Powszechnie stosowana krysta-
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lizacja hydrotermalna zeolitow jest prowadzona w znacznie tagodniejszych warun-
kach. Niektore typy zeolitow (sodalit, kankrynit) zawieraja w swoich przestrzeniach
wewnatrzkrystalicznych okludowane czasteczki soli obecnych w mieszaninie krysta-
lizacyjnej. Czasteczkami takimi moga by¢ prekursory rodnikow siarkowych (np. cza-
steczki siarczkow, oligosiarczkéw, rodankéw, siarczanow). Weller [29] uzyskiwat
strukture sodalitu z enkapsulowanymi czasteczkami tiocyjanianéw. Podczas praze-
nia tiocyjaniany ulegaty utlenieniu i powstawaly aniono-rodniki oligosiarczkowe
'S; 1°S,, co bylo widoczne w zabarwieniu (niebieskim, zielonym). Voughan [11]
syntetyzowal sodalit w obecnosci kationow tetrametyloamoniowych oraz anionow
siarczanowych, ktore pozostawaty w klatkach 8 po krystalizacji. Podczas obrobki
termicznej siarczany ulegaty redukcji za posrednictwem rozktadajacego sig kationu
organicznego i powstawat niebieski produkt podobny do ultramaryny. Proby analo-
gicznych syntez, przy uzyciu innych niz Al i Si pierwiastkow szkieletowych (takich
jak gal 1 german) oraz selenianu zamiast siarczanu, nie prowadzily natomiast do
utworzenia barwnych produktow [30].

Krystalizacja sodalitu [31] lub kankrynitu [32] w obecnosci siarczkow lub wielo-
siarczkow sodu prowadzita do uzyskania blado zielonkawych produktéw, w ktorych
pomiary EPR wykazywatly sygnaly §wiadczace o obecno$ci rodnikow. Ogrzewanie
tych produktéw w wyzszych temperaturach zdecydowanie zwigkszalo intensywnos¢
zabarwienia. Wprowadzanie prekursoréw rodnikéw siarkowych do wngtrza struk-
tur zeolitowych prowadzono réwniez poprzez rekrystalizacjg zeolitow (glownie zeoli-
tow A) w obecnosci siarczkéw lub wielosiarczkéw sodu. W zaleznos$ci od st¢zenia
zwiazkow siarkowych oraz temperatury obrobki hydrotermalnej, uzyskiwano struk-
turg sodalitu [31] lub kankrynitu [32]. Ogrzewanie powstatych produktow prowa-
dzito do powstawania rodnikow, a co za tym idzie — do intensywnego zabarwienia
preparatow. Preparaty prazone w 500°C zachowywaly strukture macierzystego zeo-
litu, natomiast prazone w 800°C (w przypadku mieszanin wysoko alkalicznych)
rekrystalizowaty do sodalitu.

1.1.3. Generowanie w zeolitach rodnikéw siarkowych
Za pomocg promieniowania

Powszechna metoda wytwarzania rodnikoéw siarkowych w matrycach zeolito-
wych jest termiczne dziatanie na wprowadzone prekursory (np. oligosiarczki). Podej-
mowano roOwniez proby rozerwania tancuchow wielosiarczkowych za pomoca pro-
mieniowania.

Preparaty otrzymane z zeolitow A 1 X impregnowanych wielosiarczkami sodu
poddawane byty dziataniu wiazki przyspieszonych elektronow lub promieni 7.
W przypadku impregnowanych zeolitow A, pojawiato si¢ zabarwienie preparatow,
ktére byto jednak znacznie mniej intensywne od obserwowanego w ultramarynie,
a widma EPR nie przypominaty widm ultramaryny [33].
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1.1.4. Termiczna obrébka mieszanin zeolitéw
z prekursorami rodnikoéw siarkowych

W tradycyjnej syntezie ultramaryny z kaolinu, zwiazki siarkowe prawdopodob-
nie sg wprowadzane w trakcie tworzenia si¢ komor sodalitowych. W podobny spo-
sob wprowadzane sa prekursory rodnikow siarkowych podczas hydrotermalnej syn-
tezy zeolitow (sodalitu, kankrynitu) w obecnosci zwiazkéw siarkowych. Wezesne
prace [29, 34, 35] wskazuja, ze penetracja matych czasteczek zawierajacych siarke
do wnetrza klatek jest jednak mozliwa, szczegodlnie w wysokiej temperaturze. Row-
niez cykliczna czasteczka siarki S, moze ulega¢ termicznej dysocjacji na mniejsze
segmenty, ktore moga dyfundowac¢ do matych klatek strukturalnych (np. do klatki
sodalitowej). Jak wykazaly badania termiczne, traktowanie zeolitéw odpowiednimi
zwiazkami siarki moze prowadzi¢ do lokalizowania prekursoréw rodnikéw w ograni-
czonych przestrzeniach (klatkach), a nastgpnie do generowania rodnikéw. Mecha-
nizm tych procesow nie jest jednak catkowicie jasny. Lancuchy oligosiarczkéw moga
ulega¢ homolitycznemu przerwaniu, w wyniku czego moga powstawac nastepujace
aniono-rodniki:

Si—2'S,, S; —2'S,, S; —'S;+'S,+8,

Rodniki moga rowniez powstawaé w wyniku tagodnego utleniania siarczkéw lub
oligosiarczkow za pomoca tlenu lub siarki:

28+ 120, = 2°S; + O%, 25X+ 1/8S, — 2'S; + S*

Jako prekursorow siarkowych uzywano zaréwno siarczkow i oligosiarczkow
alkalicznych (glownie sodowych), jak i siarki elementarnej z dodatkiem zwiazkow
alkalicznych (przede wszystkim Na,CO, lub NaOH).

1.2. PROBY SYNTEZ ANALOGOW ULTRAMARYNY PRZY UZYCIU ZEOLITOW
ZAWIERAJACYCH W SWEJ STRUKTURZE JEDNOSTKI SODALITOWE

Przeprowadzajac syntezy pigmentow siarkowych badano wptyw oraz mozli-
wosci wykorzystania réznych struktur zeolitowych. Poniewaz ultramaryna naturalna
posiada strukture sodalitu (SOD), szczegdlny nacisk ktadziono na zeolity zawiera-
jace w swej strukturze jednostki sodalitowe, m.in. zeolit A, X, Y (Rys. 7).
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SOD

Rysunek 7. Struktura sodalitu (SOD), zeolitu A (LTA) oraz fojazytu (FAU)
Figure 7. Models of selected zeolite structures (SOD — sodalite, LTA— zeolite A, FAU — faujasite)

1.2.1. SYNTEZY BAZUJACE NA ZEOLITACH A (LTA)

Zeolity typu A (4A i 5A) wykorzystywane byly przez Ishide 1 wspotpracowni-
kéw [25-27] do syntezy analogow ultramarynowych. Zgodnie z procedura podana
przez autorow, zeolity impregnowane siarczkiem sodu poddawano obrobee termiczne;j
(820°C) w strumieniu azotu z udziatem par siarki, a nastgpnie utlenieniu w 500°C.
Autorzy nie przewidywali potencjalnych zastosowan przemystowych stosowane;j
metody, ze wzgledu na stosunkowo niska intensywno$¢ barwy uzyskanych produk-
tow 1 wysoka wowczas ceng zeolitow syntetycznych.

Obecnie zeolity A sa produkowane na duza skalg (ponad milion ton rocznie)
iich cena zdecydowanie si¢ obnizyla, i jest poréwnywalna z cena kaolinu. Sprawia
to, ze otrzymywane z nich pigmenty maja szanse wejscia do produkcji przemystowe;.

Poza impregnacja zeolitdéw A, stosowano takze zwykte mieszanie z siarczkami
lub oligosiarczkami sodu i nastgpnie prazenie w szerokim zakresie temperatur
(300-900°C) [36, 37]. Wlasciwosci produktow (przede wszystkim zabarwienie
i struktura) zdecydowanie zalezaty od dtugosci tancucha oligosiarczkowego (a wigc
stosunku Na./S) w prekursorze siarkowym, jak rowniez od temperatury i czasu
obrobki termicznej. Zwykle eksperymenty prowadzono w matej skali laboratoryjne;j
(kilka gramow zeolitu), a sumaryczna zawartos¢ siarki nie przekraczata 40% masy
zeolitu. Obrobke termiczna prowadzono w zamknigtych tyglach ceramicznych,
w atmosferze powietrza, bez udziatu czynnika redukujacego. Tabela 1 prezentuje
zabarwienie i strukturg produktow uzyskanych przy uzyciu réznych oligosiarczkow
sodu (przy réznej alkaliczno$ci mieszaniny wyrazonej jako stosunek Na,/S). Jak
mozna zauwazy¢, preparaty otrzymywane przy uzyciu najdtuzszych oligosiarczkow
(awigc o najnizszej alkaliczno$ci) zachowuja strukture macierzystych zeolitow (LTA).
Przy Sredniej alkaliczno$ci mieszaniny reakcyjnej (Na,/S ~ 0,3) nastgpuja zmiany
strukturalne zeolitu widoczne w dyfraktogramach rentgenowskich jako zanik reflek-
sow niskokatowych, sugerujace powstanie nowej fazy krystalicznej, przypominaja-
cej opisywany przez Barrera [38] hydrat nefelinu II. Probki powstajace z mieszanin
o najwyzszej alkalicznosci wykazuja strukture sodalitu. Produkty otrzymane z mie-
szanin o $redniej alkaliczno$ci wykazuja zmniejszong intensywno$c¢ reflekséw dyfrak-
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cyjnych, jednak nigdy nie obserwowano catkowitej amorfizacji preparatow. Zabar-
wienie preparatow w serii otrzymanej w temperaturze 500°C zmienia si¢ od niebie-
skiego, poprzez turkusowy, do zielonego wraz z rosnaca alkaliczno$cia mieszanin,
natomiast w serii uzyskanej w 800°C obserwuje si¢ odwrotna zalezno$¢. Otrzymane
wyniki moga sugerowac, ze w 500°C rodniki siarkowe powstaja glownie dzigki kra-
kingowi oligosiarczkow, natomiast w wyzszej temperaturze dominuje proces ich
utleniania.

Tabela 1. Warunki oraz rezultaty serii syntez otrzymanych z zeolitu A
przy uzyciu wielosiarczkoéw sodu [38]
Table 1. Preparation conditions and properties of the products obtained from zeolite A
and sodium oligosulfides [38]

er:gg Na,S Na,S, NayS; NayS4 Na»Se NaySs
Temp. Na,/S =1 NayS=0,5 | Na/S=0,33 | Nay/S=0,25 | Na/S=0,17 | Na/S=0,12
500°C J- Zzl\i(;y- j. zielona zielona turkusowa niebieska niebieska
Struktura SOD SOD+CAN NEF NEF LTA LTA
600°C seledynowa j. zielona zielona turkusowa niebieska niebieska
Struktura SOD SOD+CAN NEF NEF LTA LTA
700°C blekitna niebieska zielona zielona seledynowa | seledynowa
Struktura SOD SOD+CAN NEF NEF LTA LTA
800°C biekitna niebieska zielona j. zielona seledynowa | seledynowa
Struktura SOD SOD+CAN NEF NEF LTA LTA

SOD - sodalit, LTA — zeolit A, NEF — hydrat nefelinu IT, CAN — kankrynit.

Widma elektronowe (Rys. 8) ilustruja zmienny udziat chromoforu niebieskiego
(pasmo ~600 nm) i zéttego (~400 nm) w preparatach. Poréwnujac udzial poszcze-
golnych pasm w widmie elektronowym, mozemy zauwazy¢, ze pasmo przypisane
rodnikowi 'S; w niskich temperaturach wykazuje najwigksza intensywnos¢ przy wyso-
kim stosunku Na /S, natomiast w wyzszych temperaturach jego maksymalna inten-
sywno$¢ wystepuje przy nizszej alkalicznosci. Dla probek prazonych w niskich tem-
peraturach pasmo o dtugosci fali ~600 nm (rodnik °S;) osiaga maksimum przy nis-
kim stosunku Na,/S. W przypadku probek otrzymanych w wyzszych temperaturach,
pasmo to wykazuje maksimum przy wyzszym stosunku Na,/S. Otrzymane wyniki
nasuwaja przypuszczenie, ze oprocz generowania rodnikow siarkowych na drodze
utlenienia wielosiarczkéw, homolityczne rozerwanie wigzan S-S w tancuchu poli-
siarkowym moze stanowi¢ istotny element tworzenia rodnikow siarkowych.
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Rysunek 8. Wptyw alkaliczno$ci (Na,/S) mieszaniny na maksymalny udziat chromoforow
(600 nm —°S;, 410 nm —°S,) w produktach uzyskanych w ré6znych temperaturach [38]
Figure 8. Influence of initial mixture alkalinity (Na,/S) on maximum contribution of chromophores
(600 nm — °S;, 410 nm — °S) in the products prepared at various temperatures [38]

Podobne rezultaty uzyskuje si¢ z mieszanin zeolitow A, siarki elementarnej
i alkaliow (gtownie Na,CO,) [37]. Zaleznosci zmian strukturalnych oraz zabarwie-
nia od alkaliczno$ci mieszanin poczatkowych (Tab. 2) sa podobne jak w przypadku
uzycia oligosiarczkow, przy czym struktura sodalitu podczas prazenia w wysokich
temperaturach pojawia si¢ juz przy nizszych stosunkach Na /S (0,4).

Tabela 2. Warunki oraz rezultaty serii syntez otrzymanych z zeolitu A
przy uzyciu siarki elementarnej oraz sody [38]
Table. 2. Preparation conditions and properties of the products obtained from zeolite A
and elemental sulfur mixed with sodium carbonate [38]

Zrédio

Temp. farki | NayS=1 | NayS=08 | NayS=06 | NayS=04 | NayS=02 | Nays=0
500°C zielona I St::‘r;(;- turkusowa turkusowa niebieska biata
Struktura SOD NEF NEF NEF LTA LTA
600°C zielona zielona turkusowa turkusowa niebieska niebieska
Struktura SOD SOD NEF NEF LTA LTA
700°C bigkitna niebieska niebieska turkusowa | seledynowa | seledynowa
Struktura SOD SOD SOD NEF LTA LTA
800°C bigkitna niebieska zielona j- zielona seledynowa | seledynowa
Struktura SOD SOD SOD SOD LTA LTA
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1.2.2. Syntezy oparte na zeolitach typu fojazytu

Zeolity typu X 1Y moga by¢ uzyte do syntez analogow ultramaryny w podobny
sposob jak zeolity typu A, jednak przy podobnych parametrach syntezy termicznej,
uzyskane preparaty wykazuja nizsza intensywno$¢ zabarwienia. W niskich tempe-
raturach obrobki, a szczegdlnie przy uzyciu mieszanin o niskiej alkaliczno$ci, pro-
dukty zachowuja pierwotna strukturg (FAU), ale intensywno$¢ ich zabarwienia jest
bardzo niska lub wcale nie wykazuja zabarwienia. Produkty uzyskiwane w wyso-
kich temperaturach z mieszanin o wysokiej alkaliczno$ci wykazuja znacznie inten-
sywniejsze zabarwienie, ponadto obserwuje si¢ rekrystalizacjg do struktury sodalitu
[28, 31, 39]. Produkty otrzymane z zeolitow Y sa zwykle mniej intensywnie zabar-
wione, w porownaniu z materiatami uzyskanymi z zeolitow X.

1.2.3. Syntezy przy uzyciu sodalitu

Uzycie syntetycznego sodalitu do otrzymywania pigmentow siarkowych z badaw-
czego punktu widzenia bylo interesujacym wyzwaniem. Poniewaz zaré6wno ultra-
maryna naturalna, jak i syntetyczna wykazuja strukturg SOD, badania te mogty roz-
strzygnac problem, czy rodniki siarkowe lub ich prekursory moga dyfundowa¢ do
klatek sodalitowych [31].

Syntezy prowadzone w sposob analogiczny do stosowanych dla zeolitow A pro-
wadzity do uzyskania barwnych produktow (btekitnych, turkusowych) o nizszej inten-
sywno$ci zabarwienia, w porownaniu z preparatami otrzymanymi z zeolitow A. Niz-
sza intensywnos$¢ zabarwienia moze wynika¢ z mniejszej ilosci enkapsulowanych
rodnikow. Prawdopodobnie w przypadku struktury sodalitu dyfuzja zwiazkow siarko-
wych do jednostek sodalitowych przebiega znacznie trudniej, w poréwnaniu z zeo-
litem A, w ktorym prekursory rodnikow siarkowych moga gromadzi¢ si¢ poczat-
kowo w duzych komorach ¢, a nast¢pnie dyfundowaé do klatek sodalitowych
poprzez otwory szesciocztonowe. Struktura sodalitu nie ulegata wyraznym transfor-
macjom podczas obrébki termicznej, jednak w niektorych przypadkach w dyfrakto-
gramach widoczne sa refleksy §wiadczace o domieszkach karnegeitu.

1.3. SYNTEZY W OPARCIU O ZEOLITY NIE ZAWIERAJACE JEDNOSTEK
SODALITOWYCH

Interesujacym problemem byto sprawdzenie, czy poza klatkami sodalitowymi
rodniki siarkowe moga by¢ enkapsulowane i stabilizowane w innych klatkach struk-
turalnych, mniejszych badz wiekszych od sodalitowych (). Przez klatki (cages)
rozumie sig przestrzenie wewnatrzkrystaliczne ograniczone pierscieniami tetraedrow
nie wigkszymi niz sze$ciocztonowe. PierScienie te maja $rednic¢ ~0,3 nm, co
w normalnych warunkach zapewnia izolacj¢ enkapsulowanych czasteczek. Klatki
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o roéznych rozmiarach moga faworyzowac¢ powstawanie i stabilizowanie ré6znych
rodnikow siarkowych (np. 'S, °S,). Sposréd klatek mniejszych od sodalitowej na
uwagg zashuguje klatka kankrynitowa (€), wystgpujaca m.in. w kankrynicie, erioni-
cie, losodzie oraz ofretycie. Interesujaca jest rowniez klatka losodowa, blisko dwu-
krotnie wieksza od klatki 8 (Rys. 9).

Klatka kankrynitowa

||.|L | AL : > : i Klatka losodowa
///// \\\\.//// |
A\

ERI
LOS

Rysunek 9. Przyktadowe typy struktur zeolitowych (CAN — kankrynit, ERI — erionit, LOS — losod)
Figure 9. Models of the selected zeolite structures (CAN — cancrinite, ERI- erionite, LOS — losod)

1.3.1. Syntezy w oparciu o zeolity typu kankrynitu

Zwiazki siarkowe byly wprowadzane do kankrynitu podczas jego syntezy,
a nastgpnie, po obrobce wysokotemperaturowej (500—-800°C), generowano rodniki
siarkowe. Barwne produkty otrzymane w wyniku prazenia wykazywaly jednak niska
intensywno$¢ zabarwienia [31, 40, 41]. Intensywnie zabarwione preparaty otrzy-
mano wprowadzajac zwiazki siarkowe (oligosiarczki, siarka elementarna z alkalia-
mi) do syntetycznych kankrynitow przez zmieszanie, a nastgpnie ogrzewanie w pod-
wyzszonych temperaturach (500—800°C). Preparaty otrzymane w 500°C zachowy-
waty macierzysta strukture, a w ich zabarwieniu (z6ttym, zielonym) widoczny byt
znaczacy udziat rodnikow °S; (chromoforu zéttego). Powyzsze obserwacje dotycza
réwniez preparatow otrzymywanych w 800°C z mieszanin o niskiej alkalicznosci.
Probki otrzymywane z mieszanin bardziej alkalicznych posiadaty barwe bigkitna,
a struktura kankrynitowa ulegta transformacji do sodalitu. Powyzsze rezultaty moga
sugerowa¢ wptyw geometrii matryc zeolitowych na rodzaj tworzacych si¢ rodnikow
siarkowych. Poniewaz, w przypadku materialow posiadajacych strukturg kankry-
nitu, otrzymano preparaty, w ktorych udziat chromoforu *S; byt dominujacy, mozna
przypuszczaé, ze mniejsze klatki € wyraznie faworyzuja powstawanie mniejszych
rodnikoéw °S;, natomiast wigksze klatki sodalitu umozliwiaja enkapsulacje¢ wigk-
szych rodnikow °S;.



NOWE METODY SYNTEZY PIGMENTOW ULTRAMARYNOWYCH Z UZYCIEM ZEOLITOW 677

Preparaty otrzymane z kankrynitu (szczegdlnie zachowujace pierwotna struk-
turg) wykazuja interesujace widma EPR. Widma lazurytu lub konwencjonalnie otrzy-
mywanej ultramaryny wykonywane w temperaturze pokojowej prezentuja zwykle
sygnatl izotropowy o wspotczynniku rozszczepienia g = 2,029 odpowiadajacym rod-
nikowi 'S;. Prowadzenie pomiaru w niskich temperaturach (w ciektym azocie lub
helu) znacznie ogranicza rotacj¢ rodnikow, wynikiem czego jest pojawienie si¢ syg-
natu anizotropowego. W przypadku preparatow posiadajacych zachowana strukture
CAN anizotropia sygnatéw EPR widoczna jest juz podczas pomiaré6w prowadzo-
nych w temperaturze pokojowej [42, 43]. Badanie te wskazuja na istotny wpltyw
geometrii matryc zeolitowych na otoczenie rodnikoéw siarkowych oraz na ich ruchli-
wos¢.

1.3.2. Syntezy z uzyciem erionitu

Syntezy termiczne prowadzone z uzyciem erionitu zmieszanego z siarka i r6z-
nymi ilo$ciami weglanu sodu prowadzity w temperaturze 500°C do produktow
o zachowanej strukturze ERI, natomiast w 800°C nastgpowata rekrystalizacja do
sodalitu [42, 44]. Zabarwienie uzyskanych preparatéw ustgpowato intensywnosci
analogicznych probek otrzymywanych z kankrynitu, a udzial chromoforu zoéttego
nie byt tak wyrazisty.

1.3.3. Syntezy z uzyciem losodu

Uzycie klatek kankrynitowych do syntezy pigmentéw siarkowych wykazuje
zauwazalny wptyw ich rozmiaru (szczegélnie w przypadku kankrynitu) na zwigk-
szony udzial mniejszych rodnikow ‘S, w poréwnaniu z preparatami bazujacymi na
matrycach sodalitowych. Mozna byto zatem oczekiwac¢, ze wigksze klatki losodowe
beda sprzyja¢ powstawaniu wigkszych chromoforéow siarkowych (np. °S; lub S )
i, w rezultacie, tworzy¢ nowe (np. czerwone) zabarwienie. Przeprowadzone ekspe-
rymenty [45, 46] przy uzyciu réznych prekursorow siarkowych (siarki z alkaliami,
oligosiarczkow alkalicznych) nie doprowadzily jednak do uzyskania czerwonych
produktow. Podobnie jak w poprzednich przypadkach, tagodne warunki obrébki
termicznej pozwalaty zachowac¢ strukturg LOS, ale zabarwienie produktow (zielo-
ne, bigkitne) bylo zwykle mniej intensywne, niz przy uzyciu innych zeolitow. Naj-
prawdopodobniej rodniki siarkowe lokuja si¢ wylacznie w klatkach kankrynitowych,
natomiast w obszernych klatkach losodowych moze zachodzi¢ ich rekombinacja,
prowadzaca do bezbarwnych anionéw oligosiarczkowych. Proby pewnego ograni-
czenia objetosci klatek losodowych przez wprowadzenie wigkszych kationow (K-,
Cs") prowadzity jednak do degradacji struktury LOS [45, 46].
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2. UZYCIE ZEOLITOW NATURALNYCH

Do syntez pigmentéw siarkowych probowano stosowa¢ roéwniez zeolity natu-
ralne, takie jak chabazyt, stylbit, klinoptylolit, mordenit, przez ogrzewanie miesza-
nin zeolitow z oligosiarczkiem sodu i pakiem, jako czynnikiem redukujacym [47].
Jedynie mieszaniny zawierajace stylbit i chabazyt tworzyty bigkitne produkty, a ich
struktura rekrystalizowata do sodalitu. Zeolity wysokokrzemowe (mordenit i klino-
ptylolit) nie tworzyty produktow barwnych. Ich struktura ulegata transformacji do
nieznanych form krystalicznych.

3. WPLYW RODZAJU KATIONOW ALKALICZNYCH
NA WYNIKI SYNTEZ PIGMENTOW SIARKOWYCH Z ZEOLITOW

Jak wspomniano we wstgpie, ultramaryna jest glinokrzemianem o strukturze
sodalitu. We wnetrzu jednostek sodalitowych, tzw. -cages, znajduja sig rodniki 'S,
tetraedrycznie, skoordynowane z czterema kationami sodu. Ujemny fadunek rodnika
jest kompensowany przez jeden z tych kationdw, natomiast pozostate neutralizuja
tadunki sieci zlokalizowane na atomach glinu szkieletowego (Rys. 10) [48, 49]. Za-
obserwowano, ze zastapienie kationow Na" innymi kationami prowadzi do zmiany za-
barwienia preparatow [5, 36, 50, 51]. Istotny wptyw na jakos$¢ produktu ma nie
tylko rodzaj kationow, ale rowniez sposob ich wprowadzenia do matrycy. Kationy
moga by¢ wprowadzane zaréwno na drodze wymiany jonowej gotowego produktu
[2, 5, 50], jak i podczas syntezy [36, 51].

Rysunek 10. Model przedstawiajacy lokalizacje kationow alkalicznych (Na*, K*)
oraz rodnika siarkowego w jednostce sodalitowej
Figure 10. Model of sodalite with alkaline cations (Na', K*) and the entrapped radical "S;

Najbardziej wyraziste efekty wptywu rodzaju uzytego kationu na barwg oraz
strukture otrzymanych pigmentéw zaobserwowano, gdy kationy wprowadzano
do mieszaniny juz podczas syntezy, jako zrodto alkaliow w postaci odpowiednich
weglanow lub tlenku [36]. Kationowa modyfikacja gotowej ultramaryny (na drodze
wymiany jonowej) dawala zwykle mniej wyraziste efekty.
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Zastapienie kationow Na* kationami K* (wprowadzanymi podczas syntezy
w postaci K ,CO,) prowadzito do otrzymania produktow zawierajacych gtownie chro-
mofor zolty (°S;). Wynika to prawdopodobnie z wigkszego (niz Na*) rozmiaru katio-
néw potasu, ktore zmniejszaja objetos¢ klatek sodalitowych i faworyzuja powsta-
wanie mniejszych rodnikow °S;. W przypadku uzycia Li,CO,, otrzymano produkty
niebieskie, zawierajace gtownie rodniki 'S;. Mnigjsze kationy litu pozostawiaja wolna
wigksza czg$¢ przestrzeni komor i pozwalaja na tworzenie si¢ wigkszych aniono-
rodnikow °S;. Uzycie CaO, jako zrodta alkaliow, prowadzi do bezbarwnych pro-
duktow.

Interesujace wlasciwosci wykazuja preparaty uzyskane z zeolitu A po trakto-
waniu termicznym oligosiarczkiem amonowym w 800°C [52]. Probki te zachowy-
waty strukture LTA i byly niemal bezbarwne w temperaturze pokojowej, natomiast
po ogrzaniu powyzej 500°C wykazywaty niebieskie zabarwienie. Obserwowany efekt
termochromowy mial charakter odwracalny i byt thumaczony termiczna dysocjacja
anionéw S’ na rodniki i ich rekombinacja po ochtodzeniu.

