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70. ROCZNICA URODZIN PROFESORA
STANISEAWA GEABA

W tym roku (2015 r.) profesor Stanistaw
Glab obchodzilby siedemdziesigte urodziny.
Z pewnoscig otrzymalby kwiaty a rodzina
i najblizsi, jak réwniez wspolpracownicy, uho-
norowaliby$my jubilata specjalnymi zycze-
niami i podziekowaniami, za to, ze jest z nami.
Niestety przedwczesne odejscie nie pozwolito
ani Jemu, ani nam doczeka¢ tego specjalnego
jubileuszu. Profesor Stanistaw Glab odszedt
w okresie Swojej najwickszej aktywnosci, pelen
planéw i motywacji do dalszych odwaznych
dzialan jako prorektor Uniwersytetu Warszaw-
skiego. Trafit do szpitala, na wydawaloby sie
proste podreperowanie zdrowia i juz nie wrdcit.
fot. ze zbiorow Uniwersytetu Warszawskiego  Pozostawil nas wszystkich zasmuconych, ze tak

nagle zabraklo Go wsrdd nas.

W naszych sercach pozostata pamie¢ o Staszku, jako o cztowieku niezwyklym,
pelnym pasji, zaangazowania w sprawy zawodowe i rodzinne, a przy tym czlowieku
wielkiej dobroci. Bedac wieloletnim pracownikiem naukowym Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego zapisal si¢ w pamieci nie tylko pracownikoéw, ale row-
niez studentéw jako osoba wielkiego serca, zyczliwa, wyrozumiala, zawsze gotowa
do pomocy i rozmowy.

Najwazniejsze informacje przyblizajace sylwetke Profesora przedstawil profe-
sor Adam Hulanicki, promotor i mentor Stanistawa Glaba od poczatku Jego kariery
naukowej. Podkreslit duzg zyczliwo$¢, z jaka profesor St. Giab traktowal nasza che-
miczng mlodziez, bedac prodziekanem ds. studenckich. Jako dziekan Wydziatu
Chemii UW zapisal si¢ w naszej pamieci jako wzorowy gospodarz, dbajacy o rozwdj
naukowy, ale z rownym zaangazowaniem takze o warunki pracy w naszym pigknym,
majgcym przedwojenng tradycje gmachu przy ul. Pasteura 1. Zyskal przydomek
»Stanistaw Odnowiciel’, dla podkreslenia jak wiele korzystnych zmian dokonalo
sie za Jego kadencji dziekanskiej. Pracowal réwniez na rzecz calej uczelni, poczat-
kowo w senackiej komisji budzetu i finanséw, a nastepnie jako prorektor do spraw
rozwoju i polityki finansowej. Przyjaznit si¢ i dzielil doswiadczeniem z chemikami
z innych o$rodkéw, a waznym etapem Jego dziatalnosci byta praca na rzecz Aka-
demii Podlaskiej w Siedlcach (obecnie Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny),
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o czym ze wzruszeniem opowiadaja Doktor Bozena Stepnik-Swiatek i Profesor
Andrzej Rykowski.

Skoro nie mozemy razem z profesorem Stanistawem Giagbem obchodzi¢ Jego
70-tych urodzin, pozostaje nam wyrazi¢ nasza sympatie i pamie¢ dla Niego. Pra-
gniemy to uczyni¢ poprzez przekazywany Czytelnikom specjalny numer Wiadomo-
sci Chemicznych, numer w ktérym udato si¢ zebra¢ prace przygotowane przez osoby
zwiazane z Profesorem - najblizszych wspotpracownikéow z Pracowni Teoretycz-
nych Podstaw Chemii Analitycznej, ktdrej byl wieloletnim kierownikiem a takze
kolezanki i kolegéw z Wydzialu Chemii UW oraz z innych uczelni, z ktérymi Profe-
sor wspolpracowal na polu naukowym czy tez organizacyjnym.

Cykl prezentowanych w niniejszym numerze publikacji otwiera praca profe-
sora Zbigniewa Galusa, powigzanego z profesorem Stanistawem Glabem na polu
naukowym i darzacego Go bliska przyjaznig.

Prezentowane artykuly to nasz dar upamietniajacy Staszka Giaba. To zbidr prac
przedstawiajacych wybrane zagadnienia wspdlczesnej chemii, w szczegdlnosci che-
mii analitycznej i nieorganicznej — dziedzin ktére tak bardzo blisko byly zwigzane
z Jego zainteresowaniami naukowymi. Gorgco polecamy czytelnikom ten specjalny
numer Wiadomosci Chemicznych, poswiecony pamieci Profesora Stanistawa Glgba,
w 70-t3 rocznicg Jego urodzin.

Ewa Bulska, Renata Bilewicz i Pawel Kulesza
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PROFESOR STANISEAW GLAB (1945-2008)

Stanistaw Glab urodzil si¢ 20 kwietnia 1945 roku w powiecie zamojskim na
ziemi lubelskiej w matej wiosce Kulikowie. Szkole $rednig, Liceum Pedagogiczne,
ukonczyl w Szczebrzeszynie w roku 1965, rozpoczynajac w tymze roku wyzsze stu-
dia chemiczne na chemii w Uniwersytecie Warszawskim. Prace magisterska rozpo-
czal w 1969 roku w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej, ktdra
byta jedna z jednostek organizacyjnych Wydzialu Chemii utworzonych z Katedry
Chemii Nieorganicznej, kierowanej uprzednio przez profesora Wiktora Kemule.

Temat rozprawy magisterskiej ukonczonej w roku 1974 dotyczyt opracowania
nowej spektrofotometrycznej metody oznaczania $ladowych iloéci arsenu i anty-
monu. Tematyka ta byla stopniowo rozwijana i obejmowata badania réznych wskaz-
nikéw wykorzystywanych w chemii analitycznej. Doprowadzilo to do poznania
wieloaspektowej charakterystyki szeregu waznych w chemii analitycznej zwigzkow
i stato sie podstawg rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Fizykochemiczna charak-
terystyka wskaznikoéw redoks”. Znaczenie tej tematyki potwierdzit fakt, ze poswie-
cone jej byly trzy raporty Komisji Odczynnikéw i Reakeji Chemicznych Migdzyna-
rodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC). Zapoczatkowalo to ponadto
wieloletnig dziatalno$¢ miedzynarodowg Stanistawa Glaba i wybodr Jego na sekreta-
rza wspomnianej Komisji w latach 1995-1997.

Wazng dziedzing zainteresowan, a wiec i dzialalnosci Stanistawa Glagba byto
miareczkowanie kulometryczne wykorzystywane nie tylko jako metoda analityczna,
ale rowniez jako metoda wyznaczania statych fizykochemicznych. Badania nowych
ukladow elektrodowych, rozpoczete w czasie pobytu na Politechnice w Sztokholmie,
byty istotnym elementem rozprawy habilitacyjnej przedstawionej Radzie Wydziatu
Chemii UW w roku 1990, a dotyczacej ,,Zastosowania kulometrii i elektrod metal/
tlenek metalu do badania ukladow kwas-zasada”. Dalsze Jego badania zwigzane
z opracowywaniem i stosowaniem nowych elektrochemicznych bioczujnikéw, staty
sie podstawa kilkudziesigciu publikacji, a takze sze$ciu przewodéw doktorskich
wykonanych pod promotorstwem Stanistawa Glaba. Wazng pozycje stanowilo tu
opracowanie modelu dziatania pehametrycznych czujnikdéw enzymatycznych i ich
miniaturyzacja dzieki zastosowaniu techniki sitodruku. Uwienczeniem tej aktyw-
nosci byto nadanie Mu w roku 1997 tytulu profesora.

Jako nauczyciel akademicki wielkg wage przyktadal do nauczania studentéw.
Przez wiele lat wykladat chemie analityczng dla studentéw 2-go roku, prowadzac
zajecia zaréwno na macierzystej uczelni jak i w Akademii Podlaskiej w Siedlcach.
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Przywigzywal duza wage nie tylko do ich tresci jak i formy. Jego zrozumienie dydak-
tyki przejawialo si¢ rowniez w dzialalno$ci w Komitecie Olimpiady Chemiczne;.

Aktywna dziatalno$¢ naukowa szta w parze z organizacyjng, poczatkowo na
terenie Wydzialu Chemii. Stanistaw Glab w roku 1993 zostal wybrany prodzie-
kanem, a w trzy lata pdzniej dziekanem Wydzialu. Pelnigc te funkcje byl, w pelni
tego stowa, gospodarzem Gmachu Chemii Uniwersytetu. Wprowadzit szereg zmian
i modernizacji, na przykiad takich, ktére ulatwialy studiowanie osobom niepetno-
sprawnym. Niewatpliwie Jego réwnie waznym osiagnieciem byto unowoczesnie-
nie systemu ogrzewania Gmachu Chemii, a takze racjonalizacja wykorzystania
pomieszczen, zwlaszcza w jego podziemnej czesci.

Wysoka ocena cech Jego charakteru, a takze caloksztaltu Jego dzialalnosci,
niewatpliwie przyczynila sic do powotania Go w roku 2002 na stanowisko prze-
wodniczacego Senackiej Komisji Budzetu i Finansow, a w kadencjach w roku 2005
i 2008 na funkcje prorektora do spraw rozwoju i polityki finansowej Uniwersytetu
Warszawskiego. Niestety, w pelni sit tworczych po krétkiej chorobie, przedwczesna
$mier¢ zabrata Go 8 lipca 2008 roku.

Nieczgsto we wspodlczesnym $wiecie spotykamy ludzi, ktorzy swoj czas i umie-
jetnosci starajg sie w tak duzym stopniu poswieca¢ dla spoleczenstwa, w ktérym
zyja. Takim czltowiekiem byt profesor Stanistaw Gtlab, ktory nie odmawial nikomu,
ktory sie do Niego zwracal z prosba o rade i pomoc i zawsze wkladal maksimum
wysitku, aby zadania, ktorych sie podejmowal wykonywac¢ jak najlepie;j.

Adam Hulanicki

Prof. dr hab. Adam Hulanicki
Profesor emerytowany

Wydziat Chemii

Uniwersytet Warszawski

e-mail: ahulan@chem.uw.edu.pl
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WSPOMNIENIE PRACOWNIKOW UNIWERSYTETU
PRZYRODNICZO-HUMANISTYCZNEGO
W SIEDLCACH O PANU PROFESORZE
STANISLAWIE GLABIE

Po odejsciu prof. dr hab. Jana Matyszki w 1983 r. dyrekcja Instytutu Chemii
WSR-P (obecnie Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach) intensyw-
nie poszukiwala jego nastepcy, m.in. na Uniwersytecie Warszawskim. Kandydature
dr Glgba zaproponowal dr Zbigniew Stojek, ktory znal dobrze pdzniejszego profe-
sora chemii. Wiedzial, ze dr Glab byl zwigzany z Siedlcami przez swoja zong¢ Kry-
styne i czesto odwiedzal to miasto w drodze do tescidw mieszkajacych na kolonii
Wielgosz. Po rozmowie z dyrektor Instytutu Chemii, panig doc. Suszko-Purzycka,
dr Glab wyrazil zgode¢ na zatrudnienie w Zaktadzie Chemii Analitycznej i Elektro-
chemii, jednakze bez sprawowania funkcji kierowniczej. Pracowal wtedy nad swoja
habilitacja i nie chciat zbyt duzo czasu po$wigca¢ sprawom organizacyjnym nie-
zwigzanych z nauka.

Przez kolejne 21 lat prowadzil wyktady z analizy instrumentalnej, wykltady
i ¢wiczenia rachunkowe z chemii analitycznej oraz prace magisterskie. Byl réwniez
recenzentem wielu prac magisterskich realizowanych w innych zaktadach. W tam-
tych latach w Instytucie Chemii byt prowadzony konkurs na najlepszego wykla-
dowce i to wlasnie doktor Glab wielokrotnie go wygrywatl. Sposob prowadzenia
przez niego zaj¢¢ dydaktycznych na najwyzszym $wiatowym poziomie i niezwykle
serdeczna a zarazem rzeczowa postawa wobec studentéw, szybko data rezultaty
w postaci doskonalych wynikéw nauczania. Poswiecal wiele czasu dydaktyce i potra-
fit zarazi¢ studentéw swoja pasja. Chcac sprawdzi¢ poziom éwczesnych studentéw
chemii WSR-P pan profesor przeprowadzal eksperyment dydaktyczny z analizy
instrumentalnej; te same pytania egzaminacyjne zadawal najpierw naszym studen-
tom a nastepnie swoim wychowankom na Uniwersytecie Warszawskim. Kilkakrot-
nie, ku zaskoczeniu wielu osob, w tej rywalizacji wygrywali studenci z Siedlec. Do
pana profesora, jak sami moéwili, nie wypadalo przyjs¢ na egzamin bedac nieprzy-
gotowanym. Najlepsi studenci wykonywali prace magisterskie pod jego kierunkiem
w Zakladzie Chemii Analitycznej i Elektrochemii, przeksztalconym w pdzniejszym
okresie w Zaktad Chemii Analitycznej. Wielu z nich ukonczylo pézniej studia dok-
toranckie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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Dzien, w ktérym pan dr Stanistaw Glgb, z czasem doktor habilitowany i pro-
fesor tytularny przyjezdzal do Siedlec byt dla pracownikéw Zaktadu Chemii Anali-
tycznej najwazniejszym dniem tygodnia. Profesor byt dla nas wyrocznig w sprawach
dydaktycznych i naukowych, byl przy tym cztowiekiem bardzo skromnym i bez-
posrednim. Nie zmienil sie, gdy zostal Dziekanem Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego a nastepnie jego Prorektorem. Byl dla nas wsparciem nie tylko
w sprawach naukowych, ale i osobistych. Zawsze stuzyl rada i dobrym stowem. Byt
réwniez bardzo operatywny w sprawach organizacyjnych Tym talentem dzielit si¢
z innymi. Moglismy zawsze liczy¢ na jego konkretng pomoc.

Pana Profesora juz nie ma z nami, ale ciggle pozostaje w naszych sercach i bar-
dzo go nam brakuje.

dr Bozena Stgpnik-Swigtek, prof. dr hab. Andrzej Rykowski
Prof. dr hab. Andrzej Rykowski
Instytut Chemii

Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach

e-mail: rykowski@uph.edu.pl
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BADANIA KULOMETRYCZNE NA WYDZIALE
CHEMII UNIWERSYTETU WARSZAWSKIEGO

COULOMETRIC STUDIES IN THE DEPARTMENT OF
CHEMISTRY OF THE UNIVERSITY OF WARSAW

Zbigniew Galus

Wydziat Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
ul. Pasteura 1, 02-093 Warszawa
e-mail: zbiggal@gmail.com

Praca zostata opublikowana w specjalnym numerze
~Wiadomosci Chemicznych”, poswigconym pamieci Profesora Stanistawa Glgba,
w 70-tg rocznice Jego urodzin

Abstract
1. Wiadomosci wstepne
2. Kulometria przy stalym pradzie (miareczkowanie kulometryczne)
2.1. Rozwoj miareczkowania kulometrycznego
2.1.1. Zastosowania analityczne
2.1.2. Zastosowania w badaniach fizykochemicznych
3. Kulometria przy stalym potencjale. Chronokulometria
4. Woltochronokulometria
Pis$miennictwo cytowane
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Zbigniew Galus ukonczyl studia magisterskie na Wydziale Matematyczno-Fizyczno-
-Chemicznym Uniwersytetu Lodzkiego (1955). Stopient doktora nauk chemicznych
uzyskal na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego (1960). ROwniez na tym
Wydziale habilitowal si¢ w 1966 roku. Od 2004 roku jest emerytowanym profesorem
Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Jego zainteresowania naukowe,
wymieniajgc tylko niektére, obejmowaly prace nad mechanizmem i kinetyka réz-
norodnych reakeji elektrodowych, czgsto przebiegajacych w nietypowych warun-
kach. Szczegélnie intensywnie byly badane przez autora i jego wspdtpracownikow
mechanizmy reakeji elektrodowych w mieszanych rozpuszczalnikach i stezonych
elektrolitach podstawowych. Wiele uwagi autor poswiecil takze adsorpcji réznych
substratow na elektrodach oraz inhibitowaniu reakgji elektrodowych. Autor zajmo-
wal sie rowniez problematykga i zastosowaniami wiszacej rteciowej elektrody kroplo-
wej, a takze w pdzniejszym okresie problematyka ultramikroelektrod.
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ABSTRACT

The coulometric studies carried out in the Department of Chemistry of the
University of Warsaw have been described.

In the first part of this brief review there were discussed papers in which coulo-
metric titration was used as a main method of the study. In this section the achie-
vements of Stanistaw Glab and his coworkers in that field were shortly described
and discussed. Both the use of the coulometric titration in elaboration of a new
analytical titration methods and its application to the determination of equilibrium
constants of several reactions have been presented.

In the second part, the results obtained with the use of two variants of constant
potential coulometry were presented. In the first classical variant, the thickness of
the solution layer (d), from which occurs the diffusion to the electrode was much
larger than the diffusion layer thickness (§), d » §. In the second variant inequality
d « § is obeyed. The later case relates to the so-called thin-layer chronocoulometry,
when the reactive layer (solution or film on the electrode) is very thin.

Some papers published by the researchers from the Chemistry Department of
the University of Warsaw were presented, especially those where thin layers of heavy
metal (as iron, nickel, cobalt and others) hexacyanoferrates such as for instance
Prussian Blue, were deposited either on platinum, gold, glassy carbon electrodes or
on carbon nanotubes. The transport of charge in such layers was briefly discussed.

In the last part, the application of so-called voltochronocoulometry by rese-
archers of the Chemistry Department of the University of Warsaw to the study of
different electrode reactions and double layer phenomena is presented.

Keywords: coulometry, coulometric titration, constant potential coulometry, chro-
nocoulometry, thin-layer chronocoulometry, voltochronocoulometry

Stowa kluczowe: kulometria, miareczkowanie kulometryczne, kulometria przy sta-
tym potencjale, chronokulometria, chronokulometria cienkich warstw, woltochro-
nokulometria




634 Z. GALUS

Zastanawiajac si¢ nad problematyka krotkiej pracy poswieconej chociazby
w cze$ci dzietu prof. dr hab. Stanistawa Glaba, przyjrzalem sie blizej jego dzialal-
no$ci naukowej. Obok prac o ogdélnym charakterze analitycznym wyrdznialy sie
w jego pracach dwa nurty badawcze o znacznej intensywnosci. Pierwszy z nich
sklada sie z prac zwigzanych z rozwojem i zastosowaniami elektrod jonoselektyw-
nych i drugi, trzeba przyzna¢ o mniejszym natezeniu niz pierwszy, gromadzit prace
z zakresu miareczkowania kulometrycznego.

Postanowitem zaja¢ sie tym drugim nurtem jego prac, poniewaz wigze si¢ on
z badaniami chronokulometrycznymi, ktére byly prowadzone w naszej Pracowni
Elektroanalizy Chemicznej. Oba nurty kulometryczne, mimo Ze nosza nazwy,
w ktorych pojawia si¢ stowo kulometria, sa do$¢ rozne i stuza réznym celom. Pierw-
sza metoda — miareczkowanie kulometryczne - jest uzywana gléwnie w analizie
chemicznej, jednakze dzigki precyzyjnemu miareczkowaniu moze by¢ przydatna,
miedzy innymi, w wyznaczaniu statych réwnowagi reakcji kwasowo-zasadowych,
a takze rownowag reakcji kompleksowania.

Natomiast chronokulometria byla przede wszystkim stosowana w badaniach
natury reakcji elektrochemicznych, chociaz oczywiscie istnieje takze mozliwos¢
zastosowania analitycznego tej metody.

Krétkie opracowanie zostanie ograniczone do prac i wkladu w rozne dzialy
kulometrii wniesionego przez pracownikéw Wydzialu Chemii Uniwersytetu War-
szawskiego. Jednocze$nie omowienie tych prac daje okazje do krotkiego przedsta-
wienia osiggnie¢ w tym zakresie prof. dr hab. Stanistawa Glaba, ktéremu poswie-
cony jest ten numer Wiadomos$ci Chemicznych.

1. WIADOMOSCI WSTEPNE

U podstaw kulometrii jako elektrochemicznej metody opartej na pomiarze
tadunku (liczby kulomboéw) sa prawa elektrolizy Faradaya.

Te prawa wigzace $cisle ladunek z ilo$cig elektrolizowanej substancji sg stuszne
pod warunkiem, Ze tadunek jest zwiazany tylko z procesem badanej przez nas sub-
stancji i Ze nie przebiegajg w czasie tej elektrolizy zadne dodatkowe procesy elektro-
dowe. Gdy ten warunek jest spelniony, méwimy o 100-procentowej wydajnosci pra-
dowej. Powodzenie badan kulometrycznych zalezy przede wszystkim od spelnienia
tego podstawowego warunku. Wtedy w pelni obowigzuje prawo Faradaya wiagzace
masg (m) elektrolizowanej substancji z tadunkiem (Q), ktory przeptynat w czasie tej
elektrolizy

QM
nF

(1)

gdzie F jest stalg Faradaya, n - liczba elektronéw wymienianych w elementarnej
reakcji, a M — masg molowg reagenta.
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Postugujac si¢ rownaniem (1), mozna wyznaczy¢ mase m, a takze inne parame-
try wystepujgce w tym rownaniu — M, n, Fi Q - jezeli s3 znane pozostale parametry.
Z tego wynika, ze kulometria moze by¢ stosowana zaréwno w oznaczeniach anali-
tycznych, jak i w badaniach fizykochemicznych.

Rozpatrujac kulometri¢, w celu uporzadkowania opisu, mozna dokona¢
podzialu tej metody w zaleznosci od rozwijajacych si¢ jej kierunkéw. Dotyczy to
takze prac kulometrycznych prowadzonych na Wydziale Chemii Uniwersytetu War-
szawskiego.

Ten podzial moze by¢ wprowadzany w roznoraki sposdéb. Dla klarownosci
wywodu i oszczedno$ci miejsca przyjmiemy typowy podzial na kulometrie przy
stalym potencjale i przy statym pradzie. Kulometria przy stalym potencjale jest sto-
sowana zazwyczaj w pomiarach parametréw fizykochemicznych, podczas gdy kulo-
metria przy stalym pradzie (miareczkowanie kulometryczne) zazwyczaj w analizie.

2. KULOMETRIA PRZY STALYM PRADZIE
(MIARECZKOWANIE KULOMETRYCZNE)

Trudno jest prowadzi¢ pelng przemiane jakiej$ substancji obecnej w roztwo-
rze, stosujgc stale natezenie pradu i zachowujgc 100-procentows jego wydajnosé.
Aby doprowadzi¢ takg substancje do prawie 100-procentowej przemiany, reakcja
powinna by¢ prowadzona pradem o bardzo malym natezeniu, co bardzo wydtu-
zyloby jej czas trwania. Przy znacznym natezeniu pradu, w stosunku do stezenia
elektrolizowanej substancji, jej stezenie przy powierzchni elektrody moze obnizy¢
sie szybko do zera, a potencjal elektrody zmieni si¢ skokowo do warto$ci, przy ktorej
moze przebiegaé nastepna reakcja (np. innego reagenta, elektrolitu podstawowego
lub rozpuszczalnika) jak w metodzie chronopotencjometrycznej [1]. Dalsza elektro-
liza badanej (oznaczanej) substancji, mimo Ze bedzie przebiega¢, to jednak juz przy
znacznie nizszej wydajnosci pradowej.

Dlatego prosta kulometria z uzyciem pradu o stalym natezeniu moze by¢ stoso-
wana tylko w ograniczonych przypadkach, na przyklad gdy substancja podlegajaca
przemianie elektrodowej jest obecna na powierzchni elektrody. Przyktadem moze tu
by¢ reakcja utleniania srebra osadzonego na przewodzacym podlozu.

Przelom i usuniecie tego ograniczenia statoprgdowej kulometrii zostato doko-
nane w 1938 roku przez Szebelledy i Somogy, ktdrzy w serii prac [2] rozwineli
posrednie miareczkowanie, w ktérym oznaczana substancja wchodzila w reakcje
z reagentem wytwarzanym na elektrodzie pradem o stalym nate¢zeniu. Aby zilustro-
wac zasade tego postepowania, zalézmy, ze w czasie miareczkowania zachodzi reak-
cja utlenienia-redukcji substancji Red, z wytworzonym na elektrodzie utleniaczem
Ox, z substancji Red :

Red, - ne - > Ox, (2)
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Substancja Red,, z ktérej generowany jest titrant, powinna by¢ w roztworze
w na tyle znacznym stezeniu, aby ciggle na elektrodzie mogta przy stalym nateze-
niu pradu przebiega¢ reakcja (2), bez zadnych reakcji ubocznych (100-procentowa
wydajno$¢ pradowa).

Wytworzony titrant Ox, wchodzi w reakcje ilosciowa redoks z oznaczang sub-
stancjg Red, zgodnie z réwnaniem

Ox, + Red, - > Red, + Ox, (3)

Dla prostoty przyjeto, ze liczby elektronéw, n, wymieniane w elementarnych
reakcjach obu ukfadéw Ox /Red, i Ox,/Red, s3 réwne. Przykladem klasycznym
takiego postepowania moze by¢ oznaczanie zelaza(II) za pomocg kulometrycznie
generowanego ceru(IV). W tym przypadku n, = n, = 1 (uklady Fe’"*" i Ce*"*").

Postepowanie takie ma istotne zalety. Metoda kulometrycznego miareczkowa-
nia jest bowiem metoda absolutng z uzyciem elektronéw jako pierwotnego titranta,
a ponadto pozwala ona na wytworzenie i bezposrednie uzycie malo trwatych
odczynnikéw miareczkujacych, takich jak chlor czy tez brom.

Oczywiscie, jak w kazdym miareczkowaniu, konieczna jest odpowiednia
metoda detekcji jego punktu konicowego.

W Polsce metoda miareczkowania kulometrycznego byla rozwijana w kilku
o$rodkach. W latach 1950. rozwijal ja Kazimierz Sykut z Uniwersytetu Marii Curie-
-Sktodowskiej (UMCS), ktory wyniki swych badan przedstawil w serii artykulow
opublikowanych w Annales UMCS, Sectio AA. Prace tam opublikowane zlozyly si¢
miedzy innymi na jego rozprawe doktorska obroniong w 1959 roku [3].

Jeszcze wezesniej, bo juz w 1954 roku, Kazimierz Kalinowski, wtedy profesor
Wydzialu Farmacji Akademii Medycznej w Lodzi, opublikowal prace kulome-
tryczng [4], w ktorej jako odczynnik miareczkujacy stosowany byt elektrochemicznie
wytworzony chlor. W nastepnych latach, samodzielnie lub ze wspoéipracownikami,
opublikowal on seri¢ prac poswieconych oznaczaniu witamin oraz syntetycznych
srodkow leczniczych. Réwniez w Lodzi, lecz na Uniwersytecie L.odzkim, Wlodzi-
mierz Jedrzejewski opisal w 1957 roku [5] miareczkowanie kwasu askorbinowego
elektrochemicznie generowanym jodem. Kulometryczne prace i oznaczenia byly
dalej prowadzone w tym o$rodku. Te prace poswigcone miareczkowaniu kulome-
trycznemu, prowadzone w réznych polskich osrodkach, byly szerzej omawiane
przez Malyszko [6].

2.1. ROZWOJ MIARECZKOWANIA KULOMETRYCZNEGO

Przechodzac do omodwienia prac kulometrii stalopragdowej, opublikowanych
przez pracownikéw Uniwersytetu Warszawskiego, trzeba zauwazy¢, ze byty one roz-
wijane pdzniej niz w uprzednio wspomnianych osrodkach, pierwsza bowiem praca
w tym zakresie zostala opublikowana dopiero w 1973 roku [7]. Prace publikowane
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przez pracownikéw UW mozna podzieli¢ na dwie grupy: prace poswiecone ozna-
czeniom analitycznym oraz prace zwigzane z badaniami réwnowag w roztworze.
Wzystkie te prace zostaly przygotowane w Pracowni Teoretycznych Podstaw Che-
mii Analitycznej UW, kierowanej przez Adama Hulanickiego, w pdzniejszych latach
przez Stanistawa Glaba.

2.1.1. Zastosowania analityczne

W zespole prac $cisle analitycznych jest pierwsza, juz wspomniana, publikacja
z 1973 roku [7], po$wigcona spektrofotometrycznemu i kulometrycznemu ozna-
czaniu wanadu w koksie naftowym. Autorzy w oznaczeniu kulometrycznym zasto-
sowali jako odczynnik zelazo(II), ktéry wchodzit w reakcje¢ redoks z wanadem(V).
W ukladzie wskaznikowym elektroda platynowa byla polaryzowana do potencjatu
+0,67 V (vs SCE), ktory jest rowny potencjatowi punktu réwnowaznosci. Uzyskano
dobra zgodnos¢ oznaczenia kulometrycznego z wynikiem spektrofotometrycznym.
W oznaczeniu kulometrycznym przeszkadzaly oczywiscie substancje reagujace
z zelazem(II).

Pézniej Jedral i Hulanicki [8] wytwarzali Fe(II)-EDTA w kulometrycznym
katodowym procesie z Fe(III)-EDTA. Odczynnik ten byt wykorzystany do oznacze-
nia platyny. Oznaczenie byto mozliwe, poniewaz reakcja kompleksowania zaréwno
Pt(II) jak i Pt(IV) przez EDTA i Fe(II)-EDTA jest na tyle wolna, ze reakcja redoks
pomiedzy Pt(IV) i Fe(II)-EDTA zachodzi szybciej niz kompleksowanie jonéw pla-
tyny.

Autorzy ci [9] opisali takze odmienny sposob oznaczania platyny(IV) oparty na
dodatku do analizowanego roztworu nadmiaru oznaczonego kwasu askorbinowego.
Jego nadmiar byt miareczkowany anodowo generowanym jodem z wykorzystaniem
biamperometrii do wyznaczenia punktu koncowego.

Roéwniez Glab i Hulanicki zajmowali si¢ kulometrycznym oznaczaniem kilku
substancji. Wykorzystali oni [10] glikole etylenowy i propylenowy, a takze ich mie-
szaniny z alkoholem izopropylowym jako srodowiska reakcji do oznaczania stabych
zasad, ktore w roztworach wodnych nie s3 do$¢ mocne, aby mogty by¢ z sukcesem
miareczkowane.

Na podstawie literatury i badan wlasnych kilku uktadéw kwas-zasada typu
HA/A™ mozna byto wnioskowac, ze stale dysocjacji zasadowej w glikolu etylenowym
(GE) i propylenowym (GP) moga by¢ powiazane z ich stalymi w wodzie nastepuja-
cymi relacjami:

pK, (GE) = pK, (H,0) - 2 (4)

pK, (GP) = pK, (H,0) - 1,5 (5)
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Dla uktadéw typu BH'/B nie bylo mozliwe sformulowanie podobnych prostych
réwnan. W miareczkowaniach zastosowano jako elektrolit 3-procentowy roztwor
NaClO,-H,0, ktéry sprzyjat dobrej przewodnosci roztworu i wydajnosci generowa-
nia, nie zmniejszajac znaczgco skoku pH w punkcie koncowym, ktéry byl wyzna-
czany za pomocy elektrody szklanej. Wsréd miareczkowanych zasad byly: wodoro-
weglany, octany, mréwczany, salicylany, wodoroftalany, monoetyloamina, chinolina
i kilka jeszcze stabych zasad. Uzyskano dobre wyniki tych kulometrycznych ozna-
czen z wyjatkiem miareczkowania benzyloaminy.

Wydajnos¢ generowania jonéw OH™ bliska 100% byla oznaczana przez mia-
reczkowanie standardowym roztworem wodoroftalanu sodu.

W innej pracy Hulanicki, Glgb i Jedral [11] badali zaleznos¢ tzw. bledu sre-
browego od rozpuszczalnosci halogenku srebra w oznaczeniach kulometrycznych
kwasow w jednokomorowym naczyniu. Ustalono, ze blad srebrowy jest proporcjo-
nalny do ogdlnej rozpuszczalnosci zwigzkow srebra i odwrotnie proporcjonalny do
gestosci pradu.

Poniewaz gtéwny blad miareczkowania w takich oznaczeniach wynikat z bledu
srebrowego, autorzy dazyli do jego minimalizacji. Blad ten, jak stwierdzono,
byt mniejszy od 0,1%, gdy gestos¢ pradu katodowego byla przynajmniej réwna
10 mA-cm™. Ta zaleznos¢ byta sprawdzana w roztworach chlorkéw, bromkéw i jod-
kéw w wodzie, metanolu, etanolu i acetonie. W jednokomorowym naczyniu osad
halogenku srebra tworzacy si¢ na anodzie w zasadzie nie powinien przeszkadzad
w oznaczeniu kwasow przez jony OH™ tworzone na katodzie. Dla wodnych roz-
tworéw rekomendowano bromki, bo mniejsza jest rozpuszczalnos¢ AgBr niz AgCl,
a dla roztworéw metanolowych najlepsze rezultaty uzyskano z chlorkami. Wtedy
liczba jonéw srebra dochodzacych do katody byta nieznaczna i dlatego ich udzial
w procesie katodowym nie wptywal znaczaco na obnizenie 100-procentowej wydaj-
nosci pradowe;j.

Hulanicki i Glab [12] dyskutowali takze dodatkowo warunki powstawania
bledu srebrowego, ustalajac prosta liniowa zalezno$¢ pomiedzy wzrostem tego bledu
i wzrostem rozpuszczalno$ci AgBr, wywotanym rosnagcym stezeniem bromkow.

Glab i Hulanicki [13] opisali takze kulometryczne oznaczanie ditlenku wegla,
stosujac alkalimetryczne miareczkowania CO, zaabsorbowanego w roztworze
monoetanoloaminy.

Badane byly i optymalizowane procesy miareczkowania w kilku réznych
rozpuszczalnikach. Podczas kulometrycznego generowania zasady stosowany byt
0,1 mol/L roztwoér bromku tetrametyloamoniowego w tych rozpuszczalnikach.
W miareczkowaniach w obwodzie wskaznikowym stosowano elektrode szklang
i antymonowa do pomiaréw zmian pH. Co istotne, z krzywych miareczkowania
wyznaczano stale autoprotolizy mieszanych rozpuszczalnikéw i state protonowania
monoetanoloaminy. Stuzylo to doborowi optymalnych warunkéw miareczkowa-
nia. Metode wykorzystano do oznaczania sumarycznej zawartosci wegla w wodach
naturalnych.
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Z Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej wyszto takze kilka
dalszych prac opisujgcych oznaczenia niektérych jonéw i substancji. Hulanicki
i wspdtpracownicy [14] opisali kulometryczne oznaczanie matych ilosci chlorkow
za pomoca jonéw srebra generowanych w mieszanych rozpuszczalnikach wody
2 50190% etanolu, acetonu i kwasu octowego. Najlepsze wyniki uzyskano w 90-pro-
centowym etanolu. W badaniach stosowano kilka metod oznaczania punktu konco-
wego. Mimo ze iloczyn rozpuszczalnosci byt najmniejszy w 90-procentowym kwasie
octowym i acetonie, jednak ze wzgledoéw praktycznych oznaczania w tych srodowi-
skach nie rekomendowano.

Pawlowski i Jedral [15] opisali uproszczone oznaczanie matych ilosci wody
kulometrycznie generowanym jodem (odczynnik K. Fischera) z potencjometryczng
detekcja punktu koncowego.

Slady wody oznaczano w osuszonych rozpuszczalnikach — metanolu, eterze,
benzenie, DME i w nasyconych woda benzenowych roztworach amin i kwasow
organicznych.

Slady wody byty takze oznaczane kulometrycznie [16] w suchych materiatach
pochodzenia roélinnego (suszone owoce). Oznaczenie sumy wody i kwasu askor-
binowego prowadzono za pomoca odczynnika Karla Fischera, a kwas askorbinowy
oznaczano zmodyfikowang metoda. Jako metode pordwnawczg stosowano suszenie
termiczne w temp. 95°C. Ta metoda prowadzita do wynikéw réznigcych si¢ 0 £10%
od wynikéw oznaczen kulometrycznych.

Ten sam zespot autoréw [17] opracowal kulometryczng metode oznaczania
wilgoci w suchych materiatach roslinnych zawierajacych lotne oleje. W jednym
postepowaniu woda i rézne substancje o redukujacym charakterze byly oznaczane
odczynnikiem Fischera, a w drugim stosowano odczynnik bez udziatu SO, w celu
oznaczenia tylko reduktoréw. Bfad oznaczenia wody byt réwny okoto 5%. Poniewaz
metoda poréwnawcza suszenia termicznego w temp. 85-110°C nie prowadzita do
jednoznacznych wynikéw, autorzy postulowali oznaczanie kulometryczne wody
w ekstraktach metanolowych suchych materialéw roélinnych jako metode uniwer-
salna.

Wreszcie Pawlowski i wspdlpracownicy [18] opisali metod¢ kulometrycznego
oznaczania wolnych kwaséw w ttuszczach. Do oznaczania wykorzystano, z dobrym
wynikiem, zewnetrznie kulometrycznie generowane jony OH' i elektrode szklang
do detekcji punktu koncowego. Ta konkluzja dotyczaca dobrej jakosci oznaczania
zostala ustalona na podstawie poréwnania z wynikami alkacymetrycznego miarecz-
kowania objetosciowego z uzyciem mianowanego roztworu KOH.

2.1.2. Zastosowanie w badaniach fizykochemicznych

Hulanicki [19] dyskutowal zastgpienie wody jako rozpuszczalnika przez nie-
wodne lub mieszane rozpuszczalniki. Moga wtedy by¢ analizowane niektdre sub-
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stancje nierozpuszczalne w wodzie, mozliwe jest takze wykorzystanie reakeji, ktore
w wodzie przebiegaja w niedostatecznym stopniu lub wcale nie s3 obserwowane.

Dla wielu substancji i rozpuszczalnikow réznorakie ich wlasnosci, w tym kwa-
sowo-zasadowe, s3 znane i to jest powdd ich szerokiego stosowania w alkalime-
trycznych, kulometrycznych miareczkowaniach w niewodnych rozpuszczalnikach.
Natomiast inne typy oznaczen kulometrycznych oparte na przyklad na reakcjach
redoks czy osadzania osaddw, sg uzywane w takich $rodowiskach niezbyt czesto,
z wyjatkiem miareczkowan opartych na reakcjach bromowania zwigzkéw organicz-
nych. Sytuacja jest szczegélnie ztozona w przypadku mieszanych rozpuszczalnikow,
ktérych wlasnosci nie sa czesto prosto powigzane z wlasno$ciami sktadajacych sie
na nie czystych rozpuszczalnikéw. W pracy zostal dokonany przeglad prac poswie-
conych kulometrycznemu miareczkowaniu w réznych rozpuszczalnikach.

Zastosowanie miareczkowania kulometrycznego do oznaczania statych proto-
nowania kwaséw i zasad bylo rozwijane przez Glaba i wspdtpracownikow [20], ze
wzgledu na prostote, precyzje i doktadno$¢ tej metody. Takie oznaczanie jest szybkie
i wymaga tylko jednej kalibracji roztworu mocnego kwasu w tym samym rozpusz-
czalniku (i tej samej sile jonowej), w ktérym jest badany kwas (zasada). Propono-
wane postepowanie ma szczegoélnie znaczne zalety w przypadku mieszanych i nie-
wodnych rozpuszczalnikéw majacych amfiprotyczng nature. Poprawnos¢ metody
byta sprawdzana w wyznaczaniu statych protonowania szeregu kwasow i zasad
w wodzie, 95-procentowym etanolu i glikolu etylenowym. W wigkszo$ci przypad-
kéw uzyskano wyniki zgodne z literaturg w granicach bledu eksperymentalnego.

Glab i Nowicka [21] opracowali procedure kulometrycznego miareczko-
wania matych ilosci i objetosci kwaséw i zasad z rozdzielong szklem porowatym
przestrzenig katodowa i anodowa. Postepowanie zostalo wykorzystane do mikro-
kulometrycznego oznaczania stalych protonowania kilku alkaloidéw wyizolowa-
nych w matych ilosciach z grazela zoltego. Wczesniej metode testowano na dobrze
znanych ukladach. Stosowano w oznaczeniu mieszaniny acetonu z woda (80 + 20),
a jako sensor pH elektrode szklana.

Zastosowanie niewodnych i mieszanych rozpuszczalnikéw w badaniach
fizykochemicznych wymaga znajomosci ich stalych autoprotolizy. Dlatego Glab
i Hulanicki [22] zajeli si¢ tym zagadnieniem, stosujac do wyznaczania tych stalych
miareczkowanie kulometryczne. Stale autoprotolizy zostaty wyznaczone dla glikolu
etylenowego — wartos$ci 15,65 oraz 15,57 (lit. 15,7), metanolu 16,65 i 16,49 (lit. 16,7)
oraz wody 13,98 i 14,01 (lit. 14,0). Pierwsza z wyznaczonych wartosci uzyskana
zostala przez autoré6w w naczyniu jednokomorowym, a druga w dwukomorowym,
w nawiasach podano za$ wartosci literaturowe. Lepsza zgodno$¢ z literaturowymi
wynikami uzyskano, stosujac naczynie jednokomorowe. Stale autoprotolizy byly
obliczone z potencjaléw mierzonych w czasie miareczkowania mocnego kwasu
(dodanego lub generowanego kulometrycznie) kulometrycznie generowang zasada.

Glab i wspdlpracownicy [23] zastosowali takze kulometryczne miareczkowanie
w badaniach réwnowagi w ukladach jon metalu-ligand, gdy ligand wykazuje proto-
lityczne wlasciwosci. W alkalimetrycznych miareczkowaniach protonowanej formy
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ligandu, w celu wyznaczenia jego stalej protonowania, stosowano mocna zasade
generowang kulometrycznie.

W celu sprawdzenia stosowalno$ci miareczkowania kulometrycznego (mocng
generowang zasada) do wyznaczania stalych trwaltosci komplekséw badano poczat-
kowo, dla poréwnania, rownowagi w dobrze rozpoznanych ukladach. Po uzyskaniu
dobrych wynikéw autorzy wyznaczyli stale trwatosci kompleksdw wapnia i magnezu
ze sktadnikami biologicznie waznych buforéw, ktére wyznaczono w eksperymental-
nych warunkach stosowanych w analizie klinicznej (sita jonowa 0,16 mol/L i 37°C).

Problematyka wyznaczania statych trwalosci komplekséw wapnia i magnezu
zbiologicznie waznymi ligandami z uzyciem miareczkowania kulometrycznego byta
takze rozwijana w kolejnej pracy Glaba i wspdétpracownikéw [24]. W czasie badan
miareczkowano protonowany ligand elektrogenerowana mocng zasadg. Dzigki
temu wyznaczono stale protonowania K, , a dalej stale trwalosci B, . Warunki
prowadzenia badan jonowej rownowagi, metoda miareczkowania kulometrycznego
w mikroskali, byty okre$lone w pracy omdéwionej juz uprzednio [12]. Metoda ta
moze by¢ stosowana w badaniach, gdy objetosci roztworu sg nawet rzedu 1 mL,
a stezenia rzedu 10~ mol/L.

W ostatnim czasie (2015) problematyka miareczkowania kulometrycznego
zostala na nowo podjeta na Wydziale Chemii UW [25] w zwigzku z rozwojem
i zastosowaniami mikrosfer poliakrylowych, ktére miedzy innymi moga znalez¢
zastosowania w analityce. Szczegdlnie w zastosowaniach analitycznych sg interesu-
jace mikrosfery zawierajace grupy aminowe, hydroksylowe, czy tez karboksylowe,
jednakze pod warunkiem, ze bedzie doktadnie oznaczona liczba tych grup. Przy-
ktadem takich ukltadéw moga by¢ mikrosfery kopolimerowe, utworzone z akrylanu
n-heksylu oraz kwasu metakrylowego, ktore zawieraja relatywnie malg liczbe grup
karboksylowych. Oznaczenie tych grup prowadzono kulometrycznie, gdy na kato-
dzie platynowej stalym pradem byly generowane jony OH, ktére wchodzily w reak-
cje z tymi grupami. Punkt konicowy byt okreslany za pomoca elektrody szklanej. Na
srebrnej anodzie zachodzit proces réwnowazny rozpuszczania srebra, w roztworach
KCl z wytworzeniem na anodzie AgClL

Te badania dowodza, ze miareczkowanie kulometryczne jest metoda ciagle
zywa i rozwijana na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, z perspektywg
dalszego rozwoju w badaniach nowych ukladéw i srodowisk. Sprzyjaja temu nie-
zwykla precyzja i doktadnos¢ tej metody, jest to bowiem metoda absolutna oparta
na stalej Faradaya jako standardzie, ktory eliminuje potrzebe uzycia innych standar-
dow. Inng zaleta jest mozliwo$¢ wytwarzania mato trwatych odczynnikéw, takich
jak Ag(II), Cu(I), chlor, czy tez brom. Nalezy jednak dba¢ o warunki, aby proces
generowania odczynnikéw przebiegal ze 100-procentowg wydajnoscig pradowa.
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3. KULOMETRIA PRZY STALYM POTENCJALE. CHRONOKULOMETRIA

Kulometria przy stalym potencjale byta wykorzystywana juz dawno, a uzyskane
wyniki przyczynily si¢ do powigzania przeplywajacego tadunku z liczbg moli elek-
troredukowanej lub elektroutlenianej substancji. W pdzniejszych latach kulome-
tria przy stalym potencjale byla wykorzystywana do oznaczania liczby elektronow
wymienianych z elektroda w procesie elektrodowym przez reagujace na elektrodzie
czasteczki lub jony. W tym celu postugiwano si¢ rOwnaniem (1), w ktérym wszystkie
parametry poza n musialy by¢ znane.

Elektroliza mogla obejmowa¢ albo cala substancje zawarta w niewielkim
naczynku elektrolitycznym, albo tez jej cze$¢, gdy stezenie bylo zmniejszone od
poczatkowej do mniejszej koficowej wartoéci, a ptynacy w czasie takiej przemiany
fadunek byl mierzony kulometrem. Takie postepowanie Kemula i Cisak [26] zasto-
sowali do wyznaczenia liczby n procesu elektroredukeji gameksanu. Diugotrwatg
elektroredukcje tego zwiazku prowadzono na kapigcej elektrodzie rteciowej, co pro-
wadzito do obnizenia stezenia substratu w matym naczynkuz 10~ do 6,1-10* mol/L.
Poniewaz znana byla objeto$¢ roztworu i zmiana stezenia zwiazku wywolana elek-
troliza oraz wyznaczony byt plynacy wtedy tadunek, mozna bylo wyznaczyé n = 6
dla elektroredukcji tego zwigzku. Podobnie wyznaczono liczby elektronéw n =1, 1,2
i 1,25 odpowiadajace procesom 3 fal elektroredukeji 1,1,4,4-tetrafenylobutatrienu
[27].

W pdzniejszych latach zaczeto stosowaé nowa odmiane kulometrii przy sta-
tym potencjale, ktdra polegala na pomiarze zmian tadunku w czasie, gdy proces
elektrolizy byl prowadzony na matej elektrodzie. Metoda ta jest zwana chronokulo-
metrig [1]. Sa dwie zasadnicze odmiany tej metody — pierwsza, w ktorej potencjal,
po skokowej zmianie od poczatkowej wartosci, jest utrzymywany na stalej wartosci
podczas calego dos¢ krétkiego pomiaru (zazwyczaj nieprzekraczajacego 1 minuty)
i druga wersja, rozpoczynajaca si¢ jak pierwsza, lecz dalej po krétkim pierwotnym
procesie, na przyklfad elektroredukeji, nastepuje zndéw skokowy powrdt potencjatu
do poczatkowej wartosci. Nastepuje wtedy utlenienie produktu redukeji, wytwo-
rzonego podczas pierwszego skoku potencjalu. Ta druga wersja ma pewna zalete,
poniewaz tadunek przetadowania warstwy podwojnej Q,, ktérym obcigzony jest
tadunek w pierwszej wersji metody, jest wykasowany, poniewaz po drugim skoku
potencjatu elektroda powraca do poczatkowego stanu warstwy podwdjne;.

Szczegdlnie pierwszy wariant metody chronokulometrycznej z pojedyncza
zmiang potencjalu byl niejednokrotnie stosowany przez pracownikéw Wydziatu
Chemii UW, gléwnie w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej.

Nie wnikajac w szczegdlowe rozwazania podstaw metody, ktore sg szerzej opi-
sane w literaturze [1], przypomne, ze gdy dyfuzja do plaskiej elektrody przebiega
z grubej warstwy pozostajacego w spokoju roztworu, réwnanie opisujace zmiane
tadunku w czasie ma posta¢
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1/2 ~0,1/2
2nFD “C't (6)

Qle) = Q, + 12

W tym réwnaniu A oznacza powierzchnie plaskiej elektrody, C°i D odpowied-
nio stezenie i wspotczynnik dyfuzji reagenta, n — jak poprzednio liczbe elektronow
wymienianych w elementarnym procesie, t - czas chronokulometrycznego procesu,
a Q, - tadunek przetadowania warstwy podwdjne;.

Grubos¢ warstwy roztworu sasiadujacego z elektroda (d) nie musi by¢ zbyt
duza, szczegolnie gdy czas elektrolizy jest krotki albo wspdtczynnik D bardzo maly,
aby réwnanie (6) mogto by¢ stosowane. Spelniona powinna by¢ nieréwnoséé¢ d>>g,
gdzie § jest gruboscig warstwy dyfuzyjnej [8 = (zDt)'"].

Jezeli ten warunek nie jest spelniony i § jest poréwnywalne, co do grubosci, z d,
wtedy zmiana fadunku w czasie jest opisywana ztozonym réwnaniem [28], troche
trudnym do stosowania w praktyce.

Prostg forme uzyskuje znéw opis zmian fadunku w czasie, gdy d << § (przy-
padek cienkowarstwowej elektrolizy). Wtedy w przyblizeniu zaleznos¢ tadunku od
czasu przyjmuje postac

2
Dt
= 23 @)

Q

]H(QI - Q(t))

W réwnaniu (7) Q oznacza fadunek graniczny, osiagany gdy nastepuje pelna
przemiana elektrolizowanej substancji zawartej w cienkiej warstwie.

Badania chronokulometryczne, mimo ze prowadzone od dawna, uzyskaly
w ostatnich latach przyspieszenie, szczegdlnie gdy zaczeto badacé reakcje elektro-
dowe reaktywnych cienkich warstw. Takimi warstwami intensywnie badanymi na
Wydziale Chemii UW byly, miedzy innymi, warstwy heksacyjanozelazianéw metali,
osadzone na réznych przewodzacych podlozach. Badania chronokulometryczne
byly bardzo pomocne w rozpoznaniu natury takich warstw, a szczegélnie ich reak-
tywnosci i dynamiki transportu tadunku, zaréwno elektronowego jak i jonowego.

Proces chronokulometryczny bardzo cienkiej warstwy, ktéra moze w pelni
reagowaé w czasie pomiaru, prowadzi takze do dokfadnego wyznaczenia fadunku
procesu elektrodowego substancji zawartej w tej warstwie, a w konsekwencji, znajac
n, do okreslenia liczby milimoli reaktywnej substancji w warstwie. Pomiar ten jest
prosty i doktadny.

W badaniach warstw heksacyjanozelazianéw metali osadzonych zazwyczaj
albo na elektrodzie platynowej, albo na elektrodach weglowych (wegiel szklisty)
stosowane byly w interpretacji wynikéw i w obliczeniach obie zaleznosci (6) i (7).
Gdy stosowane bylo réwnanie (6), a przestrzen dyfuzyjna byla znaczna (d >> §),
wyznaczano parametr D'*C° z nachylenia liniowej zaleznosci Q(t) od . Liniowo$¢
takiej zaleznosci potwierdzala poprawnos¢ stosowalnosci tego réwnania, a przecie-
cie prostej z osig fadunku prowadzito do wyznaczenia tadunku Q,, dajac informacje
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o warstwie podwojnej. Uzyskanie parametru D"*C’ z nachylenia prostej jest latwe,
poniewaz pozostale parametry wplywajace na nachylenie zaleznosci Q-t"* albo s3
znane, albo mogg by¢ dokladnie wyznaczone z niezaleznego pomiaru. W przypadku
roztworu C° jest doktadnie znane i wspétczynnik dyfuzji D moze by¢ dokladnie
wyznaczony.

Jednakze wyznaczenie wspotczynnika D z parametru D"*C’w przypadku reak-
tywnej warstwy moze by¢ obarczone znaczacym bledem. Wiaze sie to z konieczno-
$cig oszacowania stezenia reaktywnej substancji w warstwie. W przypadku warstw
heksacyjanozelazianow jest to stezenie jonow Fe(CN)Z’ lub Fe(CN)‘:w zaleznosci od
tego, w jakim stanie jest warstwa — utlenionym czy tez zredukowanym.

W procesie przeniesienia fadunku w warstwie, mimo ze reakcja zachodzi
pomiedzy jonami heksacyjanozelazianowymi

Fe(CN)} + e === Fe(CN);

to jednak przeniesieniu elektronu musi towarzyszy¢ przeniesienie jonu, aby zacho-
wac lokalng obojetnos¢ warstwy.

Poniewaz podczas badania takich warstw jako elektrolity podstawowe stoso-
wano sole metali pierwszej grupy uktadu okresowego, kationy tej grupy (czesto K)
bedg poruszad si¢ w warstwie, wchodzac do niej lub jg opuszczajac w zaleznosci, czy
zachodzi proces elektroredukeji czy tez elektroutlenienia. Zasada zachowania obo-
jetno$ci warstwy prowadzi do wniosku, Ze nawet przy potencjalnie szybkim prze-
niesieniu elektronu przeniesienie tadunku w warstwie moze by¢ regulowane matg
szybkoscig dyfuzji kationu w warstwie.

Przyblizone oszacowanie st¢zenia jondw Fe(CN).™ lub Fe(CN)!" moze by¢
dokonane, na przyktad, na podstawie oszacowania grubosci warstwy heksacyja-
nozelazianu osadzonego na przewodzacym podlozu, a takze znajomos$ci gestosci
heksacyjanozelazianu osadzonego w postaci warstwy na elektrodzie. W dotychczas
opublikowanych pracach zazwyczaj przyjmowano na podstawie wczes$niejszych
oszacowan, ze stezenie to jest rowne 0,6 mol/L. Migdzy innymi takie zatozenie
zostato przyjete przez Kulesze i wspolpracownikoéw [29] w badaniach transportu
tadunku w biekicie pruskim (BP). Z analizy prostoliniowych zaleznosci O—"”
w oparciu o réwnanie (6) i zatozeniu stezenia C’ = 0,6 mol/L wyznaczono war-
tosci D, = 3-10” em*s™ dla procesu elektroredukcji i znacznie wiekszg warto$é
D, =2-10"° ecm™s "' dla procesu utlenienia. Te badania prowadzono w obecnosci
0,5 mol/L K,SO,, a wigc jony K" ulegaly przemieszczeniu w warstwie.

W podobny sposéb [29] badano dynamike transportu tadunku w heksacyjano-
zelazianie niklu(IT) (NiHCNFe) [30]. Tez przy zalozeniu C° = 0,6 mol/L uzyskano
dla tego zwiazku wartosci D, zbiezne dla obu proceséw: 5-10° cm™s ™' (utlenienie)
i6-10” cm®s™ (elektroredukcja).

Badana byla [29] takze dynamika propagacji fadunku (D) w dwuwarstwach
heksacyjanozelazianéw BP oraz NiHCNFe, osadzonych na przewodzacym podtozu,
przy czym warstwa wewnetrzna byla utworzona przez blgkit pruski. W takiej dwu-
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warstwie szybkos$¢ ogdlna procesu powinna by¢ kontrolowana przez szybko$¢ prze-
niesienia fadunku w warstwie o wolniejszej jego propagacji. Uzyskane wartosci D
réwne 2-10” cm®s™15-10” cm®s™ odpowiednio dla procesu redukgji i utlenienia,
sa w dobrej zgodzie z warto$ciami podanymi uprzednio dla pojedynczych warstw.
Ponadto mozna sadzi¢, z do$¢ dobrej zgodnosci tych wartosci, ze nie bylo istotnych
ograniczen na granicy faz BP/NiHCNFe.

Chronokulometria zostala wykorzystana takze [31] do wyznaczania szybkosci
transportu fadunku w ukladzie, w ktérym NiHCNFe byl osadzany na poli(3,4-ety-
lenodioksytiofenie) lub na polimerze PEDOT. Osadzane warstwy mialy ograni-
czong grubos¢, czego dowodzi dgzenie fadunku do statej wartosci przy dluzszych
czasach trwania chronokulometrycznego procesu. Jednakze gdy czas tego pro-
cesu byl znacznie krétszy od 1 sekundy, ustalono, ze zalezno$¢ Q-t byla opisana
dobrze réwnaniem (6). Pomiary i obliczenia wykazaty, ze wielowarstwowe uklady,
w ktorych NiHCNFe byt zwigzany z PEDOT-em, charakteryzowal si¢ najwieksza
warto$cig parametru Defl/ZC0 . Moze to wynika¢ z obecnosci w warstwie polimeru
przewodzacego (PEDOT) i cislejszego upakowania. Pordwnujac uzyskang wartos¢
D, (przy C’ = 0,6 mol/L) dla samego NiHCNFe, réwng 1,1-10” cm®s™', z wartocia
uzyskang dla NiHCNFe powigzanego z PEDOT-em, stwierdzono wzrost D . do war-
tosci 1,1-10™° cm®s ™. Ta warto$¢ jest takze wieksza od szybkosci transportu fadunku
w NiHCNFe osadzonym na weglu szklistym [(5-6)-10" cm®s™' ] [30].

Szybkos¢ przeniesienia tadunku w NiHCNFe byla badana [30] réwniez w roz-
tworach zawierajacych 0,50 mol/L chlorki litowcéw: LiCl, NaCl, KCI, RbCl i CsCl
w czasach trwania chronokulometrycznego impulsu od 50 do 100 ms. Heksacy-
janozelazian niklu(II) byt wybrany do tych badan ze wzgledu na strukture tego
zwigzku otwartg na transport jonéw metali alkalicznych réznych rozmiaréw. D
wyznaczano na podstawie chronokulometrycznych zaleznosci Q vs ' rejestro-
wanych zaréwno dla proceséw utleniania jak i redukcji. Uzyskane wartosci D,
wzrastaly od 1,16:10° cm*s™'i 0,63-10° cm®s ™" dla litu do maksymalnych wartosci
5,06:10” cm®s ™ oraz 6,06-10° cm*s ' dla K*, aby znéw obnizaé si¢ do 0,51-10° cm®s™
10,56:10” cm*s ' dla Cs". Pierwsze wartosci D, dla poszczeg6lnych jonow uzyskano
badajac proces utlenienia, a drugie badajac proces elektroredukcji.

Te zmiany D, zachodzace ze zmiang natury jonu alkalicznego, ktéry dyfunduje
w sieci, a takze roznice D w procesach elektroredukgji i elektroutlenienia byly oma-
wiane przez autoréw.

Badany byt takze [30] wplyw potencjatu na szybkos¢ transportu. Szczegélowe
badania tego wptywu w 0,5 mol/L KCI wykazaly znaczne zmniejszenie D (o okolo
rzad wielkosci) do okoto 10" cm® - s przy potencjale 0,62 V, ktéry jest bliski poten-
cjatu formalnego badanego ukladu.. Przy potencjatach zaréwno bardziej jak i mniej
dodatnich obserwowany byt istotnie zalezny od potencjalu wzrost D_. Moze to
dowodzi¢, zdaniem autoréw, ze transport tadunku jest kontrolowany dyfuzja prze-
ciwjonéw (K"), ktore przy potencjatach formalnych silniej oddziatujg z matryca
heksacyjanozelazianowa.
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W innej, wczesniej opublikowanej, pracy Kulesza i wspotpracownicy [32]
wykazali, ze D, zalezy takze od natury anionu soli. Badaniami objeto NiHCNFe
w obecnosci 0,25 mol/L K,SO, i 0,50 mol/L KCl, uzyskujac D réwne 1,5 10° cm*s™
(K,SO,) oraz 5,1:10” cm*s ' (KCI).

Chronokulometria byta takze uzyta [33] do badania i charakteryzowania trans-
portu fadunku w hybrydowych warstwach utworzonych z polianiliny i NiHCNFe.
Stwierdzono, ze w przypadku dos¢ grubych warstw (1,3 um) osadzonych na weglu
szklistym D_ jest rzedu (1-2)-10° cm™s ™', a wigc jego warto$¢ jest troche wieksza niz
(4-6)-10" cm’s™', obserwowana dla o rzad wielkosci cienszych warstw NiHCNFe.
W oznaczeniach postugiwano si¢ réwnaniem (6). Nalezy jednak pamigtad, ze w tym
ukladzie istnieja dwa typy aktywnych, pod wzgledem redoks, fragmentéw warstwy,
co komplikuje do pewnego stopnia mechanizm transportu.

Réwniez réwnanie (7) byto wykorzystywane w ocenie szybkosci transportu
tadunku przez pracownikéw Wydziatu Chemii UW [34]. Badano zachowanie nano-
struktur heksacyjanorutenianu niklu(II) osadzonego na wielo$ciennych nanorur-
kach weglowych. Na podstawie nachylenia liniowych zaleznosci In [(Q, - Q)/Q,]
od t uzyskano parametr 7°D_/d’. Poniewaz rejestrowane woltamperometryczne
zaleznosci mialy ksztalt pikow (w ksztalcie dzwonu), $rednia wartos¢ grubosci
warstwy, d, byta ustalana przez zastosowanie réwnania pradu piku dla elektrolizy
cienkowarstwowej. Wymagato to przyjecia okreslonego stezenia substancji aktyw-
nej w warstwie (NiHCNFe). Jak we wcze$niejszych pracach, przyjeto C° = 0,6 mol/L.
Przy tych parametrach i zatozeniach uzyskano D_ = 3,410 cm®s . Stwierdzono,
ze taka kompozytowa elektroda wykazuje duze powinowactwo do jonéw Cs’, nawet
w obecnosci duzego nadmiaru (10%) jonédw sodu.

Mozna przypuszczaé, ze wzrastajace zastosowanie, w wielu procesach elek-
trochemicznych i elektrokatalitycznych, elektrod majgcych charakter nanostruk-
turalny, w ktoérych efektywnymi elektrodami sg i zapewne beda reaktywne cienkie
warstwy osadzone na przewodzacych nanostrukturach (na przyktad na nanorurkach
weglowych), bedzie prowadzi¢ w nadchodzacych latach do wzrostu zainteresowania
chronokulometrig cienkowarstwowg o ograniczonym obszarze dyfuzyjnym. W tym
przypadku z eksperymentu mozna latwo i dokladnie wyznaczy¢ parametr D /d”.
Istotnym problemem, w celu ostatecznego wyznaczenia wspétczynnika D , jest zna-
jomos$¢ efektywnej grubosci warstwy — d. Znaczacym czynnikiem staje sie¢ wtedy
takze jednorodnos¢ pokrycia reaktywna substancja tych nanostruktur.

4. WOLTOCHRONOKULOMETRIA

Metoda ta taczy sposob polaryzacji elektrody charakterystyczny dla polarogra-
tii pulsowej z pomiarem, w czasie trwania pulsu, fadunku zamiast pomiaru pradu
Zaréwno polarografia pulsowa normalna jak i woltochronokulometria byty stoso-
wane przy uzyciu kroplowej elektrody rteciowej lub statycznej elektrody rteciowej,
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a kazdy kolejny impuls potencjatu byl przykladany do nowej kropli rteci, w tym
samym momencie jej zycia.

Przypomne, ze sg dwa zasadnicze warianty tych metod. W pierwszym elek-
troda jest utrzymywana przy stalym poczatkowym potencjale, niewystarczajacym
do wywolania reakcji elektrodowej. Po rozpoczeciu pomiaru impulsy potencjatu
staja si¢ w procesie elektroredukeji coraz bardziej ujemne, a w procesie utlenie-
nia coraz bardziej dodatnie, az do osiagni¢cia fadunkéw lub pradéw granicznych.
Kazda nowa kropla rteci jest polaryzowana jednym impulsem o rosngcej z kropli
na krople amplitudzie. Czas trwania impulsu jest regulowany w woltochronokulo-
metrii od kilku do kilkudziesi¢ciu milisekund i w tym czasie dokonywany jest pelny
pomiar fadunku. W chronokulometrze, ktory byt skonstruowany w latach 1970. na
Wydziale Chemii UW w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej na podstawie idei
rozwinigtych wezesniej [35] i rozwigzan stosowanych w laboratorium L. Giersta
w Uniwersytecie Wolnym w Brukseli [36], byla mozliwo$¢ eliminowania fadunku,
ktéry przeptywal w ciagu pierwszej milisekundy. To postepowanie zmniejszato
troche tadunek pochodzacy z reakcji elektrodowej, ale jego celem byla istotna eli-
minacja z pomiaru fadunku zwigzanego z przetadowaniem warstwy podwdjnej Q,.
Ladunek ten, szczegdlnie gdy stezenie elektrolitu podstawowego nie bylo zbyt mate,
powinien bardzo szybko zmniejsza¢ sie w czasie.

Ten sposéb polaryzacji elektrody prowadzi do uzyskania zaleznosci tadunek-
potencjal przypominajacych ksztaltem fale rejestrowane w klasycznej polarografii.
W polarografii byly to zaleznosci pradu od potencjatu, w woltochronokulometrii
zalezno$ci tadunku od potencjatu, fadunku mierzonego przy stalym czasie trwa-
nia pulsu. Chronokulometr, ktéry byl stosowany w takich badaniach, zbudowany
w Pracowni Elektroanalizy Chemicznej przy efektywnym udziale J. Lipkowskiego,
umozliwial prace przy réznych ustalonych czasach integracji od 4 ms do 100 ms
z posrednimi czasami 16, 25, 36, 49, 64 i 81 ms. Dzi¢eki takiemu urzadzeniu mozna
byto bada¢ wiele ztozonych proceséw elektrodowych przy stosowaniu réznych cza-
sow integracji pradu. Mozna byto tworzy¢ nawet tréjwymiarowe zaleznosci fadunku
elektrolizy od potencjatu i czasu integracji pradu.