4. PIGMENTY ULTRAMARYNOWE
W MATRYCACH NIEGLINOKRZEMIANOWYCH

Ultramaryna naturalna i syntetyczna sa glinokrzemianami o strukturze sodalitu,
zawierajacymi w klatkach 3 enkapsulowane rodnikowe chromofory siarkowe. Rod-
niki te moga by¢ uwigzione réwniez w innych strukturach krystalicznych (np. w halo-
genkach [4]), a takze w materiatach warstwowych [53], cho¢ w tym przypadku, ich
izolacja nie jest w petni zapewniona i po pewnym czasie ulegaja one rozktadowi.

Interesujace jest, czy rodniki siarkowe moga by¢ izolowane w klatkach nieglino-
krzemianowych, a szczeg6lnie pozbawionych mobilnych kationéw. Proby ich enkap-
sulacji w materiale AIPO-20 o strukturze SOD potwierdzity taka mozliwosé¢ [31, 39,
54]. Uzyskane preparaty wykazywaty blekitne zabarwienie i duza trwato$¢.

Jak juz wspomniano, Weller [55] otrzymat gallokrzemiany i glinogermaniany
o strukturze sodalitu lub kankrynitu, z enkapsulowanymi anionami SCN lub SeCN.
Obrobka termiczna tych materiatéw prowadzita do otrzymania barwnych analogow
ultramaryny.

Proby otrzymania barwnych produktow zawierajacych kombinacje szkieleto-
wych pierwiastkow, takich jak Ga/Si, Ge/Si, Al/Ge, Al/Ga, zawierajacych seleniany
i siarczany w jednostkach sodalitowych, zakonczyly si¢ niepowodzeniem [56]. Nie-
skuteczne okazatly si¢ rowniez proby umieszczenia rodnikow siarkowych w sodali-
tach cynkofosforanowych, otrzymywanych spontanicznie w niskich temperaturach
[57]. Wynikato to gléwnie z duzego powinowactwa jonow cynkowych do siarki,
prowadzacego do degradacji struktury krystaliczne;j.
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PODSUMOWANIE

Przedstawione dane wskazuja, ze zastosowanie zeolitow, a niekiedy takze innych
sit molekularnych, pozwala na uzyskanie materialow analogicznych do ultrama-
ryny. Zwiazki siarki (prekursory rodnikéw) moga by¢ wprowadzone do zeolitow
zardwno podczas ich krystalizacji, jak i poprzez impregnacje lub zmieszanie mecha-
niczne. Rodniki siarkowe powstaja poprzez obrobke termiczna, podczas ktorej moze
dochodzi¢ do termicznej dysocjacji anionow oligosiarczkowych lub tagodnego utle-
nienia. Proby wprowadzania do zeolitéw rodnikéw siarkowych z roztwordéw apro-
tycznych nie sprawdzity si¢, gdyz podczas usuwania rozpuszczalnikow rodniki ule-
galy rekombinacji przed osiagnigciem miejsc w izolujacych klatkach strukturalnych.
Sposrod badanych zeolitoéw najbardziej obiecujace wydaja si¢ zeolity typu A. Uzyski-
wane produkty wykazywaty wysoka intensywno$¢ i trwato$¢. Dobor warunkéw syn-
tezy (alkaliczno$ci mieszaniny, rodzaju kationéw alkalicznych, temperatury i czasu
obrobki termicznej, udziatu czynnika redukujacego) pozwala na uzyskanie produk-
tow o bardzo szerokim zakresie barw i odcieni. Mieszaniny zawieraja zwykle znacznie
mniej siarki niz w przypadku syntezy z kaolinu i wymagaja krotszego czasu syntezy,
nie jest konieczne uzywanie reduktorow. Emisja lotnych zwiazkéw siarki podczas
ogrzewania jest rowniez zdecydowanie nizsza. Dodatkowa zaleta zeolitow A jest
ich stosunkowo niska cena, pordwnywalna z ceng kaolinu. Poza zeolitem A, barwne
pigmenty siarkowe mozna otrzymac przy uzyciu wielu innych zeolitéw, szczegolnie
niskokrzemowych, a nawet z materiatow zeolitopodobnych (np. AIPO-20) [39, 54].
Stosowane zeolity moga zachowywaé oryginalng strukture krystaliczna podczas
obrobki termicznej ze zwiazkami siarki, albo ulegaé rekrystalizacji, najczesciej do
sodalitu (jesli zapewnione jest duze stezenie kationdw sodowych). Poza strukturami
zawierajacymi jednostki sodalitowe mozliwe jest uzycie zeolitdw zawierajacych inne
klatki (kankrynitowa, losodowa), co w znaczacy sposob wptywa na dystrybucjg¢ odpo-
wiednich rodnikow siarkowych i, w konsekwencji, na barwe produktow.
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ABSTRACT

Heterogeneous catalysts play an important role in the manufacture of various chemi-
cal substances in large-scale processes, e.g. crude oil processing and organic synthesis [1].
Heterogeneous catalyst most often consists of a transition metal arranged on an oxide
support [2]. The transition metal employed is usually one from Group 10 of the Periodic
Table (Ni, Pd or Pt). The Group 10 metals are efficient catalysts of reactions with hydro-
gen. Such reactions occur in the above-mentioned crude oil processing and organic syn-
thesis.

In large-scale applications some modifications of the catalyst properties are often
necessary to increase the rate of an appropriate stage of catalyzed reaction and to avoid by-
products. The change of the catalytic properties can be obtained by incorporating another
metal into the catalyst. Heterogeneous catalysts in which the active part contains two me-
tals are called bimetallic catalysts or, more generally, bimetallic systems [3, 4]. Research
on bimetallic catalysts was initiated in the 1960s and since then these catalysts have beco-
me an object of increasingly in-depth investigations [5].

The aim of this review is to summarize the available knowledge on heterogeneous
bimetallic catalysts. The review has been narrowed only to a few combinations of metals,
i.c. Pd-Ag, Pd-Pt, Pd-Au, Pt-Ag, and Pt-Au.

In the first part of the review some general information on the forms of the bimetallic
systems is presented. The term bimetallic system itself is quite broad and includes, among
other, the following representatives (Fig. 1): alloys, surface alloys, monometallic mono-
layer or pseudomorphic overlayers arranged on the surface of the other metal, monome-
tallic nanoparticles and clusters arranged on the surface of the other metal, alloyed nano-
particles and clusters, core/shell nanoparticles and clusters, and heteroaggregates. Recen-
tly, the last three of these representatives have been in the centre of interest [5, 6]. They
offer properties very different from those characteristic of bulk materials [15].

Later, the methods of synthesis and structural characterization of the bimetallic sys-
tems are described. At present, the preparation of the bimetallic catalysts that exhibit an
appropriate structure is difficult and expensive. Hence, further progress in this field is still
required. Some new methods of preparation [7, 16-41], as well as many experimental
[42—45, 48—67] and theoretical papers [69—77] on structural, energetic and electronic pro-
perties of the bimetallic systems are reviewed.

In the last part of the review the catalytic behaviour of the Pd-Ag, Pd-Pt, Pd-Au, Pt-
Ag and Pt-Au systems is discussed in detail. The discussion concentrates on the catalytic
reactions with hydrogen, e.g. hydrogenation, dehydrogenation, hydrogenolysis, etc.
[106—137]. In such reactions the bimetallic catalysts exhibit higher selectivity than the
monometallic ones. They also have better resistance to deactivation. At the very end of this
review the theoretical investigations on H, dissociation and H adsorption on the bimetallic
systems have been mentioned [138-155].

Keywords: heterogeneous catalysis, bimetallic catalyst, hydrogen

Stowa kluczowe: kataliza heterogeniczna, katalizator bimetaliczny, wodor
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WPROWADZENIE

Katalizatory heterogeniczne odgrywaja wyjatkowo wazna rolg w otrzymywa-
niu na masowa skalg roznych produktéw z przerobki ropy naftowej i syntezy organicz-
nej [1]. Katalizator heterogeniczny najczesciej ma posta¢ metalu przejsciowego,
osadzonego na nosniku tlenkowym [2]. Sposrod metali przejsciowych, niemal od
momentu powstania katalizy heterogenicznej, szczegdlnie czgsto wykorzystywano
przedstawicieli grupy 10 uktadu okresowego pierwiastkow (Ni, Pd oraz Pt). Metale
tej grupy bardzo dobrze sprawdzaja sig jako katalizatory reakcji chemicznych z udzia-
tem wodoru. Reakcje takie nastepuja powszechnie wtasnie podczas przerobki ropy
naftowej i w syntezie organiczne;.

W zastosowaniach przemystowych czgsto zachodzi konieczno$¢ modyfikacji
wiasnosci katalizatora, w celu przyspieszenia w odpowiednim stopniu wiasciwych
etapow reakcji i spowolnienia niepozadanych reakcji ubocznych. Zmiana wtasciwosci
metalicznego katalizatora heterogenicznego moze odbywac si¢ migedzy innymi poprzez
wprowadzenie drugiego metalu, dajac tzw. katalizatory bimetaliczne lub uogdlnia-
jac: uktady bimetaliczne [3, 4]. Katalizatory bimetaliczne na no$niku staly si¢ obiek-
tem intensywnych badan poczawszy od lat 60. ubieglego wieku [5]. W chwili obec-
nej znajduja si¢ w kregu zainteresowania nie tylko katalizy heterogenicznej, ale row-
niez nauki o powierzchni [5] i nanochemii [6]. Jednak, pomimo rosnacego zaintere-
sowania i nieustannego poszerzania wiedzy o uktadach bimetalicznych, nadal bra-
kuje catosciowej, w petni spdjnej teorii obejmujacej aktywnos¢ katalityczna takich
uktadow [7].

W niniejszym artykule podjgto probeg zebrania dostepnej wiedzy o bimetalicz-
nych katalizatorach heterogenicznych, w ktérych czescia aktywna jest potaczenie
metali: Pd-Ag, Pd-Pt, Pd-Au, Pt-Ag lub Pt-Au. Dokonano przegladu prac dotycza-
cych wlasnosci tego rodzaju uktadéw bimetalicznych, ze szczegélnym uwzglednie-
niem ich katalitycznej aktywnosci, selektywnosci i stabilnosci w reakcjach z udzia-
fem wodoru.

1. KLASYFIKACJA UKEADOW BIMETALICZNYCH

Uktad bimetaliczny A-B powstaje w wyniku laczenia dwu metali (A i B) ze
soba. Pojecie uktadu bimetalicznego jest bardzo szerokie i miesci, migdzy innymi,
nastegpujace kategorie, wazne z punktu widzenia katalizy heterogenicznej i odzwier-
ciedlajace rozne postacie strukturalne takiego uktadu:

* stopy,

* stopy powierzchniowe,

* monowarstwa lub pseudomorficzne warstwy metalu B nalozone na powierz-

chnie metalu A,
* nanoczastki i klastery metalu B osadzone na podtozu z metalu A,
» nanoczastki i klastery o charakterze stopu,
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* nanoczastki i klastery o strukturze rdzen/plaszcz,

» nanoczastki i klastery w postaci heteroagregatow.

Bimetaliczny stop AB, w przypadku idealnym, charakteryzuje si¢ prawdopodo-
bienstwem znalezienia atomu A niezaleznym od konkretnego miejsca sieci krysta-
licznej lub jego otoczenia (Rys. 1a). Prawdopodobienstwo to jest rowne sredniemu
stezeniu A w stopie [8]. Taki catkowicie nieuporzadkowany stan moze istnie¢ wtedy,
gdy sity kierujace segregacja i uporzadkowaniem (wskutek oddziatywan migdzyato-
mowych) sa bardzo stabe, w pordwnaniu z energia termiczna. W nizszych temperatu-
rach, w stopie moze wystapi¢ zjawisko segregacji, czyli tendencja do separacji faz na
skutek gromadzenia si¢ atoméw jednego rodzaju wokot siebie. Zdarza sig, ze segre-
gacja zachodzi tylko w warstwie powierzchniowej. Jesli na powierzchni metalu A
osadzany jest metal B i, wskutek wzajemnej rozpuszczalnosci nastgpuje mieszanie,
ale tylko w warstwie powierzchniowej, to tworzy si¢ stop powierzchniowy (Rys. 1b).
Natomiast warstwy pseudomorficzne dwu metali powstaja wtedy, gdy jedna Iub
wigcej warstw metalu B jest osadzana na podtozu z metalu A i metale te maja mata
wzajemna rozpuszczalnos¢ oraz nie zachodzi dyfuzja migdzy podtozem A a warstwa
lub warstwami B (Rys. 1c).

L8> 6 086 000000
O Lo O OO %
e 000 OOOOO OOOOO

{a)

SOl

O metal A
. metal B

(@)

Rysunek 1. Postacie uktadow bimetalicznych: (a) stop, (b) stop powierzchniowy, (¢) monowarstwa osadzona
na powierzchni, (d) klaster osadzony na powierzchni, (e) klaster stopowy, (f) klaster rdzen/ptaszcz
oraz (g) heteroagregat. Dla uproszczenia kotka symbolizujace metale A i B maja taka sama Srednicg
Figure 1. Forms of bimetallic systems: (a) alloy, (b) surface alloy, (c) monolayer arranged on the surface, (d)
cluster arranged on the surface, (e) alloyed cluster, (f) core/shell cluster, and (g) heteroaggregate.
For simplicity the circles, which denote metals A and B, have the same diameter
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W ostatnim czasie bardzo duzego znaczenia nabraty nanoczastki i klastery bime-
taliczne osadzone na podlozach [5, 6]. Zainteresowanie takimi uktadami, obrazuja-
cymi stan materii o niezwykle wysokim stopniu rozdrobnienia (dyspersji), wzrosto
wraz z powstaniem i rozwojem takich technik eksperymentalnych jak: wysokoroz-
dzielcza mikroskopia elektronowa, mikroskopia skaningowa i spektrometria masowa
o wysokiej rozdzielczos$ci.

Pojecia nanoczastki i klastera bimetalicznego definiowane byly przez badaczy
jako naturalne rozwinigcie klastera i nanoczastki monometalicznej [3—6]. W pol-
skiej literaturze najpetniejsze okreslenie tych pojec pojawito si¢ w pracach Romanow-
skiego [9, 10]. Nanoczastka bimetaliczna to obiekt ztozony z atoméw dwu metali
o rozmiarach od 1 do kilkudziesigciu nm, o niezbyt doktadnie okreslonym ksztatcie
i blizej nieznanej liczbie atomow. Natomiast klaster bimetaliczny to krancowo mata
nanoczastka, czyli zesp6t liczacy od kilku do kilkudziesigciu atoméw dwu metali
i o znanym ksztalcie. Definicje te dobrze oddaja podstawowe roznice migdzy tymi
pojeciami, cho¢ doktadna ilo§ciowa granica migdzy klasterem a nanoczastka jest
kwestia w znacznym stopniu umowna [11-14].

Wtasciwosci fizyczne i chemiczne nanoczastek i klasterow réznia si¢ znacznie
od analogicznych wtasciwosci czystych metali i stopow w postaci makrokrystalicz-
nej, czyli masywnej (ang. bulk) [9, 10, 15]. Nanoczastki i klastery charakteryzuja si¢
bowiem pewna nadwyzka energii, zwiazana z wolnymi warto§ciowo$ciami atomow
powierzchniowych. Konsekwencja tego jest ich ogromna reaktywnosé. W szczego6l-
nosci kilkuatomowe klastery, ktore jako takie sa tworami powierzchniowymi i nie
maja objetosci, sa ekstremalnie aktywne w reakcjach chemicznych i moga by¢ efek-
tywnymi katalizatorami.

W najprostszym przypadku uktady bimetaliczne o duzym stopniu rozdrobnie-
nia mozna otrzymac¢ poprzez osadzenie nanoczastek lub klasterow metalu B na
powierzchni metalu A (Rys. 1d). Ta klasa uktadow bimetalicznych taczy cechy typowe
dla powierzchni (metal A) z cechami tworéw o wysokiej dyspersji (metal B). Na
no$niku mozna réwniez osadza¢ nanoczastki i klastery o charakterze stopu, co ozna-
cza, ze sktadniki A 1 B s3 wzajemnie wymieszane (Rys. 1¢). Osobna kategorig nano-
czastek i klasterow bimetalicznych sa uktady o rdzeniu z atomow metalu A i zew-
ne¢trznej powtloce, tzw. plaszczu, z atomow metalu B (Rys. 1f). W ukladach tego
typu nie zachodzi wzajemne mieszanie sktadnikéw ani na skutek samych Wtasci-
wosci metali A i B, ani w wyniku odpowiedniej metody syntezy. W ostatnich latach
zainteresowano sig tez bimetalicznymi heteroagregatami (agregatami kontaktowymi).
Sktadaja sig¢ one z rdzenia z metalu A, na powierzchni ktorego formowane sa dendry-
tyczne ,,wasy” metalu B (Rys. 1g).
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2. METODY OTRZYMYWANIA I PODSTAWOWE WEASCIWOSCI

Obecnie wigkszo$¢ wysitkow podejmowanych przez badaczy zmierza ku opraco-
waniu nowych metod syntezy nanoczastek i klasterow bimetalicznych o pozadanym
sktadzie i strukturze [7, 16]. Otrzymanie nanoczastki lub klastera o precyzyjnie okres-
lonym sktadzie ilosciowym i odpowiedniej strukturze stanowi bowiem przez caty
czas powazne wyzwanie.

Uktady bimetaliczne o wysokiej dyspersji mozna otrzymac¢ tradycyjnymi meto-
dami ,,impregnowania” i nastgpujacej pdzniej chemicznej redukcji albo fizyczna
technika wiazki molekularnej z osadzeniem na no$niku [ 16]. Stosunkowo niedawno
w centrum zainteresowania znalazty si¢ metody przeksztatcania koloidalnych klaste-
réw bimetalicznych w typowy katalizator heterogeniczny na nosniku [16, 17]. Koloi-
dalne klastery bimetaliczne daja dosy¢ duze mozliwosci, jesli chodzi o projektowa-
nie ich struktury, ktora nastgpnie musi by¢ stabilizowana réznymi ligandami, orga-
nicznymi polimerami lub dendrymerami. Takie koloidalne klastery umieszcza si¢
na matrycy nieorganicznego nosnika lub w niej zanurza (matryca pelni wtedy rolg
osrodka dyspergujacego).

Scott i wspotpracownicy otrzymali nanoczastki PdAu metoda zamknigcia (enka-
psulacji) w dendrymerze [18]. Nanoczastki te po osadzeniu na proszku TiO, miaty
wielkos¢ od 1,8 do 3,2 nm i zawieraty 48 + 3% Pd oraz 52 + 3% Au. W tym przypadku
dendrymer, poliamidoamina (PAMAM), stuzy jako swoistego rodzaju nanoreaktor,
ktéry zamyka w swoim wngtrzu bimetaliczna nanoczastke lub klaster i staje si¢
prekursorem, ktory moze by¢ osadzony na podtozu. Pobiezny przeglad metod otrzy-
mywania koloidalnych nanoczastek PdAu i przeksztatcania ich w katalizator hetero-
geniczny zamiescit Parvulescu wraz z wspotpracownikami w pracy [17]. Tworzenie
nanoczastek PdAu w wodnych roztworach stwarza znaczne mozliwosci uzyskiwa-
nia pozadanej struktury, np. rdzen Au/ptaszcz Pd technika sonochemiczna [19-21],
radiolityczna [22, 23] lub szybkim ogrzewaniem mikrofalowym [24]. Tak zsyntezo-
wane nanoczastki i klastery mozna nastgpnie osadza¢ w porowatej matrycy SiO,
[19, 23]. Podobne techniki stosuje si¢ do otrzymywania nanoczastek PdAg o struk-
turze stopu [25, 26], rdzeniu Ag/ptaszczu Pd [27] i rdzeniu Pd/ptaszczu Ag [28].

Z prekursora w postaci klastera molekularnego Chandler i wspotpracownicy
otrzymali metoda chemicznej redukcji katalizator PtAu potozony na SiO, [29]. Ten
sam katalizator, ale osadzony na graficie, uzyskuje si¢ przez redukcj¢ AuCl, na
monometalicznym katalizatorze platynowym na graficie, Pt/C [30]. Redukcje AuCl,
mozna prowadzi¢ na dwa sposoby. Pierwszy polega na bezposrednim uzyciu platyny
jako czynnika redukujacego. Otrzymuje si¢ w ten sposob bardzo mate klastery PtAu:
dimery, trimery itd. Po redukcji H, w 573 K przewazajaca wigkszos¢ atomow Au
opuszcza klastery bimetaliczne i tworzy osobne krystality. W drugim sposobie czyn-
nikiem redukujacym jest wodor zaadsorbowany wczesniej na Pt/C. Uzyskane tym
sposobem klastery sa bardziej odporne na ucieczkg Au po redukcji H, w 573 K.
Metode otrzymywania, podobna do tej z [30], przedstawiono réwniez dla PtAu/
SiO, [31]. To samo podtoze zastosowano do osadzenia nanoczastek PtAu o Srednicy
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do 3 nm zamknigtych w dendrymerze [32]. Heteroagregaty o rdzeniu Au i ,,wasach”
Pt zsyntezowat niedawno Zhou wraz z wspolpracownikami [33]. Nanoczastki hete-
roagregatu PtAu zostaly przygotowane jako zawiesina w toluenie, a nastgpnie osa-
dzone na y-AlO,. Synteza w roztworze daje duza mozliwos¢ regulacji struktury
nanoczastki, np. rdzen Ag/ptaszcz Pt [34], rdzen Pt/ptaszcz PtAu [35] lub stop PtAu
[36]. Tak zsyntezowane nanoczastki moga by¢ osadzone na nosniku [36].

W celu otrzymania nanoczastek i klasteréw bimetalicznych mozna stosowac
metode elektrochemiczna. Metoda ta otrzymano uktad PdPt [37]. Osadzenie nano-
czastek i klasterow PdPt przeprowadzono dotychczas na podtozach: AL,O, [38], SiO,
[39], graficie i amorficznym weglu [40]. Cho i Kang pokazali, ze nanoczastki PdPt
posiadaja strukture rdzen Pd/ptaszcz Pt [38]. Taka strukture nanoczastki uzyskuje
sig rowniez za pomoca matrycy krzemianowej modyfikowanej zwigzkami organicz-
nymi [41].

Bimetaliczne stopy palladu i platyny ze srebrem i ztotem tworza stopy substy-
tucyjne o regularnym typie sieci krystalicznej §ciennie centrowanej fce [2, 3]. Ozna-
cza to, ze atomy jednego metalu obsadzaja pozycje zajmowane przez atomy drugie-
go metalu, zamieniajac si¢ wzajemnie. Stata sieciowa takich stopow substytucyj-
nych lezy wtedy pomigdzy wartosciami charakterystycznymi dla sieci metali skta-
dowych (prawo Vegarda).

W przypadku stopow PtAg i PtAu, obserwuje si¢ duza przerweg we wzajemne;j
rozpuszczalnosci. Przyktadowo dla PtAu przerwa w rozpuszczalnos$ci wystepuje
miedzy 15 a 98% wagowych Pt i termodynamiczna trwato$¢ tego stopu o sktadzie
1:1 pojawia si¢ dopiero powyzej 1473K [42]. Jednak, pomimo braku rozpuszczal-
no$ci masywnych metali, na powierzchni moga tworzy¢ si¢ bimetaliczne czastki, o
ile tylko sa dostatecznie mate. Tak wigc, cechy charakterystyczne dla masywnego
stopu, takie jak wzajemna rozpuszczalno$¢, nie sa wlasciwe dla nanoczastek i kla-
steréw [43, 44]. Wskazuje si¢ nawet, ze nicodpowiednie réznice rozmiaréw atomo-
wych, ktore zapobiegaja mieszaniu si¢ sktadnikow w masie, moga faworyzowac
mieszanie przy powierzchni i prowadzi¢ do tworzenia stopéw w nanoczastkach.

Stopy PdAg, PdPt i PdAu nie wykazuja zadnego obszaru braku wzajemnej roz-
puszczalnosci. PdPt, podobnie jak pozostate stopy, przybiera strukturg fcc [45]
i otrzyma¢ go mozna, dla zawartosci Pd od 11 do 94%, za pomoca redukcji miesza-
niny chlorkéw palladu i platyny roztworem borowodorku sodu, suszenia i dodatko-
wej redukcji H, [46]. PAPt w postaci czerni uzyskano stosujac metodg Adamsa [47].

Eksperymentalne badania stopu PdAg wskazuja, ze w prézni na powierzchni
stopu dominujg atomy Ag. I tak, dla stopu Pd_Ag.. powierzchnia o symetrii plasz-
czyzny sieciowej (111) zawiera pomigdzy 5 a 11% Pd, a powierzchnia (100) prak-
tycznie nie wykazuje obecnosci Pd — 0,05% [48]. Jednakze, pod wysokim cisnie-
niem wodoru w membranie Pd, Ag, ., kiedy to pallad gromadzi si¢ na powierzchni —
nastgpuje odwrotna segregacja powierzchniowa [49]. Takie zachowanie wynika
z tendencji do wzbogacania powierzchni w ten sktadnik, ktory ma wigksze powino-
wactwo chemiczne do gazéw bedacych w kontakcie z ta powierzchnia. Poniewaz
pallad ma wigksze powinowactwo wzgledem wodoru niz srebro, to on dominuje na
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powierzchni w obecno$ci atmosfery wodoru. Natomiast w prozni lub inertnej atmo-
sferze na powierzchni stopu gromadzi sig srebro, gdyz ono bardziej obniza energig
powierzchniowa. Efekt wzbogacania powierzchni w jeden ze sktadnikéw jest charak-
terystyczny dla masywnych bimetalicznych stopoéw. Jednak, wraz ze wzrostem dys-
persji, efekt ten zanika, poniewaz maleje udziat fazy objetosciowe;.

Ciekawe zachowanie uktadu Pd-Ag zaobserwowat Persson wraz z wspolpra-
cownikami [50]. Podczas dodawania Ag do Pd, srebro tworzyto bowiem osobne
nanoczastki. Dla atoméw Ag, po osadzeniu na Pd(110) zauwazy¢ mozna przesunig-
cie poziomu energii wiazania elektronéw rdzeniowych 3d, a wielko$¢ tego przesu-
nigcia jest funkcja stopnia pokrycia palladu srebrem [51]. Zalezno$¢ wartosci statej
sieciowej klasterow PdAg od ich sktadu zostata pokazana na Rys. 2.

4.2

Stala sieciowa (A)

0 20 44 60 80 100
% Ag

Rysunek 2. Wykres zaleznos$ci wartosci statej sieciowej klasterow PdAg od zawartosci Ag w tych klasterach
[26]. Linia ciagta oznaczono zaleznos¢ wyznaczona teoretycznie z prawa Vegarda, natomiast linia
przerywana zalezno$¢ dopasowang do danych eksperymentalnych. Zmierzone technika dyfrakeji elektronow
warto$ci stalych sieciowych klasterow sa reprezentowane na wykresie za pomoca czarnych kotek
z dotaczonymi stupkami blgdow (za zgoda American Chemical Society. Copyright 2002 American Chemical
Society)

Figure 2. Graph of the dependence of the lattice constant of PdAg clusters on the Ag concentration
in the clusters [26]. The solid line is the theoretical value (Vegard’s law) and the dashed line is a linear
fit to the experimental data. The lattice constant values, measured with the electron diffraction technique,
are represented by black circles together with the corresponding error bars (Copyright 2002 American
Chemical Society. Reproduced with permission)

W przypadku dodawania Au do Pd zwykle natychmiast tworzy si¢ stop [50],
cho¢ dla skfadu PdAu, znany jest fakt wyksztalcania sig¢ powierzchniowej warstwy
czystego ztota [52]. Wyniki badan wtasciwosci filmu (bardzo cienkiej warstwy) Au
na Pd metodami spektroskopii promieniami Roentgena i mikroskopii sit atomowych
zaprezentowal Maluf z wspotpracownikami w artykule [53]. Dla warstwy PdAu
o grubosci od 46 do 250 A potozonej na SiO, Yalcin oraz Avci wyznaczyli stata
sieciowa rowna 4,004 + 0,014 A [54]. Parametry strukturalne dla nanoczastek PdAu
o réznych sktadach podat Tsen wraz z wspotpracownikami [55]. Z kolei klastery
o rdzeniu Au/ptaszczu Pd osadzone na SiO, wykazuja odlegtos¢ Pd-Pd taka sama
jak w masywnym Pd, podczas gdy odlegto$¢ Au-Au jest krotsza o 3% niz w masyw-
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nym Au [56]. Duze podobienstwo wlasnosci geometrycznych i elektronowych obser-
wuje sig¢ pomigdzy anionowymi klasterami: bimetalicznym Au_ Pd™ i monometa-
licznym Au_ (n < 4) [57].

Proces osadzania klasterow Ag na powierzchni Pt(111) opisali Roder i wspot-
pracownicy [58, 59]. W temperaturze 50 K, w wyniku zarodkowania dimeréw Ag,,
pojawiaja si¢ niewielkie ugrupowania atomow Ag w postaci wysp. W 80 K wyspy te
licza po 19 atomow Ag i maja ksztalt odzwierciedlajacy trygonalna symetri¢ nos-
nika Pt(111). Po ogrzaniu do 230 K na nos$niku wystepuja wyspy o $redniej ilosci
atomoéw rownej 230. Dalsze zwigkszanie temperatury do 280 K powoduje wzrost
tych wysp do 1000 atomow Ag. W 350 K wyspy wspotistnieja z dwuwymiarowa
(2-W) warstwa adatoméw Ag, podczas gdy w 400 K wszystkie duze wyspy zaczy-
naja znika¢. Oprocz tworzenia si¢ klasterow srebrowych na Pt, mozliwe jest tez
powstanie powierzchniowego stopu PtAg. W temperaturach powyzej 620 K formuje
si¢ wlasnie 2-W stop PtAg na powierzchni no$nika platynowego [44].

Monowarstwa atomow Ag na Pt(111) wykazuje chemiczne podobienstwo do
powierzchni (111) masywnego srebra [60]. Dla tego uktadu obserwuje si¢ wzrost
orbitalnej populacji elektronowej Ag(4d), w poréownaniu do czystego srebra [61,
62]. Szczegdtowa analizg oddziatywan pomiedzy Pt a Ag osadzonym na no$niku
grafitowym zaprezentowali Casalis i wspotpracownicy w pracy [63]. Wedtug tych
autorow, wydajne powstawanie stopu PtAg nastgpowato na powierzchniach duzych
3-W struktur srebrowych. Tworzenie si¢ stopu na mniejszych nanowyspach Ag nie
byto juz tak wydajne. No$nik SiO, wykorzystywany byt do osadzania niewielkich
klasterow PtAu [29, 64-66].

Powierzchnia stopu PdPt wykazuje wzbogacenie w pallad zaréwno dla sktadu
ilosciowego Pd, Pt , jak i Pd, Pt, [67]. Zjawisko segregacji powierzchniowej Pd
wzmaga si¢ podczas wygrzewania stopu w wodorze. Jednak dla katalizatorow PdPt
o wysokiej dyspersji (bliskiej jednosci) segregacja powierzchniowa zostaje catkowicie
powstrzymana przy wygrzewaniu w wodorze, co wynika z ograniczonego przecho-
dzenia atomoéw Pd ze stopu do tworzacych si¢ nanoczastek. Bimetaliczne klastery
PdPt osadzano tez na AL,O, i weglu [67].

Oprocz badan prowadzonych technikami eksperymentalnymi, whasnosci ukta-
dow bimetalicznych prébuje si¢ rowniez przewidywac¢ metodami teoretycznymi.
Wsrdd roznych postaci uktadow bimetalicznych, klastery sa zdecydowanie najczes-
ciej spotykanym obiektem obliczen wykonywanych metodami teoretycznymi.
Wynika to z faktu, ze klastery sa najmniejszymi mozliwymi przedstawicielami ukta-
dow bimetalicznych, a niewielka liczba atomow wchodzacych w sktad takich obiek-
tow przekltada sig¢ bezposrednio na krétszy czas wykonywania obliczen. W przewa-
zajacej wigkszosci obliczenia teoretyczne wykonywane sa w ramach teorii funkcjo-
natow gestosci DFT (ang. density functional theory), ktora charakteryzuje si¢ bar-
dzo korzystnym stosunkiem doktadnosci uzyskiwanych wynikow do kosztu oblicze-
niowego (szczegodlnie w poréwnaniu do zaawansowanych metod ab initio, uwzgled-
niajacych korelacje elektronowa) [68].
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Prace teoretyczne, w ktérych zajmowano si¢ geometrig i energetyczna stabil-
nos$cia niewielkich klasteréw bimetalicznych, zostaly wyszczegoélnione w Tab. 1.
Dla zdecydowanej wigkszosci badanych klasterow PdAg [69], PdAu_[70-72]
i PtAu_[72, 73] preferowana energetycznie jest geometria planarna. Zupehie ina-
czej jest dla klasterow Pt,Au [74] oraz Pt Au [75], wykazujacych najwigksza stabil-
nos¢ dla 3-W trygonalnych struktur piramidy oraz bipiramidy. Uwzglednienie nos-
nika MgO w obliczeniach powoduje dla PdAg (5 <n <8) strukturalne przejscie od
geometrii planarnej do 3-W ulozenia o pigciokrotnej symetrii [69]. Za stabilno$¢
plaskich klasterow PtAu odpowiedzialne by¢ moga silne efekty relatywistyczne
[72], cho¢ znaczaca rola sprz¢zenia spin-orbita jest rowniez widoczna w piramidal-
nym Pt,Au [74]. W przypadku PdAu , planarne geometrie tych klasterow wykazuja
duze podobienstwo do monometalicznych klasterow ztota o tej same;j liczbie ato-
mow [70].

Tabela 1. Klastery bimetaliczne, bgdace obiektem badan teoretycznych
Table 1. Bimetallic clusters investigated theoretically

Klaster Wielkos¢ Metoda obliczeniowa Odnosnik
PdAg, n<3§8 DFT (BH) [69]
n<4 DFT (GGA) [70]
PdAu, DFT (B3LYP) [71]
n<7 DFT (PW91PWI1) [72]
n<7 DFT (PW91PW91) [72]
PtAu, n=6 DFT (BPW91) [73]
n=3 ab initio [74]
Pt,Au (CAS-MCSCF/MRSDCI)
n==6 DFT (BPW9I) [75]
Pd,Pt, n=12,19 a]gorytm genetyczny [76]
z potencjatem Gupty

Wirod klasterow PdAg wyjatkowe wiasno$ci zaobserwowano dla PdAg,, ktory
po osadzeniu na nos$niku, charakteryzuje si¢ bardzo duza rdznica energii migdzy
najwyzszym obsadzonym orbitalem molekularnym HOMO (ang. highest occupied
molecular orbital), a najnizszym nieobsadzonym orbitalem molekularnym LUMO
(ang. lowest unoccupied molecular orbital) oraz najwigksza stabilnoscia energe-
tyczna [69]. Moze go zatem okresli¢, tak jak to czyni si¢ dla klasterow monometa-
licznych, mianem ,,magicznego”. Na reaktywno$¢ chemiczna klasterow PdAu_wpty-
waja silne oddziatywania elektronowe d-d i s-d domieszki Pd i atoméw Au [72].
W przypadku Pt Au, domieszkowanie ztotem obniza chemiczna aktywno$¢ klastera
platynowego i zwigksza jego katalityczna selektywno$¢ [75]. Domieszkowanie klaste-
réw ztota platyna rowniez podwyzsza selektywno$¢ w porownaniu do monometa-
licznych klasterow Au [73]. Jednakze elektronowy wpltyw domieszki Au w klasterze
Pt Au jest zdecydowanie mniej zauwazalny, w stosunku do wptywu Pt w PtAu,.
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Fuks 1 Dorfman wyszli poza typowe uktady klasterowe i teoretycznie wyzna-
czyli energetyczne parametry charakterystyczne dla procesu porzadkowania w sto-
pie PdAu [77].

3. WEASCIWOSCI KATALITYCZNE WZGLEDEM REAKCJI
Z WODOREM

Uzyskanie pozadanej aktywnosci, selektywnosci i stabilno$ci katalizatora moz-
liwe jest, oprocz zastosowania odpowiedniego no$nika Iub regulacji ksztattu i roz-
miaru nanoczastek badz klasteroéw, takze poprzez zmiang sktadu jakosciowego meta-
licznej czgsci aktywnej. Odbywac si¢ to moze droga wprowadzenia drugiego metalu
i utworzenia uktadu bimetalicznego, np. stopu [78-82]. Generalnie, wiasciwosci kata-
lityczne wykazywane przez uktad bimetaliczny, odniesione do wlasciwosci metali
sktadowych, obejmuja dwa przypadki [83]:

» wilasdciwosci uktadu bimetalicznego leza poza zakresem wartosci tych samych

wiasciwosci, charakterystycznych dla poszczegdlnych sktadnikow uktadu,

» wilasciwosci uktadu bimetalicznego leza pomigdzy warto$ciami tych wias-
ciwosci dla czystych sktadnikow.

Na wyzszym poziomie szczegotowosci aktywnos¢ i selektywno$¢ katalizatora

bimetalicznego jest zwykle dyskutowana w kontekscie trzech efektow:

» efektu zespotowego [83—85] — odnosi si¢ do liczby miejsc (centrow) aktyw-
nych, potrzebnych do zajscia katalizowanej reakcji. Reakcje, ktére wyma-
gaja duzego zespotu lub grupy miejsc aktywnych, moga by¢ selektywnie
powstrzymane przez blokowanie czgsci tych miejsc. Polepsza si¢ w ten spo-
sob selektywnos$¢, w stosunku do reakcji, ktore wymagaja matego zespotu
miejsc aktywnych,

+ efektu elektronowego (liganda) [85-87] — jeden ze sktadnikow uktadu zmie-
nia wlasciwosci elektronowe drugiego sktadnika tak, ze prowadzi to do mody-
fikacji aktywnosci i selektywnosci,

+ efektu geometrycznego (strukturalnego) [83] — modyfikacja odlegtosci mig-
dzyatomowych w uktadzie bimetalicznym spowodowana ro6znica wartosci
stalych sieciowych sktadnikéw. Prowadzi to do unikalnego rozktadu atomow
w centrum aktywnym.

Czasami efekty zespotowy i geometryczny laczy si¢ w jedna ogolna kategorig,
nazywana efektem bifunkcjonalnym (synergicznym) [86, 88]. Pod pojgciem efektu
bifunkcjonalnego rozumie si¢ wtedy potaczenie specyficznych wlasciwosci poszcze-
golnych sktadnikow w uktad, ktory ma lepsze wtasciwosci katalityczne niz kazdy ze
sktadnikow osobno.

Wymienione powyzej efekty stanowia pewna koncepcje probujaca wythuma-
czy¢ zachowanie katalizatora bimetalicznego. Jednak, zarowno takie podejscie, jak
1 wezesniej wysunigty model sztywnego pasma RBM (ang. rigid band model) [89]
i przyblizenie koherentnego potencjatu CPA (ang. coherent potential approxima-
tion) [3], nie sa w pelni calosciowe.
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Oddzialywanie pomigdzy wodorem a uktadami bimetalicznymi to istotny aspekt
katalizy heterogenicznej. Szczegdlna ranga tego oddzialywania wynika przede
wszystkim z duzego znaczenia technologicznego [90]. Z punktu widzenia zastoso-
wania w procesach przemystowych, wodor moze petni¢ nastepujace funkcje:

» reagenta — reakcje hydrogenacji, dehydrogenacji, hydrogenolizy itp.,

» czynnika redukujacego — otrzymywanie nanoczastek i klasterow bimetalicz-

nych oraz regeneracja katalizatorow,

 czasteczki sondujacej — zbieranie informacji o wlasciwos$ciach uktadow bime-

talicznych.

Atomy H i czasteczki H, to chemicznie najprostsze mozliwe adsorbaty, odpo-
wiednio atomowe i molekularne. Adsorpcja atoméw H na powierzchni katalizatora
jest koniecznym warunkiem zachodzenia heterogenicznych reakcji katalitycznych,
w ktorych reagentem jest wodor. Oddziatywania pomigdzy atomami wodoru a powierz-
chnia i dalsza reaktywnos$¢ zaadsorbowanych atomow H probuje thumaczy¢ sie
w ramach koncepcji goracego atomu (ang. hot atom) [91-93]. Pomimo chemiczne;j
prostoty budowy wodoru, jego oddziatywanie z powierzchniami bimetalicznymi jest
bardzo ztozone, ze wzgledu na mate rozmiary atomowe wodoru i relatywnie silne
wiazanie. Ztozonos¢ ta objawia sig istnieniem takich zjawisk, jak: absorpcja, struk-
turalna rekonstrukcja i relaksacja powierzchni, spillover, dyfuzja powierzchniowa
itd. Z drugiej strony, prostota budowy wodoru umozliwia wygodne przeprowadze-
nie badan eksperymentalnych z uzyciem izotopow. Izotopy wodoru maja bowiem
unikalny stosunek mas (D, jest dwukrotnie cigzszy od H,), co jest bardzo korzystne,
jesli chodzi o uwidocznienie roznych efektow izotopowych.

Na mono- i bimetalicznej powierzchni adsorpcja wodoru moze zachodzi¢ na
trzy sposoby [94]:

+ molekularna chemisorpcja H,,

» atomowa chemisorpcja H,

* molekularna fizysorpcja H,.

Podczas chemisorpcji czasteczek H, i atomoéw H, na powierzchni tworza sig
w zasadzie typowe, silne wiazania chemiczne migdzy adsorbatem a ta powierzchnia.
Tymczasem fizysorpcja czasteczek H, charakteryzuje sig stabymi oddzialywaniami
o naturze sit van der Waalsa lub dyspersyjnych. Chemisorpcja atomowa jest najczes-
ciej poprzedzona dysocjacja H, na atomy nad powierzchnia — mowi si¢ wtedy
o dysocjatywnej chemisorpcji (adsorpcji), jak to ma miejsce dla metali grupy 10.
Moze sig jednak zdarzyc¢, ze H, nie ulega dysocjacji nad danym metalem (np. Ag),
ale sam atom H jest przez powierzchnig tego metalu wiazany, czyli nastgpuje chemi-
sorpcja atomowa. Zachodzi wtedy koniecznos¢ przeprowadzenia samej dysocjacji
na innym zewngtrznym uktadzie (np. wolframie) i dostarczenia nad badana powierz-
chnig tylko pojedynczych atomow. W temperaturze pomigdzy 73 a 673 K (w zalez-
nos$ci od metalu) wodor czasteczkowy dysocjuje na powierzchni, dajac postac ato-
mowa, ktora nastgpnie moze ulec rekombinacji (jak dla kazdej reakcji chemicznej,
ustala si¢ tu pewien stan rownowagi) [2]. W wyzszych temperaturach zaadsorbo-
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wane atomy H moga opuszcza¢ powierzchnig, przechodzac w postaci atomowej do
fazy gazowej. W ostatnim czasie rozwinigto technike niskotemperaturowej adsorp-
cji wodoru [95]. W temperaturze 30 K i nizszej wodor moze by¢ utrzymywany przez
dhuzszy czas w stanie molekularnej fizysorpcji na powierzchni. Fizysorbowana czas-
teczka H, moze odgrywac rolg stanu prekursorowego dla dysocjatywnej chemisorpcji.

Z punktu widzenia reakcji z wodorem, najciekawsze jest tworzenie stopow pal-
ladu i platyny ze srebrem i ztotem. Jak to juz zostalo powiedziane, metale grupy 10
dysocjatywnie adsorbuja H, (bezaktywacyjnie), natomiast w grupie 11 ani dla Ag
[96, 97], ani dla Au [98, 99] taki proces nie zachodzi. Stad potaczenie metali z tych
dwu grup pozwolitoby na swobodna regulacjg aktywnosci i selektywnosci katali-
tycznej. Jednakze stopy PdAg i PdAu wykazuja, czgsto niepozadana, znaczna
i zmienng absorpcj¢ wodoru, a stopy PtAg i PtAu charakteryzuja si¢ duzym obsza-
rem braku wzajemnej rozpuszczalno$ci. Wady te dotycza zasadniczo stopow masyw-
nych, a nanoczastki oraz klastery bimetaliczne moga by¢ od nich wolne.

Nanoczastki i klastery bimetaliczne, oparte o Pd Iub Pt, zazwyczaj adsorbuja
wodor z podobnym lub mniejszym efektem egzoenergetycznym w poréwnaniu do
monometalicznych katalizatorow Pd i Pt. Z kinetycznego punktu widzenia, a wigc
aktywnosci katalitycznej wzglgdem reakcji z udziatem wodoru, zachowanie takich
katalizatorow bimetalicznych bywa rézne. Domieszka metaliczna moze obnizac¢
aktywnos¢ katalizatora, ale moze tez jej nie zmienia¢. Brak zmiany aktywnosci wzgle-
dem wiazania wodoru bierze si¢ z faktu, ze stany przejSciowe reakcji hydrogenacji
oraz dehydrogenacji na uktadach bimetalicznych czgsto sa podobne do stanow zna-
nych z uktadow monometalicznych. To z kolei wynika z tego, ze takie reakcje wyma-
gaja miejsc aktywnych w postaci tylko jednego lub dwu atomoéw metalu — struktu-
ralna niewrazliwos¢ [100]. Sa wreszcie reakcje katalityczne z udzialem wodoru,
w ktorych uktady bimetaliczne wykazuja wyzsza aktywno$¢ w odniesieniu do kata-
lizator6w monometalicznych.

PdAg jest chyba najlepiej zbadanym stopem palladu, pod wzglgdem oddziaty-
wania z wodorem, gdyz pierwsza praca na jego temat ukazata si¢ juz w 1868 roku
[101]. Poniewaz wodor jest praktycznie nierozpuszczalny w srebrze, to mozna bytoby
oczekiwac, ze stop PdAg bedzie gorzej absorbowat wodor w porownaniu z czystym
palladem. Tymczasem rozpuszczalno$¢ tego gazu w PdAg o pewnym szczegdlnym
sktadzie jest wigksza niz w Pd. Pod ci$nieniem 0,1 MPa i w temperaturze 400 K
rozpuszczalnos$¢ wodoru jest najwigksza dla stopu o zawartosci Ag pomigdzy 20
a 40% [102]. Optymalne wlasnosci otrzymuje si¢ dla sktadu 77% Pd i 23% Ag
[103]. Dalsze zwigkszanie zawartosci srebra w stopie obniza absorpcjg¢. Rozpusz-
czalnos¢ wodoru w stopie Pd,,Ag, ., miejsca, gdzie zwiazany zostaje wodor, i wed-
réwke wodoru migdzy tymi miejscami szczegotowo zbadali Cao i wspotpracownicy
[104]. Zdecydowanie szybsza absorpcje wodoru, w porownaniu do czystego Pd,
zaobserwowano dla ultracienkiego filmu Pd__Ag, [105]. Jednak, w tym przypadku,
ilos¢ pochtonigtego wodoru okazata si¢ mniejsza niz w Pd.
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Stop PdAg stosuje si¢ do hydrogenacji acetylenu [106, 107]. Proces polimery-
zacji etylenu w produkcji polietylenu wymaga, aby zanieczyszczenie etylenu acety-
lenem byto mniejsze niz 5 ppm, co zapobiega deaktywacji katalizatora. Nawet oczysz-
czony etylen moze wciaz zawiera¢ do 2% objgtosciowych acetylenu, ktory musi by¢
selektywnie uwodorniony do etylenu. Ten proces mozna przeprowadza¢ na Pd/AlO,,
jednak przy niskim ci$nieniu H, na tym katalizatorze odktadaja sig substancje, ktore
sa prekursorami zwiazkow blokujacych miejsca aktywne (depozyt weglowy) i tym
samym obnizaja aktywnos¢ katalityczna. Takie zjawiska ograniczaja stosowanie
katalizatorow opartych o czysty pallad. Tymczasem stop PdAg wykazuje przede
wszystkim lepsza od Pd stabilno$¢, jak rowniez selektywnos$¢ dla tworzenia ety-
lenu. Minimalizuje on tworzenie si¢ depozytu weglowego, jest tez bardziej stabilny
przy zmianach stgzenia reagentdw w strumieniu przeplywajacym przez reaktor i ma
dhuzszy czas zycia. Na poziomie mikroskopowym dodanie Ag powoduje zmniejsze-
nie si¢ powierzchniowych grup (zespotdéw) blisko siebie lezacych atomow Pd. Inhi-
bituje to rozktad weglowodorow i reakcjg polimeryzacji, ktore wymagaja wigkszych
zespotow atomoéw Pd. W wyniku tego nastgpuje wzrost selektywnosci wzgledem
tworzenia etylenu. W stopie PdAg nastgpuje rowniez transfer fadunku z Ag na Pd,
ktory ostabia adsorpcje produktow posrednich oraz zmienia kinetyke hydrogenacji
i jej selektywno$¢. Energia wiazania adsorbatu z powierzchnia wptywa na energe-
tyke calej reakcji ztozonej z elementarnych etapow tak z tworzeniem, jak i zrywa-
niem wiazan. Stabsza energia wiazania adsorbatu z powierzchnia faworyzuje etapy
z tworzeniem wiazan (np. hydrogencja), podnoszac ich egzoenergetycznos¢. Ato-
mowy wodor stabo zwiazany na powierzchni PdAg wykazuje bowiem wigksza skton-
no$¢ do reagowania niz silnie zwiazane produkty posrednie na powierzchni czys-
tego palladu. Wzrost zawartosci Ag na powierzchni prowadzi takze do stabszego
wiazania etylenu, w zwiazku z tym jest bardziej prawdopodobne, ze oderwie si¢ on
od powierzchni, zanim nastapi hydrogenacja do etanu. Dodatkowo utworzenie stopu
PdAg obniza egzoenergetycznos¢ etapow z pekaniem wiazan. Eksperymentalnie
potwierdzono to w wielu pracach obserwujac spadek liczby produktow rozktadu
weglowodoréw przy przej$ciu od czystego Pd do PdAg [108—110]. Oprocz hydro-
genacji acetylenu, stop PdAg znajduje rowniez zastosowanie w czgsciowym uwo-
dornieniu dienow [111] oraz hydrodehalogenacji chlorobenzenow i 1,2-dichloro-
etanu [112, 113]. W obydwu tych przypadkach, stop wykazuje lepsza selektywnos¢,
w porownaniu z Pd. Bimetaliczne nanoczastki o rdzeniu Ag/ptaszczu Pd, umiesz-
czone w ultracienkim filmie zelu TiO,, katalizuja reakcjg¢ hydrogenacji akrylanu
metylu [114]. Aktywno$¢ takich nanoczastek w wymienionej reakcji okazuje sig¢
367 razy wigksza niz czerni palladowej i 1,6 razy wigksza niz monometalicznych
nanoczastek Pd.

Zastosowanie katalityczne stopéw PdAu jest nieco gorzej poznane niz PdAg,
co spowodowane jest faktem, ze dopiero niedawno nastapita intensyfikacja badan
nad ztotem, jako domieszka [115]. Stop PdAu, podobnie jak PdAg, bywa uzywany
w hydrogenacji acetylenu do etylenu [116], gdyz réwniez zmniejsza efekt zatrucia
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katalizatora depozytem weglowym i ma wysoka selektywno$é. PAAu pozostaje tez
odporny na zatruwanie siarka [117]. Jest to bardzo istotne w procesie aromatyczne;j
hydrogenacji, ktora jest czgsto prowadzona rownolegle z hydroodsiarczaniem [115].
Do takich procesow katalizator z czystego Pd jest nieprzydatny, gdyz jest wrazliwy
na zatrucie juz matymi ilo$ciami siarki. Katalityczna hydrogenacja etylenu jest nato-
miast niewrazliwa na dodatki Au do Pd. Ztoto redukuje liczbg powierzchniowych
miejsc aktywujacych wodor, co obniza szybkosc¢ reakcji. Z drugiej strony Au obniza
energi¢ wiazania etylenu, co podwyzsza szybkos¢ reakcji. Te dwa czynniki dziataja
przeciwstawnie i ostatecznie aktywno$¢ PdAu pozostaje na poziomie podobnym do
Pd [118]. Obnizenie aktywnosci katalizatora PdAu w reakcji hydrogenacji cyklo-
heksenu zaobserwowano doswiadczalnie przy przej$ciu od nanoczastek rdzen
Au/ptaszcz Pd do stopu o przypadkowej strukturze [19]. Ta sama reakcja, ale
w porownaniu z Pd na no$niku, charakteryzuje si¢ liczba przeksztatcen TON
(ang. turnover number) cztery razy wigksza dla PdAu [118]. Mizukoshi i wspotpra-
cownicy [20] zmierzyli wyzsza aktywnos$¢ nanoczastek rdzen Au/ptaszcz Pd niz mie-
szaniny monometalicznych nanoczastek o tym samym stosunku zlota do palladu
podczas hydrogenacji kwasu 4-pentenowego. Nanoczastki PdAu o strukturze stopo-
wej, osadzone w matrycy SiO,, bardzo dobrze katalizuja selektywna hydrogenacje
3-heksyn-1-olu [17, 119], aldehydu cynamonowego [17] i styrenu [17].
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Rysunek 3. Aktywnos¢ oraz selektywnos¢ katalizatorow Pd, PdAu oraz Au w reakcji hydrogenacji
3-heksyn-1-olu do 3-heksen-1-olu [119]
(za zgoda Wiley-VCH. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA)
Figure 3. Activity and selectivity of the Pd, PdAu, and Au catalysts in the hydrogenation of 3-hexyn-1-ol
to 3-hexen-1-ol [119] (Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission)
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W odniesieniu do Pd bimetaliczny katalizator posiada wyzsza aktywnosc¢ i selek-
tywnos¢, w szczegolnosci cis-selektywnosé w reakcji hydrogenacji 3-heksyn-1-olu
do cis-3-heksen-1-olu (Rys. 3). PdAu jest tez bardziej odporny na zatrucie, co
wida¢ w reakcji hydrogenacji styrenu w obecnosci tiofenu [17]. PdAu na no$niku
charakteryzuje sig¢ wyzsza aktywnoscia (niz Pd) w hydrodehalogenacji chlorofluo-
rowgglowodoréw (CFC) [120], hydroodsiarczaniu [121] i tworzeniu wody z H,
i O, [122]. Warstwa Pd osadzona na Au(111) moze katalizowa¢ cyklotrimeryzacjg
C,H, do C,H, [123].

PtAg jest najstabiej poznanym uktadem katalitycznym wzgledem wodoru ze
wszystkich opisywanych w tym rozdziale. Przebadana zostala jedynie monowar-
stwa Ag osadzona na Pt(111), ktéra jednak nie wykazuje bezaktywacyjnej dysocja-
tywnej adsorpcji H, [60].