Natomiast we wspomnianej drugiej wersji metody potencjal poczatkowy byt
dobierany w obszarze pradu granicznego pierwotnego procesu. Jezeli w pierwszej
wersji badany byl proces elektroredukeji, a potencjat stopniowo w czasie byl zmie-
niany do coraz bardziej ujemnych wartosci, przy ktérych stezenie formy utlenionej
na powierzchni elektrody byto réwne zeru, to w drugiej wersji potencjal od stalej
ujemnej wartosci byl zmieniany w kierunku dodatnich wartosci. Ten sposéb reje-
strowania krzywych woltochronokulometrycznych prowadzil wigc do uzyskania
zaleznosci Q-E o ksztalcie fal dla proceséw anodowego i katodowego, ktorych
analiza pozwolila na sporzadzenie zalezno$ci Tafela i dalej na wyznaczenie para-
metréw kinetycznych badanych reakeji elektrodowych. Takie zalezno$ci woltochro-
nokulometryczne, rejestrowane szczegélnie przy krotkich czasach integracji pradu,
4 ms i 9 ms, poszerzaly mozliwo$¢ wykorzystania tej metody w badaniach kinetyki
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zaréwno elektrodowej jak i kinetyki zwigzanych z procesami elektrodowymi reakeji
chemicznych.

Pod tym wzgledem mozliwosci woltochronokulometrii s3 w zasadzie iden-
tyczne z mozliwo$ciami normalnej polarografii pulsowej. Jednakze zaleta wolto-
chronokulometrii jest doktadny pomiar tadunkéw zwigzanych z reakcja elektro-
dowgy, a takze pomiar fadunku przetadowania warstwy podwoéjnej Q,. Ten fadunek
(Q,) moze by¢ wyznaczany dokladnie przez pomiar sumarycznego fadunku przy
kilku czasach integracji, bez odrzucenia tadunku pierwszej milisekundy, a nastepnie
odczytany z zaleznosci Q vs t'2. Linia prosta w tym ukladzie odcina na osi rzednych
tadunek Q, [réwnanie (6)].

Podamy tylko kilka zastosowan woltochronokulometrii na Wydziale Chemii
UW. Byla ona zastosowana, miedzy innymi, do badaniach ukladu Ca®**/Ca(Hg)
w wodnych roztworach Ca(ClO,), [37]. Wyznaczone zostaly parametry kinetyczne
tej reakcji (- log k* = 4,1, an = 1,7 i fn = 0,16). Woltochronokulometria byta uzyta
takze w badaniach uktadu Cd**/Cd(Hg) zaré6wno proceséw elektroredukeji Cd*" jak
i utlenienia amalgamatu kadmu w obecno$ci zaadsorbowanych alifatycznych alko-
holi i kwaséw [38]. Analizowana byta w tych badaniach rola czynnika sterycznego
w procesach elektrodowych przebiegajacych na elektrodach pokrytych adsorbatem.
Ustalono, ze reakcja przebiega w warstwie wewnetrznej, a kompleks aktywny jest
tworzony przez zastapienie r* molekul wody z powierzchni. Z eksperymentu uzyski-
wany by}, stosujac oryginalng metode badania, parametr r/r, gdzie r, oznacza liczbe
molekutl wody usuwanych z powierzchni przez jedng czasteczke adsorbatu.

Metoda ta byla takze wykorzystywana do badania elektroredukeji cytryniano-
wych komplekséw otowiu(II) [39] na elektrodach rteciowych z zaadsorbowanym
n-heksanolem i n-heptanolem. Ustalana byla w tych badaniach zalezno$¢ pomie-
dzy stezeniem surfaktantu i szybkoscig reakcji elektrodowej przy staltym potencjale.
Z tych zalezno$ci mozna bylo ustali¢ czynnik steryczny reakcji /r, rtéwny 4,00,2
dla badanej katodowej redukgji cytrynianowych komplekséw otowiu(II) w obec-
nosci wyzszych alkoholi alifatycznych. Mechanistyczna konsekwencja wzrostu
rozmiaréw reagenta moze by¢ powigzana z hamowaniem transportu duzych jonéw
reagenta przez warstwe powierzchniowa czasteczek inhibitora i wigkszego obnize-
nia stezenia reagenta w warstwie powierzchniowe;.

Réwniez wlasnosci elektrochemiczne ukfadu Ni(II) - CN™ byly badane ta
metoda [40]. W tych badaniach zajmowano si¢, miedzy innymi, wptywami warstwy
podwdjnej na proces elektroredukeji Ni(CN);", a w szczegdlnosci na obnizenie fali
elektroredukcji wywotane repulsyjnym wplywem warstwy podwdjne;j.

Woltochronokulometri¢ stosowano takze w badaniach kinetyki elektrodowe;j
w mieszanych rozpuszczalnikach. Jako przyklad podajemy badania kinetyki ukla-
déw Zn(11)/Zn(Hg) i Pb(II)/Pb(Hg) w mieszaninach wody z heksametylofosfortria-
midem [41]. Stwierdzono drastyczne zmniejszenie stalej szybkosci reakeji o okoto
3 rzedéw wielkosci, gdy stezenie organicznego rozpuszczalnika wzrastalo od 0 do
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1% objetosciowego. Dalszy wzrost stezenia tego rozpuszczalnika nie powodowal juz
istotnych zmian szybko$ci reakgji.

Woltochronokulometria byta szczegélnie przydatna takze w badaniach pro-
cesow z udzialem reagentéw wykazujacych specyficzng adsorpcje na elektrodzie.
Lobacz i wspotpracownicy [42] badali proces elektroredukeji kryptatowego kom-
pleksu talu(I), T1(2,2,2)", na elektrodach rteciowych. Woltochronokulometryczne
i typowe chronokulometryczne badania, obok woltamperometrii cyklicznej, pozwo-
lity wnioskowa¢, ze reakcja przebiega dwiema drogami zblizonymi energetycznie:
1) dyfuzji z roztworu i 2) reagenta zaadsorbowanego. Zaleznosci woltochronoku-
lometryczne takiego procesu rejestrowane z opo6znieniem 1 ms integracji pradu
wykazywaly wzrost i spadek tadunku granicznego zamiast fadunku granicznego
niezaleznego od potencjalu, wskazujac na uczestnictwo w reakeji zaadsorbowanego
reagenta.

Badania woltochronokulometryczne pozwolily ustali¢, ze reakcja ukladu
T1(2,2,2)"/TI(Hg) jest o okoto 2 rzedy wielkosci wolniejsza niz reakcja elektrodowa
ukladu T1"(aq)/T1(Hg), w ktérej uczestniczy uwodniony jon talu(I).

Polaczenie analizy zalezno$ci woltochronokulometrycznych rejestrowanych
z 1-ms opdznieniem i bez opdznienia z symulacja cyfrowa doprowadzito do uzyska-
nia parametrow kinetycznych i charakterystyki adsorpcyjnej reagenta.

Tworzenie si¢ maksimum na zaleznosciach woltochronokulometrycznych,
rejestrowanych z pominieciem pierwszej milisekundy, bylo takze wyjasniane i ana-
lizowane w innej jeszcze pracy [43], a nastgpnie wykorzystane do badania adsorpcji
reagenta. Rejestrujac zaleznosci woltochronokulometryczne z pelng integracja Q,
iz pominieciem fadunku pierwszej milisekundy Q, | wyznaczono réznice tadunkéw
AQ = Q, - Q,_, w zaleznodci od potencjatu elektrody. Stosujac symulacje cyfrows,
pokazano, ze zaleznosci AQ od potencjatu, majace ksztalt fal, podaja woltochro-
nokulometryczng charakterystyke reagenta w stanie zaadsorbowanym. Dlatego ten
sposdb postepowania tworzy prostg metode badania wlasnosci zaadsorbowanych
reagentow.

Chociaz te badania dotyczyly kompleksu kryptatu TI(I), zjawiska i ich analiza
opisane w omawianej pracy moga znalez¢ zastosowanie w przypadku innych ukta-
dow, ktorych reakcje elektrodowe sa komplikowane adsorpcja elektroaktywnych
reagentow.

Mimo ze gltéwne zastosowania woltochronokulometrii wigzg sie z elektrodami
rteciowymi, to jednak nie wyklucza stosowania tej metody w przypadku stalych
elektrod. Pewna niedogodnoscia w ich stosowaniu moze by¢ nagromadzanie sie
na powierzchni elektrody ewentualnych zanieczyszczen, ktore moga zmienia¢ jej
wlasnosci. W przypadku elektrod rteciowych pomiedzy poszczegdlnymi impulsami
potencjalowymi powierzchnia elektrody rteciowej byla odnawiana.

W przypadku stalych elektrod pulsy potencjatowe powinny by¢ krétkotrwale,
a czas miedzy nimi dostatecznie dlugi, aby nastapil przy powierzchni elektrody
powrét do poczatkowego stezenia zaburzonego przez impuls potencjalowy. Ten
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warunek nie jest trudny do realizacji, natomiast trudniejsze moze by¢ utrzymanie
w niektorych roztworach powierzchni elektrody w stanie czystym.

Szersze zastosowanie elektrod stalych pozwoliloby wykorzystac istotne zalety
woltochronokulometrii w dalszych badaniach reakcji elektrodowych, szczegélnie
z uczestnictwem zaadsorbowanych reagentow.

Mozna sadzi¢, ze pomiary kulometryczne w réznych wersjach metodycznych
beda si¢ nadal rozwija¢. W szczegdlnosci moze si¢ rozwija¢ metodologia mikro-
kulometryczna oraz metody uwzgledniajace transport w ograniczonych obszarowo
uktadach. Moze si¢ to wigza¢ z postepem badan, szczegolnie w elektrokatalizie i bio-
elektrochemii, a takze wynikac ze stosowania nowych srodowisk reakji.

Mam nadziej¢, ze w nowych badaniach beda uczestniczy¢, jak dotychczas,
takze pracownicy Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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Prof. dr hab. Robert Koncki wyksztalcenie i zamilowanie do chemii analityczne;j
zawdziecza Profesorowi Stanistawowi Glabowi oraz Profesorowi Adamowi Hula-
nickiemu. Z kierowang przez nich Pracownig Teoretycznych Podstaw Chemii Ana-
litycznej jest zwigzany od II roku studiéw w Wydziale Chemii UW. Ksztalcac sie
i pracujac pod ich kierunkiem uzyskat kolejne stopnie naukowe: magistra (1989),
doktora (1995) i doktora habilitowanego (2003). W roku 2010 otrzymal tytul
naukowy. Obecnie jest zatrudniony w Wydziale Chemii UW na stanowisku profe-
sora nadzwyczajnego.
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ABSTRACT

There are three main fields of modern analytical chemistry where enzymes
are presented: (1) biorecognition, biosensing and biodetection schemes, especially
important in case of biosensors, (2) enzymes as analytes, and (3) enzymes as mar-
kers in immune- and genoanalysis. These analytical fields could be illustrated by the
research of bioanalytics group supervised by professor Stanistaw Glab.

Keywords: enzymes, biosensors, flow analysis, hemodialysis, Prussian Blue, phos-
phatases, clinical and biomedical analysis

Slowa kluczowe: enzymy, bioczujniki, analiza przeptywowa, hemodializa, Blekit
Pruski, fosfatazy, analityka kliniczna i biomedyczna
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WPROWADZENIE

Enzymy zajmujg znaczace miejsce co najmniej w trzech obszarach wspoélcze-
snej chemii analitycznej: jako receptory, anality oraz znaczniki. Jako bioreceptory
nie tylko rozpoznajg substraty, ale takze katalizujg ich konwersj¢ do odpowiednich
produktow. Ta cecha jest szczegdlnie atrakcyjna z punktu widzenia chemii anali-
tycznej, poniewaz oprocz duzej selektywno$ci rozpoznania analitu (substratu),
nastepuje jego biokonwersja do produktow, ktore sg tatwiej detektowalne (np. prze-
ksztalcenie nieelektroaktywnego substratu w elektroaktywny produkt, niejonowej
substancji — w jonowa, bezbarwnej — w barwna itp.), stwarzajac mozliwosci analizy
z uzyciem znacznie szerszej gamy metod analitycznych. Nie mniej istotng zaletg jest
fakt, ze w procesie rozpoznania i konwersji substratu enzymy nie ulegajg zuzyciu,
a zatem moga by¢ uzywane wielokrotnie. By bylo to mozliwe, enzymy stosuje si¢
w formie unieruchomionej (nierozpuszczalnej w wodzie, ale nadal aktywnej) jako
bioreaktory lub w postaci warstw biokatalitycznych zintegrowanych z detektorem
(czyli jako bioczujniki). Enzymy mogg by¢ takze receptorami inhibitoréw, aktywa-
torow i kofaktorow, jednak w tych przypadkach po etapie rozpoznania nie nastgpuje
biokatalityczna konwersja analitu. Enzymatyczne oznaczenie takich analitow polega
na wyznaczaniu zmiany aktywnosci biokatalitycznej enzymu-receptora. Tu docho-
dzimy do drugiego obszaru bioanalityki, w ktérym enzym jest analitem, czyli celem
analitycznym jest wyznaczanie aktywnosci biokatalitycznej probki np. preparatu
farmaceutycznego lub innej probki zawierajacej enzym. Oznaczanie enzymoéw ma
najwieksze znaczenie w diagnostyce klinicznej, gdzie aktywnos$¢ réznych enzymow
(tzn. enzymoéw indykacyjnych) w tkankach (najczesciej w surowicy krwi) dostarcza
istotnych biomedycznych informacji o stanie zdrowia pacjenta, postgpie procesow
chorobowych, skutecznosci leczenia itd. Trzeci obszar zastosowan enzymow, takze
najczesciej zwigzany z diagnostyka medyczng, to metody immuno- i genoanali-
tyczne, w ktérych enzymy sg stosowane jako znaczniki (markery). W tych meto-
dach bioanalitycznych enzymy nie biorg udzialu w procesie rozpoznania analitu
lecz umozliwiaja jego stwierdzenie (detekcje) np. fakt zajscia reakcji antygen-prze-
ciwciato lub polaczenia sie komplementarnych nici DNA. W pordéwnaniu do stoso-
wanych w podobnym celu znacznikéw fluorescencyjnych i izotopowych markery
enzymatyczne oferujg znacznie wigksza czulo$¢ (ze wzgledu na amplifikacje sygnatu
analitycznego) oraz mozliwosci uzycia powszechnie dostepnych systemoéw detekeyj-
nych (najczesciej fotometrycznych). Stad, miedzy innymi, wynika duza popularnos¢
testow analitycznych typu ELISA.

Zespot naukowy stworzony i kierowany przez Profesora Stanistawa Glaba zaj-
mowal si¢ kazdym z wymienionych zagadnien, a zatem przyblizenie rezultatow
badan tego zespotu bedzie stanowi¢ dobrg ilustracje tematu tego artykulu. W prowa-
dzonych pracach badawczych zwrdcono szczegdlng uwage na specyfike chemii ana-
litycznej jako nauki utylitarnej, ktorej finalnym celem sa zastosowania praktyczne -
analiza chemiczna. Nie negujac wartosci i niezbednosci badan podstawowych w tej
dziedzinie, skierowano uwage na rozstrzygajace kryterium uzytecznosci praktycznej
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danego rozwigzania, odkrycia itp. Niesprawdzenie lub niespelnienie tego kryterium
znaczaco umniejsza wartos$¢ rezultatéw podstawowych badan w dziedzinie chemii
analitycznej, nawet jesli sg one finezyjne i bardzo nowatorskie. Wychodzac z tego
zalozenia, w badaniach naukowych realizowanych w zespole Profesora polozono
duzy nacisk na aspekt aplikacyjny i konieczno$¢ konfrontowania badanego zjawiska,
modelu, mechanizmu, schematu detekcji, czujnika czy metody analitycznej z ,,rze-
czywistoécig analityczng” Podstawowe badania poznawcze prowadzone w zespole
(dotyczace nowych schematdw bioczutosci, elementdéw bioreceptorowych, materia-
téw chemoczulych, metodologii wytwarzania czujnikow, konstruowania detektoréw,
projektowania systemow analitycznych, itd.) sg realizowane z silnym naciskiem na
ich ewentualne zastosowania praktyczne. Celem tych badan jest mozliwie doktadne
poznanie, opracowanie i scharakteryzowanie tych sklfadowych komponentéw oraz
ich optymalizacja, by zwiekszy¢ prawdopodobienstwo finalnego sukcesu aplikacyj-
nego. Badania aplikacyjne, opisane w dalszej czgsci tej pracy, nie s zatem wylacz-
nie zbiorem informacji o wynikach analiz probek rzeczywistych, lecz ostatecznym
dowodem poprawnosci i rzeczywistej uzytecznosci rezultatoéw wielu jednostkowych
badan podstawowych. Koncepcja i strategia badan wdrozona przez Profesora Glgba
zaktada jednoczesng realizacj¢ obu rodzajow badan (poznawczych i aplikacyjnych)
w sposdb wzajemnie uzupelniajacy si¢ i korygujacy.

1. BIOCZUJNIKI POTENCJOMETRYCZNE

Pierwszy bioczujnik potencjometryczny skonstruowany w PTPChA (a praw-
dopodobnie takze w Polsce) byl szklang elektroda pH-metryczng uczulong ureaza
unieruchomiong fizycznie, przez inkluzj¢ w warstwie polimerowej [1]. Zastosowano
trzy rézne polimery jako matryce do immobilizacji (polichlorek winylu, azotan oraz
octan celulozy) otrzymujac bioczujniki o réznej trwatosci i dynamice odpowiedzi.
Ureaza unieruchomiona przy powierzchni elektrody katalizuje hydrolize mocznika:

(H,N),CO + H,0 - 2NH, + CO, (1)

Powstajace produkty reakcji enzymatycznej powodujg lokalng alkalizacje
srodowiska przy powierzchni elektrody, co skutkuje zmiang jej potencjalu, propor-
cjonalng do stezenia analitu (mocznika). Ten prosty bioczujnik postuzyt do weryfi-
kacji kinetycznego modelu dzialania potencjometrycznych czujnikdéw enzymatycz-
nych [2-6]. Opracowany model, mimo swojej prostoty matematycznej, uwzglednial
parametry biokatalityczne membrany (aktywnos¢ i stata Michaelisa-Menten), row-
nowagi proteolityczne wewnatrz membrany z udziatem produktéw reakcji enzyma-
tycznej oraz buforu, w ktérym prowadzone sa pomiary (w tym ich wptywu zaréwno
na parametry kinetyczne unieruchomionego enzymu jak i wielko$¢ sygnatu ana-
litycznego), a takze warunki transportu substancji do warstwy uczulajacej i w jej
obrebie, czego nie uwzglednialy wezesniejsze modele dyfuzyjne. Dla potrzeb wery-
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fikacji opracowanej teorii, postugujac si¢ metodami opracowanymi przy wytworze-
niu wspomnianego bioczujnika [1], skonstruowano takze czujniki pehametryczne
modyfikowane oksydaza glukozy oraz acetylocholinoesteraza. W przeciwienstwie
do ureazy, produkty reakeji katalizowanej przez te enzymy sa kwasne (co objawito
sie, w poréwnaniu do bioczujnika mocznikowego, inwersjg krzywych kalibracyj-
nych):

glukoza + O, - kwas glukonowy + H,0O, 2)
acetylocholina + H,O — kwas octowy + cholina 3)

Ponadto, oba enzymy réznig si¢ wyraznie wartoécia stalej Michaelisa-Men-
ten, co zgodnie z przewidywaniami teoretycznymi ma zdecydowany wplyw na ich
charakterystyki analityczne, gtéwnie zakres maksymalnej czutosci bioczujnika.
Wiszystkie wymienione bioczujniki umozliwialy oznaczanie odpowiednich substra-
tow w milimolowym zakresie stezen. Ich mankamentem, wynikajacym z zastoso-
wanej metody immobilizacji, byta niewielka trwalos¢ operacyjna, rzedu kilku dni.

Jeden z gtéwnych postulatéw wynikajacych z opracowanej teorii dotyczyt
aktywnosci i grubosci warstwy enzymatycznej oraz jej trwalosci: dynamiczne,
czule i trwale bioczujniki powinny posiada¢ jak najcienisza warstwe enzymatyczna,
mozliwie jak najbardziej aktywna (co w przypadku membran polimerowych
z putapkowanym enzymem stoi w sprzecznosci z pierwszym wymaganiem) i fatwo
penetrowalng (co ponownie stoi w sprzecznosci z oczekiwaniem trwalosci takiej
membrany). Cechy te powinny posiada¢ monomolekularne warstwy enzymow che-
micznie zwigzanych do powierzchni czujnika wewnetrznego. W zespole prof. Gigba
opracowano uniwersalng metod¢ wytwarzania membran chemoczulych z kowa-
lencyjnie zwigzanymi enzymatycznymi warstwami mono- i bimolekularnymi [7].
Metoda polega na wigzaniu molekul enzymu do membran wykonanych z karbok-
sylowanego polichlorku winylu uzytego jako material matrycowy. Ma on wiekszos¢
cech polichlorku winylu standardowo stosowanego do wytwarzania membran jono-
selektywnych, ale w jego strukturze niektore atomy chloru (statystycznie co 25-40)
s3 podstawione grupa karboksylowa. Obecno$¢ tych grup umozliwia kowalencyjne
wigzanie biomolekul do membrany chemoczulej np. przy uzyciu prostej prepara-
tywnie, jednoetapowej metody karbodiimidowej:

PCW-COOH + H,N-Enzym - PCW-CO-NH-Enzym + H,O @)

Podobnie tzw. aminowany polichlorek winylu umozliwia kowalencyjne wigza-
nie molekut enzymu w dwuetapowej procedurze z uzyciem aldehydu glutarowego:

PCW-NH, + OHC-(CH,),-CHO + H,N-Enzym -
— PCW-N=CH-(CH,),-CH=N-Enzym + 2H,0 (5)
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Trwalos$¢ tak zwigzanej warstwy mozna dodatkowo zwigkszy¢ redukujac boro-
wodorkiem litu powstale zasady Schiffa i tym samym zapobiegajac ich hydrolizie.
Dwuetapowa metoda immobilizacji z uzyciem aldehydu glutarowego moze by¢
takze zastosowana do wytwarzania warstw bimolekularnych (wéwczas pierwsza
warstwe enzymu traktuje si¢ jak matryce do immobilizacji drugiej warstwy).

Uzyteczno$¢ opracowanych metod potwierdzono konstruujac réznego rodzaju
membranowe elektrody jonoselektywne (pH-czule, amonowe, wodoroweglanowe)
uczulane na mocznik mono- i bimolekularnymi warstwami ureazy [8-11]. Bioczuj-
niki charakteryzowaly sie duzg czutoscig, stabilnoscig i krotkimi czasami odpowie-
dzi. Ponadto, w toku badan stwierdzono, ze membrany z aminowanego polichlorku
winylu nie tylko pelnig funkcje matrycy umozliwiajacej kowalencyjne wigzanie
czasteczek enzymu, ale takze wykazuja pH-czulo$¢ potencjometryczng, a zatem
moga by¢ stosowane do konstruowania bezjonoforowych membranowych elek-
trod pH-metrycznych, a w dalszej kolejnoséci bioczujnikéw. Stosujac opracowang
metode otrzymano takze bienzymatyczne elektrody potencjometryczne [12] czule
na L-arginine i kreatyne uczulajgc membranowe elektrody amonowe ureaza oraz
drugim enzymem (odpowiednio: arginazg lub kreatynazg) przeksztalcajacym analit
m.in. w mocznik:

L-arginina + H,O — L-ornityna + mocznik (6)
kreatyna + H,O — sarkozyna + mocznik @)

Opracowana metoda okazala si¢ uzyteczna réwniez do konstrukcji bioczujni-
koéw potencjometrycznych do oznaczania antybiotykdw S-laktamowych [13, 14]. Sg
to membranowe elektrody pH-metryczne uczulone amidohydrolazg penicylinowg
(A) lub penicylinazg (f-laktamazg, B) — enzymami katalizujacymi hydrolize penicy-
lin prowadzaca do powstania kwasnych produktow:

H A
+
o _ R-COOH o‘;@
- EC 35111 /
R—C-N +H,0 ‘
0 EC 35.26 9 H
: R-C-N B
Hooc N
H

Otrzymane elektrody enzymatyczne réznig si¢ przede wszystkim selektywno-
$cig. O ile bioczujniki z unieruchomiong -laktamazg umozliwiaja oznaczanie peni-
cyliny G oraz V, o tyle elektrody uczulone amidohydrolazg s3 czule takze na szereg
innych penicylin oraz na antybiotyki z grupy cefalosporyn.

Uniwersalna metoda wytwarzania polimerowych membran jonoczulych
z kowalencyjnie zwigzanymi monomolekularnymi warstwami enzymow [7] z powo-
dzeniem zostala wykorzystana takze do konstrukeji innych bioczujnikéw, zaréwno
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przez grupe prof. Glaba jak i inne zespoly badawcze. Warto doda¢, ze metoda ta
jest uzyteczna réwniez do wytwarzania bioczujnikéw optycznych. Jest to mozliwe
poniewaz plastyfikowane membrany z karboksylowanego polichlorku winylu sa
przezroczyste i mozna w nich umieszcza¢ rézne substancje jonoczule - takze chro-
mojonofory oraz fluorojonofory.

2. ANALIZA PRZEPLYWOWA

Analiza chemiczna duzej liczby probek wymusza mechanizacje opracowy-
wanych procedur analitycznych. Jedna z mozliwosci tej mechanizacji jest wstrzy-
kowa analiza przeptywowa. Technika ta wymaga czulych i dynamicznych detek-
toréw, poniewaz pomiar sygnatu analitycznego jest prowadzony w krétkim czasie,
w warunkach niestacjonarnych. Elektrody enzymatyczne przedstawione w poprzed-
nim rozdziale spelniajg te wymagania, co zostato potwierdzone w toku pomiaréw
z uzyciem pH-metrycznych elektrod uczulonych ureazg oraz f-laktamaza. Oba
systemy przeplywowe zostaly zastosowane do analizy produktéw farmaceutycz-
nych: bioczujnik penicylinowy uzyto do analizy preparatéw antybiotykowych [15],
natomiast bioczujnik mocznikowy do analizy solankowych ekstraktéw z wybra-
nych masci dermatologicznych [16]. Bardziej zaawansowany system przeptywowy
bazujgcy na uczulonej ureazg elektrodzie amonowej zostal zastosowany do analizy
plynéw fizjologicznych [17]. Dla potrzeb zaktadéw Polfa Tarchomin opracowano
przeptywowy system bioanalityczny umozliwiajacy monitorowanie procesu bio-
technologicznej produkeji penicylin [18]. Te dwie publikacje potwierdzaja, ze pro-
ste potencjometryczne elektrody enzymatyczne umozliwiaja oznaczanie wybranych
analitow w prébkach o bardzo zlozonej matrycy biologicznej, takich jak surowica
krwi [17] oraz brzeczka fermentacyjna [18].

Bioczujniki potencjometryczne i bazujace na nich systemy przeplywowe
w oczywisty sposob sprawdzajg si¢ w analizie procesowej jako ciagte lub dyskretne
monitory proceséw biotechnologicznych, ale réwniez trwajacych w czasie zabiegow
medycznych. Do takich nalezg cyklicznie powtarzane zabiegi hemodializy, czyli
oczyszczania krwi pacjenta z toksyn mocznicowych na drodze dializy przeprowa-
dzanej poza ustrojem pacjenta z uzyciem sztucznej nerki. Nieinwazyjng metodg
monitorowania poprawnosci (bezawaryjnoséci) oraz ilosciowej oceny wydajnosci
tych zabieg6éw jest monitorowanie poziomu mocznika (markera toksyn mocznico-
wych) w plynie opuszczajacym sztuczng nerke. Na podstawie analizy tzw. profili
stezeniowych mozna ilosciowo okresli¢ wielko§¢ dostarczonej dawki hemodializy,
stopien wydializowania pacjenta, calkowitg ilo$¢ usunigtych toksyn oraz inne para-
metry biomedyczne tej terapii nerkozastepczej opisujace takze okresy miedzydiali-
zacyjne (mocznik jako gtéwny produkt metabolizmu biatkowego jest wskaznikiem
odzywienia pacjenta a takze jego narazenia na toksyny mocznicowe pochodzace
gltéwnie z tego metabolizmu). Oznacza to, ze monitorujac usuwanie mocznika
mozna okresli¢ skutecznos¢ hemodializy, przestrzeganie zalecen dietetycznych oraz
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narazenie pacjenta na dzialanie kumulowanych toksyn mocznicowych. Nasz zesp6t
przystosowal do tego celu systemy przeptywowe bazujace na elektrodach amono-
wych uczulanych ureazg [19]. Opracowane systemy bioanalityczne generowaly
wspomniane profile usuwania mocznika umozliwiajac ilo$ciowy biomedyczny opis
zabiegéw hemodializy w oparciu o tzw. modelowanie kinetyczne mocznika [20].
Drugim istotnym markerem mocznicowym jest kreatynina. Jej generacja w organi-
zmie (i usuwanie na drodze hemodializy) jest niezalezna od diety i proporcjonalna
do masy miesniowej pacjenta. Dzieki temu, na podstawie ilo$ci wydializowanej kre-
atyniny mozna oszacowa¢ te mase i jej zmiany, co pozwala na stwierdzenie zmian
dystroficznych (anoreksja), na ktore czesto sg narazeni pacjenci uremiczni, a ktore
sa trudne do zdiagnozowania w ich przypadku. Dla tych potrzeb, stosujac wspo-
mniane wyzej metody preparatywne (rozdzial 2), skonstruowano bioczujnik kreaty-
ninowy unieruchamiajac kowalencyjnie deiminaz¢ kreatyninowg przy powierzchni
membrany elektrody amonowej [21]. Enzym ten katalizuje hydrolize kreatyniny,
w wyniku ktérej powstaje amoniak:

kreatynina + H,O - N-metylohydantoina + NH, ©)

W prostym systemie przeplywowym bioczujnik ten zostal skutecznie uzyty do
oznaczania kreatyniny w probkach moczu i surowicy krwi [21]. Finalnie opraco-
wano dwuanalitowy system przeplywowy, bazujacy na potencjometrycznym bio-
czujniku mocznikowym i kreatyninowym, umozliwiajacy monitorowanie usuwania
obu tych wzorcowych toksyn mocznicowych w toku hemodializy [22]. Analityczne
aspekty terapii hemodialitycznej oraz blizsze informacje o tych i innych biosensoro-
wych systemach do kontroli i ilo§ciowej oceny adekwatnosci tej terapii omdéwiono
w publikacji przegladowej [23].

3. BIOCZUJNIKI OPTYCZNE

Jednym z najpowszechniej stosowanych materialéw elektrodowych do wytwa-
rzania amperometrycznych elektrod modyfikowanych oksydazami jest Blekit Pru-
ski [24] ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci elektrochemiczne i elektroka-
talityczne, umozliwiajace bardzo czulg i selektywna detekcje nadtlenku wodoru.
W roku 1998 opisano nieelektrochemiczng metode wytwarzania kompozytowych
filméw Biekitu Pruskiego na podlozach nieprzewodzacych oraz wskazano ich
uzyteczno$¢ do optycznej detekcji pH [25]. Zespdl profesora Glgba zapropono-
wal uzycie tych warstw do optycznej detekcji substancji redoks, w tym szczegdl-
nie do detekeji nadtlenku wodoru w oparciu o utlenianie wytwarzanej chemicznie
bezbarwnej warstwy Bieli Pruskiej do intensywnie niebieskiej formy Blekitu Pru-
skiego [26]. pH-czulo$¢ Biekitu Pruskiego oraz czulos¢ Bieli Pruskiej na utleniacze
stwarza mozliwo$¢ konstruowania bioczujnikéw optycznych bazujacych zaréwno
na hydrolazach katalizujacych reakcje, w wyniku ktérych powstajg protolityczne
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produkty (np. Réwnanie 1) jak i na oksydazach katalizujacych reakcje, w ktérych
powstaje nadtlenek wodoru (np. Réwnanie 2). Z drugiej strony kompozytowe filmy
Blekitu Pruskiego zawierajg domieszke pochodnych polipirolu, dzigki ktérym na
powierzchni tych filméw sg obecne grupy karboksylowe umozliwiajace chemiczne
wigzanie czasteczek enzymu np. stosujac metode karbodiimidowa, podobnie jak
w przypadku membran jonoselektywnych opisanych w Rozdziale 1 (Réwnanie 4).
Filmy Blekitu Pruskiego z kowalencyjnie zwigzanymi monomolekularnymi war-
stwami enzymu sg nadal przezroczyste, co umozliwia uzycie ich w transmisyjnych
pomiarach fotometrycznych.

Zrodto ‘ detektor promieniowania

promieniowania

Monomolekularna warstwa enzymu

=

Kompozytowy film Blgkitu Pruskiego

0

rzezroczyste podioie

Oba rodzaje optycznych bioczujnikéw w postaci detektoréow przeptywowych
przedstawiono w pracy [27]. Bioczujnik glukozowy zostal uzyty do konstrukgji sys-
temu przeplywowego umozliwiajacego oznaczanie glukozy w ptynach fizjologicz-
nych (w moczu i w surowicy krwi) [28], natomiast analogiczny bioczujnik mocz-
nikowy zostal zastosowany w systemie analitycznym do monitorowania zabiegow
hemodializy [29]. Kompozytowe filmy Blekitu Pruskiego z immobilizowang oksy-
daza glukozy nadaja si¢ rdwniez do wytwarzania bioczujnikéw amperometrycznych
uzytecznych w warunkach wstrzykowej analizy przeptywowej [30]. Prace ekspery-
mentalne ostatnio prowadzone w naszym zespole wskazujg na mozliwosci konstru-
owania biosensoréw optoelektronicznych bazujacych na modyfikowanych enzy-
matycznie filmach Blekitu Pruskiego. Sg to kompaktowe detektory przeptywowe
otrzymywane przez integracje receptorowych warstw (bio)chemoczutych optycznie
z diodami elektroluminescencyjnymi, uzyteczne zaréwno do detekeji glukozy jak
i mocznika w zmechanizowanych systemach przeptywowych.
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4. ENZYMY JAKO ANALITY

Enzymy s3 do$¢ nietypowymi analitami, bowiem celem postgpowania ana-
litycznego nie jest oznaczenie ich ilosci (masy lub liczby moli) lub stezenia, lecz
aktywnosci biokatalitycznej w jednostkowej objetosci probki, czyli ,,stezenia aktyw-
noéci”. Drugg specyficzng cechg jest kinetyczny (katalityczny) charakter pomiaru
analitycznego. Procedura analityczna okresla, w jakich warunkach (czas, tempera-
tura, pH, sktad roztworu, itd) bedzie przebiega¢ reakcja katalizowana przez enzym
(analit), natomiast oznaczang substancja (w bezposrednilub posredni, kilkuetapowy
sposdb) jest jej produkt wytworzony po okreslonym uptywie czasu. Wyznaczona
tym sposobem szybkos¢ reakcji biokatalitycznej konwersji substratu w poddawany
detekeji produkt jest miarg aktywnosci enzymatycznej analizowanej probki.

Zmudno$¢ procedur analitycznych oznaczania aktywno$ci enzymatycznej
wynika przede wszystkim z ich kinetycznego charakteru oraz wieloetapowosci
(czegsto warunki reakeji enzymatycznej, a nastepnie detekeji produktu tej reakcji nie
sg identyczne lub wymagaja dalszych przemian chemicznych w innych warunkach,
co skutkuje dalszg ztozonoscig procedury). Mechanizacja oferowana przez systemy
przeplywowe staje si¢ zatem w tym przypadku bardzo atrakcyjnym narzedziem
analitycznym. Z jednej strony, w naturalny sposob bardzo dokladnie kontrolowany
jest czas reakeji, moment dozowania reagentow itp, a takze dynamika transportu/
mieszania (znaczaco wplywajaca na rezultat pomiaréw kinetycznych), z drugiej zas,
kolejne etapy postepowania analitycznego (inkubacja probki z substratem, przerwa-
nie reakcji enzymatycznej, zmiana warunkéw umozliwiajaca efektywng detekeje
produktu itd.) s wykonywane w powtarzalny sposdb i bez ingerencji analityka.
Kolejng, niewatpliwg zaleta prowadzenia pomiaréw aktywnosci enzymatycznej
w warunkach analizy przeplywowej jest sekwencyjna mozliwos¢ wprowadzania do
systemu analitycznego kolejnej probki przed zakonczeniem analizy poprzedniej.
Dzigki temu czas analizy pojedynczej probki nie ulega zasadniczemu skrdceniu, ale
w tym samym czasie mozna analizowa¢ wieksza liczbe probek, co ma szczegdlne
znaczenie w przypadku analizy probek o malej aktywnosci biokatalitycznej, wyma-
gajacych diuzszych czasow inkubacji z substratem (najczesciej jest to najbardziej
czasochlonny etap procedury analitycznej). Wreszcie, duzg zaletg jest naturalna
i nieucigzliwa mozliwo$¢ wielokrotnego powtarzania calej procedury analitycznej
(co standardowo poprawia dokladnos¢ oznaczenia), takze z pewnymi jej mody-
fikacjami np. zmiang warunkéw inkubacji prébki z substratem. Otwiera to m.in.
mozliwo$¢ posredniego oznaczania inhibitoréw oraz oznaczania wybranych form
izoenzymatycznych (tzn. frakcji enzymu).

Przedmiotem prac badawczych z zespole bioanalityki PTPChA sa monofosfo-
esterazy - grupa niespecyficznych substratowo enzymow katalizujacych hydrolize
réznych organicznych monoestréw kwasu fosforowego (w tym estréw alkoholi,
fenoli, cukréw i nukleozydow). Wsérdd nich mozna wyrdzni¢ fosfataze alkaliczng
oraz kwasng, w zaleznosci od pH, przy ktorym wykazujg najwyzsza aktywnos¢ bio-
katalityczng. W surowicy krwi ludzkiej oba enzymy wystepuja w postaci tzw. frakcji,
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w zaleznosci od zrédla pochodzenia. Dwa gléwne izoenzymy fosfatazy alkalicznej
to tzw. frakcja watrobowa oraz kostna, natomiast w przypadku fosfatazy kwasnej
dominujgce frakcje to lizosomalna i prostatyczna. Izoenzymy wykazujg zblizone
wlasciwo$ci biokatalityczne, natomiast r6znig si¢ budows, co powoduje m.in. rézng,
specyficzng wrazliwo$¢ na czynniki inhibitujace, umozliwiajac ich rozréznienie.
Fosfataza alkaliczna jest enzymem indykacyjnym choréb uktadu kostnego (m.in.
osteoporozy, osteomalacji i krzywicy) oraz watroby (cholestaza). Aktywnos¢ fosfa-
tazy kwasnej takze znaczaco wzrasta w przypadku chorob koéci, ale najistotniejszy
z punktu widzenia diagnostyki klinicznej jest wzrost aktywnosci frakcji sterczowej.
Oba enzymy sg istotnymi markerami onkologicznymi.
Obie fosfatazy katalizujg hydrolize monofluorofosforanu (MFP):

FPO> + HO > F + H PO, (10)
3 2 2 4

co stwarza mozliwo$¢ potencjometrycznego oznaczania ich aktywnosci [31] stosu-
jac klasyczna, fluorkows elektrode jonoselektywna (z membrang z fluorku lantanu).
Schemat detekcyjny ALP-MFP-FISE w prosty sposob zaadaptowano do pomiaréw
w warunkach wstrzykowej analizy przeplywowej oferujacej mozliwosci réznych
oznaczen analitycznych (substratu, enzymu, inhibitoréw) [32]. Do analizy surowic
zaprojektowano system przeptywowy [33], w ktorym enzymatyczna reakcja hydro-
lizy substratu przebiega w srodowisku stabo zasadowym (pH = 9 optymalne dla
fosfatazy alkalicznej, przy ktérym fosfataza kwasna jest nieaktywna), natomiast
detekcja w $rodowisku buforu octanowego (pH = 4,5), ktére hamuje reakcje enzy-
matyczng, a jednoczesnie zapewnia optymalne warunki dla dziatania elektrody
fluorkowej. Opracowany system [33] okazal si¢ uzyteczny nie tylko do oznaczania
catkowitej aktywnoéci fosfatazy alkalicznej, zaréwno na poziomach fizjologicznych
jak i patologicznych, ale réwniez do oznaczania gléwnych form izoenzymatycznych.
W tym celu analizowane prébki surowicy dzielono na dwie czesci i przed wstrzyk-
nieciem do systemu przeptywowego, jedng z nich inkubowano przez 10 minut
w temperaturze 56°C. W tych warunkach zachodzi termiczna inaktywacja frakcji
kostnej, natomiast aktywno$¢ frakcji watrobowej nie ulega zmianie. W konsekwen-
cji sygnaly dla prébek nieinkubowanych odpowiadaja calkowitej aktywnosci fosfa-
tazy alkalicznej, zas dla probek inkubowanych tylko aktywnosci frakcji watrobowe;j.
Aktywnos¢ frakeji kostnej oblicza si¢ jako roznice tych dwoch warto$ci. Wykonanie
takiego oznaczenia aktywno$ci obu form izoenzymatycznych wymaga powtarzania
procedury analitycznej z niewielkimi modyfikacjami (z i bez wstepnej inkubacji
probki), co w przypadku zmechanizowanego ukladu nie jest istotnym mankamen-
tem, a dostarcza znacznie wigcej informacji diagnostycznych. W toku badan opra-
cowano takze, bazujacy na podobnym schemacie detekcji, system przeplywowy do
oznaczania aktywnosci fosfatazy kwasnej w probkach surowicy krwi [34]. Mimo,
ze w tym przypadku reakcja enzymatyczna i detekcja produktu przebiega w tych
samych warunkach (bufor octanowy) konieczna okazala si¢ modyfikacja systemu
przeplywowego (umozliwiajgca zatrzymanie segmentu reakcyjnego bez zatrzyma-
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nia przeptywu), poniewaz aktywnos¢ fosfatazy kwasnej w surowicy krwi jest znacz-
nie mniejsza niz fosfatazy alkalicznej Opracowany system umozliwial oznaczanie
aktywnosci surowiczej fosfatazy kwasnej na poziomie fizjologicznym i patologicz-
nym. Obecnie nasz zespdl kontynuuje badania dotyczace oznaczania aktywnosci
fosfataz, a takze innych enzymow, stosujac mikrosolenoidowe systemy analityczne
oraz dedykowane przeptywowe detektory optoelektroniczne.

5. INNE ZASTOSOWANIA ANALITYCZNE ENZYMOW

Enzymy mozna stosowa¢ w chemii analitycznej takze jako bioreceptory roz-
poznajace inhibitory. Poniewaz temu rozpoznaniu nie towarzyszy biokatalityczna
reakcja lecz jedynie utrata aktywnos$ci, oznaczanie inhibitoréw ma charakter
posredni i polega na okresleniu stopnia inhibicji, czyli na stwierdzeniu resztkowej
aktywno$ci enzymu po procesie inhibicji. Ponadto, w przeciwienstwie do systemow
enzymatycznych przeznaczonych o oznaczania substratéw (najczesciej bioczujni-
kéw), w tym przypadku enzym zuzywa si¢ (ulega dezaktywacji, a jego ewentualna
reaktywacja jest trudna i czesto nieskuteczna). Do enzymatycznego oznaczania
inhibitoréw mozna uzy¢ systemy dedykowane do oznaczania aktywnosci enzymow,
omoéwione w poprzednim rozdziale, stosujagc podobne podejscie jak w przypadku
rozrézniania/oznaczania form izoenzymatycznych. W takiej procedurze metoda
detekcji aktywnosci nie ulega zmianie, ale aktywnos¢ enzymu przestaje by¢ ,,anali-
tem”. Enzym jest uzywany w znanym i stalym stezeniu (a $cislej aktywnosci) i pelni
funkcje reagenta — receptora rozpoznajacego analit (inhibitor). Rozpoznanie (inhi-
bicja) skutkuje utratg aktywnos$ci proporcjonalng do stezenia inhibitora.

System przeplywowy do oznaczania aktywnosci fosfatazy alkalicznej [33],
wspomniany w poprzednim rozdziale, bez zadnych modyfikacji moze by¢ zastoso-
wany do tego typu oznaczen, jezeli inhibicja bedzie przeprowadzana poza ukladem
przeptywowym. Oznaczanie polega woéwczas na przygotowaniu serii roztworéw
enzymu o tej samej, znanej i niewielkiej aktywnosci i wprowadzeniu do nich probek
zawierajacych inhibitor. Po $cisle okreslonym czasie inhibicji system przeptywowy
jest stosowany do oznaczenia resztkowej aktywnos$ci, poréwnywanej nastepnie
z aktywnoscia roztworu bez inhibitora. Stopien inhibicji (spadek aktywnosci) jest
proporcjonalny do stezenia inhibitora. Przeprowadzone w ten sposéb pomiary
umozliwily potencjometryczne oznaczenie szeregu toksycznych metali ciezkich na
poziomie stezen rzedu ppb [35].

Etap inhibicji takze mozna zmechanizowad, co jest uzasadnione biorac pod
uwage, ze oddzialywanie inhibitor-enzym takze ma charakter kinetyczny, a wiec
wymaga kontroli czasu i warunkéw transportu reagentow. W tym celu zaprojek-
towano system przeplywowy [35], w ktérym segment probki (inhibitora) faczy sie
z segmentem roztworu enzymu (tu pelnigcego funkcje reagenta/receptora) i trafia
do petli reakcyjnej w strumien zawierajacy substrat reakcji enzymatycznej (mono-
fluorofosforan). Oznacza to, ze oba procesy (inhibicji enzymu i reakcji enzymatycz-
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nej) przebiegaja jednoczesnie. Po okreslonym czasie segment reakcyjny dociera do
detektora (naczynka przeplywowego z elektroda fluorkows), gdzie oznaczany jest
produkt reakcji enzymatycznej. Takie rozwigzanie oferuje gorsze limity detekcji niz
procedury z etapem inhibicji w trybie off-line, poniewaz proces inhibicji jest krotszy
i przebiega w obecno$ci substratu, ktory jej czesciowo zapobiega. Jednakze, z dru-
giej strony pojawia si¢ mozliwo$¢ poprawienia selektywnosci oznaczenia, poniewaz
ujawniaja si¢ efekty tylko od najszybciej dzialajacych inhibitoréw. Przeprowadzone
badania potwierdzily te przypuszczenia [35]. Okazalo si¢, ze system umozliwia
oznaczanie jonow berylu (szybki inhibitor fosfatazy alkalicznej) na poziomie ppb,
nawet w obecnosci 100-krotnego nadmiaru jonéw innych toksycznych metali,
w tym jonow rteci, ktore przy dluzszych czasach inhibicji (w trybie off-line i przy
nieobecnosci substratu) silniej inhibitujg fosfataze. Wspomniany efekt jest dobra
ilustracja zjawiska tzw. dyskryminacji kinetycznej, umozliwiajacej instrumentalne
modyfikowanie/poprawienie selektywnosci metod analitycznych realizowanych
w warunkach przeplywowych (niestacjonarnych).

Oznaczanie inhibitor6w enzymoéw moze by¢ przeprowadzone w podobny spo-
sOb z uzyciem jednorazowych bioczujnikéw enzymatycznych posiadajacych powta-
rzalng aktywno$¢ unieruchomionego enzymu. Ten typ oznaczenia jest jednakze
destrukcyjny dla bioczujnika, a jego regeneracja najczgsciej nie mozliwa. Ozna-
cza to, Ze w tego typu oznaczeniach bioczujniki sg elektrodami enzymatycznymi
jednorazowego uzytku. Przy takim podejsciu powinny by¢ one bardzo tanie,
wytwarzane bardzo powtarzalnie i w masowej skali. Mozliwos¢ takiej ekonomicz-
nej i powtarzalnej produkcji czujnikéw elektrochemicznych stwarza technologia
sitodruku. Zespot prof. Glaba zajmowal sie potencjometrycznymi elektrodami
grubowarstwowymi [36], w tym tlenkowymi elektrodami pH-metrycznymi, stalo-
i ciektomembranowymi elektrodami jonoselektywnymi oraz elektrodami referen-
cyjnymi wytwarzanymi w technologii sitodruku. W toku tych badan opracowano
takze metodologie wytwarzania catkowicie sitodrukowanego bioogniwa potencjo-
metrycznego czulego na mocznik [37].

izolacja kontakt srebrny

Ureaza/Ru O /grafit- BSA/RuO /grafit

folia poliestrowa
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Bioogniwo sklada si¢ z tlenkowej pH-metrycznej elektrody uczulonej enzy-
matycznie na mocznik (sitodrukowana warstwa sensorowa zawierala dwutlenek
rutenu oraz ureazg) i elektrody pseudoreferencyjnej (identyczna warstwa dwutlenku
rutenu domieszkowana bialkiem obojetnym - albumina wotows). Takie planarne
bioogniwo zostalo z powodzeniem zastosowane do pélilosciowej analizy surowicy
krwi (pomiar w kropli, rozréznienie prébek o fizjologicznej i patologicznej zawar-
tosci mocznika) [37], a takze jako detektor w przeplywowym systemie bioanali-
tycznym do monitorowania zabiegéw hemodializy [38]. Te planarne, jednorazowe
bioczujniki mocznikowe zastosowano takze do posredniego oznaczania inhibitoréw
ureazy (jondw srebra i miedzi) [39]. Ksztalt bioczujnika umozliwil wykonywanie
pomiaréw ,,w kropli” - procedura analityczna polegala na naniesieniu na powierzch-
nie bioczujnika kropli probki (etap inhibicji, bez pomiaru). Po okreslonym czasie
probka byla zmywana strumieniem buforu, po czym na powierzchni umieszczano
krople buforu zawierajacego mocznik (substrat) i nastepowal etap potencjome-
trycznej detekeji resztkowej aktywnosci unieruchomionej ureazy. W zaleznosci od
czasu inhibicji mozliwe okazalo sie oznaczanie metali ciezkich w submilimolowym
lub mikromolowym zakresie stezen. Etap detekeji trwat 60 sekund.

Specyficzny sposob biorozpoznania oferujg tzw. holoenzymy, czyli enzymy
zbudowane z czesci bialkowej (apoenzymu) oraz kofaktora. Kofaktorem czesto
jest jon metalu. Biatko enzymatyczne pozbawione jonu (apoenzym) nie wykazuje
aktywno$ci biokatalitycznej, ale jest swoistym receptorem tego jonu. Rozpoznaniu
jonu (analitu) towarzyszy odtworzenie struktury holoenzymu, co manifestuje si¢
przywroceniem aktywnosci biokatalitycznej. Typowym holoenzymem jest fosfa-
taza alkaliczna, a jej kofaktorem jon cynku. Stosujac metody opisane w Rozdziale 1,
skonstruowano membranowg elektrode pH-metryczng z kowalencyjnie unierucho-
miong monomolekularng warstwg fosfatazy [40, 41], otrzymujac bioczujnik czuly
na monofluorofosforan, poniewaz produkty jego hydrolizy enzymatycznej (row-
nanie 10) sg kwasne. Ponadto, stosujac t¢ samg metode immobilizacji otrzymano
plastikowy bioreaktor przeptywowy z kowalencyjnie zwigzang fosfataza (w tym
przypadku do detekcji aktywnosci unieruchomionego enzymu uzyto fosforan pni-
trofenolu oraz dedykowany detektor optoelektroniczny) [42]. Biosensor oraz bio-
reaktor umieszczono w odpowiednich systemach przeptywowych i uzyto do apo-
enzymatycznej biodetekcji jonow cynku [43]. Stosujac substancje silnie chelatujace
(EDTA, cysteina) z immobilizowanej formy ,holo” cyklicznie wytwarzano forme
»ap0’, bedaca unieruchomionym bioreceptorem jonéw cynku. Fakt biorozpoznania
analitu stwierdzano obserwujac powrdt aktywnosci biokatalitycznej, proporcjo-
nalny do stezenia kofaktora. Oba systemy bioanalityczne umozliwialy oznaczanie
cynku w mikromolowym zakresie stezen.

Zebrane w tym rozdziale przyklady oznaczen inhibitoréw i kofaktoréw enzy-
matycznych potwierdzaja, ze w tych schematach biodetekcji za rozpoznanie odpo-
wiada enzym, za$ oznaczenie bazuje na ilo$ciowym pomiarze aktywnosci enzymu.
W przypadku metod immunoenzymatycznych, mimo ze tu rdwniez detekcja polega
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na oznaczaniu aktywnosci enzymu, bioreceptorem jest immunoreagent (przeciw-
cialo albo antygen), za$ enzym wylacznie znacznikiem. Przykladem immunosen-
sora, w ktorym stosowane sa tzn. koniugaty immunoenzymatyczne jest membra-
nowa elektroda amonowa z kowalencyjnie zwigzang monomolekularng warstwa
ludzkiej immunoglobuliny G [44]. Ten immunoczujnik umozliwia oznaczanie
immunoglobuliny G w probkach, do ktorych zostanie dodany komplementarny
immunoreagent znakowany enzymatycznie (tu: przeciwciato przeciwko immuno-
globulinie G znakowane ureaza). Jest to metoda kompetycyjna: im wigcej analitu
bedzie znajdowac sie w probce tym mniej enzymu zostanie zwigzane immunologicz-
nie do powierzchni membrany. Po etapie kompetycji bioczujnik umieszczany jest
w roztworze mocznika w celu stwierdzenia aktywnosci zwigzanej immunologicznie
ureazy. Immunosensor, dzialajacy wg powyzszej procedury bioanalitycznej, okazat
sie uzyteczny do wielokrotnego oznaczania IgG w surowicy krwi ludzkiej [44].
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Do chwili obecnej w zespole Profesora Glaba powstalo kilkadziesiat prac magi-
sterskich z dziedziny bioanalityki, a takze prace doktorskie, najlepiej ilustrujgce roz-
woj tego zespolu. Najwazniejsze kierunki badan to: teoria bioczujnikéw (Koncki,
1995), bioczujniki mocznikowe (Walcerz, 1998), bioczujniki penicylinowe (Lesz-
czynska, 1998), bioczujniki optyczne (Lenarczuk, 2003), bioanalityczne monitory
hemodializy (Radomska, 2004), bioczujniki sitodrukowane (Tymecki, 2005), fosfa-
tazy surowicze (Ogonczyk, 2008), receptory apoenzymatyczne (Rozum, 2011), bio-
czujniki optoelektroniczne (Pokrzywnicka, 2013) oraz mikrosolenoidowe systemy
bioanalityczne (Strzelak, 2015). Aktualne badania naukowe zespolu skoncentro-
wane sg na dedykowanych systemach bioanalitycznych do oznaczania elektrolitow,
metabolitow, biatek i enzyméw dla potrzeb analizy klinicznej i biomedycznej [45]
i sg realizowane zgodnie z pierwotng koncepcja Profesora.
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micznych (1977), doktora habilitowanego (1987) na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego. Od 1990 roku jest profesorem w Abo Akademi University w Turku,
w Finlandii, oraz dyrektorem Center for Process Analytical Chemistry and Sen-
sor Technology “ProSens” w tym Uniwersytecie. Od 1993 jest profesorem w AGH
w Krakowie. Jego specjalno$ci naukowe to czujniki chemiczne i biochemiczne, che-
mia kliniczna i analityczna, elektrochemia i modelowanie matematyczne, metodo-
logia chemii i filozofia nauki. Jest autorem okoto 250 publikacji naukowych w dzie-
dzinie chemii, 30 w dziedzinie filozofii nauki i autorem 20 patentdw.

Prof. dr hab. Adam Hulanicki uzyskal stopienn naukowy doktora nauk chemicz-
nych (1961), tytul profesora nadzwyczajnego (1976), tytul profesora zwyczajnego
(1989) na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Wypromowat 18 dokto-
réw nauk. Wielu spos$réd wypromowanych doktoréw jest obecnie profesorami na
uczelniach nie tylko w Polsce. Jest czlonkiem korespondentem PAN od 1994 roku.
Jego specjalnoscig naukowa jest chemia analityczna: analityczna spektrometria
atomowa, odczynniki organiczne w analizie, potencjometryczne i kulometryczne
metody analizy, elektrody jonoselektywne, analiza §ladowa, analiza specjacyjna;
historia chemii analityczne;j.
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ABSTRACT

Application of magnesium selective electrodes to magnesium ion determina-
tion in biomedical samples has been introduced to analytical chemistry since 1990-
ies. Using ion selective electrode, the ionized magnesium concentration is deter-
mined. Until this time, mainly concentration of total magnesium was determined.
In this work, the importance of magnesium and its role in the human organism is
shortly presented. Then, we present basics of ion selective electrodes and their appli-
cation in clinical analyzers. We show exemplary applications of ionized and total
magnesium concentration determination in clinical samples, such as blood serum
or plasma and erythrocytes, in healthy people and in patients with various diseases.
In every case, the ionized magnesium concentration in erythrocytes appears to be
the most sensitive indicator of hypomagnesemia that is the pathophysiologically
lowered magnesium level in organism. The knowledge of this parameter allows phy-
sicians for better diagnosis of magnesium status in human organism.

Keywords: magnesium selective electrode, ISE, magnesium speciation, clinical ana-
lyzer, magnesium in human

Stowa kluczowe: elektroda jonoselektywna czula na jony magnezu, ISE, specjacja
magnezu, analizator kliniczny, magnez w organizmie
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ISE - elektroda jonoselektywna

iMg - stezenie zjonizowanego (hydratowanego) magnezu

tot Mg - stezenie calkowitego magnezu

IFCC - Miedzynarodowa Federacja Chemii Klinicznej (ang.
International Federation of Clinical Chemistry)

AAS - technika absorpcji atomowej

ATP - adenozynotrifosforan

ADP - adenozynodifosforan

2,3-DPG - 2,3-bisfosfoglicerynian

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy
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WPROWADZENIE

Badania zwigzane z zastosowaniem elektrod jonoselektywnych czulych na
jony magnezu w oznaczaniu zjonizowanego magnezu w probkach biomedycznych
rozpoczely sie na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego z poczatkiem lat
dziewieédziesigtych ubiegltego wieku w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii
Analitycznej. Profesor Stanistaw Glab przejat kierownictwo tej Pracowni w roku
2002 i kierowal nig do swojej $mierci w 2008 roku. Profesor Stanistaw Glab aktywnie
wspieral dalsze dzialania w dziedzinie badan nad magnezem. W tym czasie zainte-
resowanie magnezem przezywalo swoje apogeum w $wiecie naukowym. Dziataly
liczne towarzystwa badan nad magnezem, ale gléwnie oznaczano calkowite steze-
nie magnezu w probkach. Rozwoj elektrod jonoselektywnych, ktére pozwalaty na
szybkie i niekosztowne oznaczenia zjonizowanego magnezu w probkach, przyczynit
sie do zainteresowania stezeniem tej formy. Okazalo sie, ze stezenie zjonizowanego
magnezu jest czulszym wskaznikiem hipomagnezemii, czyli obnizonego stezenia
magnezu w organizmie czlowieka, niz stezenie calkowitego magnezu, uwzgledniaja-
cego wszystkie jego formy. Szczegélnie czutym wskaznikiem hipomagnezemii oka-
zalo si¢ stezenie wewnatrzkomodrkowego zjonizowanego magnezu, ktory byl najcze-
$ciej badany w erytrocytach, ze wzgledu na tatwg dostepnos¢ probki. W niniejszym
opracowaniu przedstawiono krotki zarys znaczenia magnezu w organizmie czlo-
wieka, podstawy dzialania elektrod jonoselektywnych czutych na jony magnezu,
zasady dzialania potencjometrycznych analizatoréw klinicznych, przyklady osia-
gnie¢ badan naukowych w dziedzinie oznaczania magnezu w surowicy i osoczu
krwi oraz wewngtrz komorek, facznie z ostatnimi wynikami. Obecnie ponownie
wzrasta zainteresowanie oznaczeniami zjonizowanego magnezu obok oznacza-
nia catkowitego magnezu, a wiec wrasta zainteresowanie specjacja magnezu, czyli
wystepowaniem réznych form tego pierwiastka obok siebie. Niewatpliwie takie
podejscie pozwoli na lepsze zrozumienie zachodzgcych przemian magnezu w orga-
nizmie cztowieka, a w konsekwencji na lepsza diagnostyke i terapie.

1. ZNACZENIE MAGNEZU W ORGANIZMIE CZLOWIEKA

Magnez jest drugim po potasie pod wzgledem wielkosci stezenia jonem
wewnatrz komorki organizmu cztowieka. Ma wielkie znaczenie w funkcjonowaniu
organizmu. Jest niezbedny dla integralno$ci anatomicznej i funkcjonalnej organelli
wewnatrzkomoérkowych, uczestniczy we wszystkich waznych przemianach: weglo-
wodanowej, biatkowej, thuszczowej, w reakcjach utleniania-redukeji. Bierze udziat
w przemianach wymagajacych dostarczania energii tworzac kompleksy z adenozy-
notri- i adenozynodifosforanem. Bierze udzial w regulacjach jonowych utrzymuja-
cych potas w komorce, spetniajacych w przemianie fosforowo-wapniowej czynnosci
typu witaminy D. Bedac wilaczony do proceséw obronnych organizmu przeciw-
dziala stresom, alergii, stanom zapalnym. Ma réwniez pewne znaczenie w regulacji
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cieplnej organizmu. Efektywnie réwnowazy ujemny tadunek fosforanowocukrowe;j
krawedzi kwasow nukleinowych, zapewniajac ich stabilno$¢ i integralno$¢. Magnez
jest aktywatorem lub kofaktorem ponad trzystu enzymoéw w organizmie ludzkim.

Poczatek wspodtczesnych badan nad skutkami niedoboru magnezu wigze sie
z udowodnieniem jego znaczenia fizjologicznego u zwierzat. Dobrym zrédtem
wiedzy o roli magnezu w medycynie jest monografia Jeana Durlacha ,,Magnez
w praktyce klinicznej” [1]. W praktyce klinicznej lekarze spotykaja si¢ z dwiema
sytuacjami roznigcymi si¢ pod wzgledem czestotliwoéci wystepowania: z wielkim
i powszechnym problemem niedoboru oraz znacznie rzadziej wystepujacym nad-
miarem. Do najlepiej poznanych probleméw klinicznych w wyniku pierwotnego
niedoboru magnezu naleza: nadmierna pobudliwo$¢ nerwowo-migéniowa, tezyczka
utajona (spazmofilia), czyli przy prawidtowych stezeniach jonéw wapnia, problemy
wewnatrzwydzielnicze, kostno-stawowe, alergiczne, sercowo-naczyniowe. Wtdrne
niedobory magnezu wynikajg z zaburzen podazy lub wchlaniania, dysregulacji ner-
wowo-endokrynalno-metabolicznych i nadmiernego wydalania nerkowego. Nato-
miast nadmiar magnezu moze si¢ pojawi¢ wskutek nadmiernej podazy pozajelito-
wej i rowniez ujemnie wplywa na funkcjonowanie organizmu.

2. ELEKTRODY JONOSELEKTYWNE CZULE NA JONY MAGNEZU

Elektrody jonoselektywne czute na jony magnezu nalezg grupy czujnikéw
chemicznych. Czujnik chemiczny, zwany tez sensorem, jest definiowany jako mate
urzadzenie pozwalajace na przetworzenie informacji chemicznej na sygnat optyczny
badz elektryczny, ktéry moze by¢ odczytywany przez przyrzad. Elektrody jonose-
lektywne (ISE) to elektrochemiczne czujniki wykorzystujace membrany jonose-
lektywne i pozwalajgce na potencjometryczne oznaczenie aktywnosci badanego
jonu w obecnosci innych jonéw. Logarytm aktywnoéci jonu jest proporcjonalny do
potencjatu elektrycznego elektrody jonoselektywnej mierzonego w odniesieniu do
elektrody referencyjnej, czyli sily elektromotorycznej (napiecia) ogniwa [2, 3].

Podstawowa zalezno$cia, na ktdrej opieraja si¢ pomiary potencjometryczne za
pomoca elektrod jonoselektywnych, jest rownanie Nernsta, ktore okresla potencjat
E elektrody wyrazony w woltach (V) w temperaturze 25°C:

E=E"+ 0,059 loga,
Zj
Zalezno$¢ ta jest stuszna, gdy w roztworze, w ktérym znajduje si¢ elektroda, jest tylko
jeden jon i o tadunku z. E” oznacza potencjal standardowy elektrody, a w przypadku
pomiaru napigcia ogniwa zawiera w sobie wszystkie state skladniki potencjalowe.
Warto$¢ E wyraza wtedy potencjal elektryczny na granicy faz membrana jonoselek-
tywna - badany roztwor.
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Jesli w badanym roztworze oprocz jonu i znajduja si¢ inne jony, ktorych obec-
no$¢ moze wplywac na wartos¢ potencjatu elektrody, réwnanie Nernsta przyjmuje
bardziej ztozong posta¢ nazywang réwnaniem Nikolskiego-Eisenmana:

0,059

Z.

7

E=E"+

log|a+K/" a|

W réwnaniu tym uwzglednia si¢ wplyw na potencjat jonu j o tadunku z,. Sym-
bol Kf}“t nazywany jest potencjometrycznym wspolczynnikiem selektywnosci i okre-
sla wplyw jonu towarzyszacego j na potencjat E elektrody.

Réwnanie Nernsta i jego pochodne zostaty wyprowadzone na podstawie zalez-
nosci termodynamicznych. Ilo§¢ substancji uczestniczacej w procesach termody-
namicznych wyrazona jest nie w jednostkach stezenia lub masy, jak ma to miej-
sce w wielu innych technikach fizykochemicznych i fizycznych, ale w jednostkach
aktywnosci, ktére mozna skorelowaé ze stezeniem poprzez wspotczynnik aktyw-
nosci f. Zalezno$¢ te przedstawia réwnanie:

ai:f'ci

w ktérym a, oraz ¢, oznaczaja odpowiednio aktywnos¢ i stezenie jonu i. Poniewaz
wspolczynnik aktywnosci jest wielko$cig bezwymiarows, wymiar aktywnosci odpo-
wiada wymiarowi stezenia, ktore jest wyrazone w molach na litr. Warto$¢ wspot-
czynnika aktywnosci zalezy przede wszystkim od rodzaju jonu i od calkowitej sity
jonowej w roztworze. Gdy roztwory s3 rozcienczone, a sila jonowa nie przekracza
0,01 mol/L, mozna przyja¢, ze wspolczynnik aktywnosci nieznacznie odbiega od
jednosci, a wiec aktywno$¢ jest rowna stezeniu. Aby wyniki pomiaréw uzyskanych
za pomocy elektrod jonoselektywnych mogtly by¢ poréwnywalne (kompatybilne)
z wynikami oznaczen wyrazonymi w jednostkach masy stezenia masowego, nalezy
pamieta¢ o odpowiednich przeliczeniach.