Dla PtAu, wykazujacego jako masywny stop duza przerw¢ we wzajemnej roz-
puszczalnosci sktadnikéw, mozliwe jest uzyskanie metastabilnej fazy powierzch-
niowego stopu w postaci filmu [42]. Najczgsciej jednak katalizator PtAu spotyka
si¢ jako nanoczastki lub klastery osadzone na nos$niku. Sterujac sktadem i wielkos$-
ciag nanoczastek mozna otrzymac¢ zadana selektywnos$¢ w reakcjach hydrogenacji
[124, 125] i wymiany izotopowej H na D [126]. Chemisorpcja wodoru na PtAu
maleje wraz ze wzrostem zawartosci zlota. Za efekt ten odpowiedzialne jest bloko-
wanie miejsc aktywnych (atomoéw Pt) poprzez osadzenie na tych miejscach atomow
Au. Tak wigce, ztoto wplywa na rozmiar zespolow katalitycznych i tym samym regu-
luje selektywnos¢ [127, 128]. Adsorpcje H, potwierdzono dla katalizatorow ztozo-
nych z nanoczastek PtAu osadzonych na r6znych nosnikach: SiO, [98, 129], TiO,
[129] i ALO, [129]. Co cickawe, dla bardzo niskiej zawartosci PtAu w katalizato-
rze, adsorpcja H, okazuje si¢ w znacznej mierze niezalezna od ilosci ztota [130].

Katalizator PtAu/SiO, wykorzystano do selektywnej hydrogenacji karwonu
w pracy [124]. Selektywnos¢ tego katalizatora zalezata od wielkosci nanoczastek.
Jedynie mate nanoczastki PtAu byty w stanie dokonaé czgsciowej hydrogenacji kar-
wonu, tj. addycji wodoru wytacznie do jednego wiazania podwojnego. W poréwna-
niu z monometalicznym katalizatorem platynowym, PtAu wykazywat obnizona aktyw-
no$¢ w tej reakcji. Obnizong aktywno$¢ posiadat rowniez wysoce zdyspergowany
PtAu w reakcji hydrogenacji toluenu. PtAu/SiO, otrzymany z klastera molekular-
nego, jako prekursora byt mianowicie 6 do 30 razy mniej aktywny niz Pt/SiO, [29].
PtAu charakteryzuje si¢ mniejsza liczba przeksztatcen TON niz Pt podczas dehy-
drogenacji propanu [131]. Zwigkszenie szybkos$ci reakcji na stopie PtAu wykazuje
natomiast dehydrogenacja cykloheksanu do benzenu [132]. Produkcja benzenu osiaga
maksimum przy sktadzie 50% Au. Ztoto redukuje liczbg atoméw Pt oddziatujacych
z zaadsorbowanym benzenem. Zapobiega to dalszej dehydrogenacji i tworzeniu si¢
depozytu weglowego, zatruwajacego katalizator.

Obecnos¢ ztota w katalizatorze PtAu/SiO, nie oddziatuje istotnie na katalityczna
aktywnos¢ w reakcji hydrogenolizy n-heksanu do propanu [65]. Selektywno$¢ w tej
reakcji przesunigta jest w kierunku rozerwania wewngtrznego wigzania wegiel-we-
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giel (tworzenie propanu), a nie na rozszczepienie terminalnego wiazania wegiel-
wegiel (tworzenie metanu), co jest charakterystyczne dla Pt/SiO,. PtAu/SiO, wyka-
zuje bardzo dobra odporno$¢ na deaktywacj¢. Hydrogenoliza n-heksanu byta row-
niez badana w pracach [133, 134]. Ztoto osadzono na powierzchniach Pt(111)
i Pt(100), tak ze tworzyla si¢ epitaksjalna warstwa Au lub stop PtAu. Tak w przy-
padku Au/Pt(111), jak i PtAu/Pt(111) obserwuje si¢ redukcj¢ aktywnosci wzgledem
hydrogenolizy i znaczace przyspieszenie szybkosci izomeryzacji (tworzenie 2- i 3-me-
tylopentanu). Au/Pt(100) nie wykazuje duzej inhibicji hydrogenolizy n-heksanu, co
wskazuje na mniejsza zalezno$¢ tego uktadu od efektu zespotowego.

Szczegolne znaczenie technologiczne wsrod stopéw palladu ma stop PdPt.
Wykazuje on wysoka odporno$¢ na zatrucie siarka i azotem oraz jest tatwo reduko-
walny w atmosferze wodoru [40]. Potaczenie palladu i platyny moze by¢ dla dobrze
dobranego sktadu bardziej reaktywne niz dla kazdego z metali osobno. Aktywno$¢
wzrasta trzykrotnie, w poroéwnaniu do czystego palladu, w reakcji hydrogenacji cyklo-
oktadienu do cyklooktenu dla klasterow Pd, Pt, [135]. W klasterach tych Pd tworzy
zewngtrzny plaszcz, a platynowy rdzen jest niedostepny dla reagentow. Stad ulep-
szona aktywno$¢ katalityczna plaszcza palladowego spowodowana jest efektem elek-
tronowym atomow Pt lezacych pod ptaszczem. W pracy [40] zbadano selektywne
uwodornienie butadienu do butenu na klasterach PdPt, jako funkcje temperatury.
Selektywno$¢ byta bliska 100%, czyli zblizona do tej charakterystycznej dla czys-
tego palladu. Aktywnos$¢ wzrastala z temperatura, czego przyczyna prawdopodob-
nie bylo obnizenie poziomu zanieczyszczen, towarzyszace podwyzszaniu temperatury.

Katalizator PdPt jest czasami uzywany do hydrogenacji aromatycznych weglo-
wodorow, takich jak naftalen [136] czy toluen [137]. Stop PdPt, wystawiony na
dziatanie wodoru pod ci$nieniem 5,5 MPa i w temperaturze 448 K, wykazuje czes-
ciowy rozdzial faz na obszary bogatsze i ubozsze w Pd [45]. Zaburzanie jednorod-
nosci stopu nie wptywa jednak na jego zdolnos¢ absorpcji H,, ktora jest zawsze
nizsza niz w czystym Pd.

Wiasciwosci katalityczne uktadéw bimetalicznych w reakcjach z udziatem
wodoru badano réwniez metodami teoretycznymi. Jednak, w porownaniu do badan
uktadow monometalicznych, obliczenia dla katalizatoréw ztozonych z dwu metali
sa zdecydowanie rzadsze.

Adsorpcji i absorpcji H na powierzchni PdAg poswigcone sa prace [138—142].
Lovvik i Olsen [138, 139] zatozyli, ze oddziatywanie atom H-stop sktada si¢ z wktadu
geometrycznego oraz elektronowego i w oparciu o tak wprowadzony podziat stwier-
dzili, ze wktad geometryczny dominuje w tego typu oddzialywaniach. Efekt elektro-
nowy jest widoczny przy poréwnywaniu pozycji adsorpcyjnych, bedacych atomami
metali o takim samym otoczeniu. Wodor wiaze si¢ znacznie silniej z Pd nizz Ag i w sto-
pach sita wiazania wodoru stabnie ze wzrostem zawarto$ci Ag. Autorzy wysungli
przypuszczenie, ze w przypadku powierzchni stopdw energia adsorpcji H moze zostaé
w przyblizeniu wyznaczona poprzez interpolacje migdzy warto$ciami energii adsor-
pcjina czystych Pd i Ag. Potwierdzenie na gruncie teoretycznym wyzszej rozpuszczal-
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nosci H w PdAg niz w Pd przedstawili Sonwane i wspotpracownicy [142]. Maksi-
mum rozpuszczalnosci przypadio w temperaturze 456 K dla stopu z okoto 30% Ag.

Zmiang struktury powierzchniowej stopu PdAg pod wptywem wodoru zajmo-
wali si¢ Gonzalez 1 wspolpracownicy, wykorzystujac metode DFT [143]. W prozni
na powierzchni stopu nastgpuje segregacja atomow Ag. W stanie rownowagi powierz-
chnia stopu sktada si¢ wtedy gltéwnie z Ag oraz odosobnionych atoméw Pd lub
dimer6w Pd,. Gdy na powierzchni adsorbuje si¢ woddr, to segregacja atomow Ag
zostaje powstrzymana i, przy pokryciu powierzchni wodorem rownym 0,25 mono-
warstwy H, preferowana staje si¢ migracja powierzchniowych atoméw Ag do war-
stwy podpowierzchniowej stopu. W wyniku tej odwrotnej segregacji, warstwa
powierzchniowa stopu zawiera glownie atomy Pd. Autorzy sugeruja, ze w obec-
no$ci wodoru podpowierzchniowe atomy Ag powstrzymuja tworzenie si¢ podpo-
wierzchniowego wodoru i, co za tym idzie, ewentualnej petnej hydrogenacji niena-
syconych weglowodoréw. Na powierzchni PdAg atom H oddziatuje z tymi centrami
aktywnymi, ktore ztozone sa z mozliwie najwigkszej ilosci atomoéw Pd. Periodyczne
obliczenia DFT wskazuja na egzoenergetyczna adsorpcjg atomow H na pseudomor-
ficznej warstwie Pd potozonej na no$niku Au [144].

Sheth i wspotpracownicy przeanalizowali w artykule [145] adsorpcj¢ atomo-
wego wodoru na stopie PdAg (o sktadach: 25 1 50% Ag), w konteks$cie szczegoto-
wych badan nad katalityczna hydrogenacja mieszaniny etylenu i acetylenu. Perio-
dyczne obliczenia DFT z uzyciem fal ptaskich pozwolity otrzymac energig adsorp-
cji wodoru, ktéra okazuje si¢ korzystniejsza (bardziej egzoenergetyczna) o 0,04 eV
dla stopu o 50% Ag, w porownaniu ze stopem o 25% Ag. Teoretyczne badania
metoda DFT i Monte Carlo reakcji hydrogenacji etylenu na stopie PdAu (o zawar-
tosci 6,251 12,5% Au) zaprezentowali Mei i wspolpracownicy [146]. Wzrost zawar-
tosci Au w stopie obniza sil¢ wiazania metal-wodor, co podnosi aktywnos¢ kataliza-
tora bimetalicznego wzgledem hydrogenacji. Z drugiej strony wzrost zawarto$ci Au
w warstwie powierzchniowej blokuje miejsca adsorpcji i aktywacji H,, co wywotuje
efekt kompensacyjny. Szybkos¢ reakeji hydrogenacji pozostaje wlasciwie taka sama
dla stopu 0 6,251 12,5% Au.

Wiazanie atomu H na stopach PdAg i PtAu w dosy¢ szerokim zakresie sktadow
byto badane przez Romanowskiego i wspotpracownikow w [147, 148]. W pracach
tych obliczenia DFT przeprowadzono w ramach modelu klasterowego. Na podsta-
wie uzyskanych wynikow Autorzy [148] doszli do wniosku, ze stop PtAu wykazuje
nawet czterokrotnie bardziej egzoenergetyczna warto$¢ energii wigzania z atomami
H niz PdAg. Najkorzystniejsza energia wigzania atomoéw wodoru odpowiada tez
roéznej zawartosci domieszki w przypadku PtAu i PdAg (odpowiednio 37,5% Au
181,25% Ag).

Teoretyczne badania reakcji dysocjacji H, na niewielkich klasterach bimeta-
licznych, zawierajacych Pd lub Pt i domieszkowanych Ag lub Au, zaprezentowano
do tej pory jedynie w kilku publikacjach [147, 149-154].
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W artykutach [147, 149] zbadano dysocjacj¢ H, na dimerze PdAg o dhugosci
wiazania rownej 2,58 A, za pomoca metody DFT. Zaobserwowano redystrybucje
gestosci elektronowej w H, w kierunku atomu wodoru blizszemu kraficowi pallado-
wemu dimeru. Autorzy wysnuli na tej podstawie wniosek, ze rozerwanie wigzania
w molekule H, prowadzi do utworzenia jonow H" i H", przy czym ten drugi jon
zostaje zdecydowanie silniej zwiazany przez atom Pd dimeru. Na szereg wad wlas-
ciwych dla obliczen z ustalona geometria dimeru bimetalicznego wskazuja Wang
i wspotpracownicy [150]. W celu wyznaczenia mechanizmu dysocjacji H, na PdAg
i PdAu, wykonali oni pelne optymalizacje geometrii takich uktadow przy uzyciu
hybrydowego funkcjonatu ggstosci B3LYP. Istnieje kilka mozliwych Sciezek reakcji
dysocjacji (zwykle geometria uktadu H,-dimer jest 3-W), ale preferowana jest ta
sciezka, w ktorej H, zbliza si¢ od strony atomu Pd. Przejscie czasteczki H, przez
dimery jest trudne na skutek obecnos$ci wysokich barier energetycznych na atomie
AgiAu.

Mechanizm oddzialywania H, z dimerem PtAu wyznaczyli Cruz i wspotpra-
cownicy [151]. Prowadzili obliczenia za pomoca szeregu nastgpujacych po sobie,
coraz doktadniejszych zaawansowanych metod ab initio. Podczas zblizania czasteczki
H, osia wiazania prostopadle do osi dimeru nastgpowato wiazanie H, bez jakiejkol-
wiek bariery aktywacji (Rys. 4).

‘A,  AUPLH,
4 100
o b av_er Y .
. LY
4.8 pal,
b H 4 4 s0
I
;
5 ' 4 60
, I
® m
T4t 14 g
= £
® 2
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ER_C _____ & - 20
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A5 A0 5

d{AuPt-H,) j.at.

Rysunek 4. Powierzchnia energii potencjalnej PES oraz krzywa relaksacji BRC dlugosci wigzania
wodor-wodor d(H-H) jako funkcje odlegtosci d(AuPt-H,) migdzy dimerem PtAu a srodkiem wiazania
w czasteczce H, [151]. Zero na osi energii odpowiada sumie energii izolowanych PtAu i H,.

(za zgoda Wiley-VCH. Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA)

Figure 4. Potential energy surface PES and bond relaxation curve BRC of the H-H bond length, d(H-H),
as functions of the distance between the PtAu dimer and the bond centre of the H, molecule, d(AuPt-H,)
[151]. Zero on the energy axis corresponds to the sum of the energies of separated PtAu and H,.
(Copyright Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission)
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Dtugo$¢ wiazania w dimerze caty czas byta ustalona na 2,54 A. Obydwa atomy
dimeru maja taka samg zdolnos¢ do molekularnego wychwytu H, (zwiazania H,
w postaci czasteczkowej). Pordwnanie z uktadem H,Pt, pokazuje, ze ztoto inhibi-
tuje aktywno$¢ platyny — energia adsorpcji oraz relaksacja dtugosci wiazania H-H
spadaja prawie o 50%. Badania dysocjacji H, na wigkszym, piramidalnym klasterze
Pt,Auwykonali Olvera-Neria i wspotpracownicy [152], wykorzystujac metodg oblicze-
niowa podobna do tej z [151]. Spontaniczny wychwyt i dysocjacja H, zachodzi
zar6wno w poblizu wierzchotka Pt, jak i Au klastera Pt,Au. Zamiana jednego atomu
platyny w Pt, na ztoto pozwala na osiagnigcie dwu Sciezek dysocjatywnej adsorpcji
H, o mniejszych barierach aktywacji niz te w Pt,. Oddziatywania migdzy H, i O,
a klasterami PdAu, Pd, Au i PdAu, w kontekscie tworzenia H,O, zbadali Joshi i wspot-
pracownicy [153] za pomoca hybrydowego funkcjonatu gestosci B3LYP. Przy uzy-
ciu tego samego funkcjonatu Bartczak i Stawowska analizowali dysocjacje H, na
klasterach Pd,Ag i PdAg, o planarnej strukturze (100) [154]. Stwierdzili oni, ze
dodanie Ag do katalizatora palladowego o czterech atomach Pd obnizato jego aktyw-
no$¢ wzgledem dysocjacji czasteczkowego wodoru i wprowadzato barierg aktywa-
cji. Natomiast dodanie Pd do klastera srebrowego pozwalato rozerwaé wiazanie
H-H, co nie byto mozliwe dla czystego srebra.

Oddziatywaniom pomigdzy H, a katalizatorem bimetalicznym PdPt poswig-
cono do tej pory tylko jeden artykut teoretyczny. Jiang i wspotpracownicy [155]
zbadali za pomoca DFT adsorpcjg H, i H,S na powierzchni PdPt. Dodanie niewiel-
kiej ilosci Pd do powierzchni platynowej znaczaco zmienia wlasciwosci katalityczne,
tak w stosunku do czystej Pt, jak i do czystego Pd. Katalizator bimetaliczny sprzyja
bowiem bardziej adsorpcji H, niz H,S, stad wigksza odpornos¢ PdPt na zatrucie
siarka, w pordwnaniu z monometalicznymi katalizatorami.

PODSUMOWANIE

W $wietle przedstawionego materiatu wyraznie wida¢ interesujace wlasciwosci
katalityczne wykazywane przez uktady bimetaliczne w reakcjach z udziatem wodoru.
Wtasciwosci te ulegaja znacznej modyfikacji w stosunku do aktywnosci, selektyw-
nosci i stabilno$ci monometalicznych katalizatoréw. Tworzenie uktadéw bimetalicz-
nych moze tez prowadzi¢ do zupetie nowych, nieoczekiwanych cech, np. wyjatko-
wej odpornosci na zatruwanie, co jest niezwykle istotne w zastosowaniach przemy-
stowych.

Badania eksperymentalne i teoretyczne katalizatoréw bimetalicznych sg nadal
w stosunkowo wcezesnej fazie i daleko jeszcze do pelnego zrozumienia zachowania
si¢ takich uktadow w reakcjach katalitycznych. Obecnie wigkszo$¢ wysitkow pode;j-
mowanych przez badaczy zmierza ku opracowaniu odpowiednich metod syntezy
i regeneracji katalizatorow bimetalicznych. Trudna i kosztowna synteza oraz pro-
blem braku zachowania struktury podczas regeneracji wydaja si¢ kluczowymi czynni-
kami ograniczajacymi zastosowanie takich katalizatorow.
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W najblizszej przysztosci nalezy spodziewac si¢ nowych odkry¢ w omawianej
tematyce, ktore z pewnoscia spowoduja ewolucje aktualnych pogladow i, by¢ moze,
doprowadza do powstania jednolitej teorii thumaczacej wtasnosci katalizatorow bime-
talicznych.

Notka dodana przy okazji korekty: Od momentu ukonczenia manuskryptu uka-
zaty si¢ drukiem dwa wazne opracowania przegladowe poswigcone wiasnosciom
katalitycznym omawianych uktadow bimetalicznych (R. Ferrando, J. Jellinek, R.L.
Johnston, Chem. Rev., 2008, 108, 845 oraz 1. Witonska, M. Frajtak, N. Krawczyk,
A. Krolak, S. Karski, Przem. Chem., 2008, 87, 55).
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ABSTRACT

In relation to a very limited scale of tolerance of organisms to different geometrical iso-
mers it has been imperative to invent a method which would enable a precise and fast evalu-
ation of a spatial structure of optically active compounds. Using a spectroscopic method
of nuclear magnetic resonance (NMR) proved to be an excellent solution. In order to define
an absolute configuration by means of NMR, the enantiomeric mixture must be transformed
into diastereoisomeric one by adding chiral auxiliary substituents.

We distinguish three types of chiral auxiliary reagents: CDAs (chiral derivatizing agents),
CSAs (chiral solvating agents), CLSRs (chiral lanthanide shift reagents). Chiral derivatizing
agents are the most frequently used in analyses. The condensation reaction of an auxiliary
compound with enantiomer may be single or double derivatization.

In case of a double derivatization, "H NMR spectra of two diastereoisomers obtained as
aresult of condensation of (R)- and (S)-CDAs with the substrates are compared. The changes
in the chemical shifts of the substituents L, (the most bulky substituent) and L, (the least bulky
substituent) asymmetric carbon of the substrate in the two derivatives (R)- and (S)-CDAs
is defined as AS®S. The AORS value is the difference between the chemical shift in the
(R)-CDAs derivative (6(R)) and (S)-CDAs derivative (6(S)) for the substituents L, (A6"L )
and L, (A6™SL,) (Figure 2).

In case of a single derivatization, the tested enantiomer is combined with only one enan-
tiomer ((R)- or (S)-CDA). In the single derivatization A0*R (A0*R = §(A)-6(R)) is the diffe-
rence in the chemical shifts of the substituents L, and L, of a derivative and a free substrate
(Figure 3) [1].

Among these auxiliary reagents are MPA (methoxyphenylacetic acid), MTPA (methoxy-
trifluoromethylphenylacetic acid), 9-AMA (9-anthrylmethoxyacetic acid), BPG (boc-phenyl-
glycine), 9-AHA (ethyl 2-(9-anthryl)-2-hydroxyacetate), PGME (phenylglycine methyl ester),
and PGDA (phenylglycine dimethyl amide). These reagents are currently being used to deter-
mine the absolute configuration of primary alcohols (Figure 4), secondary alcohols (Figure 5),
tertiary alcohols, diols [2—5], triols [6], primary amines (Figure 6, 7), secondary amines (Figure
8), and carboxylic acids (Figure 9).

Other methods of determining absolute configuration such as HPLC-NMR or ,,mix and
shake” method are currently investigated — HPLC-NMR method allows determining the abso-
lute configuration of enantiomeric mixture as well as a pure enantiomer, the use of semiprepa-
rative column allows to precisely distinguish the obtained derivatives, which undergo the spec-
troscopic analysis (Figure 11) [1].

The ,,mix and shake” method allows determining the absolute configuration in a few
minutes and without any additional separation methods. The derivative/s is/are prepared by
simply mixing a solid matrix-bond auxiliary reagent with a chiral substrate and NMR spectra
of the resulting derivatives are obtained without any further manipulation (Figure 12) [7].

Keywords: absolute configuration, nuclear magnetic resonance, auxiliary reagent, single and
double derivatization.

Stowa kluczowe: konfiguracja absolutna, magnetyczny rezonans jadrowy, czynnik pomocni-
czy, pojedyncza i podwojna derywatyzacja
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WSTEP

Aktywno$¢ oraz toksycznos¢ enancjomerow chiralnych lekow przejawia sig
w odmiennym sposobie reagowania z innymi zwigzkami posiadajacymi centrum
asymetrii. Znanym, bardzo dramatycznym, przyktadem bylo stosowanie w latach 60.
racemicznego Thalidomidu (Conterganu), podawanego kobietom ci¢zarnym, ktorego
stereoizomer R byt srodkiem uspokajajacym, natomiast enancjomer S wywolywat
deformacje ptodu (dziatanie teratogenne).

Leki otrzymywane syntetycznie stanowia najczgsciej mieszaning enancjome-
rébw. Synteza asymetryczna, prowadzaca do jednego enancjomeru jest obecnie coraz
czesciej stosowana. Projektowanie syntezy lekéw chiralnych wymaga okreslenia
konfiguracji enancjomeru wykazujacego wlasciwosci terapeutyczne. Kontrola takich
syntez oraz badania biologiczne enancjomeréw wymagaja oznaczen chiralnosci
zwiazkow. Stosowanie polarymetrii tylko w niewielkim stopniu nadaje sig¢ do takiej
kontroli, szczeg6lnie przy prowadzeniu syntez w skali milimolowe;.

Istnieja dwie bezposrednie metody oznaczania konfiguracji absolutne;j:

* metoda dyfrakcji promieni rentgenowskich,

* analiza wlasciwosci chiralooptycznych (dyspersja skregcalnosci optycznej

i dichroizm kotowy) [1].

Ograniczenia chiralno-optycznych metod narzucity konieczno$¢ znalezienia
innego sposobu analizy zwiazkéw chiralnych. Doskonatym rozwiazaniem okazato
si¢ zastosowanie techniki magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR), jako posred-
niej metody w wyznaczaniu konfiguracji absolutne;.

1. OKRESLANIE KONFIGURACJI ABSOLUTNEJ
CHIRALNYCH ZWIAZKOW ORGANICZNYCH ZA POMOCA NMR

W celu okreslenia konfiguracji absolutnej za pomoca NMR, nalezy przeksztat-
ci¢ mieszaning enancjomeryczna w diastereoizomeryczna, poprzez dodanie chiral-
nych pomocnikéw (Rys. 1) [1, 8].

Wyrdzniamy trzy rodzaje tego typu zwiazkow:

* CDAs (ang. chiral derivatizing agents) — chiralne czynniki derywatyzujace,

* (CSAs (ang. chiral solvating agents) — chiralne czynniki solwatujace,

* CLSRs (ang. chiral lanthanide shift reagents) — chiralne zmieniajace prze-

suni¢cie chemiczne zwiazki lantanowe [8].

Chiralne pomocniki powinny zawiera¢ w swej strukturze:

* polarna lub cigzka grupg R, ktéra wymusza okreslona konformacje,

» grupg funkcyjna Z (np. grupe karboksylowa), ktora zapewnia kowalencyjne

lub koordynacyjne zwiazanie pomocnika z substratem,

* specyficzna grupe Y (np. grupe fenylowa czy grupe karbonylowa), ktora

zapewnia powstanie efektu anizotropowego w badanej mieszaninie, poprzez
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selektywny wplyw na podstawniki L, (grupa wigksza objgtosciowo) i L,
(grupa mniejsza objgtosciowo) substratu [1].

o)
MeO
Ry Z OH
~ H\
\\‘\ Z=CO,H
Rz Y=Ph
R;=OMe
A B

Rysunek 1. Budowa chiralnego czynnika pomocniczego
na przyktadzie kwasu o-fenylometoksyoctowego (MPA)
Figure 1. Structure of the chiral auxiliary reagent of methoxyphenylacetic acid (MPA)

W celu okres$lenia konfiguracji absolutnej, najczgsciej wykorzystuje sig chiralne
czynniki derywatyzujace (CDAs), poniewaz w odrdéznieniu od dwoch pozostatych
klas, nie tworza wiazania koordynacyjnego ze zwiazkami organicznymi, ale bar-
dziej trwale wiazanie kowalencyjne [1, 2].

Istnieja dwie drogi analizy konfiguracji za pomoca CDAs [1]:

* podwojna derywatyzacja (Rys. 2) — substrat A o nieznanej konfiguracji abso-
lutnej zostaje sprzg¢zony z czynnikiem derywatyzujacym (R)-CDAs oraz
osobno z (S)-CDAs i, w efekcie, uzyskuje si¢ dwa diastereoizomery A-(R)-
-CDAs i A-(S)-CDAs. Analiza '"H NMR uzyskanych diastereoizomerycz-
nych pochodnych umozliwia wyznaczenie roéznicy wartosci przesunigc¢ che-
micznych podstawnikow L, i L, przy asymetrycznym atomie wegla substratu
w kondensacie R i S — AS®S (A6 = 6R — 8S), odpowiednio dla podstaw-
nika L, — A6®(L,)iL, - A6"(L,). Wyznaczone wartosci A0 pochodnych oraz
ich znak (dodatni lub ujemny) zawieraja informacje o konfiguracji absolutne;.

Ly ks
H
— /k@ ASRL2>0
, XH
i " { Li
! U;\.\‘RSL1 <0
|
1ASRSL, |
|

Rysunek 2. Podwojna derywatyzacja
Figure 2. Double derivatization
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* pojedyncza derywatyzacja (Rys. 3) — substrat ulega kondensacji z jednym
sposrod dwoch czynnikéw pomocniczych ((R)-CDAs lub (S)-CDAs).
W pojedynczej derywatyzacji wyznacza sig¢ roznicg wartosci przesuni¢é che-
micznych podstawnikow L, i L, otrzymanej pochodnej i wolnego substratu
(A)—AS R lub AG*S (A0 =0A —ORIub Ad*S= 0 A —3S), odpowiednio
dla podstawnika L, wyznacza si¢ AG**(L ), dla L, A0*}(L,) lub AS*5(L)),
ASM(L,).