Idealnym przypadkiem, aby jony towarzyszace oznaczanemu nie zakldcaly
pomiaru, bytaby sytuacja, w ktorej

a,>> Kg‘” . aj.*'/zf'

Zakladajac, ze blad nie przekroczy 1%, gdy wyraz z lewej strony bedzie
100-krotnie wigkszy od prawej strony, a stezenia molowe obu jonéw sg poréwny-
walne i tadunki takie same, korzystng sytuacjg jest, gdy wspotczynnik selektywnosci
jest mniejszy niz 107,

Jednymi z najbardziej uniwersalnych elektrod jonoselektywnych sa elektrody
z plastyczng membrang sktadajacg sie z organicznej matrycy polimerycznej zawiera-
jacej dwa kluczowe dla jej odpowiedniego dziatania zwiazki: jonofor i sél lipofilowa.
Historia ich rozpoczeta sie od odkrycia w 1964 roku przez Moorea i Pressmanna
antybiotykéw indukujacych transport jondw w mitochondriach [4]. Niedlugo



678 M. MAJ-ZURAWSKA, A. LEWENSTAM, A. HULANICKI

potem, w 1966 roku, Simon i Stefanac wyja$nili, iz zjawisko to zachodzi dzieki selek-
tywnemu tworzeniu kompleksow pomiedzy tymi antybiotykami a kationami [5-7].
Zaproponowali rowniez pierwsza elektrode jonoselektywna z obojetnym jonofo-
rem i zademonstrowali, iz antybiotyki te wykazuja podobng selektywno$¢ zaréwno
w pomiarach in vivo jak i in vitro. W tym samym czasie Pedersen [8-11] i Lehn
[12, 13] zsyntezowali pierwsze jonofory. Istotny udzial w rozwdj ISE z ciektymi
membranami mieli takze Shatkay [14, 15], Ross [16] oraz Thomas i Moody [17],
ktorzy zastosowali membrang z polimeryczng matrycg (polichlorek winylu, PVC).

Elektrody jonoselektywne sg tanimi i prostymi narzedziami, ktére moga by¢
miniaturyzowane, a takze pozwalajg na pomiary on-line i in-situ. Istotne jest row-
niez to, iz nie niszcza probki podczas pomiaréw, a zwykle takze nie jest konieczne
specjalne jej przygotowanie. Juz od pierwszych lat ich wynalezienia i stosowania
w analizie chemicznej stwarzaly nadzieje na mozliwos¢ ich wykorzystania do pomia-
réw w ztozonych ukladach, a wigc w probkach naturalnych, w ktorych badana jest
specjacja, czyli wystepowanie pierwiastka w réznych formach chemicznych, w tym
réwniez na réznych stopniach utlenienia [18]. Elektrody jonoselektywne sg szeroko
stosowane, szczeg6lnie w analizie klinicznej do pomiaréw pH, oznaczania steze-
nia takich jonéw jak potasowe, sodowe, chlorkowe, wapniowe, magnezowe, litowe,
weglanowe [19]. Dla zapewnienia wysokiej jakosci uzyskiwanych wynikéw konstru-
owane sg analizatory kliniczne, ktérych dziafanie jest kontrolowane komputerowo
[19].

Pierwsze elektrody jonoselektywne czute na jony magnezu, nalezace do grupy
elektrod z plastyczng membrang, o zadowalajacej selektywnosci i czulosci zostaty
skonstruowane na przelomie lat osiemdziesiatych i dziewigcdziesiatych ubieg-
tego wieku [20] i wykorzystane w potencjometrycznym analizatorze klinicznym
[19, 21, 22]. Okazaly si¢ cennym narz¢dziem do oznaczania stezenia zjonizowa-
nej frakcji magnezu, aktywnej fizjologicznie i do uzyskania pelniejszej informacji
0 obecnoéci i postaci magnezu w badanej probce. Tych istotnych danych nie mozna
byto otrzymac¢, gdy oznaczano jedynie catkowite stezenie magnezu.

Wsrod istotnych badan wlasciwosci ISE czutych na jony magnezowe znalazty
sie badania oceniajace kompleksowanie magnezu przez szereg niskoczasteczko-
wych anionéw mogacych znajdowaé sie w plynach biologicznych. W badaniach
tych stezenie wolnych jonéw magnezu oznaczano za pomocy ISE, natomiast state
trwalosci komplekséw wyznaczano stosujgc miareczkowanie konduktometryczne.
Warunki eksperymentalne odpowiadaly warunkom analizatoréw klinicznych. Na
podstawie uzyskanych stalych kompleksowania i zmierzonego stezenia wolnych
jonéw magnezu obliczono calkowite stezenie magnezu. Uzyskane wartosci stezenia
catkowitego magnezu zgadzaly si¢ z warto§ciami oczekiwanymi w granicach btedu
doswiadczalnego. W badaniach tych brat udziat Profesor Stanistaw Glab [23].
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3. POTENCJOMETRYCZNE ANALIZATORY KLINICZNE

Jak juz wspomniano, elektrody jonoselektywne s3 obecnie powszechnie sto-
sowane w rutynowych pomiarach elektrolitéw we krwi i w moczu [24]. Oznacza-
nie potasu, sodu i chlorkéw oraz pH nalezy do najcz¢sciej wykonywanych analiz
w chemii klinicznej, zaréwno w laboratoriach szpitalnych jak i w pomiarach peryfe-
ryjnych, przy tézku pacjenta (ang. bed-side), czy w jednostkach intensywnej opieki
(ang. point-of-care treatment, POCT). W tej sytuacji z inicjatywy Miedzynarodowej
Federacji Chemii Klinicznej (ang. International Federation of Clinical Chemistry,
IFCC) opracowano szereg rekomendacji dotyczacych uzycia elektrod jonoselektyw-
nych, zalecanych sposobdéw pomiaru, raportéw, metod i materialéw referencyjnych.
Celem tych prac jest unormowanie i umozliwienie miedzy szpitalnego poréwnywa-
nia wynikéw i mozliwosci opieki nad pacjentami w skali miedzynarodowe;j.

Jedna z elektrod wprowadzonych dzigki postepowi badan w dziedzinie elektrod
jonoselektywnych oraz automatyzacji metod pomiaru jest jonoselektywna elek-
troda magnezowa (Mg-ISE) [21]. Pozwolila ona na opracowanie metody oznacza-
nia stezenia zjonizowanego magnezu (ang. ionized magnesium, iMg) we krwi oraz
wytworzenie, pierwszego na $wiecie i dostepnego handlowo aparatu (Microlyte —
Mg, KONE, Finlandia; obecnie: Thermo Fisher Scientific, USA) umozliwiajacego
pomiar iMg [25]. Na potrzebe opracowania takiej metody zwrdcili uwage w koncu
lat osiemdziesiatych polscy lekarze dr Jerzy Oleszkiewicz i dr Krystyna Zaleska.
Nalezy zaznaczy¢, iz metoda ta powstala przy znacznym udziale polskich badaczy
z Krakowa: prof. Aleksandra Skotnickiego (UJ), prof. Jerzego Naskalskiego (UJ)
i prof. Jana Migdalskiego (AGH).

Z punktu widzenia naukowego aparat pozwala na wiele rozwigzan dotyczg-
cych technologii i charakteryzacji czujnikéw, wieloparametrowej kalibracji, specy-
ficznego sposobu mycia, nowych interpretacji i algorytmizacji sygnatu, klinicznej
interpretacji i wyznaczenia zakresu analitycznego iMg, sposobu poboru prébek,
ich przechowywania, pomiaru, schematéw raportéw analitycznych, zapobieganiu
bledom. Wsrdd metod z uzyciem elektrod jonoselektywnych jest to zlozony uklad
zastosowany w praktyce i dostepny rynkowo [26].

Wskutek tej innowacji IFCC zlecita Grupie Roboczej Elektrod Jonoselektyw-
nych i Bioczujnikéw, pracujacej pod przewodnictwem wspodtautora tego tekstu (AL),
opracowanie rekomendacji IFCC dotyczacej pomiaru zjonizowanego magnezu we
krwi. Podstawowe zalecenia tej rekomendacji IFCC [27] zostaly przedstawione
w monografii [28]. Obejmujg one opis podstaw pomiaru i powody koniecznosci
ujednolicenia metody przedstawiania wynikéw, biomedyczne aspekty pomiaru,
pobieranie probki i jej przechowywanie, opis warunkéw wykonywania pomiaru,
opis elektrod — wskaznikowej — jonoselektywnej magnezowej oraz elektrody odnie-
sienia, zasygnalizowanie problemu potencjatu styku cieczy i metody jego minima-
lizacji, opis procesu kalibracji, mozliwosci interferencji pochodzacych od jonow
wapniowych w surowicy i osoczu krwi, pochodzacych od zmiany sity jonowej
probki, od anionéw lipofilowych i od $rodkéw powierzchniowo aktywnych. Oce-
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niono w niej mozliwy wplyw bialek na pomiar oraz wplyw zmiany pH probki, ktéry
wplywa na réwnowagi kompleksowania. Chociaz mierzona jest wzgledna (bezwy-
miarowa) aktywno$¢, proponuje sie, aby w raporcie analitycznym uzywac jednostki
mmol/L (réwnowaznej jednostce pochodnej SI mol/m?) i powigza¢ owa aktywno$¢
ze stezeniem jonu magnezu w kalibratorze.

4. SPECJACJA MAGNEZU W SUROWICY KRWI

W surowicy krwi magnez wystepuje w postaci wolnego, hydratowanego jonu
oraz zwigzany w wielu kompleksach. Zwyczajowo dzieli si¢ jego calkowita zawar-
to$¢ na forme ultrafiltrowalna oraz zwigzana z biatkami, gléwnie z albuminami
[29, 30], nie ulegajacg ultrafiltracji. We frakeji ultrafiltrowalnej znajduje si¢ wolny
jon magnezu oraz magnez zwiazany w kompleksy z niskoczasteczkowymi anio-
nami, takimi jak weglany, siarczany, cytryniany czy fosforany. Elektroda jonoselek-
tywna czula na jony magnezu pozwala na oznaczenie frakcji zjonizowanej magnezu
w surowicy krwi bez wstepnego rozdzielania frakcji. Najwazniejszymi jonami inter-
ferujacymi, ktorych obecnos¢ nalezy zawsze uwzgledniac sg jony wapnia. Wystepuja
one w surowicy krwi ludzi zdrowych w stezeniu okoto 1,25 mmol/L, za$ wspolczyn-
nik selektywnosci elektrody K” °;4g,Ca ma warto$¢ okolo 0,6. Wazna jest wartos¢ pH
probki, poniewaz wplywa ona na stan rownowagi kompleksowania jonéw magnezu
a takze sifa jonowa roztworu od ktorej zalezg réwniez wspoélczynniki aktywnosci
jonéw. Podczas pomiaru temperatura w analizatorze klinicznym powinna by¢ réwna
37°C. Parametrami istotnymi podczas ultrafiltracji sa wielkosci poréw uzywane;j
membrany, temperatura oraz ci$nienie czastkowe dwutlenku wegla, ktore powinno
by¢ kontrolowane poprzez nasycenie probki gazowym dwutlenkiem wegla. Nasyce-
nie dwutlenkiem wegla pozwala na zmniejszenie zmian i lepszg kontrole pH prébki.

Calkowite stezenie magnezu w probee przed ultrafiltracjg i we frakeji uzyskanej
po ultrafiltracji oznacza si¢ najczesciej technika absorpcji atomowej z atomizacja
w plomieniu lub w piecu grafitowym. Catkowite stezZenie magnezu w surowicy krwi
zdrowych ludzi wynosi ok. 0,8-0,9 milimola/L. Uzyskane wyniki stezenia magnezu
w réznych formach w surowicy krwi zdrowych ludzi pokazujg, ze sktad procentowy
moze waha¢ w nastepujacych granicach: magnez zjonizowany - od 55,0 do 66,6%,
ultrafiltrowalny - od 66,3 do 80,6%, zwigzany w kompleksy z niskoczasteczkowymi
anionami - od 5,0 do 14,4%, zwiazany z biatkami - od 19,1 do 33,7% (przykladowe
wyniki przedstawiono na Rys. 1).
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Rysunek 1. Rozklad procentowy réznych form magnezu w surowicy krwi ludzkiej [31]
Figure 1. Various forms of magnesium in human blood serum [31]

5. SPECJACJA MAGNEZU WEWNATRZ KOMOREK

Prawie 99% magnezu w organizmie ludzkim znajduje si¢ wewnatrz komorek,
gdzie pod wzgledem stezenia zajmuje drugie miejsce po potasie wsrdd wszystkich
kationéw. Magnez rozmieszczony jest w sposob bardzo zréznicowany w komorce i
wykazuje wigksze stezenie w btonach komérkowych, w mitochondriach i w jadrze
komorkowym. Pozostaje zawsze w optymalnej rownowadze pomiedzy postacig
zwigzang a wolng w celu umozliwienia jego dzialania, a szczegélnie wykorzystania
jego wlasciwosci stabilizujacych. Ponad polowa magnezu w jadrze komorki jest sci-
sle zwigzana z kwasami nukleinowymi i z mononukleotydami. Jon magnezowy jest
konieczny dla fizycznej integralnosci podwojnej helisy DNA, no$nika informacji
genetycznej i kodu swoistych biatek. Ponadto jest on niezbedny dla anatomicznej
integralno$ci chromosomoéw. Przyktadowy sklad procentowy stezenia magnezu
w réznych jego formach wewnatrz erytrocytow zdrowych ludzi, przy catkowitym
jego stezeniu 2,3 mmola/L, przedstawono na Rysunku 2. Skfad procentowy réznych
form magnezu wewnatrz erytrocytow przedstawia sie nastepujaco: magnez zjonizo-
wany - 30%, zwigzany z adenozynotrifosforanem (ATP) - 34%, zwiazany z 2,3-bis-
fosfoglicerynianem (2,3-DPG) - 18%, zwigzany z innymi czasteczkami — 18%. Ste-
zenie wolnej, zjonizowanej formy magnezu wynosi od 0,6 do 1,0 mmol/L, stezenie
jonéw sodu - od 15 do 25 mmol/L, jonéw potasu — od 90 do 150 mmol/L, jonéw
wapnia - od 5,5 - 107 do 2,5 - 10”° mmol/L. Tak wiec zaden z jonéw poza magnezo-
wym nie wplywa na potencjal elektrody jonoselektywnej czulej na jony magnezu.
Oznaczanie potencjometryczne jonéw magnezu w roztworze wewnatrzkomor-
kowym, cytozolu, jest wiec prostsze niz w plynach pozakomoérkowych, w ktérych
nalezy uwzglednia¢ wplyw jonéw wapnia. Wewnatrzkomoérkowy magnez ozna-
czano potencjometrycznie dwiema metodami: postugujac si¢ mikroelektrodami
wklutymi do komorki [32] lub za pomocg analizatora klinicznego po lizie komorek
i odwirowaniu bton komérkowych [33].
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Rysunek 2. Rozklad procentowy réznych form magnezu wewnatrz erytrocytu [31]
Figure 2. Various forms of magnesium in erythrocyte [31]

6. PRZYKLADY OZNACZANIA ZJONIZOWANEGO MAGNEZU
W MATERIALACH KLINICZNYCH

Niedobér magnezu, objawiajacy sie kurczami miesni, arytmig i tezyczka jest
znanym powiklaniem u chorych po rozleglej resekcji jelita cienkiego w tak zwanym
zespole krotkiego jelita (ang. short bowel syndrom) nawet, gdy absorpcja innych
biopierwiastkow wydaje si¢ by¢ wystarczajaca. Zwykle nie ma korelacji pomiedzy
poziomem calkowitego magnezu w surowicy krwi a pojawieniem si¢ objawéw
klinicznych. Poziom zjonizowanego magnezu, iMg, ktory jest uwazany powszech-
nie za aktywny fizjologicznie, jest utrzymywany sztucznie poprzez podaz dozylng
soli magnezu lub fizjologicznie poprzez uwalnianie ze zwigzkow, gdy podaz jest
zmniejszona lub zatrzymana. Powoduje to rowniez obnizenie wydalania magnezu
z moczem. Towarzyszace obnizenie pH krwi dziala prawdopodobnie jako mecha-
nizm ochronny, uwalniajacy magnez z jego zwigzkéw. Zaobserwowano statystycz-
nie istotne obnizenie stezenia iMg w surowicy krwi w przypadku pojawienia si¢
objawow klinicznych [34]. Stezenie iMg zostalo oznaczone za pomoca potencjo-
metrycznego analizatora klinicznego Microlyte 6, firmy KONE. Calkowite stezenie
magnezu, totMg, zostato oznaczone za pomoca pomiaru technika absorpcji atomo-
wej (AAS). Objawy kliniczne ustgpity po dozylnym podaniu roztworu soli magnezu.

Podczas zaburzenia dzialania mig$nia sercowego w trakcie ostrego zawalu
serca maleja w jego komdrkach zapasy bogatych energetycznie fosforanéow (ATP).
Powoduje to spadek aktywnos$ci pomp jonowych w blonie komérkowej, zwigksza
sie przepuszczalnos¢ blony, jony potasu i magnezu przedostajg sie poza komorke,
a do jej wnetrza przedostajg sie jony sodu i wapnia. Aby zapobiec dalszemu wyrdw-
nywaniu stezen pltyndw wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych potrzebny jest wzrost
stezenia jondw magnezu, ale one wlasnie opuszczaja komorke i jest ich coraz mniej.
Powstaje wiec bledne koto. Dzieki pomiarom stezenia zjonizowanego magnezu,
iMg, w surowicy krwi 0sob w trakcie drugiego i trzeciego dnia ostrego zawalu serca
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za pomocg potencjometrycznego analizatora klinicznego stwierdzono statystycznie
istotne obnizenie stezenia iMg przy jednoczesnym zachowaniu stgzenia calkowi-
tego magnezu, totMg, w granicach normy [34]. Okazalo si¢, ze podanie dozylne
roztworu soli magnezu, obok zwyczajowej terapii, w drugim i trzecim dniu ostrego
zawalu serca istotnie ograniczyto §miertelno$¢ chorych oraz tachykardie.

Obnizony poziom albumin i biatka catkowitego we krwi jest charakterystyczny
dla pacjentéw dializowanych oraz pacjentéw w pooperacyjnym stanie krytycznym.
Podobnie obnizony jest poziom komoérek krwi — hematokrytu. U pacjentéw tych
obserwuje si¢ obnizony poziom magnezu calkowitego i zjonizowanego w surowicy
krwi. Jednak obnizony poziom magnezu zjonizowanego wewnatrz erytrocytow
okazal si¢ najczulszym wskaznikiem hipomagnezemii w obu grupach pacjentéw
(33, 35].

Wplyw chronicznego alkoholizmu na status magnezu w organizmie byl sygna-
lizowany juz w latach szes¢dziesigtych [36] oraz osiemdziesigtych [37] ubiegtego
wieku. Chroniczny alkoholizm powoduje hipomagnezemie. Typowymi przyczy-
nami hipomagnezemii w tym przypadku jest zte odzywianie i niedostateczna podaz
magnezu z pozywieniem, zte wchlanianie, zwiekszone wydalanie z kalem, potem
i moczem, hiperaldosteronizm lub zaburzenia w metabolizmie katecholamin.
Stwierdzono réwniez, ze spozywanie alkoholu obniza ci$nienie krwi i prowadzi do
niedoboru magnezu wewnatrzkomdrkowego. Prowadzi do zaburzen w ukladzie
sercowo-naczyniowym. Stezenie catkowitego magnezu bylo statystycznie istotnie
obnizone w surowicy krwi i wewnatrz erytrocytéw alkoholikow ze stwierdzong
marskoscig watroby, ale nie odbiegalo od normy u alkoholikéw ze sttuszczeniem
watroby [38]. Oznaczenie calkowitego stezenia oraz zjonizowanego stezenia
magnezu w osoczu krwi oraz w erytrocytach chronicznych alkoholikéw pozwolito
na wykrycie hipomagnezemii u pacjentéw niezaleznie od stanu watroby. Najczul-
szym wskaznikiem hipomagnezemii byl poziom zjonizowanego magnezu w erytro-
cytach: 0,36 + 0,14 mmol/L w grupie alkoholikéw (n = 100 0os6b) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej zdrowych oséb 0,71 + 0,13 (n = 50) [39].

PODSUMOWANIE

Magnez odgrywa bardzo istotna role w organizmie cztowieka. Utrzymanie
jego prawidlowego poziomu jest kluczowe dla zdrowia. Wiele schorzen powoduje
patologiczne obnizenie poziomu magnezu, hipomagnezemie. Wczesne wykrycie
hipomagnezemii umozliwia oznaczenie stezenia zjonizowanego magnezu w erytro-
cytach, co jest mozliwe dzigki zastosowaniu jonoselektywnej elektrody w analizato-
rach klinicznych. Pozwala to na szybsza diagnoze i terapie.
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ABSTRACT

Ion-selective electrodes are a routine tool of chemical analysis, characterized by
beneficial analytical parameters, simple operation principle and low apparatus cost.
In this group of sensors particularly advantageous are those with plastified poly-
(vinyl chloride) based membranes, containing ionophore - interacting selectively
with some cations [1]. From the practical point of view all-solid-state constructions
became very useful. However, in this case, a solid contact should be added between
the substrate electrode and the membrane, enabling reversible charge transfer on
the electrode / solid contact and solid contact / membrane interfaces. On the other
hand, an advantageous alternative for membrane material, instead of poly(vinyl
chloride), are polyacrylates which can be easily obtained by photopolymerization
and provide lower detection limits due to lower ion mobility in the membrane.

Membranes of similar composition (containing ionophore) can be also applied
in ion-selective optodes, where a solid contact is not needed, but additional mem-
brane component is a dye (chromoionophore) of different colours of the protonated
and deprotonated forms. Such optodes can be also obtained as microspheres, thus
they can be introduced into a medium of low volume, e.g. living cells.

The next step towards sensitivity increase and miniaturization is recording flu-
orescence intensity instead of absorbance, by using appropriate fluorophores, e.g.
pyrene, and production of nanosensors, e.g. as micelles obtained from cross-linked
alternative polymers. Appropriate modification of the surface phase of such nano-
sensors, affecting the permeability of analyte ions into the nanospheres, enables
tailoring of the shape of analytical characteristics - from sigmoidal (high sensi-
tivity, narrow linear response range) to linear dependence of the signal on loga-
rithm of analyte concentration (low sensitivity, but wide linear response range).

Keywords: ion-selective electrodes, optodes, fluorimetric sensors, nanosensors
Stowa kluczowe: elektrody jonoselektywne, optody, czujniki fluorymetryczne,
nanosensory
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WPROWADZENIE

Jednym z kierunkéw badan poswieconych chemii analitycznej jest tworzenie
nowych i ulepszanie istniejacych sensoréw, tak aby sprosta¢ rosnacym wymaga-
niom zwigzanym m.in. z rodzajem oznaczanych substancji, ich stezeniem, zlozo-
nos$cig probek i selektywnoscig, konieczno$cig miniaturyzacji czujnikéw, prostota
obstugi. W tego typu badaniach czesto wykorzystuje sie dos¢ dobrze poznane uktady
czy rozwigzania, adaptujac je do nowych warunkow, na przyktad poprzez wyko-
rzystanie nowych materialéw, zmiane skali sensora z makro do mikro- czy nano-,
wykorzystanie nowych technologii otrzymywania sensoréw. Podkresli¢ nalezy, ze
przeniesienie klasycznych ukladéw do nowych warunkéw wymaga czesto ogromu
pracy dla uzyskania korzystnych efektow, ktére zwykle przewyzszaja oczekiwania
zwigzane z prostg zmiang wybranego parametru — prowadza do uzyskania sensoréw
nowej jakosci — zaréwno uzytkowej jak i zwigzanej z parametrami analitycznymi.

Dobrym przyktadem obrazujacym wymienione tendencje sa elektrody jono-
selektywne. Czujniki te przeszly znaczacg ewolucje od klasycznych elektrod z roz-
tworem wewnetrznym do nowoczesnych sensoréw — prostych w obstudze, czesto
zminiaturyzowanych i charakteryzujgcych sie lepszymi parametrami analitycznymi.
Jednoczesnie z tej grupy czujnikéw wyodrebnit sie nowy rodzaj sensordéw, wykorzy-
stujacych podobne materialy konstrukeyjne, ale pracujacych w trybie optycznym.

1. CZUJNIKI POTENCJOMETRYCZNE

Elektrody jonoselektywne z membranami z plastyfikowanego polichlorku
winylu (membrany plastyczne) zostaly po raz pierwszy opisane w literaturze
w latach siedemdziesigtych [1, 2]. W klasycznym ujg¢ciu, membrana plastyczna
oddziela roztwoér wewnetrzny od cieklej probki. Do membrany wprowadzone sa
zwigzki nadajace jej czutos¢ i selektywnos$¢ na wybrany analit — typowo jonofor.
Jonofor to ligand zdolny do kompleksowania analitu w $rodowisku membrany,
zwykle obojetny elektrycznie, np. walinomycyna selektywnie wiazaca kationy
potasu (Rys. 1). Do membrany wprowadza si¢ tez lipofilowy wymieniacz jonowy
o tadunku przeciwnym do tadunku oznaczanego jonu. We wnetrzu czujnika znaj-
duje sie elektroda odniesienia, ktora zapewnia stato$¢ w czasie i odtwarzalnosé
mierzonych warto$ci potencjatu. Niezwykle wazng zaletg tego typu konstrukcji
sensorow potencjometrycznych jest odwracalno$é procesu przeniesienia fadunku
na wszystkich granicach faz — kluczowa cecha zapewniajaca wysoka stabilnos¢
i odtwarzalno$¢ mierzonych potencjatow.
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Rysunek 1. Wzér jonoforu — walinomycyny
Figure 1. Structure of ionophore — valinomycin

Mozliwos$¢ oznaczania aktywnosci jonéw waznych z punktu widzenia analizy
klinicznej w roztworach byla istotnym tematem prac badawczych ukierunkowanych
na zastosowania praktyczne. Badania dotyczace tych zagadnien byly prowadzone
w roznych osrodkach badawczych na $wiecie, w tym takze w zespole kierowanym
przez Prof. S. Glaba [3-6]. Zainteresowania badawcze w pierwszej polowie lat
90-tych koncentrowaly sie, jak w przypadku w/w prac badawczych, na poglebieniu
opisu teoretycznego sensoréw potencjometrycznych i probach wykorzystania tych
sensorow w roznych aspektach analizy/ bioanalizy.

Poza badaniami zmierzajacymi do lepszego poznania mechanizméw dziatania
sensoréow potencjometrycznych, czy tez poprawy parametréw analitycznych tych
czujnikéw waznym aspektem badan prowadzonych w réznych osrodkach na $wie-
cie byly préby opracowania czujnikéw nie zawierajacych roztworu wewnetrznego,
tj. takich w ktérych membrana jonoselektywna jest naniesiona bezposrednio na
przewodnik elektronowy (elektrode podloza). Rozwigzanie takie, tzw. elektrody
typu coated wire [7], oferujg znaczne uproszczenie konstrukeji, a w rezultacie
pozwalajg na wyeliminowanie czynnosci obstugowych sensora, czy tez na prace
w dowolnej pozycji, istotna jest rowniez tatwos¢ miniaturyzacji. Jednak niewatpli-
wym mankamentem tego rozwigzania jest niestabilno$¢ wskazan potencjalowych
zwigzana z obecno$cia tzw. zablokowanej granicy faz — bedacych w bezposrednim
kontakcie przewodnika elektronowego (elektroda podloza) i jonowego (membrana)
[8]. Poprawe parametréw analitycznych elektrod jonoselektywnych mozna uzyskaé
dzieki wprowadzeniu pomiedzy elektrode podloza a membrane jonoselektywng
dodatkowej warstwy, najlepiej o mieszanym przewodnictwie jonowym i elektro-
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nowym, tzw. warstwy przetwornikowej, czy warstwy statego kontaktu [9-12]. Role
stalego kontaktu moga petni¢ rozne materialy, zaréwno otrzymywane bezposred-
nio na powierzchni elektrody podloza np. w procesie elektropolimeryzacji, jak tez
nanoszone na te powierzchnie np. z roztworu czy zawiesiny. Do najczesciej stoso-
wanych materiatéw stalego kontaktu naleza polimery przewodzace i (w ostatnich
latach) nanostrukturalne materialty weglowe, gtéwnie nanorurki weglowe [13]. Tak
zwane elektrody ze stalym kontaktem oferuja zwykle parametry analityczne porow-
nywalne lub lepsze niz dla ich odpowiednikéw zawierajacych roztwdr wewnetrzny
[9, 11, 12], jednak czesto problemem pozostaje stabilnos¢ wskazan potencjalowych
- co zwigzane jest np. z nieodpowiednig wzajemng adhezja stosowanych materiatow
[9, 11, 12].

Elektrody jonoselektywne z membranami z plastyfikowanego polichlorku
winylu majg szereg zalet — sprawdzily sie w praktycznych zastosowaniach, zaréwno
polimer jak i plastyfikatory sg dobrze scharakteryzowane, znane i opisane sg rozne
sktady membran dla typowych zastosowan. Dodatkowo tego typu czujniki dos¢
fatwo mozna otrzyma¢ nawet w skromnie wyposazonym laboratorium. Jednak
obecnosé¢ duzej ilosci plastyfikatora w fazie membrany, wynoszaca okoto 60% w/w
jej skladu moze prowadzi¢ do uwolnienia plastyfikatora do roztworu probki i jed-
noczes$nie do niekorzystnej zmiany skladu membrany. Dlatego tez podejmowano
poszukiwania innych zwigzkéw mogacych pelni¢ role materialu membrany jonose-
lektywnej, optymalnie o wystarczajaco niskiej temperaturze zeszklenia, tak aby nie
byt konieczny dodatek plastyfikatora.

Atrakcyjnym materialem spelniajagcym powyzsze wymaganie s3 polimery akry-
lanowe, ktére otrzymano z akrylanéw o czasteczkach zawierajacych wigcej niz cztery
atomy wegla w tancuchu bocznym [14, 15]. Polimery te mozna otrzyma¢, mi¢dzy
innymi na drodze fotopolimeryzacji inicjowanej §wiatlem z zakresu UV. Monomery
akrylanow sg czesto cieczami, w ktdrych mozna rozpusci¢ jonofor i wymieniacz
jonowy. Po naniesieniu takiej mieszaniny, zawierajacej zwykle niewielki dodatek
inicjatora polimeryzacji i zwiazku sieciujacego, na wybrana powierzchnie, i po
naswietleniu $wiatlem UV otrzymuje si¢ membrane jonoselektywna. Z uwagi na
wysoka lipofilowos¢ tego typu polimeréw, oraz mozliwos¢ otrzymywania warstw
bezposrednio na réznych podlozach, okazaly si¢ one szczegdlnie uzyteczne do
otrzymywania elektrod ze stalym kontaktem [16]. Parametry analityczne czujnikow
potencjometrycznych z tego typu membranami sg zwykle poréwnywalne lub lepsze
(np. granice wykrywalnosci) od elektrod z typowymi membranami z plastyfiko-
wanego polichlorku winylu [16]. Efekt ten przypisuje sie zwykle innym warunkom
transportu jonéw w membranie z poliakrylanu [17, 18]. W nieobecnosci plasty-
fikatora wspolczynniki dyfuzji jondw w membranie poliakrylanowej sa zwykle
okoto 1000 razy nizsze niz w typowych membranach z polichlorku winylu. W kon-
sekwencji procesy transportu zwigzane zaré6wno z nasycaniem membrany jonami
gléwnymi (analizowanymi) podczas przygotowywania jej do pracy - tj. podczas
kondycjonowania membrany jak i procesy zwigzane z niepozadanym wyciekiem
jonow gléwnych z membrany podczas pracy s3 znacznie spowolnione [16, 19, 20].
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Podkredli¢ nalezy, iz szczegdlnie pod koniec lat dziewigédziesigtych, po opubliko-
waniu przez Sokalskiego i Pretschia prac dotyczacych przyczyn obserwowanych
granic wykrywalno$ci czujnikdéw potencjometrycznych [21] jak i mozliwosci obni-
zania tych warto$ci, obserwowano znaczne zainteresowanie zaréwno elektrodami
jonoselektywnymi pozbawionymi roztworu wewnetrznego, jak i wiasnie membra-
nami poliakrylanowymi. Zaréwno wyeliminowanie roztworu wewnetrznego — czyli
zbiornika jonoéw gléwnych membrany, jak i spowolnienie transportu przez mem-
brane jonoselektywng z uwagi na powolng dyfuzje w tej fazie pozwalaly na obni-
zenie granicy wykrywalnosci elektrod jonoselektywnych przynajmniej o 2-3 rzedy
wielkosci [16, 22].

Konsekwencja nizszych wartosci wspotczynnikéw dyfuzji w membranach
poliakrylanowych jest réwniez akumulacja jonéw w powierzchniowej warstwie
membrany podczas kontaktu z roztworem analitu, ktéra prowadzi, szczegdlnie
w przypadku sensoréw potencjometrycznych na jony dwuwartosciowe, do nieko-
rzystnych efektow, takich jak np. zatamanie selektywnosci sensora [20].

2. CZUJNIKI OPTYCZNE

Biorgc pod uwage znaczng selektywno$¢ jonoforéow podjeto réwniez proby
wykorzystania tego typu zwigzkdéw w jonoczulych sensorach optycznych [23].
Poniewaz typowe jonofory zwykle nie wykazuja zmian widma absorpcji / emi-
sji w wyniku wigzania analitu, wykorzystanie membran plastycznych w tego
typu zastosowaniach wymagato modyfikacji sktadu membrany — wprowadzenia
zwigzku mogacego petnic¢ role przetwornika optycznego — tzw. chromojonoforu.
Typowo zwigzkiem tym jest pochodna biekitu Nilu (Rys. 2), tj. lipofilowy barwnik
pH-czuly o r6znym widmie absorpcji i emisji w postaci protonowanej i zdeproto-
nowanej [23, 24]. Zasada dziatania tego typu czujnikéw, nazwanych opt(r)odami,
dla podkreslenia zwigzku z membranami jonoselektywnymi, jest nastgpujaca. Wia-
zanie analitu przez (optycznie niecaktywny) jonofor, w warunkach statej zawarto-
$ci wymieniacza jonowego w fazie membrany, oraz przy zachowaniu statego pH
roztworu probki zapewniajacego protonowanie przetwornika optycznego, wymu-
sza deprotonowanie tego ostatniego zwigzku, o ile stala wigzania jonofor — analit
w fazie membrany jest wigksza niz stata protonowania barwnika [24]:

M’ (w probee) + Jf (w membranie) + ChfH' (w membranie) — JF-M"
(w membranie) + Chf (w membranie) + H' (w probee)

gdzie M" jest kationem metalu (analitem), Jf - jonoforem, a Chf i ChfH" - chromo-
jonoforem i jego forma protonowana.
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Rysunek 2. Wzér blekitu Nilu
Figure 2. Structure of Nile blue

Tak wiec oddzialywanie probki z warstwa membrany z plastyfikowanego poli-
chlorku winylu zawierajacego chromojonofor i jonofor powoduje zmiang barwy,
zmiane widma absorpcji i/ lub emisji (po wzbudzeniu zdeprotonowanego chromo-
jonoforu). Otwiera to droge do wykorzystania tego typu membran jako sensorow
optycznych pracujacych w trybie absorpcyjnym i/lub fluorymetrycznym, pozwala-
jacych na oznaczanie jonéw takich jak np. kationy wapnia [23].

Obserwowane w nauce od konca lat 90-tych zainteresowanie mikro- i nano-
strukturami stalo si¢ réwniez motorem do dalszych badan nad sensorami, w tym
ukladami typu (mikro- lub nano-) optod. Przeksztalcenie warstwy receptorowej
optody - tj. membrany w postaci warstwy — w kuliste drobiny polimerowe, zawie-
rajace te same skladniki jak typowe optody daje szereg korzysci analitycznych.
Z punktu widzenia parametréw analitycznych niezwykle istotne jest skrdcenie czasu
analizy, tym wigksze im mniejszy jest sensor [25]. Z punktu widzenia zastosowan
praktycznych mikro- czy nanosfery polimerowe pozwalaja na prowadzenie analizy
w wybranej lokalizacji, np. w komorce, i na §ledzenie zmian zachodzacych w danym
miejscu w czasie rzeczywistym. Biorgc pod uwage zaréwno ewentualne zastoso-
wania mikro- czy nanosfer do badania ukladéw biologicznych, jak i ograniczenia
zwiazane ze znacznym udzialem rozproszenia $wiatla podczas pracy w zawiesinach
mikro- czy nanosfer, bardziej odpowiednig technikg analityczng w tym przypadku
staje si¢ fluorymetria. Wykorzystywany typowo w optodach barwnik pH-czuly,
pochodna blekitu Nilu, wykazuje korzystnie fluorescencje w stanie zdeprotonowa-
nym. Tak wiec, zachowujac powyzej przedstawiony mechanizm odpowiedzi, mozna
sledzi¢ zmiane stopnia protonowania mikro- czy nanosfer w trybie fluorymetrycz-
nym (Rys. 3). Niezaleznie od trybu rejestracji odpowiedzi - absorpcyjnego czy
emisyjnego, jak i niezaleznie od tego, czy wykorzystywane sa warstwy czy optody
w postaci mikro-/nano-sfer, typowa zaleznos¢ sygnatu od zmian stezenia ma ksztalt
sigmoidalny [25]. Obserwuje sie¢ odpowiedz o znacznej czuto$ci, jednak w waskim
zakresie stezen, obejmujacym typowo 2-3 rzedy wielkosci zmiany stezenia.
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Rysunek 3. Emisja fluorescencyjnych mikrosfer poliakrylanowych widziana pod mikroskopem z przystawka
fluorescencyjna, zdjecie mikrosfer uzyskane w mikroskopie elektronowym i emisja mikrosfer
zawierajgcych rézne barwniki (po wzbudzeniu $wiatlem UV)

Figure 3. Fluorescence of polyacrylate microspheres, shown under microscope with fluorescence unit, pic-
ture of microspheres from electron microscope and emission of microspheres with different dyes
(after UV excitation)

Wykorzystanie plastyfikowanego polichlorku winylu do otrzymania minia-
turowych sensoréw optycznych nastrecza pewnych trudnosci. Polichlorek winylu
w postaci zawiesiny w odpowiednim rozpuszczalniku musi by¢ w sposéb powta-
rzalny i kontrolowany wprowadzany do roztworu, w odpowiednio matych porcjach.
Tak wiec do otrzymywania mikrosfer z polichlorku winylu konieczne byto wykorzy-
stanie specjalnie dostosowanych ukladéw, co ograniczato wykorzystanie tego typu
mikrosensoréw [26].

Podobnie jak w potencjometrii alternatywa bylo wykorzystanie innych mate-
rialow. Poliakrylany mogg by¢ w stosunkowo prosty sposdb otrzymywane na drodze
polimeryzacji w emulsji [25]. Metoda ta jest do$¢ prosta i wymaga przygotowania
emulsji monomeru (z dodatkiem substancji sieciujacej i inicjatora polimeryzacji)
w odpowiednim koloidzie ochronnym, np. w rozcienczonym (0,1%) roztworze
polialkoholu winylowego. Nast¢pnie tak otrzymana emulsje sie naswietla si¢ $wia-
tlem UV inicjujac polimeryzacje. W tego typu procesie otrzymuje si¢ zawiesing
mikrosfer poliakrylanowych o wielkosci rzedu mikrometra, lub mniejszych w zalez-
nosci od wykorzystanego monomeru akrylanowego. Mikrosfery mozna dos¢ fatwo
oddzieli¢ od roztworu polimeryzacyjnego poprzez wirowanie. W procesie polime-
ryzacji, lub bardziej typowo juz po nim, do mikrosfer wprowadza si¢ odpowiednie
sktadniki, na drodze absorpcji z roztworu wodno-tetrahydrofuranowego o odpo-
wiedniej zawarto$ci jonoforu i przetwornika optycznego, otrzymujac mikrosfery
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fluorescencyjne. Tak otrzymano miedzy innymi mikrosferki czule na zmiane steze-
nia jonéw potasowych czy wapniowych [25, 26].

Wykorzystanie tradycyjnego ukladu przeniesionego z makroskopowych
optod - tj. jonoforu (optycznie nieaktywnego receptora) i pH czulego przetwor-
nika optycznego niesie za soba konieczno$¢ odpowiedniego doboru wlasciwosci
jonoforu i przetwornika, oraz zachowania w pomiarze stalego pH probki - tak aby
reakcja wigzania analitu w sferze wymuszala deprotonowanie i zmiang wtasciwosci
wskaznika. Dodatkowo niezbednym warunkiem opracowania tego typu sensora
jest istnienie odpowiednio czulego i selektywnego receptora — jonoforu. Ten ostatni
warunek nie zawsze jest spetniony - dla wielu jonéw bedacych istotnymi anali-
tami nie s3 znane odpowiednie jonofory. Przykladem takiego analitu sg np. jony
cynku. Dla potrzeb oznaczania fluorymetrycznego jondéw cynku z wykorzystaniem
mikrosfer korzystne jest wykorzystanie innego mechanizmu powstawania sygnatu
analitycznego [27].

Korzystajac z bogatego zaplecza literaturowego dotyczacego roéwnowag kom-
pleksometrycznych interesujagcym rozwigzaniem wydaje si¢ wykorzystanie jako
receptora ligandu kompleksometrycznego o znacznym powinowactwie do rozpusz-
czalnikéw niewodnych i o réznym widmie absorpcji w formie wolnej i zwigzane;j
z analitem, w tym przypadku z jonami cynku. Przetwornikiem optycznym w tym
przypadku moze by¢ barwnik fluorescencyjny, o znacznym powinowactwie do fazy
lipofilowej, ktorego widmo emisji — niezalezne od pH i od zmian stezenia analitu
- bedzie pokrywalo sie np. z widmem absorpcji wolnego ligandu. W takim przy-
padku reakcja wigzania analitu przez ligand w mikrosferze poliakrylanowej bedzie
prowadzita do zmiany widma ligandu i efektywnie do zwickszenia obserwowanej
emisji przetwornika optycznego [27]. W zaproponowanych przez nas sensorach
role ligandu - receptora petnit 1-(2-pirydylazo)-2-naftol (PAN), a jako przetwornik
optyczny wykorzystalismy piren. Tak otrzymane fluorymetryczne sensory odpo-
wiadaly na zmiany stezenia jonéw cynku w roztworze w zakresie stezen od 107
do 0,1 mol/L. Odmiennie w stosunku do innych sensoréw, zarejestrowany sygnat
byt liniowo zalezny od logarytmu stezenia analitu w w/w zakresie. Dzigki temu,
mimo nizszej czulosci (zmiany byly funkcja logarytmu stezenia, a nie zmian steze-
nia) otrzymane mikrosfery oferowaly niezwykle szeroki zakres odpowiedzi (Rys. 4),
efekt ten mozna wyjasni¢ utrudnieniami w transporcie jonéw analitu do wnetrza
mikrosfery [27]. Gdy mikrosfery byly otrzymane z kopolimeru akrylanu n-butylu
i kwasu metakrylowego uzyskano zalezno$¢ sigmoidalng. W tym przypadku zjoni-
zowane grupy kwasowe kwasu metakrylowego pelnily role wymieniacza jonowego,
ulatwiajac podzial jonéw cynku pomiedzy faze wodnag i polimerowg (Rys. 4).
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Ryunek 4.  Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji od logarytmu stezenia jonéw cynku dla mikrosfer z poli-
-(akrylanu n-butylu) zawierajacych PAN i piren (zielone kétka) i dla mikrosfer z kopolimeru
akrylanu n-butylu i kwasu metakrylowego utatwiajacego wnikanie analitu, réwniez zawierajacych
PAN i piren (czarne romby) [27]

Figure 4. Dependence of fluorescence intensity on logarithm of zinc ions concentration for poly(n-butyl
acrylate) microspheres with PAN and pyrene (green circles) and for copolymer microspheres
(n-butyl acrylate and methacrylic acid) facilitating the analyte incorporation, also containing PAN
and pyrene (black diamonds) [27]

Otrzymanie lipofilowych nanosensoréw optycznych w prostej procedurze jest
istotnym wyzwaniem analitycznym. Interesujagcym rozwigzaniem wydaje si¢ otrzy-
manie nanosensoréw poprzez wykorzystanie samorzutnych proceséw tworzenia
miceli, np. z materialéw polimerowych. W tym aspekcie prébowano np. wykorzy-
sta¢ do otrzymywania optod handlowo dostepny polimer Pluronic [28]. Jednak
struktury te, w $wietle naszych doswiadczen sa dos$¢ nietrwale — nie sa stabilizo-
wane na sposob chemiczny, tak wiec w czasie stopniowo ulegaja zmianom. Zapro-
ponowaliémy wykorzystanie polimerdéw naprzemiennych do otrzymywania nanos-
fer polimerowych uzytecznych jako nano-optody [29, 30]. Istotng zaleta tego typu
materialow jest samorzutne tworzenie sie miceli, oraz jesli wykorzystywany jest
polimer naprzemienny zawierajacy bezwodnik maleinowy, mozliwos¢ tatwego sie-
ciowania otrzymanych nanostruktur w samorzutnej reakcji z aminami. Dodatkowo
otrzymane nanostruktury sa stabilizowane przez obecno$¢ grup karboksylowych
(powstalych na skutek hydrolizy niewykorzystywanych do sieciowania grup bez-
wodnika maleinowego) [29]. Nanosfery otrzymane z polimeréw naprzemiennych
charakteryzuja si¢ korzystnie liniowa zaleznos$cia natezenia emitowanego $wiatta
od logarytmu stezenia analitu w relatywnie szerokim zakresie. W tym przypadku
obserwowana zalezno$¢ liniowa nie wynika z ograniczen w transporcie jonoéw, ale
z oddziatywan elektrostatycznych powierzchniowych zdysocjowanych grup kar-
boksylowych z analitem - kationami potasu czy wapnia.
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UWAGI KONCOWE

Elektrody jonoselektywne sa od dawna powszechnie stosowane w praktyce,
jednoczesnie w ich dlugiej bo blisko stuletniej historii kilkakrotnie pojawialy si¢
przetfomowe idee, ktore wytyczaly nowe kierunki rozwoju tych sensoréw: wyko-
rzystanie syntetycznych jonoforéw, membran plastycznych, konstrukeji bez roz-
tworu wewnetrznego, opracowano tez metody prowadzace do obnizenia granicy
wykrywalnosci. Jednoczesnie nowym kierunkiem badan, intensywnie rozwijanym
w ostatnich latach, jest wykorzystanie podobnych materiatéw polimerowych i jono-
forow w konstrukeji jonowych sensoréw i nanosensordéw optycznych. Czujniki takie
moga dziala¢ zaréwno w trybie absorpcyjnym jak i, co szczegdlnie obiecujace, flu-
orymetrycznym.
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ABSTRACT

Selected examples of studies conducted by the research group from Laboratory
of the Basic Aspect of Analytical Chemistry (Faculty of Chemistry, University of
Warsaw), related to the investigation of chemical speciation with the use of coupled
techniques were discussed in this work. The pioneering investigation was focused
on the study of the speciation of mercury in fish tissues and in clinical samples.
Then, the intensive researches were conducted towards understanding of the spe-
ciation of antimony and selenium in water, plants and clinical objects. Interestingly,
the evaluation of the speciation of aluminium become a challenge in respect of the
establishing of the reliable analytical procedure, and the use of flow injection for
sample operation were explored in this case. The last but not least, the non - routine
analytical procedure was developed in the case of zinc speciation in plant exposed
to the harmful environmental conditions.

Keywords: chemical speciation, atomic spectrometry, mass spectrometry, coupled
techniques

Stowa kluczowe: specjacja chemiczna, spektrometria atomowa, spektrometria mas,
techniki tgczone
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WPROWADZENIE

Zagadnienia zwigzane z badaniem wplywu pierwiastkéw na organizmy zywe
od wielu lat interesuja badaczy z réznych dziedzin nauki. Szereg badan wskazywato
na to, ze znajomo$¢ jedynie sktadu pierwiastkowego nie jest wystarczajaca, stad
powstalo zainteresowanie, w jakich formach chemicznych wystepuje dany pierwia-
stek. Zagadnieniem tym zajmuje sie analiza specjacyjna, ktéra pozwala na okresle-
nie réznorodnosci form chemicznych wystepujacych w badanym obiekcie.

Wyniki badan specjacyjnych moga by¢ istotne w wielu dziedzinach. W bada-
niach geologicznych istotna jest wiedza na temat przemian fizykochemicznych,
ekolodzy z kolei szukaja odpowiedzi na pytania, jakie substancje chemiczne wpro-
wadzane do $rodowiska naturalnego wykazujg dzialania toksyczne wzgledem orga-
nizméw zywych, farmakolodzy interesujg sie aktywnos$cig poszczegolnych form
chemicznych danej substancji, bedacej kandydatem na lek, a specjalisci ds. Zzywienia
i fizjolodzy zainteresowani sg poznaniem zaréwno pozytywnego, jak i negatywnego
wplywu réznych substancji na organizm ludzki.

Istotnym elementem w badaniach specjacji jest dobor odpowiedniej procedury
pomiarowej, poprzedzonej wlasciwym przygotowaniem obiektéw badan, tak aby
uzyskana odpowiedz w sposob wiarygodny pozwalata na poznanie sktadu chemicz-
nego w oryginalnym materiale.

Umieszczone w tytule okredlenie ,,specjacja chemiczna” zostalo wprowadzone
intencjonalnie. Wynika to przede wszystkim z tego, zZe pierwotne znaczenie terminu
»Specjacja” ma odniesienie do gatunkotworczych proceséw biologicznych. Termin
»specjacja” w odniesieniu do obszaru chemicznego to wystepowanie danego pier-
wiastka w réznej postaci, czyli w formie réznorodnych indywiduéw chemicznych.
Badanie specjacji chemicznej jest ogromnym wyzwaniem dla analityka, przede
wszystkim ze wzgledu na koniecznos$¢ dostosowywania procedury analitycznej do
danego problemu. Wyzwaniem jest nie tylko oczekiwana specyficznos¢ i czulos¢
metody pomiarowej, ale zastosowanie takiego postepowania szczegélnie na etapie
przygotowania probki, ktdre nie narusza pierwotnych réwnowag chemicznych
w badanym obiekcie.

W Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej (PTPChA) Wydzialu
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego tematyka zwigzana z badaniem specjacji
zostala podjeta z poczatkiem lat dziewiec¢dziesiatych ubiegtego wieku, wtedy gdy
badanie obecnodci rteci i jej form chemicznych wzbudzato ogromne zaintereso-
wanie nie tylko chemikéw, ale przede wszystkim lekarzy, fizjologow, toksykologow
i oczywiscie badaczy $rodowiska naturalnego. Badania specjacyjne wymagaja jed-
nak dostepu do odpowiedniego instrumentarium, a w szczegélnosci do zlozonych
uktadéw pomiarowych, w sktad ktorych poczatkowo wchodzity metody spektrome-
trii atomowej a w dalszych latach spektrometrii mas. Szczegélne zainteresowanie
zastosowaniem detektoréw spektralnych wynikalo oczywiscie ze specyfiki zainte-
resowan grupy badawczej. Znaczace osiagnigcia w obszarze badan mechanizméw
atomizacji i wzbudzania w technikach spektrometrii atomowej oraz spektrometrii
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mas pozwolily na ich zastosowanie w opracowywanych scenariuszach pomiarowych
w badaniu specjacji.

1. ANALIZA SPECJACYJNA: MOZLIWOSCI I OGRANICZENIA

Trudno jest przeceni¢ znaczenie analizy specjacyjnej we wszelkiego rodzaju
badaniach zwigzanych z poznawaniem proceséw zachodzacych w organizmach
zywych, z ochrona i monitoringiem $rodowiska naturalnego, z okre$leniem jako$ci
i bezpieczenstwa zywnosci czy z nadzorem nad procesami przemystowymi. Pro-
wadzone w laboratoriach analitycznych pomiary, czgsto z wykorzystaniem naj-
nowszych rozwigzan aparaturowych, umozliwiaja poznanie skladu materii, a tym
samym zapewniaja prowadzenie badan zaréwno podstawowych, tych dotyczacych
struktury materii, jak rowniez badan niezbednych dla réznych obszaréw aktywno-
$ci cztowieka w odniesieniu do zapewnieniu zaréwno oczekiwanej jakosci zycia, jak
i efektywnej dziatalnosci gospodarczej.

Szczegdlne zainteresowanie poznaniem form chemicznych, w jakich wystepuje
dany pierwiastek zapoczatkowaly dramatyczne przypadki skazenia Srodowiska natu-
ralnego substancjami o niezwykle toksycznych wtasciwoéciach. Przelomowa byla
sytuacja w Japonii, gdzie zdiagnozowano wystepowanie ,,dziwnej choroby” u miesz-
kancow znad zatoki Minamata. Przypadek zatrucia metylowymi pochodnymi rteci
byt opisywany w bardzo wielu pracach, mozna nawet powiedzie¢, ze przyczynit sie
do rozpoczecia badan specjacyjnych, zwlaszcza w obszarze biologicznie aktywnych
substancji chemicznych.

Zgodnie z definicjami podanymi przez IUPAC, specjacja (ang. speciation) to
wystepowanie danego pierwiastka w roznych formach chemicznych. Natomiast
analiza specjacyjna (ang. speciation analysis) to badania ukierunkowane na identy-
tikacje poszczegolnych indywidudéw chemicznych (ang. species) oraz ich ilosciowe
oznaczenie w danym obiekcie. W zakresie takich badan wyrdznia si¢ rowniez frak-
cjonowanie (ang. fractionation), czyli dzialania pozwalajace na identyfikacje i ewen-
tualne oznaczenie ilo$ciowe grupy zwiazkow zawierajacych dany pierwiastek, grupy
(frakeji) o okreslonych wlasciwosciach i/lub dzialaniu [1].

W pierwszych latach rozwoju analizy specjacyjnej badacze zajmowali sie przede
wszystkim pierwiastkami, ktore zaliczane byty do grupy toksycznych a prowadzone
badania pozwolily na okreslenie wpltywu poszczegdlnych form chemicznych danego
pierwiastka na organizmy zywe. Aktualnie analiza specjacyjna zajmuje si¢ znacznie
liczniejsza grupg pierwiastkow i ich zwiazkow, w znaczacym stopniu w kontekscie
ich roli w organizmach zywych, obiegu w przyrodzie, jak réwniez w kontekscie
identyfikacji substancji niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania organi-
zméw zywych.

Z punku widzenia wlasciwoséci chemicznych, w badaniach specjacji mozna
wyrézni¢ grupy zwiazkow charakteryzujacych si¢ zréznicowaniem pod wzgledem,
na przyklad stopnia utlenienia, wystepowaniem w postaci zwigzkéw nieorganicz-
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nych lub ich organicznych pochodnych, a w przypadku polaczen organicznych
- zwigzkow malo i wysoko czasteczkowych [2, 3].

Istotnym problemem zwigzanym z badaniem specjacji jest latwos¢ zaktoce-
nia réwnowag chemicznych indywiduéw, w ktérych wystepuje dany pierwiastek
w badanym obiekcie. Z tego powodu bardzo wiele uwagi pos$wieca sie konieczno-
$ci stosowania wlasciwie dobranych procedur analitycznych, co obejmuje zaréwno
przygotowanie probek, jak rowniez pomiar zawarto$ci danej substanciji [4].

Dostepne sg wprawdzie techniki pomiarowe, ktére zapewniaja prowadzenie
bezposrednich badan specjacyjnych, bez koniecznosci przeprowadzenia poszuki-
wanych zwigzkéw chemicznych do roztworu. Do najczedciej polecanych mozna
zaliczy¢ spektroskopie rentgenowska w obszarze bliskim progu absorpcji (ang.
X-ray Absorption Near Edge Structure, XANES) oraz spektroskopie Mdssbauera.
W obu przypadkach mozliwe jest poznanie stopnia utlenienia danego pierwiastka
wraz z jego otoczeniem chemicznym, bezposrednio w probce stalej. Techniki te
wykorzystywaliémy do badania specjacji selenu w roélinach [5] oraz zelaza w papie-
rze [6, 7]. Biorac pod uwage, ze techniki te wymagaja bardzo specjalistycznej apa-
ratury, niedostepnej w wielu laboratoriach analitycznych, wigkszos¢ badan specjacji
jest prowadzona za pomocg procedur uwzgledniajacych réznego rodzaju ekstrakeje
analitow do roztworu, a nastepnie wykorzystywanie technik laczonych. Polaczenie
selektywnych technik rozdzielania indywiduéw zawierajacych dany pierwiastek
(najczesciej technik chromatograficznych) z czutymi i specyficznymi technikami
detekcji (najczesciej stosowane sg techniki spektrometrii atomowej i spektrometrii
mass) pozwala na prowadzenie zaawansowanych badan specjacyjnych [8, 9].

2. BADANIE SPECJAC]JI RTECI

Badanie specjacji rteci bylo pierwszym powaznym wyzwaniem analitycznym
w aspekcie badan $rodowiskowych. Poznanie zjawiska wyjatkowo groznego dziata-
nia rteci i wyjasnienie pojawienia si¢ metylowych pochodnych rteci w pozywieniu
mieszkancow nadmorskiej wioski zapoczatkowalo badania nad zréznicowanym
oddzialywaniem poszczegdlnych form chemicznych danego pierwiastka. Wpraw-
dzie toksyczne dzialanie rteci znane bylo juz od czasdéw starozytnych, to jednak
dopiero wspdlczesne badania pozwolily na poznanie przemian biochemicznych
iich konsekwencji w odniesieniu do organizmdéw zywych. Szczegdlnie istotny okazat
sie proces biometylacji, a nastepnie kumulacji pochodnych metylowych w taiicuchu
pokarmowym.

Do najczesciej stosowanych technik analitycznych pozwalajacych na badanie
specjacji rteci mozna zaliczy¢ chromatogratie gazowa (ang. Gas Chromatography,
GC) poczatkowo wyposazong w detektor wychwytu elektronéw (ang. Electron-Cap-
ture Detector, ECD), a w miare¢ rozwoju technik pomiarowych w emisyjny detektor
elementarny, co byto mozliwe dzigki zastosowaniu plazmy wzbudzanej w polu o czg¢-
stotliwo$ci mikrofalowej (ang. Microwave Induced Plasma, MIP). Kluczowym ele-
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mentem rozwijanych procedur analitycznych byto opracowanie odpowiednich spo-
sobdw przygotowania probek, w tym tkanek ryb oraz surowicy krwi. Przelomowym
podejsciem okazalo sie uwolnienie zwigzkéw rteci polgczonych w matrycy orga-
nicznej z grupami tiolowymi, skompleksowanie wydzielonych form, a nastepnie ich
ekstrakcje do fazy organicznej i derywatyzacje za pomocg odczynnika Grignarda.
Niezmiernie istotne bylo zastosowanie kolumny kapilarnej, co w poczatkowym
rozwoju analizy specjacyjnej nie bylo do$¢ powszechne. Opracowana, nowatorska
wtedy procedura analityczna umozliwila jednoczesne oznaczenie zawartos$ci jonow
nieorganicznych rteci, jak réwniez form organicznych, przede wszystkim metylor-
teci [10].

Dalsze prace pozwolily na przystosowanie wczesniej opracowanej procedury,
do badania specjacji rteci w krwi ludzkiej, gdzie zawartos¢ rteci byta na znacznie
nizszym poziomie w poréwnaniu z tkankami ryb. Badania prowadzono zaréwno
dla probek krwi ludzkiej, jak réwniez dla liofilizowanej krwi ludzkiej, kandydata na
material odniesienia do oznaczania catkowitej zawartosci rteci. Badania umozliwity
zaproponowanie wartosci certyfikowanych dla obu form chemicznych rteci (jonow
nieorganicznych oraz metylorteci) w przygotowanym materiale odniesienia [11].

W dalszych badaniach podjeto probe zastosowania selektywnego rozdzielania
zwiazkow rteci z wykorzystaniem odpowiednio dobranych sorbentéw. Badania
dotyczyly specjacji rteci w wodach naturalnych technikg atomowej spektrometrii
absorpcyjnej z wydzielaniem zimnych par rteci (ang. Cold Vapour Atomic Absorp-
tion Spectrometry, CV AAS). Wprawdzie stwierdzono, ze nieorganiczne i organiczne
formy rteci zatezaja sie efektywnie na wielu sorbentach, bez wzgledu na ich wia-
$ciwosci, to jednak zastosowanie selektywnego wymywania pozwolilo na opraco-
wanie uzytecznej procedury postepowania, wykorzystujacej jednoczesne zat¢zenie,
a nastepnie selektywne wymywanie jonow rteci roztworem tiomocznika w obec-
nosci 3% HCI (wymywanie nieorganicznych jonéw rteci) lub w obecnosci 8% HCI
(wymywanie jonéw metylorteci) [12]. Skutecznie dzialajaca w obecnosci jonow
zelaza i miedzi procedure przedstawiono schematycznie na Rysunku 1.
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Roztwér: 10 pg/L Hg?', 10 ng/L PhHg",
50 mg/L Cu®" i 50 mg/L Fe**

!

Zatezanie na sorbencie Dowex Wx4

|

Oznaczanie Cu®" i Fe’* Usuwanie z sorbentu Cu?" i Fe?*
metoda FAAS roztworem 0,5 mol/L KF
Redukcja PhHg" roztworem Wymywanie PhHg"
0.2% NaBHas w 5% HCl
Oznaczanie PhHg" Wymywanie Hg?"

l

Redukeja Hg?" roztworem
0,025% NaBH4 w 3% HCl

!

Oznaczanie Hg?"

Rysunek 1.  Procedura oznaczania jonéw Hg’* i PhHg" technika CVAAS w obecnosci Cu® i Fe™*
Figure 1. The procedure of Hg*" and PhHg" determination using CVAAS in the presence Cu®* and Fe**

W ostatnich latach wiele prac ukierunkowanych jest na zastosowanie ele-
mentarnej spektrometrii mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ang.
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICPMS), jako detektora w badaniach
specjacji chemicznej. W badaniach poswieconych mozliwo$ci oznaczania rteci
technikg ICPMS stwierdzono wystepowanie interferencji specyficznych, wplywa-
jacych na wszystkie stabilne izotopy rteci, ale réwniez wystepowanie interferencji
niespecyficznych, zwiazanych z formg chemiczng, w jakiej rte¢ wystepuje w bada-
nym obiekcie. Stwierdzono znaczne réznice w czulosci oznaczania, co wskazuje na
konieczno$¢ stosowania odpowiedniego sposobu kalibracji spektrometru mas [13].
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3. BADANIE SPECJACJI SELENU

Selen jest pierwiastkiem wzbudzajagcym ogromne zainteresowanie badaczy,
przede wszystkim z powodu kontrowersyjnych doniesien na temat jego wlasciwosci
i oddzialywania na organizmy zywe. Po odkryciu selenu, byt on poczatkowo uwazany
za calkowicie obojetny, nastepnie zaliczony zostal do silnych trucizn, aby po wielu
latach badan zosta¢ zaliczony do pierwiastkow niezbednych do funkcjonowania
organizmoéw zywych. Wieloletnie badania wykazaly w konsekwencji réznorodnos¢
oddziatywania selenu i jego zwigzkow, w zaleznosci od stezenia ale rowniez formy,
w jakiej wystepuje w przyrodzie. W zwigzku z tym od dluzszego czasu utrzymuje
sie ogromne zainteresowanie rozwojem procedur analitycznych pozwalajacych na
badanie zwigzkéw selenu, w tym wystepujacych na réznych stopniach utlenienia
w polaczeniach nieorganicznych lub ich pochodnych organicznych [4].

W naszej grupie badawczej od wielu lat prowadzone sa badania nad mozliwo-
$cig okreslenia specjacji chemicznej selenu w obiektach pochodzenia roslinnego lub
zwierzgcego. Glownym celem tych badan jest opracowanie odpowiednich procedur
analitycznych wykorzystujacych techniki chromatograficzne polaczone ze spektro-
metrig atomowg, w tym spektrometrig mas.