A _ L, = ROA@
-

W R-coAs | \-/

) ASARL >> AR,

Rysunek 3. Pojedyncza derywatyzacja
Figure 3. Single derivatization

Okreslenie konfiguracji absolutnej zwiazkéw organicznych za pomoca NMR
jest tylko wtedy wiarygodne, jesli zostana spetnione trzy podstawowe kryteria:

« warto$ci A musza by¢ na tyle duze, by przekroczy¢ poziom bledow pojawia-
jacych sig¢ podczas doswiadczenia,

» przydzielenie znaku Ad (dodatniego lub ujemnego) musi by¢ zawsze jedno-
znaczne dla danego podstawnika,

*  jezeli Adprzyjmuje warto$¢ ujemna dla jednego podstawnika (np. L,) zwiazku,
ktorego konfiguracjg okreslamy, to wowczas dla drugiego podstawnika (L,)
musi przyja¢ warto$¢ dodatnia [9].

1.1. PODWOJNA DERYWATYZACJA

Podczas wyznaczania konfiguracji absolutnej zwiazkdéw chiralnych posrednia
metoda NMR najczesciej stosuje sig podwdjna derywatyzacje.

Metoda podwojnej derywatyzacji obarczona jest mniejszym btedem, poniewaz
podczas analizy konfiguracyjnej uzyskuje si¢ dwa kondensaty powstale w wyniku
polaczenia substratu z enancjomerami czynnika pomocniczego.

Ponizej przedstawiono konkretne przyktady wyznaczania konfiguracji absolut-
nej za pomoca NMR jednofunkcyjnych zwiazkow organicznych (alkoholi, amin,
kwasow karboksylowych).
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A. Alkohole

W celu okreslenia konfiguracji absolutnej pierwszorzgdowych alkoholi z cen-
trum stereogenicznym na atomie wegla w pozycji B, stosuje sie gtéwnie kwas
9-antrylometoksyoctowy (9-AMA). W standardowej procedurze uzyskane pochodne
(R)-9-AMA i (S)-9-AMA poddawane sg analizie 'H NMR. Wyznaczenie rdznic
wartosci przesunig¢ chemicznych, a tym samym okre$lenie usytuowania w prze-
strzeni podstawnikow L, 1 L, wokot asymetrycznego atomu wegla zwiazku, dla kto-
rego okresla si¢ konfiguracjg absolutna, zalezne jest od bezposredniego sasiedztwa
pier§cienia antracenu [1, 10, 11].

Obecnos¢ pierscienia antracenowego w 9-AMA wymusza okreslong konfor-
macj¢ uzyskanych estréw — konformacj¢ syn-periplanarna (sp). Dodatkowo obroét
wokot wigzan @, (O-C17) i @, (C1°-C2’) generuje trzy glowne konformery (syn-
periplanarna-gauche(+)/anti (sp-g(+)/a), syn-periplanarna-anti/anti (sp-a/a), syn-peri-
planarna-gauche(-)/anti (sp-g(-)/a)), sposrdd ktorych konformacja sp-a/a jest prefe-
rowana.

Okreslenie konfiguracji absolutnej, np. 2-metylobutanolu, sprowadza si¢ do
wyznaczenia A6 *® dla podstawnikow L, i L, pochodnych z (R)- i (S)-9-AMA (Rys. 4).

O H H
L s
AMAT o7 e
-0,01 HsC (I3Hz +0,03/+0,21
CH3 +0,08
sp-ala

Rysunek 4. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda podwoéjnej derywatyzacji alkoholu I-rzedowego
na przyktadzie 2-(S)-metylobutanolu
Figure 4. The assignment of an absolute configuration of 2-(S)-methylbutanol by double derivatization
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Jesli wyjsciowy alkohol ma konfiguracje S, w kondensacie z (R)-9-AMA ekrano-
wany jest podstawnik L, (grupa metylowa), podczas gdy w estrze z (S)-9-AMA
podstawnik wigkszy objgtosciowo L, (grupa etylowa) znajduje si¢ w bliskim sasiedz-
twie piercienia antracenowego. W wyniku poréwnania widm 'H NMR dwoch uzys-
kanych pochodnych, wyznacza sig AG®S, w tym przypadku AG*SL, >0 (+0,03/+0,21;
+0,08), a AG®SL, <0 (-0,01) [1].

Dla pierwszorzedowych alkoholi, gdy jedna z grup, np. L,, ma charakter polarny
(-OH, -OR, -Cl, -NHC(O)R, -NHC(O)OR, -C(O)OR, -CH,Br), w celu wyznaczenia
konfiguracji absolutnej wystarczy okresli¢ warto$¢ i znak AG®S dla CB-H i podstaw-
nika niepolarnego, poniewaz w okreslonej konformacji pochodnej zaréwno pod-
stawnik o charakterze polarnym, jak rowniez proton w pozycji B wzgledem grupy
-OH bedzie znajdowat si¢ w takim samym potozeniu, w stosunku do pier§cienia
antracenu (identyczny efekt anizotropowy) [12].

Do okreslenia konfiguracji pierwszorzedowych alkoholi nie stosuje si¢ MTPA
(kwas metoksytrifluorometylofenylooctowy) i MPA, poniewaz, czgsto, obserwuje
sie niewielkie warto$ci i nierownomierny rozktad znakéw ASRS.

W odréznieniu od alkoholi I-rzedowych, wyznaczenie konfiguracji absolutne;j
II-rzedowych alkoholi z chiralnym atomem wegla w pozycji ¢, jest mozliwe poprzez
zastosowanie szerszej gamy zwiazkdéw pomocniczych, z ktorych najczesciej uzywa
si¢ enancjomery 9-AMA, MTPA i MPA.

Chcac okresli¢ konfiguracje, np. 2-pentanolu, w pierwszej kolejnosci przeprowa-
dzamy alkohol w dwa diastereoizomery, np. z (R)-MPA i (S)-MPA (Rys. 5). W kwa-
sie a-fenylometoksyoctowym atom tlenu grupy metoksylowej, atom wegla grupy
karbonylowej i proton C(1”)H znajduja si¢ w jednej ptaszczyznie. W estrze ze zwiaz-
kiem pomocniczym o konfiguracji R, grupa fenylowa 2-(R)-pentanolu oddziatuje
z podstawnikiem wigkszym objgtosciowo L, (-CH,-CH,-CH,), powodujac ekranowa-
nie protondéw tej grupy. Jesli zastosujemy (S)-MPA, w otrzymanej pochodnej grupa
fenylowa znajduje sig blizej podstawnika metylowego (L,), sygnat odpowiadajacy
protonowi grupy L, zostaje przesunigty w kierunku wyzszego pola [1].

Warto$ci uzyskanych réznic przesuni¢¢ chemicznych, dla alkoholu o konfigu-
racji R, przedstawiaja sig nastepujaco: A0®L, <0 (-0,09; —0,14; —0,23) i A6*5L, >0
(+0,13). Dla alkoholu o konfiguracji przeciwnej: AG*L, >0 i AS®L, <0.

Uzyskane warto$ci AS®S dla pochodnej z MPA sa wysokie, poniewaz sposrod
dwoch konformerow (sp i ap) tylko jedna z konformacji jest preferowana (sp).
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H,C— 0 CH
,;' g
(S)-MPA /
R)-2-pentanol /C\
"\C o 1 1
\ I
H
I
MPA—C—0—CH"" CHs*01
_023HZC/«CH2-0.09
|
CHz-0,14

Rysunek 5. Okre$lanie konfiguracji absolutnej metoda podwdjnej derywatyzacji alkoholu II-rzgdowego
na przyktadzie 2-(R)-pentanolu
Figure 5. The assignment of an absolute configuration of 2-(R)-pentanol by double derivatization

Estry MTPA wystegpuja w trzech réznych konformacjach, bez wyraznej prefe-
rencji i czgsto z tego powodu wartos$ci roznic przesuni¢é chemicznych sa mate, na
granicy btedu.

Zdecydowanie najlepszym czynnikiem derywatyzujacym jest kwas 9-antrylome-
toksyoctowy. Podobnie jak w przypadku wyznaczania konfiguracji alkoholi pierwszo-
rzedowych, decydujace znaczenie ma pierscien antracenu, ktory wymuszajac okres-
lona konformacje wptywa na zwiekszenie wartosci AGRS [1].

Pozostale reagenty, stosowane jako zwiazki CDAs podczas wyznaczania konfi-
guracji alkoholi, zostaty przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1. Inne czynniki derywatyzujace stosowane podczas wyznaczania konfiguracji absolutne;j
chiralnych alkoholi metoda NMR [13-19]
Tabele 1. Other derivatizing reagents for the assignment of an absolute configuration
of chiral alcohols by NMR [13-19]

Nazwa

Wzor strukturalny

Nazwa

Wzor strukturalny

kwas 2-metoksy-2-(2-
naftylo)octowy (1-
NMA)

kwas 2-metoksy-2-(1-
naftylo)octowy (2-
NMA)

kwas 2-(2-antrylo)-2-
metoksyoctowy (2-
ATMA)

kwas 2-fenylobutanowy
(PBA)

MeQ _cooH
H
H
E i , COOH

kwas 2-cyjano-2-
fluorotoluenooctowy
(CFTA)

kwas 2-cyjano-2-fluoro-
2-fenylooctowy (CFPA)

COOH
COOH MeOr Me
kwas 2-metoksy-2-(1- Me: OMe kwas 2-metoksy-2-(2-
naftylo)propionowy naftylo)propionowy
(MaNP) (MBNP)
COOH
COOH HO. Me
kwas 2-hydroksy-2-(1- Hi e kwas 2-hydroksy-2-(2-
naftylo)propionowy naftylo)propionowy
(HaNP) (HBNP)
COOH
endo-oktahydro-7,8,8- E H
trimetylo-4,7-
kwas 2-fluoro-2-
metanobenzofuran-2-ol OH fenylooctowy (AFPA)
(endo-MBF-OH) o, y y
COOH
COOH

FéCN
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Tabela 1. Ciag dalszy
Table 1. Continuation

Nazwa Wzér strukturalny Nazwa Wzér strukturalny
o]
OH Fl’h o \;r
1,2,3,4-tetra-0- 0~ 1,2,3,4-tetra-O-acetylo- Q
benzylo--D- B-D-glukopiranoza O)I\
glukopiranoza Ph\o Ph gluxop ©
~ °\(|)/

kwas 2’-metoksy-1,1’- “ kwas 3,5-dichloro-2-(1- OO P
_ 0

binaftylo-2- (2-metoksy-1-

karboksylowy naftylo))benzoesowy c COOH
(MBNC) (MNCB) O
kwas (1-(9-
bromoantrylo))2- chlorek N
naftylo- diazacyklofosfamidu o é\p/
karboksylowy (BANA) \Cl

B. Aminy

Kwas MTPA znalazt zastosowanie do okre$lania konfiguracji absolutnej pierw-
szorzgdowych amin z centrum asymetrii w pofozeniu ¢, w stosunku do grupy NH.,.
Kondensacja enancjomerow MTPA i1 aminy o nieznanej konfiguracji prowadzi do
uzyskania dwoch diastereoizomerycznych pochodnych. W celu oznaczenia konfi-
guracji absolutnej, analizuje sie warto$ci ASRS pochodnych. Otrzymane warto$ci
AO®S zawieraja precyzyjna informacje o konfiguracji absolutnej badanej aminy, jesli
otrzymane kondensaty maja $cisle okreslong konformacje¢. W badaniach nad kon-
formacja amidow wazne sa wiazania: CO-NH, Ca-CO oraz Ca-Ph. Czgs$ciowy cha-
rakter podwojny wigzania amidowego prowadzi do powstania dwoch izomerow — Z
i E. Konfiguracja Z jest preferowana. Obrot wokot wigzania Co-CO daje dwa konfor-
mery: sp oraz ap (grupa -CF, w potozeniu syn- lub anti-periplanarnym, w stosunku
do wiazania -CO). Rezultatem rotacji wokot wigzania Ca-Ph jest mozliwos¢ uzyska-
nia jednej sposrod trzech mozliwych orientacji grupy fenylowej, lezacej w jednej
plaszczyznie z wigzaniem Ca-OMe, Co-CO lub Co-CF,. Otrzymany amid wyste-
puje preferencyjnie w jednym sposrdd szesciu izomeréw — w konformerze syn-pe-
riplanarnym, w ktorym grupa fenylowa lezy w jednej plaszczyznie z wigzaniem
Co-OMe [1,20].

W amidzie (R)-MTPA, powstatym w wyniku derywatyzacji z odpowiednia aming
pierwszorz¢dowaq o konfiguracji S, np. z estrem metylowym leucyny (Rys. 6), pod-
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stawnik L, (-CH,CH(CH,)CH,) jest ekranowany przez grupg fenylowa, natomiast
w pochodnej z (S)-MTPA ma miejsce sytuacja odwrotna — podstawnik L, (-CO-
OCH,) jest ostonigty przez grupg fenylowa i dlatego sygnaly protonow grupy L, sa
przesunigte w kierunku wyzszego pola [1]. Réznice wartosci przesunig¢ chemicz-
nych dla pochodnej L-leucyny wynosza: AG®L, <0 (-0,15;-0,03;-0,071;-0,111),
AS®L, >0 (+0,021).

A 6R5

(o]
/!
C—OCH3 +0,021

o]

Il c
~
MTPA—C—N FL\ i
H,C—CH—CH;-0,111
0,015
0,03 CHj

Rysunek 6. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda podwdjnej derywatyzacji aminy I-rzgdowej,
na przyktadzie estru metylowego L-leucyny z MTPA
Figure 6. The assignment of an absolute configuration of L-leucine methyl ester with MTPA
by double derivatization

Do wyznaczenia konfiguracji o~chiralnych amin znalazt rowniez zastosowanie
kwas MPA. Podobnie jak podczas analiz z wykorzystaniem kwasu MTPA, przepro-
wadza si¢ reakcje podwdjnej derywatyzacji, prowadzaca do uzyskania diastereoizo-
merow z (R)-MPA i (S)-MPA. W uzyskanej pochodnej bardziej preferowana jest
konformacja ap-Z (grupa -OCH, w potozeniu ap, w stosunku do grupy karbonylo-
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wej), w ktorej grupa fenylowa wykazuje wspotptaszczyznowos¢ z wigzaniem Co-H.
W amidzie (R)-MPA z estrem metylowym L-leucyny (Rys. 7) podstawnik L, jest
ckranowany, podczas gdy w diastereoizomerze z (S)-MPA podstawnik L, znajduje
si¢ w bliskim sasiedztwie pierScienia fenylowego (odwrotnie niz z MTPA). Wartosci
wyznaczonych réznic przesuni¢¢ chemicznych, w tym konkretnym przypadku, przed-
stawiaja si¢ nastgpujaco: AS®L, > 0 (+0,07; +0,07; +0,083; +0,128), A6"® L, <0
(-0,061) [1].

H

@)

ASRS
o
/
C—0CH3-0,061
ﬁ 3
C
-
MPA—C—H [ +0.083
H,C— CH—CH3 +0,128
+0,07
+0,07 CHs

Rysunek 7. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda podwojnej derywatyzacji aminy I-rzgdowe;j,
na przyktadzie estru metylowego L-leucyny z MPA
Figure 7. The assignment of an absolute configuration of L-leucine methyl ester with MPA
by double derivatization

Inne reagenty pomocnicze, stosowane w oznaczaniu konfiguracji amin pierwszo-
rzedowych, zostaty zebrane w Tabeli 2.
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Tabela 2. Inne chiralne czynniki derywatyzujace stosowane
podczas wyznaczania konfiguracji absolutnej chiralnych amin metoda NMR [1, 20-23]
Tabele 2. Other chiral derivatizing reagents for the assignment of an absolute configuration
of chiral amines by NMR [1, 20-23]

Nazwa Wzér strukturalny

Me
H
1-fluoro-2,4-dinitrofenylo-5-fenyloetyloaminy (FDPEA) :

O
ON NO,

COOH
F CN
kwas 2-cyjano-2-fluoro-2-p-toluenooctowy (CFTA)
Me
Boc\N,H
Boc-fenyloglicyna (BPG
yloglicyna (BPG) HENCoon

Ph

Konfiguracja absolutna drugorzedowych amin z centrum stereogenicznym
w pozycji o lub B, w stosunku do podstawionej grupy aminowej, jest wyznaczana
najczesciej przy uzyciu MTPA [9].

Zamrozenie konformacji poprzez usztywnienie wigzan w otrzymanym diastereo-
izomerze (efekt steryczny) prowadzi do przesunigcia rownowagi konformacyjne;j
w kierunku jednego z rotametrow. Diastereoizomery, np. (R)-2-metylopiperydyny,
wystepuja preferencyjnie w konformacji sp (Rys. 8). Aksjalna grupa metylowa (C-2)
w pochodnej 2-metylopiperydyny z (S)-MTPA jest bardziej ekranowana niz z (R)-
MTPA, podczas gdy sygnaly protonéw przy trzecim atomie wegla przesunigte sa
w kierunku wyzszego pola w diastereoizomerze z (R)-MTPA.

W rezultacie, warto$¢ AORS dla drugorzedowej aminy o konfiguracji R jest ujemna
dla grupy C-2-CH, i dodatnia dla protonu przy C-3 [1].
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Rysunek 8. Diastereoizomer MTPA z (R)-2-metylopiperydyna
Figure 8. Diastereoisomer MTPA with (R)-2-methylpiperidine

C. Kwasy karboksylowe

Kwasy karboksylowe, dla ktorych okreslano konfiguracjg absolutna, to glow-
nie zwiazki z centrum stereogenicznym w pozycji o.

Podczas analizy konfiguracyjnej kwasow karboksylowych istotny wplyw na
konformacjg otrzymanej pochodnej ma wigzanie @, (Ca-CO), wokot ktorego rota-
cja generuje dwa glowne konformery ap i sp. R6wnowaga konformacyjna przesu-
nigta jest wyraznie w kierunku jednego z rotametrow wowczas, gdy uzyskana po-
chodna jest estrem. W przypadku gdy diastereoizomer jest amidem, nie ma jedno-
znacznie okreslonej preferencji.

Jednym z najczesciej stosowanych czynnikoéw derywatyzujacych w badaniach
nad okresleniem konfiguracji kwaséw karboksylowych jest 2-hydroksy-2-(9-antry-
lo)octan etylu (9-AHA) [24].

a-Chiralne kwasy, np. kwas (S)-2-metylobutanowy, daja w potaczeniu z 9-AHA
stabilny estrowy konformer — ap (Rys. 9). W pochodnej kwasu o konfiguracji S
z (R)-9-AHA podstawnik L, (-CH,CH,) jest ostonigty. W przypadku estru powsta-
tego z (S)-9-AHA, ekranowany przez pierscien antracenu jest podstawnik L, (-CH,).
Wartosci roznic przesuni¢¢ chemicznych dla podstawnika wigkszego objetosciowo
sa ujemne (-0,16; —0,10; —0,09), natomiast dla grupy metylowej AS®S jest dodatnie
(+0,10) [1].

Kondensacja chiralnych kwasow karboksylowych z amidem dimetylofenylogli-
cyny (PDGA) i estrem metylowym fenyloglicyny (PGME) jako czynnikéw pomocni-
czych, daje diastereoizomeryczne amidy. Dla S izomeru kwasu 2-metylobutanowego,
podobnie jak w pochodnej z 9-AHA, podstawnik L, jest w wigkszym stopniu ekrano-
wany w amidzie (S)-PDGA (lub (S)-PGME), niz w amidzie z (R)-PDGA ((R)-
PGMA), dlatego wartosci AG®L, >0, a AG®L, <0 [1].
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H

wy: Ca-CO

A BRS

o CHs*0.10

i - -0,16/-0,10
AHA g\o/c Ci-_c\Hz 16
H CHj3 -0,09
Rysunek 9. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda podwdjnej derywatyzacji o~chiralnego kwasu

karboksylowego, na przyktadzie kwasu 2-(S)-metylobutanowego
Figure 9. The assignment of an absolute configuration of 2-(S)-methylbutane acid by double derivatization

Inne chiralne zwiazki derywatyzujace, wykorzystywane w celu okreslenia konfi-
guracji absolutnej kwasow karboksylowych, zostaty przedstawione w Tabeli 3.
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Tabela 3. Inne czynniki derywatyzujace stosowane podczas wyznaczania konfiguracji absolutne;j
a~chiralnych kwasow karboksylowych metoda NMR [1, 24-27]
Tabele 3. Other derivatizing reagents for the assignment of an absolute configuration
of o-chiral carboxilic acids by NMR [1, 24-27]

Nazwa Wzo6r strukturalny Nazwa Wzér strukturalny

Logaie (o Oadiydroamio) .
ihydroantrylo))etano O ctanol ; 3
OH

(e
H
OH

@\50 Ha 1-fenyloprop-2-en-1-ol @}(—

OHH
6}
1-(naftylo)etanol ester metylowy kwasu @_‘25
migdatowego
H oH

HO™ H

OH

1-fenyloetanol

1,1’-binaftylo-8,8’-diol

OH
o I

1,2,3,4-tetrahyronaftalen-1-ol

1.2 POJEDYNCZA DERYWATYZACJA

Dotychczas opisywane metody, zmierzajace do wyznaczenia konfiguracji abso-
lutnej za pomoca NMR, wymagaty zastosowania dwoch chiralnych czynnikow, pod-
czas gdy zastosowanie pojedynczej derywatyzacji wymaga uzycia tylko jednego
chiralnego czynnika [1].

Metoda pojedynczej derywatyzacji w badaniach stereochemicznych ma ogra-
niczony zakres, stosuje si¢ ja gtéwnie do wyznaczania konfiguracji absolutnej alko-
holi drugorzedowych, z udziatem 9-AMA jako czynnika derywatyzujacego. Duzy
objetosciowo podstawnik antracenu w chiralnym zwiazku pomocniczym umozliwia
wystepowanie otrzymanego diastereoizomeru w $ci§le okreslonej konformacji [10].

W przypadku gdy wyjsciowy alkohol drugorzedowy posiada konfiguracje R,
np. (R)-sec-butanol (Rys. 10), w estrze powstalym w wyniku syntezy z (R)-9-AMA
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protony grupy L, (-CH,CH,) sa ekranowane przez pierscien antracenu. Sygnaty proto-
néw podstawnika L, zostaja przesunigte w kierunku wyzszego pola, natomiast pro-
tony grupy L, (-CH,) zostaja przesunigte w kierunku pola o nizszym natgzeniu. Dla-
tego warto$¢ A0*® L, jest duzo wigksza od AS** L, (A6** L, =0,59; 0,78, AG*L, =
0,03). Sytuacje¢ przeciwna mozna zaobserwowac, gdy alkohol skondensuje si¢ z (S)-
9-AMA; wowczas AG*L << A6*L, (A6**L, = 0,04; 0,12, AS**L, = 0,50) [1].

Rysunek 10. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda pojedynczej derywatyzacji
na przyktadzie (R)-sec-butanolu
Figure 10. The assignment of an absolute configuration of (R)-sec-butanol by single derivatization

MPA w procesie pojedynczej derywatyzacji stosuje si¢ rzadziej, poniewaz uzys-
kane pochodne z MPA nie wykazuja wyraznej preferencji konformacyjnej [1, 9].
W celu uzyskania znacznej przewagi w kierunku jednego z rotamerdéw, mozna obni-
zy¢ temperaturg probki (metoda stosowana podczas badania konfiguracji alkoholi
II-rzedowych) lub selektwnie chelatowa¢ jeden z konformeréw (metoda stosowana
podczas badania konfiguracji alkoholi i amin I-rzgdowych).

Obnizenie temperatury probki przesuwa rownowage w kierunku konformeru
sp. Badania spektroskopowe pojedynczego diastereoizomeru MPA przeprowadza
si¢ w dwoch roéznych temperaturach. Okreslenie konfiguracji sprowadza si¢ do
wyznaczenia AS T, T, ktére definiuje sig jako roznice przesunig¢ chemicznych uzys-
kanych w temperaturze T, i T, (T, > T,) (A8 T, T, = przesunigcie chemiczne uzyskane
w wyzszej temperaturze T, minus przesunigcie chemiczne wyznaczone w tempera-
turze nizszej T,) [1].

Drugim sposobem umozliwiajacym kontrolg rownowagi konformacyjnej w roz-
tworze jest dodanie do uzyskanej pochodnej soli baru (II).

Dwuwarto$ciowy jon baru pehi rolg czynnika chelatujacego, stabilizuje jeden
z konformerow estru MPA (preferowany konformer sp) poprzez koordynacyjne wia-
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zanie z atomami tlenu (grupa karboksylowa i metoksylowa). W trakcie badania otrzy-
muje si¢ dwa widma NMR: widmo czystej pochodnej oraz widmo pochodnej skom-
pleksowanej z jonem baru. W celu okreslenia konfiguracji, wyznacza sig roéznice
pomigdzy warto$cia przesunigcia chemicznego danej grupy wolnej pochodnej, a war-
to$cia przesunigcia chemicznego poderywatyzacyjnego zwiazku, potaczonego z dwu-
warto$ciowym jonem baru A% (§(MPA-ester) — 0 (MPA-ester + Ba?")). Okresle-
nie konfiguracji absolutnej nie jest mozliwe, jesli podstawnik L, i (lub) L, wyjscio-
wego zwiazku wchodzi w interakcje z jonami baru [28, 29].

2. CHIRALNE CZYNNIKI POMOCNICZE CLSRs I CSAs

Chiralne czynniki pomocnicze CLSRs i CSAs tworza z analitem wiazania koor-
dynacyjne, dodanie ich do zwiazku organicznego powoduje, analogicznie jak w pro-
cesie derywatyzacji, przesunigcie sygnatow protonow grup donorowych w kierunku
wyzszego lub nizszego pola. Chiralne czynniki CLSRs to zwiazki metaloorganiczne
zawierajace sze$ciokoordynacyjny lantanowiec [8].

W Tabeli 4 zostaty przedstawione najwazniejsze, przyktadowe zwiazki typu
CLSRs stosowane w metodzie NMR.

Tabela 4. Przyklady chiralnych czynnikow lantanowych [8]
Tabele 4. Chiral lanthanide shift reagents [8]

Nazwa Skrot Wzoér strukturalny
tert-butylohydroksymetyleno-d-kamforan Eu(pve)s
europu
trifluorohydroksymetyleno-d-kamforan l;:)l:((ttg )) 3//

f 3
europu/ prazeodymu/ iterbu Yb(tfc)s
heptafluorohydroksymetyleno-d-kamforan ][E,lrl((}}:ffs)) 3//

. 3
europu/ prazeodymu/ iterbu Yb(hfc);
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Tabela 4. Ciag dalszy
Table 4. Continuation

Nazwa Skrot Wzér strukturalny

1-hydroksy-1,3-bis-(1,4,5,5-
tetrametylocyklopentylo)-3-oksopropenylan Eu(dem); o
europu |

Chiralne czynniki lantanowe znalazty zastosowanie podczas badan nad czystos-
cia enancjomeryczng chiralnych kwasow karboksylowych, amin, alkendw i arenow.
W przypadku niektorych analiz, obok CLSRs, do roztworu dodaje sig takze achiralne
czynniki kompleksujace, np. sole srebra.

Chiralne czynniki solwatujace tworza z enancjomerami koordynacyjne diaste-
reoizomery. Istotne znaczenie w okreslaniu konfiguracji absolutnej i czystosci enan-
cjomerycznej, podobnie jak w przypadku CLSRs, ma trwato$¢ utworzonego kom-
pleksu. Wartosci A8 diastereoizomeréw z CSAs, w poréwnaniu z trwatymi kowa-
lencyjnymi kondensatami, sa niewielkie, dlatego w celu zwigkszenia tych wartosci,
stosuje si¢ aparaty NMR o wysokiej rozdzielczosci. Dodatkowo, zastosowanie niepo-
larnych rozpuszczalnikow (CDCI,, CCl,, C H,) wptywa na zwigkszenie efektu anizo-
tropowego (efekt silnego ekranowania protonow), a tym samym wartosci AS. W roz-
puszczalnikach polarnych solwatacja powoduje, ze roznice w wartosciach przesu-
nig¢ chemicznych sa na granicy btedu [8,30].

Niektore zwiazki CSAs, wykorzystywane w badaniach nad konfiguracja zwiaz-
kéw chiralnych 1 ich czysto$cia enancjomeryczna, zostaly przedstawione w Tabeli 5.
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Tabela 5. Przyktady czynnikow solwatujacych [1, 8]
Tabele 5. Chiral solvating agents [1, 8]

Nazwa

Wzér
strukturalny

Nazwa

Wzor
strukturalny

1,2-difenylo-
diaminoetan

2-naftylo-etyloamina

H O ph
F3C OH | " O,N H
ester metylowy kwasu N
1-(9-antrylo)-2,2,2- fenylo-(3,5-dinitro- H COOMe
trifluoroetanol . .
benzoilo)aminooctowego
NO,
Q Ph
HO. 0} ON
kwas 0 3,5-dinitrobenzoilo- HNXMe
acetylomigdatowy fenyloetyloamina
H
NO,
NH,

3. NOWE KIERUNKI W OKRESLENIU KONFIGURACJI ABSOLUTNEJ

Podczas okre$lania konfiguracji chiralnych atomow wegla czgsto wykorzystu-
je si¢ sprzezone metody analityczne, np. HPLC-NMR (Rys. 11). Zastosowanie HPLC
umozliwia rozdzielenie enancjomerow. Jezeli aparatura pozwala na bezposrednie
oznaczenie widma NMR otrzymanych pikow (np. A i B), mozna liczy¢ na nowe,
szybkie metody znalezienia konfiguracji chiralnego atomu wegla.

Metoda ta umozliwia wyznaczenie konfiguracji absolutne;j:

a) mieszaniny enancjomerdow (racemat), przez dodanie czynnika derywatyzu-

jacego R Iub S (np. (S) lub (R)-9-AMA), a nastepnie rozdzial uzyskanych
pochodnych (przy uzyciu HPLC) i analizg spektroskopowa uzyskanych pikow,

b) pojedynczych enancjomerow, przez uzyskanie diastereoizomerycznych pochod-

nych z chiralnymi czynnikami pomocniczymi zmieszanymi w stosunku molo-
wym 3:1, rozdzial na semipreparatywnej kolumnie i analiz¢ 'H NMR.

Najczesciej w metodzie HPLC-NMR stosuje si¢ 9-AMA [1, 31].
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Rysunek 11. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda HPLC-NMR
Figure 11. The assignment of an absolute configuration by HPLC-NMR

Inna metoda, umozliwiajaca szybkie i precyzyjne okreslenie konfiguracji abso-
lutnej jest metoda ,,mix and shake” (Rys. 12). W ciagu kilku minut mozna uzyskac
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informacj¢ o wlasciwosciach stereogenicznych atomu wegla, nie wykonujac przy
tym zadnych dodatkowych metod separacyjnych [1, 7].

Z = -NHy, -OH
0 0
H [l [l
; c

£
R'I RZ
\ : /
!
o H
c c NMR -
@5\‘2/ ;Ci — @ =
L R, R, \L1

gdzie:

R; = H; Ry = OMe (MPA)
R, = CF3; R, = OMe (MTPA)
R = H; R, = NHBoc (BPG)

chiralny czynnik
pomocniczy

Rysunek 12. Okreslanie konfiguracji absolutnej metoda ,,mix and shake”
Figure 12. The assignment of an absolute configuration by ,,mix and shake” method

Do niewielkiego uktadu reakcyjnego, w ktérym znajduje si¢ przytwierdzony do
statego podtoza chiralny czynnik derywatyzujacy, wprowadza sig substrat, dla kto-
rego okresla si¢ konfiguracje absolutna. Cato$¢ miesza si¢ i wstrzasa. Uzyskuje si¢
trwate potaczenie substrat — chiralny czynnik pomocniczy. Nastgpnie otrzymany
kondensat zostaje uwolniony ze statego podtoza do roztworu. Otrzymana pochodna
jest analizowana za pomocg techniki NMR 1, na podstawie wyznaczonych warto$ci
AS®S, uzyskuje sig informacj¢ o konfiguracji absolutne;.

Metoda ,,mix and shake” okresla si¢ konfiguracj¢ absolutng czystych optycznie
enancjomerow poprzez zastosowanie:

* pojedynczych chiralnych czynnikow derywatyzujacych o okreslonej konfigu-

racji (R Iub S),
* mieszaniny dwdch optycznie czynnych izomeréw chiralnych czynnikdéw
derywatyzujacych, zmieszanych w stosunku 1:2.
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Analiza konfiguracyjna chiralnego atomu wegla w aminach pierwszorzedowych
trwa okoto 5 minut, natomiast do wyznaczenia konfiguracji alkoholi drugorzedo-
wych potrzeba kilka godzin. Niezaprzeczalnym atutem tej metody jest uzycie nie-
wielkiej iloéci substratu do analizy (< 0,5 mg substratu).
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Dr Anna Sadowska-Rociek ukonczyta studia magister-
skie z chemii na Wydziale Chemii Uniwersytetu Jagiellon-
skiego, gdzie nastgpnie, w latach 2003-2007, odbywata
stacjonarne studia doktoranckie z chemii. Rozprawe dok-
torska poswigcita problematyce oznaczen metoda chroma-
tografii gazowej (GC-FID, GC-MS oraz nGC-MS) lot-
nych zwiazkéw organicznych, emitowanych ze sktado-
wisk odpadoéw komunalnych, odpowiedzialnych za uciaz-
liwo$¢ zapachowa. Stopien doktora nauk chemicznych
w zakresie chemii analitycznej i ochrony srodowiska uzys-
kata w czerwcu 2007 1.
Obecnie pracuje w Matopolskim Centrum Monitoringu
i Atestacji Zywnos$ci Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kottataja w Krakowie.
Jej badania dotycza m.in. opracowania metod oznaczen zwiazkow zapachowych
a takze zanieczyszczen w zywnosci, z wykorzystaniem chromatografii gazowe;j
(GG/MS, GCxGC/TOF-MS).

Dr Magdalena Kurdziel jest asystentem na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego. W dotychczasowej
pracy naukowej zajmowala si¢ problematyka oznaczen
lotnych zwiazkow organicznych, gtownie lekkich nieme-
tanowych weglowodorow, w powietrzu atmosferycznym
oraz metodami pobierania i dynamicznego wzbogacania
probek powietrza. Prowadzita rowniez oznaczania roz-
puszczalno$ci weglowodorow C~C, w cieklym azocie
i cieklym argonie w temperaturach wrzenia.
Obecnie pracuje w Zespole Kriogeniki i Chemii Spo-
zywczej na Wydziale Chemii UJ. Kontynuuje badania nad
oznaczaniem lotnych zwiazkoéw organicznych metoda GC i pracuje nad badaniem
wplywu niskich temperatur na strukturg ziarna skrobi modyfikowanych.
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ABSTRACT

Communal management facilities like composting plants or landfills are found
to be significant sources of air pollution in the environment. Air pollution is caused
by chemical compounds that are naturally generated during biological decomposi-
tion of organic waste. Most of these substances belong to the volatile organic com-
pounds (VOC). They can be classified into the groups: aliphatic and aromatic hydro-
carbons, alcohols, aldehydes, ketones, acids, esters, chlorinated hydrocarbons and
sulphur and nitrogen containing compounds. Their emissions to the atmosphere cause
serious environmental concerns like potential health hazards, global warming, ozone
layer damage and finally unpleasant odours that are the most important nuisance to
citizens living in the vicinity of communal management objects. In the recent years
the growing public concern about living conditions and the state of environment has
resulted in the development of new analytical approaches suitable for monitoring
and examining the volatile organic compounds in the air.

This article provides a review of the most frequently employed gas chromatogra-
phic methods used for determination of air pollutants emitted from communal mana-
gement facilities. Gas chromatographs equipped with various types of columns and
detectors (FID, PID) and coupled with mass spectrometers (GC/MS), olfactory detec-
tion port (GC/ODP) remain nowadays the most widely used and very suitable devi-
ces to investigate the presence and concentration of landfill odorants in the air [1-3].

In the article the above-mentioned methods are summarized and discussed.

The sampling technique in the analysis of gases is often the crucial point of the
whole procedure. The most popular techniques of sample preparation including dyna-
mic and passive enrichment on sorbents, followed by thermal desorption or extrac-
tion, solid-phase microextraction (SPME) or the modern approaches like use of the
flux chamber [4, 5] are also described.

Finally, the review covers the topic of miniaturization of gas-chromatographic
instruments. Micro gas chromatographs (LGC) and portable gas chromatographs
provide the possibility of on-site analysis without the risk of sample contamination
or destruction. They are easy to operate and work on-line, giving immediate results,
which permit to monitor the level of pollution in the real time and follow the time
evolution of landfill emissions [6].

In the Table 1 some examples of volatile organic compounds determination
recently carried out in different places of the world are presented.

Keywords: communal management facilities, gas chromatography, air sampling,
microchromatography, air pollution

Stowa kluczowe: obiekty gospodarki komunalnej, chromatografia gazowa, pobiera-
nie probek powietrza, mikrochromatografia, zanieczyszczenia powietrza
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WSTEP

Obiekty gospodarki komunalnej, takie jak sktadowiska odpadow komunalnych,
oczyszczalnie $ciekow, kompostownie, ze wzglgdu na rodzaj prowadzonej w nich
dziatalnosci, naleza do istotnych zrédet zanieczyszczen powietrza. Zanieczyszcze-
nia powstaja podczas rozktadu materii organicznej, obecnej w odpadach, §ciekach
oraz w komposcie. Do gazowych produktéw rozktadu naleza przede wszystkim:
weglowodory alifatyczne i aromatyczne oraz ich fluorowcopochodne, alkohole, alde-
hydy i ketony, kwasy organiczne, organiczne zwiazki azotu i siarki oraz zwiazki
nieorganiczne (np. amoniak).

Emisje tych zwiazkéw sa bardzo uciazliwe dla srodowiska — wiele z nich to
gazy cieplarniane lub przyczyniajace si¢ do niszczenia warstwy ozonowej. Maja
negatywny wplyw na organizmy zywe — cz¢$¢ z nich jest toksyczna, a niektore charak-
teryzuja si¢ rowniez nieprzyjemnym zapachem, co pogarsza jako$¢ powietrza w oto-
czeniu tego typu obiektow.

W praktyce badawczej do oznaczania w powietrzu zwiazkéw emitowanych ze
sktadowisk odpadow i kompostowni najczgsciej wykorzystywane sa metody fizyko-
chemiczne [7], oparte na pomiarach wtasciwosci fizycznych i chemicznych zwiaz-
kéw, gtownie chromatografia gazowa, rzadziej metody spektralne.

Do badan zapachowych zanieczyszczen powietrza stosuje si¢ rowniez metody
olfaktometryczne, ktore pozwalaja na pomiar stezenia zapachowego mieszanin odo-
rantow (zwiazkdéw odoroczynnych) oraz oceng jakosciowych cech wrazenia: inten-
sywnosci i rodzaju zapachu oraz jego jako$ci hedonicznej [1-3, 8—12]. Inna, mnie;j
rozpowszechniong technika jest tzw. nos elektroniczny — ztozony z specjalnie przy-
gotowanych zestawow czujnikow, nasladujacych dziatanie ludzkiego nosa [13—15].

Poniewaz wigkszo$¢ substancji emitowanych z obiektow gospodarki komunal-
nej nalezy do grupy lotnych zwiazkéw organicznych, ich pelng analiz¢ jako$ciowa
iiloSciowa w roznych zakresach st¢zen mozna wykona¢ metoda chromatografii gazo-
wej. W potaczeniu z odpowiednimi technikami pobierania probek i wzbogacania
analitow oraz warunkami analizy, chromatografia gazowa pozostaje obecnie najpo-
pularniejsza metoda badan lotnych zanieczyszczen powietrza.

W artykule oméwiono poszczegdlne etapy oznaczania gazowych zanieczysz-
czen powietrza pochodzacych z obiektow gospodarki komunalnej. Cato$¢ zilustro-
wano wybranymi przyktadami badan na sktadowiskach odpadow i w kompostow-
niach (Tab. 1).
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1. TECHNIKI POBIERANIA PROBEK POWIETRZA

Do pobierania probek powietrza najczgsciej stosuje si¢ techniki polaczone z row-
noczesnym wzbogacaniem analitow na odpowiednim sorbencie, co jest konieczne
ze wzgledu na ich niskie stgzenia w powietrzu (zazwyczaj ponizej granicy wykry-
walnosci stosowanych urzadzen analitycznych). Do takich technik naleza:

* metody dynamiczne — polegaja na przepuszczaniu strumienia badanej probki
powietrza przez rurke z sorbentem, na ktorym zatrzymywane sa anality, przy
czym ruch powietrza jest wymuszony poprzez zastosowanie pompy aspira-
cyjnej [16]. Metody dynamiczne byly dotychczas najcz¢sciej stosowane do
pobierania probek powietrza znad sktadowisk [4, 5, 10, 15, 17-23];

* metody pasywne — zanieczyszczenia gazowe docieraja do wngtrza prob-
nika, dzigki samorzutnej dyfuzji lub permeacji, przez potprzepuszczalna
membrang i tam ulegaja zatrzymaniu na odpowiednim sorbencie [24]. Prob-
niki pasywne wykorzystane byty w badaniach na sktadowiskach w Wielkiej
Brytanii [18] i we Francji [22];

+ zastosowanie komory przeplywowej (ang. flux chamber). Do komory
o ustalonej pojemnosci, ustawionej w miejscu pobierania probki, doprowa-
dzany jest strumien oczyszczonego na filtrze powietrza. Powoduje to wymu-
szenie ruchow powietrza w komorze i wymieszanie doprowadzonego gazu
z gazami emitowanymi z badanej powierzchni. Mieszanina gazow jest nastgp-
nie zasysana przez pompg, a anality sa adsorbowane na odpowiednim typie
adsorbentu [7]. Komorg przeptywowa wykorzystano do pobierania probek
powietrza z kompostowni w Belgii [11] 1 znad sktadowiska odpadow komu-
nalnych w Izmirze w Turcji [5].

+ inne metody pobierania probek powietrza — jezeli proces wzbogacania
odbywa si¢ w laboratorium, probki powietrza pobiera si¢ w terenie do wor-
kéw o odpowiedniej pojemnosci, wykonanych z tworzyw sztucznych (np.
Tedlar, Nalophan). Tak pobrane probki przetransportowane do laboratorium
moga by¢ nastgpnie wzbogacane np. technika mikroekstrakcji do fazy statej
(SPME). W technice tej anality obecne w ciektej probce lub w parach nad
jej powierzchnia sa adsorbowane na wtdknie pokrytym odpowiednia faza
stacjonarng i zamknigtym w mikrostrzykawce. Zaadsorbowany analit jest
przenoszony do dozownika chromatografu gazowego, gdzie nastgpuje jego
desorpcja termiczna [25]. Technike t¢ wykorzystano do wzbogacania anali-
tow obecnych w powietrzu nad sktadowiskiem we Wtoszech [4].
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2. STOSOWANE ADSORBENTY I UWALNIANIE ZATRZYMANYCH
ANALITOW

Dobor odpowiedniego adsorbenta umozliwia proces zatrzymywania analitow
oraz ich desorpcje z uzyskaniem wysokiego stopnia selektywnosci pobieranej probki.
Przy wyborze adsorbenta uwzglednia si¢ jego pojemnos$¢ sorpcyjna, stosowana
metodg desorpcji oraz mozliwo$¢ zachodzenia zmian chemicznych zaadsorbowa-
nych zwiazkéw w czasie przechowywania probki. Do wzbogacania zwiazkow orga-
nicznych obecnych w powietrzu nad sktadowiskami najczesciej stosuje si¢ wegiel
aktywny [1, 10, 22], wegiel grafityzowany (Carbotrap B i C) [18, 21, 23], sita weg-
lowe (Carbosieve) [18, 21, 23], polimery porowate (Chromosorby, Tenaxy: TA, GC,
GR) [1-3, 11, 17-20, 23], ditlenek krzemu w postaci zelu [26].

Zatrzymane na sorbencie zwiazki uwalnia si¢ nastgpnie poprzez ekstrakejg roz-
puszczalnikiem (z wegla aktywnego) lub poprzez desorpcjg termiczng (z sorben-
tow: Carbosieve, Tenax, Chromosorb). Desorpcja z uzyciem rozpuszczalnika, kto-
rym jest najczesciej disiarczek wegla, jest technika prosta, dajaca mozliwos¢ powto-
rzen oznaczen, jednak jej wada jest koniecznos¢ stosowania niektorych toksycz-
nych rozpuszczalnikow oraz ryzyko straty analitow podczas desorpcji i rozcienczen.
W badaniach lotnych zwiazkéw organicznych czgséciej korzysta si¢ z desorpcji ter-
micznej, gdzie probka nie jest rozcienczana, a caty proces odbywa si¢ automatycz-
nie w desorberze [27].

3. KOLUMNY CHROMATOGRAFICZNE I DETEKTORY

Do analizy lotnych zwiazkéw organicznych stosuje sig gtdéwnie kolumny kapi-
larne z wypelnieniem niepolarnym lub stabo polarnym. Sa to najcz¢sciej fazy cie-
kte: metylosilikony (polisiloksany) (OV-1, HP-1, BP-1) [6, 11, 17-19, 21, 22], feny-
lometylosilikony (CP-Sil-8 CB, DB-5, HP-5) [1-4, 10, 15, 20], fazy przeznaczone
do oznaczen zwiazkow lotnych (HP-VOC, DB-502) [19, 23], glikol polietylenowy
(Supelcowax-10) [22] oraz adsorbenty organiczne: polistyren-diwinylobenzen (PORA
Plot Q) [4]. W celu lepszego rozdzielenia chromatografowanych substancji, analize
prowadzi si¢ przy programowanej temperaturze termostatu kolumny (przewaznie
od 35°C do 240°C).

Do detekcji wykorzystuje sig nastgpujace detektory: plomieniowo-jonizacyjny
(FID) [1, 5, 11, 18, 21], foto-jonizacyjny (PID) [19, 22] oraz ptomieniowo-fotome-
tryczny do analizy zwiazkéw siarki (FPD-S) [5]. Identyfikacja zwiazkoéw rozdzielo-
nych na kolumnie i trafiajacych do danego detektora odbywa si¢ zazwyczaj przez
poréwnanie ich czaséw retencji z czasami retencji odpowiednich wzorcow.
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4. WARIANTY CHROMATOGRAFII GAZOWEJ

4.1. SPRZEZENIE CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
ZE SPEKTROMETRIA MAS (GC-MS)

Sprzezenie GC-MS pozwala na pelng analizg jakosciowa i ilosciowa powietrza
zanieczyszczonego lotnymi zwigzkami organicznymi: zwiazki rozdzielone na kolum-
nie chromatograficznej trafiaja do spektrometru mas, ktory dokonuje ich identyfi-
kacji na podstawie widm masowych, czyli zapisu intensywno$ci wyst¢gpowania
poszczegblnych jonow w funkcji ich masy. Identyfikacje ta utatwiaja biblioteki widm
masowych zwiazkow (Wiley, NIST), dostgpne wraz z odpowiednim oprogramowa-
niem komputerowym. Wykres catkowitego pradu jonowego (ang. Total lon Cur-
rent), w funkcji czasu retencji, jest chromatogramem masowym (TIC, ang. Total lon
Chromatogram), podobnym do klasycznego chromatogramu i stanowi podstawe
analizy ilosciowe;.

W sprzezeniu GC-MS wykorzystuje si¢ odpowiednio przystosowane chroma-
tografy gazowe. Modyfikacja dotyczy gtéwnie kolumn — do analizy metoda GC-MS
stosuje si¢ specjalne kolumny, na przyktad HP-5 MS, ktére zazwyczaj zawieraja
usieciowane fazy ciekte. Najwazniejszym urzadzeniem w sprzgzeniu GC-MS jest
interfejs — element taczacy chromatograf gazowy ze spektrometrem mas. Jego zada-
niem jest redukcja cisnienia gazu no$nego (w chromatografie gazowym rzgdu 100 kPa,
w spektrometrze mas — 0,01 Pa), przez jego czgSciowe usunigcie, przy jak najmniej-
szych stratach analitu. W sprzgzeniu GC-MS jonizacja czasteczek odbywa si¢ naj-
czgSciej za pomoca strumienia elektronéw (EI), za$ jako analizator jonow przewaz-
nie jest stosowany analizator kwadrupolowy [28].

Obecnie tg technike gtéwnie uzywa si¢ do oznaczen gazowych zanieczyszczen
powietrza w obiektach gospodarki komunalnej [1-4, 6, 10, 11, 15, 17-20, 22, 23].

4.2. MIKROCHROMATOGRAFIA GAZOWA (nGC)

Do analiz zanieczyszczen powietrza in situ stuza takze przeno$ne miniaturowe
chromatografy i mikrochromatografy gazowe [29, 30]. Urzadzenia te umozliwiaja
pomiar stgzen analizowanych substancji w bardzo matych probkach analitycznych,
dzigki znacznemu zmniejszeniu rozmiaréw uktadu przeptywowego. W mikrochro-
matografach gazowych stosowane sa odpowiednio przystosowane kolumny kapi-
larne o dlugosci zazwyczaj do 10 m i malej $rednicy wewngetrznej. Zaleta metody
jest krotki czas analizy (rzedu kilku minut), niewielkie zuzycie odczynnikéw i same;j
probki oraz brak konieczno$ci transportu pobranych probek do laboratorium, co
pozwala unikna¢ ryzyka ich zanieczyszczenia lub rozktadu. Dzigki niewielkiemu
czasowi trwania calej procedury analitycznej, rezultaty otrzymuje si¢ w czasie rzeczy-
wistym, co jest szczegodlnie przydatne przy obserwacji zmian stezen wybranych
zwiazkow w pomiarach ciagtych [30].
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Miniaturyzacja uktadu pomiarowego wprowadza jednak pewne ograniczenia,
przede wszystkim brak mozliwo$ci zastosowania niektorych detektorow oraz pro-
gramowanej temperatury termostatu kolumny. Jako detektory wykorzystywane sa
najczesciej FID, PID i TCD. Powoduje to, iz granica wykrywalnosci zwiazkow uzys-
kiwana w UGC jest zazwyczaj wyzsza, w porownaniu z klasyczna chromatografia
gazowa. Z reguty wigc tego typu urzadzenia uzywane sa do analizy ograniczonej
ilo$ci zwiazkow, np. wybranych zanieczyszczen powietrza. W sktad zestawu do ana-
lizy in situ metoda HGC moze wchodzi¢ rowniez specjalna przystawka do wzboga-
cania — przenosny desorber termiczny. Umozliwia on pobranie probki powietrza
z réwnoczesna adsorpcja analitow na adsorbencie, nastepnie ich desorpcjg termiczna
i dozowanie probki do chromatografu. Catkowity cykl pracy tego typu urzadzen jest
zwykle nie dtuzszy niz 10 minut [6, 22].

Przenosne chromatografy i mikrochromatografy gazowe uzywane byty do ana-
lizy in situ na sktadowiskach w Belgii [19], Francji, [6, 22] i Wtoszech [4]. W tym
ostatnim przypadku, do wzbogacania analitow zastosowano przystawke SRA
CONVOY. W badaniach tych oznaczenia odorantow prowadzono zarowno metoda
klasycznej chromatografii gazowej, jak i metoda LGC in situ na sktadowisku. Otrzy-
mane wyniki stgzen zwiazkow byly porownywalne. Zaobserwowano natomiast znaczne
réznice rezultatdéw pochodzacych z analiz z uzyciem réznego typu mikrochromato-
grafow (WGC AGILENT i PHOTOVAC VOYAGER), wynikajace przede wszyst-
kim z r6znic w czasie pobierania probek powietrza (0,2 s 1 20 s) i czutosci stosowa-
nych przyrzadéw [22].

4.3. SPRZEZENIE CHROMATOGRAFII GAZOWEJ Z OLFAKTOMETRIA (GC-ODP)

Detektorem w chromatografie gazowym moze by¢ takze specjalny port olfakto-
metryczny (ang. olfactometry detection port, ODP), ktory dostarcza informacji
o natgzeniu zapachu pochodzacego od konkretnego zwiazku. Technika ta jest szcze-
gdlnie przydatna do analizy zwiazkéw organicznych odpowiedzialnych za powsta-
wanie nieprzyjemnych zapachéw. Podczas analizy, probka mieszaniny zawierajace;j
odoranty dozowana jest do chromatografu gazowego, gdzie nastegpuje jej rozdziele-
nie na poszczegodlne substancje. Eluat z kolumny, po jej opuszczeniu, jest dzielony
na dwa strumienie: pierwszy trafia do tradycyjnego detektora (np. MS lub FID),
drugi kierowany jest do portu ODP, gdzie nast¢puje analiza sensoryczna probki.
Grupa oceniajacych ma za zadanie oceni¢ rodzaj zapachu, jego jako$¢ hedoniczna
oraz oszacowac jego intensywno$¢. Wszystkie wskazania grupy oceniajacych sa
rejestrowane (tworzony jest tzw. aromagram) i nastgpnie porownywane z wynikami
analizy GC-MS lub GC-FID. Poréwnanie sygnatow z detektora MS lub FID (ziden-
tyfikowany zwiazek chemiczny) z informacja dostarczona na podstawie analizy sen-
sorycznej (rodzaj i intensywnos$¢ zapachu) pozwala na ustalenie, ktore ze zwiazkow
charakteryzuja si¢ zapachem, jaki jest jego typ i nat¢zenie [31]. Technika GC-ODP
shuzy do badan mieszanin gazowych posiadajacych zapach [32] i znalazta zastoso-
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wanie w analizie zywnosci, srodkéw zapachowych, w tym takze probek srodowis-
kowych z hodowli zwierzat, oczyszczalni $ciekow, sktadowisk odpadéw komunal-
nych i zaktadéw przemystowych [33]. Metoda ta jest wykorzystywana do badan
odorantow obecnych w probkach gazu wysypiskowego na francuskim sktadowisku
odpadow komunalnych [1]. W przeprowadzonych badaniach rezultaty analizy olfak-
tometrycznej uzupehity identyfikacje zwiazkow przeprowadzong za pomoca detek-
tora FID. Grupa oceniajacych zapachy z uzyciem olfaktometru dodatkowo wska-
zata zwiazki, ktore nie zostaly zidentyfikowane metoda GC-FID, a zostaty rozdzie-
lone na kolumnie chromatograficznej. Byly to substancje, ktére maja niskie progi
wyczuwalno$ci wechowej, nizsze niz granica wykrywalno$ci stosowanego detek-
tora FID.