Do metod charakteryzujgcych sie dostateczng czuto$cig, pozwalajaca na ozna-
czanie sladowych ilosci selenu, zaliczy¢ mozna metody spektroskopowe, zaréwno te
wykorzystujace spektrometrie czasteczkowa, jak i spektrometrie atomows, w tym
pierwiastkowg spektrometri¢ mas. Najczulszg technika analityczng, z grupy metod
spektrometrii atomowej, jest spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprzezonej
indukcyjnie. Wiadomo jest jednak, Ze techniki spektrometrii mas pozwalaja na
oznaczenie calkowitej zawartosci danego pierwiastka, natomiast mozliwos¢ bada-
nia specjacji wymaga nie tylko wstepnego wydzielenia zwigzkéw selenu z badanego
obiektu, na przyklad z tkanek roslinnych, ale réwniez ich rozdzielenia. Istotnym
problemem, podobnie jak w przypadku oznaczania rteci, jest wrazliwo$¢ odpo-
wiedzi detektora ICPMS na rodzaj zwigzku, w jakim selen wystepuje w badanym
obiekcie. Na Rysunku 2 pokazane sg zaleznosci kalibracyjne dla wybranej grupy
zwigzkow selenu, stosowanych jako substancje wzorcowe.
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Rysunek 2. Zaleznoéci kalibracyjne uzyskane dla pieciu zwigzkéw selenu: Se-cystaminy, Se-Met-Se-cysteiny,
Se-metioniny, Se(IV), Se(VI) o stezeniu selenu odpowiednio 25, 50 i 100 ug/L. Elucja gradien-
towa, bufor octanowy 5 i 100 mmol/L, pH = 4,7, detekcja ICPMS, badany izotop **Se

Figure 2. Calibration curves for five selenium compounds: Se-Cystamine, Se-Met-Se-Cysteine, Se-
Methionine, Se(IV), Se(VI), with the concentration of selenium at 25, 50 and 100 pg/L, respecti-
vely. Gradient elution, acetate buffer: 5 and 100 mmol/L, pH = 4.7, detection: ICPMS, monitored
isotope: “’Se

Waznym osiggnieciem bylo opracowanie procedury pomiarowej oznaczania
specjacji selenu w tkankach Allium Cepa L., a do tego celu zastosowano chroma-
tografie anionowymienng polaczong z detektorem ICPMS. Zwigzki selenu byty
wstepnie ekstrahowane za pomocg ekstrahentéw, o réznej mocy i réznym powino-
wactwie chemicznym, a nastepnie rozdzielane w kolumnie chromatograficznej [14]
(Rys. 3). Uzyskane wyniki zostaly nastepnie potwierdzone za pomoca bezposredniej
techniki badania specjacji XANES [5]. Badania prowadzono dla roslin hodowanych
w obecnosci nieorganicznych soli selenu na IV lub VI stopniu utlenienia. Na pod-
stawie obserwacji wzrostu korzeni oraz na podstawie wynikéw oznaczania catko-
witej zawartosci selenu w poszczegélnych czgéciach roéliny stwierdzono, ze roslina
pobiera znacznie bardziej efektywnie jony zawierajace selen(VI), za§ w obecnosci
jondéw zawierajacych selen(IV) nastepuje zahamowanie wzrostu korzeni. Te wyniki
byly gléownym powodem podjecia szczegélowych badan dotyczacych specjacji
selenu w tkankach roélin, zwlaszcza w tkankach cebuli jadalnej. Zainteresowanie
wzbudzily ewentualne réznice w mechanizmie pobierania réznych form chemicz-
nych selenu z pozywki oraz dalsze mozliwosci biotransformacji selenu w roslinie.
Dzigki zastosowaniu opracowanych procedur badania specjacji mozliwe bylo
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poznanie, jakie zwigzki powstaty w roslinach hodowanych w obecnosci soli zawie-
rajgcych nieorganiczne zwigzki selenu na réznych stopniach utlenienia.

Na podstawie wynikéw uzyskanych za pomocg uktadu pomiarowego HPLC
ICPMS (ang. High Performance Liquid Chromatography) (po ekstrakcji z tkanek
roéliny) lub za pomoca techniki XANES (bezposrednio w tkankach roéliny) stwier-
dzono istotng réznice w oddzialywaniu selenianéw(IV) oraz seleniandw(VI). Roz-
nica ta dotyczy przede wszystkim odmiennego mechanizmu transportu obu form
chemicznych selenu przez btony komérkowe. Nieorganiczne jony selenu(VI) tatwo
wnikaja do korzenia, ale s transportowane drogg apoplastyczng, czyli bez przecho-
dzenia do wnetrza komoérek korzenia, wraz z pradem wody w niezmienionej che-
micznie formie jonowej. Nieorganiczne jony selenu(IV), po wniknieciu do korzenia
maja natomiast zdolnos$¢ do przenikania przez plazmoleme do wnetrza komdrek,
a w konsekwencji wykorzystujac transport symplastyczny podlegaja biotransforma-
cji do zwigzkdw organicznych. Potwierdzily to badania, w ktorych wykryto znaczne
ilosci Se-metyloselenocysteiny w ekstraktach z tkanek rodliny hodowanej w obecno-
$ci jondéw selenu(IV). W dalszym etapie badan wykorzystano réwniez metody bio-
logiczne pozwalajace na oceng efektywnosci podzialéw mitotycznych do potwier-
dzenia zaproponowanych mechanizméw oddzialywania réznych zwigzkéw selenu
z tkankami roélin [15].

3000

[liczba zliczen]

Intensywnos$¢

Czas [min]

Rysunek 3. Chromatogram uzyskany dla zwigzkéw selenu, zawierajacych selen o stezeniu, o ¢ = 100 pg/L:
1,9 min - Se-cystamina, 2,8 min - Se-Met-Se-cysteina, 4,5 min — Se-metionina, 10 min - sele-
niany(IV), 18,7 - seleniany(VI). Elucja gradientowa, bufor octanowy 5 i 100 mmol/L, pH = 4,7,
detekcja ICPMS, badany izotop **Se

Figure 3. Chromatogram of selenium compounds with selenium concentration ¢ = 100 pg/L: 1.9 min -
Se-Cystamine, 2.8 min — Se-Met-Se-Cysteine, 4.5 min — Se-Methionine, 10 min - Se(IV), 18.7 min
- Se(VI). Gradient elution, acetate buffer: 5 and 100 mmol/L, pH = 4.7, detection: ICPMS, moni-
tored isotope: **Se

Badania dotyczace specjacji selenu byly réwniez istotne w poznaniu metabo-
lizmu w tkankach zwierzecych. W tym obszarze ciekawa okazala sie¢ wspdtpraca
z grupg profesora M. Czauderny z Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im. Jana
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Kielanowskiego PAN. Wspdlnie prowadzone badania dotyczyly poznania metabo-
lizmu zwierzat karmionych pasza, zawierajacg oprocz innych skladnikéw réwniez
zwigzki selenu [16-18].

4. BADANIE SPECJACJI ANTYMONU

Zainteresowanie analiza specjacyjng antymonu wsrod naukowcoéw pojawilto
sie w zawigzku z poszerzajacym si¢ obszarem zastosowan tego pierwiastka (elek-
tronika, farmacja, metalurgia) i wigzgcym sie z tym wzrostem iloéci antymonu
w obiegu w srodowisku naturalnym. Najczesciej badanymi formami antymonu byty
zwiazki nieorganiczne, co wigzalo sie¢ z ich najszerszym rozpowszechnieniem w $ro-
dowisku. Warto réwniez podkresli¢ fakt, ze podjecie badan nad specjacja antymonu
byto mozliwe dzigki opracowaniu nowych, bardzo czulych technik oznaczania anty-
monu, co jest niezbedne w analizie specjacyjne;j.

W poczgtkowym okresie problemem byt brak dobrze zdefiniowanych i efek-
tywnych metod ekstrakcji antymonu i jego zwigzkow. Czesto stosowano ekstrakcje
ciecz—ciecz, w ktorej wykorzystywane bylo zjawisko selektywnego tworzenia w $ro-
dowisku kwasnym komplekséw antymonu(III) ze zwigzkami takimi jak: kwas mle-
kowy czy zielen malachitowa, ktore to kompleksy byly nastepnie ekstrahowane za
pomoca rozpuszczalnikdw organicznych: chloroformu lub ketonu metyloizobutylo-
wego. Okreslenie stezenia antymonu(V) odbywato sie posrednio, po zredukowaniu
Sb(V) do Sb(III), za pomocy jodku potasu. Trudnosci wystepujace w tej procedu-
rze to z jednej strony brak odpowiednich wzorcéw zwigzkéw organicznych anty-
monu, a z drugiej strony staba odtwarzalnos¢ wynikéw przy oznaczaniu antymonu
w rozpuszczalnikach organicznych metodami atomowej spektrometrii absorpcyjnej
z atomizacjg w piecu grafitowym (ang. Graphite Furnace Atomic Absorption Spec-
trometry, GF AAS) lub z generowaniem wodorkéw (ang. Hydride Generation Atomic
Absorption Spectrometry, HG AAS). Z tego wzgledu zaproponowano zmiang proce-
dury badania specjacji antymonu poprzez zastosowanie selektywnego dla Sb(III)
odczynnika, N-benzylo-N-fenylohydroksyaminy. Zamiast oznacza¢ zawarto$¢ Sb(III)
w fazie organicznej, proces ekstrakeji stuzyt do usuniecia jonéw Sb(III) z badanej
probki. Oznaczana byla zawartos¢ Sb(V) w fazie wodnej i catkowita zawarto$¢ anty-
monu w probee. Dzigki temu, z réznicy pomiedzy calkowitym stezeniem antymonu
i stezeniem Sb(V), mozliwe bylo obliczenie zawarto$ci Sb(III) [19].

W przypadku ekstrakeji ciecz—cialo stale, selektywne zatezanie wybranej formy
antymonu prowadzono przy uzyciu takich samych czynnikéw kompleksujacych
(np. pirolidynoditiokarbaminianu amonu), jak w przypadku ekstrakeji ciecz—ciecz
z tym, ze zastapiono etap ekstrakeji do fazy organicznej adsorpcja powstatego kom-
pleksu Sb(IIT) na kolumnie wypelnionej heksadecylosilanem. Zaadsorbowany kom-
pleks antymonu (III) wymywano metanolem i oznaczano zawarto$¢ antymonu za
pomoca GF AAS. Calkowitg zawarto§¢ antymonu okreslano na tej samej drodze
postepowania poprzedzonej redukejg Sb(V) do Sb(III) przy uzyciu L-cysteiny [20].
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Inne stale sorbenty, stosowane do ekstrakeji zwigzkow antymonu, zawieraly
grupy aminowe i amidooksymowe. W trakcie przeprowadzonych badan stwier-
dzono ilo$ciowe powinowactwo antymonu do wymienionych wyzej grup funkeyj-
nych. Zmiana pH z kwasnego na zasadowe pozwolila na nieselektywng sorpcje nie-
organicznych jondéw antymonu przy pH = 2 lub na selektywna sorpcje jonéw Sb(III)
przy pH = 10. Oznaczenie zawartosci zaabsorbowanego antymonu prowadzono
bezposrednio w wodnej zawiesinie sorbentu, podawanej do atomizera. Dzieki temu
mozliwe bylo istotne obnizenie granicy wykrywalnoséci proponowanej procedury
[21].

Modyfikacja powyzszej procedury bylo zastosowanie wymieniacza zawierajg-
cego rowniez grupy aminowe, lecz zastosowanego w ukladzie przeplywowo-wstrzy-
kowym z detekcja za pomocg atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacja
w plomieniu (ang. Flame Atomic Absorption Spectrometry, F AAS). Pozwolito to
na skrocenie czasu analizy dla pojedynczej probki przy zachowaniu granic wykry-
walnosci porownywalnych z GF AAS (bez zatezania). Wyznaczenie stezenia jonow
Sb(V) bylo mozliwe na podstawie wynikow zawartosci calkowitej antymonu
i zawartosci jonéw Sb(III) [22].

Rozwinigciem metod ekstrakcji ciecz—cialo stale w trybie przeptywowo-
-wstrzykowym bylo zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej,
w wyniku czego uzyskano lepsza rozdzielczos¢ dla poszczegdlnych form chemicz-
nych. Badania z zastosowaniem techniki HPLC prowadzono w celu okreslenia
specjacji antymonu w obecnosci wybranych biatek surowicy krwi. Zaproponowane
warunki chromatograficzne pozwolily na rozdzielenie jondéw Sb(V) i Sb(III) w cza-
sie 15 minut. W badaniach zastosowano detekcje off-line z uzyciem atomowej spek-
trometrii absorpcyjnej z atomizacja w piecu grafitowym [23].

5. BADANIE SPECJACJI CYNKU

Jednym z grupy pierwiastkow, ktére wzbudzaja duze zainteresowanie badaczy
jest takze cynk, ktory jest sktadnikiem ponad 200 enzymoéw odgrywajacych nie-
zmiernie wazna role w procesach fizjologicznych [24]. Z drugiej strony wiele obser-
wacji wskazuje, ze w przypadku zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego zwigz-
kami cynku, mozliwe sg efekty toksyczne [25]. Wspdlpraca z fizjologami roélin
wskazala, ze ciekawym gatunkiem pod wzgledem badawczym jest Plantago lance-
olata L., roslina, ktdra przystosowala sie do warunkéw wzrostu na hatdach przemy-
stowych zawierajacych znaczne zawartoéci cynku. Podjete badania mialy na celu
przede wszystkim opracowanie wiarygodnej procedury analitycznej umozliwiajacej
badanie specjacji cynku w tkankach roslin [26].

W efekcie szczegélowych badan zaproponowano specyficzny protokét poste-
powania obejmujacy ekstrakcje zwigzkéow cynku z tkanek rosliny a nastepnie
dwuwymiarowe (2D) rozdzielenia chromatograficzne z detekcja obecnosci cynku
w danej frakeji technikg ICPMS. W odniesieniu do dwuwymiarowego rozdzielania
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chromatograficznego zastosowano chromatografie jonowa (ang. Ion Chromatogra-
phy, IC) oraz chromatografie wykluczenia (ang. Size Exclusion Chromatography,
SEC) w ukladzie sekwencyjnym, zmieniajgc przy tym kolejno$¢ zastosowania obu
sposobow rozdzielania. W przypadku SEC zastosowano rowniez detekcje UV, tak
aby mozliwa byta ocena obecnosci zwigzkéw o rdznej masie czasteczkowe;j.

Opracowana procedura okazala si¢ wyjatkowo pomocna w przypadku bada-
nia specjacji cynku, przede wszystkim umozliwiajac uzyskanie istotnych informa-
cji mimo braku wzorcéow dla réznych zwiazkéw cynku. W efekcie mozliwa byla
obserwacja wplywu pH ekstrahenta na calkowita wydajno$¢ ekstrakeji (procedura
okreslania calkowitej zawartosci) i specjacje cynku (2D HPLC ICPMS). Zauwa-
zono, ze wraz ze wzrostem pH ekstrahenta ro$nie réznorodno$¢ specjacyjna form
cynku, ale maleje ogolna wydajnos¢ ekstrakcji. Scenariusz analityczny zastosowano
do poréwnania réznorodnosci specjacji cynku dwoéch populacji rosliny Plan-
tago — populacji roélin rosnacych w warunkach niezanieczyszczonych i populacji
hatdowych. Poréwnano réwniez specjacje cynku w podziemnych i nadziemnych
czesciach roslin obu populacji. Stwierdzono wystepowanie réznic pomiedzy eks-
traktami z cze$ci nadziemnych i podziemnych. W czesciach nadziemnych zaob-
serwowano sygnaly od trzech frakcji: (1) zwigzkéw cynku o masach ponizej 1360
j-m.a., (2) zwigzkéw cynku o masach od 3000 do 4000 j.m.a., (3) zwigzkéw cynku
o masach okoto 350 000 j.m.a. W ekstraktach korzeni nie potwierdzono wystepo-
wania najciezszej frakeji. Zastosowanie chromatografii 2D pozwolilo wykazaé, ze
ekstrakty czesci nadziemnych i podziemnych réznig sie specjacja cynku i wzgledna
intensywnoscig sygnaléw pochodzacych od poszczegélnych form cynku. Zapro-
ponowany scenariusz analityczny nie potwierdzil zasadniczych réznic w specjacji
cynku mig¢dzy populacjami haldowa i naturalna roéliny Plantago. Zaobserwowano
natomiast réznice we wzglednych intensywnos$ciach poszczegdlnych sygnalow,
ktére moga by¢ wynikiem osobniczej zmienno$ci pomiedzy poszczegdlnymi rosli-
nami danej populacji. Otrzymane dane nie wskazujg na wplyw pochodzenia rosliny
na specjacje cynku w jej poszczegdlnych czesciach, tym samym nie zaobserwowano
wplywu mechanizmoéw tolerancji na specjacje cynku [27].

6. BADANIE SPECJAC]JI GLINU

Zainteresowanie oznaczaniem glinu oraz jego zwiazkéw wynika przede wszyst-
kim z faktu, ze w $rodowisku naturalnym wystepuje w wielu réznych formach,
zaleznych od pH roztworu oraz do obecnosci innych substancji. Mimo stosun-
kowo duzego rozpowszechnienia glinu, w warunkach naturalnych jego zawarto$¢
w wodach nie jest duza, co wynika z niewielkiej rozpuszczalnos$ci jego zwigzkow
wystepujacych w mineratach. Zanieczyszczenie srodowiska, a w szczegdlnosci jego
zakwaszenie spowodowalo istotny wzrost obecnosci rozpuszczalnych w tych warun-
kach substancji, w tym zwiazkow glinu. W literaturze pojawilo si¢ wiele doniesien,
w ktorych autorzy podkreslaja zagrozenie dla organizméw zywych, wskazujac na
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zaleznos¢ toksycznosci od formy chemicznej glinu [28-30]. Warto réwniez pod-
kresli¢, ze glin zajmuje szczegdlne miejsce w badaniach specjacji, z powodu malej
stabilnosci jego form chemicznych, przede wszystkim jonéw hydratowanych oraz
réznorodnych komplekséw z ligandami nieorganicznymi i organicznymi. W pracy
przegladowej [31] przedstawiono najwazniejsze informacje dotyczace toksyczno-
$ci, biodostgpnosci i obiegu glinu w $rodowisku naturalnym, w kontekscie jego
wystepowania w wodach naturalnych. Zwrécono uwage na konieczno$¢ stosowania
odpowiedniego rezimu pobierania probek oraz wlasciwych warunkéw ich przecho-
wywania, tak aby nie zaburzy¢ oryginalnych réwnowag chemicznych. Podkreslono
réwniez fakt obecnosci glinu w koloidalnych frakcjach wod naturalnych oraz wyste-
powania polaczen z ligandami organicznymi.

W badaniach specjacji glinu wazne miejsce zajmuja obliczenia, dzigki ktérym
przewidujac sktad chemiczny badanego obiektu oraz znajac wartosci statych réwno-
wag, mozliwe jest teoretyczne obliczenie zawartosci poszczegdlnych form chemicz-
nych [32, 33]. Wprawdzie informacje uzyskane w wyniku obliczen teoretycznych
zalezg od przyjetego modelu i wartosci wyjsciowych, moga by¢ uzyteczng wska-
z6wka odnosnie prawdopodobienstwa obecnosci danego jonu, czy zwigzku zawie-
rajacego glin w wybranym otoczeniu chemicznym.

W przypadku metod analitycznych wykorzystuje si¢ rézne sposoby wstepnego
rozdzielania, w tym najcze$ciej rozdzielanie chromatograficzne z wykorzystaniem
anionowymiennej chromatografii cieczowej lub niechromatograficzne techniki
ekstrakeji do fazy cieklej lub statej. W kolejnej pracy przegladowej [34] omdéwiono
mozliwosci réznych procedur analitycznych wykorzystujacych migdzy innymi
szybkos¢ reakcji, zdolno$¢ sorpcyjna, wielkos¢ jonéw do badania specjacji glinu,
szczegdlnie wykorzystujac przeplywowe systemy pomiarowe. W pracy zwrdcono
uwage przede wszystkim na to, ze badanie specjacji glinu nie zapewnia oznaczania
poszczegdlnych indywiduéw chemicznych, lecz grupy jonéw o podobnych wtasci-
woséciach odnosnie danej cechy. W praktyce wykorzystano opisywane mozliwosci
analityczne do oznaczania zawarto$ci réznych zwigzkéw glinu w naparach z lisci
herbaty [35, 36] oraz w ekstraktach glebowych [37].

W literaturze pojawilo si¢ wiele prac, w ktorych autorzy zwracaja uwage na duze
zawartosci glinu w lisciach herbaty [38]. Biorgc pod uwage to, Ze napary herbaty sg
powszechnie stosowane w diecie cztowieka w wielu krajach, wydawalo si¢ zasadne
sprawdzenie, jaka cze$¢ zwigzkéw glinu moze rozpuszczaé si¢ w trakcie zaparza-
nia oraz w jakich formach glin wystepuje w naparze. W badaniach wykorzystano
ekstrakcje do fazy stalej, stosujac do tego celu rézne sorbenty, takie jak: chelatu-
jacy Chelex 100, kationowymienny Dowex HCR-S oraz anionowymienny AG MP1.
Badania prowadzono zaréwno dla roztworéw modelowych zawierajacych okreslong
ilo$¢ taniny oraz dla dwodch rodzajéw popularnych i dostepnych handlowo w Pol-
sce odmian herbat. Na podstawie uzyskanych wynikéw oszacowano, ze okoto 60%
wyekstrahowanych z lisci herbaty zwigzkow glinu stanowig formy organiczne.
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W przypadku badania specjacji glinu w ekstraktach glebowych zastosowano
dwa, sposréd wymienionych wyzej sorbentéw: Chelex 100 oraz AG MP1. W pracy
zaproponowano warunki eksperymentalne prowadzenia badan w kierunku iden-
tytikacji réznych form chemicznych glinu w ekstraktach z gleb o réznej zawartosci
substancji organicznych. Stwierdzono, ze w glebach piaszczystych glin wystepuje
w formie zwigzkéw o znacznie mniejszej rozpuszczalnosci w poréwnaniu z glebami
o duzej zawartosci substancji organicznych. Poza tym ekstrakty réznily si¢ stosun-
kiem zawarto$ci form kationowych do anionowych. Na tej podstawie mozliwe jest
okreslenie rodzaju gleby, co zostalo roéwniez potwierdzone wynikami analizy ele-
mentarnej (CHNS) oznaczenia zawarto$ci wegla, wodoru, azotu i siarki [37].

PODSUMOWANIE

W niniejszym artykule opisano wybrane przyklady zastosowania technik
faczonych wykorzystujacych detekcje spektralng do badania specjacji chemicznej
wybranych pierwiastkow. W pracy wykorzystano przede wszystkim badania prowa-
dzone w Pracowni Teoretycznych Podstaw Chemii Analitycznej Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Prowadzone przez nasza grupe badania rozpoczely
sie od analizy specjacyjnej zwigzkéw organicznych rteci. Nastepnie rozpoczelismy
szeroko zakrojone badania specjacji antymonu i selenu w réznego rodzaju obiek-
tach, w wodzie, w roélinach oraz w prébkach klinicznych. Duzym wyzwaniem byly
badania dotyczace poznania form chemicznych glinu, przede wszystkim ze wzgledu
na niestabilno$¢ réwnowag chemicznych. W tym przypadku badania pozwolily na
poznanie specjacji grupowej, okreslanej czesto jako frakcjonowanie. Niezmiernie
ciekawym przykladem byty podjete stosunkowo niedawno badania specjacji cynku.
Mimo braku wzorcéw udato si¢ opracowaé nierutynowy sposob postepowania,
w ktérym zastosowanie w trybie sekwencyjnym dwoch réznych mechanizmoéw roz-
dzielania chromatograficznego umozliwito uzyskanie pozadanych informacji.
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ABSTRACT

Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (LA-ICP-MS)
is one of modern instrumental methods, which use in elemental analysis of cultural
heritage objects has recently noticeably increased. The method requires almost no
sample preparation and permits direct analysis of solid samples, availing only minute
amount of the material. The micro-destructiveness of ablation processes remains
usually within the scale acceptable for art historians, conservators, archaeologists
and art curators, therefore the capability to perform multi-elemental, ultra trace and
isotopic analysis can be fully used during studies of cultural heritage objects. The
lack of appropriate matrix-matched certified reference materials and the fractiona-
tion effects, which may influence the final quantitative results to a different extent,
are widely reported among the main limitations of LA-ICP-MS. Despite these con-
strains, LA-ICP-MS is a method that can be flexibly tuned to collect the desired
elemental information about various cultural heritage objects.

This paper focuses on advantages of using LA-ICP-MS in analysis of heteroge-
neous objects in respect of mapping of elemental distribution either during the one-
point or multi-line ablation executed directly from the surface of the investigated
objects. The use of LA-ICP-MS allowed collection of chemical information availing
reconstruction of distribution patterns, which reflected important structural char-
acteristic of the small gilded decoration produced in mediaeval times (collection
of Gallery of Medieval Art, the National Museum in Warsaw) and archaeological
“metal-in-glass”/“sandwich” bead (Nubian collection, the Museum of Archaeology
University of Stavanger, Norway). The mediaeval decoration was identified as the
gilded (Ag+Au) copper object, which due to corrosion and re-painting has lost their
original appearance. The bead was produced from two various types of glass and
a metal foil (Ag+Au+Cu) between them. In both cases LA-ICP-MS was used suc-
cessfully to determine the main elemental composition and to collect information
about elemental distribution in the investigated artifact.

Keywords: LA-ICP-MS, archaeometry, cultural heritage objects
Stowa kluczowe: LA-ICP-MS, archeometria, obiekty zabytkowe




722

L. KEPA, J. THEN-OBLUSKA, M. OTMIANOWSKA, B. WAGNER

LA-ICP-MS

ICP-MS

p-XRF

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

- spektrometria mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie
sprzezonej probki uzyskanej w wyniku ablacji lasero-
wej

- spektrometria mas z jonizacjg w plazmie indukcyjnie
sprzezonej

- spektrometria fluorescencji Rentgenowskiej w ukfa-
dzie przeno$nym
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WPROWADZENIE

Mikro-prébkowanie ciala stalego pod wptywem energii promieniowania lase-
rowego po raz pierwszy zostalo wykorzystane w analizie pierwiastkowej z zasto-
sowaniem spektrometrii mas z jonizacja w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ang.
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) przez Alana L. Graya w 1985 roku
[1]. Grey pokazal, ze pomimo pewnych ograniczen zwigzanych z koniecznoscia
uwzglednienia stopnia niejednorodnosci badanej probki, mozliwe jest oszczgdne
mikro-prébkowanie i jednoczesne oznaczenie pierwiastkéw obecnych w probcee na
zroznicowanych poziomach zawarto$ci, poczynajac od pierwiastkow glownych, az
po pierwiastki znajdujace si¢ na poziomie zawartosci sladowych. Ogromny poten-
cjal nowej metody Alan L. Gray udokumentowal wynikami badan uzyskanymi dla
réznych warunkéw mikro-probkowania materialéw mineralnych i wzorcéw skat.
Podkreslil, ze przyblizone wartosci granic wykrywalnosci osiagnietych juz podczas
tych pierwszych badan ksztattowaly sie na poziomie 10 ng-g™' dla wiekszoci pier-
wiastkow.

1. KROTKA CHARAKTERYSTYKA SPEKTROMETRII MAS Z JONIZACJA
W PLAZMIE INDUKCYJNIE SPRZEZONE]

W metodzie LA-ICP-MS (ang. Laser Ablation Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) energia wigzki laserowej jest wykorzystywana na etapie oszczednego
mikro-prébkowania ciat statych, zachodzacego w wyniku proceséw ablacji. Termin
»ablacja”, stosowany do opisywania proceséw zachodzacych podczas mikro-prob-
kowania laserowego, pochodzi od facinskiego stowa ,ablatio”/,ablatum” oznacza-
jacego ,,zabra¢”/,usung¢” materie z powierzchni ciala stalego [2]. Jest to kluczowy
etap analizy LA-ICP-MS, podczas ktorego powstaje aerozol czastek probki zawieszo-
nych w gazie obojetnym. Umozliwia to transport do plazmy, atomizacje¢ i jonizacje¢
w wysokotemperaturowej plazmie, a nastepnie rozdzielenie jonéw w analizatorze
mas pod wzgledem stosunku masy do tadunku (m/z).

Istnieja dwa mechanizmy ablacjilaserowej: termiczny i nietermiczny [3, 4]. Nie-
termiczny mechanizm dominuje wéwczas, gdy energia lasera przewyzsza energie
wigzan w probce, pozwalajac na ich zerwanie bez lokalnego wzrostu temperatury,
a usuniecie z probki czastek, atomoéw i jonow odbywa sie bez efektow termicznych.
Mechanizm termiczny zwigzany jest z absorpcja energii przez elektrony i przenie-
sieniu jej do sieci krystalicznej. Obserwuje sie wowczas lokalny wzrost tempera-
tury badanego obiektu, a znaczny udzial w ablacji zyskuje topnienie i odparowanie
probki, ktére promuje wzrost frakcjonowania [5]. Terminem tym okresla si¢ ogdl-
nie zmiany intensywnosci rejestrowanych sygnaléw w metodzie LA-ICP-MS w sto-
sunku do rzeczywistego, stechiometrycznego sktadu mikro-probkowanego obiektu
[6, 7]. Udzial wspomnianych mechanizmoéw ablacji w procesie mikro-préobkowania
zalezy od dlugosci fali wykorzystywanego promieniowania laserowego, czasu trwa-
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nia generowanych impulséw oraz ogdélnej fizyko-chemicznej charakterystyki bada-
nego materiatu. Jezeli w sklad analizowanej probki wchodza pierwiastki o wysokim
stopniu zréznicowania wlasciwosci fizykochemicznych, wowczas ich wzbogacenie
w fazie gazowej roznicuje si¢ podczas ablacji, prowadzac do frakcjonowania juz na
pierwszym etapie analizy LA-ICP-MS. Intensywnos¢ frakcjonowania ro$nie wraz
z udzialem termicznego mechanizmu ablacji i moze prowadzi¢ do bledéw w ozna-
czeniach ilosciowych, o ile stosowane wzorce nie beda idealnie dobrane pod wzgle-
dem sktadu matrycy z matrycg probki [8].

Ograniczenie frakcjonowania udaje sie osiagna¢ poprzez wykorzystanie lase-
réw o generowanych czasach trwania impulséw rzedu femtosekund, badz laserow
emitujacych promieniowanie o coraz krdtszych dlugosciach fali [9]. Poczatkowo
wydawalo sig, ze frakcjonowanie zachodzi gléwnie podczas etapu mikro-probkowa-
nia, obecnie wiadomo, Ze obejmuje sumg niestechiometrycznych efektéw wystepu-
jacych, nie tylko podczas jednego, lecz podczas trzech etapow analizy LA-ICP-MS
[10]:

(1) oddzialywania wigzki lasera z powierzchnig probki;

(2) transportu czastek aerozolu z gazem noé$nym oraz

(3) ich atomizacji i jonizacji w plazmie sprze¢zonej indukcyjnie.

Poszczegolne etapy moga powodowaé wzajemne wzmocnienie lub ostabienie
catkowitego efektu frakcjonowania i dlatego ogromnego znaczenia w badaniach ilo-
$ciowych LA-ICP-MS nabiera kontrola jakosci wynikéw z wykorzystaniem certyfi-
kowanych materialéw odniesienia analizowanych réwnolegle z badanymi prébkami
[9]. Pomimo wspomnianych ograniczen, zalety stosowania metody LA-ICP-MS
w analizie nieorganicznej cial stalych przewazaja, a mnogos¢ aplikacji ilustruje pro-
ceduralng elastyczno$¢ samej metody, ktora pozwala na prowadzenie bardzo czu-
tych oznaczen wielo-pierwiastkowych, przy jednoczesnym zachowaniu dostepu do
informacji izotopowych i sposobu ich rozmieszczenia w probee [11].

2. SPOSOBY PROWADZENIA MIKRO-PROBKOWANIA PODCZAS WIELO-
PIERWIASTKOWYCH ANALIZ CIAL STALYCH METODA ICP-MS

Wigzka promieniowania laserowego moze by¢ zogniskowana na obszarze
o $rednicy od kilku do kilkuset pm, dzigki czemu mozliwe jest ograniczenie obszaru
mikro-prébkowania do wyznaczonego miejsca na powierzchni probki. Promie-
niowanie laserowe moze oddziatywa¢ na prébke statycznie (rézne odmiany ablacji
punktowej) lub dynamicznie (r6zne odmiany ablacji liniowej) [9]. Istota rozréznie-
nia tych dwdch sposobéw mikro-probkowania jest zdefiniowanie wektora ruchu
probki w plaszczyznie xy wzgledem wigzki lasera:
a. ablacja punktowa umozliwia uzyskanie aerozolu z jednego, ustalonego
miejsca na powierzchni probki, a material do analizy uwalniany jest z coraz
glebszych warstw probki,
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b. ablacja liniowa pozwala na mikro-préobkowanie wzdtuz jednej, lub wigkszej
liczby linii, zdefiniowanych na powierzchni analizowanego obiektu.

Analiza zmiennosci sygnaldéw rejestrowanych podczas ablacji pozwala na
rekonstrukcje sposobu rozmieszczenia wybranych pierwiastkdéw w obszarach
powierzchniowych lub podpowierzchniowych, a powigzanie intensywnosci tych
sygnaldéw z zawartoscia pierwiastka w danym miejscu odbywa si¢ poprzez poréw-
nanie do intensywnosci sygnaloéw zarejestrowanych dla wzorca [12, 13]. Wigkszo$¢
prowadzonych prac opisujacych wykorzystanie LA-ICP-MS w badaniach zabyt-
kow, dotyczy iloSciowych oznaczen wielo-pierwiastkowych [14]. Nalezy jednak
pamietac o tym, ze obiekty zabytkowe sg z natury niejednorodne chemicznie. Dla
tak niejednorodnych obiektéw, usrednione wyniki moga nie by¢ wystarczajace do
rozpoznania rzeczywistej struktury obiektu, a wizualizacja sposobu rozmieszczenia
poszczegdlnych pierwiastkéw pozwoli wéwczas na poznanie istotnych szczegoiow
dotyczacych danego zabytku. Zastosowanie LA-ICP-MS w badaniach niejednorod-
nosci chemicznej obiektow zabytkowych staje sie coraz bardziej popularne, gdyz
pozwala na zachowanie podstawowych informacje o strukturze chemicznej bada-
nego obiektu, zmniejszajac ryzyko kontaminacji i pozwalajac na skrécenie czasu
calej procedury pomiarowej [14].

3. ZASTOSOWANIE MIKRO-PROBKOWANIA LASEROWEGO
W BADANIACH OBIEKTOW ZABYTKOWYCH METODA LA-ICP-MS

Badania prowadzone byly z zastosowaniem spektrometru ICP-MS NexION300
(Perkin Elmer) sprz¢zonego z ukladem do ablacji laserowej LSX-213 (CETAC),
ktory sklada si¢ ze stalego lasera Nd-YAG umozliwiajacego uzyskanie wigzki pro-
mieniowania elektromagnetycznego o dlugoéci fali A = 213 nm. Maksymalna ener-
gia ukladu do ablacji laserowej wynosi 5 mJ, z mozliwoécig regulowania czestotli-
wosci pracy lasera w granicach od 1 do 20 Hz. Uklad umozliwia skupienie energii
wiazki lasera na powierzchni analizowanej probki na obszarze o $rednicy od 10 do
300 um. Parametry opisujace warunki pracy lasera oraz ukladu ICP-MS zostaly
przedstawione w Tabeli 1, pokazujac zréznicowanie realizacji dwoch sposobow
mikro-prébkowania:

(i) punktowego — podczas ktorego zmiennos¢ rejestrowanych intensywnosci
kolejnych sygnaléw wynikala ze zmiennosci skladu pierwiastkowego coraz
glebiej polozonych warstw obiektu;

(ii) linjowego - podczas ktorego zmiennos$¢ rejestrowanych intensywno-
$ci kolejnych sygnatéw wynikata ze zmiennosci skladu pierwiastkowego
powierzchni analizowanego obiektu.
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Tabela 1. Parametry pracy ukladu pomiarowego LA-ICP-MS z uwzglednieniem ablacji (i) punktowe;j i (ii)
liniowej

Table 1. Instrumental settings, LA-ICP-MS operating conditions and data acquisition parameters for (i)
spot and (ii) line ablation

Parametry pracy uktadu pomiarowego LA-ICP-MS:

Moc Plazmy 1200 W

Przeplyw gazu nosnego / Ar 0,94 L min™'

Liczba przemiatari widma 1

Liczba odczytow (i) 456; (ii) 2155

Liczba powtorzen 1

Catkowity czas analizy (i) 3 min 30 s; (i) 17 min 30 s
Czas odczytu dla jednego izotopu 10 ms

Warunki ablacji laserowe;j :

Dlugosc¢ fali lasera 213 nm

Energia lasera SmlJ

Sposob ablacji (i) punktowa; (7i) liniowa /n = 11 linii /
Srednica obszaru ablacji (1) 100 pm; (i) 50 ym

Czestotliwo$¢ pracy lasera (i) 5 Hz; (ii) 10 Hz

Szybkos¢ przesuwania probki (i) 0 pms™; (ii) 25 pm's”

Lista obserwowanych izotopow: *C, *Na, *Mg, *’Al, Si, *'P, *’S, **Cl, K, *Ca, Ti, 'V, **Cr, *Mn, “'Fe,
SQCO’ 65Cu, 6GZn, 75AS, 85Rb, XSSr’ 9()Zr, IOQAg’ lllcd’ llSSn’ 137Ba’ 197Au, ZUZHg, ZOSPb, 209Bi

3.1. BADANIE PROFILU ZMIENNOSCI ROZMIESZCZENIA PIERWIASTKOW
W GEAB PROBKI

Obiektem badan byt drobny element ozdobny - cekin o $rednicy okoto 3 mm,
pochodzacy ze $redniowiecznego poliptyku ,,Zwiastowanie z jednorozcem” dato-
wanego na koniec XV wieku. Poliptyk wykonany byt przez nieznanych artystéw dla
kosciola $w. Elzbiety we Wroclawiu, a po II wojnie swiatowej przekazany do zbio-
réw Muzeum Narodowego w Warszawie. Warstwy malarskie zostaly przebadane
in-situ, bezposrednio w salach muzealnych za pomoca przenos$nego spektrometru
fluorescencji Rentgenowskiej (portale X-Ray Fluorescence Spectrometry, pXRF),
co pozwolilo na uzyskanie informacji o podstawowym sktadzie warstw malarskich
polichromii [15]. Podczas badan pojawilo sie pytanie o mozliwos¢ zidentyfikowa-
nia materialu drobnych elementéw dekoracyjnych, tworzacych regularny wzor na
krawedzi plaszcza jednej z postaci w centralnej czgsci poliptyku (Rys. 1). Detale
zdobigce plaszcz byly zbyt male, aby mozliwe bylo uzyskanie dla nich informacji
pierwiastkowej metoda pXRE. Jeden cekin zostal delikatnie pobrany do badan LA-
-ICP-MS i po zakonczonych pomiarach zostanie ponownie zintegrowany z polip-
tykiem, powracajac na swoje oryginalne miejsce. Celem analizy LA-ICP-MS byta
identyfikacja materiatu z jakiego zostal wykonany obiekt.
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(A) (B)

Length = 3,28 mm

Rysunek 1. Zdjecie przedstawiajace element ozdobny pobrany do analizy LA-ICP-MS: (A) awers i (B) rewers
Figure 1. Picture of decorative element subjected to LA-ICP-MS analysis: (A) obverse and (B) reverse

Ablacja w jednym punkcie wybranym na powierzchni cekina pozwolila na
poznanie sposobu rozmieszczenia wybranych pierwiastkéw w glab analizowanego
obiektu. Ablacji poddano obiekt od strony rewersu, pobierajac material do analizy
z calej grubosci cekina. Wyniki zostaly przeliczone wzgledem maksymalnej inten-
sywnoéci sygnatu dla kazdego izotopu osobno, normalizujac przebieg zmienno$ci
rejestrowanego sygnatu wedlug wzoru:

Izn = In/ Imax’

gdzie I - sygnat zarejestrowany podczas kolejnych pomiaréw LA-ICP-MS; I -
sygnal o najwyzszej intensywnosci zarejestrowany dla danego izotopu w jednym
cyklu pomiarowym; I - intensywnos$¢ znormalizowana odzwierciedlajaca infor-
macje o zmiennosci zawartosci poszczegdlnych pierwiastkéw w kolejnych war-
stwach obiektu (Tab. 2).
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Tabela 2. Dokumentacja fotograficzna zmian powstatych w wyniku mikro-prébkowania oraz wyniki ilu-
strujace zmienno$¢ sygnaléw rejestrowanych podczas ablacji obiektu dla wybranych pierwiast-
kéw: (A) Zdjecie obiektu przed analizg; (B) Zdjecie obiektu po analizie

Table 2. Photographic documentation of changes resulting from the micro-sampling, and the transient
signals recorded during ablation of the object for the selected elements: (A) Picture of the object
prior to analysis; (B) Picture of the object after analyzing

(A) (B)
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W wyniku ablacji uzyskano przekrojowg informacje o zmiennosci kolejnych
warstw tworzacych cekin. Mikro-prébkowanie zostalo wymuszone od strony
rewersu cekina, dlatego najwyzszy sygnal Izn zarejestrowany na poczatku mikro-
-prébkowania dla Cu, $wiadczy o obecnosci podloza miedzianego, ktdre jest nosni-
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kiem warstw pozlotniczych (Ag i Au). Ablacja warstw poztotniczych konczy si¢
okolo pomiaru 100, po czym nastgpuje spadek intensywnosci Izn dla Ag i rozpo-
czyna si¢ ablacja organicznych warstw zabezpieczajacych, naktadanych zwyczajowo
na warstwy pozlotnicze w celu ochrony przed korozja.

Przeliczenie sygnatéw wzgledem wzorca zewnetrznego SRM NIST 610, o $cidle
zdefiniowanym skladzie pierwiastkowym [16] pozwolito na uzyskanie informacji
o zawartosci gtéwnych pierwiastkéw w analizowanym elemencie dekoracyjnym.
Podloze cekina zostalo wykonane z miedzi. W miejscu, dla ktorego zarejestrowano
maksimum intensywno$ci sygnatu Cu, zawartos¢ tego pierwiastka wynosi ok. 90%
wagowego (Zn ok. 1%, Pb ok. 2%, As ok. 3 %,Fe ok. 1% oraz pozostate pierwiastki
ponizej 1% wagowego). W warstwie zawierajacej srebro najwyzsza zawarto$¢ Ag
ksztaltuje sie na poziomie ok. 63% wagowego (Au ok. 2%, Pb ok. 3%, Cu ok. 20%,
As ok. 2%, Fe ok. 5%). Wyniki wskazujg na to, ze zloto jest jedynie domieszka sre-
bra. Widoczna podwyzszona zawarto$¢ Hg pomiedzy podlozem i warstwg srebra
wskazuje na wykorzystanie amalgamacji jako sposobu pokrywania zlotem/srebrem
elementu ozdobnego. Cekin zostal najprawdopodobniej wyciety z odpowiednio
przygotowanej i pozloconej blachy miedzianej za pomocg puncy , a obecny wyglad
cekina nie przypomina pierwotnego stanu, w ktérym te drobne elementy ozdobne,
naklejone na warstwe malarska btyszczaly wyraznie na tle krawedzi plaszcza.

3.2. REKONSTRUKCJA ROZMIESZCZENIA PIERWIASTKOW
W WARSTWACH POWIERZCHNIOWYCH BADANE]J PROBKI

Mikro-prébkowanie punktowe jest najbardziej oszczegdnym sposobem pobiera-
nia prébki z badanego obiektu. Zmiany wprowadzane do wygladu zabytku sg wow-
czas znikome i dlatego, nawet bardzo niewielkie, zabytki mozna analizowa¢ w ten
sposob, nie niszczac ich integralnej calosci. Wsrdd tego typu analiz, szczegdlnie
popularne sg badania LA-ICP-MS sktadu pierwiastkowego cennych, archeologicz-
nych, szklanych paciorkéw, dla ktorych uzyskiwane dane stanowia cenne zrédio
informacji o proweniencji analizowanych obiektéw [17-20]. Informacje chemiczne
uzyskiwane podczas ablacji punktowej s3 wowczas przyjmowane za reprezenta-
tywne dla obszaréw jednorodnych kolorystycznie, pozwalajagc na poznanie wielu
szczegolow technologicznych zwigzanych z wytwarzaniem i barwieniem szkta. Ze
wzgledu na konieczno$¢ ochrony materii zabytkowej, nie zawsze istnieje mozliwos¢
przeprowadzenia ablacji liniowej i rekonstrukcji rozmieszczenia poszczegdlnych
pierwiastkéw na wybranym obszarze zabytku [21].

Obiektem badan byla potowa paciorka szklanego zdobionego folig metalows,
nalezacego do grupy szklanych zabytkéw o wielowarstwowej budowie (Rys. 2).
W paciorkach tego typu (,metal-in-glass”/ ,sandwich”) srebrna lub zlota folia byta
umieszczana pomiedzy dwiema warstwami szkla, zwykle przezroczystego. Paciorki
dekorowane zlotg folig i wykonane ze szkla ciggnionego byly bardzo popularne
w okresie rzymskim i pdznorzymskim w Egipcie i Nubii, a ich wystepowanie w sta-
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rozytnosci byto rozlegle i siggalo terenéw dzisiejszej Japonii [22,23]. Produkcja
takich paciorkéw byta kontynuowana do okresu $redniowiecza. Pomimo tego, ze
paciorki dekorowane folig stanowig ciekawg grupe zabytkow, nadal bardzo mato jest
doniesien literaturowych na temat ich badan chemicznych [23] i dlatego wszelkie
informacje na ich temat maja duze znaczenie dla archeologdéw.

Rysunek 2. Zdjecie przedstawiajace potowe paciorka zdobionego folia
Figure 2. A photo of a half bead decorated with foil

Badany paciorek datowany jest na okres meroicki (II-IV w.n.e.), nalezy do
kolekeji nubijskiej w Museum of Archaeology University of Stavanger (Norwegia)
i pochodzi z wykopalisk prowadzonych w latach 60-tych w Dolnej Nubii w ramach
Scandinavian Joint Expedition [24]. Obiekt badan w postaci potéwki peknietego
paciorka pozwolif na zastosowanie ablacji wzdtuz wigkszej liczby réwnolegtych linii
(n = 11) wyznaczonych na powierzchni przekroju, tworzac zdefiniowany obszar
(okoto 0,2 mm?) poddany ablacji zgodnie z parametrami podanymi w Tabeli 1. Reje-
strowane sygnaly zostaly znormalizowane wzgledem najwyzszej intensywnosci dla
kazdego izotopu indywidualnie, a nastepnie zobrazowane w postaci map rozmiesz-
czenia poszczegolnych pierwiastkéw na wyznaczonym obszarze (Tab. 3). Celem
badan byla identyfikacja gtéwnego skladu folii metalowej zatopionej wewnatrz
paciorka metodg jak najmniej inwazyjna w stosunku do badanego zabytku.
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Tabela 3. Wykresy wizualizujace sposob rozmieszczenia wybranych pierwiastkow w przekroju paciorka de-
korowanego folig
Table 3. Charts visualizing elemental distribution over the section of a bead decorated with foil
Zdjecie Si Ca Mn
obszaru
mikroprobkowania é
]
]
]
]
g
=
400 um %
=
]
]
]
]
g
=
400 pm 400 ym 400 pm

W Tabeli 3 umieszczone zostaly mapy rozmieszczenia jedynie dla wybranych,
reprezentujacych najbardziej charakterystyczne, dla badanego obiektu, pierwiastki:
Si nalezy do grupy gléwnych sktadnikéw szktotwérczych (SiO,, B,O,, P,O,, GeO,),
natomiast Ca reprezentuje grupe tlenkow, zwanych stabilizatorami szkta (CaO,
MgO), a Mn nalezy do modyfikatoréw. Podwyzszone zawarto$ci MnO $wiadcza
o jego intencjonalnym dodaniu do masy szklarskiej w celu uzyskania szkla o pod-
wyzszonej przezroczysto$ci. Badanie przekroju paciorka zdobionego folig pozwo-
lifo na poznanie rozmieszczenia wybranych pierwiastkéw zwigzanych z gtéwng
matrycg probki oraz pierwiastkow wynikajgcych z obecnosci folii metalowej (Au,
Cu i Ag). Wyrazny wzrost zawartosci tych pierwiastkdw w warstwie folii metalo-
wej, znajdujacej sie pomiedzy dwiema warstwami szkla, rozgranicza szklo rdze-
nia paciorka od warstwy szkla zewnetrznego. Ciekawe jest wykorzystanie dwoch
rodzajow szkla podczas tworzenia paciorka i potwierdzenie tego, ze rdzen szklany
charakteryzuje sie nizsza zawarto$cig Mn. Na mapach obrazujacych rozmieszczenie
tego pierwiastka obserwowal mozna wyrazny wzrost zawartosci Mn w warstwie
zewnetrznej. Taki dodatek mial na celu zniwelowanie niekorzystnego efektu zwia-
zanego z obecno$cia zanieczyszczen (np. Fe) wprowadzonych wraz z surowcami
i powodujacymi zabarwienie masy szklanej. Bezbarwne szklo mozna byto uzyska¢
stosujac dodatek MnO (ok. 0,5-1%) lub dokladne oczyszczajac surowce podsta-
wowego zestawu szklarskiego. W przypadku analizowanego obiektu zastosowano
najwyrazniej to pierwsze rozwigzanie, dzieki czemu podniesiono walory estetyczne
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paciorka, uzyskujac cienka zewnetrzng warstwe szkla o wysokiej przezroczystosci,
umozliwiajacg obserwacje btysku folii metalowej zdobigcej ten paciorek.

UWAGI KONCOWE

Badania unikatowych obiektéw zabytkowych prowadzone s3 obecnie za
pomoca coraz bardziej zaawansowanych metod badawczych. Niepowtarzalny cha-
rakter kazdego z analizowanych zabytkéw wymaga calkowitego braku ingerencji,
badz ograniczenia oraz $cistej kontroli stopnia ingerencji w materie oryginalow.
Zastosowanie mikro-niszczacej LA-ICP-MS w bezposredniej analizie unikatowych
obiektow zyskuje coraz wigksza popularnos$¢ w tej dziedzinie badan, gdyz zmiany
wywolane samym procesem mikro-probkowania laserowego pozostaja zazwyczaj
niezauwazalne golym okiem. Podczas prowadzenia ilo§ciowych oznaczen calkowi-
tych zawarto$ci pierwiastkow tworzgcych materie zabytkow konieczne jest szczego-
fowe dokumentowanie poprawnosci koncowych wynikéw poprzez analize certyfi-
kowanych materialéw odniesienia o matrycy jak najbardziej zblizonej do matrycy
analizowanych obiektoéw. Brak wystarczajacej liczby materialéw odniesienia o roz-
norodnych matrycach stanowi najbardziej zauwazalne ograniczenie LA-ICP-MS,
ktore jest podkreslane we wszystkich opisach prezentujacych potencjal analityczny
samej metody.

Tymczasem wiekszo$¢ obiektow zabytkowych charakteryzuje wysoka niejed-
norodnos¢ chemiczna, ktéra moze stanowi¢ przedmiot szczegétowych badan jako-
$ciowych. LA-ICP-MS pozwala na prowadzenie analiz rozmieszczenia pierwiastkow
w obszarach powierzchniowych lub pod-powierzchniowych badanych obiektow
i bardzo cz¢sto prowadzi do satysfakcjonujacego rozwigzania poczatkowego pro-
blemu.

Zastosowanie LA-ICP-MS pozwolilo na rekonstrukcje zmiennosci skladu
chemicznego w glab $redniowiecznego elementu dekoracyjnego oraz mapowanie
rozmieszczenia pierwiastkéw w przekroju cennego paciorka szklanego zdobionego
folig metalowa. Na podstawie uzyskanych wynikéw udalo si¢ jednoznacznie ziden-
tyfikowa¢ sktad pierwiastkowy badanych obiektow zabytkowych i odtworzy¢ szcze-
goly ich oryginalnej budowy strukturalnej. W opisanych badaniach, mikro-prob-
kowanie laserowe umozliwilo zachowanie integralnej caloéci badanych obiektow
podczas gromadzenia szczegélowej danych na temat ich nieorganicznego skladu
chemicznego, a uzyskane wyniki stanowia cenny material informacyjny dla history-
kow sztuki i archeologdw.
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ABSTRACT

The main goal of studies carried in our reasearch group - analytical chemistry
in investigation and protection of the environment is the evaluation of the impact of
human activity on environmental pollution, and creation of analytical procedures
that can be applied in environmental analysis. Detailed description of our research
can be found on webpage http://www.chem.uw.edu.pl/labs/pcas. In this paper we
would like to present only a few topics and analytical challenges that we were dealing
with during the last years. The application of anodic and cathodic stripping voltam-
metry for trace analysis of hazardous metals (cadmium, lead, thallium, platinum,
rhodium) in natural samples is described [4-6]. Voltammetry is also presented as
a tool used in speciation analysis, which is particularly important in the case of
elements which toxicity and assimilation depends on chemical form of the element
that is present in the environment (e.g. As) [8]. Attention is also paid to fractiona-
tion, which is a specific case of speciation analysis, extremely important for evalu-
ation of mobility and bioavailability of harmful or nutritious substances from soil.
As environmental monitoring often requires carrying measurements at trace levels,
it might be necessary to preconcentrate the analytes or simplify the composition of
the sample before the analysis. For such purposes solid phase extraction (SPE) is
widely used and frequently applied. Another analytical task presented in this work
is recognition of the defense mechanisms developed by hyperaccumulating plants,
e.g. white mustard. This species was investigated for synthesis of phytochelatins -
sulphur-rich polipeptides induced by high concentrations of As, T1, Cd, Pt, Pd and
Rh [14]. It is worth noting that plant species that are able to cumulate high amounts
of xenobiotics can be used for phytoremediation, which is one of so called “green
technologies”, used for restitution of polluted environment, particularly soil [19].

Keywords: woltamperometria, analiza specjacyjna, frakcjonowanie, fitoremediacja,
fitochelatyny

Stowa kluczowe: voltammetric methods, speciacion analysis, fractionation, phytore-
mediation, phytochelatins
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ASV
CSvV
AdSV
ICP MS
DTPA
WKER

HPLC FLD

PC,

HPLC ESI MS

SDS
SLE

SGX C18
DDTC
AF

TF

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

anodowa woltamperometria ze wstepnym zatezaniem
(ang. anodic stripping voltammetry)

katodowa woltamperometria ze wstepnym zateza-
niem (ang. cathodic stripping voltammetry)
woltamperometria z adsorpcyjnym zatezaniem (ang.
adsorptive stripping voltammetry)

spektrometria mas z indukcyjnie sprzezona plazma
(ang. inductively coupled plasma mass spectrommetry)
sol kwasu dietylenotriaminopentaoctowego (ang.
diethylenetriaminepentaacetic acid)

wiszgca kroplowa elektroda rteciowa (ang. hanging
mercury drop electrode)

wysokosprawna chromatografia cieczowa z detek-
torem fluorescencyjnym (ang. high performance liquid
chromatography with fluorescence detection)
fitochelatyny (ang. phytochelatins) zwiazki tiolowe
o wzorze ogélnym (yGlu-Cys) -Gly, gdzie n = 2-11
wysokosprawna chromatografia cieczowa ze spektro-
metrig mas z jonizacja przez elektrorozpraszanie
(ang. high performance liquid chromatography with
electrospray ionization mass spectrometry)
dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecylsulfate)
ekstrakcja w ukladzie ciecz-ciato stale (ang. solid
liquid extraction)

zel krzemionkowy z grupami oktadecylowymi (ang.
silicagel with octadecylgroup)

jon dietyloditiokarbaminianu (ang. diethyl dithiocar-
bamate ion)

wspotczynnik zatezania ksenobiotyku przez roéline
(ang. accummulation factor)

wspolczynnik transportu (ang. transfer factor)
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Gléwnym celem badan prowadzonych w grupie badawczej — chemia anali-
tyczna w badaniu i ochronie $rodowiska jest ocena wplywu dziatalnosci cztowieka
na zanieczyszczenie srodowiska oraz opracowywanie procedur analitycznych sto-
sowanych w analityce srodowiska. Szczegdtowo tematyka naszych badan przedsta-
wiona jest na stronie internetowej http://www.chem.uw.edu.pl/labs/pcas. W prezen-
towanej pracy przyblizono jedynie kilka tematoéw i zadan analitycznych, ktore byly
realizowane w ostatnich latach.

1. WOLTAMPEROMETRIA W OZNACZENIACH SLADOWYCH
ZAWARTOSCI ANALITU W PROBKACH NATURALNYCH

Oznaczanie zawartosci wielu pierwiastkbw w probkach srodowiskowych
wymaga zmagania si¢ z ich niewielkimi st¢zeniami, a tym samym dysponowania
metodami analitycznymi charakteryzujacymi si¢ odpowiednio niskimi granicami
wykrywalnos$ci oraz wysoka precyzja pomiaru. Wérod nich wymieni¢ nalezy wol-
tamperometri¢ inwersyjng, umozliwiajaca wstepne zatezenie analitu na powierzchni
elektrody. Badana jest zalezno$¢ rejestrowanego pradu od potencjatu przytozonego
do elektrody. Zatezanie analitu prowadzone jest na drodze jego katodowej redukcji
lub powierzchniowej adsorpcji jego komplekséw. W drugim etapie rejestrowane sg
prady bedace wynikiem anodowego utleniania analitu (woltamperometria anodowa
ASV), dalszej katodowej redukcji (woltamperometria katodowa CSV) lub redukc;ji
zaadsorbowanego w procesie zatezania kompleksu (woltamperometria z adsorp-
cyjnym zat¢zaniem AdSV). Mozna takze wykorzystywac efekty katalityczne, ktore
pozwalajg znacznie wzmocni¢ rejestrowane sygnaty. Najczesdciej stasowane byly
i sg elektrody rteciowe (kropla lub film), ale coraz czeSciej zastgpowane sa przez
znacznie] mniej toksyczne elektrody metaliczne lub stopowe state. Oferowane
przez t¢ metode granice wykrywalnoS$ci sg porownywalne a czasami konkurencyjne
do granic wykrywalnosci metody ICP MS — dla wigkszo$ci pierwiastkéw w zlozo-
nych matrycach probki osiggaja utamki, ug L' a nawet ng L.

Powaznym ograniczeniem metod woltamperometrycznych oznaczania sa
interferencje od metali wykazujacych elektroaktywnos¢ w zblizonym zakresie
potencjatéow. Kadm, oldéw i tal utleniajg si¢ przy zblizonych potencjatach, wzajem-
nie uniemozliwiajac ich oznaczanie. Zastosowanie podpotencjalowego rozpusz-
czania zatezonych Cd, Pb i Tl na elektrodzie srebrnej oraz wariantu z odejmowa-
niem pradu tla pozwolilo na oznaczenie Pb w obecnosci znacznych zawartosci
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Cd i T1 w réznych probkach. Nalezy jednak podkresli¢, ze tal moze interferowa¢
sygnal kadmu [1]. Gdy zas jako elektroda pracujgca zostanie zastosowana elektroda
srebrno-zfota mozna oznaczy¢ sladowe zawartosci talu w obecno$ci namiaréw Cd
i Pb, jednak gdy te nadmiary sa znaczne, nalezy do elektrolitu podstawowego doda¢
komplekson — DTPA [2].Wiarygodnos$¢ metod oznaczania Pb i T1 w wodach, osa-
dach i roslinach byta sprawdzona w poréwnaniu miedzymetodycznym z oznacze-
niami metodg ICP MS. Zaleta proponowanych metod jest bez watpienia wdrozenie
elektrod z metali szlachetnych, biernych chemicznie i nietoksycznych oraz szybkich
(bez odtleniania przed pomiarem).

Woltamperometria z adsorpcyjnym zatezaniem ma z kolei istotne znaczenie
podczas oznaczen zawartosci platynowcéw w probkach srodowiskowych [3]. Zain-
teresowanie pierwiastkami tej grupy jest konsekwencja powszechnego stosowania
katalizatorow samochodowych i obserwowanego powolnego wzrostu ich ilosci
w $rodowisku. Platyna oznaczana jest na wiszacej kroplowej elektrodzie rteciowej
(WKER). W roztworze elektrolitu tworzy sie kompleks metalu z ligandem, ktory
jest adsorbowany przy odpowiednim potencjale na powierzchni elektrody. Bardzo
niskie granice wykrywalnosci platynowcow (ponizej 1 ng L) osiagane sg dzieki
wykorzystaniu procesu katalitycznego wydzielania wodoru. Zao i Fresier po raz
pierwszy zastosowali do oznaczen Pt elektrolit podstawowy zawierajacy formal-
dehyd, wodorosiarczan hydrazyny (lub wodorosiarczan hydroksyloaminy) i kwas
siarkowy. Ale stosowane mogg by¢ takze elektrolity, w ktorych hydrazyne zastepuje
semikarbazyd, tiosemikarbazyd czy oksym acetonu [4, 5]. Metoda pozwala takze na
jednoczesne oznaczanie platyny i rodu obok siebie. Sladowe ilo$ci obu pierwiastkéw
byly oznaczane w probkach roélin, gleb i piasku kwarcowego [4-6].

2. POSREDNIE BADANIE SPECJACJI W PROBKACH NATURALNYCH
- WOLTAMPEROMETRIA

Analiza specjacyjna jest jednym z najwiekszych wyzwan analitycznych, szcze-
golnie jezeli dotyczy to analityki srodowiska. Posrednie badanie specjacji opiera si¢
na oznaczeniu jednej z form pierwiastka bezposrednio, a drugiej za§ matematycz-
nie, poprzez odjecie od calkowitej zawarto$ci analitu - zawarto$ci formy uprzednio
oznaczonej. Metody te s3 istotnym elementem analizy specjacyjnej, mogg by¢ takze
metodami poréwnawczymi w walidacji metodyki opartej na rozdzieleniu chroma-
tograficznym i detekcji pierwiastkowej (najpopularniejsza metodyka specjacyjna).
Woltamperometria wychodzi naprzeciw konieczno$ci rozrézniania form chemicz-
nych pierwiastkow sladowych [7]. Szczegdlnie istotne jest to w przypadku analitow,
ktorych toksyczne wlasciwosci oraz przyswajalnos¢ zalezne sg od tego, w postaci
jakiego zwigzku pierwiastek jest obecny w srodowisku.

Klasycznym przykladem takiego analitu jest arsen. Dla organizméw najbardziej
szkodliwe dzialanie wykazujg nieorganiczne arseniany(III), charakteryzujace sie sil-
nym powinowactwem do grup tiolowych i dezaktywujace dzialanie wielu enzymow,
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oraz arseniany(V), ktore ze wzgledu na swoje podobienstwo do fosforandw zaburzaja
cykl Krebsa. Kwasy monometyloarsenowy i dimetyloarsenowy sg znacznie mniej
szkodliwe, podczas gdy arsenobetaina i arsenocholina uznawane sg za catkowicie
nieszkodliwe. Selektywne oznaczenie nieorganicznych form As(III) i As(V) moze
by¢ prowadzone metodg woltamperometrii inwersyjnej na wiszacej kroplowej elek-
trodzie rteciowej. W roztworach kwaséw nieorganicznych jedynie nieorganiczny
As(III) jest aktywna elektrochemicznie forma tego pierwiastka. Ze wzgledu na nie-
wielka jego rozpuszczalno$¢ w rteci przeprowadzenie oznaczen wymaga obecnosci
w elektrolicie podstawowym, ktérym jest najczesciej kwas solny, jondw miedzi (II).
Oznaczenie zawartosci nieorganicznych zwigzkéw As(V) wymaga przeprowadzenia
wstepnej chemicznej redukeji As(V) za pomoca KI i kwasu askorbinowego, chloro-
wodorku hydroksyloaminy czy ditionianu sodu. Metoda woltamperometrii katodo-
wej umozliwita nam oznaczenie nieorganicznych arseniandw(III) i (V) w ekstrak-
tach gleb, pobranych na terenach skazonych tym pierwiastkiem [8]

Metody anodowej woltamperometrii inwersyjnej ze wstepnym zatezaniem
(ASV) cechujg sie bardzo niskimi granicami oznaczalno$ci w przypadku talu,
dlatego z powodzeniem moga by¢ wykorzystywane do oznaczania zawarto$ci
sladowych ilodci tego metalu w prébkach naturalnych. Fakt, ze obie formy (TI(I)
i TI(III)) wystepuja w Srodowisku naturalnym i réznig sie reaktywnoscig oraz
toksycznoscia powoduje, ze w przypadku tego pierwiastka badanie specjacji
w $rodowisku jest takze konieczne [9, 10]. Jon talu(I) nie napotyka praktycznie
zadnych barier w organizmie, ze wzgledu na podobienstwo do jonu potasu, zas
szkodliwo$¢ talu(III) jest poréwnywalna do Hg(II). Zwiazki talu(I) i talu(III) réznia
sie szeregiem wlasciwosci, miedzy innymi elektroaktywnos$cia. Mozna wykorzy-
sta¢ te réznice w definiowaniu specjacji. W celu oznaczenia specjacji talu w probce
wody morskiej metoda réznicowej woltamperometrii inwersyjnej z anodowym
zatezaniem (DPASV) nalezy wykona¢ dwie serie oznaczen. Pierwsza to oznaczenie
calkowitej zawartosci talu, czyli sumy TI(I) i TI(III) po redukeji do TI(I). Drugie
oznaczenie polega na okresleniu zawartosci TI(I) bezposrednio w probkach, w kto-
rych TI(III) pozostaje w postaci nieaktywnego elektrodowo kompleksu z DTPA.
Metoda ta umozliwia rozréznienie obu tych from, gdy zawarto$¢ TI(III) stanowi co
najmniej 3% catkowitej zwartosci talu. Nie jest za$§ wrazliwa na znaczne zasolenie
probki, czy wysokie zawartosci Pb i Cd, jonéw interferujacych pomiar talu [11].
Duzo trudniejszym obiektem badan jest ekstrakt roélinny. Wymaga to przygoto-
wania roztworu elektrolitu podstawowego tak, aby umozliwial pomiar §ladowych
ilo$ci metalu w obecnosci zwiazkéw organicznych, ktére takze sa elektroaktywne.
Schemat analizy jest oparty na oznaczeniu calkowitej zawartosci talu po minerali-
zacji ekstraktu w piecu mikrofalowym i oznaczeniu zawartosci T1(I) po dodatku do
naczynia pomiarowego roztworu DTPA i zywicy anionowymiennej. W tych warun-
kach jedynie jednowarto$ciowy kation talu ulega zat¢zeniu na elektrodzie rteciowej
[12]. Obie metody posredniego oznaczania specjacji talu zostaly ocenione poprzez
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badania odzysku i poréwnanie migdzymetodyczne z wynikami oznaczenia metoda
ICP MS po rozdzieleniu na kolumnie wykluczania.

3. BADANIE MECHANIZMOW OBRONNYCH HIPERAKUMULATORA
ROSLINNEGO - ANALIZA SPECJACYJNA

Rosliny porastajace zanieczyszczone tereny narazone sa na wplyw podwyzszo-
nych zawartosci wielu pierwiastkow, ktorych obecno$¢ stanowi powazne zagrozenie
dla przebiegu ich wegetacji. Istniejg jednak gatunki wykazujgce zdolno$¢ bardzo
efektywnego zatezania ksenobiotykow (substancji chemicznych niebedacych natu-
ralnym skfadnikiem organizmu) w tkankach, bez widocznych zmian w ich morfo-
logii czy tez produkcji biomasy. Jakie mechanizmy obronne wykorzystuja? Jedna
z reakcji organizméw na dziatanie czynnika stresowego, jakim jest podwyzszona
zawarto$¢ niektorych pierwiastkow, jest synteza bogatych w grupy tiolowe zwigzkow
- fitochelatyn. Fitochelatyny sa niskoczasteczkowymi peptydami, stanowigcymi
III klas¢ metalotionein i pelnigcymi niezwykle istotna funkcje, poniewaz sa zdolne
do bezposredniego kompleksowania jondéw ,,metali ciezkich” Tak skompleksowane
jony transportowane s3 do wakuoli, gdzie nie stanowig juz zagrozenia.

Badania zwigzane z ta tematyka, podjete w naszej grupie wykorzystuja gatu-
nek wykazujacy zdolnos¢ akumulacji pierwiastkéw o toksycznych wlasciwosciach
(m.in. As, Pt, T1) [13]. Jest to gorczyca biata (Sinapis alba L.), rodlina powszechnie
uprawiana, a takze dziko wystepujaca w Polsce oraz w wielu innych krajach znajdu-
jacych sie w strefie klimatu umiarkowanego. Nalezy do rodziny krzyzowych (Brassi-
caceae), zwyczajowo nazywanych kapustnymi.

Oznaczenia fitochelatyn syntezowanych w tkankach roslin prowadzone s3 po
ich chromatograficznym rozdzieleniu (HPLC) wykorzystujac detektor fluorescen-
cyjny (FLD), detektor UV lub spektrometr mas z jonizacjg przez elektrorozprasza-
nie (ESI MS). Przed oznaczeniami fitochelatyn i innych zwigzkéw tiolowych, aby
zapewnic ich trwalo$¢ stosowana jest czesto derywatyzacja przedkolumnowa z uzy-
ciem monobromobimanu, ktdry reaguje z tiolami szybko w temperaturze pokojowe;j
w roztworach o pH 8, dajac tioetery charakteryzujace si¢ wysoka emisja promienio-
wania fluorescencyjnego. Zastosowanie metody HPLC FLD w derywatyzowanych
probkach roélinnych pozwolito ustali¢, czy gorczyca biala w obecnosci zwigzkow
arsenu [14], platyny, palladu, rodu czy talu syntezuje fitochelatyny. W trakcie badan
wykazano obecnos¢ fitochelatyn PC2, PC3 i PC4 w lisciach i korzeniach oraz fito-
chelatyny PC3 w fodygach gorczycy biatej uprawianej z dodatkiem nieorganicznych
soli arsenu. Zastosowanie metody HPLC ESI MS w prébkach nie poddawanych pro-
cesowi umozliwilto identyfikacje kompleksow arsenu As-PC3 i As-PC4 w korzeniach
gorczycy. W przypadku pierwiastkéw z grupy platynowcoéw najwieksze zawartosci
fitochelatyn (PC2, PC3 i PC4) znaleziono w lisciach roélin porazonych przez sole
palladu. W przypadku talu nie stwierdzono syntezy fitochelatyn. Podjeto za$ bada-
nia, ktére miaty na celu okreslenie frakcji réznych form talu wystepujacych w tkan-
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kach roslinnych, a rézniacych si¢ hydrofobowoscia. W celu okreslenia, jaka cze§é
talu zawartego w tkankach gorczycy uprawianej hydroponicznie jest fatwo rozpusz-
czalna, zastosowano ekstrakcje wodg. Wytrzgsanie w obecnosci buforu octanowego
i DTPA mialo z kolei na celu wymycie frakeji rozpuszczalnej w obecnosci jonow
kompleksujacych, a w szczegolnosci wymycie talu z ewentualnych pofaczen TI(III).
Uzycie 4% SDS (dodecylosiarczanu sodu) miato na celu sprawdzenie, czy tal wyste-
puje w roslinie w potaczeniach hydrofobowych (np. bialkowe kompleksy). Uzyskane
wyniki wskazaly, ze 50% catkowitej zawartosci talu w liSciach jest rozpuszczalna
w wodzie. Wzrost wydajnosci ekstrakcji roztworem wodnym DTPA i octanéw do
65% moze sugerowa¢, ze DTPA podstawia ligandy w stabych kompleksach z TI(III).
Poréwnywalna wydajno$¢ ekstrakeji roztworem SDS i woda $§wiadczy o braku pola-
czen hydrofobowych talu [15].

Kolejne badania dotyczyly specjacji chemicznej talu w prébkach gorczycy
bialej. Zastosowano metode LC ICP MS z kolumng anionowymienng oraz wyklu-
czania. Rozdzielenie TI(I) i TI(III) z uzyciem kolumny anionowymiennej trwa
prawie 4-krotnie krocej niz w kolumnie wykluczania, metoda ta jest jednak zbyt
malo selektywna w przypadku znacznego nadmiaru TI(I) w stosunku do TI(III).
Do takich prébek nalezy stosowaé kolumne wykluczania, aby unikng¢ nakladania
sie sygnatow obu form talu. Obecnos¢ TI(III) stwierdzono w roslinach uprawianych
w réznych warunkach - zaréwno w kulturach hydroponicznych, jak i na podlozu
stalym [16]. W uzyskanym materiale TI(III) stanowit do 10% calkowitej zawar-
tosci wyekstrahowanego T1 [10]. Wiekszy udziat formy utlenionej zaobserwowano
w przypadku roslin zdrowych, nie wykazujacych zmian w morfologii, co wskazuje
na istnienie mechanizmu obronnego, polegajacego na utlenianiu TI(I) do TI(III)
w celu jego detoksykacji [17]. Analiza pozywki, w ktdrej uprawiane byty roéliny, nie
wykazala obecnosci TI(IIT). Tal jest zatem pobierany jako TI(I) i utleniany dopiero
w tkankach roélin. Mozliwos¢ istnienia mechanizmu detoksykacyjnego Tl polegaja-
cego na jego utlenianiu potwierdzaja takze badania oddziatywan réznych form che-
micznych Tl z syntetycznymi oligonukleotydami - chelat TI(III), w przeciwienstwie
do jonéw TI(I), nie powoduje uszkodzen nici DNA [18].

4. FITOREMEDIAC]JA - OCZYSZCZANIE SKAZONEGO SRODOWISKA

Fitoremediacja jest jedng z proponowanych obecnie metod oczyszczania ska-
zonego srodowiska, szczegdlnie gleb [19]. Ta metoda, zaliczana do tzw. ,zielonych
technologii’, wymaga wskazania roé§linnych remediatoréw. Sa to takie gatunki roélin,
ktore wykazuja zdolno$é¢ zatezania znacznych ilo$ci ksenobiotykéw w swoich tkan-
kach, a takze charakteryzujg si¢ szeregiem cech pozadanych z punktu widzenia fito-
remediacji - szybkim przyrostem biomasy, niewielkimi wymaganiami glebowymi
oraz odpornoscig na niekorzystne warunki atmosferyczne.

Ocena przydatnosci gatunku do fitoremediacji rozpoczyna si¢ od jego cha-
rakterystyki w warunkach laboratoryjnych [20]. Poczatkowo badania prowadzone
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sg na roslinach uprawianych w hodowlach hydroponicznych, co pozwala na pelng
kontrole warunkéw rozwoju roslin i gwarantuje, ze jedynym stresorem jest doda-
wany do pozywki ksenobiotyk. W kregu naszych zainteresowan sg zwigzki arsenu,
talu i metali z grupy platynowcéw. Tolerancja gorczycy na obecno$¢ ksenobiotyku
okreslana jest na podstawie wizualnej oceny stanu roélin uprawianych w obecnosci
réznych stezen soli badanego pierwiastka w pozywce. Obserwowane sg nieswoiste
zmiany w morfologii roslin, obejmujace spadek produkcji biomasy, ograniczony
wzrost, odbarwienia i deformacje lisci. Najistotniejsze zmiany obserwowano u roslin
narazonych na obecno$¢ soli talu, juz wtedy, gdy jego stezenie w pozywce przekra-
czalo 100 pg L. Stopien deformacji byt wigkszy przy jednoczesnym oddziatywaniu
na roéline talu oraz kadmu [17]. Nie obserwowano znacznych efektéw fitotoksycz-
nych u roélin uprawianych w obecnosci jonéw platyny i rodu nieprzekraczajacych
500 ug L', podczas gdy rosliny narazone na obecnos¢ 500 pg L' palladu oraz wyzsze
stezenia Pt i Rh charakteryzowaly si¢ zahamowanym wzrostem oraz obsychaniem
i zmianami w kolorze lisci. Z kolei obecno$¢ zwigzkow arsenu, nawet na poziomie
1000 pg L™ nie tylko nie wptywa negatywnie na rozwdj roslin, lecz wrecz przyspie-
sza ich wzrost (Rys. 1).

Rysunek 1. Porownanie roslin pochodzacych z wybranych upraw: gorczyca biata po 4-tygodniowej uprawie
w pozywkach zawierajacych sole talu, kadmu, arsenu (500 pg L™') oraz bez obecnosci ksenobio-
tykow (K)

Figure 1. White mustard plants after 4 weeks of hydroponic cultivation in nutrient solutions containing
inorganic salts of thallium, cadmium, arsenic (500 ug L™') and without any xenobiotics (K)

Calkowitg zawarto$¢ wybranych pierwiastkow w poszczegolnych organach
rodlin oznaczono metoda ICP MS i na tej podstawie wyznaczono wspétczynniki
zatezania (AF) oraz wspoélczynniki transportu (TF). Warto$ci te postuzyly do oceny
efektywnosci pobierania ksenobiotykow z podtoza oraz ich translokacji do nadziem-
nych czesci rodliny. Gorezyca biala wykazuje zdolno$¢ zatezania znacznych ilosci
talu w tkankach (AF = 200-600), a takze efektywnie transportuje ten pierwiastek do
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nadziemnych organdw roéliny (TF > 1). Kadm przeciwnie, jest zatrzymywany glow-
nie w korzeniach, podobnie jak arsen i platynowce. Jony platyny podawane w for-
mie azotanu sg znacznie lepiej przyswajane i efektywniej transportowane do czesci
nadziemnych (AF = 50-1500; TF ~ 0,1) niz te znajdujace si¢ w formie chlorkowej
(AF = 5-1500; TF << 0,1) czy tez w postaci nanoczastek (AF = 1-200; TF << 0,1)
[21]. Zwigzki arsenu akumulowane sg gtéwnie w korzeniach gorczycy - ponad 80%,
ale w istotny sposob zalezy to od formy tego pierwiastka w pozywce. Najwyzszy
wspolczynnik translokacji (0,5-2,7) obserwowany jest w przypadku wprowadzenia
do pozywki dimetylowych pochodnych tego pierwiastka.

Kolejny etap to badania roélin uprawianych na stalym podlozu w warunkach
laboratoryjnych oraz zebranych w miejscach ich naturalnego wystepowania, takze
na terenach zanieczyszczonych. W przypadku upraw na stalym podiozu, gdzie
zachodzi czg$ciowe unieruchomienie pierwiastkow w glebie, czgsto nie obserwuje
sie zmian w morfologii roélin. Uprawy gorczycy w obecnosci osadéw dennych [10],
zawierajacych odpady przerdbki rud siarczkowych, stanowigce zrédlo skazenia
wieloma metalami, potwierdzaja zdolno$¢ gorczycy do selektywnej ekstrakeji talu
z podloza (znacznie wyzsze wspotczynniki zatezania Tl niz Cd, Zn czy Pb), co jest
interesujaca wlasciwo$cig i moze zosta¢ wykorzystane do oczyszczania metoda fito-
remediacji terendéw skazonych odpadami poflotacyjnymi, ktore w Polsce stanowig
gltéwne zrodlo zanieczyszczenia srodowiska talem [22]. Badania roélin naturalnie
porastajacych tereny skazone arsenem - takie jak trawy czy paprocie w Zlotym
Stoku - wykazaly - podobnie jak w przypadku upraw hydroponicznych, ze arsen
kumulowany jest gtéwnie w podziemnych czesciach rolin. Ale, co warto podkre-
8li¢, w lisciach traw wykazano obecnos¢ organicznych pochodnych arsenu [23].

Wyzwaniem dla wspélczesnych technologii jest dobdr korzystnych ekono-
micznie metod, ktore sa najbardziej efektywne, optacalne i zgodne z wytycznymi
dla ,zielonych technologii”. Prowadzenie fitoodzysku talu na terenie olkuskiego
rejonu wydobycia rud olowiowo-cynkowych z wykorzystaniem gatunku Sinapis
alba L. [10] bez watpienia stanowi tego rodzaju technologie. Zastosowanie fitore-
mediacji w skali technologicznej wymaga szeregu dziatan, miedzy innymi oceny
ekonomicznej oplacalno$ci. Stwierdzilismy, na podstawie danych literaturowych
i wlasnych symulacji ekonomicznych, ze ze wzgledu na parametry fizykochemiczne
gleb w rejonie olkuskim [24], zastosowanie fitoekstrakeji talu bez wspomagania
chemicznego moze nie przynies¢ pozadanych rezultatéw. Diugotrwalos¢ procesu
redukeji stezenia metali do pozadanego poziomu przemawia na ekonomiczng nie-
korzys¢ zastosowania remediacji w oparciu o fitoekstrakcje. Wymienione trudnosci
jakie dotycza fitoekstrakeji, sktania¢ moga do pochopnych wnioskéw, iz daje ona
nieoplacalne rezultaty zastosowania. Stanowi ona jednak doskonale uzupelnienie
metod tradycyjnie stosowanych w oczyszczaniu gruntéw skazonych. Warto zatem
podjac probe jej stosowania dla uzyskania trwalych efektéw oczyszczania i ochrony
gleb [25].
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5. TECHNIKA EKSTRAKCJI DO FAZY STALE]
- WYDZIELENIE I ZATEZENIE ANALITU Z PROBEK NATURALNYCH

Pierwiastki w $rodowisku bardzo cz¢sto wystepuja na bardzo niskim poziomie
stezen, ponizej granicy wykrywalnosci metod oznaczania, a ich oznaczanie jest nie-
zbedne. Aby poprawi¢ granice oznaczalno$ci procedury analitycznej nalezy analit
wydzieli¢ lub/i zatezy¢. Technika idealnie nadajaca si¢ do tego celu analitycznego
jest ekstrakcja do fazy stalej (SPE). W SPE, podobnie jak w technice chromatogra-
fii cieczowej, rozdzielenie nastepuje miedzy faze ciekly (matryca probki), a faze
stala (sorbent). Pierwszy etap ekstrakcji to przemycie sorbentu odpowiednim roz-
puszczalnikiem w celu aktywacji grup znajdujacych si¢ na nim. W drugim etapie
nastepuje wprowadzenie badanej probki. W czasie przepuszczania probki nastepuje
cze$ciowe oddzielenie matrycy. Czes¢ matrycy moze zosta¢ wspolzatrzymana na
sorbencie. Nastepnie skladniki matrycy s3 wymywane w obecnosci odpowiedniego
rozpuszczalnika, ktory nie wymyje analitu z sorbentu. Ostatni etap polega na wymy-
ciu analitu.

W badaniach wykorzystalismy metodyke SPE do wydzielenia i zat¢zenia T1(III)
z wody morskiej zawierajacej obie formy talu (TI(I)i TI(III)). Zastosowaliémy zel
krzemionkowy z grupami oktadecylowymi (SGX C18) modyfikowany chemicz-
nie poprzez nalozenie na sorbent dietyloditiokarbaminianu (DDTC). Wykazano,
ze dopiero tysigckrotny nadmiar Zn(II), Sn(II), Cd(II) oraz juz siedemsetkrotny
nadmiar Pb(II) zaburza prawidlowg prace¢ sorbentu, natomiast duzo wyzsze nad-
miary Cu(II) oraz obecnos¢ chlorkéw (do 3%) nie majg wplywu na zatezanie TI(III).
Prawidlowo$¢ dziatania sorbentu SGX C18 i trwato$¢ kompleksu TI(II)DDTC sg
zachowane w przypadku prébek o objetosci 2-20 mL. Tal(III) w postaci wewnetrz-
nego kompleksu z karbaminianem wymywano etanolem, ktéry mozna bylo odpa-
rowac¢ (zatgzenie). W probkach naturalnych, w ktorych przewazat tal (I) wzgle-
dem talu (III) zredukowana forma tego pierwiastka po etapie nakladania probki
czeSciowo pozostawala w kolumience i zawyzala wartosci odzysku TI(III). Dlatego
dodano dodatkowy etap ,domywania” TI(I) wodg DI i rozciennczonym roztworem
kwasu azotowego [26].

Oznaczanie Pt oraz Rh w préobkach gleb i piaskow zbieranych podczas diugo-
terminowego monitoringu wplywu szlakéw komunikacyjnych na stan $rodowiska
wzdluz tych tras jest praktycznie niemozliwe bez wydzielenia tych metali z matrycy
probkiiich zatezenia. W tym celu w naszych badaniach wykorzystalismy anionowy-
mienny sorbent Cellex-T. Przeprowadzona optymalizacja procedury wykazata, ze
sorbent ten efektywnie zatrzymuje platyne (>95%), natomiast nie zatrzymuje rodu
(<10%). Efektywne wymycie zatrzymanych na kolumnie platynowcéw (Pt i Pd) naj-
czeéciej prowadzone jest z wykorzystaniem roztworu tiomocznika. Na podstawie
badan stwierdzono, ze niezaleznie od pH roztworu tiomocznika jedynie odzysk
palladu jest ilosciowy (100 + 9%), podczas gdy odzysk platyny nie przekracza 75%.
Zastgpienie roztworu tiomocznika 2 mol L™ HCI pozwolito na 100% odzysk Pt, co
wigcej stwierdzono, ze platyna moze by¢ zatezona z 50 mL probki. Obecnos¢ jonow
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Pb(II), Cd(II), Zn(II), Ni(II) oraz Fe(II) nie wptywa na zatrzymanie i wymycie pla-
tyny. Opracowang procedure ekstrakcji do fazy statej zastosowano przed woltampe-
rometrycznym oznaczaniem Pt w probkach gleb. Podobnie jak w przypadku certy-
tikowanego materialu odniesienia BCR-723 (pyt drogowy) zaobserwowano znaczne
poprawienie czuto$ci i powtarzalnosci metody po procesie ekstrakeji. Wyniki otrzy-
mane metoda woltamperometryczng byly zgodne z tymi otrzymanymi metodg ICP
MS [6].

6. FRAKCJONOWANIE W BADANIU ABIOTYCZNYCH ELEMENTOW
SKAZONYCH EKOSYSTEMOW

Do abiotycznych elementdéw srodowiska przyrodniczego zalicza si¢ wode oraz
glebe, ktore pozostaja w Scislej zaleznosci z biocenozg. Skladaja sie one z roztwo-
réw, substancji mineralnych oraz fazy organicznej, ktéra jest srodowiskiem zycia
dla wielu organizméw. Odgrywaja one wazng role w funkcjonowaniu ekosystemow,
a takze w obiegu pierwiastkéw w srodowisku, dlatego tak wazne jest ich badanie
i to nie tylko oznaczanie catkowitych zawartosci ksenobiotykéw. Bardzo istotna jest
ocena ich mobilno$ci, wskazanie faz odpowiadajacych za ich retencj¢. Tego typu
analize nazywa si¢ analizg specjacyjna. Szczeg6lnym przypadkiem tego typu ana-
lizy jest frakcjonowanie. Frakcjonowanie to proces klasyfikacji analitu lub grupy
zwigzkow ze szczegdlnej probki wzgledem ich fizycznych (rozmiar, rozpuszczal-
nos$¢) lub chemicznych (wigzania, reaktywnos¢) wiasciwosci. Izolujac okreslona
frakcje i okreslajac jej sklad ilosciowy oraz jakos$ciowy prowadzimy frakcjonowa-
nie definiowane operacyjnie. W tym ujeciu, pod pojeciem frakeji, rozumiane jest
ilosciowe zdefiniowanie analitu wymywanego okreslonym ekstrahentem w danych
warunkach. Gtéwnym narzedziem pracy analitycznej z osadami, a takze z glebami,
jest ekstrakcja probki statej roztworem okreslonego reagenta. Ekstrakcja tego typu
zwana jest potocznie SLE z angielskiego Solid Liquid Extraction. Natomiast jako faza
rozumiana jest ta cz¢$¢ osadu, z ktdrej uwalniana jest frakcja w danych warunkach
[27].

Ekstrakcje pojedyncza, czyli jednokrotne dzialanie danym odczynnikiem
na porcje osadu, stosuje sie najczesciej w celu okreslenia mobilnoéci oraz biodo-
stepnosci pierwiastkdw toksycznych lub substancji odzywczych dla roslin. Przez
biodostepnos¢ rozumiana jest tu ekstrapolacja dostepnosci na podstawie ogolnie
przyjetych schematéw ekstrakcji typu SLE badanych pierwiastkéw dla organi-
zmow zywych. Pojecie mobilnosci definiuje ilos¢ analitu, ktéra w wyniku zmian np.
potencjatu ,,redox” lub pH gleby moze ulec transformacji i redystrybucji w obrebie
badanej matrycy. Ekstrakcja pojedyncza kwasem octowym jest powszechnie akcep-
towanym narzedziem analitycznym w definiowaniu mobilnosci metali w glebach.
Mozna skroci¢ czas trwania ekstrakeji z 16 godzin do 45 minut wspomagajac ja
ultradzwigkami [28]. Wykorzystujac pojedyncze ekstrakcje kwasem octowym, octa-
nem amonu oraz nadtlenkiem wodoru stwierdzilismy, ze 15% calkowitej zawartosci
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metali w zawiesinie odciekow tatwo zostanie wymyta podczas procesu biodegrada-
cji odpadow.

Ekstrakcja w uktadzie sekwencyjnym polega na nastepujacych kolejno po sobie
wymyciach z tej samej probki z uzyciem ekstrahentéw o coraz wiekszej mocy. Kaz-
dym z kolejnych roztwordéw dziala si¢ na pozostato$¢ probki po reakeji z poprzed-
nim odczynnikiem. Stosowanie ekstrakcji sekwencyjnej daje szerszy obraz wigzania
wybranych ksenobiotykéw z matryca gleby. Wskaza¢ mozna poszczegolne frakcje
mineralne odpowiadajgce za retencje wybranych analitéw oraz okresli¢ warunki,
kiedy zostang one wtaczone w obieg chemiczny. W przypadku osaddw takie badania
tez byly prowadzone, i potwierdzily teze, Ze weglany sg gtéwnym zrédtem mobilnych
metali domieszkujacych rudy Pb-Zn [29].W przypadku odpadéw z hald odpadow
przemystu metalurgicznego zastosowanie frakcjonowania w ukladzie ekstrakeji
sekwencyjnej jest zrédtem cennych informacji o mobilnosci przed i po biolugowa-
niu okreslonymi szczepami bakterii [30, 31].

Specjacja fizyczna uwzglednia wystepowanie analitu w badanej probce
w postaci wolnej badz zwigzanej. W przypadku probek wod czes¢ analitu wystepuje
W postaci rozpuszczonej, za$ pozostala czg$¢ zwigzana jest z zawiesing. Przesaczenie
probki na saczku umozliwia rozdzielenie obu frakcji. W przypadku prébek wod-
nych najczesciej w celu rozfrakcjonowania stosuje si¢ saczenie na filtrze o $rednicy
0,45 pm. Wykorzystujac pofaczenie frakcjonowania fizycznego (filtracja) w ukladzie
pojedynczym i sekwencyjnym oraz ekstrakcji chemicznej z fazy zawiesiny udalo sie
oceni¢ zawarto$¢ catkowita [24] oraz udzialy poszczegdlnych frakcji w tej zawar-
tosci dla szeregu metali w wodzie odpadowej. Stwierdzono, Ze zawiesina odgrywa
istotng role w ich dystrybucji [9], a zmienno$¢ opadéw jest czynnikiem istotnym
w ograniczeniu migracji tych metali, szczegdlnie w rejonach silnej eksploatacji z16z
rud metali.

PODSUMOWANIE

Nasza praca badawcza jest nie tylko zwigzana z badaniami podstawowymi, stu-
zacymi zrozumieniu natury zjawisk zachodzacych w srodowisku naturalnym. Cze-
sto jej efekty moga by¢ bezposrednio wykorzystane w procesie oceniania skutkéw
skazenia roznych ekosystemoéw. Dostarczajg narzedzi — procedur analitycznych,
ktére definiuja metode pobrania i przygotowania probki, podaja sposéb rozktadu
probki oraz jej analizy, a takze metodyke oceny jako$ci uzyskanych wynikow.
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ABSTRACT

Monitoring of dioxygen levels is of utmost importance from the view-point of
life processes, medical diagnostics, nutrition and chemical industries. In all these
measurements both low and high levels of this element are important. The common
methods for the determination of dioxygen are the Winkler method, Clark electrode
and pulsoxymeters. A new, already strong field of research can be now recognized
- the development of miniaturized biosensors of dioxygen, characterized by short
response time, selectivity and utility in continuous monitoring of dioxygen. This
trend can be seen in all fields where analytical methods are applied. The aim is to
construct simple and, therefore, low cost devices and a good example of such device
is the enzymatic biocathode sensitive towards dioxygen. The main issue in the con-
struction of such electrodes is how to immobilize a redox enzyme on the conductive
support in a way allowing to retain its full activity and to provide efficient transfer
of charge between the electrode and the active centres of the enzymes. The difficulty
in achieving suitable electrical contact can be solved by applying suitable carbon
nanomaterials, increasing the working surface of the electrode and providing access
to the active centres of the enzyme molecules.

Keywords: determination of oxygen, dioxygen reduction, bioelectrocatalysis, oxy-
gen biosensor, laccase, carbon nanotubes

Stowa kluczowe: oznaczanie tlenu, redukcja tlenu, bioelektrokataliza, bioczujnik tle-
nowy, lakaza, nanorurki weglowe
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WPROWADZENIE

W stanie podstawowym budowa czasteczki tlenu jest trypletowa o nietypo-
wej konfiguracji elektronowej z dwoma niesparowanymi elektronami na dwoch
antywigzacych orbitalach. Jest ona energetycznie trwalsza od bardziej reaktywnego
stanu singletowego bedacego najnizszym stanem wzbudzonym ditlenu. Catkowita
czteroelektronowa redukcja tlenu prowadzi do powstania wody, natomiast produkty
niecatkowitej redukcji sg okreslone jako reaktywne formy tlenu (ROS) [1].

Do reaktywnych form tlenu zaliczamy: anionorodnik ponadtlenkowy (O,"),
rodnik wodoronadtlenkowy (HO;), nadtlenek wodoru (H,O,), rodnik hydrok-
sylowy (OH®), ozon (O,) oraz wszystkie produkty powstajace w wyniku reakcji
wymienionych form ze zwigzkami organicznymi [2]. Wiadomo réwniez, ze czas-
teczka ditlenu pod ci$nieniem > 20 GPa przechodzi w odmiang czteroatomowa
(O, — ,,czerwony” tlen) o wysokiej energii wewngtrzne;j.

Tlen jest pierwiastkiem biogennym, niezbednym organizmom aerobowym —
w tym cztowiekowi, do przeprowadzenia oksydacyjnej fosforylacji, bedacej w pro-
cesie oddychania najwazniejszym etapem pozyskiwania wysoce bogatego w ener-
gi¢ kwasu adenozynotrifosforowego (ATP); z drugiej strony tlen i jego zwigzki
moga uszkadza¢ sktadniki komorek. Stwierdzono, ze podwyzszone st¢zenie tlenu
wywoluje odczuwalne zaburzenia drég oddechowych oraz podnosi cisnienie krwi
i wywoluje kwasice (a nawet prowadzi do $mierci organizmow, np. ryb). Ponadto
reaktywne formy tlenu zaburzaja funkcje komorek. Prowadza miedzy innymi do
pekniec 1 uszkodzen nici DNA, degradacji rybozy, rozpadu erytrocytow, uszkodzen
chromosomdw, powstawania mutacji, stajgc si¢ przyczyng stanow chorobowych,
przede wszystkim w warunkach ostabionej ochrony antyoksydacyjnej, a takze pro-
cesOWw starzenia [3—5]. Stezenie tlenu rozpuszczonego w wodzie decyduje glow-
nie o warunkach zycia organizmoéw wodnych, procesach rozktadu w oczyszczaniu
sciekow, uzdatnianiu wody. Detekcja i oznaczanie tlenu jest wigc bardzo wazne
z punktu widzenia ochrony §rodowiska, medycyny, przemystu spozywczego i che-
micznego. Oznaczanie tlenu od stu lat wykonywano stosujagc metode Winklera [6],
natomiast dzi§, w wielu normach, uznawane sa metody wykorzystujace pomiar
elektrochemiczny.

1. METODY OZNACZANIA TLENU ROZPUSZCZONEGO W WODZIE

Tlen rozpuszczony w wodzie umozliwia zycie wodnych organizméw. Zawar-
to$¢ tlenu w wodzie jest najwazniejszym wskaznikiem jej jakosci, dlatego jego
pomiar jest istotnym elementem w uzdatnianiu wody, w hodowli ryb i oczyszczaniu
Sciekéw [5].

Iloé¢ tlenu rozpuszczonego w wodzie zalezy od wielu czynnikéw. Pierwszym
z nich jest temperatura wody, gdyz rozpuszczalno$¢ gazéw maleje wraz z jej wzro-
stem, co opisuje rownanie Clausiusa-Clapeyrona. Obok temperatury na rozpusz-
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czalno$¢ tlenu w wodzie wplywa ci$nienie zewnetrzne — wraz z jego spadkiem
rozpuszczalnosé gazow maleje. Warto tez zaznaczy¢ wplyw zasolenia; wraz z jego
wzrostem rozpuszczalno$¢ tlenu zmniejsza sie. Z drugiej strony proces fotosyntezy
zachodzacej w wodzie stanowi zrédto tlenu, co zwigksza nasycenie gazem zbiornika
wodnego.

Do oznaczania zawarto$ci rozpuszczonego tlenu w wodzie stosuje si¢ znana
od ponad stu lat metode Winklera [6]. Do badanej probki wody dodaje si¢ nad-
miar MnSO,, a nastepnie alkalizuje, czego wynikiem jest powstanie bialego osadu
Mn(OH),. Obecny w prébce tlen utlenia Mn(II) do Mn(IV). Nastepnie zakwasza si¢
roztwor i dodaje jodku potasu KI, ktéry pod wplywem jonéw Mn(IV) wydziela jod
w ilosci rownowaznej zawartosci tlenu rozpuszczonego w wodzie. Kolejnym kro-
kiem jest oznaczanie tlenu przez miareczkowanie wolnego jodu tiosiarczanem sodu
wobec skrobi jako wskaznika. Omoéwione reakcje maja postac:

Mn*" + 20H - Mn(OH),
2Mn(OH),+ O, 2MnO,xH,0
MnO,xH,0 + 4H' > Mn*" + 3H,0
Mn*" + 21 > Mn™ + 1,
I,+28,0,">S,0> +2[

Metoda Winklera obarczona jest szeregiem wad. W oznaczaniu tlenu przeszka-
dzaja substancje o wlasciwos$ciach utleniajacych i redukujacych zawarte w badane;j
probce wody. Ponadto metoda nie umozliwia oznaczen bardzo matych ilosci tlenu;
stosuje si¢ ja w przypadku stezen wyzszych niz 0,5 mg/l. Kolejna komplikacja
wynika ze sposobu pobierania i przechowywania probki, gdyz nie moze ona stykaé
si¢ z powietrzem.

Nowsze, komercyjne sposoby detekcji tlenu polegajg na zastosowaniu metod
kolorymetrycznych. Do oznaczania tlenu w zakresie stezen od 0,2-15 ppm uzywa
sie wskaznika indygokarminy. W formie zredukowanej wskaznik jest zdtty, nato-
miast w formie utlenionej przybiera barwe niebieska, ktdrej intensywno$¢ zalezy
proporcjonalnie od stezenia rozpuszczonego tlenu. Metoda oznaczania bardzo
niskich stezen tlenu w zakresie ppb wymaga zastosowania jako wskaznika rodazyny
D. W wyniku reakcji z tlenem wytwarza si¢ barwny produkt o zabarwieniu jasno-
rézowym do intensywnie fioletowego w zalezno$ci od iloéci tlenu rozpuszczonego
w wodzie. Obie metody sg niepodatne na zmiany temperatury, obecnos¢ soli, hydra-
zyny i siarczkow [7].



756 R. BILEWICZ, J. BIERNAT, S. DRAMINSKA

2. ELEKTROCHEMICZNE METODY OZNACZANIA TLENU
W ROZTWORZE

2.1. MEMBRANOWA ELEKTRODA TLENOWA CLARKA

Elektroda tlenowa Clarka jest amperometrycznym czujnikiem do pomiaru
stezenia tlenu w roztworze. W klasycznym zestawieniu jest uktadem dwuelektrodo-
wym. Anode stanowi elektroda chlorosrebrowa zanurzona w roztworze elektrolitu
KCl. Katodg, na ktérej zachodzi redukcja tlenu jest z reguty platyna lub ztoto. Zasad-
niczym elementem konstrukcyjnym elektrody Clarka jest potprzepuszczalna mem-
brana, ktora zabezpiecza uklad przed przenikaniem zanieczyszczen do naczynka
pomiarowego. Najczesciej wykorzystywanym materiatem do budowy membran jest
teflon lub polietylen, przez ktore tlen swobodnie przenika, w przeciwienstwie do
innych gazoéw [8]. Na anodzie zachodzi utlenianie srebra, ktore wchodzi w reak-
cje z jonami chlorkowymi elektrolitu, natomiast na katodzie tlen ulega procesowi
redukgji:

ANODA 4 Ag + 4 CI' > 4AgCl + 4e”
KATODA O, + 4H" + 4e - 2H,0

Odpowiedz chronoamperometrycznego czujnika tlenowego odczytywana jest
poprzez pomiar wzrostu pradu, zwiazanego ze wzrostem stezenia lub cisnienia par-
cjalnego tlenu. W ostatnich latach mozna zaobserwowaé wyrazny trend zmierzajacy
do opracowania nowoczesnych, miniaturowych ukfadéw stosowanych do detekeji
tlenu. Mikroczujnik moze stuzy¢ do oznaczen w nieruchomym roztworze wodnym,
w osadach lub nawet wewnatrz tkanek roslinnych. Istotng role odgrywa tu grubos¢
i wielko$¢ stosowanej membrany; im jest ona cienisza tym ilo$¢ zuzytego tlenu jest
mniejsza, a pomiar staje si¢ niezalezny od mieszania [9]. Modyfikacja standardowej
konstrukeji elektrody Clarka moze by¢ przeznaczona do detekcji réwniez innych
gazéw np. CO, CL, H,S.

2.2. KONSTRUKCJE ELEKTRODY CLARKA

Wuiwspotpracownicy [10] skonstruowali elektrode Clarka, stuzaca do pomiaru
ilo$ci zuzytego tlenu przez komoérki HeLa. Pobierajg one tlen w celu pozyskiwania
wysoce bogatego w energie ATP, dzieki czemu mozna oszacowaé ich aktywnos¢.
Przedstawiony uklad sktada si¢ ze zbiornika zbudowanego z dimetylopolisiloksanu
(PDMS), membrany przez ktéra dyfunduje tlen (OPM) oraz szklanego podioza
z systemem trzech elektrod. Hydrofobowa powierzchnia membrany zostata dodat-
kowo zmodyfikowana grupami aminowymi w celu poprawy adhezji HeLa. Sche-
mat opisanego ukladu przedstawia Rysunek 1.
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Reservoir

ass subatrate

Rysunek 1. Konstrukeja elektrody Clarka do pomiaru aktywnoéci oddychania komérek HeLa; WE - elek-
troda pracujgca, RE - elektroda referencyjna, CE - elektroda pomocnicza [10]

Figure 1. The construction of Clark electrode for measuring the respiratory activity of HeLa cells, WE -
working electrode, RE - reference electrode, CE - auxiliary electrode [10]

W zbiorniku umieszczano roztwory réznigce sie stezeniem rozpuszczonego
tlenu. Zalezno$¢ natezenia pradu od stezenia tlenu jest prostoliniowa ze wspolczyn-
nikiem korelacji r* = 0,993. Sprawdzano réwniez zuzycie tlenu przez komoérki HeLa
w réznym czasie. Otrzymane rezultaty wskazujg, ze ilo§¢ pobranego tlenu wzrasta
wraz z czasem adhezji HeLa na powierzchni PDMS OPM.

Suzuki i wspdlpracownicy [11] skonstruowali zminiaturyzowana elektrode
Clarka do pomiaru ci$nienia parcjalnego w analizowanych prébkach krwi. Uktad
zbudowany jest z katody (srebro) i anody (elektroda chlorosrebrowa), ktore two-
rzg cienki film na szklanym podlozu. Do badan wykorzystano katody réznigce si¢
rozmiarami. Ponadto warstwa silikonu utrzymuje mikropojemnik z elektrolitem na
powierzchni szkla oraz spetnia funkcje ochronne. Zasadniczym elementem struk-
turalnym elektrody Clarka jest membrana przepuszczalna dla tlenu. Opisang kon-
strukcje przedstawia rysunek ponizej (Rys. 2):

Anode (Ag/AgCl
Cathode (Ag) —2node (ApAgCh

Polyvimide —

Rysunek 2. Katoda i anoda na szklanym podlozu [11]
Figure 2. The cathode and anode on a glass substrate [11]

Wyniki uzyskane za pomocg elektrody Clarka poréwnano z warto$ciami zmie-
rzonymi analizatorem krwi. Wykorzystujac do pomiaréw uklad z mniejsza katoda
otrzymane warto$ci byly poréwnywalne do tych uzyskanych przez analizator.
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W oparciu o budowe elektrody Clarka konstruuje sie czujniki do oznaczania
réwniez innych zwigzkéw. Uzywajac dehydrogenazy alkoholowej i oksydazy alko-
holowej, ktdre zostaly unieruchomione na nylonowej membranie mozna oznaczaé
etanol w napojach alkoholowych [12]. Do detekeji zwigzkéw fenolowych wyko-
rzystuje si¢ membrany z octanu celulozy z immobilizowang tyrozynaza, enzymem
zawierajagcym w centrum aktywnym atomy miedzi. Uktad ten postuzyl do oznacza-
nia katecholu przy granicy wykrywalnosci réwnej 1 uM [13].

Elektroda Clarka wymaga zewnetrznego zasilania elektrycznego, dos¢ czestej
kalibracji i wymian membrany. Rozwigzaniem tych niedogodnosci jest stosowanie
dobrze zaprojektowanego tlenomierza Mackeretha z krotkim czasem odpowiedzi.
Katode stanowig metale szlachetne, natomiast anoda wykonana jest z Zn, Cd, Pb
(14, 15].

2.3. KATALIZATORY REDUKCJI TLENU

Proces elektroredukgji tlenu jest wieloelektronowy i sklada si¢ z kilku etapow
zaleznych od pH badanego roztworu [16, 17]:

bezposrednia czteroelektronowa redukeja tlenu do wody w $rodowisku kwa-
snym lub do jonéw hydroksylowych w srodowisku zasadowym

O,+4H" +4¢ ->2H 0O
dwuelektronowa redukeja tlenu do nadtlenku wodoru
O,+2H" +2¢ -> H)0,
powstaly nadtlenek wodoru jest dalej redukowany do wody
H,0,+2H" +2¢ - 2H,0
lub jest rozktadany katalitycznie na powierzchni elektrody:
2H,0,-2H0+0,

Proces redukgji tlenu zalezy réwniez od rodzaju zastosowanej elektrody. Na
elektrodzie platynowej zachodzi redukcja ditlenu do wody, ktérej mechanizm sklada
sie z dwoch etapow. Pierwszy etap to adsorpcja czasteczki tlenu na platynie, prowa-
dzacy w konsekwencji do wytworzenia nadtlenku wodoru. Z kolei w drugim etapie
nadtlenek wodoru ulega redukcji do wody [18]. Ze wzgledu na wysoka cene oraz
wrazliwo$¢ platyny na zanieczyszczenia zaczeto stosowac inne rozwigzania. Inte-
resujagcym materialem katalitycznym do redukeji tlenu s3 makrocykliczne zwigzki
metali przejsciowych MN4. Sg to np. polaczenia porfiryn i ftalocyjanin z jonami
metali (Cr, Mn, Co). Charakteryzujg si¢ one dos¢ wysoka aktywnoscig katalityczna;
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z drugiej strony sa malo trwale i zwykle produktem redukcji nie jest woda, a nad-
tlenek wodoru. Dowiedziono, ze obrdébka termiczna materiatu poprawia jego stabil-
no$¢ i wlasciwosci katalityczne [19, 20].

Gléwna trudno$cig w praktycznym zastosowaniu procesu redukeji tlenu na
materialach weglowych, zastepujacych katalizatory zawierajace metale, jest przede
wszystkim zbyt duzy nadpotencjal oraz stosunkowo niskie wartosci gestosci pradu.
Elektrochemiczna redukeja tlenu na niemodyfikowanej elektrodzie z wegla szkli-
stego zachodzi przy potencjale -0,6 V wzgledem elektrody chlorosrebrowej. Ponadto
proces ten jest dwuelektronowy i przebiega z wytworzeniem nadtlenku wodoru
jako produktu finalnego. Modyfikacja powierzchni elektrody za pomocg nanorurek
weglowych prowadzi do przesuniecia potencjatu redukeji tlenu w strone bardziej
dodatnich wartosci. W przypadku elektrody pokrytej nanorurkami weglowymi
redukgja tlenu zachodzi przy potencjale ok. -0,1 V wzgledem elektrody chlorosre-
browej. Zastosowanie nanomaterialéw weglowych powoduje takze wzrost pradu
ze wzgledu na fakt zwigkszenia fizycznej powierzchni elektrody oraz poprawy jej
przewodnictwa. Wiasciwosci nanorurek weglowych pozwalajg na ich modyfikacje,
ktora ma na celu przytaczenie réznych grup funkcyjnych do ich powierzchni. Dzieki
temu uzyskujemy material o pozadanych wtasciwo$ciach fizykochemicznych. Do
funkcjonalizacji wykorzystuje si¢ obecnos¢ grup karboksylowych, wynikajacych
z defektow struktury [21]. Modyfikacja moze odbywac¢ sie na koncach nanorurek
lub na powierzchni $cian bocznych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze osiagniety poten-
cjal jest daleki od wartosci potencjalu formalnego procesu redukcji tlenu. W celu
skonstruowania optymalnej biokatody zaczeto poszukiwaé rozwigzan zapropono-
wanych przez nature czyli enzymoéw. Redukcja tlenu katalizowana enzymem naste-
puje niemal bez nadnapiecia. Najistotniejsza zaletg stosowania nanomaterialow
weglowych jest mozliwo$¢ zaobserwowania bezposredniego przeniesienia elek-
tronu pomiedzy centrum aktywnym enzymu a powierzchnig elektrody [22-27].
Najczesciej wykorzystywanymi biokatalizatorami sa oksydoreduktazy miedziowe,
zawierajace w swojej strukturze co najmniej cztery atomy miedzi. Szczegdlna uwaga
pos$wigcona jest lakazie i oksydazie bilirubiny [28-33].

W ostatnich pracach naszej grupy scharakteryzowany zostal proces redukcji
tlenu na elektrodach modyfikowanych nanorurkami weglowymi z resztami aroma-
tycznymi o zréznicowanej strukturze i z zaadsorbowang lakazg [34-38]. Wykazali-
$my, ze nanorurki modyfikowane grupami fenylowymi, naftylowymi, bifenylowymi,
antrylowymi oraz terfenylowymi skutecznie zwiekszaja ilo$¢ zaadsorbowanego
enzymu oraz umozliwiaja trwale jego unieruchomienie, eliminujgc przy tym mozli-
wos¢ denaturacji. Obecnos$¢ pierscieni aromatycznych, posiadajacych uktad sprze-
zonych wigzan podwojnych, ktére z tatwoscia wnikaja do hydrofobowej kieszeni
enzymu, utatwia bezposrednig wymiane elektronéw miedzy powierzchnig elektrody
a centrum aktywnym enzymu [33].

Karaskiewicz i wspotpracownicy [39] zbadali wplyw jednosciennych nanorurek
z przylaczonymi perfluorowanymi grupami aromatycznymi i zaadsorbowang lakaza
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na proces redukcji tlenu. W przypadku zastosowania nanorurek z perfluorowanym
podstawnikiem otrzymano cztery razy wyzszy prad katalityczny w poréwnaniu
z jedno$ciennymi nanorurkami naftylowanymi (Rys. 3). Otrzymane wartosci gesto-
$ci pradu, swiadcza o duzej zdolnosci akumulowania tlenu przez zwigzki fluoru.
Fala katalityczna redukcji tlenu w kazdym ze stosowanych wariantéw nanorurek
rozpoczyna si¢ przy potencjale 0,6 V wzgledem elektrody chlorosrebrowej, nato-
miast potencjal potfali jest bardzo bliski potencjalowi formalnemu lakazy, a takze
formalnemu potencjalowi procesu 4e redukgji tlenu do wody.
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Rysunek 3. Poréwnanie woltamogramoéw cyklicznych dla elektrody z wegla szklistego GCE modyfikowanej
nanorurkami naftylowanymi i lakaza (krzywa czerwona) oraz GCE modyfikowanej nanorurkami
perfluorowanymi ze zwigzang lakaza (krzywa niebieska), pomiar w buforze natlenionym i odtle-
nionym Mcllvainea pH 5,3, v =1 mV/s [39]

Figure 3. Comparison of cyclic voltammograms recorded GCE modified with naphthylated carbon nanotu-
bes and adsorbed laccase (red curve) and GCE modified with perfluorophenylated carbon nano-
tubes with laccase (blue curve), the measurements were done in the oxygenated and deoxygenated
(black curve) Mcllvaine buffer solution, pH 5,3, v=1 mV/s [39]

Kolejnym etapem byto zbadanie wplywu miejsca modyfikacji nanorurek i dtu-
gosci tancucha podstawnika na warto$¢ gestosci pradu. Elektrody modyfikowano
nanorurkami perfluoro-arylowymi o réznej dltugosci podstawnika przylaczonego
do $cian bocznych lub do konicéw nanorurek (Rys. 4).
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Rysunek 4.  Woltamogramy cykliczne zarejetrowane dla elektrody pokrytej nanorurkami perfluorowanymi
(A, B, C) i lakaza w buforze Mcllvainea pH 5,3 natlenionym (krzywa czerwona) i odtlenionym
(krzywa czarna); v =1 mV [39]

Figure 4. Cyclic voltammograms recorded for the electrode covered with perfluorophenylated carbon
nanotubes (A, B, C) and adsorbed laccase in oxygenated (red curve) and deoxygenated (black
curve) Mcllvaine buffer solution, pH 5,3; v =1 mV/s [39]

Najwyzsza gesto$¢ pradu uzyskano na elektrodzie pokrytej nanorurkami
modyfikowanymi na $cianach (Rys. 4A). Z przeprowadzonych badan wynika, ze
zwiekszenie dlugosci tacznika wplywa negatywnie na warto$¢ pradu katalitycznego
ze wzgledu na utrudniony transport elektronu pomigdzy enzymem i elektroda
(Rys. 4B,C). Przedstawione powyzej rozne modyfikacje biokatod wskazuja na moz-
liwo$¢ opracowania wydajnej bioelektrody do katalitycznej redukcji tlenu i wyko-
rzystania jej w konstrukeji bioczujnikéw lub bioogniw paliwowych.

2.4. BIOCZUJNIKI TLENU

Dynamiczny rozwdj technologii, diagnostyki medycznej oraz zaostrzajace si¢
wymogi ochrony $rodowiska stwarzaja potrzebe rozwoju metod analitycznych i sys-
temow kontroli jakosci. Typowe metody analizy chemicznej pomimo wielu zalet
staja sie malo przydatne tam gdzie pozadane jest szybkie, w pelni zautomatyzowane
oznaczanie, a nawet monitorowanie. Ponadto w wiekszosci wymagajg one stoso-
wania drogiego i skomplikowanego sprzetu laboratoryjnego. Wymienione wyzej
warunki spefniajg bioczujniki ze wzgledu na szeroki wachlarz mozliwo$ci konstruk-
cyjnych. W ostatnim czasie mozna zaobserwowac silny trend zwiazany z udosko-
nalaniem i modyfikowaniem dotychczas juz znanych uktadéw poprzez poprawe
wlasciwosci, parametrow pracy i miniaturyzacj¢. Do podstawowych elementow bio-
sensora mozna zaliczy¢ warstwe receptorowg zbudowang z materiatu biologicznego,
odpowiedzialng za rozpoznanie analitu oraz element przetwornikowy. Atrakcyjnos¢
bioczujnikéw wynika z duzej selektywnosci, ktdra jest scisle okreslona przez zasto-
sowanie wlasciwych biokatalizatoréw [40]. Z medycznego punktu widzenia duzym
atutem jest mozliwo$¢ stworzenia nieinwazyjnego urzadzenia, charakteryzujacego
sie fatwos$cig obstugi, prostotg budowy, a co za tym idzie niskim kosztem produkcji.
W tym celu nalezy stosowac tanie materiaty, ktore sa rozpowszechnione i fatwe do
wytworzenia [41].
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Bioczujniki tlenowe znajduja zastosowanie w analizie probek srodowiskowych,
przemystowych oraz w diagnostyce medycznej, zapewniajac wczesne wykrywanie
problemoéw i punktéw kryzysowych.

Pita i wspdlpracownicy [42] opracowali biosensor wrazliwy na tlen w roztwo-
rze i plynach fizjologicznych. W tym celu wykorzystali zlotg elektrode dyskowsa,
pokryta nanoczastkami zlota AuNPs ze zwigzang kowalencyjnie oksydaza biliru-
biny wyizolowana z Myrothecium verrucaria. Centrum aktywne enzymu, podob-
nie jak lakazy zawiera cztery atomy miedzi. Enzym charakteryzuje si¢ niezwykla
odpornoscig na dzialanie jonéw halogenkowych, w szczegdlnosci Cl'. Przewagg
oksydazy bilirubiny nad réwnie powszechnie stosowang lakaza jest maksymalna
aktywno$¢ enzymu w srodowisku obojetnym. Otrzymano liniowg odpowiedz tak
skonstruowanego biosensora w szerokim zakresie stezenn od 6-300 uM z granicg
oznaczalno$ci réwna 6 + 1 uM.

Gutierrez-Sanchez i wspotpracownicy [43] skonstruowali biosensor do moni-
torowania tlenu w roztworze. W tym celu uzyli elektrody grafitowej z kowalencyjnie
unieruchomiong lakazg Trametes hirsuta. Ztozony proces unieruchamiania enzymu
na powierzchni elektrody doprowadzit do stworzenia biosenora o duzej odtwarzal-
nosci i selektywnosci z granicg wykrywalnosci ponizej 1 uM.
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Rysunek 5. Chronoamperometryczna zalezno$¢ gestosci pradu od czasu zarejestrowana w ukladzie z katoda
pokryta naftylowanymi nanorurkami weglowymi i lakaza, dla réznych stezen tlenu w roztworze
buforu Mcllvaine’a o pH 5,3. Potencjal: 0,3 V [44]

Figure 5. Chronoamperometric current density vs time plots recorded using the cathode covered with
naphthylated carbon nanotubes and adsorbed laccase in Mcllvaine buffer solution, pH 5.3 conta-
ining different oxygen concentrations. Potential: 0.3 V [44]

Kizling i wspolpracownicy [44] skonstruowali biosensor do monitorowania
stezenia tlenu w roztworze. W tym celu zmodyfikowano elektrode GCE (0,008 cm®)
wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi, posiadajacymi na koncach grupy naf-
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tylowe, ktére skutecznie wigzaly lakaze na elektrodzie oraz zapewnialy kontakt
elektryczny przewodzgcego podloza z centrami aktywnymi enzymu. W celu scha-
rakteryzowania ukfadu wykorzystano metode woltamperometrii cyklicznej i chro-
noamperometrii. Wielko§¢ pradu katalitycznego byla rejestrowana w funkgji czasu
dla réznych stezen tlenu przy stalym potencjale 0,3 V (Rys. 5.). Zalezno$¢ pradu od
stezenia byla liniowa w zakresie 1 uM-0.35 mM (Rys. 6.).
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Rysunek 6. Krzywa kalibrowania: zalezno$¢ pradu katalitycznego od stezenia tlenu [44]
Figure 6. Calibration plot showing the dependence of catalytic current on oxygen concentration [44]

Jako Zrédta mocy dla minipotencjostatu potgczonego z biosensorem tlenowym
uzyto bioogniwa. Jako biokatode zastosowano papier weglowy (CP) pokryty row-
niez wielo$ciennymi naftylowanymi nanorurkami weglowymi z zaadsorbowana
lakazg Trametes versicolor. Anode stanowil réwniez papier weglowy pokryty kom-
pozytem celulozy i polipirolu z dehydrogenazg fruktozy (FDH). W naszym zespole
trwajg testy ukladu oraz proby miniaturyzacji czujnika tlenowego do oznaczania
stopnia nasycenia krwi tlenem. Kontrola nasycenia tlenem jest jednym z gléwnych
badan wykonywanych u inkubowanych noworodkéw oraz pacjentéw w $piaczce
farmakologicznej Wykorzystuje si¢ w tym celu zjawisko dyfuzji tlenu przez skore,
dzieki czemu nie jest konieczne pobieranie krwi do badan. Opracowana koncepcja
biosensora ma duze szanse komercyjnego sukcesu na rynku.

Falk i wspdtpracownicy [45] opracowali bioczujnik z wlasnym zrodlem zasila-
nia i bezprzewodows transmisja sygnatu. Urzadzenie dziata jako bioczujnik weglo-
wodanow i tlenu. Sklada sie¢ ono z bezprzewodowego urzadzenia elektronicznego,
nadajnika radiowego i oddzielnych czujnikowych bioelektrod. Powyzsze elementy
sg zasilane energig elektryczng z enzymatycznego ogniwa paliwowego, dostarczaja-
cego wystarczajacg energie, i napiecie wymagane do dziatania czgsci elektronicznej.
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W Zespole Profesora Stanistawa Glgba skonstruowano szereg bioczujnikéw
potencjometrycznych, amperometrycznych oraz optycznych z wykorzystaniem
zmian barwy pod wptywem reakcji redoks. Modyfikowana oksydazg glukozy war-
stwa blekitu pruskiego postuzyta do konstrukeji optycznego czujnika glukozy [46].
Amperometryczny czujnik z warstwa kompozytowa blekitu pruskiego, pochodnej
polipirolu oraz oksydazy glukozy wykorzystano do oznaczania glukozy na podsta-
wie redukeji enzymatycznie wytworzonego nadtlenku wodoru [47]. Unierucho-
mienie enzymu na sfunkcjonalizowanym polimerze prowadzi do znacznie efektyw-
niejszej dynamiki transportu fadunku i poprawy stabilno$ci enzymu. Weze$niejsze
prace w tym zespole obejmowaly konstrukcje biosensordéw potencjometrycznych do
oznaczania analitéw na bazie elektrod z membranami jonoselektywnymi [48-52].
W czujniku na mocznik, membrang z polichlorku winylu modyfikowano grupami
aminowymi, ktore stuzyly do kowalencyjnego wigzania enzymu - ureazy [48]. Elek-
trody jonoselektywne na jon amonowy zatosowano w uktadach przeptywowych do
monitorowania procesu hemodializy [50, 51]. W zalezno$ci od badanego analitu
stosowano réowniez keratynazy i arginazy. Otrzymane biosensory charakteryzowaty
sie wysoka czuloécia, stosunkowo krotkim czasem odpowiedzi, trwaloscig i diugim
czasem zycia (ponad 1 miesigc). Polaczenie bioczujnikéw elektrochemicznych,
ktérych przyklady podano powyzej, z bioogniwami wykorzystujacymi do zasilania
powietrze i glukoze, dostepne w ludzkim organizmie, jest obecnie jednym z wyzwan
wspolczesnej elektroanalizy dla potrzeb medycyny. Postep w dziedzinie nanotech-
nologii, biochemii i elektroniki otwiera wiele mozliwosci konstrukgji takich samo-
zasilajacych sie ukladéw biosensorowych jako kontynuacji biosensorowych prac
Profesora Stanistawa Glaba.
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ABSTRACT

In recent years, a progressive increase in age-related disorders could be obse-
rved in most western countries, among which Alzheimer’s disease (AD) is one of the
most challenging. The progress of AD is characterized by a severe loss in memory
and cognition, leading to behavioral changing, depression and death. Currently
approved treatments, including the acetylcholinesterase inhibitors (AChEIs) done-
pezil, galantamine and rivastigmine and N-methyl-p-aspartate (NMDA) antagonist
memantine, do not halt the progression of the disease. The discovering of multi-
functional compounds considering that several dual binding site AChEIs were able
to reach different targets, guided the development of new drug design strategy, the
multi-target-directed ligand (MTDL) approach. This review shows briefly summa-
ries past and present research on the cholinesterase inhibitors (ChlIs) able to interact
with other targets contributing in aetiology of Alzheimer’s disease.

Keywords: Alzheimer disease, cholinesterase inhibitors, hybrid drugs, multi-target-
-directed ligands (MTDLs)

Stowa Kkluczowe: choroba Alzheimera, inhibitory cholinoesteraz, leki hybrydowe,
zwiazki o wielokierunkowym dzialaniu
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WPROWADZENIE

Pierwszy przypadek nieznanej dotychczas choroby, nazwanej pdzniej choroba
Alzheimera (AD), zdiagnozowany zostal przez niemieckiego neurologa Aloisa
Alzheimera. W swojej pracy, ,,O szczegolnej chorobie kory mézgowej” z roku 1907,
opisal on badania mézgu 56-letniej pacjentki z demencjg, ktére wykazaly obecnosé
splatkéw neurofibrylarnych wypelniajgcych neurony oraz blaszek starczych zlokali-
zowanych na zewnatrz neuronéw [1].

Choroba Alzheimera jest najczestsza przyczynag otepien u osoéb powyzej 65
roku zycia, objawia sie zaburzeniami funkcji poznawczych, takich jak m.in. mysle-
nie, orientacja, zdolno$¢ do uczenia si¢ i zapamietywania oraz towarzyszacym jej
zaburzeniom emocjonalnym i zaburzeniom zachowania. Objawy te majg ogromny
wplyw na prace, funkcjonowanie spoleczne i relacje z otoczeniem. Cigzar zmagania
sie z chorobg Alzheimera dotyczy nie tylko pacjentéw ale réwniez ich rodzin i opie-
kunéw. Obecnie na AD choruje okoto 44 milionéw ludzi na $wiecie, a ze wzgledu na
wydluzajacy si¢ czas zycia oraz zwigkszenie populacji 0sob starszych szacuje sie, ze
liczba ta si¢ podwoi, a do roku 2050 wzro$nie nawet trzykrotnie [2].

Przyczyny choroby Alzheimera, jak dotad, nie zostaty ustalone. Cukrzyca, nad-
ci$nienie, palenie papieroséw i otylo$¢ sprzyjaja jej rozwojowi, z kolei aktywnosé
fizyczna i intelektualna czy niskotluszczowa dieta zmniejszaja ryzyko zachorowania
na chorobe Alzheimera [3].

Wiréd czynnikéw odgrywajacych istotng role w patogenezie choroby wymie-
nia si¢: tworzenia ztogéw bialka zwanego -amyloidem (Af) (hipoteza tworzenia si¢
zlogow f-amyloidu) [4], agregacje hiperfosforylowanego biatka tau (7) [5, 6], stres
oksydacyjny [7] i obnizenie si¢ poziomu acetylocholiny (ACh) [8]. Blaszki starcze
powstajace w wyniku nagromadzenia 3-amyloidu uniemozliwiaja prawidlowe funk-
cjonowanie komoérek moézgowych. Hipoteza tau zaklada tworzenia si¢ nieprawidlo-
wych bialek tau, ktore w standardowych warunkach stabilizuja mikrotubule wyste-
pujace w ciele komorki nerwowej, a w wyniku nadmiernej fosforylacji biatek tau,
tworzg splatki neurofibrylarne (NFTs) odkiadajace si¢ we wnetrzu komorek ner-
wowych. Powoduje to nieprawidtowe funkcjonowanie przekazu nerwowego miedzy
neuronami, a dalej §miercig komorek i w konsekwencji zanikiem kory moézgowe;j.

Obecnie leczenie w chorobie Alzheimera koncentruje si¢ przede wszystkim na
tagodzeniu jej objawdw i dotyczy wplywu na uklady neuroprzekaznikowe, zwlasz-
cza uklad cholinergiczny [9]. Stosuje si¢ inhibitory cholinoesterazy podnoszace
naturalny poziom acetylocholiny i zapobiegajace jej szybkiemu rozkladowi. Jedy-
nym stosowanym lekiem dzialajgcym na ukfad glutaminergiczny jest memantyna
- antagonista receptora N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) [10], wptywajacy
na kontrole przeptywu jonéw Ca® [11]. Leki te podnoszg jako$¢ zycia pacjentéw
chorych na AD, nie majg jednak wplywu na postep choroby i nie hamujg zmian
neurodegeneracyjnych.

Wirod nowych strategii terapii choroby Alzheimera zwraca sie obecnie szcze-
golng uwage na jej ztozony charakter. Melchiorre i wspotpracownicy [12] zapro-
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ponowali nowg koncepcje tzw. ,,Multi-Target-Directed Ligands (MTDLs)”, wedtug
ktdrej poszukiwania nowych potencjalnych lekéw poszerzyly si¢ o grupe zwigzkow
o wielokierunkowym dziataniu. Poszukuje si¢ zwigzkow odzialywujacych na klu-
czowe w patogenezie choroby Alzheimera cele molekularne, miedzy innymi: biatko
prekursorowe f3-amyloidu (APP) [13], B-sekretaz¢ (BACE-1) [14], kinaze syntazy
glikogenu-3p (GSK-3p) [15], splatki neurofibrylarne, stezenie jonéw wapnia Ca*
[16] czy stres oksydacyjny [17].

1. HIPOTEZA CHOLINERGICZNA

Najstarsza hipoteza jest hipoteza cholinergiczna, wedlug ktérej bezposred-
nig przyczyng zaburzen poznawczych, bedacych objawem AD, jest niewydolno$é
przekazywania sygnaléw w uktadzie cholinergicznym, odpowiadajacym za procesy
uwagi i przywolywanie $ladéw pamieciowych [18-20]. Hipoteza cholinergiczna
opiera sie na obserwacji niedoboru acetylocholiny w osrodkowym ukladzie nerwo-
wym [8]. Odkryto réwniez degeneracje neuronéw w jadrze podstawnym Meynerta
[21]. Ponadto, u pacjentéw z AD obserwacja wykazala zaburzenia, takie jak: zmniej-
szenie aktywnosci acetylotransferazy cholinowej (ChAT) [22] - enzymu odpowie-
dzialnego za synteze ACh, wzrost aktywnosci butyrylocholinoesterazy (BuChE)
i obnizenie aktywnosci acetylocholinoesterazy (AChE) oraz zmniejszenie st¢zenia
receptoréw nikotynowych (nAChR) [22]. W wyniku tego odkrycia, podstawowym
podejsciem terapeutycznym, podnoszacym jakos¢ przekaznictwa w uszkodzonym
przez chorobe uklfadzie cholinergicznym, bylo stosowanie lekéw stymulujacych
receptory cholinergiczne (muskarynowy i nikotynowy) oraz inhibitoréw acetylo-
cholinoesterazy [23]. W ostatnich latach okazalo sie, ze butyrylocholinoesteraza
takze bierze udzial w kontroli neurotransmisji. W zdrowym mozgu acetylocholino-
esteraza odpowiada za 80% catkowitej aktywno$ci cholinoesterycznej, jednak u 0séb
cierpigcych na chorobe Alzheimera jej aktywnos¢ spada do ok. 60% poczatkowe;j
wartosci, gdy tymczasem rola butyrylocholinoesterazy wzrasta [24]. Znaczne ilo-
$ci BuChE stwierdza sie w blaszkach starczych, splatkach neurofibylarnych, a takze
w dystroficznych komoérkach nerwowych w moézgu chorych na AD [25]. Wydaje
sie zatem, ze lepsze efekty terapeutyczne moze przynosi¢ strategia ukierunkowana
na hamowanie aktywnosci butyrylocholinoesterazy [26] badz tez obu enzymoéw
jednoczesnie.

2. INHIBITORY CHOLINOESTERAZ
- LEKI W TERAPII CHOROBY ALZHEIMERA

Leki hamujace aktywno$¢ cholinoesteraz maja najszersze zastosowanie w obja-
wowym leczeniu choroby Alzheimera. Najstarszym lekiem z tej grupy byla fizostyg-
mina 1 (Rys. 1), inhibitor cholinoesterazy pochodzenia naturalnego, ktéry z uwagi
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na skutki uboczne (zaburzenia wegetatywne) oraz niekorzystne parametry farma-
kokinetyczne nie byl szeroko stosowany [27].

Rysunek 1. Fizostygmina 1 i takryna 2 oraz inne inhibitory cholinoesteraz w leczeniu AD
Figure 1. Physostigmine 1, Tacrine 2 and other cholinesterase inhibitors in AD therapy

Takryna 2 (Cognex) (Rys. 1) zostala dopuszczona do stosowania klinicznego
przez Urzad ds. Zywnosci i Lekéw w USA (FDA) w roku 1993. Istotne dzialanie
objawowe stwierdzono u 20-30% leczonych, a u ponad polowy poprawe [28, 29],
jednak ze wzgledu na liczne objawy niepozadane, zwlaszcza hepatotoksycznosc,
zaniechano jej stosowania [30].

Kolejne trzy inhibitory cholinoesteraz (Rys. 1): rywastygmina (Exelon) 3 [31],
galantamina (Remeryl) 4 [32] i donepezil (Aricept) 5 [33], stosowane sg w leczeniu
tagodnych i $rednio zaawansowanych stadiéw choroby Alzheimera. Ich uzyteczno$é
kliniczna jest ograniczona, gtéwnie z powodu wystepowania skutkéw ubocznych,
takich jak splatanie, halucynacje, nagle zmiany w zachowaniu, nudnosci i bole
zoladka [34]. Rywastygmina 3, w odrdznieniu od pozostalych, jest inhibitorem
zaréwno acetylocholinoesterazy, jak i butyrylocholinoesterazy, ktdérej obecnos¢
stwierdzono w blaszkach starczych [25, 35]. Inhibicja BuChE moze mie¢ istotne
znaczenie w zaawansowanych stadiach AD, kiedy na skutek zaniku neuronéw cho-
linergicznych i zawartej w nich acetylocholinoesterazy swoiste inhibitory AChE nie
maja juz czego hamowac [26].