PODSUMOWANIE

Monitorowanie zanieczyszczen powietrza powodowanych przez dziatalnosé
obiektow gospodarki komunalnej jest szczegdlnie wazne ze wzgledu na zagrozenie,
jakie niesie ze soba obecnos¢ tych substancji w powietrzu. W tym celu stosuje si¢
szereg metod badawczych, umozliwiajacych skuteczne kontrolowanie poziomu gazo-
wych zanieczyszczen w powietrzu. Jedna z takich metod jest chromatografia gazowa,
ktéra — w potaczeniu z odpowiednimi technikami pobierania i wzbogacania probek
— okazala sig szczegdlnie przydatnym narzedziem do analizy lotnych zwiazkow orga-
nicznych. Na szczegolna uwage zasluguja rowniez techniki taczone, jak np.
GC-ODP, ktore nie tylko pozwalaja oznaczy¢ wybrane zwiazki organiczne w powie-
trzu, ale takze zebra¢ informacje na temat ich profilu zapachowego.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukonczyt studia
chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r. Dok-
torat nauk technicznych na Politechnice Wroctawskiej —
1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych — 1968.
Profesor nadzwyczajny — 1974, profesor zwyczajny — 1981.
Byt kierownikiem Zaktadu Chemii Organicznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Wiasne zaintere-
sowania badawcze: chemia i stereochemia peptydow
i biatek. Wypromowat 23 doktoréw chemii, z ktorych trzech
si¢ habilitowato. Autor 8 ksiazek, 275 prac oryginalnych
i ponad 120 artykutow przegladowych oraz dotyczacych

historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,,Wiadomosci Chemicz-
nych”. Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Wroctawskiego.
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Mieszkajaca w Krzywiczach, w powiecie wilejskim, rodzing Chodzkow trudno
nie nazwac rodzing niepospolita. Ojciec, Jan Chodzko, (1777-1851), byt cenionym
W swoim czasie pisarzem i dzialaczem spotecznym. Dwanascie tomow jego ,,Dziet”
wydano w Wilnie w roku 1837. Byt patriota polskim. W roku 1826 wtadze carskie
kazaty go wywiez¢ w glab Rosji i dopiero ,,po dlugiej niewoli” powrocit do kraju.
Ponownie wywieziono go po wybuchu Powstania Listopadowego [1]. Miat on sze$-
ciu synow. Trzech sposrod nich wymieniajg liczne encyklopedie. O dwéch zapom-
niano. A przeciez dawniej byli oni bardzo cenionymi wynalazcami, wyr6znionymi
licznymi patentami i odznaczeniami. Dodajmy, ze Uruski [2] obydwu wymienit jako
chemikow. Zacznijmy wigc od krotkiego przypomnienia kolei zycia braci Chodz-
kow.

Najstarszy z nich, Jozef (1800—1881), ukonczyt ze stopniem magistra (w 1820
roku) Wydzial Matematyczno-Fizyczny Uniwersytetu Wilenskiego. W czasie stu-
diow nalezat do takich organizacji studenckich, jak ,, Towarzystwo SzeSciu” —,,Zwia-
zek Przyjaciot”, a od grudnia 1820 r. — Towarzystwo Filomatoéw. W roku 1821 wsta-
pit do wojskowej stuzby topograficznej. Brat udziat w pomiarach triangulacyjnych
w guberniach wilenskiej, grodzienskiej, minskiej i kurlandzkiej. Uczestniczyt w dzia-
faniach przygotowujacych powstanie. Przewidywano go na dowodcg powstania
w Wilnie. Ale musiaty o tym wiedzie¢ i wladze wojskowe, bo w marcu 1831 roku,
rozkazem szefa sztabu generalnego generata Czernyszewa zostat odwotany ze Zmudzi
i oddany pod $cisty nadzor. Dalsze lata stuzby wojskowej spedzit daleko od stron
rodzinnych. Prowadzit pomiary triangulacyjne w Motdawii, na Wotoszczyznie,
w okolicach Bosforu i, wreszcie, na Kaukazie. Karier¢ wojskowa zakonczyt jako
general-porucznik stuzby topograficznej. Za zastugi naukowe Cesarskie Rosyjskie
Towarzystwo Geograficzne obdarzyto go (w r. 1860) wielkim medalem, a w roku
1871 nadalo mu godnos¢ cztonka honorowego. Byt tez jednym z pierwszych pols-
kich alpinistoéw. W roku 1850 zdobyt szczyt Araratu [3]. Zdobyt tez szczyty Atagez
(4005 m) i Zitga-Choch (3857 m). Club Alpin Frangais nadal mu godnos¢ cztonka
honorowego. (Por. pozycja [5] piSmiennictwa).

Drugim z kolei synem Jana Chodzki byl, jak si¢ wydaje, Stanistaw. Piszemy tu
»jak si¢ wydaje”, bo doktadnej daty urodzenia Stanistawa nie udalo sig ustali¢ (zmart
w Paryzu, 1880). W kazdym razie on tez studiowat na Uniwersytecie Wilenskim.
Przyjaciel Aleksandra Chodzki, Antoni Edward Odyniec (1804—1885), wspominat
bowiem, ze ,,mieszkat on osobno, wraz dwoma starszymi bra¢mi” [4]. Aleksander
Chodzko urodzit si¢ w 1804 roku. Stanistaw to jeden z dwoch zapomnianych wyna-
lazcow, wspomnianych na wstgpie. Wigcej opowiemy o nim pozniej, a teraz kilka
stow o Aleksandrze. Aleksander Chodzko (1804—1891) ksztatcit si¢ w Wilnie,
a potem w Instytucie Wschodnim, w Petersburgu. W Wilnie byt ulubionym uczniem
Tomasza Zana, nieckwestionowanego przywodcy studentow wilenskich. Szereg lat
pracowal w dyplomatycznej stuzbie rosyjskiej w Persji, byt znawca jezyka i pismien-
nictwa perskiego, potem zostat profesorem literatur stowianskich w College de France
w Paryzu. Byt autorem licznych prac z iranistyki, pisanych po francusku i ttumaczo-
nych na inne obce jezyki. Dziatacz emigracji polskiej, byl m.in. cztonkiem rady
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szkoty polskiej w Batignolles. Na kilka lat przed $miercia prowadzit w Paryzu szkote
dla studiujacej we Francji mtodziezy perskiej. Kawaler Legii Honorowe;j [5, 6].

Najmtodszy, jak si¢ wydaje, z braci, Michat (1807—1879), poeta i publicysta,
odznaczat si¢ wielka aktywnoscia, jako dzialacz emigracyjny. Byt zwolennikiem
demokratycznej czesci Wielkiej Emigracji, wspotpracownikiem i przyjacielem Adama
Mickiewicza. Uczestnik (w 1833 roku) wyprawy Zaliwskiego, ktorej zadaniem byto
ponowne rozpalenie powstania na ziemiach polskich, jej niepowodzenie przypisy-
wat knowaniom Czartoryszczykow [7]. ,,Poznaje lud polski — pisat w swoim sprawo-
zdaniu z wyprawy — te prawdg, poznal juz w wigkszej czgsci stan szlachecki, ze
przywileje, z ktorymi rodzi si¢ cztowiek, ustapi¢ musza $wigtym, dawniejszym pra-
wom, to jest wszechwtadztwu Ludu, ktore zadnych standéw nie cierpi” [8]. W czasie
Wiosny Ludow wspoétorganizowat Legion Polski we Wioszech. Dziatania te opisat
w oddzielnym druku [9].

Piaty z braci, Napoleon Feliks, to drugi z Chodzkéw — wynalazcow. Tak jak
Stanistaw i Michat, znalazt si¢ po powstaniu na emigracji. Mieszkat w Paryzu,
a opisy swoich wynalazkow sygnowat jako inzynier prywatny (ingénieur civil). Nie
znamy okolicznosci, w jakich uzyskat prawo uzywania takiego tytutu. Z wyksztat-
cenia byt prawdopodobnie prawnikiem, bo przed Powstaniem Listopadowym praco-
wat jako sedzia. Nie sg tez znane daty jego urodzenia i $mierci. Interesujacy $lad
jego dziatan emigracyjnych zanotowat Domeyko. W czasie obchodu rocznicy powsta-
nia, w roku 1833, wywolat on skandal, wygwizdujac przemdéwienie Niemcewicza
[10].

Trzeba tu teraz pokrotce opisaé¢ drogi, jakie prowadzily braci na emigracje.
Trzej z nich, Stanistaw, Napoleon Feliks i Michal, wzi¢li udziat w powstaniu na
Litwie, w 1831 roku. Pewne szczegodtly o ich powstanczej stuzbie znalez¢é mozna
W ,,Zbiorze pamigtnikow o powstaniu Litwy”, wydanym w 1875 roku [11]. Powsta-
nie zaczeto sie na Zmudzi w dniu 25 marca. W pierwszych dniach kwietnia objeto
powiaty lezace migdzy Wilnem a Grodnem. W dniu 4 kwietnia powstata Oszmiana.
Stad wystano do sasiedniego powiatu wilejskiego maty oddziat konny pod dowodz-
twem Michata Chodzki. Byli w nim takze dwaj inni bracia-powstancy. Oddziat ten
14 kwietnia zajat Wilejke, rozbrajajac miejscowy garnizon rosyjski. Utworzona tam
sifa zbrojna dowodzit byty putkownik, St. Radziszewski. Bracia Chodzkowie zna-
lezli si¢ w oddziale konnym, pod komenda Aleksandra Wotodkowicza. Pod nacis-
kiem wojsk rosyjskich powstancy 24 kwietnia opuscili Wilejke. Radziszewski popro-
wadzit ich, wérod ciagtych utarczek, w kierunku na Witkomierz. 21 maja doszto do
boju pod Koczergiszkami, w ktorym jazda Wotodkiewicza szarzowata na kawalerig
rosyjska. Niedtugo potem, w Czebiszkach, doszto do potaczenia si¢ powstancow
z wydzielonym korpusem generata Chtapowskiego, ktory ruszyt z Krélestwa na
pomoc powstaniu. Chtapowski utworzyt z piechoty Radziszewskiego 26 putk pie-
choty liniowej, a konnicg przeorganizowat w 12 putk utanéw. Chodzkowie uzyskali
tam szarze oficerskie: Michat kapitana, Feliks porucznika, a Stanistaw podporucz-
nika. Pulkiem dowodzit major Jan Giedroy¢. W bitwie o Wilno (19 czerwca) putk
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stal w rezerwie [12]. Potem, z calym wojskiem, pod dowddztwem gen. Gielguda,
ruszyt w sktadzie brygady jazdy litewsko-zmudzkiej na Zmudz. Kiedy wojsko podzie-
lono na trzy kolumny, pulk znalazt si¢ w najdtuzej walczacej kolumnie gen. Rohlanda.
14 lipca wziat udziat w bitwie pod Powendeniami, a 13 lipca w bitwie pod Nowym
Miastem Zmudzkim. Tam zginat w boju dowddca putku, a jego nastepca miano-
wano awansowanego do stopnia majora Karola hr. Zatuskiego. I to byt juz koniec
wojaczki braci Chodzkéw. Wojsko ztozylo w Prusach bron. Michat przeszedt do
Prus z Gietgudem 13 lipca, Stanistaw (a zapewne i Feliks) z Rohlandem — 15 lipca.
Drogg do kraju mieli zamknigta. Komisja §ledcza zaliczyta Michata i Stanistawa do
grupy przestgpcow drugiej kategorii [13]. Cata trojka braci znalazla si¢ poczatkowo
(w grudniu 1831 roku) w 6 kompanii obozu polskich wojskowych w Besangon.
W roku 1832 Stanistaw i Feliks uzyskali prawo pobytu w Paryzu i przebywali tam
iwroku 1833 [14]. Feliks wyjechat potem na krotko do Brukseli. P6zniej przebywat
w Limoges (lata 1841-1846) i znéw w Paryzu. Ozenit si¢ z Francuzka. Nie miat
dzieci. Stanistaw mieszkat w Paryzu, gdzie byt cztonkiem Komitetu Narodowego
Polskiego i1 Zjednoczenia Emigracji Polskiej. W roku 1842 wyjechat do Limoges,
po6zniej do szwajcarskiego Fryburga, gdzie byl nauczycielem chemii i fizyki.

Jak powiedzieli$my na wstepie, Stanistaw 1 Napoleon Feliks Chodzkowie byli
cenionymi wynalazcami. Stanistaw przebywatl we Fryburgu, jako nauczyciel chemii
i fizyki tamtejszego liceum kantonalnego. Fryburg byt wtedy niewielkim miastem,
liczacym okoto 10 tys. mieszkancow. Ludnos¢ byta francuskojezyczna i w wigk-
szo$ci rzymsko-katolicka. Trwaty tam zawzigte spory pomigdzy partia jezuicko-kon-
serwatywna i partia liberalna. W roku 1848 przyjeto konstytucje liberalna i w latach
1848, 1850 i 1851 organizowano przeciwko niej powstania. Nie wiemy, czy Chodzko
brat udziat w tych wydarzeniach. Dopiero w 1857 roku odwotano dekret o zniesie-
niu klasztorow, a w roku 1889 utworzono we Fryburgu katolicki uniwersytet, gdzie
pracowato wielu Polakow. Liceum kantonalne byto kontynuacja Jezuickiego Kole-
gium, istniejacego od 1580 roku [15]. Chodzko pracowal wige w szkole o bogatych
tradycjach, aczkolwiek nie majacej statusu szkoty wyzszej. W poznanskim czasopis-
mie pt. ,,Goniec polski” z roku 1851 ukazat si¢ artykut o ,,wynalazku chemicznym”
Chodzki [16]. Doniesienie poznanskie oparte byto na artykule z miejscowego dzien-
nika ,,Conféder¢ de Fribourg”, z dnia 24 maja tego roku. Czytamy tam, ze 18 marca
licznie zgromadzeni widzowie, w obecnosci wtadz municypalnych, byli §wiadkami
zastosowania nowego rodzaju o§wietlenia wynalezionego przez Stanistawa Chodzke.
W ptomieniu wodoru umieszczat on ,.knot z drutu platynowego, co dawato §wiatlo
jasno-biate, przewyzszajace swiatto, jakie gaz wodorodno-weglisty daje”. ,,Pan
Chodzko — czytamy dalej w tym artykule — jasnym plomieniem tego gazu dostatecz-
nie o$wiecal przedsionek gmachu licealnego”. ,,Szczegdlny entuzjazm zebranych
wywolaly proby barwienia plomienia za pomoca pewnych ciat chemicznych na zie-
lono, z6tto, czarno, etc.”. ,,Powszechne zadowolenie doszto swego szczytu wtedy,
kiedy pan Chodzko wtozywszy w ptomien purpurowy krzyz biaty, przedstawit (...)
nasz herb federalny” [16].
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W artykule rozwazano mozliwosci oswietlenia w ten sposob catego miasta. Zda-
niem autora, w tym celu wystarczytoby zbudowac trzy stacje wytwarzania wodoru,
umieszczone w piwnicach liceum i szkoty zenskiej. Informowat tez autor artykutu,
ze podobne do czynionych przez Chodzke proby prowadzi si¢ aktualnie w Paryzu
i Londynie, ale wynalazek Chodzki jest w petni oryginalny.

Dodajmy, ze podobne oswietleniowe pomysty sprawdzano podowczas w Euro-
pie dos¢ szeroko. Jeszcze Davy obserwowat swiecenie blaszki platynowej w stru-
mieniu ptonacego wodoru. W roku 1829 Berzelius odkryl, ze tlenki toru i cyrkonu
$wieca jasnym $wiatlem w ptomieniu wodorowo-tlenowym. Na rok 1826 przypadto
odkrycie ,,$wiatta Drummonda” (Thomas Drummond, 1797-1840) — Drummond
uzyt do tego celu plomienia wodorowo-tlenowego, przechodzacego przez rozzarzony
walec kredowy. Te pomysty byly jednak za drogie, by je powszechnie zastosowac,
zreszta, jak zapewne i pomyst Chodzki.

Opisane tu wydarzenie przypadto na rok 1851. Jak stad wynika, Chodzko prze-
bywat wowczas we Fryburgu. Tam tez prawdopodobnie rozpoczat prace nad swoim
wynalazkiem zycia — sposobem na utylizacj¢ Sciekow komunalnych, potaczonym
z produkcja nawozu mineralnego, ktory Chodzko nazwat ,,nawozem atmosferycz-
nym”. Zachowato si¢ sporo materialow dotyczacych tego wynalazku. Przede wszyst-
kim — wydana w roku 1858 w Paryzu rozprawa pt. ,,Mémoire sur la production de
[’engrais atmosphérique et de la désinfection des habitations” (Rozprawa o wytwa-
rzaniu nawozu atmosferycznego i o dezynfekcji mieszkan) [17]. Procz tego, w ,,Mate-
riatach dotyczacych sfinansowania wynalazku nawozu atmosferycznego”, przecho-
wywanych w Bibliotece Kornickiej, zachowat sig raport, pisany dla generata Wt.
Zamoyskiego, na temat kosztow produkcji nawozu (Rapport a Mr. le Gen. [ Comte
Zamoyski sur [’engrais complet, dit atmosphérique, obtenu avec les eaux vannes
ou la matieré premiere pour [’extraction des sels ammoniacaux et du phosphore),
a takze dwa druki ulotne, najwidoczniej reklamowego charakteru. Dla nas szczegol-
nie wazny byl druk pt. ,,Désinfection des fosses d’aisance. Systeme Chodzko” [18].

Jak pisal Chodzko w cytowanej wyzej rozprawie, prace nad wynalazkiem
zabraty mu 14 lat. Stad wynika, ze rozpoczat je w roku 1844, a wige podczas pobytu
we Fryburgu. Istota wynalazku bylo przetwarzanie zawartych w $Sciekach soli na
fosforan amonowo-magnezowy, sprzedawany jako nawoz. Do wydzielenia tego
zwiazku zastosowat Chodzko technikg zatgzania $ciekow w tezniach, ktdra wypro-
bowatl na duza skal¢ w do$wiadczalnej fabryce, zbudowanej przy obozie wojsko-
wym w Chalon-sur-Marne. Opracowana procedurg rozszerzyt Chodzko na sprawe
dezynfekcji rowow asenizacyjnych, co, zgodnie z przytaczanymi w cytowanych mate-
riatach o$wiadczeniami uzytkownikow, w petni si¢ udato. Swoja metoda probowat
ChodZko zainteresowac takich uczonych, jak J.B. Dumas (1800—1884) i J.B. Boussin-
gault (1802—1882). Ten ostatni, znany jako jeden z tworcow agrochemii, w istotny
sposob pomogt Chodzee. W roku 1860 spowodowat wykonanie chemicznych analiz
nawozu Chodzki. Przeprowadzili je, niezaleznie od siebie, Lhote ze Szkoty Sztuk
i Rzemiost oraz Magnon-Hervé z Cesarskiej Szkoly Drog i Mostow. Profesor Mag-
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non okreslil zawarto$¢ azotu w nawozie na 4,2%, a kwasu fosforowego na 4,48%.
Wyniki p. Lhote byly bardzo podobne. Analizg Magnon-Hervé opublikowano,
w ,,Annales de Chimie et Physique” (1860, T. 9, seria 3).

Boussingault wszed! rowniez w sktad komisji, ktoéra w maju 1860 roku oceniata
wynik do$wiadczen Chodzki nad dezynfekcja rowdw kanalizacyjnych w Pentin.

Koleje swoich staran o poparcie swoich badan przez wtadze municypalne przed-
stawit Chodzko w cytowanej wyzej ulotce. Ten krotki tekst warto tu zaprezentowac
w catosci:

»Dezynfekcja rowow asenizacyjnych.

System Chodzko — 6 rue Oudinot

W styczniu 1857 r. p. Stanistaw Chodzko, profesor chemii w Paryzu, ul. Oudi-
not 6, miat zaszczyt przedtozy¢ Panu Prefektowi departamentu Seine pracg opisowa
odkrytego przez siebie procesu, ktory umozliwi dezynfekcje rowow asenizacyjnych
i zmiang pltynnych $ciekdw w nawoz atmosferyczny przedniej jakoSci.

Przestawszy rozprawe p. Prefektowi, po jednej kopii przestat panu Belgrand,
gléwnemu inzynierowi Migjskich Shuzb Wodociagéw i Sciekow Paryza i panu Dumas,
profesorowi chemii. Kilka dni p6zniej (27 stycznia) p. Belgrand odpowiedzial panu
Chodzko, ze jego pomyst ocenia jako nowatorski, praktyczny i nadajacy si¢ do wdro-
zenia na masowa skalg, ale zwazywszy, ze pod tym wzgledem nie zostat wyprébo-
wany, istnieje obawa, iz cena uzyskiwanego nawozu bedzie dla rolnikow zbyt wysoka.

Pan Prefekt odpowiedziat 31 marca, ze rozprawe p. Chodzko przekazat inzynie-
rom shuzb miejskich, aby sprawdzili, czy uzywane do dezynfekcji gazy chlorowodo-
rowe i siarkowe nie sa szkodliwe dla, jakby nie bylo, ggsto zaludnionej strefy miasta
i dla wymagajacych konserwacji brzegéw samych rowow. Jednym stowem: konieczne
sa badania na duza skalg, a miasto Paryz nie jest w stanie ich wesprze¢ finansowo,
ani jako projektu, ktory wciaz wymaga potwierdzenia praktycznego, ani jako budowy
fabryki doswiadczalne;.

P. Chodzko wystapit zatem o powotanie komisji, ktora ocenitaby jego odkrycie
i ustosunkowata si¢ do obaw p. Prefekta. Oczekujac na mianowanie komisji, p. Chodzko
podjat si¢ na prosbg wiadz lokalnych Fribourga dezynfekcji rowdw asenizacyjnych
1 odstojnikéw miejskiego liceum. Nastgpnie wrocit do Paryza i zajal si¢ dezynfekcja
rowu $ciekowego na terenie posiadtosci p. Teste przy ul. Honoré-Chevalier 4. Dezyn-
fekcje przeprowadzono w $srodku lata, a jednym z jej celow bylo sprawdzenie
w praktyce, czy obawy wyrazone w pi§mie p. Prefekta z 31 marca sa stuszne. Swiadec-
twa mieszkancow okolicznych doméw i ich wtascicieli potwierdzaja, ze nie tylko
zniknety brzydkie zapachy, ale tez, ze nie stwierdzaja zadnych szkoéd ani w rowach,
ani w domach.

Powodzenie wszystkich dotychczasowych prob zachecito p. Chodzke do wysta-
pienia z prosba do Prefektury Paryza o wyznaczenie do dezynfekeji jednego z rowow
publicznych. Oczekujac na decyzje, p. Chodzko rozpoczat budowe fabryki w Orlea-
nie. Fabryka funkcjonuje i jak potwierdzaja kompetentne urzedy lokalne, nie roz-
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siewa zadnych uciazliwych zapachow, nie powoduje uszkodzenia rowow lub zbior-
nikow, a wigc rozprasza zasadnicze obawy p. Prefekta.

Wreszcie, 17 stycznia 1859 r. p. Chodzko otrzymat odpowiedz p. Grosjean, ze
zarzad oczyszczania miasta oddaje mu do dyspozycji row $ciekowy z latryn publicz-
nych przy nabrzezu Megisserie. ROw oprozniono, a poczawszy od 12 kwietnia do
12 lipca p. Chodzko stosowat tam swoja metode dezynfekcji. Wynik byt taki, ze
mieszkancy dzielnicy i osoby ich odwiedzajace nie kryly zdziwienia i zadowolenia.
Powszechna aprobata nie ucieszyta p. Chodzke, ktory nie doczekawszy si¢ powola-
nia zadnej komisji specjalnej, napisat do uznawanego za autorytet naukowy p. Bous-
singault, proszac go, aby zechcial przyby¢ na miejsce i wyrazi¢ swoja opinig.
P. Boussingault byt uprzejmy przyja¢ zaproszenie i przybyt w towarzystwie p. Four-
neyron, gtownego inzyniera zarzadu drég i cztonka komitetu oczyszczania miasta
Paryza. W pisemnym raporcie z tej wizyty nie ukrywa zdziwienia, ze w $rodku wyjat-
kowo upalnego lata row publiczny, cho¢ wypetniony fekaliami, nie wydziela zad-
nego nieprzyjemnego zapachu.

Wszystkie te fakty jednoznacznie potwierdzaja, ze system dezynfekcji autor-
stwa p. Chodzko dziala i daje zadawalajace pod kazdym wzgledem rezultaty, osia-
gane przy niewielkich, moim skromnym zdaniem, naktadach. Bez zadnych obaw
wladze lokalne moga wybra¢ metodg dezynfekcji najlepiej stuzaca i mieszkancom
i wlascicielom miejsc wymagajacych asenizacji”.

Jak kazda powazna inicjatywa, metoda Chodzki wymagata na poczatku duzych
naktadow. Wobec niechgci wladz municypalnych, usitowat wigc Chodzko uzyskaé
pomoc od rodakow, a zwlaszcza generata Wiladystawa Zamoyskiego. W nawiazaniu
kontaktu z generalem pomagal mu rodak, Leonard Niedzwiecki. W cytowanym zbio-
rze Biblioteki Kornickiej zachowato sig kilka listow Chodzki do Niedzwieckiego,
z lat 1860-1867. W liscie z 14 pazdziernika 1860 roku pisal wigc Chodzko: ,, Teraz,
szanowny Panie Leonardzie, dobrze byloby, zeby$ sam si¢ przekonat, ze pozyczka
tysiaca frankow, do ktorej dotozyle§ nie mato Twego wptywu, wydata niestychane
owoce...” List ten pisal Chodzko z Chalons, gdzie wtasnie uruchomit doswiadczalna
fabryke swojego nawozu. Ale pienigdzy musiato ciagle brakowac. Bo kilka lat poz-
niej (24 grudnia 1864 r.) zné6w zabiegat o pomoc. ,,Btagam takze szanownego Pana
Leonarda — pisat — wstawi¢ si¢ za mna do P. Hrabiego Jana (? 1.S.) Zamoyskiego,
zeby raczyt pozwoli¢ przysta¢ mu drugi bilet na 1000 F.” W tym samym liscie dono-
sil, ze ,,nowy 1 pewny wynalazek, jak wyprébowany, pozwala ulepszy¢ i powigkszy¢
urodzaj winnicy”. To, zapewne, byt kolejny wynik zastosowania nawozu Chodzki
w produkcji rolniczej. 24 czerwca 1867 roku konstatowat Chodzko: ,,Raz juz trzeci
Wasza pomoca wyszedtem z nader trudnego potozenia...” Ktopoty Chodzki nie kon-
czyly si¢ wigce tatwo. Jego losy nie roznity si¢ od typowych loséw wynalazcow.
Trudno musiato by¢ nieraz jego rodzinie, ktora zatozyt. ,,Bardzo dzigkujg — pisat
Chodzko do Niedzwieckiego (24.07.1867) Szanownemu Panu za taskawa pomoc,
ktéra dates mojej zonie...”



WYNALAZCY Z NIEPOSPOLITEJ RODZINY 755

Korespondencja z Niedzwieckim, dokumentujac niemate, jak wida¢, ktopoty
wynalazcy, wskazuje, ze dzialania Chodzki, rozpoczgte w latach 50. XIX wieku,
trwaly przez lata 60. Nie wiemy jednak, kiedy si¢ zakonczyty i w jaki konkretnie
Sposob.

Chodzko zadbat o zabezpieczenie swoich praw patentowych. Wedhug gruntow-
nego opracowania B. Orlowskiego [19], na liscie angielskich patentow, wydanych
w latach 18321870, pod data 15.1X.1856 znajduje si¢ patent Nr 2159 na ulepszona
produkcjg nawozow i stuzace do niej urzadzenia. Dodajmy za Ortowskim, ze wyna-
lazek ten opatentowano w tym samym czasie takze we Francji (11.1X. 1856 oraz,
dodatkowo, 26. IX tegoz roku) i jeszcze w Austrii (28. I11. 1857).