3.,,PODWOJNE” INHIBITORY ACETYLOCHOLINOESTERAZY

W roku 1996 stwierdzono, ze poza rola w ukladzie cholinergicznym, acety-
locholinoesteraza moze przyspiesza¢ formowanie -amyloidu [36-38]. W wyniku
odzialywania z peryferyjnym miejscem anionowym (PAS) acetylocholinoesterazy
B-amyloid szybciej ulega agregacji [39], a samo odzialywanie katalizuje przejscie do
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konformacji -kartki, ktora réwniez przyspiesza agregacje tego toksycznego biatka
[40]. Zatem inhibitory acetylocholinoesterazy odzialywujace z peryferyjnym miej-
scem anionowym (PAS) mogg zmniejsza¢ szybko$¢ agregacji Af. Ta nowa strategia
terapii choroby Alzheimera taczy hipoteze cholinergiczng i hipoteze amyloidu.

Struktury krystalograficzne acetylocholinoesterazy [41] oraz kompleksu done-
pezil-AChE [42] pozwolily na wyciagniecie wnioskéw o jednoczesnym oddzialy-
waniu fragmentéw donepezilu 5 z miejscem aktywnym (CAS), jak i peryferyjnym
(PAS) acetylocholinoesterazy [43]. Badania agregacji f-amyloidu potwierdzilty zdol-
no$¢ do jej hamowania przez donepezil 5 i inne inhibitory acetylocholinoesterazy
oddzialywujace z CAS i PAS tego enzymu [39].

Na bazie podwdjnych inhibitoréw acetylocholinoesterazy powstala nowa kon-
cepcja tzw. lekéw hybrydowych - zwigzkéw Iaczacych w swojej budowie znany lek
lub jego kopig, badz tez fragmenty roznych lekéw. W efekcie poltaczenia, struktury
hybrydowe wykazuja czesto znacznie wigkszg aktywno$¢é w poréwnaniu do ich pre-
kursoréw ,,niehybrydowych”, a nawet obserwuje si¢ synergizm ich dzialania [44].
Otrzymano szereg homodimeréw i heterodimeréw zawierajacych znane inhibi-
tory cholinoesteraz, m.in. takryne 2 (Rys. 1), donepezil 5 (Rys. 1) [45], fizostyg-
mine 1 (Rys. 1) [46], galantaming 4 (Rys. 1) [32], (-)-huperycyne A 6 (Rys. 2) [47],
hupryne X 7 (Rys. 2) [48] i jodek propidiowy 8 (Rys. 2) [49].
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Rysunek 2. Inhibitory AChE: (-)-huperycyna A 6, hupryna X 7 i jodek propidiowy 8
Figure 2. AChE inhibitors: (-)-huperzine A 6, huprine X 7 and propidium iodide 8

Jednym z pierwszych homodimeréw, w ktérym jednostki takryny 2 zostaly
polaczone fancuchem heptametylenowym byla bis(7)-takryna 9 (Rys. 3) [50]. Oka-
zalo sie, ze zwigzek 9 jest 1000-krotnie lepszym inhibitorem acetylocholinoeste-
razy od takryny 2 [50], wplywa na poprawe funkcji pamigciowych [51], posiada
znaczace dzialanie neuroprotekcyjne, dzieki oddzialywaniu z receptorem NMDA
[52, 53] i syntazg tlenku azotu [54], oraz hamuje agregacje S-amyloidu [55, 56].
Bis(7)-takryne 9 mozna zatem zaliczy¢ do zwigzkéw o wielokierunkowym dziata-
niu. Struktur¢ homodimeru 9 modyfikowano w celu otrzymania lepszych inhibi-
toréw AChE oraz analogéw o szerszym spektrum dzialania biologicznego [56, 57].

W wyniku polaczenia takryny 2 (Rys. 1) z fragmentem strukturalnym pocho-
dzacym od (-)-huperycyny A 6 (Rys. 2) otrzymano heterodimer 10 (Rys. 3) [48],
bedacy 25-krotnie lepszym inhibitorem AChE i 10-krotnie lepszym inhibitorem
BuChE od takryny 2. Heterodimer 11 (Rys. 3) zbudowany z takryny 2 i hupryny Y



INHIBITORY CHOLINOESTERAZ W TERAPII CHOROBY ALZHEIMERA 775

(analogu hupryny X 7, w ktérym zamiast grupy etylowej w pozycji 9 jest podstawnik
metylowy) okazal si¢ efektywnym inhibitorem cholinoesteraz juz w nanomolowym
stezeniu [58].

W roku 2002 Sharpless i wspotpracownicy [59] otrzymali w tzw. ,click” reak-
¢ji jeden z najsilniejszych jak dotad inhibitorow AChE (K, = 77 fM). Heterodi-
mer 12 (Rys. 3) skfadajacy sie z jednostki takryny 2 i fragmentu propidiowego 8,
polaczonych linkerem zbudowanym z pierscienia triazolowego wykazuje nie tylko
spodziewane oddzialywanie z acetylocholinoesterazg monomerycznych fragmen-
tow, wystepuje rowniez trzecie odzialywanie — wigzania wodorowe z pier§cieniem
triazolowym [60].
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Rysunek 3. Homodimery i heterodimery zawierajace ugrupowanie takryny
Figure 3. Homodimers and heterodimers of tacrine

W roku 2004 otrzymano rodzine heterodimeréw o strukturze 13 (Rys. 4), zbu-
dowanych z jednostek takryny 2 i donepezilu 5, o aktywnosci poréwnywalnej do
donepezilu 5 [61]. Inne polaczenie takryny 2 i donepezilu 5 zaproponowat Camps
i wspolpracownicy [62] otrzymujac heterodimery o strukturze 14 (Rys. 4). Zwiazki
te wykazywaly inhibicje AChE w stezeniach nanomolowych, a najlepszy z nich
zwigzek 14 - subnanomolowym, byty bardzo dobrymi inhibitorami BuChE oraz
hamowaly agregacje -amyloidu indukowang przez acetylocholinoesteraze.
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Rysunek 4.  Heterodimery takryny i donepezilu
Figure 4. Tacrine-donepezil heterodimers

4. ZWIAZKI O WIELOKIERUNKOWYM DZIALANIU

4.1. INHIBITORY CHOLINOESTERAZ O DZIALANIU ANTYOKSYDACYJNYM

Stres oksydacyjny to wazny czynnik sprzyjajacy chorobom neurodegenera-
cyjnym, wptywajacy na tworzenie hiperfosforylowanego biatka tau oraz agregacje
B-amyloidu [63, 64]. Z wiekiem, ktory jest gléwnym czynnikiem ryzyka w choro-
bie Alzheimera, stezenie wolnych rodnikéw odpowiedzialnych za neurodegenera-
cje wzrasta [65]. Zatem, korzystng role w leczeniu AD moze odgrywa¢ stosowanie
zwigzkow posiadajacych wlasciwosci antyoksydacyjne [66].

Wychodzgc z tego zalozenia, zaprojektowano wiele heterodimeréw, faczgc inhi-
bitory AChE ze zwigzkami, ktore majg wlasciwosci przeciwutleniajgce lub moga
zapobiega¢ tworzeniu wolnych rodnikéw.

Lipokryna 15 (Rys. 5) - heterodimer takryny 2 i kwasu liponowego 16 (Rys. 5),
przeciwutleniacza o dziataniu neuroprotekcyjnym [67], okazal si¢ bardzo dobrym
inhibitorem AChE hamujgcym agregacje f-amyloidu oraz posiadajagcym wilasci-
wosci antyoksydacyjne [68].
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Rysunek 5. Strategia syntezy ,,podwoéjnych” inhibitoréw AChE o wlasciwo$ciach antyoksydacyjnych na bazie
struktury takryny 2 i znanych antyutleniaczy

Figure 5. Design strategy leading to dual AChE inhibitors with antioxidant properties combining structure
of tacrine 2 and known antioxidants

Kwas ferulowy 17 (Rys. 5), naturalnie wystepujacy przeciwutleniacz o struktu-
rze fenolu [69, 70], w polaczeniu z takryna 1 tworzy heterodimer 18 (Rys. 5) [71],
chroniacy komérki mézgu przed szkodliwym wplywem f-amyloidu [72], zdolny do
inhibicji AChE oraz pochlaniania reaktywnych form tlenu [71].

Takim pochtaniaczem wolnych rodnikéw o ustalonym dziataniu jest réwniez
wewnatrzpochodna melatonina 19 (N-acetylo-5-metoksytryptamina) (Rys. 5)
[73, 74]. Koncepcje polaczenia ukltadéw melatoniny 19 i tetrahydroakrydyny 2
wykorzystali w swych pracach Rodrigues-Franco i wspoétpracownicy [75], opraco-
wujac heterodimery o strukturze 20 (Rys. 5). Zwiazki te wykazuja aktywnos¢ w kie-
runku inhibicji cholinoesteraz, a dodatkowo posiadajg wlasciwosci antyoksydacyjne
i zapobiegaja agregacji 3-amyloidu, dzialaja wiec neuroprotekcyjnie [76].

Bardzo silne wlasciwosci antyoksydacyjne melatoniny 19 (Rys. 5) sa réwniez
wynikiem zdolnosci do ,,zmiatania” wolnych rodnikéw przez jej metabolity [77],
wsrod ktorych jest cykliczna 3-hydroksymelatonina 21 (Rys. 6), produkt utlenia-
nia melatoniny 19 za pomocg tlenu singletowego. W naszych pierwszych pracach,
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zwiazanych z poszukiwaniem nowych inhibitoréw cholinoesteraz o potencjalnych
wlasciwosciach antyoksydacyjnych, otrzymalismy szereg fenylokarbaminianowych
pochodnych cyklicznej 3-hydroksy melatoniny 22 [78] (Rys. 7). ZwigzKki te staly sie
obiektem naszego zainteresowania ze wzgledu na ich strukturalne podobienstwo do
znanych inhibitoréw acetylocholinoesterazy, jakimi sg fizostygmina 1 (Rys. 1) oraz
jej fenylokarbaminianowy analog fenseryna 23 (Rys. 6) [79].

H5CO "4

3 NH O

Ty OO
N'H © N H
H \

21 23

Rysunek 6. Struktura cyklicznej 3-hydroksy melatoniny 21 oraz fenseryny 23
Figure 6. Structure of cyclic 3-hydroxymelatonin 21 and phenserine 23

Na bazie struktury zwigzku 21, otrzymano takze serie alkilokarbaminianowych
analogéw 24 [80] (Rys. 7). Najlepszymi inhibitorami acetylocholinoesterazy oka-
zaly sie fenylo- i metoksy-fenylokarbaminanowe pochodne 22a (IC,, = 0,252 uM)
i 22b (IC,, = 3,804 uM) [78], z kolei analogi alkilokarbaminianowe wyka-
zaly selektywno$¢ w kierunku inhibicji butyrylocholinoesterazy, na poziomie
0,468 UM (24a) i 0,166 uM (24b) [80].

NH O H
_N (6]
R 0 N H o Y \F

O
22a R=H,R'=H 24a R=C,H,
22b R=0CH,,R'=H -
3 24b R =c-C;H,
Rysunek 7. Fenylokarbaminianowe 22 oraz alkilokarbaminianowe analogi 24 cyklicznej 3-hydroksy
melatoniny
Figure 7. Phenylcarbamate 22 and alkilcarbamate analogs 24 of cyclic 3-hydroxy melatonin

Wykorzystujac ide¢ podstawienia melatoniny 19 poprzez wigzanie karbami-
nianowe od strony atomu tlenu ukladu fenolowego oraz korzystajac z koncepciji
zwigzkow hybrydowych, otrzymalismy heterodimery takryny 2 i melatoniny 19
o strukturze 25 (Rys. 8) [81-84]. Zwigzki te charakteryzujg si¢ zdecydowanie lep-
sza aktywnoscig biologiczng w kierunku hamowania cholinoesteraz od dotychczas
znanych pochodnych zawierajacych uklad melatoniny 19 lub produktéw utleniania
melatoniny 21 [79, 80] oraz uktady melatoniny 19 i tetrahydroakrydyny 2 potaczone
linkerem zawierajacym wigzanie amidowe [75].
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Rysunek 8. Karbaminianowe heterodimery melatoniny 19 i takryny 2
Figure 8. Carbamate heterodimers of melatonin 19 and tacrine 2

W przypadku inhibicji AChE warto$¢ IC, osiaga 1,18 nM, a dla najlepszego inhi-
bitora BuChE 0,24 nM. Heterodimery te r6znig si¢ liczbg jednostek metylenowych
w tancuchu taczacym uklady takryny 2 i melatoniny 19, a optymalna liczba jedno-
stek metylenowych wynosi od 7 do 12. Najlepszy inhibitor AChE (n = 10) jest lep-
szy od takryny 378 razy. Bardzo dobre wyniki inhibicji pozwalaja przypuszczac, ze
zwiazki te oddzialujg jednoczesnie z peryferyjnym i katalitycznym miejscem aktyw-
nym acetylocholinoesterazy. Potencjalne wlasciwosci antyoksydacyjne, hamowanie
B-amyloidu czy tez inne wlasciwo$ci pozwalajace na zakwalifikowanie otrzymanych
przez nas pochodnych 25 (Rys. 8) do zwigzkéw o wielokierunkowym dziataniu,
wymagaja jednak dalszych badan i weryfikacji.

4.2. INHIBITORY CHOLINOESTERAZ I 3-SEKRETAZY (BACE-1)

B-amyloid powstaje z bialka prekursorowego APP, wystepujacego we wszyst-
kich komoérkach ustroju. APP jest ciety prze enzymy pf-sekretaze (BACE-1),
a nastepnie y-sekretaze, w rezultacie czego powstaja wiokienka AP, ktdre nastep-
nie zmieniajac swoja konformacje z rozpuszczalnej a-helisy do nierozpuszczalnej
B-kartki, tworzg nierozpuszczalne agregaty f-amyloidu [85]. Zgodnie z hipoteza
amyloidowa zwigzki wplywajace na zmniejszenie poziomu Af moga okazal sig
skutecznymi lekami w terapii choroby Alzheimera. W zwigzku z tym poszukuje si¢
zwiazkow ukierunkowanych na odzialywanie zaréwno z acetylocholinoesterazg jak
i B-sekretaza, zgodnie ze strategia MTDLs, gdyz te dwa enzymy zaangazowane s3
W proces tworzenia i agregacji $-amyloidu.
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Rysunek 9.  Zwigzki o wielokierunkowym dziataniu - ,,podwéjne” inhibitory AChE i inhibitory BACE-1
Figure 9. Multitarget-directed ligands as dual inhibitors of AChE and BACE-1

Wspomniana juz wczesniej bis(7)-takryna 9 (Rys. 3) redukuje ilo§¢ powstaja-
cego AP, poprzez inhibicje BACE-1 i aktywacje a-sekretazy [56].

»Podwojnym” inhibitorem AChE i inhibitorem BACE-1 jest zwigzek 26 (Rys. 9),
otrzymany w roku 2008 [86] na bazie struktury otrzymanego wczesniej heterodi-
meru kumaryny i N-benzyloaminy APP2238 [87] - inhibitora AChE hamujacego
agregacje Af oraz inhibitoréw S-sekretazy zawierajacych fragment dihalogenofeny-
lowy [88, 89]. Modyfikacja polegajaca na zastapieniu grup metoksylowych kuma-
ryny funkcja amidowa w zwigzku 26 pozwolila otrzyma¢ skuteczniejszy inhibitor
BACE-1.

Tq samg metodologie zastosowal Zhu i wspolpracownicy [90] projektujac zwig-
zek 27 (Rys. 9) na bazie fragmentu struktury donepezilu 5 i inhibitoréw f-sekretazy
z izoftalamidowa grupa farmakoforowa [91-93]. Zwigzek 27 wykazuje dobrg inhi-
bicje obu enzyméw AChE i BACE-1, zdolnos¢ hamowania agregacji $-amyloidu
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oraz posiada wlasciwosdci neuroprotekcyjne zmniejszajac wptyw H,O, na komérki
PC12 [90].

Przedstawicielem kolejnej grupy zwigzkow jest pochodna 28 (Rys. 9), ktora
taczy 6-chlorotakryne i zmodyfikowany tricykliczny uktad strukturalnie podobny
do jodku propidiowego 8 (Rys. 2). Zwigzki te przenikaja bariere krew-mozg, sa
dobrymi inhibitorami AChE i umiarkowanymi inhibitorami p-sekratazy oraz
hamuja agregacje Af [94, 95].

Najbardziej obiecujagcym inhibitorem obu enzymoéw AChE i BACE-1 jest
memogquina 29 (Rys. 9) otrzymana przez Cavalliego i wspoélpracownikéw [96].
Struktura zwigzku 29 jest wynikiem modyfikacji otrzymanych wczesniej pochod-
nych poliaminowych [68, 87, 97-99], bedacych dobrymi inhibitorami AChE, hamu-
jacymi agregacje Af a jej modyfikacja polega na wprowadzeniu fragmentu 1,4-ben-
zochinonu w celu uzyskania wlasciwosci przeciwutleniajacych [100].

4.3. INHIBITORY CHOLINOESTERAZ WPEYWAJACE NA STEZENIE JONOW WAPNIA

Istotng role w patogenezie choroby Alzheimera pelniag réwniez jony
Ca® [101-103]. Stezenie tych jonéw w komorce jest regulowane przez
pompy wapniowe, potasowe lub przez przylaczanie do biatek. Ca® jest wtor-
nym przekaznikiem sygnalu dzialajgcym zaréwno na blony komdrkowe, jak
i wewnatrz komérki. Transport Ca** odgrywa wazng role m.in. w apoptozie oraz
w uszkodzeniach moézgu charakteryzujacych sie niedokrwieniem prowadzacym do
$mierci komorek nerwowych [104]. Stabilizacja poziomu wapnia moze mie¢ zatem
istotne znaczenie w terapii choroby Alzheimera [105]. Przyktadem zwiazku o wie-
lokierunkowym dzialaniu otrzymanym na bazie struktury takryny 2 i nimodypiny
30 [106] znanego blokera kanalu wapniowego, jest takrypyryna 31 (Rys. 10) [107].

Zwigzek 31 (Rys. 10) jest 4-krotnie silniejszym inhibitorem AChE niz
takryna 2, wchodzi w interakcje z PAS acetylocholinoesterazy, hamuje agregacje Af3
i blokuje sygnal wapniowy. Wielokierunkowos¢ dzialania czyni wiec takrypyryne
31 (Rys. 10) interesujagcym kandydatem w poszukiwaniu skutecznego leku w terapii
choroby Alzheimera.
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Rysunek 10. Nimodypina 30 (bloker kanalu wapniowego) i takrypyryna 31 (zwigzek o wielokierunkowym

dziataniu)
Figure 10.  Nimodipine 30 displaying Ca** blocking activity and tacripyrine 31 (MTDL)

4.4. INHIBITORY CHOLINOESTERAZ DZIALAJACE NA INNE UKEADY
NEUROPRZEKAZNIKOWE

Zaburzeniom w sferze poznawczej w chorobie Alzheimera towarzysza rowniez
zaburzenia behawioralne i psychologiczne, ktoére znacznie obnizajg jakos¢ Zycia
chorych oraz ich rodzin i opiekunéw [108]. Wzmozona agresywnos¢ jest wynikiem
zwiekszonej wrazliwoéci ukladu adrenergicznego [109], z kolei obniZenie poziomu
serotoniny w mézgu powoduje zaréwno agresywnos$¢ [110], jak i obnizenie nastroju
oraz depresje [111]. Polaczenie zwiazkéw zwiekszajacych aktywno$¢ biogennych
amin z inhibitorami cholinoesteraz jest szansg na zwiekszenie mozliwosci tera-
peutycznych potencjalnego leku. Za metabolizm neuroprzekaznikéw (dopaminy,
noradrenaliny i serotoniny) odpowiada monoaminooksydaza (MAO), ktéra kata-
lizujac reakcje deaminowania wytwarza nadtlenek wodoru H,0,, mogacy by¢ zrd-
dfem stresu oksydacyjnego [112]. Inhibitory MAO majg zatem dodatkowg zalete
- dzialanie neuroochronne. Dowiedziono réwniez, ze stosowanie nieselektywnych
inhibitoréw MAO oraz inhibitoréw izoformy A monoaminooksydazy (MAO-A)
powoduje dzialania niepozadane - wystepowanie tzw. reakcji serowej [113]. Na
bazie struktury rywastygminy 3 (Rys. 1) oraz selegiliny 32 (Rys. 11) i rosagiliny 33
(Rys. 11) - selektywnych inhibitoréw monoaminooksydazy B (MAO-B) otrzymano
seri¢ zwigzkow o wielokierunkowym dzialaniu - inhibitoréw AChE/MAO, repre-
zentowanych przez pochodne 34-36 [114] (Rys. 11). Ladostigil 36, poza inhibi-
cja AChE i BuChE oraz monoaminooksydazy B (w mniejszym stopniu MAO-A),
wykazuje dzialanie antydepresyjne i neuroochronne [115, 116].
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Rysunek 11. Inhibitory monoaminooksydazy (MAO) 32 i 33 oraz inhibitory AChE/MAO 34-36
Figure 11.  Monoamineoxidase inhibitors 32 and 33, and AChE/MAO inhibitors 34-36

Depresje u pacjentéw z AD, poza inhibitorami MAO, leczy si¢ inhibitorami
transportera serotoniny (SERT). W celu zwigkszenia korzysci terapeutycznych,
korzystne jest zatem polaczenie aktywnosci hamowania SERT i AChE. Na bazie
struktury fluoksetyny (Prozac) 37 - leku przeciwdepresyjnego oraz rywastygminy 3,
zaprojektowano i zsyntezowano zwiazki 38 i 39 [117-119] (Rys. 12). Okazalo sie, ze
cykliczna pochodna 39 jest zdecydowanie lepszym inhibitorem transportera seroto-
niny i acetylocholinoesterazy niz zwigzek 38, a aktywnos¢ zwigzku 39 potwierdzono
réwniez w testach in vivo [120].

OYNMez OYNMez
0 o

NMe
Ph —_—

Rysunek 12.  Fluoksetyna 37 (inhibitor SERT) oraz inhibitory AChE/SERT 38 i 39
Figure 12.  Fluoxetine 37 (SERT inhibitor) and AChE/SERT inhibitors 38 and 39
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PODSUMOWANIE

Poszukiwanie skutecznych lekéw w terapii choroby Alzheimera jest ogrom-
nym wyzwaniem dla wspolczesnej nauki. Poznanie mechanizméw lezacych
u podstaw proceséw neurodegeneracyjnych nadal ma charakter hipotetyczny.
Stosowane w terapii inhibitory cholinoesteraz lagodza objawy AD, popra-
wiaja tymczasowo jako$¢ zycia pacjentéw, nie sg jednak w stanie powstrzy-
maé procesow, ktore sa kluczowe dla rozwoju i patologii AD. Liczne prace
opublikowane w ostatnich latach opisuja projektowanie i synteze ligandow
o wielokierunkowym dziataniu, uzyskanych przez wlaczenie lub dolgczenie dodat-
kowych farmakoforéw do struktury znanych inhibitoréw cholinoesteraz.

W niniejszym przegladzie przedstawione zostaly wybrane przyklady inhibito-
réw cholinoesteraz bedacych zaréwno inhibitorami f-sekretazy, czy inhibitorami
agregacji f-amyloidu. Wymienione s3 rowniez AChEIs o dzialaniu antyoksydacyj-
nym czy wplywajace na kanaly wapniowe lub inne uklady neuroprzekaznikowe.
Brak skutecznej terapii AD sprawia, ze koncepcja zwigzkéw hybrydowych i zwigz-
kow o wielokierunkowym dzialaniu nadal jest bardzo atrakcyjna.
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ABSTRACT

Aromaticity is one of the most important terms used in organic chemistry.
It has been called as a “as a cornerstone of heterocyclic chemistry” or “a theoretical
concept of immese practical importance”. The concept, in chemical sense, has been
introduced by Friedrich August Kekulé von Stradonitz 150 ago. The paper presents
the contribution to its development of many outstanding scientists: Emil Erlen-
mayer, Albert Ladenburg, Adolf von Baeyer, Victor Meyer, Heinrich Limpricht,
Artur Hantzsch, Eugen Bamberger, Richard Willstétter, Ernest Crocker, James W.
Armit, Robert Robinson, Erich Hiickel, Artur Frost, Boris Musulin, Linus Pauling,
Kathleen Lonsdale, Eric Clar, Haruo Hosoya, Henry Edward Armstrong, George W.
Wheland, Fritz W. London, John Pople, Paul von Ragué Schleyer and others. Aro-
maticity is defined on the basis of four main criteria: energetic, geometric, magnetic
and reactivity. Two modern definitions of the term are presented in chapter 2 (both
are given in English).

Keywords: aromaticity, benzene, benzenoid hydrocarbons, electron delocalization
Stowa Kkluczowe: aromatycznos¢, benzen, weglowodory benzenoidowe, delokaliza-
cja elektronowa




792 A. CIESIELSKI, T.M. KRYGOWSKI, M.K. CYRANSKI

WPROWADZENIE

Aromatyczno$¢ jest jednym z najczesciej uzywanych poje¢ wspodlczesnej che-
mii organicznej [1-4]. W ciagu ostatnich lat ukazaly si¢ dwa zeszyty tematyczne
Chemical Reviews poswigcone ,,Aromatyczno$ci” (2001) [5] oraz w szerszym ujeciu
»Delocalization: — Pi and Sigma” (2005) [6]. Warto doda¢, ze pierwszy z nich zdo-
byt nagrode dla najlepszego pojedynczego zeszytu (Best Single Issue Prize) Asso-
ciation of American Publishers, w kategorii ,,Professional and Scholarly Publishing
Division” [6]. W miedzyczasie ukazalo sie réwniez szereg pojedynczych artykulow
przegladowych w Chemical Reviews jak chocby ,, Aromaticity as a Cornerstone of
Heterocyclic Chemistry” [7], ,Aromaticity of Polycyclic Conjugated Hydrocar-
bons” [8], ,Twisted Acenes” [9], ,,Aromatic Molecular-Bowl Hydrocarbons: Syn-
thetic Derivatives, Their Structures, and Physical Properties” [10], Heterofullerenes
[11], Renaissance of Annulene Chemistry [12], czy ostatnio ,, Aromaticity from the
Viewpoint of Molecular Geometry: Application to Planar Systems” poswigecone wta-
$ciwoéciom fizykochemicznym uktadéw aromatycznych. [4]. Ukladom aromatycz-
nym poswiecone byty m.in. specjalne numery Pure and Applied Chemistry [13] oraz
Physical Chemistry Chemical Physics [14, 15]. Warto réwniez wspomnie¢, ze jeden
z raportow Tetrahedronu (nr 520) zatytulowany zostal: ,, Aromaticity: a Theoretical
Concept of Immese Practical Importance” [3]. Trudno si¢ temu dziwi¢ — wediug
Balabana i Katritzkiego sposrod okoto 20 milionéw zwigzkéw chemicznych ziden-
tyfikowanych do konca drugiego tysiaclecia wigcej niz dwie trzecie jest aromatycz-
nych, badz cz¢sciowo aromatycznych, za$ w przyblizeniu potowa z nich jest hetero-
aromatycznych [7]. Zwigzki aromatyczne odgrywaja w naszym zyciu ogromna role!

W biezgcym roku mija 150 lat od wprowadzenia terminu aromatycznosci do
literatury $wiatowej [16]. Na przestrzeni lat stala si¢ pojeciem, ktore objeto wiele
aspektow zwigzanych ze strukturg i energetyka ukladow cyklicznych, zas stosowanie
odpowiednich przedrostkéw w wyrazeniach takich jak anty-aromatycznos$¢ [17, 18],
pseudo-aromatycznos¢ [17, 18], homo-aromatyczno$¢ [19], kwazi-aromatyczno$é
[20], 3D-aromatyczno$¢ [21], hetero-aromatyczno$é¢ [7, 22], o-aromatycznos$¢ [23],
aromatyczno$¢ sferyczna [24, 25], aromatycznosé Mobiusa [26], all-metal-aroma-
tyczno$¢ [27] $wiadczy o niezwyklej uzytecznosdci tego terminu we wspodlczesnej
chemii. Niniejszy artykul przedstawia jak ksztaltowal si¢ historyczny rozwéj pojecia
»aromatycznos$¢’.

1. 150 LAT HISTORII POJECIA AROMATYCZNOSC

Termin ,,aromatyczno$¢” zostal wprowadzony po raz pierwszy przez Friedricha
Augusta Kekulé von Stradonitz w artykule pt. ,,Uber die Constitution der Aromati-
schen Substanzen” w 1865 r. [16]. Wprawdzie termin ,,aromatyczny” byl juz wow-
czas uzywany w odniesieniu do klasyfikacji zwigzkow chemicznych (28], a benzen
zostal wyizolowany Michaela Faradaya czterdziesci lat wczedniej [29], jednak to



HISTORYCZNY ROZWOJ KONCEPCJI AROMATYCZNOSCI 793

Kekulé nadal temu terminowi sens chemiczny. W ten sposéb okreslit on uktady pod
wzgledem budowy podobne do benzenu [16]. Kekulé w swojej ksigzce Lehrbuch der
organischen Chemie dokonal wowczas swiadomej klasyfikacji ukladéw na aroma-
tyczne i alifatyczne, wyrdzniajac rozdziaty dotyczace m.in. alkoholi, aldehydow czy
kwaséw aromatycznych (Aromatische Alkoholen, Aromatische Aldehyden, Aromati-
sche Siuren) [30]. Ciekawym jest, Ze termin aromatyczny, w swojej genezie okresla-
jacy zapach lub smak substancji, stal si¢ podstawg klasyfikacji niekoniecznie pod
wzgledem tych cech [31]. Owczesny podzial systematyczny zwigzkéw organicznych
wyroznial uktady podobne do benzenu, a sama nazwa aromatyczny uwarunkowana
byta historycznie. Emil Erlenmeyer jako pierwszy zaproponowal, aby termin aro-
matyczny wigza¢ z podobienstwem do benzenu pod wzgledem nie strukturalnym,
lecz bioragc pod uwage podobng reaktywnos¢ [32]. Klasyfikacja taka byla blizsza
chemikom wieku XIX. Weryfikacja struktury ukladu, jako podobnej do benzenu,
wynikala z szeregu reakcji chemicznych, dajacych okreslone produkty. O wiele
prostszym bylo wiec usystematyzowanie pod wzgledem podobienstw w reaktyw-
noséci. Zauwazono bowiem, ze benzen oraz inne uktady aromatyczne w podobnych
warunkach ulegaja reakcjom nitrowania i sulfonowania, natomiast oporne sg na
reakcje przylaczenia. Erlenmayer opierajac si¢ na tym, scharakteryzowat i zaklasyfi-
kowat naftalen jako zwigzek aromatyczny, co wigcej, to on zaproponowatl znang dzis
dwupierscieniowg strukture naftalenu, zawierajacg dwa sze$cioczlonowe pierscienie
benzenowe z uwspdlnionym jednym wigzaniem wewnetrznym. Jak mozna zauwa-
zy¢, pojecie aromatycznosci juz na samym poczatku bylo postrzegane dwuwymia-
rowo: jako cecha strukturalna oraz jako cecha zwigzana z okreslong reaktywnoscia.
Miedzy tymi cechami nie potrafiono jeszcze wéwczas dostrzec zwigzku, czyli tego
w jaki sposob struktura determinuje reaktywno$¢ i vice versa. W polowie XIX stu-
lecia proponowano wiele réznych wariantow struktury benzenu, nie zawsze opie-
rajagc si¢ na przestankach wynikajacych z syntezy. W 1869 roku Albert Ladenburg
opublikowal prace [33], w ktdrej zgrabnie podwazyt strukturalny model Kekulégo.
Ponadto, zaproponowat inng strukture, posiadajgca ten sam wzoér sumaryczny C H,.
Ladenburg zauwazyl, ze pierScieniowy model Kekulégo struktury benzenu nie moze
wynika¢ z faktu istnienia jego trzech dwupodstawionych izomeréw 1,2; 1,3 i 1,4
czyli -orto, -meta i -para. Izomery 1,2 i 1,6 nie byly réwnowazne, ze wzgledu na
potozenie wokot pojedynczego lub podwdjnego wigzania wegiel-wegiel, zatem ben-
zen Kekulégo powinien posiadac cztery, a nie trzy, izomery dwupodstawione.
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Rysunek 1. Hipotetyczne cztery dwupodstawione izomery benzenu wg Landenburga
Figure 1. Four hypothetic disubstituted isomers of benzene according to Landenburg

Ladenburg zaproponowal inny model czasteczki benzenu, znany dzi$ jako
pryzman. Model ten doskonale pasowal do trzech dwupodstawionych izomeréw
benzenu, jak réwniez poprawnie przewidywat ilo$¢ izomerow tréjpodstawionych.
Ponizej, na Rysunku 2, przedstawiono schemat, pokazujacy jaka liczbe tréjpod-

stawionych izomeréw benzenu i pryzmanu mozna otrzymac z dwupodstawionych
pochodnych tych uktadéw.

o, L ﬁTj

0O §o;

« meta  para
| Jug Ju
SR I
@ m XUX XE x

Rysunek 2. Relacje miedzy izomerami benzenu i odpowiadajacymi im izomerami pryzmanu

X

X

X
3
Figure 2. Relations between isomers of benzene and the respective isomers of prismane

Jak wida¢, nie istnieje rozréznienie na drodze reakcji wielokrotnego podsta-
wienia miedzy pierscieniowg forma benzenu a pryzmanem. Podobne rozumowanie
mogto utwierdzi¢ Ladenburga o stuszno$ci jego modelu, tym bardziej, ze zgodnie ze
strukturg zaproponowang przez Kekulégo powinny istnie¢ cztery dwupodstawione
izomery benzenu. W 1872 roku Kekulé zaproponowat strukture benzenu, w kto-
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rym sasiednie wigzania pojedyncze i podwdjne mogly ,,wymienia¢ si¢” wzajemnie
poprzez ruch atoméw wegla. Takie podejscie zaktadato dynamiczny model cza-
steczki, w ktorej wigzania, a wlasciwie potaczenia migdzy atomami, w sposob cia-
gly ulegaly zmianie. W takim uktadzie izomery dwupodstawione 1,2 i 1,6 byly nie-
rozroznialne. Do dzi$ trudno stwierdzié, czy Kekulé kierowat si¢ niebywatg intuicja
czy po prostu bronit swoich racji dotyczacych cyklicznej struktury benzenu, odpie-
rajac zarzuty Ladenburga. Dopiero w latach 80-tych XIX wieku Adolf von Baeyer
wykluczyt strukture pryzmanu, gdyz 1,2-dwupodstawione pochodne benzenu nie
wykazywaty aktywnosci optycznej [34-36]. W roku 1883 Victor Meyer odkryt
tiofen, zwigzek towarzyszacy benzenowi w smole weglowej [37]. Tiofen okazat
si¢ posiada¢ witasciwosci podobne do benzenu, rozszerzajac klasyfikacje zwiaz-
kéw aromatycznych na uktady heterocykliczne. W 1870 roku Heinrich Limpricht
otrzymat furan, nazwany przez niego tetrafenolem [38], a w 1890 Artur Hantzsch
opublikowal metode syntezy pochodnych pirolu, nazwang pdzniej reakcja Hantscha
[39]. W roku 1891 Eugen Bamberger [40] zaproponowal cykliczne struktury wyzej
wymienionych piecioczlonowych zwigzkéw heterocyklicznych, uwzgledniajac szesé
»powinowactw” (ang. affinities) skierowanych do wewnatrz pierscienia, co stano-
wilo podobienstwo do dzisiejszej koncepcji sekstetu n-elektronowego. Strukturg te
przedstawiono na Rysunku 3.

Rysunek 3. Struktura tiofenu wg Bambergera
Figure 3. Structure of thiophene according to Bamberger

Aromatyczno$¢ stala si¢ wiec domeng nie tylko uktadow zawierajacych w swo-
jej strukturze szesciocztonowy pierscienn benzenowy, ale rowniez charakteryzowata
mniejsze uklady cykliczne zawierajace atomy innych pierwiastkéw chemicznych.
Wiadomo, ze Kekulé podejmowat proby syntezy cyklobutadienu [41], co okazalo si¢
bezskuteczne. Nie zdawano sobie wowczas sprawy, ze trwalo$¢ sprzezonych ukla-
doéw pierscieniowych nie jest determinowana wylacznie przez naprezenia. W roku
1905 Richard Willstétter otrzymal pochodna cyklooktatetraenu, jednakze zwigzek
ten nie wykazywal wlasciwosci uktadéw aromatycznych [42, 43].

Odkrycie przez Josepha J. Thomsona elektronu calkowicie zmienito wyobraze-
nie o budowie molekul. We wzorach strukturalnych coraz czgsciej wykorzystywano
role elektronow, podejmujgc w ten sposob proby ttumaczenia struktury czasteczek.
Na gruncie teorii budowy elektronowej molekul powstato nowoczesne pojecie wia-
zania. Wzory strukturalne rysowano uwzgledniajac wprowadzong przez Gilberta
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N. Lewisa [44], a rozwini¢ta przez Irvinga Langmuira [45] regule oktetu. W 1922
roku Ernest Crocker [46] zaproponowal pierwsza strukture benzenu uwzgledniajac
teori¢ Lewisa i Langmuira. Przestawiono jg na Rysunku 4.
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Rysunek 4.  Struktury benzenu (peina i uproszczona) wg Crockera
Figure 4. Structure of benzene (full and simplified version) according to Crocker

Struktura Crockera uwzgledniala 6 réwnocennych elektronow w czasteczce
(czarne kropki), nieprzypisanych do konkretnych atoméw wegla. Bylo to podej-
Scie nowatorskie, jednakze nie zostato zauwazone. Dopiero w 1925 roku James
W. Armit i Robert Robinson wprowadzili pojecie sekstetu elektronowego, dla
okreslenia grupy szesciu elektronow, jak podali, ,,opornej na rozerwanie” (ang.
,the group of six electrons that resists disruption...”) [47]. Warto podkresli¢, iz
to Armit i Robinson wprowadzili notacj¢ kotka wewnatrz heksagonu, oznaczajaca
dzi$ zdelokalizowany sekstet n-elektronowy. Taka reprezentacja benzenu (lub ogdl-
nie méwigc aromatycznego pierscienia szesciocztonowego) obok zlokalizowanej
struktury Kekulégo, zostata przyjeta i powszechnie stosowana w chemii.

Rozwo6j mechaniki kwantowej w latach dwudziestych XX wieku przyczynit
si¢ do odmiennego, spojrzenia na czasteczki chemiczne. Erich Hiickel wykazat
,,SZtywno$¢” rotacyjng uktadow z wigzaniem podwodjnym C=C, jak rowniez wpro-
wadzit pojecia orbitali o 1 7 [48]. Trwato$¢ uktadow mozna byto powiazac¢ z war-
to$ciami energii uzyskanymi z obliczen kwantowych, a pierwszg probg zastosowa-
nia ich do uktadéw m-elektronowych byta Metoda Orbitali Molekularnych Hiickla
(HMO) [49].

Pomimo wielu zatozen upraszczajacych, metoda ta sprawdzata si¢ niezle dla
prostych, ptaskich uktadéw m-elektronowych. To dzigki niej mozna bylo m.in. zin-
terpretowac ,,niearomatyczne” wilasciwosci cyklobutadienu i cyklooktatetraenu.
Z pracy Hiickla [49] wynikata jedna ze sztandarowych regut thumaczgcych trwatos¢
monocyklicznych sprzgzonych uktadéw n-elektronowych, nazwana pozniej regula
Hiickla. Wedtug niej uktady posiadajace 4n+2 elektrony m charakteryzuje wzgled-
nie duza trwato$¢, natomiast te, posiadajace 4n elektronéw 7 sa nietrwate. Co cie-
kawe, Hiickel nigdy nie sformutowat reguly tej explicite. Jej form¢ zawdzigczamy
Wiliamowi von Eggers Doeringowi, ktory badajac wtasciwosci pochodnych tro-
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ponu, zwrdcit uwagg na fakt, iz kation cykloheptatrienylowy powinien by¢ trwalszy
niz kation cyklopentadienylowy (ze wzglgdu na obecno$¢ 4n+2 elektrondw 7 przy
4n elektronach 7 kationu cyklopentadienylowego) [50]. Pelng dokumentacje zasto-
sowan tej reguly w oparciu o metodg¢ HMO [51] podali Roberts i wspotpracownicy
[52]. W 1952 roku Artur Frost i Boris Musulin zaproponowali wygodng i tatwa
do zobrazowania mnemotechniczng metode przedstawiania poziomow energetycz-
nych HMO dla uktadéw monocyklicznych [53]. Polega ona na wyznaczeniu punk-
tow styczno$ci okregu z wielokatem foremnym o n wierzchotkach wpisanym w ten
okrag, gdzie n oznacza liczbg elektronow 7 a srodek okregu wyznacza poczatek
uktadu wspotrzednych. Wartosci wspotrzednych y dla poszczegolnych wierzchot-
koéw sg wzglednymi warto$ciami energii poszczegolnych poziomow dla n-annulenu
(Rys. 5).

cyklobutadien benzen cyklooktatetraen

Rysunek 5. Interpretacja graficzna mnemotechnicznej metody Frosta i Muslina
Figure 5. Graphic interpretation of mnemotechnic method by Frost i Muslin

Wartos$¢ energii wyrazona w umownych jednostkach § dla i-tego poziomu
energetycznego wynosi:

E =2 cos(2ni/n), gdziei=123,4...n (1)

Jak wida¢ z diagramu uktady 4n+2 powinny by¢ trwalsze ze wzgledu na cat-
kowite obsadzenie ostatniego poziomu energetycznego. Niestety, w przypadku
10-annulenu, posiadajacego 4n+2 elektrony 7 na obnizong trwatos¢ molekuty zna-
czacy wplyw ma brak planarnos$ci i tym samym niedostateczne nakrywanie si¢ orbi-
tali 2p . Metoda Hiickla nie uwzglednia efektow sterycznych i konformacyjnych
molekut. O ile mozna manipulowac stopniem nakrywania si¢ orbitali w przypadku
uktadéw nieplaskich, to wieksza trudnos¢ stanowig naprgzenia pochodzace od wig-
zan ¢, a metoda HMO stosuje tylko przyblizenie n-elektronowe. Pomimo ograni-
czen HMO stosowana byla dla wielu uktadoéw m-elektronowych, z uwzglednieniem
wielopierscieniowych weglowodorow benzenoidowych i niebenzenoidowych.
W latach pdzniejszych elementy teorii HMO byly wykorzystane w réznych roz-
wazaniach teoriografowych, dotyczacych trwatosci uktadow n-elektronowych [8].

Sformulowanie w 1928 przez Linusa Paulinga teorii rezonansu na gruncie teorii
wigzan walencyjnych [54], przyczynito sie do wytlumaczenia szczegdlnej trwalosci
benzenu. Pojecie struktur rezonansowych mialo tu odzwierciedlenie w strukturach
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Kekulégo, jako uktadach granicznych. Trwatos¢ mozna bylo wytlumaczy¢ réznicg
miedzy energia hipotetycznej struktury granicznej, a energia rzeczywistej molekuly.
Ta réznica energetyczna nazwana zostala Energig Rezonansu (RE) i pomimo, ze nie
jest wielko$cig mierzalna, stala sie jednym z gléwnych ilosciowych deskryptorow
aromatyczno$ci. Teoria rezonansu Paulinga dawala jeszcze jeden wazny wniosek.
Obnizenie energii ukladu wigzalo si¢ z usrednieniem diugosci wigzan wegiel-wegiel.
Strukturalny aspekt podobienstwa do benzenu, ktéry wedlug Kekulégo klasyfikowat
zwiazki aromatyczne, zyskal nowy wymiar, zwigzany ze zniesieniem alternacji wia-
zan w pierscieniu. Stato sie to jednym z kryteriéw aromatyczno$ci. W roku 1929
Kathleen Lonsdale eksperymentalnie wykazata réwnocennos¢ wigzan w benzenie,
publikujac strukture heksametylobenzenu uzyskang z badan krystalograficznych
[55]. Potwierdzono, wigc, ze benzen jest plaska czasteczka o symetrii D,,. Notacja
Armita i Robinsona uwzgledniala symetrie D, benzenu, byta wiec wygodnym spo-
sobem na pokazanie struktury pier§cieni wyréwnanymi wigzaniami C-C nie tylko
benzenu, ale takze ukltadéw benzenoidowych. Armit i Robinson w swojej pracy [47]
zaproponowali wykorzystanie notacji sekstetu elektronowego takze dla ukladow
wielopierscieniowych. Ich propozycja struktur naftalenu i antracenu sprowadzala
sie do zapisu kotka oznaczajacego sekstet elektronowy w kazdym z pierscieni sze-
$ciocztonowych, niestety, kosztem wigzan wewnetrznych szkieletu weglowego. Naf-
talen mial wiec 12, a antracen 18 zdelokalizowanych elektronéw (Rys. 6).

Rysunek 6.  Wzory strukturalne naftalenu i antracenu z uwzglgdnieniem sekstetow m-elektronowych wg
Armita i Robinsona

Figure 6. Structural formula for naphthalene and anthracene including 7-electron sextets by Armit and
Robinson

Eric Clar zaproponowat inng notacje sekstetu elektronowego dla uktadéw ben-
zenoidowych [56]. Wiedzial, ze ze wzgledu na rdzna reaktywnos$¢ nie wszystkie
pierscienie, jak rowniez atomy wegla w pierscieniu, s3 rownocenne. Zapropono-
wat taka reprezentacje uktadow benzenoidowych, w ktorych sekstet elektronowy
nie jest przypisany do pierécienia, tylko moze ,,ulega¢ migracji”, ttumaczac w ten
sposOb rdzng reaktywnos$¢ poszczegodlnych pozycji w czgsteczce. W przypadku
poliacenow, sekstet elektronowy mogl by¢ narysowany tylko w jednym pierscieniu,
w odroznieniu od struktur proponowanych przez Armita i Robinsona, gdyz wtedy
pozostate pierscienie posiadaty tylko po 4 elektrony m. Dla naftalenu mozliwe byty
dwie takie struktury, dla antracenu trzy itd.
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Rysunek 7. Sekstety Clara dla naftalenu i antracenu
Figure 7. Clar sextets for naphthalene and anthracene

Generalizujac, Clar zaproponowal notacj¢ migrujacego sekstetu dla liniowych
ukladow benzenoidowych:

-

Rysunek 8. Migrujacy sekstet w czasteczce antracenu
Figure 8. Migrating sextet in anthracene

Strzalka pokazuje schematyczne ,,rozmycie” sekstetu wzdhuz czasteczki, co
thumaczy zmniejszajacg si¢ trwato$¢ poliacendw wraz ze wzrostem liczby pierScieni.
Najdtuzszymi poliacenami, ktére udato si¢ do tej pory eksperymentalnie uzyskaé
sa uzyskac sa oktacen i nonacen [57]. W przypadku czasteczki fenantrenu (Rys. 9)
bedacego izomerem antracenu mozliwe byto narysowanie dwoch wspotistniejacych
sekstetow w pier§cieniach zewngtrznych molekuty. Pierscien srodkowy, zawiera-
jacy dwa elektrony 7 posiada zlokalizowane wigzanie podwojne.

Rysunek 9.  Struktura fenantrenu wg. Clara

Figure 9. Structure of phenanthrene according to Clar

Zaproponowana przez Clara struktura fenantrenu tlumaczy reaktywno$é
poszczegdlnych atomoéw wegla w tej czasteczce. Wiadomo, ze fenantren, w odroz-
nieniu od benzenu, tatwo ulega reakcji addycji, podobnie jak uktady nienasycone.
Reakcja zachodzi w srodkowym pierscieniu w pozycji 9,10 (wigzanie podwdjne).
Pozostate atomy wegla zachowuja si¢ podobnie jak benzen. Im wigcej izolowa-
nych sekstetow Clara mozna przypisac pierscieniom uktadu benzenoidowego, tym
uktad ten jest trwalszy i mozna uznawac go za bardziej aromatyczny (fenantren jest
trwalszy od antracenu). Clar zaproponowat pojecie uktadu ,,catkowicie” benzeno-
idowego (ang. fully benzenoid), takiego, w ktorym wszystkie elektrony 7 zaanga-
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zowane sg we wspolistniejace sekstety w poszczegdlnych pierscieniach. Oznacza to
brak zalternowanych wigzan podwdjnych i tym samym wigksza wzgledna trwato$¢.
Do uktadow takich nalezy trifenylen, czy heksabenzo|bc,ef, hi,kl,no,gr]koronen:

3 &

Rysunek 10. Sekstety Clara w czasteczkach trifenylenu i heksabenzo[bc,ef, hi,kl,no,qr]koronenu
Figure 10.  Clar sextets for triphenylene and hexabenzolbc,efhi,kl,no,qr]coronene

Ciekawy przypadek stanowi czgsteczka koronenu. Koronen, podobnie jak ben-
zen, posiada symetrie D,, i jest uktadem, w ktérym pierscien benzenowy otoczony
jest szescioma pierscieniami szeSciocztonowymi. Znany jest jako trwaly zwiazek
chemiczny, ktory nawet wystepuje w stanie wolnym w postaci mineratu zwanego
karpatytem. Koronenu nie mozna zaliczy¢ do catkowicie benzenoidowych uktadow
wedlug klasytikacji Clara. Na siedem pierscieni szesciocztonowych mozna przypisaé
trzy sekstety. Z uwagi na symetrig, istniejg dwie réwnocenne konfiguracje Clara dla
koronenu.

Rysunek 11.  Koncepcja supersekstetu w czasteczce koronenu
Figure 11.  The concept of supersextet for coronene

Migrujace sekstety po obwiedni czgsteczki sg analogia do zlokalizowanych wig-
zan podwdjnych w rezonansowych strukturach Kekulégo:
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Rysunek 12. Benzen i jego dwie graniczne struktury Kekulégo
Figure 12.  Benzene and its two Kekulé structures

W 1983 roku Haruo Hosoya [58] wprowadzil pojecie supersekstetu, jako analo-
gii do zdelokalizowanej struktury benzenu. Zaproponowat, rozszerzenie struktur
Clara koronenu o strukture posiadajacg zewngtrzny supersekstet (wlasciwie twor-
zony przez 18 elektrondw 1) oznaczony duzym kotem. Podobnie jak w przypadku
benzenu, pojecie supersekstetu miato thumaczy¢ duzg trwatos¢ czasteczki koronenu.

Teoria Clara jest prostg i uzyteczng metoda pozwalajacg na ocene trwalosci
ukladéw benzenoidowych, jak réwniez przewidywanie ich reaktywnosci. Przykla-
dowo, mozna tatwo oceni¢ prawdopodobienistwo podstawienia bezwodnika male-
inowego do antracenu, ze wzgledu na trwalto$¢ produktu ,mierzong” liczbg wspét-
istniejacych sekstetow Clara:

O

O

Rysunek 13.  Addycja bezwodnika maleinowego do zewnetrznego i wewnetrznego pier$cienia antracenu
Figure 13.  Addition of Maleic anhydride to the outer and the inner six membered ring in anthracene

W drugim przypadku ukiad jest trwalszy, gdyz posiada dwa rozdzielone pier-
$cienie aromatyczne.

Warto wspomnie¢, ze ponad pdt wieku wezesdniej przed pracami Erica Clara,
podobne rozumowanie zaprezentowat angielski chemik Henry Edward Armstrong.
Jego struktury uktadow benzenoidowych charakteryzowata podobna koncepcja jak
w przypadku struktur Clara. W roku 1890 w pracy The structure of cycloid hydro-
carbons [59] Armstrong zaproponowat struktury uktadow, w ktorych ,,wewnetrzne
powinowactwa” (dzi$ zdelokalizowane elektrony ) stanowity doktadnie taki sam
schemat jak w przypadku struktur Clara:
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Rysunek 14. Struktury antracenu i 9, 10-antrachinonu wg. Armstronga oraz wg Clara
Figure 14.  Structures of anthracene and 9,10-anthraquinone according to Armstrong and Clar

Armstrong nie znat jeszcze pojecia elektronu, a mimo to zaproponowat zaska-
kujaco poprawny model budowy uktadéw wielopierscieniowych. W swojej pracy
napisal [59]: ,,...the centric affinities act within the cycle...benzene may be represen-
ted by a double ring...and when an additive compound is formed, the inner cycle of
affinity suffers disruption, the contiguous carbon atoms to which nothing has been
attached of necessity acquire the ethylenic condition...” co w ttumaczeniu na jezyk
polski przedstawia sie nastepujgco: “...powinowactwa centralne dziatajg w pierscie-
niu...benzen moze wiec by¢ reprezentowany poprzez podwdjny pierscien....i kiedy
w czasie reakcji wewnetrzny pierscient powinowactw ulega rozdzieleniu, sasiednie
atomy wegla, do ktorych nic nie zostalo przylaczone z koniecznosci osiagaja stan
etylenu ..”

Wiadomo, ze Armstrong badal reaktywno$¢ podstawionych pochodnych ben-
zenu z uwzglednieniem ukierunkowania miejsca reakcji w pochodnych orto-, meta-
i para-. Z powyzszego tekstu wynika, ze Armstrong nie tylko przewidzial, ze benzen
posiada zdelokalizowany sekstet elektronowy, ale réwniez o pot wieku wyprzedzit
Georga W. Whelanda [60] podajac strukture kompleksu przejsciowego w reakeji
substytucji elektrofilowej.

Rysunek 15. Kompleks Whelanda dla substytucji elektrofilowej benzenu
Figure 15.  Wheland complex for electrophilic substitution in benzene

Zapewne ogromne do$wiadczenie Armstronga w syntezie organicznej, ze
szczegdlnym uwzglednieniem uktadéw aromatycznych, bylo podstawa jego intuicji
w kierunku przewidywania struktury i reaktywnosci zwigzkéw aromatycznych.

W latach trzydziestych XX wieku skupiono si¢ na jeszcze jednej wlasciwosci
zwiazkow aromatycznych. Uklady te charakteryzowata wigksza warto$¢ podatnosci
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diamagnetycznej skierowanej prostopadle do ptaszczyzny molekuly. Linus Pauling
[61] zasugerowal, ze anizotropia podatnosci diamagnetycznej wynika z delokalizacji
elektronéw 2p , bedacych pod wplywem pola elektrycznego atomoéw wegla. Pauling
jako pierwszy wprowadzil pojecie pradow kotowych w indukowanych przez pole
magnetyczne pierscieniach aromatycznych, zaréwno benzenu jak i uktadéw wie-
lopierscieniowych. W 1937 roku Kathleen Lonsdale opublikowala prace, w ktdrej
podata warto$ci anizotropii podatnosci diamagnetycznej dla wielu ukladéw aroma-
tycznych zaréwno karbocyklicznych jak i heterocyklicznych [62]. W tym samym
roku Fritz W. London zasugerowal, iz uktady aromatyczne moga wykazywaé wta-
$ciwosci nadprzewodzace, ze wzgledu na wysokie wartosci podatnosci diamagne-
tycznej [63]. Idea Paulinga i Londona dotyczaca indukowanych pradéw kotowych
w pier$cieniach aromatycznych, pozwolila thumaczy¢ obserwacje Johna Poplea [64],
zwigzang z dodatnim przesunieciem czesto$ci w 'H NMR pochodzacych od ato-
moéw wodoru w benzenie: ,,...some of these chemical shifts can be better understood in
terms of a more detailed picture of the diamagnetic current set up in the molecule by an
external field...” co w tlumaczeniu na jezyk polski przedstawia sie nastepujaco: ..
niektore z tych przesuni¢¢ chemicznych mozna lepiej zrozumie¢ w kategoriach bar-
dziej szczegdtowych, tj. diamagnetycznego pradu kotowego indukowanego w czas-
teczce przez zewnetrzne pole magnetyczne...”

Fakt, ze zwigzki aromatyczne w polu magnetycznym zachowywaly si¢ inaczej
niz pozostale uktady weglowe, spowodowal, iz aromatycznosci przypisano jeszcze
jeden wymiar, tzw. ,wymiar magnetyczny”. Mozna zatem wyro6zni¢ cztery podsta-
wowe kryteria aromatycznosci:

(i) Obnizenie energii ukladu w odniesieniu do energii, jaka by wynikata z kla-
sycznego wzoru ze zalternowanymi wigzaniami pojedynczymi i podwoj-
nymi.

(i1) Wyréwnanie dhugosci wigzan w uktadzie aromatycznym.

(iii) Zdolnos¢ do wzbudzania si¢ n-elektronowego pradu kotowego w czas-
teczce w wyniku przytozenia zewnetrznego pola magnetycznego.

(iv) Uktady aromatyczne sa podatne na reakcje podstawienia, natomiast wyka-
zujg brak podatnosci w przypadku reakcji addycji. Ta cecha uktadéw aro-
matycznych wigze si¢ z charakterystyczng dla tych uktadéw tendencja
zachowania struktury m-elektronowej, formutowang takze jako tendencja
do odtwarzania wyj$ciowego stanu rn-elektronowego [65, 66].

Powyzsze wlasciwosci stanowia odpowiednio kryterium energetyczne, geome-
tryczne i magnetyczne oraz reaktywno$ciowe.

Czy wszystkie powyzsze kryteria okreslajg uklady aromatyczne w ten sam
spos6b? Dzi$ wiadomo, ze nie. Aromatyczno$¢ ma charakter wielowymiarowy
[67, 68]. Latwo to sobie uzmystowi¢ na kilku prostych przyktadach [69]. Niektore
weglowodory benzenoidowe, np. fenantren, ulegaja reakcji addycji. Substytucja
nie jest natomiast mozliwa w przypadku fullerenéw, ktore z kolei uznane sg za
aromatyczne. W wielu uktadach benzenoidowych wystepuje znaczna alternacja
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wiazan. Trifenylen w $rodkowym pierscieniu posiada trzy wigzania pojedyncze,
podobnie fenantren — wigzania pojedyncze i wigzanie podwojne (C,-C, ). Bora-
zyna — zwigzek izoelektronowy z benzenem, ma wszystkie wigzania wyréwnane,
jednakze charakteryzuje ja niska warto$¢ egzaltacji podatnosci magnetycznej. Diu-
gosci wigzan jonow pentadienylowych — kationu — uktadu anty-aromatycznego
(4n elektronéw ) 1 anionu — aromatycznego (4n+2 elektrony ), nieznacznie roznia
si¢ dhugoscia (odpowiednio 1.425A i 1.414A). Oba uktady charakteryzuje ta sama
symetria D, .

2. WSPOLCZESNE DEFINICJE AROMATYCZNOSCI

Czym jest aromatyczno$¢? Jak rozumie¢ to pojecie dzisiaj? Aromatyczno$¢ nie
jest wielko$cia bezposrednio mierzalng, a jej definicja zostala ustalona w wyniku
konwencji. W latach sze$édziesigtych XX wieku przyjeto [70—72] ze charakter
aromatyczny zdefiniowany jest przez pewne fizyczne i chemiczne wilasciwosci,
charakteryzujace ptaskie i cykliczne zwigzki n-elektronowe, w ktorych elektrony 7
tego uktadu w stanie podstawowym w sposob wyrazny i mierzalny ulegaja deloka-
lizacji. Za whasciwosci fizykochemiczne bedace miarg delokalizacji uznano przed-
stawione w poprzednim rozdziale kryteria: energetyczne, geometryczne, magne-
tyczne i reaktywnosciowe. Dwie wspotczesne definicje aromatycznos$ci precyzuja
to pojecie nastepujaco:

1. We consider as fully aromatic those cyclic m-electron systems which follow all
the features of aromatic character, while those which follow some but not all
of them are partly aromatic [3], co w ttumaczeniu na jezyk polski przedsta-
wia si¢ nastepujaco: Za w pelni aromatyczne uznaje si¢ te cykliczne ukltady
n-elektronowe, ktore spelniajg wszystkie kryteria charakterystyczne dla
ukladéw aromatycznych (kryterium energetyczne, geometryczne, magne-
tyczne oraz reaktywnosciowe), podczas gdy te uklady, ktore spetniajg tylko
cze$¢ z kryteridw, ale nie wszystkie, uwaza sie za czeSciowo aromatyczne.

2. Aromaticity is a manifestation of electron delocalization in closed circuits,
either in two or in three dimensions. This results in energy lowering, often
quite substantial, and a variety of unusual chemical and physical proper-
ties. These include a tendency toward bond length equalization, unusual
reactivity, and characteristic spectroscopic features. Since aromaticity
is related to induced ring currents, magnetic properties are particularly
important for its detection and evaluation [73], co w tlumaczeniu na jezyk
polski przedstawia si¢ nastgpujaco: Aromatycznosc jest przejawem deloka-
lizacji elektronowej w dwu lub w tréjwymiarowych ukladach cyklicznych.
Objawia si¢ ona obnizeniem energii ukladu, czesto calkiem znaczacym,
oraz réznorodnoscig wlasciwosci chemicznych i fizycznych, wlgczajac w to
wyrownanie dlugosci wigzan, reaktywnos¢ i charakterystyczne wtasciwosci
spektroskopowe. Poniewaz aromatyczno$¢ jest powigzana z indukowanymi
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pradami kotowymi, wlasciwosci magnetyczne sg szczegolnie wazne dla jej
wykrycia i oszacowania.

UWAGI KONCOWE

W artykule przedstawilismy w skrotowej formie historyczny rozwoj koncepciji
pojecia aromatycznosci na przestrzeni ostatnich 150 lat, zaczynajac od prac Friedri-
cha Augusta Kekulé von Stradonitz i konczac na wspotczesnych definicjach. Badania
zwigzkéw aromatycznych byly (i w dalszym ciggu) niezwykle inspirujace i stymu-
lujace, dla rozwoju chemii jako dziedziny nauki. Warto jednak zaznaczy¢, iz samo
pojecie aromatyczno$ci, pomimo ogromnej uzytecznosci moze wzbudza¢ réwniez
wiele kontrowersji. Sg badacze, ktorzy sa do niego sceptycznie nastawieni. Dlatego
na koniec przytaczamy cztery najciekawsze (naszym zdaniem) poglady dotyczace
aromatyczno$ci, ktére mozna znalez¢ w literaturze. Cho¢ autorom tego artykutu
najblizej jest do ostatniej z nich, zaczynamy od tej, ktdra jest najbardziej krytyczna.
1. Jean-Francois Labarre: [...] We believe that the term ‘aromaticity’ should be
eliminated from the scientific vocabulary in order to avoid the ambiguity that
comsists in postulating that whoever says aromatic’ says ‘benzenic’ and vice
versa.[...] Morover, the considerable number of prefixes joined to the term
aromaticity’ (non-, anti-, quasi-, pseudo-, homo-, etc.) indicates sufficiently
that this term is outdated. [...] [74], co w ttumaczeniu na jezyk polski brzmi
nastepujaco: [...] Wierzymy, ze termin ‘aromatycznos$¢ powinien by¢ wyeli-
minowany ze slownictwa naukowego aby unikng¢ dwuznacznosci, ktdra
zawiera sie w stwierdzeniu, ze ktokolwiek méwi ‘aromatyczny’ mowi ‘benze-
nowy’ i vice versa. [...] Ponadto, znaczna liczba przedrostkéw dolaczonych
do wyrazenia ‘aromatyczno$¢ (non-, anty-, kwazi-, pseudo-, homo-, etc.)
w sposdb wystarczajacy wskazuje na to, Ze termin ten jest przestarzaly. [...]

2. Milan Randi¢: Aromaticity is a funny subject. The first time you go through
the subject, you don’t understand it at all. The second time you go through it,
you think you understand it, except for one or two small points. The third time
you go through it, you know you don’t understand it, but by that time you are
so used to the subject that it doesn’t bother you any more [8], co w tltumaczeniu
na jezyk polski brzmi nastepujaco: Aromatycznos¢ jest zabawnym zagad-
nieniem. Kiedy po raz pierwszy si¢ do niego przymierzasz kompletnie nic
z niego nie rozumiesz. Kiedy podchodzisz po raz drugi, wydaje Ci si¢ ze
rozumiesz go, za wyjatkiem jednego lub dwdch drobnych elementéw. Za
trzecim razem przymierzajac si¢ do niego, wiesz juz Ze go nie rozumiesz, ale
jestes juz tak z nim zzyty, ze kompletnie Ci to nie przeszkadza.

3. Paul von Ragué Schleyer: We have to confess Beauty (or Aromaticity) is in the

eye of the beholder. Both are easy to recognize, but difficult to define quanti-
tatively [73], co w ttumaczeniu na jezyk polski brzmi nastepujaco: Musimy
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przyznaé, ze pickno (lub Aromatycznos¢) jest w oku patrzacego. Obie sg
tatwe do rozpoznania, ale trudno je okresli¢ ilosciowo.

4. Paul von Ragué Schleyer: Aromaticity is like the icing on a cake. Icing contrib-
utes only a little to holding the cake together, but it is the most delicious part
[73], co w tlumaczeniu na jezyk polski brzmi nastepujaco: Aromatycznosc
jest jak lukier na torcie. Jest on tylko malenka czedcig ciasta, ale za to naj-
smaczniejsza.

PODZIEKOWANIA

Publikacja powstala w oparciu o prace doktorska pt. Relacje miedzy energe-
tyka i struktura karbocyklicznych ukladéw aromatycznych (A. Ciesielski, Wydziat
Chemii UW, Warszawa, 2014) oraz szereg dyskusji prowadzonych na przestrzeni
ostatnich lat. Autorzy wyrazaja wdziecznos¢ prof. Janowi Cz. Dobrowolskiemu za
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ABSTRACT

There has been growing interest in development of new methods for the deter-
mination of arsenic due to its high toxity and increasing population in the envi-
ronment. At present, chromatographic (separation) and spectroscopic (detection)
approaches are the most common. Although, they are characterized by high sensiti-
vity and low detection limits, the experimental procedures often require generation
of toxic AsH,. Electrochemical methods for the determination of arsenic can be
considered as complimentary because they are fairly simple and they are subject to
different selectivity criteria. In this respect, various stripping voltammetric proce-
dures are becoming popular. The actual stripping voltammetric measurement con-
sists of two steps in which preconcentration of an analyte at the electrode surface
is followed by the so called ,,stripping” step involving electrode reaction recorded
in a form of the voltammetric peak. A representative approach involves reduction
of the analyte anions upon application of the sufficiently negative potential to form
As(0) on the electrode (e.g. gold) surface; this step is followed by voltammetric oxi-
dation (anodic stripping) of the deposit (to As(III)). In a case of so called cathodic
stripping voltammetry, the stationary Hanging Mercury Drop Electrode (HMDE)
is often used. During the preconcentration step, an insoluble salt is produced on the
electrode surface. To facilitate its formation, copper or selenium species are used
as mediators. Under such conditions, insoluble Cu,As, is generated together with
copper amalgam on the surface of HMDE.

Because sensitivity and detection limit in electroanalytical determinations
strongly depend on the current densities measured, there is a need to search for
specific catalytic materials that would induce otherwise highly slow and irreversible
redox processes of As(III) (oxidation) and, in particular, As(V) (reduction). Desi-
gning effective electrocatalytic materials would be of importance to the development
of more sensitive stripping methods and monitoring of arsenic under chromatogra-
phic and flow conditions. Representative examples of catalytic systems are provided
and discussed here. Some attention is also paid to application of enzymes to sensing
of arsenic. Electrochemical determination of arsenic(III) is generally better descri-
bed in literature. Direct determination of As(V) typically requires its binding into
chemical compounds. It is reasonable to expect intense research in future aiming at
the developing of new electroanalytical methods for direct selective determination
of As(V).

Keywords: arsenic, electrochemical determinations, stripping voltammetry, electro-
catalysis, modified electrodes, metal and metal oxide nanoparticles

Stowa kluczowe: arsen, oznaczenia elektrochemiczne, woltamperometria ,,strippin-
gowa’, elektrokataliza, elektrody modyfikowane, nanoczastki metali i tlenkow metali
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WPROWADZENIE

Arsen jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnionym w naturze. Szacuje sie,
ze jest dwudziestym najbardziej rozpowszechnionym pierwiastkiem w skorupie
ziemskiej [1]. W przyrodzie spotka¢ go mozna w postaci mineralow takich jak arse-
nopiryt (FeAsS), orpiment (As,S,) czy lelingit (FeAs,). W Polsce najwigksze poktady
tego surowca znajduja si¢ w Ztotym Stoku (woj. dolnoslaskie). Do $rodowiska arsen
przedostaje si¢ nie tylko w wyniku proceséw naturalnych takich jak erozja skal, ale
réwniez poprzez dzialalnos¢ czlowieka — spalania paliw kopalnych czy produkeji
pestycydoéw. Powyzsze czynniki spowodowaly w ostatnich latach znaczny wzrost
stezenia arsenu w wodach powierzchniowych, ktére dawno przekroczylo poziom
10 ppb ustanowiony przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) [2].

Arsen nawet w niskich stezeniach jest wysoce toksycznym pierwiastkiem.
Wedlug amerykanskiej agencji U.S. Environmental Protection Agency - juz przy
stezeniach tak niskich jak 0,01 mg/l - arsen staje si¢ czynnikiem rakotwdrczym.
Dlugotrwale narazenie na dzialanie arsenu moze prowadzi¢ do wielu choréb takich
jak zapalenie spojowek, hiperkeratoza, choroby naczyn krwiono$nych, raka skory,
uszkodzenia moézgu i DNA, a w ostateczno$ci do $mierci [2]. Arsen wystepuje
w przyrodzie na stopniach utleniania -III, 0, +III, +V zaréwno w postaci zwigz-
kéw organicznych jak i nieorganicznych. W wodzie najbardziej rozpowszechniong
forma sa nieorganiczne zwigzki arsenu w ktorych arsen jest na +III i +V stopniu
utleniania (Rys. 1).
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Rysunek 1. Zwiazki arsenu wystepujace w wodzie
Figure 1. Arsenic compounds existing in water

Z badan toksykologicznych wynika, ze tréjwarto$ciowy nieorganiczny arsen
jest 25-60 razy bardziej trujacy niz arsen pieciowartosciowy oraz nawet kilkaset
razy bardziej toksyczny niz arsen w zwigzkach organicznych [3].

W celu monitorowania skazenia srodowiska arsenem zaczeto opracowywac
metody jego oznaczania. Najwicksza popularnoscia ciesza si¢ metody spektro-
skopowe, chromatograficzne oraz — w przypadku pewnych zastosowan — metody
elektrochemiczne. Metody spektroskopowe takie jak spektrometria mas z jonizacja
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w plazmie indukcyjnie sprzezonej (ang. Inductively Coupled Plasma - Mass Spec-
trometry, ICP-MS), atomowa spektroskopia absorpcyjna z atomizacja elektroter-
miczng (ang. Electrothermal Atomic Absorption Spectroscopy, ETAAS), atomowa
spektroskopia emisyjna (ang. Atomic Emission Spectroscopy, AES) czy atomowa
spektroskopia fluorescencyjna (ang. Atomic Fluorescence Spectroscopy, AFS) cha-
rakteryzuja si¢ wysoka czulo$cig oraz niskimi granicami wykrywalnosci, jednakze
procedurom pomiarowym czgsto towarzyszy wydzielenie toksycznego wodorku
arsenu AsH,. Przy uzyciu tych metod przygotowanie probek jest do$¢ czasochtonne.
Ponadto metody te mierza tylko catkowitg zawarto$¢ arsenu w probee. Najczesdciej
stosowang metoda spektroskopowa jest ICP-MS ze wzgledu na jej wysoka czulosé.
Alternatywna, tansza technika o poréwnywalnej do ICP-MS czulosci jest AFS [4].
Niestety, probki srodowiskowe zazwyczaj majg skomplikowane matryce, ktére cze-
sto uniemozliwiajg bezpo$rednie oznaczanie arsenu technikami spektroskopowymi
(zwlaszcza AFS). W praktyce obecny w probce arsenu wymaga wczesniejszego roz-
dzielenia od innych sktadnikéw matrycy i zatezenia. Do tego celu wykorzystuje sie
technike ekstrakeji do fazy stalej (ang. Solid Phase Extraction, SPE). W tym kontek-
$cie nalezy wspomnie¢ o podejsciu wykorzystujacym technike SPE z wielo$cien-
nymi nanorurkami weglowymi oraz polietylenoiming jako sorbentem nowego typu
do SPE [4], wykazujacym wysoka selektywnos$¢ wzgledem jonoéw As(V) réwniez
w obecnosci jonow As(III). Samo oznaczenie arsenu w probce moze by¢ wykonane
za pomocg atomowej spektroskopii fluorescencyjnej sprzezonej z generowaniem
wodorkéw. Pozostaly w roztworze As(III) nastepnie jest utleniany do As(V) przy
uzyciu nadtlenku wodoru w celu uzyskania catkowitej wartosci stezenia nieorga-
nicznego arsenu w probce. Otrzymana opisang technika granica wykrywalnosci
dla As(V) wynosi 15 ng/l. Wspdlczesne metody elektrochemiczne moga odzna-
czaé si¢ bardzo wysoka selektywnos$cia wzgledem arsenu(III), szybkim i prostym
przygotowaniem probki oraz bardzo niskim poziomem detekcji. Co wigcej metody
elektrochemiczne s tanie i nie wymagaja generacji toksycznych wodorkéw arsenu
[5]. Wsr6d metod elektrochemicznych w ostatnich latach co raz wigksza popu-
larnoscig ciesza si¢ tzw. metody ,.strippingowe”, ktore byly stosowane przez che-
mikéw w innych oznaczeniach od ponad 50-ciu lat. Sa to techniki dzieki ktérym
mozliwe jest znaczne obnizenie granicy oznaczalno$ci (nawet do wartosci rzedu
10°~10" mol/l). Pomiar ,,strippingowy” sktada si¢ z dwdch etapéw. Pierwszym
z nich jest zatezenie analitu w wyniku jego gromadzenia (zatezania) na elektrodzie
pracujacej. Etap ten moze przebiega¢ na drodze elektrolizy (anodowa woltampero-
metria ,,strippingowa”; ang. Anodic Stripping Voltammetry, ASV), adsorpcji (adsorp-
cyjna woltamperometria ,strippingowa”; ang. Adsorption Stripping Voltammetry,
AdSV) lub reakeji elektrodowej prowadzacej do utworzenia trudno rozpuszczalnych
zwigzkow na powierzchni elektrody (katodowa woltamperometria ,,strippingowa’;
ang. Cathodic Stripping Voltammetry, CSV). Drugim etapem jest ,stripping” czyli
reakcja elektrodowa analitu zatezonego na powierzchni elektrody, a rejestrowana
krzywa woltamperometryczna ma zwykle charakter piku [6]. W przypadku ozna-
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czen arsenu, typowym podejsciem jest redukcja jondw tego pierwiastka po przylo-
zeniu odpowiednio dobranego potencjatu ujemnego do elektrody pracujacej (czesto
zlotej) w celu wytworzenia warstwy (zwykle As(0)) na jej powierzchni. Po etapie
osadzania (zatezania) nastepuje utlenienie As(0). Uwaza sig, ze reakcja ta zatrzy-
muje si¢ na etapie wytworzenia As(III).

W przypadku techniki CSV (cathodic striping voltammetry) najczesciej uzy-
wang elektrodg pracujaca jest elektroda rteciowa. Przykladowo wiszaca elektroda
rteciowa (ang. Hanging Drop Mercury Electrode, HMDE) jest szeroko stosowana
w laboratoriach $rodowiskowych. Jej wykorzystanie pozwala na wielopierwiast-
kowq analize sladowych ilosci metali. Technika ta jest analogiczna do techniki ASV
z tg réznicy, ze proces zatezania odbywa si¢ na katodzie, gdzie tworzy si¢ trudno
rozpuszczalna sol. W przypadku arsenu proces akumulacji na elektrodzie czesto
wymaga zastosowania dodatkowego ukiadu pelnigcego rol¢ posrednika w proce-
sie osadzenia. Gdy elektroda pracujagca jest wiszaca kroplowa elektroda rteciowa
(HMDE) jako mediatora uzywa sie miedzi lub selenu. W takim otoczeniu chemicz-
nym arsen(III) tworzy nierozpuszczalny arsenek miedzi (Cu,As,) z amalgamatem
miedzi znajdujacym si¢ na powierzchni HMDE [7]. Bardziej szczegélowe podejscia
do oznaczania arsenu metodami ,,strippingowymi” zostana opisane ponizej.

1. METODA ANODOWE] WOLTAMPEROMETRII ,,STRIPPINGOWE}”
(ASV)

Najbardziej powszechna metoda oznaczania $ladowych ilosci arsenu jest
technika ASV. W procedurze analitycznej uzywa sie réznych elektrod pracujgcych
- elektrod z wegla szklistego, ztotych lub rteciowych. Dodatkowym czynnikiem
réznicujgcym moze by¢é wybor elektrolitu podstawowego. Najczesciej propono-
wane s3 roztwory kwasne przygotowane z HCI, ale réwniez H,SO, czy HNO,. Kon-
wencjonalne elektrody metaliczne, zwlaszcza elektroda zlota, byly przez wiele lat
najpopularniejszymi elektrodami uzywanymi w badaniach reakcji redoks arsenu.
Jednakze od momentu zastosowania nanoczgstek metali, konwencjonalne elektrody
metaliczne nie sg juz tak czesto stosowane (ich podstawowymi wadami byt problem
z efektem pamieci oraz ich wysoki koszt). W publikacjach z ostatnich lat najczesciej
spotykamy sie z sytuacjg, w ktorej elektroda z wegla szklistego (GC) jest pokryta
nanoczastkami metali szlachetnych (zwlaszcza ztota). Nanoczastki metali to czastki
majagce rozmiary nieprzekraczajace 100 nanometréw. Nalezy podkredli¢, iz wla-
$ciwosci nanoczastek czgsto sa rozne od wlasciwosci normalnie otrzymywanych
metali. Nanostruktury charakteryzuja sie duza powierzchnig wlasciwg oraz duza
powierzchnig reaktywna. Przyktadem moga by¢ nanoczastki zelaza o $rednicy nie
przekraczajacej 100 nm charakteryzujace si¢ powierzchnig wlasciwg 20-40 m?/g.
Ich wykorzystanie prowadzi do wigkszej (10-1000 razy) aktywnosci w procesach
elektrokatalitycznych niz w przypadku zastosowanie zwyklego Zzelaza, ktdrego
powierzchnia wlasciwa jest mniejsza od 1 m?/g [8].
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Nalezy wspomnie¢ o do$¢ oryginalnym podejsciu elektroanalitycznym do
oznaczania arsenu [9] wykorzystujacym PDDA (chlorek poli(diallilodimetylo-
amonowy), cytryniany oraz nanoczastki ztota w celu wytworzenia wielowarstw
(ang. layer-by-layer) na powierzchni elektrody zlotej. Elektroda zlota (dyskowa)
byta zanurzana w roztworze 3-mercapto-1-propanosulfonianu sodu co skutkowato
wytworzeniem na jej powierzchni pierwszej (wstepnej) warstwy, nastepnie podda-
wanej dalszej modyfikacji poprzez zanurzanie w roztworze PDDA. Ostatnim eta-
pem bylo zanurzenie elektrody w roztworze cytrynianéw zawierajacych nanoczastki
zota. Na tak przygotowang warstwe nanoczastek zlota stabilizowanych PDDA
mozna naklada¢ kolejne warstwy w celu uzyskania ukladéw wielowarstwowych.
Taki material elektrodowy wykazywal wlasciwosci indukujace w procesie elektro-
utleniania jonéw As(III). Zastosowana technika pomiarowa byla woltamperome-
tria pulsowa réznicowa (ang. Differential Pulse Voltammetry, DPV) pozwalajaca na
zwiekszenie elektrochemicznego sygnalu analitycznego w stosunku do pradéw tla.
Uzyskiwane limitu detekeji byly znacznie nizsze od tego rekomendowanego przez
WHO (10 ppb).

Inne podejscie elektroanalityczne [10] bylo oparte na modyfikacji elek-
trody z wegla szklistego nanoczgstkami ztota poprzez elektroosadzane z roztworu
0,5 mol dm™ H,SO, zawierajacego Na[AuCl], w obecnosci KI, KBr, Na,$ i cysteiny
(te dodatkowe skladniki pozwolily na otrzymywanie nanoczastek o réznych rozmia-
rach) z wykorzystaniem metody chronokulometrycznej. Proces utleniania As(III)
badano woltamperometrycznie za pomoca techniki ASV. W pracy przedyskutowano
réwniez efekt elektrolitu podstawowego. Z posrdéd badanych elektrolitow (HCI,
H,SO,, HNO,, H,PO,) najwyzsze gestoéci pragdu otrzymano w przypadku wykorzy-
stania HCl, co bylo zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami [11], wskazujgcymi na
to, ze jony Cl' byly mostkami jonowym pomiedzy elektroda pracujacy, a jonami
arsenu ulatwiajac w ten sposob ich redukcje (w celu zatezenia na powierzchni elek-
trody) . Otrzymany limit detekeji wynosil 1,8 ppb. W innym podejsciu [12], autorzy
pokrywali elektrode z wegla szklistego warstwa zlota na drodze elektroosadzania
z roztworu uzyskanego poprzez rozpuszczenie Au w wodzie krdlewskiej. Tak przy-
gotowana warstwa na elektrodzie pracujacej postuzyla do ,strippingowego” ozna-
czania arsenu (III) znajdujacego si¢ w wodach pitnych Bangladeszu.

Inna koncepcja elektroanalityczna opierala si¢ na przygotowaniu sitodrukowa-
nej elektrody weglowej modyfikowang zlotem [13]. Zaletg tego zaproponowanego
materialu elektrodowego byla mozliwos¢ wielokrotnego wykorzystywania w diuz-
szym okresie czasu (nawet do 300 eksperymentdéw ze stala czuloscig). Rowniez
w tym przypadku elektrochemiczng technikg pomiarowa byt ASV. Otrzymany limit
detekeji w roztworach standardowych arsenu (III) wynosit 0,03 pg/L, natomiast
w natomiast w rzeczywistych probkach wody byl na poziomie 0,5 pug/L. Dodatkowa
zaletg tak przygotowanej elektrody jest mozliwo$¢ oznaczenia zaréwno stezenia
As(ITI) jak i As(V) (mozliwa specjacja) poprzez odpowiedni doboér ,,strippingo-
wych” potencjatéw zatezania.
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Takze nanoczastki bimetaliczne byly uzywane do detekeji arsenu. W szczegdl-
nosci zaproponowano zastosowanie nanoczastek bimetalicznych typu FePt, FeAu,
FePd, AuPt [14] jako aktywnych centréw katalitycznych w procesie utleniania As(III)
w $rodowisku obojetnym. Pomiar analityczny opieral si¢ na metodzie ,,strippingo-
wej” typu ASV w roznych wersjach woltamperometrycznych: klasycznej z liniowo
zmieniajacym sie potencjalem, fali prostokatnej (ang. Square Wave Voltammetry,
SWYV) oraz pulsu réznicowego (ang. Differental Pulse Voltammetry, DPV). Zastoso-
wanie roznych form przykladanego skanu potencjalowego miato wptyw na jakosé¢
uzyskanych pradowych sygnaldéw analitycznych. Wskazano réwniez, ze waznym
czynnikiem byt potencjal poczatkowy pomiaru woltamperometrycznego. Oznacza-
jac arsen(III) metodg ,,stripingowq” nalezy mie¢ na uwadze mozliwe interferencje.
W omawiane]j pracy autorzy mieli na uwadze mozliwo$¢ tworzenia si¢ zwigzkow
arsenu z metalicznymi interferentami w trakcie procesu osadzania. Stwierdzono,
ze najpowazniejsze interferencje wywolujg jony miedzi(II) poniewaz ich potencjal
»strippingowy” jest zblizony do potencjalu utleniania arsenu(III). Autorzy wykazali,
ze nanoczgstki bimetaliczne (zawierajace zelazo) wydaja sie by¢ bardziej przydatne
do elektroanalitycznego oznaczania arsenu w poréwnaniu do nanoczastek sklada-
jacych sie jedynie z platyny, ztota czy palladu. Najbardziej obiecujace wydaja sie by¢
nanoczastki FePt nie tylko ze wzgledu na zdolnos$¢ indukowania procesu utleniania
As(III), ale rowniez z powodu ich niezaleznosci od interferencji pochodzacych od
jonow miedzi(II).

Nie tylko nanoczgstki metali szlachetnych s3 stosowane do katalizowania
proceséw redoks oraz do zatgzania arsenu. Przykladowym ukladem moga by¢
mikrosfery Fe,O, znajdujace si¢ w roztworach cieczy jonowych (ang. Room Tem-
perature Ionic Liquid, RTIL) [15]. Mikrosfery przygotowano poprzez rozpuszczenie
FeCl,-6H,0 w glikolu etylenowym, a nastgpnie uzyskane struktury rozdrabniano
w roztworach cieczy jonowych z wykorzystaniem ultradzwigkdw. Tak przygotowany
roztwoér nanoszono na powierzchnie weglowej elektrody pracujacej typu SPCE
(ang. Screen-Printed Carbon Electrode). Zastosowanie mikrosfer Fe,O, prowadzi
do rozwinigcia elektrochemicznej powierzchni aktywnej dzieki czemu mozliwa jest
adsorpcja znacznych ilosci jondw As(III) na ich powierzchni, a tym samym zwiek-
szenie czulosci metody. Do oznaczania arsenu(III) wykorzystano technike wol-
tamperometrie fali prostokatnej ze ,,strippingiem” anodowym (ang. Square Wave
Anodic Stripping Voltammetry, SWASV). W trakcie eksperymentéw zauwazono, ze
ciecze jonowe o rdznej lepkosci i napieciu powierzchniowym majg rézny wptyw na
wlasciwosci elektrochemiczne As(I1I). Otrzymany limit detekcji wynosit 8:10~ ppb.
Warstwe katalizatora badano na probkach srodowiskowych pochodzacych z wéod
gruntowych w Chinach.
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2. METODA KATODOWEJ WOLTAMPEROMETRII ,,STRIPPINGOWE)”
(CSV)

W technice CSV, jak juz wczeéniej zostalo wspomniane, wzmocnienie sygnatu
analitycznego otrzymuje sie poprzez dodanie jonéw metali przejsciowych, z ktorych
najbardziej efektywne sa jony miedzi [16]. Katodowy ,stripping” moze by¢ row-
niez prowadzony w obecnosci jondw selenu(IV) (samego jak i w obecno$ci miedzi).
Arsen(III) jest w takim przypadku zatezany w postaci selenku arsenu As,Se,, ktéry
jest osadzany na powierzchni wiszacej elektrody rteciowej (HMDE). Nastepnie
As(III) jest oznaczany poprzez redukcje do AsH, [17]. W przypadku katodowego
»strippingu’, najczesciej stosuje sie kwas solny jako elektrolit podstawowy.

Zaproponowano rowniez metode oznaczania arsenu w wodzie morskiej
w obecnosci pirolidynodwutiokarbaminianu (PDC) [18]. W tym przypadku ozna-
czono zawarto$¢ arsenu(IIl) w probcee, oraz catkowite stezenie arsenu w wodzie.
Arsen zostal osadzony na elektrodzie rteciowej (HMDE), a nastepnie zostal utle-
niony i zwigzany w kompleks z PDC w lekko kwasnym $rodowisku.

W innej pracy zastgpiono toksyczng elektrode rteciowa elektroda pracujgca
grafitowg pokryta filmem bizmutowym. W tym przypadku rozwinieto technike
oznaczania arsenu(III) w obecnosci jondéw selenu(IV) metodg CSV z falg prosto-
katna (ang. Square Wave Cathodic Stripping Voltammetry, SWCSV) w roztworze
kwasu solnego. Limit detekeji zostal oszacowany na 0,7 ng/L As(III) [19].

Dotychczas omawiane metody odnosity si¢ do bezposredniego oznaczenia
arsenu(III) lub sumy nieorganicznego arsenu w prébce poniewaz arsen(V) jest
praktycznie nieelektroaktywny. Jednak zostaly podjete proby jego bezposredniego
oznaczania, bez wczesniejszej chemicznej redukcji do arsenu(III), za pomocg ana-
lizy ,strippingowej” w srodowisku kwasu solnego. W tym przypadku platynowa
elektroda pracujaca byla pokryta zlotem [20]. Ze wzgledu na pojawianie si¢ znacz-
nych ilosci wodoru i chloru na powierzchni elektrody, wykorzystanie tej techniki w
rutynowych analizach bylo utrudnione. W pézniejszych badaniach stwierdzono, ze
w obecnosci fenoli lub zwigzkéw takich jak D-mannitol (Rys. 2) pieciowarto$ciowy
arsen staje sie elektroaktywny i mozliwy do bezposredniego oznaczania.

OH OH

HO
OH

OH OH

Rysunek 2. D-mannitol
Figure 2. D-mannitol

W szczegdlnosci arsen(V) moze by¢ redukowany w srodowisku kwasu nad-
chlorowego zawierajacego D-mannitol [20]. Arsen byl akumulowany z miedzia
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na powierzchni elektrody rteciowej (HMDE), a nastepnie redukowany do AsH..
Limit detekcji tej metody wynosil 11 ug/l. Dodatkowo stwierdzono, ze fenole nie
sg tak dobrym medium do redukgji arsenu(V) jak D-mannitol ze wzgledu na ich
silne adsorbowanie si¢ na powierzchni elektrody rteciowej. D-mannitol nie posiada
tak silnej tendencji do adsorbowania si¢ na elektrodzie pracujacej. Drugim bardzo
waznym etapem w postepowaniu analitycznym jest zastosowanie jondw miedzi(II).
Arsen nie ma zdolnos$ci do tworzenia amalgamatow z rtecig, dlatego proces osadza-
nia przeprowadza si¢ w obecnosci jonéw miedzi na elektrodzie rteciowej w celu
wytworzenia CuAs,. Takie podejscie zostalo wykorzystane w badaniach anali-
tycznych wod i osadéw [20]. W poézniejszych badaniach stwierdzono réwniez, ze
metoda ta pozwala na odréznienie arsenu(V) od arsenu(III). W tym celu, ozna-
czenie zawartosci arsenu(III) w prébce przeprowadza si¢ w tym samym elektrolicie
podstawowym w obecnosci i nieobecno$ci D-mannitolu [21].

3. ELEKTROANALIZA ARSENU NA ELEKTRODACH MODYFIKOWANYCH

Wspolczesne koncepcje przygotowywania elektrod do oznaczania arsenu
zwykle opieraja si¢ na modyfikacji ich powierzchni materialami weglowymi oraz
nanoczgstkami metali lub ich tlenkéw. Jednakze w literaturze znane sg tez przyklady
innych podejs¢ do modyfikacji elektrod pracujgcych. Przykladowo powierzch-
nia elektrody moze posiada¢ nie tylko wiasciwosci katalityczne wobec utlenienia
lub redukeji réznych nieorganicznych form arsenu. Arsen moze tworzy¢ zwigzki
z ligandami znajdujacym sie na powierzchni elektrody. Reprezentatywnym przy-
ktadem moze by¢ koncepcja modyfikacji elektrody ztotej za pomoca merkaptoety-
loaminy (MEA) [22] oraz wykorzystanej wlasciwosci arsenu do tworzenia wigzan
z azotem (As-N) oraz z siarka (As-S). Ponadto, ze wzgledu na obecnos¢ dodatnio
naladowanej grupy aminowej na powierzchni elektrody, jony miedzi sq odpychane
na granicy faz w ten sposéb zmniejszajac lub catkowicie likwidujac interferencje
pochodzace od tego jonu.

Czuloé¢ i poziom detekcji w oznaczeniach analitycznych z wykorzystaniem
metod elektrochemicznych sg uzaleznione od gestosci mierzonych pradoéw, ktore
w znacznym stopniu odzwierciedlajg dynamike proceséw elektrodowych. W nie-
obecnosci katalizatordw, procesy redoks As(III) (utlenianie), a w szczegdlnos$ci
As(V) (redukcja) s nieodwracalne i powolne, a mierzone prady na tyle niskie,
ze praktycznie uniemozliwiaja wiarygodne oznaczenia analityczne. Zastosowanie
efektywnych ukladow elektrokatalitycznych jest wazne nie tylko z punktu widze-
nia rozwoju metodologii pomiaréw woltampermetrycznych z zatezaniem arsenu
na powierzchni elektrody (czyli metod ,,strippingowych”), ale takze monitorowa-
nia arsenu w trakcie pomiaréw przeptywowych czy elektrochemicznej (ampero-
metrycznej) detekcji chromatograficznej. Zastosowanie katalizatora moze réwniez
wplynac na selektywnos¢ metody poprzez zmiane potencjatu, przy ktérym beda
zachodzily procesy redoks (np. utleniania As(III)).
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Jednym z najbardziej efektywnych ukladéw elektrokatalitycznych do utleniania
As(III) byla warstwa oksocyjanorutenowa, ktéra moze by¢ uwazana za rutenowy
analog warstwy Blekitu Pruskiego czyli heksacyjanozelazianu(ILIII) zelaza(III,II)
[23-26]. W zaleznosci od przylozonego potencjalu, uklad ten w swojej strukturze
posiadal nie tylko jony rutenu na IT i ITI stopniu utlenienia, ale takze reaktywne cen-
tra oksorutenowe na IV stopniu utlenienia. Warstwe otrzymuje si¢ na drodze elek-
trochemicznego osadzania z roztworu modyfikujacego zawierajacego RuCl, i K, Fe-
(CN),. Pomimo nieodwracalnego charakteru przebiegu woltamperometrycznego
(pojedynczego piku utleniania As(III), reakcja elektrokatalityczna okazata si¢ by¢
na tyle szybka, ze uzyskane gestosci pradowe byly bliskie pradom kontrolowanym
dyfuzja reagenta, czyli prgdom maksymalnym jakie mogg by¢ uzyskane w warun-
kach konwencjonalnego pomiaru elektrochemicznego (bez zatezania). Wiasciwo-
$ci elektrokatalityczne wobec utleniania arsenu(III) posiadaja réwniez katalizatory
zawierajace tlenkowe struktury platyny i osmu [27, 28]. Metodologia elektrokata-
litycznego utleniania arsenu(III) zostala rdwniez zastosowana do detekcji arsenu
w warunkach wstrzykowej analizy przeptywowej i jonowymiennej chromatografii
cieczowej [25, 29]. Takie uklady elektrokatalityczne moga by¢ wykorzystane do
przygotowania dwufunkcyjnych materialéw elektrodowych zdolnych zaréwno do
zatezania arsenu jak i jego efektywnego elektroutleniania [30].

Innym podejsciem elektroanalitycznym jest wykorzystanie enzymow w senso-
rach elektrochemicznych. Przyktadem moze by¢ czujnik arsenowy, ktory jest oparty
na sitodrukowanej elektrodzie weglowej pokrytej (z wykorzystaniem wigzania
kowalencyjnego) warstwa acetylocholinoesterazy oraz fosfatazy kwasowe [31]. Sama
koncepcja pomiaru analitycznego dowoluje si¢ do faktu, ze arsen(III) jest inhibito-
rem aktywnosci acetylocholinoesterazy podczas gdy arsen(V) inhibituje dzialanie
fosfatazy kwasowej. Takie elektrody enzymatyczne charakteryzowaly si¢ stabilnosciag
nawet do 15 dni. Na szczeg6lng uwage zastuguja koncepcje modyfikacji powierzchni
elektrod biomakromolekulami, w tym kwasem deoksyrybonukleindowym (DNA)
zintegrowanym z jedno$ciennymi nanorurkami weglowymi [32]. Procedura anali-
tyczna obejmowatla zanurzanie takiego biosensora w roztworze buforu fosforanowego
zawierajacego arsen (IIT). Natomiast woltamperometryczne pomiaryanalityczne byly
prowadzone w czystych buforach fosforanowych; otrzymany limit detekcji wynosit
0,05 ppb.

4. POROWNANIE DO INNYCH METOD ANALITYCZNYCH

Do oznaczania zawartosci nieorganicznego arsenu w wodzie czesto stosuje
sie techniki spektroskopowe i chromatograficzne, a zwlaszcza kombinacje tech-
niki HPLC-ICP-MS, ktéra pozwala osiagnaé niskie limity detekcji. Odpowiednio
dobrane ztoze w kolumnie HPLC moze znacznie polepszy¢ czuto$¢ techniki. Dodat-
kowo zastosowanie chromatografii jonowymiennej pozwalana rozdzielenie As(III)
i As(V) [33]. W szczegolnosci zastosowanie kolumny kationowymiennej oraz
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kwasu 3-karboksy-4-hydroksybenzosulfonowego jako fazy ruchomej do rozdziele-
nia arsenu(III) i arsenu(V) oraz technike AFS-HG atomowej spektrometrii fluore-
scencyjnej (AFS) sprzezonej z generacja wodorkéw (ang. hydride generation, HG)
do samej detekcji arsenu [34]. Nalezy podkresli¢, ze ta metoda udalo sie rozréznié
osiem nieorganicznych zwigzkéw arsenu. Stosujac takie kombinacje technik jak
HPLC-ICP-MS oraz HPLC-MO-HG-AAS (gdzie skrét MO dotyczy pieca mikrofa-
lowego — ang. microwave-assisted oven) udalo si¢ rozdzieli¢ zwiazki arsenu w wodzie
i w ludzkim moczu takie jak arseniny, arseniany, dimetyloarseniany, arsenobeta-
ina, arsenocholina. W ogdlnosci mozna powiedzie¢, ze techniki chromatograficzne
i spektroskopowe umozliwiajg rutynowe pomiary analityczne oznaczania arsenu,
niemniej — w poréwnaniu do metod elektrochemicznych - wymagaja bardziej
zaawansowanej i drozszej aparatury badawczej. Wyniki pomiaréw elektroanalitycz-
nych maja czesto charakter uzupelniajacy bowiem stosuja si¢ do nich inne kryteria
co do rozdzielczosci i poziomu detekcji.

PODSUMOWANIE

Oznaczanie $ladowych iloéci nieorganicznego arsenu za pomocg woltampero-
metrii ,strippingowej” jest w wielu przypadkach jedna z najdoktadniejszych metod
analizy. Latwo$¢ w przygotowaniu probki do analizy i jej krotki czas powoduje, ze
techniki ,strippingowe” sg czesto rozwazane réwnolegle do metod spektroskopo-
wych czy chromatograficznych. Koniecznos¢ szybkiego i precyzyjnego oznaczania
stezenia jonow arsenu w wodach gruntowych spowodowalo rozwdéj metodologii
oznaczen analitycznych z wykorzystaniem woltamperometrii ,,strippingowe;j”
Obecnie czesto rozwaza sie modyfikowanie powierzchni elektrod biomolekutami
czy enzymami, chociaz wcigz najwigksza ilos¢ prac odwoluje sie do wykorzysty-
waniu nanoczgstek metali (zwtaszcza ztota) jako katalizatoréw zdolnych do kata-
lizowania proceséw redoks arsenu. Dodatkowo wiele podej$¢ elektroanalitycznych
pozwala na rozrdznienie nieorganicznego arsenu(III) i arsenu(V), co jest niezwykle
istotne ze wzgledu na rézng toksyczno$¢ tych jonéw. Elektrochemiczne oznacza-
nia arsenu(III) jest obecnie szeroko omdéwione w literaturze, podczas gdy prace na
temat bezpo$redniego oznaczania arsenu(V) opierajg si¢ gléwnie na zwigzaniu go w
réznego rodzaju zwigzku chemiczne, w tym koordynacyjne, ktére - w odréznieniu
od samego arsenu(V) - sg elektroaktywne. Nalezy spodziewa¢ si¢ dalszych inten-
sywnych badan zmierzajacych w kierunku opracowania nowych metod elektroche-
micznych umozliwiajacych selektywne oznaczanie zwiazkow arsenu(V).
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ABSTRACT

Electrical properties of biocolloids, due to the unique structure and properties of
thewallsand cellmembranesarealteredbyionspresentintheenvironment. Thischange
inthe surface properties of bacterial cellshasa majorimpact on the effects of cell-cell or
cell-surface during the formation of aggregates or biofilm. Each microorganism has
a complex and characteristic cell wall composition, which surface charge originates
from the ionization of carboxyl, phosphate or amino groups and the adsorption
of ions from solution. Consequently, the charged cell wall groups determine the
spontaneous formation of the electrical double layer (EDL). The properties of the
EDL affect the behavior of biocolloid including cell-to-cell and cell-to-capillary sur-
face interactions. In addition, the inner wall surface of capillary groups (modified
and/or unmodified) interact with the solvent and the analyte. Biocolloids effect of
aggregation and adhesion to the surface of the capillary is unfavorable phenome-
non occurring during the electrophoretic separation. These phenomena are highly
correlated with the acid-base properties of the bacterial cells. Interactions between
molecules are unstable, hence the analytes adsorbed on the surface concerned can
be removed using a variety of solvents or physico-chemical and mechanical factors.
However, when the bacterial cells are in close proximity to the charged surface of the
capillary may be subject to specific and non-specific short-range interactions, which
are characterized by high stability.

It has been shown the characteristics of the microbial surface in order to deter-
mine their role in adhesion and aggregation phenomena during the electrophoretic
separation.

The use of experimental techniques, including instrumental, electrochemical
and electrophoretic allowed the description of the relationship between the acid-
-base properties of pathogens and their behavior.

The review summarizes the research on biocolloids which are helpful in under-
standing the interactions that occur during electrophoretic analysis.

Keywords: biocolloids, electric double layer, zeta potential, capillary zone electro-
phoresis

Stowa kluczowe: biokoloidy, warstwa dielektryczna, potencjal zeta, strefowa elektro-
foreza kapilarna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

czynnik elektrostatyczny Coulomba
elektrochromatografia (ang. electrochromatography)
biatka zwigzane kowalencyjne z polisacharydami
$ciany komorkowej drozdzy (ang. cell-wall proteins)
kapilarna elektroforeza strefowa (ang. capillary zone
electrophoresis)

teoria mostkow kationéw dwuwartosciowych (ang.
divalent cation bridging theory)

teoria Derjagin, Landau, Vervey i Overbeek
podwojna warstwa elektryczna (ang. electrical double
layer)

przeplyw elektroosmotyczny (ang. electroosmotic flow)
sila przyciagania (ang. attraction)

furierowska spektroskopia w podczerwieni (ang.
fourier transform infrared spectroscopy)

sita odpychania (ang. repulsion)

sity van der Waalsa (ang. forces of Van der Waals)
bialka glikolipidowe (ang. glycosylphosphatidylino-
sitol)

wewnetrzna warstwa Sterna-Helmbholzltza (ang. inner
Helmbholzt plane)

izotachoforeza (ang. isotachaphoresis)

katoda

stata rownowagi deprotonacji

stala rownowagi protonacji

rzeczywista stata rownowagowa

granica wykrywalnosci (ang. limit of detection)
spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(ang. nuclear magnetic resonance)

zewnetrzna warstwa Sterna-Helmholzltza (ang. outer
Helmbholzt plane)

poli(tlenku etylenu), glikol polietylenowy

punkt izoelektryczny

podgrupa CWPs (ang. protein with internal repeats)
podwdjna warstwa elektryczna

model SCM (ang. surface complexation model)
skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning
electron microscopy)

bufor (TRIS, kwas borowy, EDTA)

elektronowa mikroskopia transmisyjna (ang. trans-
mission electron microscopy)
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™V - wirus mozaiki tytoniowej (ang. tobacco mosaic virus)

Vdw - van der Waals

XDLVO - rozszerzona teoria DLVO (ang. extend DLVO)

XPS - spektroskopia fotoelektronéw (ang. X-ray photoelec-
tron spectroscopy)

7 - ruchliwo$¢ elektroforetyczna

U, - ruchliwo$¢ elektroosmotyczna
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WPROWADZENIE

Wiekszos¢ mikroorganizméw to gatunki chorobotwoércze dla ludzi, zwierzat.
Wspolczesna analiza mikrobiologiczna w szpitalach, osrodkach medycznych opiera
sie na czasochtonnych metodach posiewowych, dzigki ktorym mozliwe jest wyko-
nanie niezbednych antybiogramoéw. Istnieja laboratoria diagnostyki mikrobiologicz-
nej, ktére do identyfikacji chorobotworczych grzybow wykorzystujg drogie techniki
biologii molekularnej. Alternatywa dla czasochlonnych i kosztownych metod iden-
tyfikacji mikroorganizméw moze si¢ stac tania i szybka analiza elektromigracyjna
mikroorganizméw z zastosowaniem kapilarnej elektroforezy strefowe;.

Charakterystyka powierzchni mikroorganizméw pod katem fizykochemicz-
nym, przy wykorzystaniu instrumentarium analitycznego niezbedna jest do zrozu-
mienia, dotychczas niejasnego, zachowania sie ich podczas oznaczen elektrofore-
tycznych i wyjasnienia mechanizméw odpowiedzialnych za ten proces.

Komoérki mikroorganizmow, traktowane jako biokoloidy, charakteryzuja sie
zlozong topografia powierzchni oraz heterogennym rozmieszczeniem fadunku
elektrycznego. Znajomo$¢ powierzchniowego ladunku biokoloidu, identyfikacja
powierzchniowych grup funkcyjnych odpowiedzialnych za agregacje, adhezje czy
wigzanie metali oraz wyznaczenie ich udzialu pozwala przewidzie¢ warunki sepa-
racji elektroforetycznej.

Ewolucja pogladéw na temat budowy podwojnej warstwy elektrycznej ukla-
dow koloidalnych czy/lub biokoloidalnych, pokazuje zlozono$¢ problemu jakim
jest rozklad powierzchniowego fadunku elektrycznego. Charakteryzowany on jest
przez parametr fizykochemiczny — potencjal zeta. W ponizszych rozdziatach zdefi-
niowano jego role, znacznie i udzial w zjawiskach powierzchniowych, jakim ulegaja
biokoloidy. Ponadto, scharakteryzowano najczeéciej stosowane modele teoretyczne
opisujace zjawiska agregacji i adhezji.

Niniejsza praca ukazuje relacje pomiedzy heterogenicznoscia powierzchni,
fadunkiem elektrycznym biokoloidu, a zachowaniem badanego mikroorganizmu
podczas analizy elektroforetyczne;.

1. MORFOLOGIA I BUDOWA KOMOREK MIKROORGANIZMOW

Sciana komoérkowa jest stosunkowo sztywng barierg oddzielajagca komérke
od $rodowiska zewnetrznego. W zwigzku z tym, chroni komoérke mikroorgani-
zmu przed uszkodzeniem mechanicznym, utrzymuje prawidlowy ksztalt i turgor
komorki oraz uniemozliwia przedostanie si¢ zbyt duzych czasteczek do wnetrza
komorki [1]. Komoérka bakteryjna otoczona jest blong oraz $ciang komoérkows.
Sciana bakterii Gram-dodatnich sktada sie w 90% z wielu warstw peptydoglikanu
(mureiny), do ktérego przylaczone sa kwasy tejchojowe, zbudowane z polimerdw
glicerolu badz rybitolu, polaczonych wigzaniem fosfodiestrowym ujemnym. Pod
wzgledem chemicznym mureina jest polimerem zbudowanym z powtarzajacych
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sie jednostek utworzonych z N-acetyloglukozoaminy oraz kwasu N-acetyomura-
minowego, polaczonych wigzaniem f3-1,4-glikozydowym [2]. Do kazdej czgsteczki
przylaczone sg krotkie boczne tancuchy peptydowe, ktére mogg by¢ sieciowane
miedzy sobg poprzecznymi mostkami peptydowymi. W sktad $ciany komoérkowej
bakterii Gram-dodatnich wchodzg dodatkowo biatka i/lub lipidy. U bakterii Gram-
-ujemnych bezposrednio przy blonie komérkowej znajduje sie przestrzen peripla-
zmatyczna, nad ktdra miesci si¢ pojedyncza warstwa peptydoglikanu zbudowanego
z mureiny, stanowigca ok 10 - 20% materiatu $ciany komdrkowej. Nad nig znaj-
duje sie lipidowo — bialkowa blona zewnetrzna, ktdrej wewnetrzng warstwe stano-
wig fosfolipidy natomiast zewnetrzng - czasteczki lipopolisacharydu (LPS), ktéry
nadaje komorce tadunek ujemny. LPS zbudowany jest z trzech skfadnikéw: lipidu
A, wielocukru rdzeniowego i O-swoistego fancucha cukrowego. Blona zewnetrzna
nie zawiera kwasow tejchojowych i jest w niewielkim stopniu przepuszczalna dla
substancji o charakterze hydrofilowym. Dyfuzja substancji do wnetrza komorki
zachodzi poprzez specjalne biatka zwane porynami [3,4]. Réznice w budowie $ciany
komorkowej bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych przedstawia Rysu-
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Rysunek 1. Model budowy $ciany bakterii: A. Gram-dodatniej; B. Gram-ujemne;j
Figure 1. Model of bacteria walls: A. Gram-positive; B. Gram-negative

W przypadku drozdzakéw w sktad $ciany komdrkowej wchodzg polisacharydy
(okoto 70-80%), biatka (okoto 10%), lipidy (8-9%) oraz sterole — ergosterol oraz
dehydroergosterol (1-2%). Glukany polaczone s wigzaniem f3-1,3- oraz f-1,6 gli-
kozydowym. W chitynie wystepuje polaczenie -1,4-glikozydowe, za§ w mannanie
a-1,4-glikozydowe. Rozgaleziona struktura glukanéw determinuje mechaniczng
wytrzymato$¢ $ciany komorkowej. Procesy syntezy i degradacji f-1,3-glukanu
i -1,6-glukanu skorelowane sg bezposrednio z procesami rozbudowy i rozpadu
calej $ciany komorkowej drozdzy [5, 6]. Dodatkowo obecnos¢ mannanéw oraz
glukanéw powoduje stabilizacje enzymoéw hydrolitycznych wytwarzanych przez
komorke (Rys. 2).
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Rysunek 2. Model warstwowy $ciany komorkowej drozdzy
Figure 2. Model layered of yeast cell wall

Biatka $ciany komorkowej zwigzane z danym polisacharydem mozna podzieli¢
na kilka grup. Pierwsza grupe stanowig biatka polaczone niekowalencyjnie z poli-
sacharydem. Lacza si¢ one przewaznie z mannanem (mannoproteiny). Kolejna
grupe stanowia biatka polaczone kowalencyjnie odpowiednio z f-1,3-glukanem
i/lub B-1,6-glukanem. Bialka zwigzane kowalencyjnie okreslane sie mianem - CWPs
(ang. cell-wall proteins). Bialka te zostaly podzielone na dwie podgrupy: Pir - CWPs
(ang. Protein with internal repeats), ktdre tacza sie¢ z mniej rozgatezionym glukanem
(B-1,3-glukan) oraz bialka glikolipidowe — GPI-CWPs (ang. Glycosylphosphatidyli-
nositol) taczace si¢ z B-1,6-glukanem, zwigzanym z f3-1,3-glukanem i/lub chityna.
Ostatnig grupe stanowia biatka polaczone z polisacharydami mostkami dwusiarcz-
kowymi [7-10].

Powierzchniowe komponenty komdrek mikroorganizméw rozpatruje sie
jako ukfady zbudowane z rdzenia oraz danej powierzchniowej grupy funkcyjnej.
Dla wszystkich polisacharydéw zaklada sig, iz rdzeniem jest heksagonalny pier-
scien weglowy. W przypadku fosfomanannu wyrdznia sie: powierzchniowa grupe
hydroksylowa (~-OH) oraz (di)wodorofosforanowsa (-H,PO, / -HPOf’).
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Tabela 1. Komponenty powierzchniowe komérek mikroorganizméw i odpowiadajgce im powierzchniowe
grupy funkcyjne
Table 1. Surface components of microbial cells and the corresponding surface functional groups
Komponent éciany/btony komérkowej Powierzchniowe grupy funkcyjne

Mannan -OH

Peptydoglikan -OH, H,PO, /-HPO; ", -NH,,

Glukan _OH

Fosfomannan -OH, H,PO, /-HPO;

Chityna -OH, -NH-/-NH,, -CO-

Lipidy -COOH, -C=C-

Sterole -C=C-,-OH
o Goon Ao

Danemu skladnikowi $ciany komorkowej odpowiadajg charakterystyczne mu
powierzchniowe grupy funkcyjne (Tab. 1), ktore ulegaja na powierzchni mikroorga-
nizmu reakcjom protonacji oraz deprotonacji nadajac tym samym powierzchniowy

tadunek elektryczny.

R—COOH + H,0 <> R—COO +H,0"  pK 2,0-6,00

R-NH,"+ HO<R-NH,+ HO" pK9,0-11,0

R-OH+HO<« R-0 + HO"  pK8,0-120

R-H,PO,+ H,0 < R-HPO, + HO" pK 0,2-3,00

R-HPO,+H,0< R-PO; +HO" pK6,0-7,20

R,- HPO, + HO <R, - PO, pK 3,2-3,50

(M
)
(3)
(4)
(5)
(6)
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1.1. TECHNIKI INSTRUMENTALNE W OZNACZANIU AKTYWNYCH GRUP
FUNKCYJNYCH MIKROORGANIZMOW

Powierzchniowe grupy funkcyjne mikroorganizmoéw, identyfikuje si¢ gléwnie
na drodze analizy spektroskopowych w podczerwieni (FTIR), przy wykorzystaniu
spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) oraz analizy potencjo-
metrycznej sprzezonej z modelowaniem teoretycznym [11].

State rownowagowe powierzchniowych grup funkcyjnych mikroorganizméw
oraz ilosci powierzchniowych grup funkcyjnych sa wyznaczane na drodze miarecz-
kowania potencjometrycznego. Wynika to z reakcji protonacji oraz deprotonacji
zachodzacych na powierzchni danego mikroorganizmu opisanych przez model
SCM (ang. Surface Complexation Model) [12]. Mechanizm modelu SCM opiera si¢
na zaleznosciach:

~RAH + H', <> ~RAH, 7)

gdzie: ~R oznacza rdzen, za§ AH dane grupy funkcyjne mieszczace si¢ na
powierzchni mikroorganizmu.

~RAH < ~RA" + H', (8)

Réwnanie 7 dotyczy rownowagi protonacji, ktorej odpowiada stala rownowagi
protonacji (K,), réwnanie 8 dotyczy réwnowagi deprotonacji, ktorej odpowiada
stala réwnowagi deprotonacji (K,). Zgodnie z prawem zachowania masy K, i K,
przypisuje sie wyrazenia:

a, -+
K, = — 245 (9)
TRAH Gp

K, = — i (10)
GwRAH
gdzie: a, - aktywnos¢ stezeniowa jondéw oksoniowych oraz powierzchniowych pro-
tonowanych/deprotonowanych danych grup funkcyjnych biokoloidu.
Danej grupie funkcyjnej odpowiada réwnowaga protonacyjno-deprotonacyjna,
za$ rGwnowagom protonacyjno-deprotonacyjnym odpowiadajg stale rbwnowagowe
K, gdzie i - powierzchniowa grupa funkcyjna.

_ BR-CO0 8y gt
Kpcoon =—

(11)

CR-COOH

BR-NHg Byopt
Kp-nur = : (12)

SR-NHF
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__ GR-07 %y gt

Ke o = 13
R-OH BR-0H (13)
GR-HPO™4 9 g+
Kp—n po, = — (14)
275 GR-H, PO,
fp_po?, "H.0F
Kp—wpo, == . — (15)
4 GR-HPO™4
@R,-PO3 Oy ot
Kp -wpo, = (16)

GR.-HFO,

Dodatek kwasu warunkuje zmiany pH roztworu w kazdym etapie miareczko-
wania. W przypadku doprowadzenia ukifadu do zerowej zdolnosci przyjmowania
protondéw, catkowita rownowagowa liczba protonéw (AH' ) w ukladzie jest sumg

protonéw wymienianych przez wode (AH) oraz przez powierzchnie biokoloidu
(AH}).

bio
AH" ,= AH" + AH", (17)

Wartosci AH ', AH" , s3 znane bezposrednio z danych pomiarowych. Norma-
lizujac AHY, do masy biokoloidu uzyska si¢ wyrazenia opisujgce liczbe protonow
wymiennych z adsorbentem i na tej podstawie ilosci powierzchniowych grup funk-
cyjnych.

Q,, = “¥ia (18)

™

(gdzie: Q,, - liczba protonéw wymienianych przez biokoloid, m — masa biokoloidu)

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego dla ciata stalego z uzy-
ciem polaryzacji krzyzowej dla znaczonych atoméw wegla ("C CP MAS NMR)
oraz fourierowska spektroskopia w podczerwieni (FTIR) jest szeroko stosowang
technikg w identyfikacji powierzchniowych grup funkcyjnych mikroorganizméw.
Wykonanie widm NMR czy FTIR dla danego biokoloidu pozwala na wskazanie
odpowiednio przesuni¢¢ chemicznych czy drgan, ktére przypisane sa odpowied-
nio grupom aminowym/hydroksylowym, karboksylowym czy fosforanowym.
Ponadto, techniki te pozwalajg na analize porownawczg widm przed i po mody-
fikacji powierzchni mikroorganizmu, objawiajacej si¢ pojawieniem nowego piku
i/lub przesunigciem pierwotnego drgania. Poréwnanie widm pomocne jest w wyja-
$nieniu mechanizmu biosoropcji, agregacji/adhezji oraz oddziatywan powierzch-
niowych komponentéw biokoloidow. Oczywiscie waskim gardtem oznaczen jest
metodyka przygotowania probek z wykorzystaniem liofilizacji. Chodzi o wyeli-
minowanie negatywnego efektu spowodowanego przez czasteczki wody. Wedhug
Nichols i wsp., [13] widma FTIR bakterii mozna rozpatrywac¢ jako obraz dakty-
loskopowy, ze wzgledu na unikalny wzor absorpcji danej grupy funkcyjnej tzw.
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odcisk palca (z ang. fingerprint). Zazwyczaj sa to pasma pochodzace od ztozonych
drgan szkieletowych z zakresu liczb falowych v =2000-900 cm™' (Rys. 3).
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Rysunek 3. FTIR spektrum E. coli
Figure 3. FTIR spectra of E. coli

W przypadku widm NMR Buszewski i in. [14] wskazal obszar przesunig¢ che-
micznych & = 200-20 ppm, umozliwiajacy rozrdznienie szczepoéw bakterii Gram-
-dodatnich i -ujemnych (Rys. 4).

C
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Rysunek 4. “C CP/MAS NMR E. coli gdzie: A — & = 170180 ppm odpowiada wigzaniu C=0 wystepujace
w biatkach, peptydach i kwasach thuszczowych, B — § = 105-140 ppm odpowiada wigzaniu C=C
wystepujacemu w tyrozynofenylanilinnie, tryptofanie, C — § = 80-70 ppm odpowiada wiazaniu
C-OH (polisacharydy), D — § = 70-20 ppm, ktéremu odpowiada ugrupowanie alkilowe z kwasow
thuszeczowych, aminokwasow i fosfolipidow

Figure 4. C CP/ MAS NMR of E. coli where: A — § = 170-180 ppm corresponds C=0O bonds present
in proteins, peptides and fatty acids; B — & = 105-140 ppm corresponds C=C bonds present
intyrosinephenylaniline, tryptophan; C—§=_80-70 ppm correspond C-OH bond (polysaccharides);
D — § = 70-20 ppm corresponds to the alkyl group of the acid fatty acids, amino acids and
phospholipids
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2. FIZYKOCHEMIA POWIERZCHNI BIOKOLOIDOW

Okreslenie ,biokoloidy” wywodzi si¢ bezposrednio od terminu ,koloidy”
(gr. kolla - klej), ktory zostal wprowadzony przez Grahma w 1861 r. Na podstawie
ogolnych prawidlowosci jakie wykazujg koloidy Ostwald w latach trzydziestych XX
wieku zdefiniowal koloidy jako uktady rozproszone zbudowane z czastek o $red-
nicy 1-100 nm. Uklady, w ktérych $rednica czastek przekracza 1 pym nazywane s3
zawiesinami (suspensjami). Szybko$¢ opadania czastek zawiesin jest znacznie wiek-
sza w poréwnaniu z uktadami koloidalnymi [15]. Wspdlczesnie, koloidami nazywa
sie uklady dyspersyjne, w ktérych czastki jednej substancji sa rozproszone w innej.
Osrodek rozpraszajacy jest okreslany mianem osrodka dyspersyjnego, fazg dysper-
gowang. Dla czgstek rozproszonych stosuje si¢ nazwe fazy rozproszonej. Stwier-
dzono, ze uktady koloidalne s3 termodynamicznie nietrwale, stabilne kinetycznie.
Za ,biokoloidy” uznaje sie¢ uktady biologiczne heterogenne bedace stanem posred-
nim pomigdzy roztworami rzeczywistymi, a zawiesinami. Uklady heterogeniczne
w odréznieniu od ukladéw homogenicznych posiadaja granice miedzyfazowe,
w ktorych substancje mieszczace si¢ w obrebie granicy faz wykazujg inne wlasno-
$ci w stosunku do czastek znajdujacych si¢ w fazie objetosciowej (glebia roztworu).
W biokoloidach czgstki fazy rozproszonej nazywane sg mikronami, srednica (d)
ich czastek wynosi: 0,1 mm > d > 0,2 um. Biokoloidy klasyfikuje si¢ na liofobowe
(odpychajace osrodek dyspersyjny) i liofilowe (wykazujace powinowactwo fazy roz-
proszonej do fazy rozpraszajacej) [16].

Powierzchnia biokoloidéw jest powierzchnig rzeczywistg czyli ukladem, na
ktéorym mieszczg sie warstwy zaadsorbowane. Pierwszg z nich stanowi warstwa,
nieodwracalnie zwigzana z powierzchnig rzeczywistg biokoloidu, chemisorbcyjna.
Druga warstwa powstaje w wyniku odwracalnej adsorpcji fizycznej. Biokoloid
posiadajacy fadunek powierzchniowy nosi nazwe miceli (Rys. 5). Stabilnos$¢ kine-
tyczna biokoloidow determinowana jest przez istnienie fadunku powierzchniowego.
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<—$—>: x

Rysunek 5.  Budowa koloidu - micelli. Zmiana potencjalu powierzchniowego w funkcji odleglosci od
powierzchni koloidu (lewa strona). y, — potencjal powierzchniowy, § - grubo$¢ warstwy Sterna,
v, — potencjat rozmytej warstwy podwdajnej, & - potencjal zeta, b — warstwa adsorpcyjna, ¢ — war-
stwa dyfuzyjna, f - faza objeto$ciowa (glebia roztworu)

Figure 5. Model of colloid — micelle. The change of surface potential as a function of the colloid surface
distance (left side). y, - the surface potential, § — Stern thickness, y, - potential of fuzzy double
layer, £ - zeta potential, b - adsorption layer, ¢ - diffusion layer, f - phase volume (depth solution)

2.1. PODWOJNA WARSTWA ELEKTRYCZNA

W 1861 roku Quinck stworzyl podwaliny elementarnej teorii zjawisk elek-
trokinetycznych. Za przyczyne powstania tadunku elektrycznego czastek fazy
rozproszonej przyjeto efekt tarcia ich o wodg, w skutek czego kontaktujace sie
czasteczki wody zyskuja przeciwny znak wzgledem czasteczek fazy rozproszone;j.
W latach 1870-1879 Helmholtz postulowal, iz za bezposrednia przyczyne powsta-
nia tadunku elektrycznego koloidéw odpowiada zjawisko adsorpcji jonow pocho-
dzacych z elektrolitu. W konsekwencji wprowadzit on pojecie podwojnej warstwy
elektrycznej — nazywang odtad warstwg Helmholtza (Rys. 6). Helmholtz zatozyt, iz
potencjal powierzchniowy y, w funkcji odlegtosci (x) spada prostoliniowo do war-
tosci y = 0, dla x odpowiadajacego promieniowi solwatowanego przeciwjonu [17].
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Rysunek 6.  Model podwojnej warstwy elektrycznej wedtug Helmholza
Figure 6. The Helmholtz model of electrical double layer

W 1913 roku Gouy wraz z Chapmanem zmodyfikowali teori¢ Helmholtza
zakladajac dyfuzyjny charakter podwojnej warstwy elektryczne, ptaska budowe
PWE oraz jony jako fadunki punktowe. Podwojna warstwa elektryczna sktada
si¢ z dwoch warstw. Pierwsza warstwa zdeterminowana jest poprzez istnie-
nie powierzchniowego tadunku elektrycznego (§,). Druga warstwa (dyfuzyjna)
sklada si¢ z przeciwjonéw, ktorych sumaryczny tadunek (d,) neutralizuje tadunek
powierzchniowy.

8,+8,=0 (19)

W konsekwencji ustala si¢ rownowaga dynamiczna, w ktorej wartosci bez-
wzgledne potencjatu powierzchniowego (y,) i potencjatu warstwy dyfuzyjnej
(y,) sa sobie rowne. Potencjal powierzchniowy (v, w funkcji odleglosci (x) spada
wyktadniczo do wartosci y = 0, dla x odpowiadajacego promieniowi solwatowa-
nego przeciwjonu (Rys. 7).

¥,

Rysunek 7. Model podwdjnej warstwy elektrycznej wedtug Gouy’a-Chapmana
Figure 7. The Gouy-Chapman model of electrical double layer

Jedenascie lat pozniej Stern polaczyt koncepcje Helmholtza oraz Gouy’a
i Chapmana nadajac tym samym adsorpcyjno-dyfuzyjny charakter podwojnej
warstwy elektrycznej. W 1947 roku Grahm uzupetnit hipoteze Sterna o zaloze-
nie, iz tadunek przenoszony jest z roztworu na powierzchni¢ koloidu — warstwy
Helmholtza (od tej pory zamiennie nazywang warstwg Sterna-Helmholtza) — oraz
warstwy dyfuzyjnej (Gouy’a-Chapmana). Warstwa Sterna-Helmholzltza sktada si¢
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z warstwy wewngetrznej IHP (ang. inner Helmholzt plane) oraz z warstwy zewngtrz-
nej OHP (ang. outer Helmholzt plane). Ladunek powierzchniowy & neutralizowany
jest przez tadunek pochodzacy z warstwy dyfuzyjnej &, (obszar solwatacji jonow)
oraz adsopcyjnej 6, (obszar desolwatacji jonow, chemisorpcji) [15-17] (Rys. 8).

0,+0,+9d,=0 (20)

F—Warstwa dyfuzyjna
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Sterna-Helmholzta

{

Rysunek 8.  Model podwojnej warstwy elektrycznej wedlug Sterna-Helmholzta
Figure 8. The Stern-Helmholzt model of electrical double layer

Niematy wktad w formowanie si¢ koncepcji podwdjnej warstwy elektrycznej
i w rezultacie ugruntowaniu pojecia potencjatu & wykazali dwaj Polacy. Profesor
Stanistaw Glixelli z Uniwersytetu Poznanskiego, udowodnit ze rozktad tadunku
elektrycznego w uktadzie koloidow jest zdeterminowany zaréwno przez zjawiska
adsorpcji fizycznej, jak i chemicznej. Natomiast, Marian Smoluchowski profesor
Uniwersytetu Jagiellonskiego, wyprowadzit réwnanie taczace ruchliwo$¢ elektro-
foretyczng z potencjatem elektrokinetycznym ¢ [18].

— HeT

(=== (21)
gdzie: p, - ruchliwo$¢ elektroforetyczna, # - lepko$¢ o$rodka ¢ - stata dielektryczna
Z niniejszego réwnia wynika, ze potencjal zeta zalezy proporcjonalnie od
ruchliwosci elektroforetycznej bedacej parametrem charakterystycznym dla danego
uktadu koloidalnego, znajdujacego sie w okreslonym osrodku dyspersyjnym o zde-
finiowanej lepkosci i odwrotnie proporcjonalnie od stalej dielektrycznej tego
o$rodka. Ponadto Smoluchowski wyjasnit przyczyne wystepowania termicznych
ruchéw koloidéw, okreslanych mianem tzw. ,ruchéw Browna’, tlumaczac je za

wynik losowych zderzen koloidéw z molekutami rozpuszczalnika [15-18].
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2.2. POTENCJAL ZETA

Dominujaca cze¢s¢ indywiduow, sktadajacych sie na uktad koloidalny, posiada
fadunek elektryczny. Ladunek ten uzalezniony jest od charakteru czastki i otocze-
nia. Powstawanie fadunku powierzchniowego wynika z trzech gtéwnych fizykoche-
micznych przyczyn: dysocjacji grup funkcyjnych znajdujacych si¢ na powierzchni,
transportu jonow z powierzchni czastek oraz zjawiska powierzchniowej adsorpcji
jondéw. Konsekwencja obecnosci tadunku powierzchniowego jest wzrost ilosci
przeciwjondéw w obrebie powierzchni koloidu i formowanie si¢ warstwy adsorp-
cyjnej. Ze wzgledu na niewielka kompensacje fadunku powierzchniowego oraz na
obecnos¢ ruchow Browna, tworzy si¢ warstwa dyfuzyjna, ktorej charakter zalezy
od rodzaju i stezenia elektrolitu. Solwatowane jony znajdujace si¢ w warstwie
adsorpcyjnej determinujg liniowy spadek powierzchniowego potencjatu vy, do
krytycznej warto$ci potencjatu Sterna, nazywanego inaczej potencjalem rozmytej
warstwy podwojnej (y,). W przypadku warstwy dyfuzyjnej potencjat v, w funkcji
odlegtosci od granicy faz (x) maleje wyktadniczo [19].

Zar6wno powierzchniowy potencjat y, jak i potencjat Sterna vy ze wzgledu na
trudnosci bezposredniego pomiaru, nie nadaje si¢ do opisu wlasciwosci elektrycz-
nych czastek uktadu dyspersyjnego. Do tego celu wprowadza si¢ — potencjal zeta
(0), ktéry definiuje sie jako potencjat elektrokinetyczny wystepujacy na granicy
migdzy zwigzang, a swobodng ciecza, mi¢dzy jonami zwigzanymi nieruchomo
w warstwie adsorpcyjnej i swobodnymi przeciwjonami warstwy dyfuzyjnej, zwa-
nej ptaszczyzna Scigcia (Rys. 5). W konsekwencji potencjat zeta jest proporcjonalny
do gestosci fadunku na powierzchni koloidu, ktory zalezy od pH. W zwiazku z tym
warto$¢ potencjatu zeta bedzie rozna w zaleznosci od pH oraz stezenia elektrolitu.
W przypadku wzrostu stezenia jonow elektrolitu nastepuje zmniejszenie grubosci
podwojnej warstwy elektrycznej w wyniku niespecyficznej adsorpcji jondw, co
determinuje zmniejszenie warto$ci tego potencjatu.

Przyjmuje sig, ze dla standardowych uktadéw koloidalnych, ktére sg stabilizo-
wane przez oddzialywania elektrostatyczne, warto$¢ potencjatu zeta w granicach od
{=-30do {=+30 mV oznacza uklad niestabilny. Odchylenie potencjatu elektroki-
netycznego poza te granice $wiadczy o stabilizacji uktadu [18, 19].

Im wigkszy tadunek na powierzchni koloidu tym silniejsze oddzialywania.
Warto$¢ potencjatu zeta warunkuje charakter oddzialywan odpychajgcych lub przy-
ciggajacych. Sily odpychania uwidaczniaja si¢ w momencie zblizenia si¢ dwdch cza-
steczek, kiedy to ich podwdjne warstwy elektryczne (powierzchnie miedzyfazowe)
zaczynaja nakladac si¢ na siebie. Natomiast przyciggajaca sila van der Waalsa szybko
wzrasta i staje si¢ dominujaca przy bardzo malych odleglosciach (< 0,5 nm).