Przeglad materiatow dotyczacych wynalazku Stanistawa Chodzki pozwala dos¢
doktadnie odtworzy¢ opracowany przez niego proces produkcyjny. Do wytwarzania
nawozu zastosowatl on technike¢ koncentrowania produktu w tezniach. W swojej
doswiadczalnej fabryce w Chalon-sur-Marne zbudowat trzy kolumny z gatezi,. Miaty
one 8 metréw wysokosci, 3 metry dtugosci i 2,75 szeroko$ci, co dawato 198 m?
objetosci faszyny. Kolumny zraszano przez 15 dni §ciekami, sptywajacymi z umiesz-
czonych nad nimi zbiornikéw. Do przepompowywanych do tych zbiornikow Scie-
kéw dodawano wstepnie wyprazony siarczan magnezu. (Dawkowanie tej soli nie
jest w analizowanych materiatach doktadnie okreslone. Jako zrédlo siarczanu mag-
nezu materiaty wymieniaja rosoty wody morskiej i bagna solankowe). Powstajacy
w $ciekach fosforan amonowo-magnezowy, jako dos¢ trudno rozpuszczalny, osa-
dzat si¢ na faszynie. Aby zapobiec rozsiewaniu przykrych zapachow, pochodzacych
od zawartego w $ciekach siarkowodoru, zraszano gatezie faszyny mieszaning kwa-
sow solnego i siarkowego. W tych warunkach zawarta w siarkowodorze siarka utle-
niata si¢ do siarki elementarnej. Po zakonczeniu procesu zatgzania faszyne pozosta-
wiano do suszenia na powietrzu przez dalsze 5 dni, po czym osadzony na niej pro-
dukt strzepywano z gatgzi. W ten sposob, w ciagu 20 dni przerabiano 35 m? $cie-
kéw, uzyskujac 94 hektolitry (4136 kg) nawozu. Jego cennym sktadnikiem byt fos-
foran amonowo-magnezowy. Nawo6z zawieral tez znaczne ilo§ci humusu.

W analizowanych materiatach znajduja si¢ doktadne kosztorysy produkcji
i ocena jej optacalnosci. Nawoz kupowat m.in., Zarzad Majatkow Ziemskich Korony.
Cesarz arbitralnie wyznaczyt dla obozu wojskowego w Chalon, 20 sierpnia 1862
roku, ceng 15 frankow za kwintal nawozu. Zdaniem Chodzki, byta to cena zanizona.
Jak widzimy, cesarz chcial jak najszybciej zarobi¢ na wynalazcy.

Jak powiedzielismy, dziatalno$cia wynalazcza zastynal tez brat Stanistawa
Chodzki, Napoleon Feliks. Mimo iz Uruski nazywa go, nie wiemy dlaczego, chemi-
kiem, jego mysl wynalazcza dotyczyta gtéwnie techniki cieplnej i mato odnosita si¢
do chemii. Uzyskane przez Napoleona Feliksa patenty zestawit w cytowanym opraco-
waniu B. Ortowski. I tak, 21 XI 1857 roku uzyskat patent angielski Nr 2924
na piece do podgrzewania kottéw parowych. Urzadzenie opatentowano takze 22 V
1856 roku we Francji. 23 listopada 1858 roku opatentowat on w Anglii urzadzenie
chroniace przed dymem (patent Nr 2658). I to urzadzenie mialo takze, wydany
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20 lipca 1858 roku, patent francuski. 13 marca 1862 roku otrzymat Chodzko angiel-
ski patent Nr 689 na ulepszenie piecoOw pochtaniajacych dym. Jak podaje Orlowski,
St. Januszewski odnalazt jeszcze jeden francuski patent Napoleona Feliksa, noszacy
tytul: Nouveau procédé rélatif a la gravure de tous genres d’impressions. Ortowski
przypuszcza, ze moze on dotyczy¢ nowej chemicznej metody wytrawiania sztychow.

W Bibliotece Kornickiej znajduje sig jeszcze jeden druk, opisujacy nie wymie-
niony przez Ortowskiego wynalazek Napoleona Feliksa. W katalogu Biblioteki jest
on mylnie przypisany Stanistawowi ChodZce. Tres¢ broszury niedwuznacznie kaze
przypisa¢ ten druk Napoleonowi Feliksowi. Nosi on tytut Fumivore Chodzko...,
a wigc ,,Wedzarnia Chodzki” [20]. Zamieszczono tam szereg pozytywnych opinii
uzytkownikéw wynalazku. Na stronie tytutowej umiescit autor reprodukcje dwoch
medali I klasy, jakie uzyskato urzadzenie. W roku 1861 otrzymato ono mianowicie
Ztoty Medal Akademii Przemystu, Rolnictwa, Manufaktur i Komercji, a w roku
1863 takiz medal Akademii Sztuk i Rzemiost.

Tak wigc, obydwaj zapomniani przez encyklopedie bracia Chodzkowie, Stani-
staw 1 Napoleon Feliks, godnie przyczynili si¢ do stawy rodziny. Tyle, ze ich stawa
zostata zapomniana, bo stawa wynalazcoéw nie jest tak trwata, jak stawa literatow.

PODZIEKOWANIE

Pawlowi i Barbarze Latko dzigkuj¢ za thumaczenia wykorzystanych w tym szkicu
francuskojezycznych materiatow.
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SPRAWOZDANIE KOMITETU GLOWNEGO
OLIMPIADY CHEMICZNEJ
Z L1V OLIMPIADY CHEMICZNEJ
W ROKU SZKOLNYM 2007/08

W roku szkolnym 2007/08 odbyta si¢ LIV Olimpiada Chemiczna.

Zawody, jak w latach poprzednich, rozpoczgely si¢ etapem wstepnym, w trakcie
ktorego uczniowie, indywidualnie, w dowolnym miejscu i czasie, rozwiazali zada-
nia z folderu (korzystajac z potrzebnych im materiatdéw). Na podstawie rozwiaza-
nych zadan nauczyciele do etapu pierwszego zakwalifikowali 942 ucznidéw, czyli
0 93 mniej niz w roku ubiegtym, ale o 117 wigcej niz w roku szkolnym 2002/2003
(Tab. 1).

Etap 1 odbyt sig¢ 17.11.2007 r. w kilkunastu wigkszych miastach Polski, pod
nadzorem komisji powotanych przez Komitety Okregowe. Zawodnicy rozwiazali
5 zadan teoretycznych. Na podstawie uzyskanych wynikow, Komitet Gtowny zakwa-
lifikowat do nastepnego etapu 334 zawodnikow, ktorzy osiagneli co najmniej 2/3
$redniej arytmetycznej tacznych wynikéw trzech najlepszych prac w tych zawo-
dach.

Etap II odbyt si¢ 25 1 26 stycznia 2008 r. w trzynastu punktach, bedacych siedzi-
bami Komitetow Okrggowych. Uczniowie mieli do rozwiazania 5 zadan teoretycz-
nych oraz jedno zadanie laboratoryjne. Wzigto w nich udziat 334 zawodnikéw, do
finatu (III etapu) Komitet Glowny zakwalifikowat 98 uczniow.

Zaraz po zakonczeniu zawodoéw laboratoryjnych w Okregu Kieleckim i Wro-
ctawskim odbyty sig uroczystosci zakonczenia Olimpiady Chemicznej na szczeblu
Okregowym, gdzie zostaty wrgczone zawodnikom zas§wiadczenia uczestnictwa
w II etapie LIV Olimpiady Chemiczne;j.
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Tabela 1. Uczestnictwo uczniow w LIV Olimpiadzie Chemicznej w poszczegdlnych okrggach

Liczba szkot Liczba uczniow Liczba uczniow
Okreg
w | etapie wletapie | wlletapie | wllletapie | wyr6znionych | laureatow
Biatostocki 13 31 10 3 0 0
Gdanski 16 65 16 3 0 1
Katowicki 35 76 27 3 0 0
Kielecki 13 36 18 3 0 0
Krakowski 24 124 46 13 1 5
Lubelski 23 57 8 3 0 1
Lodzki 19 104 37 14 1 7
Poznanski 20 57 12 3 0 2
Rzeszowski 18 43 13 5 1 0
Szczecinski 16 85 32 9 0 3
Torunski 13 72 21 4 0 0
Warszawski 31 106 51 20 4 10
Wroctawski 25 81 35 8 1 1
Lacznie 266 942 334 98 8 30

W Kielcach — nagrody ksiazkowe dla wszystkich uczestnikoéw ufundowali —
Kurator woj. $wigtokrzyskiego, ktore wreczyt mgr Waldemar Majchrzykiewicz —
wizytator, J. Betnarski (V-ce Prezydent Czgstochowy), J. Borowski (burmistrz Sando-
mierza), Starosta pow. ostrowieckiego, Starosta pow. skarzynskiego. Pani Barbara
Tegiewicz (dyrektor Collegium Gostomianum w Sandomierzu wreczyta wszystkim
kalendarze na 2008 rok, a od Z.Ch. ,,Organika-Sarzyna” wszyscy dostali upominki
w postaci koszulek i polarow.

We Wroctawiu darczyncami dla zawodnikow byli: prof. dr hab. L. Komorowski
(dziekan Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej), prof. dr hab. J. Sotoducho
(pelnomocnik dziekana ds. promocji Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctaw-
skiej), prof. dr hab. Florian Pruchnik (przewodniczacy Oddziatu Wroctawskiego
PTCH), Burmistrz Szczawna Zdroju — ufundowali dla wszystkich nagrody ksiaz-
kowe, a firma ,,Vitrosilicon z lfowy ufundowata dla wszystkich kubeczki, skarbon-
ki, smycze i dlugopisy.

W dniu 5 kwietnia uroczysto$¢ na szczeblu okreggowym obchodzili zawodnicy
okregu Poznanskiego, gdzie pigciu najlepszych zawodnikow i ich nauczyciele zos-
tali nagrodzeni ksiazkami ufundowanymi przez prof. dr hab. Grzegorza Schroedera
(dziekana Wydziatu Chemicznego Uniwersytetu Adama Mickiewicza) i prof. dr hab.
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Bohdana Skalskiego (prezesa Oddziatu Poznanskiego PTCH). Podczas 11 etapu wszy-
scy zawodnicy, podobnie jak we Wroctawiu, zostali obdarowani przez firmg ,,Vitro-
silicon”.

18 kwietnia zawodnicy ze Szczecina zostali zaproszeni na uroczystos¢, gdzie
nagrodami w postaci ksiazek PWN obdarowat ich prof. dr hab. Eugeniusz Milchert
(dziekan Wydziatu Technologii i Inzynierii Chemicznej Politechniki Szczecinskiej,
a Artur Galeski (Kurator Zachodniopomorski) ufundowat zawodnikom pitki, zeby
podczas nauki nie zapominali 0 wypoczynku.

9 maja w Lublinie, w uroczystosci zakonczenia II etapu wzigto udziat § zawod-
nikéw i ich nauczyciele, ale obecni byli takze prof. dr hab. Wiadystaw Janusz
i prof. dr hab. Janusz Ryczkowski (prodziekani Wydziatu Chemii UMCS), przedsta-
wiciele Oddziatu Lubelskiego PTCH oraz osoby wspolpracujace przy organizacji
kotka Olimpijskiego w Lublinie. Byt takze obecny p. Czestaw Ko$ciug — dyrektor
ds. sprzedazy SODA POLSKA. Tu po wystuchaniu wyktadu prof. dr hab. Zofii Rza-
czynskiej tez nastapito wreczenie nagrod zawodnikom i ich nauczycielom, a pdz-
niej spotkanie przy degustacji tortu z logo zaktadow SODA POLSKA SA. Fundato-
rami nagrod, poza ,,Soda Polska”, byty takze CEMEX, Wytwornia Surowic i Szcze-
pionek BIOMED, Instytut Nawozow Sztucznych w Putawach oraz Dziekan
Wydzialu Chemii UMCS.

28 marca b.r. w trzech pracowniach Wydzialu Chemicznego Politechniki War-
szawskiej odbyty si¢ finatowe zawody laboratoryjne. Zawodnicy mieli do rozwiaza-
nia dwa zadania — jedno jako$ciowe oraz drugie ilo§ciowe. Podczas oznaczenia probki
musieli nie tylko miareczkowac, ale rowniez zinterpretowa¢ widmo. Nastgpnego
dnia w sobotg w salach Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego odbyly si¢
zawody teoretyczne. Zawodnicy mieli do rozwigzania 5 zadan teoretycznych. Tres¢
wszystkich zadan wraz z modelowymi rozwiazaniami zamieszczona jest na stronie
Olimpiady w Internecie. Po dwukrotnym sprawdzeniu kazdego zadania, Komitet
Glowny wytonit 30 laureatow i 8 wyrdznionych oraz 4 reprezentantéw Polski na
Olimpiade Migdzynarodowa.

Zadania finatlowe LIV Olimpiady Chemicznej nie byly tatwe. Zwycigzca —
Lukasz Krawiec uzyskal 126,5 pkt., wyprzedzajac nastgpnego laureata, ktorym
zostat drugoklasista Mateusz Snamina, o 20 pkt. Laureatem mozna bylo zosta¢
dopiero po uzyskaniu 72,75 pkt. a wyréznionym — 64,75 pkt.

Lista Laureatow i Wyr6znionych zostata zamieszczona w Tabeli 2 i 3. Na pod-
kreslenie zastuguje fakt, ze na 30 laureatow 10 jest z V LO im. Ksigcia J6zefa Ponia-
towskiego w Warszawie.
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Na XL Olimpiadzie Migdzynarodowej w Budapeszcie Polske beda reprezento-
wali: Lukasz Krawiec, Tomasz Biczel, Jakub Mro6z i Oskar Sala (ktory w tym
roku po raz czwarty zostal laureatem). Zawodnikiem rezerwowym jest Jakub Sewe-
ryn.

W dniach 5 czerwca w Radomiu odbytla si¢ sesja naukowa poswigcona rocz-
nicy 55 lat pracy kota Olimpijskiego przy VI LO w Radomiu, ktorego tworca byt
poczatkowo samodzielnie dr Stanistaw Banaszkiewicz, nastgpnie w pracy z mto-
dzieza pomagata Mu malzonka Anna Banaszkiewicz, a obecnie byta uczennica Ewa
Serafin. Koto to wyksztatcito juz 119 Laureatow Olimpiady Chemiczne;.

Laureaci, wyr6znieni i ich opiekunowie zostali zaproszeni na zakonczenie Olim-
piady w sobotg¢ 7 czerwca do Auli Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

W tym uroczystym dniu odwiedzili nas goscie, ktorzy wspierali Komitet Gtowny
zar6wno w pracy, jak i finansowo w nagradzaniu laureatéw, byli nimi prof. dr hab.
Janusz Jurczak, Przewodniczacy I1I Wydziatu PAN, prof. dr hab. Marek Chmielew-
ski, dyrektor Instytutu Chemii Organicznej PAN, dr hab. Inz. Jacek Gregorowicz,
ktory reprezentowat dyrektora Instytutu Chemii Fizycznej PAN — prof. dr hab. Alek-
sandra Jabtonskiego, prof. dr hab. Wtadystaw Wieczorek, dziekan Wydziatu Che-
micznego Politechniki Warszawskiej, dr hab. Rafal Sicinski, ktory reprezentowat
prof. dr hab. Grzegorza Chatasinskiego, dziekana Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, prof. dr hab. Marek Krygowski, laureat pierwszych dwoch Olim-
piad Chemicznych oraz byly prezes PTCH, mgr Matgorzata Zuber-Zielicz przedsta-
wicielka wladz samorzadowych Warszawy, a jednocze$nie przewodniczaca Stowa-
rzyszenia na Rzecz Uzdolnionych. Na podkreslenie zastuguje obecnos¢ Pana Walde-
mara Grzegorczyka, reprezentanta Grupy Chemicznej CIECH S.A., ktéra w ramach
sponsoringu objgla patronatem II etap LIV Olimpiady Chemicznej. Dzigki temu
wszyscy zawodnicy juz w pierwszym i drugim etapie zostali obdarowani drobnymi
upominkami przez przedstawicieli zakladow chemicznych wchodzacych w sktad
grupy. Wszyscy finali$ci otrzymali Antologi¢ Komiksu Powstania Warszawskiego,
a Nauczyciele Opiekunowie Laureatow takze pigkne teczki na zbieranie dokumen-
tacji swoich podopiecznych. Komitet Gtowny zostal w swoich dziataniach wsparty
finansowo.

Prof. dr hab. Jerzy Szydtowski wrgczyt Laureatom, Wyrdznionym oraz ich Nau-
czycielom dyplomy i nagrody od Komitetu Gtownego Olimpiady Chemicznej; byty
to komputer przeno$ny dla zwycigzcy, mini komputery przenosne dla trzech nastep-
nych zawodnikow, palmtopy dla 9 nastenych i odtwarzacze dla pozostatych laurea-
tow a bezprzewodowe telefony dla wyrdéznionych oraz ksiazki podarowane przez
PWN i WNT, akcesoria do komputeréw podarowane przez POLFE — Warszawa,
torby podrozne, kubeczki, koszulki, smycze i dlugopisy od ADAMEDU.

Nauczyciele otrzymali skromne nagrody pienigzne.

Jak zwykle od kilku lat, byty tez nagrody specjalne.

Zwycigzca LIV Olimpiady Chemicznej, Lukasz Krawiec, otrzymal nagrodg pie-
ni¢zna ufundowana przez Komitet Chemii PAN.
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Mateusz Snamina — od Dziekana Wydziatu Chemii U.W. a Pawel Teterycz —
od Dziekana Wydzialu Chemicznego P.W., — kamery cyfrowe.

Nagrody za najlepiej rozwiazane zadania z chemii organicznej, od Dyrektora
Instytutu Chemii Organicznej PAN, otrzymali L.ukasz Krawiec i Oskar Sala.

Nagrody za najlepiej rozwiazane zadania z chemii fizycznej, od Dyrektora Insty-
tutu Chemii Fizycznej PAN, otrzymali Tomasz Biczel i Mateusz Snamina.

Tradycyjnie Prezes spotki ADAMED ufundowat nagrody, w postaci ztotych
bransoletek Laureatce i Wyrdéznionym Dziewczetom, a trzem pierwszoklasistom
zegarki.

Wszyscy Finalisci otrzymali za§wiadczenia, ktore wystawia Komitet Glowny,
a ktore stanowia podstawe przyznania odpowiednich uprawnien przy przyjmowa-
niu na [ rok studiéw wyzszych oraz zwalniaja z nota najwyzsza z egzaminu matural-
nego.

W tym roku, dzigki sponsorom, wszystkich przyjezdzajacych poczgstowalismy
kanapkami przed uroczystoscia, a po czgsci oficjalnej byl indyk z warzywami,
kanapki, ciasta, salatka owocowa i oczywiscie napoje. Pozwolito to na dtuzsza przy-
jacielska rozmowg wszystkich gosci.

Zakonczenie jednej Olimpiady to juz czas przygotowan do nastgpnej. Kolejna
LV Olimpiada Chemiczna odbedzie si¢ w nastgpujacych terminach:

31.10.2008 r. — ostateczny termin przesytania zgloszen i prac etapu wstgpnego
do Komitetow Okrggowych.

22.11.2008 r. — I etap zawodow

30i31.01. 2009 r. — 11 etap zawodow

271 28.03.2009 r. — III etap zawodow.

Sponsorzy LIV Olimpiady Chemicznej:
1. Ministerstwo Edukacji Narodowej i Sportu

. Prezes Polskiego Towarzystwa Chemicznego

. Komitet Chemii Polskiej Akademii Nauk

. Dyrektor Instytutu Chemii Organicznej PAN

. Dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej PAN

. Dyrektor Instytutu Chemii Przemystowej

. Dziekan Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej

. Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
9. Rektor Wyzszej Szkoty Kosmetyki i Pielggnacji Zdrowia

10. Prezes Grupy Chemicznej CIECH S.A.

11. Prezes Zaktadow Chemicznych ,,ORLEN”

11. Prezes ,,ADAMED” Sp. z o.0.

12. Prezes Zarzadu Warszawskich Z.F. ,POLFA”

13. Prezes Zarzadu Spotki CEMEX

14. Dyrektor Wydawnictw Naukowo-Technicznych

[e <IN B NNV, NSNS I ]
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15. Redaktor Dziatu Matematyki i Nauk Przyrodniczych PWN

16. Prezes SIGMA—-ALDRICH Sp. z 0.0.

Patroni Medialni: Chemia w Szkole, Przemyst Chemiczny, Rynek Chemiczny,
Laboratorium i Wiadomosci Chemiczne.

mgr Wanda Szelqgowska

Fot. 1. Goscie oficjalni, ktorzy wspieraja olimpiadg
(od lewej strony siedza: Teresa Kowalczyk — Przemyst Chemiczny, prof. Pawet Kulesza (od wrzesnia 2008 r. —
Dziekan Wydz.Chemii U.W.), prof. Marek Krygowski, mgr Matgorzata Zuber-Zielicz,
dyrektor Waldemar Grzegorczyk, mgr Ewa i prof. Marek Chmielewscy, prof. Janusz Jurczak

A

Fot. 2. Zwycigzca Lukasz Krawiec otrzymuje nagrode Komitetu Chemii od prof. J. Jurczaka
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Fot. 3. Druzyna na 40 ICHO
(od lewej Jakub Mroz, Lukasz Krawiec, Oskar Sala, Tomasz Biczel i Jakub Seweryn (rezerwowy))

Wptyngto do Redakeji 14 lipca 2008



WIADOMOSCI 2008, 62, 7-8
chemiiczne PL I1SSN 0043-5104

NOWE WYDAWNICTWA
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K.H. Lautenschlager, W. Schroter, A. Wanninger, Nowoczesne Kompendium Chemii. thhmaczenie
zbiorowe z jezyka niemieckiego (tytut oryginatu: ,,Taschenbuch der Chemie”) pod redakcja naukowa
Profesora G. Mlostonia, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2007, str. 877, oprawa twarda.

Uczniowie, studenci wielu wydzialow stykajacy si¢ z chemia na zréznicowanym poziomie, pracow-
nicy naukowi, dla ktorych wiedza chemiczna w stopniu co najmniej podstawowym jest niezbgdna, otrzy-
mali bardzo pomocne, do§¢ nowoczesne zrodto informacji i wiedzy, jakim jest polskie wydanie znanego
w Niemczech ,,Taschenbuch der Chemie”, ktore tam ukazalo sig¢ az 20 razy.

Ostatnie wydanie, poprawione i uzupeklione, wyszto w 2005 roku w Wissenschaftlicher Verlag
Harri Deutsch GmbH i zostato przez grupg wytrawnych thumaczy pod redakcja naukowa Profesora Grzego-
rza Mlostonia doskonale przetltumaczone i zredagowane pod katem potrzeb polskiego czytelnika, w roz-
nym stopniu znajacego chemig.

Wydanie polskie ukazato si¢ w ubiegtym roku pod tytutem ,,Nowoczesne Kompendium Chemii”.
Uktad tresci Kompendium przypomina klasyczny podrgcznik chemii. Zgadzam si¢ z Autorami oryginatu
i thumaczami polskimi, ze dzigki temu Kompendium bgdzie rzeczywiscie spetniaé rolg podrgcznika
Chemii dla czytelnikow, ktorzy w ré6znym stopniu opanowali wezesniej wiedzg chemiczna, oraz dla tych,
ktorzy nieco od chemii odeszli, ale chcieliby ja sobie przypomniec.

W takiej roli Kompendium prawdopodobnie sprawdzi si¢ dobrze. Pewnym niedostatkiem jego zawar-
tosci jest brak niektorych nowoczesnych gatgzi chemii, ktore powstaty i rozwingly si¢ w ostatnim potwie-
czu. Do takich dziedzin chemii naleza m.in. chemia koordynacyjna, kataliza (homo- i heterogeniczna)
w syntezie organicznej, chemia materiatow.

Mozna mie¢ zastrzezenia co do nowoczesnosci ujgcia niektorych tematdw, np. dotyczacych chemii
koordynacyjnej, oraz brak niektdrych pojg¢, takich jak np.: zwiazki metaloorganiczne, ciecze jonowe,
stopione sole itp.

Wprawdzie niemieccy autorzy Kompendium pisza w przedmowie do wydania 20, ze w celu unowo-
czesnienia tresci korzystali z uwag wielu specjalistow, ale nie wynika to z zestawu ,,Literatury uzupetnia-
jacej”, ktora — jak na rok wydania 2005 jest nieco ,,podstarzata”.

Redaktor wydania polskiego znacznie wzbogacit i unowoczesnit wykaz literatury dodatkowej
i przez to czytelnik polski ma szanse siggna¢ do bardziej nowoczesnych zrodet.

Reasumujac uwazam, ze wydane przez PWN , Kompendium Chemii”, raczej przesadnie w tytule
nazwane ,,Nowoczesnym”, byto celowym przedsigwzigciem i bedzie bardzo uzyteczna pomoca dla szerokiej
rzeszy czytelnikow, ale nie bedzie skroconym podrecznikiem do nauczania chemii.

Jozef J. Ziotkowski
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INFORMACJE

INFORMACJA REDAKCJI ,,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych” w porozumieniu z Rada Redakcyjna
kontynuuje inicjatywe podjeta na konferencji Dziekandw Wydziatow Chemicznych
,,CHEMIAO08”, ktora odbyta si¢ w czerwcu 2008 roku w Krynicy-Zdro;.

Zgodnie z ta inicjatywa poszczegdlne osrodki chemiczne (przede wszystkim
uczelniane) w Polsce moga publikowac¢ w ,,Wiadomos$ciach Chemicznych” infor-
macje o swojej dziatalnosci.

Uwaga, zmiana numeru konta Redakcji ,, Wiadomos$ci Chemiczne”

Bank PEKAO SA

Oddziat we Wroctawiu

pl. Powstancow Slaskich

50-950 Wroctaw

NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Uwaga, zmiana w Regulaminie!

Od numeru 1-2/2008 Wiad. Chem. podpisy pod rysunkami, schematami, foto-
grafiami, tabelami itp. nalezy przesytac takze w jezyku angielskim.




774 INFORMACIJE

VT 41
AVIth

International

on ‘.llllr'lfz | nat

Fﬁéiilty.o} Chem : istry, University of Wroclaw
‘Section of Coordination and Inorganic Chemistry,
Polish Chemical Society

¢ Committee of “International Winter
lion Chemistry” is honoured to
Conference. The Conference
December 8 till Friday
ell known lovely
south-west

to the problems of
magnetism of coordination
new molecular materials.
will be a special session org
European Commission’s Six Fra
“Molecular  Approach to  Nanoi
Multifunctional Materials” MAGMANet (]
Excellence). The Programme of the Conference
distributed among Participants upon arrival.

Abstracts should be submitted before
October 31. 2008 (deadline !)

ORGANIZING COMMITTEE:

INTERNATIONAL ADVISORY BOARD

Prof. Marius Andruh (Romania) Prof. Adonis Michaelides (Greece) Jerzy Mrozinski — chair
Prof. Evangelos Bakalbasis (Greece)  Prof. Masahiro Mikuriya(Japan) Romuald Grobelny - secretary

Prof. Phalguni Chaudhuri (Germany) Prof. Wasuke Mori (Japan) Alina Bienko — secretary

Prof. Peter Day (Great Britain) Prof. Hisashi Okawa (Japan)

Prof. Etienne Goovaerts (Belgium)  Prof. Spyros Perlepes (Greece) Bozena Kalifiska, Julia Klak,

Prof. Hans Hartl (Germany) Prof. Annie Powel (Germany) Maria Korabik, Monika Nahorska,

Prof. Tasuku lto (Japan) Prof. Claus Schiiffer (Denmark) Katarzyna Nalewajczyk, Andrzej Pochaba.
Prof. Lothar Jiger (Germany) Prof. Dirk Steinborn (Germany) Miroslaw Wrzecion, Bogumila Zurowska
Prof. Miguel Julve (Spain) Prof. Peter Strauch (Germany)

Prof. Masaaki Kojima (Japan) Prof. Markku Sundberg (Finland) : 2
Prof. Vladimir Kokozay (Ukraine) Prof. Michel Verdaguer (France) / - \ 6’1&
Prof. Marian Koman (Slovakia) Prof. Yurii Yablokov (Russia) MAGMA Net

Prof. Milan Melnik (Slovakia) Prof. Masahiro Yamashita (Japan)
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