Ruch czastki znajdujacej sie w polu elektrycznym zalezy od: potencjaltu zeta,
lepkosci, stalej dielektrycznej roztworu oraz natezenia przylozonego pola. Pomiar
predkosci naladowanego koloidu znajdujacego sie w polu elektrycznym, umozliwia
wyliczenie ruchliwoéci elektroforetycznej, ktdra powiazana jest z potencjatem zeta
zaleznoscig matematyczng [18-20].
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2.3. ZASTOSOWANIE TEORII DLVO DO OPISU ZJAWISKA AGREGAC]I
I ADHEZ)I BIOKOLOIDOW

Cechg charakterystyczng biokoloidéw jest ich zdolnos¢ do agregacji, adhezji
oraz tworzenia klastrow. Opis termodynamicznego problemu agregacji sprowadza
sie do stwierdzenia, ze w wyniku tworzenia klastrow powierzchnia rzeczywista
uktadu ulega zmniejszeniu, w wyniku czego stabilno$¢ biokoloidéw wzrasta. Teoria
DLVO jest jednym z najczesciej stosowanych modeli teoretycznych, pozwalajacych
na wyjasnienie tego rodzaju zjawisk. Skrét DLVO pochodzi od pierwszych liter
nazwisk tworcow niniejszej teorii: Derjagin, Landau, Vervey i Overbeek. Klasyczna
teoria DLVO zaklada istnienie sil odpychajacych i sit przyciagajacych [21].

F F, +F (22)

DLVO — LA R

gdzie: F , - sita DLVO, F, - sila przyciagania, F, - sila odpychania.

Sily odpychania sg suma czastkowych sit elektrostatycznych opisywanych przez
prawo Coulomba. W wyniku zblizenia si¢ jednoimiennie naladowanych biokolo-
idéw, ich rozmyte podwojne warstwy naktadaja sie, w wyniku czego nastepuje odpy-
chanie elektrostatyczne. Zjawisko to determinowane jest przez dwie skladowe: elek-
trostatyczng oraz osmotyczng (w obrebie przenikania wystepuje wigksze stezenie
jonéw w poréwnaniu ze stezeniem jondw objetosciowych). Sily przyciggania okre-
§la sie jako sily van der Walssa, czyli sily orientacyjne (Keesoma-van der Waalsa),
indukcyjne (Debyea-van der Waalsa), sity dyspersyjne (Londona-van der Waalsa)
oraz sity hydrofobowe. Sily orientacyjne wystepuja co najmniej miedzy dwoma ukla-
dami o stalym momencie dipolowym. Przykladem tego typu sil jest oddzialywanie
wodorowe. Konsekwencja wystepowania, w danym uklfadzie, wigzan wodorowych
jest istnienie sit hydrofobowych. Sily te, tworzone sg przez oddziatywanie molekut
niepolarnych, znajdujacych si¢ w wodzie [22]. Sity indukcyjne determinowane sg
w przypadku kiedy jeden z dwdch ukladéw posiada staly moment dipolowy. Uktad,
w ktérym skladowe nie posiadajg stalych wlasciwosci dipolowych wyznacza sity
dyspersyjne. Duza odlegto$¢ pomiedzy powierzchniami rzeczywistymi biokoloidow
wyznacza spadek sif odpychania. Sily elektrostatyczne w koloidalnym ukfadzie wod-
nym, nie znikaja zgodnie z klasycznym prawem Coulomba, poniewaz w wyniku
zblizania si¢ powierzchni rzeczywistych (hydratowanych) nastepuje wymiana jonow
przez wodg, co determinuje powstanie rdznicy potencjalow.
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Rysunek 9.  Oddziatywania odpowiedzialne za proces agregacji (A) oraz adhezji (B) w ujeciu teorii DLVO
Figure 9. Interactions responsible for the aggregation process (A) and adhesive (B) in terms of the theory of
DLVO

Sily odpychajace znikajg wykladniczo. Sily przyciagania pojawiaja si¢ wolniej
w miejscu znikajacych sit elektrostatycznych. W rezultacie, w funkeji odlegtos¢ -
energia oddzialywania, tworzy sie drugie, plytkie minimum energetyczne. Cechg
charakterystyczng drugiego minimum jest odwracalnos¢ procesu agregacji (analo-
gicznie adhezji do podloza). W przypadku dalszego zmniejszenia odleglosci pomie-
dzy danymi biokoloidami nastgpuje przekroczenie bariery potencjatu, czego efek-
tem jest nieodwracalny proces tworzenia agregatu. Uklad znajduje sie w pierwszym
minimum energetycznym [23] (Rys. 9).

Zastosowanie teorii DLVO do opisu procesow agregacji, adhezji koloidow
w tym mikroorganizméw (biokoloidéw), mozliwe bylo dzieki zastosowaniu szeregu
zalozen teoretycznych. Micele traktowane sg jakie jednorodne kule o statej §rednicy,
stalym i homogennym tadunku powierzchniowym oraz posiadaja hydrofobowa,
spolaryzowang powierzchnie. Teorie DLVO stosuje sie gtéwnie do wyjasnienia
nieodwracalnych proceséw agregacji oraz adhezji. Konsekwencja zalozen klasycz-
nej teorii DLVO jest rozbieznos¢ migedzy modelem teoretycznym, a rzeczywistymi
ukladami biologicznymi. Komoérki mikroorganizméw charakteryzuja sie zfozona
topografiag powierzchni oraz heterogennym rozmieszczeniem fadunku powierzch-
niowego. W rezultacie nastepuje wyplaszczenie studni potencjatu drugiego mini-
mum energetycznego oraz zmniejszenie bariery potencjatu prowadzacej do pierw-
szego minimum. Biokoloidy w wyniku oddzialywania z powierzchnig i/lub miedzy
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sobg ulegaja znieksztalceniom (rozplaszczeniom, wygieciom). Skutkuje to rézng
odlegtoscig miedzy zespotem mikroorganizméw i/lub podtozem, prowadzacej do
réznych typoéw oddzialywan w obrebie danego ukladu. Heterogeniczny rozktad
tadunkéw powierzchniowych moze powodowa¢ efekty naktadania badz znosze-
nia si¢ sktadowych elektrostatycznych, determinujgcych zmiany ksztattu w danych
komponentach powierzchniowych. Stan ten dodatkowo znieksztatca krzywa energii
w funkeji odlegtosci proponowang przez teori¢ DLVO [21-23] (Rys. 9).

W celu udoskonalenia teorii DLVO, wprowadza si¢ ,,poprawke” w postaci sity
krétkozasiggowej (F ). Teoria DLVO ze zmodyfikowanymi zalozeniami, ktére maja
na celu przyblizenie modelu teoretycznego do rzeczywistych uktadéw biologicz-
nych nosi nazwe rozszerzonej teorii DLVO, w skrécie XDLVO (ang. extend DLVO).

F F_ . +F (23)

XDLVO — T DLVO D

Jedng z pierwszych, scharakteryzowanych sit kréotkozasiegowych byla ,sita
hydratacyjna” W wyniku usuniecia wody z powierzchni modelowych nastepuje
zmniejszenie oddzialywania elektrostatycznego. Zgodnie z teoria mostkéw katio-
néw dwuwartos$ciowych dodatek kationéw Mg®* i/lub Ca*" przyspiesza agregacije
biokoloidéw. Na tej podstawie mozna wywnioskowac¢, ze akwakompleksy metali
dwuwarto$ciowych (Mg2+aq, Ca“aq) ekranujg fadunki skladajgce si¢ na sity elektro-
statyczne, wigza sie z ujemnie naladowanymi powierzchniowymi grupami funk-
cyjnymi (gtéwnie z karboksylowymi) wypierajac molekuly wody z warstwy Sterna-
-Helmholzta zwickszajac tym samym ladunek ukfadu [21-24].

3. TECHNIKI ELEKTROMIGRACYJNE W OZNACZANIU
MIKROORGANIZMOW

Fadunek na powierzchni, determinowany przez charakterystyczne wlasciwosci
grup funkcyjnych bton i/lub $ciany komoérkowej biokoloidu, wptywa na zachowanie
mikroorganizméw w polu elektrycznym. Fenomen ten warunkuje wlasna ruchli-
wos¢ umozliwiajacg separacje elektroforetyczng biokoloidéw. Jednakze z analizg
tak skomplikowanych ukladéw zwigzany jest szereg problemow, tj. agregacja i/lub
adhezja do powierzchni wewnetrznej kapilary.

Pierwsze doniesienie wykorzystujace technike elektromigracyjna do separa-
cji biokoloidéw pochodzi z 1987 roku. Stelan Hjerten przeprowadzajac separacje
elektroforetyczng, wirusa mozaiki tytoniowej oraz Lactobacillus cesei, zaobserwowal
ich migracje z przeptywem elektroosmotycznym. Zastosowane przez niego warunki
analizy nie pozwolily na skuteczne rozdzielenie badanych mikroorganizméw [25].

W 1993 roku Ebersole i McCormick przeprowadzili rozdzielanie elektrofore-
tyczne Entercoccus faecalis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae i Strepto-
coccus pneumoniae, Staphylococcus aureus. Analizowane bakterie tworzyly agregaty,
co skutkowalo niepowtarzalnoscig analizy oraz poszerzeniem pasma [26].
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W kolejnych latach liczne grupy badawcze stosujac bufory fosforanowe, TBE
wyznaczyli ruchliwos¢ elektroforetyczng réznych mikroorganizméw (np. Saccha-
romyces cerevisiae). Zauwazono, ze wraz ze wzrostem sily jonowej nastepuje zwe-
zenie pasma. Na podstawie niniejszej obserwacji stwierdzono zalezno$¢ miedzy
powierzchniowym tadunkiem okreslonego mikroorganizmu a otaczajacym go $ro-
dowiskiem [27].

Pod koniec lat dziewigé¢dziesigtych XX wieku, Amstrong i in. [28] wprowadzili
innowacyjne rozwigzanie skutkujgce polepszeniem selektywnosci i rozdzielczo$ci
separacji elektroforetycznej. Zastosowanie dodatku poli(tlenku etylenu) (PEO, glikol
polietylenowy) w buforze spowodowalo zmniejszenie ruchliwosci elektroosmotycz-
nej oraz prawdopodobne zredukowanie oddziatywania elektrostatycznego pomie-
dzy mikroorganizmami i §ciang kapilary [28].

Amstrong i in. [28] oraz Zheng i Yeaung [29] zaproponowali trzy modele for-
mowania si¢ agregatéw mikroorganizméw podczas rozdzielania elektroforetycz-
nego:

» model indukgji pola (ang. Field-Induced Model). Mikroorganizmy trakto-
wane s3 jako uklad cieczy elektroreologicznej (ang. Electrorheological Fluid),
ktorej lepkos¢ zmienia si¢ zaleznie od przylozonego pola elektrycznego.
Podczas analizy separacyjnej, w wyniku przylozonej roznicy potencjatdw,
uktad mikroorganizméw formuje agregat w ksztalcie dysku, ktory znajduje
sie prostopadle do kierunku pola elektrycznego. Czas migracji zalezy od
polaryzacji jego powierzchni klastra;

« model ,wlochatych czastek” (ang. Hairy-Particle Model). Mikroorganizmy
traktowane sg jako micele (biokoloidy, makrojony) o ujemnie naladowa-
nej powierzchni. Zasadniczg role przypisuje si¢ PEO, ktdry dodawany jest
w okre§lonym stezeniu do buforu wiodacego. Zaklada sie, ze w wyniku
adsorpcji glikolu polietylenowego (,wlochata czastka®) na powierzchni
danego mikroorganizmu, nastepuje zmiana ruchliwosci elektroforetycznej
biokoloidu. Zmodyfikowana ruchliwo$¢ elektroforetyczna matych makro-
jonéw jest mniejsza, w stosunku do wiekszych makrojonéw. Konsekwencja
tego jest formowanie si¢ gradientu przewodnos$ci ukladu mikrobiologicz-
nego (tworzenie si¢ przeciwpradu) oraz redukcja odpychajacych oddzia-
tywan elektrostatycznych miedzy biokoloidami, skutkujgcych w tworzeniu
agregatow. Wektor ruchliwosci elektroforetycznej danego klastra skiero-
wany jest w kierunku elektrody dodatniej, jednak wypadkowa ruchliwos¢
elektroosmotyczna ukladu powoduje migracje w kierunku katody;

o model ,indukcji ksztaltu” (ang. Shaped - Induced Model). Zaklada sig, ze
mikroorganizmy znajdujace si¢ w kapilarze, formuja agregaty w wyniku
losowych zderzen. Stworzone agregaty migruja z charakterystyczng dla nich
ruchliwoscig elektroforetyczng zgodnie z kierunkiem EOF. PEO traktowany
jest jako mediator w oddzialywaniach pomiedzy mikroorganizmami.
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Wykorzystanie przez Zheng i Yeung [29] kamery z matrycg CCD do obser-
wacji migracji elektroforetycznej mikroorganizméw w kapilarze poszerzyto znacz-
nie wiedze na temat zjawiska agregacji (adhezji). Zauwazono, ze wraz ze wzrostem
rozmiaru klastra, wzrastala szybko$¢ agregacji, a rozmiar formujgcego sie agregatu
zalezy od roznicy potencjatéw. Wykazano rowniez, ze wraz ze wzrostem sity jono-
wej buforu, szybko$¢ tworzenia agregatow wzrasta.

Kolejnymi sposobami poprawienia selektywnosci i rozdzielczosci analizy
elektroforetycznej mikroorganizméw bylo wprowadzenie modyfikacji wewnetrz-
nej powierzchni kapilary (akryloamidem, diwinylobenzenem, trimetylochlorosi-
lanem) przez Buszewskiego i in. [27, 30] Wprowadzenie powyzszych modyfikacji
skutkowalo wieksza hydrofobowosécig powierzchni i prawdopodobnym wystapie-
niem oddzialywan typu mikroorganizm-ligand (np. n-m) przyczyniajacych si¢ do
poprawy selektywnosci (Rys. 10).
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Rysunek 10. Wplyw chemicznej modyfikacji powierzchni kwarcowej kapilary (typu fused silica) na selektyw-
nos¢ separacji bakterii [27, 30]

Figure 10.  Effect of chemical modification of the surface of the quartz capillary (such as fused silica) for
selective separation of bacteria [27, 30]

Innym rozwigzaniem poprawiajacym selektywnos¢ separacji elektroforetycz-
nej bylo przeprowadzenie przez Dziubakiewicz i Buszewskiego [30] i/czy Oukacine
iin. [31] elektroseparacji bakterii przy zastosowaniu mechanizmu przej$ciowej izo-
tachoforezy (ITP). Wedlug badaczy, metoda ta odznacza si¢ wysoka selektywnoscia
i powtarzalno$cia. Ponadto, wykazano, iZ wraz ze wzrostem ilosci komorek bak-
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teryjnych w probce, istnieje zalezno$¢ liniowa wzgledem intensywnosci sygnalow
(wysokos$¢ pikow na elektroferogramie) [27, 30].

Lopez-Leon i in. [32] zaproponowali rozwigzanie w separacji mikroorgani-
zméw wprowadzajac ujemnie zjonizowane ukfady polimer-przeciwcialo. Kom-
pleksy te oddzialywaja selektywnie z danym biokoloidem powodujac poprawe
selektywnosci rozdzielania [27, 30].

Buszewski i in. [33] przeprowadzili elektroseparacje bakterii izolowanych bez-
posrednio z matryc biologicznych m.in. moczu. Badania te wykazaly, iz kapilarna
elektroforeza strefowa, moze sta¢ si¢ powszechnie stosowanym, czulym narzedziem
w diagnostyce medyczne;j.

UWAGI KONCOWE

Obecnie na $wiece publikuje sie rocznie dziesigtki publikacji dotyczacych
elektrosepracji mikroorganizméw przy zastosowaniu elektroforezy kapilarne;j.
Jednakze, pomimo znaczacej wiedzy na temat zjawisk powierzchniowych zacho-
dzacych podczas separacji elektroforetycznej biokoloidéw, w celu zrozumienia
przemian fizykochemicznych zachodzacych na granicy faz, niezbedne jest przepro-
wadzanie dalszych szczegdtowych badan i studiéw dotyczacych tych interesujacych
fenomenodw.
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chemiluminescencji, obronila w roku 2010. Praca ta zdobyla nagrode Komitetu
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ABSTRACT

The rapid growth in the commercial application of silver nanoparticles (AgNPs)
will certainly increase the exposure to these metals among humans and in the envi-
ronment. Nano-size silver particles have a broad spectrum of antimicrobial activity
and therefore are incorporated into various materials, including medical textiles,
which claim to prevent infection, as well as more common textiles, like anti-odour
sportswear, underwear, socks and gloves. On the market there is also a variety of
home consumer products claiming to contain nanosilver, for example disinfec-
ting sprays (to disinfect hard surfaces, towels, sheets, and clothing), kitchen cut-
ting boards, washing machines, refrigerators, dishwashers, pillows and mattresses,
toothbrushes, toilet seats, water filters, and cosmetics. Nanosilver is added to food
contact materials to preserve the packaged food for a particularly long period of
time by inhibiting the growth of microbes. There is a number of in vitro studies sho-
wing cytotoxic effects and genotoxic DNA damaging capacity of AgNPs to a variety
of mammalian cell types [24]. However, there are only a few in vivo studies on their
genotoxicity. Likely routes of human exposure to released nanoparticles include
inhalation, ingestion and dermal penetration. Evaluation of the health impact of
AgNPs requires information on how readily and in what forms this substance can
be released from the material. At present, the availability of such data is limited
(Tab. 1).

Size of metal-based nanoparticles is an important factor determining their
physical and chemical properties as well as their bioavailability and toxicity. The
methods used for the size characterisation of AgNPs in different matrices (consu-
mer products, biological and environmental samples) (Tab. 2), as well as for specia-
tion analysis of various forms of silver, namely AgNPs and silver ions, are reviewed
in this paper.

Off-line methods such as centrifugal ultrafiltration, (ultra)centrifugation, dia-
lysis, and cloud point extraction are used in order to distinguish between nano-
particles and dissolved forms of silver. Field-flow fractionation (FFF) in different
modes is used for nanoparticle size dependent separation [50]. Size-resolved AgNPs
fractions are further characterised by on-line detectors, such as UV-Vis, ICP OES or
ICP MS. ICP MS in single-particle detection mode is used for simultaneous deter-
mination of nanosilver and silver ions [38]. The application of capillary electropho-
resis [40] and liquid chromatography [41, 42] for the separation of nano and ionic
forms of silver is also discussed in this work.

Keywords: silver nanoparticles, migration, bioavailability, separation, hyphenated
techniques

Stowa kluczowe: nanoczastki srebra, migracja, biodostepnos¢, rozdzielanie, techniki
taczone
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WPROWADZENIE

Nanotechnologia to najszybciej rozwijajaca si¢ dziedzina nauki, ktéra stwarza
ogromne mozliwosci, szczegdlnie w obszarze materiatéw. Wytworzony nanomate-
rial (ang. engineered nanomaterial) jest to kazdy celowo wyprodukowany material,
ktérego jeden lub wiecej wymiardw jest rzedu 100 nm lub mniej, lub ktdry sklada sie
z odrebnych elementéw funkcjonalnych, wewngtrz lub na powierzchni, z ktorych
wiele ma jeden lub wigcej wymiaréw rzedu 100 nm lub mniej, wlaczajac struktury,
aglomeraty lub agregaty, ktére moga mie¢ wielkos¢ powyzej 100 nm, ale zachowuja
wlasciwosci charakterystyczne nanoskali [1]. Nanomaterialy wykorzystywane sa
w wielu galeziach przemystu ze wzgledu na specjalne wlasciwosci fizyczne, che-
miczne oraz biologiczne. Ostatnio coraz cz¢$ciej, poprzez kontakt z produktami
uzytkowymi najnowszej generacji, stykamy sie z nanomateriatami w zyciu codzien-
nym.

W Unii Europejskiej obowiazuja obecnie nastepujace akty prawne odnoszace
siec do nanomaterialéw: w sprawie przekazywania konsumentom informacji na
temat zywnosci [1], w sprawie materialéw i wyrobdw z tworzyw sztucznych prze-
znaczonych do kontaktu z zywnoscig [2, 3], w sprawie produktéw kosmetycznych
[4] oraz produktéw biobdjczych [5]. Rozporzadzenia te wprowadzajg konieczno$é
znakowania produktéw zawierajacych nanomaterialy poprzez dodanie stowa ,,nano”
po nazwie substancji w wykazie skladnikéw i obowiazuja od 2013 r. dla kosmety-
kow i produktéw biobdjczych, zas od 2014 r. dla zywnosci. Poniewaz nanoczastki
wykazuja wlasciwoséci chemiczne i fizyczne rozniace si¢ znacznie od wiekszych cza-
stek, moga rowniez wykazywac rozne wlasciwosci toksyczne. Oceny potencjalnego
wplywu nanoczastek na srodowisko dokona¢ mozna na podstawie znajomosci stop-
nia ich migracji z nanoproduktéw i biodostepnosci dla organizméw. Do tego celu
niezbedne jest zastosowanie wiarygodnych metod charakteryzowania i oznaczania
nanoczastek w r6znych matrycach.

1. ZASTOSOWANIE NANOSREBRA

Nanomateriatem o najszybciej rosnacej liczbie zastosowan sg nanoczastki sre-
bra (AgNPs). Szacuje si¢, ze obecnie roczna produkcja §wiatowa AgNPs wynosi
250-312 ton [6]. Synteze¢ nanoczastek srebra prowadzi si¢ metodami fizykochemicz-
nymi wykorzystujacymi m.in. mikrofale, ultradzwieki czy rozdrabnianie mecha-
niczne, metodami biochemicznymi oraz chemicznymi. Wsréd metod chemicznych
najbardziej popularnym sposobem otrzymywania pozadanego produktu jest reduk-
cja chemiczna AgNO, w roztworach wodnych lub alkoholowych za pomocg boro-
wodorku sodu, cytrynianu sodu, formaldehydu, czy kwasu galusowego [7, 8]. Na
Rysunku 1 przedstawiono przyktadowe struktury nanosrebra. Rozmiar, ksztalt i sta-
bilno$¢ nanoczastek mozna kontrolowa¢ dobierajac odpowiednie warunki syntezy.
Do tworzenia powlok ochronnych, zapobiegajacych agregacji nanoczastek, wyko-
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rzystuje sie¢ kwas cytrynowy, polisacharydy, surfaktanty, bialka, polimery, siarczki,
chlorki, borany lub weglany.

. Powloka/"

' Lon® % OH O
quasi-sfera sze§cian ,[, v\]\ ) ]
OH 0

A . PEG cytryman

nanoplytka  nanodrut

Rysunek 1. Przykladowe struktury nanosrebra (na podstawie [7])
Figure 1. Typical structures of nanosilver

Nanoczastki srebra charakteryzuja si¢ szerokim spektrum aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej i przeciwgrzybicznej, a takze przeciwwirusowej [9]. Z tego wzgledu
wykorzystywane sg przy produkcji desek do krojenia, filtréw do wody, szczote-
czek do zgbdéw, poduszek, materacy, farb, sprejow dezynfekujacych, czy wyrobow
wildkienniczych codziennego uzytku (poscieli, odziezy sportowej, bielizny, skar-
pet i rekawic). W sektorze rolno-spozywczym nanosrebro znajduje zastosowanie
przede wszystkim w produkcji materiatéw i wyrobow przeznaczonych do kontaktu
z zywnoscia (folie, pojemniki). Obecno$¢ AgNPs w opakowaniach na zywno$¢
wydltuza okres jej przechowywania poprzez hamowanie wzrostu mikroorganizmow.
W medycynie nanoczastki srebra stosowane sg przy produkcji opatrunkéw zapo-
biegajacych infekcjom i przyspieszajacych gojenie, powtok soczewek kontaktowych,
implantéw i protez. Nanosrebro obecne jest rowniez w suplementach diety, jednak
prozdrowotne dzialania tych suplementéw nie zostaly zweryfikowane przez Euro-
pejski Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci (EFSA) ani przez Europejska Agencje
Lekéw (EMA) [10]. Detergenty i kosmetyki (np. dezodoranty, mydta, szampony,
pasty do zebow) zawierajace nanosrebro sg powszechnie dostepne w handlu.

Nanoczastki srebra, ze wzgledu na swoje unikalne wlasciwosci (m.in. wysokie
przewodnictwo elektryczne i cieplne, zdolno$¢ do absorpcji i rozpraszania pro-
mieniowania, duzg powierzchnie wtasciwg), stosowane sg w elektronice, optyce,
biosensorach oraz katalizie [8]. Nanoczgstki lub nanokompozyty srebra znalazly
réwniez zastosowanie jako katalizatory proceséw przemystowych m.in. utleniania
tlenku wegla, utleniania benzenu do fenolu, fotodegradacji gazowego acetaldehydu
i redukcji p-nitrofenolu do p-aminofenolu.
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Wykaz wprowadzonych do obrotu produktéw konsumenckich zawierajacych
nanosrebro znajduje sie w internetowej bazie Project on Emerging Nanotechnologies
[11]. Wedlug danych z 2013 roku liczba produktéw zawierajacych nanosrebro (383
produktéw) wyraznie wzrosta w poréwnaniu z rokiem 2006 (okoto 25) i byla znacz-
nie wieksza niz liczba produktéw zawierajacych nanoczastki tytanu (179), wegla
(87), krzemu (52), cynku (36), czy ztota (19).

2. MIGRACJA 1 BIODOSTEPNOSC NANOSREBRA

Gloéwne zagrozenia zwigzane ze stosowaniem produktéw zawierajacych nano-
srebro wynikaja z potencjalnego narazenia konsumentéw na migrujace z nich nano-
czastki, ktore wykazujg niekorzystne dziatanie na komorki [12, 13]. Narazenie moze
odbywac¢ si¢ droga oddechowa, pokarmowg (np. w wyniku migracji z opakowan do
przechowywanej w nich zywnosci) oraz przez skore (np. z odziezy i opatrunkéw).
Unikalna struktura powierzchni i reaktywnos¢ AgNPs ulatwia ich przechodzenie
w forme jonowa w kontakcie z rozpuszczalnikami (np. podczas prania odziezy).
Rozpuszczalno$¢ NPs wzrasta wraz ze zmniejszajacym sie rozmiarem czastek [14].
Dopuszczalny poziom migracji dla nanoczastek nie zostat jak dotad uregulowany.

W Tabeli 1 przedstawiono obecny stan badan nad migracja srebra z produk-
tow uzytkowych. Badania produktéw przeznaczonych dla dzieci wykazaly, iz srebro
migruje gtéwnie do potu oraz moczu (< 8% zawartosci srebra w produkcie), nato-
miast w niewielkim stopniu do wody wodociagowej (< 1,5%) [15]. Stwierdzono, iz
srebro obecne jest w ekstraktach gtéwnie w postaci jonowej (87 + 2%). Migracje
srebra z odziezy (koszulek, spodni i skarpet) badano z wykorzystaniem sztucznego
potu w warunkach symulujgcych aktywno$¢ fizyczna [16] oraz z wykorzystaniem
roztworu detergentu w warunkach symulujacych proces prania [17]. Zawarto$c¢ sre-
bra w ptynach modelowych stanowita < 4,1% [18], 5-14% [16] oraz 14,8-23,5% [17]
zawartosci srebra w produkcie. Roztwory detergentu, w ktérych wyprano tkaniny
zawieraly od 34 do 80% srebra w postaci czastek o rozmiarach powyzej 450 nm [17].
Analiza probek za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektronowego ze spektro-
metrem dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (TEM-EDX) wykazata
obecno$¢ nanokompozytéw Ti/Si-AgCl, duzych czastek AgCl, nanoczastek AgCl,
Ag S oraz Ag. Wieksza zawarto$¢ frakeji rozpuszczonej srebra (< 30 kDa) stwier-
dzono w roztworach sztucznego potu — byta ona poréwnywalna z zawartoscia cza-
stek Ag o rozmiarach < 450 nm [16]. Badania migracji srebra z dostepnych komer-
cyjnie pojemnikéw na zywnos¢ prowadzono z wykorzystaniem wody destylowanej,
kwasu octowego, etanolu oraz oliwy z oliwek. Stwierdzono, iz najwi¢cksza migra-
cja srebra zachodzila do kwasu octowego. Zawarto$¢ AgNPs stanowita: 12% [19],
< 20,27% [20], ~30% [21] calkowitej zawarto$ci srebra w ptynach modelowych.
Analiza mikroskopowa wykazata obecno$¢ nanoczastek o rozmiarach 10-20 nm
i 40-60 nm [20] oraz 20-100 nm [19]. Poniewaz dane literaturowe sg nieraz roz-
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biezne niezbedne jest prowadzenie dalszych badan, jak tatwo i w jakich formach
(nanoczastek czy jondéw) srebro moze by¢ uwalniane z materiatow.

Tabela 1. Migracja srebra z produktéow uzytkowych
Table 1. Silver migration from consumer products
Migracja
1 0,
Roztwory do badania Zawarto$¢ srebra jako A) . Oznaczana
. S catkowitej forma, .
Prébka migracji, w roztworach Lit.
D, .. . zawarto- metoda
warunki inkubacji ekstrakcyjnych . .
$ci Agw oznaczania
produkcie
Tkaniny
Produkty sztuczny pot, Slina, mocz | woda: <1,5% | Ag .
dzieciece: 2 h w temp. 37°C, dla <LOD-1,6 mg Ag/kg ICP MS
pluszowe $liny warunki symulu- produktu Ag(l):
bawki, jace zuci . o
f{z:}: ! Jace zude $lina: 1,1-5,6% | ultrafiltracja
uernim woda wodociggowa, 0,03-1,77 mg/kg +ICP MS
rekawiczki, (’)”l:k: anie do tem, pot: 2,6-38,3%
pojemniki do | 987V P- 0,14-18,5 mg/kg
przechowywa- ~§8 Cw kuc.hence [15]
nia pokarmu, mllkr((i)f‘alowej, 24h mocz: <36,1%
kubki w lo owc§, ponowne <LOD-17,4 mg/kg
ogrzewanie do temp.
~38°C mleko: S43,8%
<LOD-0,93 mg/kg
sok pomaranczowy .
3 dni w temp. ~5°C sok: <L,7%
(lod(')wka) <LOD—O,41 mg/kg
formy jonowe: 87 + 2%
Koszulki sztuczny pot: <LOD-0,5 mg/kg <4,1% Ag .
pH od 4,3 do 8,0 GF AAS [18]
24 h w temp. 37°C
Koszulka, sztuczny pot o pH 5,5 frakcja rozpuszczalna 5-14% | Ag_ .
spodnie ub 8,0 <30 kDa): 25-45
podni lub (< 30 kDa) ug/g/L* ICP OES
30 min w 40°C, warunki | frakcja Ag < 450 nm: frakcie Ac: (16]
symulujgce aktywnos¢ <LOD-34 pug/g/L fr la cJe Ag:
fizyczng frakcja Ag > 450 nm: Ig;aggg
<LOD-30 pug/g/L

* ug/g/L - stezenie srebra w ekstrakcie w przeliczeniu na gram tkaniny
ICP MS - spektrometria mas plazmy indukcyjnie sprzezonej, GF AAS - atomowa spektrometria absorpcyjna
z atomizacjy w piecu grafitowym, ICP OES - atomowa spektrometria emisyjna plazmy indukcyjnie sprz¢zo-
nej, AF4 - asymetryczne przeptywowe frakcjonowanie w polu zewnetrznym
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20°C

Migracja
1 0,
Roztwory do badania Zawarto$¢ srebra jako A) . Oznaczana
. N calkowitej forma, .
Probka migracji, w roztworach Lit.
S " . zawarto- metoda
warunki inkubacji ekstrakcyjnych . .
$ci Agw oznaczania
produkcie
Skarpety, detergent roztwory piorgce: 14,8-23,5% | Ag_,:
koszulki, 30 min w temp. 40°C 0,32-38,5 mg/L ICP OES
dni lacj 4,5-575 mg/k;
spodnie (sym}l acja procesu ( mg/kg) frakeje Ag:
prania wg. normy ;
1SO 105-C06: 1994) roztwory pluczace: filtracja +
2-krotne ptukanie woda 0,36-22,7 mg/L ICP OES (17]
. (1,8-113 mg/kg)
wodociggowq
frakcja rozpuszczalna:
(<30 kDa): <19%
frakcja Ag > 450 nm:
34-80%
Pojemniki na zywno$é¢
Pojemniki roztwory symulujgce 3,76-31,46 ng/cm’ (kwas - Ag
polipropyle- Zywnos¢: octowy, 40°C, 10 dni) ICP MS
nowe, torebki | 50% etanol i 3% kwas 1,66-9,48 ng/cm’ (etanol, AgNPs i
polietylenowe | octowy 40°C, 10 dni) gINES 1
Ag(I): single
probki poddano dziata- | 2,5-10°-50,3-10” ng/cm’ particle ICP
niu roztwordw: (kwas octowy, 70°C, 2 h) MS
- 10 dni w t . 40°C,
mw empo <LOQ (etanol, 70°C, 2 h)
- 2hw temp. 70°C 5 [20]
(3 cykle) 14,44 ng/cm” (kwas
-2 min w kuchence ;ctgwy, mikrofale 700W,
mikrofalowej (700W) min)
frakcja AgNPs:
2,53-18,91% w kwasie
octowym (10 dni)
2,67-20,27% w etanolu
(10 dni)
Pojemniki roztwory symulujgce kwas octowy: 1,8-2,9% | Ag_ .
polipropy- Zywnosé woda destylo- | 9,5-30 ng/cm’ (10 dni) ICP MS
lenowe i wana, 3% kwas octowy, | woda, etanol: ~5 ng/cm’ AeNP
polietylenowe | 10% etanol, oliwa (10 dni) X i IS~ [19]
z oliwek oliwa z oliwek: <LOD 1, gl( ): »
od 1h do 10 dni w temp. | frakcja AgNPs: 12% singie particle
ICP MS

* ug/g/L - stezenie srebra w ekstrakcie w przeliczeniu na gram tkaniny
ICP MS - spektrometria mas plazmy indukcyjnie sprz¢zonej, GF AAS - atomowa spektrometria absorpcyjna
z atomizacjg w piecu grafitowym, ICP OES - atomowa spektrometria emisyjna plazmy indukcyjnie sprzezo-
nej, AF4 - asymetryczne przeptywowe frakcjonowanie w polu zewnetrznym
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Migracja
Roztwory do badania Zawarto$¢ srebra c ;lakko if:i/t;e' Ozfgilif:na
Prébka migracji, w roztworach zawarto-J meto d; Lit.
warunki inkubacji ekstrakcyjnych . .
$ci Agw oznaczania
produkcie
Pojemniki roztwory symulujgce - test migracji w 20°C Ag
polipropyle- zZywno$¢: woda destylo- | w ciggu 10 dni: ICP MS
nowe i torebki | wana, 3% kwas octowy, | woda: 0,34+0,06 ng/dm’ 0,0017% AaNPs:
polietylenowe | 10% etanol i 95% etanol | (10+2 ng/L, A§4—IEP MS
probki poddano dziata- | 0,49+0,08 ng/g),
niu roztworow:
~1,4,71 10 dni w temp. kwas octowy: , 0,006%
20°C lub 40°C, 1,1£0,3 ng/dm
~ 2 hw temp. 70°C (34+8 ng/L, 1,6+0,4 ng/g)
etanol: <LOD
- test migracji w 70°C (21]
w ciggu 2 h:
woda: 10,9 ng/dm’ 0,06%
(17,4 ng/g)
kwas octowy: 11,0 ng/dm’ 0,06%
(16,6 ng/g)
frakcja AgNPs: ~30%
(woda i kwas octowy,
70°C, 2 h)

* ug/g/L - stezenie srebra w ekstrakcie w przeliczeniu na gram tkaniny

ICP MS - spektrometria mas plazmy indukcyjnie sprzezonej, GF AAS - atomowa spektrometria absorpcyjna
z atomizacjy w piecu grafitowym, ICP OES - atomowa spektrometria emisyjna plazmy indukcyjnie sprz¢zo-
nej, AF4 - asymetryczne przeptywowe frakcjonowanie w polu zewnetrznym

Sprzeczne s3 doniesienia na temat stabilnosci AgNPs w roztworach wodnych.
Ich trwalo$¢ w duzym stopniu zalezy od rodzaju stabilizatora zastosowanego w pro-
cesie syntezy. Cze$¢ autorow twierdzi, ze obecne w wodach naturalnych kwasy humu-
sowe stabilizuja nanoczastki [8]. Inni twierdzg, ze nanoczastki srebra znajdujace si¢
w $ciekach i odpadach w $rodowisku naturalnym dosy¢ fatwo ulegaja przeksztat-
ceniu w siarczek srebra o malej toksycznosci [22]. Z drugiej strony stwierdzono, ze
wystepujace w $rodowisku jony Ag" moga ulec przeksztalceniu w AgNPs w tempe-
raturze pokojowej w wyniku redukcji kwasami humusowymi [23] lub fulwowymi
[7]. Aspekt ten nalezy wzigé¢ pod uwage rozpatrujac toksyczno$¢ na komorki zywe
odpaddéw zawierajacych jony srebra.

Mechanizm toksycznosci nanosrebra szczegélowo omdéwiono w pracach prze-
gladowych [12, 24, 25]. Raporty na temat potencjalnego wplywu nanomateriatéw na
zdrowie ludzkie i Srodowisko opublikowaly ostatnio EFSA [26], Komitet Naukowy
ds. Pojawiajacych sie i Nowo Rozpoznanych Zagrozen dla Zdrowia (SCENIHR)
[10] oraz Agencja Ochrony Srodowiska (EPA) [27]. Badania in vitro wskazujg na
cytotoksyczne i genotoksyczne dziatanie nanoczastek srebra na rézne typy komorek
ssakow: komorki skory, watroby, ptuc, systemu nerwowego oraz organéw rozrod-
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czych. Znacznie mniej jest doniesien dotyczacych badan prowadzonych in vivo.
Stwierdzono, ze rozmiar nanoczastek wplywa na ich dystrybucj¢ w tkankach, wni-
kanie do komorek oraz toksycznos¢ (mniejsze czastki sg bardziej szkodliwe). Po
podaniu myszom droga pokarmowg czastek o rozmiarze 323 nm nie stwierdzono
obecnosci srebra w tkankach [28], natomiast po podaniu szczurom i myszom cza-
stek o rozmiarach 56 i 60 nm stwierdzono, ze ulegaja one akumulacji w watrobie,
plucach, nerkach, zotadku oraz w moézgu [29, 30]. U szczurdéw suplementowanych
przez 30 dni nanoczgstkami srebra o rozmiarze 15 nm zaobserwowano znacznie
podwyzszong zawartos¢ srebra w watrobie i w nerkach, ktéra zmniejszata si¢ w ciggu
kolejnych 30 dni w wyniku wydalania z kalem. Badania specjacji srebra wykazaly,
ze w tkankach biologicznych moze nastapi¢ utlenienie AgNPs do jonow Ag(I), ktére
ulegaja reakcjom kompleksowania z biatkami, w nerkach gléwnie z metalotioneina,
za$ w watrobie z bialkami o duzej masie czasteczkowej (70-25 kDa) [28]. Zatem
nanoczastki srebra sg biodostepne dla organizmow.

3. METODY WYKRYWANIA I CHARAKTERYZOWANIA
NANOCZASTEK SREBRA

Wyznaczanie pelnej charakterystyki nanoczastek, a wigc ich stezenia, skfadu,
rozmiaru, rozkladu wielkosci, ksztattu, wlasciwosci powierzchni wymaga zasto-
sowania kilku technik analitycznych jednoczes$nie (Tab. 2). Do badania rozmiaru
i ksztaltu nanoczastek wykorzystywane sa zwykle techniki mikroskopowe, takie
jak skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM), transmisyjna mikroskopia elek-
tronowa (TEM) oraz mikroskopia sil atomowych (AFM). Jednakze bardzo wysoka
cena aparatury, trudno$ci napotykane podczas etapu przygotowania probki (ryzyko
agregacji nanoczgstek, przeksztalcent chemicznych, np. utleniania) oraz czasochton-
no$¢ analizy ograniczajg ich zastosowanie [31, 32]. W dalszej cze$ci pracy przedsta-
wione zostang bardziej szczegdtowo inne metody analityczne wykorzystywane do
charakteryzowania AgNPs oraz analizy specjacyjnej srebra.

Tabela 2. Techniki analityczne stosowane do charakteryzowania nanoczastek srebra
Table 2. Analytical techniques for characterization of silver nanoparticles
Parametr charakteryzujacy nanoczgstki
Technika ad | Lit
analityczna stezenie | rozmiar r?Z a’ .| tadunek I_)o ¢ .| ksztalt | struktura ’
wielkosci powierzchni
SEM + + + +
[31,32]
TEM + + + + +
AFM + + + + + [32]
DLS + + + [32]
UV-VIS + + [33]
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Parametr charakteryzujacy nanoczastki

Technika .
rozklad pole Lit.

analityczna stezenie | rozmiar ) .. | fadunek ) . | ksztalt | struktura
wielkosci powierzchni

single particle

ICP MS + + + [34, 35]
CPE ICP MS + [36,37]
FFF-ICP MS + + [38,39]
CE-ICP MS + + + + [40]

LC-ICP MS + + [41, 42]

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa, TEM - transmisyjna mikroskopia elektronowa, AFM - mikro-
skopia sit atomowych, DLS - dynamiczne rozpraszanie $wiatla, UV-VIS - spektrofotometria w nadfiolecie
i $wietle widzialnym, ICP MS - spektrometria mas plazmy indukcyjnie sprz¢zonej, CPE - ekstrakcja mice-
larna, FFF - przeplywowe frakcjonowanie w polu zewnetrznym, CE - elektroforeza kapilarna, LC — chroma-
tografia cieczowa

W wigkszosci przeprowadzonych dotychczas badan dotyczacych specjacji sre-
bra, obie formy specjacyjne (nanoczastki i jony) rozdzielano technikami off-line,
takimi jak ultrafiltracja czy wirowanie, a nastepnie rozdzielone formy oznaczano
technikami spektrometrii atomowej [43]. Innym rozwigzaniem w analizie specjacyj-
nej srebra jest oznaczenie jondw Ag” metoda potencjometryczng z wykorzystaniem
srebrowej elektrody jonoselektywnej, a nastepnie obliczenie zawartosci nanoczastek
z rdznicy pomiedzy zawarto$cig calkowity srebra i oznaczonych wczesniej jonow
[44]. W najnowszej literaturze pojawily sie metody pozwalajace na jednoczesne
wykrycie i/lub oznaczenie obu form specjacyjnych srebra.

W celu wykrycia, czy w badanych préobkach znajduja si¢ obie formy pier-
wiastka zaproponowano zastosowanie atomowej spektrometrii absorpcyjnej z ato-
mizacjg w piecu grafitowym (GF AAS) [45]. W metodzie tej wykorzystano fakt, ze
atomizacja AgNPs zachodzi w wyzszej temperaturze niz atomizacja jondéw srebra
(T, =1400 + 25°C). W przypadku AgNPs o rozmiarach 20, 60 i 80 nm tempera-
tura atomizacji w maksimum wysokos$ci piku wynosita odpowiednio: 1550 + 30°C,
1600 + 20°C oraz 1710 + 33°C, a wiec wzrastala wraz ze wzrostem rozmiaru nano-
czastek. Na rysunku 2 przedstawiono podwdjne piki zarejestrowane podczas atomi-
zacji mieszanin zawierajgcych jony Ag" oraz nanoczastki Ag o réznych rozmiarach.
Metoda ta moze umozliwi¢ przeprowadzanie szybkich testow przesiewowych na
obecnos¢ AgNPs w roznego rodzaju probkach, m.in. biologicznych, na podstawie
pomiaru temperatury atomizacji lub pomiaru absorbancji roztworu przy dwoéch
réznych temperaturach atomizacji (1700 i 2200°C).
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Rysunek 2. Sygnaly analityczne zarejestrowane technika GF AAS dla mieszanin: (A) Ag" i 20 nm AgNPs,
(B) Ag"i80 nm AgNPs (temperatura atomizacji 2000°C, szybko$¢ narostu temperatury 800°C/s)
(na podstawie [45])

Figure 2. GF AAS signals for mixtures of: (A) Ag" and 20 nm AgNPs, (B) Ag” and 80 nm AgNPs (atomisa-
tion temperature: 2,000°C, ramp 800°C/s (based on [45])

Do bezposredniego wykrywania nanoczastek srebra w tkankach roélin (pie-
truszka) zastosowano technike ciala stalego w wysokorozdzielczej absorpcyjnej
spektrometrii atomowej z ciaglym zrédtem promieniowania [46]. Bezposrednie
wprowadzanie materialéw proszkowych do atomizera zwigzane jest czesto z wyste-
powaniem efektow interferencyjnych badz tez z trudnosciami zwigzanymi z ilo$cio-
wym odparowaniem badanych analitéw w atomizerze. Problemy te eliminuje zasto-
sowanie spektrometru AAS o wysokiej rozdzielczo$ci. Autorzy badan stwierdzili,
iz obecnos¢ nanoczastek srebra w probce moze by¢ wykryta na podstawie pomiaru
opo6znienia czasu atomizacji (t ), definiowanego jako czas od rozpoczecia etapu
atomizacji do osiggnigcia maksimum sygnatu absorpcji. Program temperaturowy
pieca grafitowego zoptymalizowano w celu uzyskania najwi¢kszej rznicy pomiedzy
warto$ciami parametru t , dla probek zawierajacych jony Ag” oraz dla prébek zawie-
rajacych AgNPs. W celu okreslenia rozmiaru nanoczastek wykorzystano pomiar
innego parametru, a mianowicie szybkosci atomizacji (k ), definiowanej jako ilo$¢
atomow ulegajacych atomizacji na sekunde. Zaobserwowano zmniejszanie si¢ szyb-
kosci atomizacji w miare wzrostu rozmiaru nanoczgstek w zakresie od 20 do 80 nm.
Metoda ta nie zostala wykorzystana do ilosciowego oznaczania obu form srebra.

Do jednoczesnego oznaczania jondéw i nanoczastek srebra zastosowano tech-
nike spektrometrii mas plazmy indukcyjnie sprz¢zonej w trybie pomiarowym single
particle (sp-ICP MS) [34, 35]. W pomiarach takich stosuje si¢ bardzo rozcienczone
roztwory oraz malg predkos¢ przeplywu roztworu, dzigki czemu do plazmy wpro-
wadzane s pojedyncze czastki (Rys. 3A).
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Rysunek 3. Schemat wprowadzania probki do plazmy (A), sygnaly rejestrowane technikg sp-ICP MS (B) (2r6-
dio: [34])

Figure 3. Schematic diagram of sample transport to plasma (A), signals obtained using sp-ICP MS mode (B)
(source [34])

Zastosowanie odpowiedniego trybu zbierania danych, a mianowicie trybu time
resolved analysis (sygnal zmienny w czasie), a takze krotkiego czasu integracji (naj-
cze$ciej od 100 do 500 ps) pozwala na rejestracje sygnalu dla pojedynczej czastki
[34]. Czestotliwos¢ sygnatdw jest proporcjonalna do liczby nanoczastek, a intensyw-
nos¢ sygnatu do liczby atoméw analitu w nanoczastce, a wiec do masy analitu [47].
W najprostszym przypadku, gdy nanoczastki majg sferyczny ksztalt i zbudowane s3
z atomow jednego pierwiastka, podzielenie masy przez gestos¢ pierwiastka pozwala
na obliczenie objetosci kazdej nanoczastki, a nastepnie jej $rednicy i uzyskanie roz-
ktadu wielkosci czastek (Rys. 4). Niestety koniecznos¢ zalozenia sferycznego ksztattu
czastek moze prowadzi¢ do btednych wynikéw w przypadku nieznanych probek.
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Rysunek 4. Sygnaly AgNPs (40 nm) zarejestrowane technikg sp-ICP MS (A), rozklad wielkosci AgNPs
(40 nm) (B) (zrodto: [47])

Figure 4. Signals of 40 nm AgNPs acquired using sp-ICP MS mode (A), particle size distribution for 40 nm
AgNPs (B) (based on [47])
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Niedogodnoscig stosowania techniki sp-ICP MS do analizy nanoczastek jest
fakt, iz wraz ze zmniejszaniem si¢ rozmiaru czastek wyraznie maleje intensywno$é
sygnatu: 4-krotne zmniejszenie rozmiaru NPs, np. z 60 nm do 15 nm, powoduje
64-krotne obnizenie sygnalu [34]. Ponadto analize utrudnia tlo, na ktére skladajg
sie szumy, interferencje spektralne oraz sygnal pochodzacy od rozpuszczonych form
metalu (Rys. 3B). Z tych powodéw minimalny rozmiar NPs mozliwy do wykry-
cia technika sp-ICP MS, w zaleznosci od zastosowanego spektrometru, wynosi
10-20 nm. Analiza czgstek o mniejszych rozmiarach wymaga zastosowania technik
faczonych.

W wielu przypadkach zawarto$¢ AgNPs w probkach jest zbyt niska, aby mozna
bylo ja bezposrednio oznaczy¢ metodami instrumentalnymi, a w oznaczeniach
dodatkowo przeszkadza skomplikowana matryca probek. Do selektywnego wydzie-
lania i wzbogacania nanosrebra z probek srodowiskowych zaproponowano technike
ekstrakeji micelarnej zwanej rowniez ekstrakcja do punktu zmetnienia (ang. cloud
point extraction, CPE). W technice tej wykorzystuje si¢ zdolnos¢ surfaktantéow do
solubilizacji, czyli tworzenia agregatéw micelarnych zlozonych z trudno rozpusz-
czalnych zwigzkéw chemicznych (solubilizatéw) i solubilizatoréw. Przy odpowied-
nim stezeniu surfaktantu, po ogrzaniu roztworu powyzej temperatury tzw. punktu
zmetnienia, zachodzi podzial roztworu na dwie fazy — organiczng, gesta i bogata
w surfaktant oraz wodng, w ktdrej stezenie surfaktanta jest duzo mniejsze. Anality
obecne w roztworze wodnym (najczesciej hydrofobowe) sg zdolne do podzialu oraz
przejscia w kierunku niepolarnego rdzenia miceli, utworzonego przez skupiajace sie
ze soba monomery surfaktantéw. Poniewaz faza micelarna odznacza si¢ znacznie
mniejsza objetoscia (100-500 razy) w stosunku do wodnej, uzyskiwane sg wyso-
kie wspolczynniki wzbogacenia analitow. Zwykle przed koncowym oznaczeniem
warstwa organiczna, zawierajgca oznaczany analit w hydrofobowym rdzeniu micel,
rozpuszczana jest w odpowiednim rozpuszczalniku, zazwyczaj alkoholu alifatycz-
nym (metanol, etanol) lub acetonitrylu. Technike t¢, wykorzystujac Triton X-114
jako surfaktant, zastosowano do wydzielania AgNPs z probek srodowiskowych
przed ich oznaczaniem technika ICP MS [48]. Aby zapobiec ekstrakcji jonow Ag”
obecnych w oznaczanych prébkach, do fazy organicznej dodawano jony S,0;.
Poniewaz ekstrakcja nie zmienia ksztaltu ani rozmiaru nanoczastek, moga by¢ one
charakteryzowane po wydzieleniu do fazy surfaktantu metodami mikroskopo-
wymi. Stwierdzono, ze jony Ag' nie adsorbuja si¢ na AgNPs i nie przeszkadzaja
w oznaczeniach przy 2-krotnym nadmiarze w stosunku do nanoczastek. Granica
wykrywalnosci AgNPs opracowang metoda z detekcjg ICP MS wyniosta 0,006 pg/L
(34,3 fmol/L) [36], za$ z detekcja GF AAS 0,002 pg/L, gdyz oznaczenia prowadzono
bezposrednio w fazie organicznej [37]. Metodg¢ zastosowano do zbadania specjacji
srebra w antybakteryjnych materiatach higienicznych i sprejach do nosa [36] oraz
w wodach powierzchniowych [36, 37].

Polaczenie technik rozdzielania z czutymi technikami oznaczania (np. ICP MS)
pozwala na uzyskanie informacji odnosnie stezenia, skladu pierwiastkowego, roz-
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miaru oraz rozktadu wielko$ci nanoczgstek. Jako techniki rozdzielania wykorzystuje
sie technike przeptywowego frakcjonowania w polu zewnetrznym (ang. field-flow
fractionation, FFF), chromatografie cieczowg (LC), czy elektroforeze kapilarng (CE).

Polaczenie techniki AF4 (ang. asymmetric flow field-flow fractionation) z ICP
MS pozwala na analiz¢ nanoczastek, ktérych minimalny rozmiar wynosi 2 nm [38].
Modutem rozdzielajacym jest pusty odpowiednio uformowany kanat [49]. Parabo-
liczny profil przeplywu cieczy nosnej w kanale oraz poprzeczne pole zewnetrzne
skierowane prostopadle do przeptywu umozliwiaja rozdzielenie czastek o réznych
rozmiarach. Czastki te ulegaja dyfuzji w kierunku przeciwnym do kierunku pola
z réznymi szybkos$ciami, co prowadzi do ich rozdzielenia w réznych warstwach stru-
mienia przeptywajacego przez kanal (Rys. 5). Najmniejsze czastki eluowane sg jako
pierwsze. Rozmiar NPs wyznacza si¢ na podstawie krzywej kalibracyjnej uzyska-
nej dla wzorcéw, co daje wiarygodne wyniki jedynie wéwczas, gdy nanoczastki we
wzorcach i probce charakteryzuja si¢ takimi samymi wilasciwosciami powierzchni
i ksztattem [32].
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Rysunek 5. Zasada procesu rozdzielania czastek technika AF4 (na podstawie [34])
Figure 5. Particle size dependent separation by AF4 (based on [34])

W technice AF4 strumien pola zewnetrznego generowany jest przez staly ubytek
medium nosnego wzdtuz kanatu poprzez pdlprzepuszczalng membrang. Wielkos¢
poréw membrany powinna umozliwia¢ swobodne przechodzenie czasteczek cieczy
nosénej, a jednoczesnie membrana powinna by¢ nieprzepuszczalna dla rozdzielanych
sktadnikéw probki. Do rozdzielania NPs najczesciej stosowane s3 membrany celu-
lozowe i polieterosulfonowe (PES) z masg czasteczkowa odcigcia (ang. molecular
weight cut-offs) 300-10000 Da [38]. Aby zapewni¢ wysoki odzysk nanoczastek sto-
suje si¢ membrany o takim samym fadunku, jaki posiadaja NPs (material membrany
powinien w jak najmniejszym stopniu oddzialywac¢ z rozdzielanymi czgstkami) lub
odpowiedni surfaktant nadajgcy jednakowy fadunek membranie i nanoczastkom.
Stopien oddzialtywania membrana-nanoczgstki uzalezniony jest nie tylko od typu
materialu membrany, rodzaju nanoczastek, sposobu ich stabilizacji i skfadu cie-
czy nosénej, ale rowniez od matrycy analizowanej probki [50]. Obecno$¢ matrycy
o skomplikowanym skfadzie moze wplyna¢ na elucj¢ (przesuniecie czaséw retencji)
i odzysk nanoczastek, gdyz beda one oddzialywa¢ z membrang w inny sposéb niz
NPs w roztworach wzorcowych. Przykladowo, krétsze czasy retencji w poréwnaniu
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do wzorcéw zaobserwowano w przypadku AgNPs dodanych do migsa drobiowego
poddanego rozkladowi enzymatycznemu [51]. Do detekeji frakeji rozdzielonych
technika AF4 stosuje sie najczesciej ICP MS [39].

Techniki sp-ICP MS i AF4-ICP MS wzajemnie si¢ uzupelniajg: AF4-ICP MS
pozwala na oznaczanie mniejszych czastek (2 nm vs 20 nm w przypadku sp-ICP
MS), natomiast sp-ICP MS pozwala na jednoczesne oznaczanie nanoczastek i roz-
puszczonych form metalu, a takze charakteryzuje sie nizsza granicg wykrywalno-
$ci (ng/L vs pug/L w przypadku AF4-ICP MS) [38]. Technika AF4-ICP MS pozwala
wyznaczy¢ §rednice hydrodynamiczng nanoczastek (Srednica ta decyduje o tym jak
szybko czgstka porusza sie pod wplywem ruchéw Browna) oraz rozklad wielkosci
czastek oparty na masie, natomiast sp-ICP MS (podobnie jak TEM) pozwala wyzna-
czy¢ $rednice geometryczng i liczbowy rozkiad wielkosci [51].
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Rysunek 6.  Zasada procesu rozdzielania i charakteryzowania nanoczastek technika CE-ICP MS (EOF-
przeptyw elektroosmotyczny) (A), elektroferogram mieszaniny Ag" oraz AgNPs (sktad elektro-
litu: 10 mmol/L tris, 10 mmol/L H,BO,, 10 mmol/L Na,B,O,, pH 9,0) (B), zalezno$¢ pomiedzy
odwrotnoscig czasu migracji a $rednicg czastek (C), rozktad wielkosci AgNPs wyznaczony tech-
nikg CE-ICP MS oraz TEM (D) [40] (przedrukowano za zezwoleniem z [40]. Prawa autorskie
(2015) nalezg do John Wiley and Sons)

Figure 6. Separation and characterization of nanoparticles by CE-ICP MS (EOF-electroosmotic flow) (A),
electropherogram of a mixture of Ag"and AgNPs (the running buffer: 10 mmol/L tris, 10 mmol/L
H,BO,, 10 mmol/L Na,B,0., pH 9.0) (B), relationship between the reciprocal migration time and

the diameter of particles (C), size distributions of AgNPs generated by CE-ICP MS and TEM (D)
(reprinted with permission from [40]. Copyright (2015) John Wiley and Sons)
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Znacznie krotsze czasy rozdzielania w poréwnaniu z technika AF4 uzyskano
stosujac elektroforezg kapilarng (10-20 min vs 40-50 min w przypadku AF4). CE
w polaczeniu z ICP MS zastosowano do rozdzielania i oznaczania nanoczastek
srebra w antyseptycznym spreju oraz plynie ginekologicznym o wlasciwosciach
antybiotycznych [40]. Granice wykrywalnosci wyniosty: 0,21 ug/L w przypadku
Agoraz 0,26, 0,311 0,65 ug/L w przypadku 10 nm, 20 nm i 40 nm AgNPs. Mecha-
nizm elektroforetycznego rozdzielania ujemnie natadowanych nanoczastek przed-
stawiono na Rysunku 6A.

Rozdzielenie Ag” oraz AgNPs o rozmiarach 10, 20 i 40 nm uzyskano stosujac
elektrolit zawierajacy 10 mmol/L Tris (tris(hydroksymetylo)aminometan), 10 mmo-
/L H,BO, oraz 10 mmol/L Na B,O, (Rys. 6B). Dla wzorcowych roztworéw NPs uzy-
skano liniowg zalezno$¢ pomiedzy $rednicy czastek a odwrotnos$cia czasu migracji
(Rys. 6C). Rozklad wielkosci nanoczastek srebra wyznaczony technikg CE-ICP MS
okazal sie zgodny z rozktadem wyznaczonym za pomocg TEM (Rys. 6D).

Zaleta techniki CE-ICP MS jest wysoka rozdzielczo$¢ oraz mozliwos$¢ ozna-
czania nanoczastek i jonéw metalu w trakcie jednej analizy [52]. Odzyski NPs uzy-
skiwane tg technika sa wyzsze (88-95%) w poréwnaniu do AF4-ICP MS (62-83%)
[51, 40]. Ograniczeniem techniki CE jest waski zakres rozmiaréw nanoczastek,
ktore moga by¢ analizowane. W przypadku wigkszych czastek obserwuje sie bowiem
wyrazne poszerzenie pikow, co znacznie wydluza czas analizy i pogarsza granice
wykrywalnosci [52]. Technika przeptywowego frakcjonowania w polu zewnetrz-
nym umozliwia rozdzielanie czastek o rozmiarach od 1 nm do 50 pm [39].

Do rozdzielania nanoczastek srebra stosowane sg réwniez techniki chromato-
graficzne. Technike HPLC w polaczeniu z ICP MS zastosowano do badania migracji
srebra ze skarpet do roztworu symulujacego proces prania [41]. Rozdzielanie pro-
wadzono przy uzyciu kolumny C18 (rozmiar poréw 1000 A) oraz fazy ruchomej
zawierajacej 10 mmol/L octan amonu, 10 mmol/L SDS i 1 mmol/L tiosiarczan sodu.
Dodatek SDS byl konieczny w celu unikni¢cia nieodwracalnej adsorpcji nano-
czastek na wypelnieniu kolumny, natomiast dodatek tiosiarczanu sodu zapewnit
wysoki odzysk Ag(I). Granice wykrywalnoéci wyniosly: 0,12 pg/L w przypadku
jonu Ag’, 0,08 ug/L dla 10 nm AgNPs oraz 0,40 ug/L dla 20 nm AgNPs. Uzyskany
chromatogram ekstraktu przedstawiono na Rysunku 7. Odzysk srebra wynidst 80%
w przypadku Ag(I) oraz 86% w przypadku AgNPs.
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Rysunek 7. Chromatogramy ekstraktu ze skarpet (faza ruchoma: 10 mmol/L octan amonu, pH=6,8, 10 mmo-
I/L SDS, 1 mmol/L Na,S,0,; predkoé¢ przeptywu: 0,5 mL/min) uzyskany technike RP-HPLC-

272 3;
ICP MS. (Przedrukowano za zezwoleniem z [41]. Prawa autorskie (2015) naleza do American

Chemical Society)

Figure 7. Chromatograms of a solution extracted from socks (mobile phase: 10 mmol/L ammonium ace-
tate, pH = 6.8, 10 mmol/L SDS, 1 mmol/L Na,S,O; flow rate: 0.5 mL/min) by RP-HPLC-ICP MS.
Reprinted with permission from [41]. Copyright (2015) American Chemical Society

Do rozdzielania AgNPs i Ag" zastosowano réwniez kolumne kationowy-
mienng Dionex CG12a [53] stosujac jako faze ruchomg 0,5 mol/L HNO,. Nano-
czastki (<100 nm) eluowane byty z kolumny w czasie réwnym czasowi retencji sub-
stancji niezatrzymywanej na wypelnieniu, natomiast jony na skutek oddzialywania
z grupami karboksylowymi wypelnienia eluowane byly p6zniej. Poniewaz obojetne
i anionowe formy réwniez nie ulegaly zatrzymywaniu, stezenie AgNPs moglo by¢
wyznaczone jedynie potilosciowo. Zastosowana kolumna nie pozwalala na rozdzie-
lenie nanoczastek o rozmiarach okoto 100 nm i wiekszych, gdyz byty one w spo-
sOb nieodwracalny zatrzymywane przez faze stacjonarng. Opracowang metode
HPLC-ICP MS zastosowano do analizy dostepnych na rynku suplementéw diety.

Kolumne Venusil Durashell-NH, o réznych rozmiarach poréw (500 A i 1000 A)
zastosowano do rozdzielania AgNPs i Ag" w probkach antybakteryjnych kosmety-
kow oraz wod powierzchniowych [42]. Lepsze rozdzielenie pikéw pochodzgcych
od obu form srebra uzyskano stosujac kolumne o rozmiarach poréw 500 A. Odzysk
srebra wynidst 87,4% w przypadku Ag(I), 82,7% w przypadku 10 nm AgNPs oraz
64,5% w przypadku 100 nm AgNPs. Mimo niskiego odzysku nanoczgstek o wigk-
szych rozmiarach autorzy badan nie zaobserwowali zatykania si¢ kolumny nawet po
wykonaniu 500 analiz. Rozpuszczalne formy Ag(I) oznaczano metodg HPLC-ICP
MS (LOD = 0,019 pg/L), natomiast zawarto$¢ nanoczastek obliczano z réznicy
pomiedzy catkowitg zawarto$cig srebra (oznaczong za pomocg ICP MS po etapie
mineralizacji), a zawarto$cia Ag(I).
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UWAGI KONCOWE

Ze wzgledu na unikalne wlasciwosci fizykochemiczne nanoczastek srebra, ich
potencjalng toksycznos¢ oraz wzrastajace rozpowszechnienie w otoczeniu czlowieka,
istotna jest ocena stopnia narazenia organizméw zywych na oddzialywanie AgNPs.
Aktualny stan wiedzy na temat zagrozen zwigzanych ze stosowaniem produktéow
nanotechnologii w Zyciu codziennym jest nadal dos¢ ograniczony. Niezbedne jest
zatem prowadzenie badan dotyczacych migracji nanoczastek z produktow uzytko-
wych oraz ich biodostepnosci dla organizméw zywych. W badaniach takich, w celu
dokonania pelnej charakterystyki (jako$ciowej i ilosciowej) nanoczastek, niezbedne
jest zastosowanie kilku technik analitycznych. Wykorzystanie nowoczesnych technik
faczonych umozliwia szybkie uzyskanie informacji dotyczacych zaréwno rozmiaru
nanoczastek, jak i zawarto$ci poszczegdlnych form specjacyjnych (nanoczgstek
i jonéw) w roznych matrycach (ptynach modelowych, zywnosci, préobkach srodo-
wiskowych i biologicznych). Powazng przeszkoda w opracowywaniu wiarygodnych
metod charakteryzowania i oznaczania nanoczastek srebra jest brak dostepnych
komercyjnie materialéw odniesienia z certyfikowang wartoscig zaréwno rozmiaru
jak i stezenia AgNPs. Instytucje takie jak NIST, IRRM i BAM pracuja obecnie nad
otrzymaniem takich materiatow [54].
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ABSTRACT

Sample preparation has been recognized as a critical step of the analytical pro-
cess, being even considered as the bottleneck of the overall process. Enrichment
of target compounds, transfer of the analytes into a solvent compatible with the
analytical instrumentation, minimization of potential interferences, and efficient
sample clean-up, are among the main aims of sample preparation techniques. In this
regard, liquid-liquid extraction and solid-phase extraction have been conventionally
employed prior to the determination of relevant compounds in a variety of samples.
In spite of their suitable performance, these classical techniques do not fulfill seve-
ral of the challenges in analytical chemistry, including miniaturization, portability,
and environmental sustainability. Furthermore, the necessity to determine relevant
compounds at very low concentrations in matrices of different complexity, espe-
cially when dealing with reduced sample volumes, made the improvement of sample
preparation techniques being of paramount importance. The inception of solid-
-phase microextraction (SPME) involved a huge advance in this sense. SPME was
firstly introduced by prof. Janusz Pawliszyn in 1990 as an alternative to conventional
sample preparation methods. its small size makes SPME being highly convenient for
on-site analysis and monitoring, as well as in vivo analysis. A variety of coating fibers
for extracting analytes of different polarity and volatility are nowadays commer-
cially available. Nevertheless, the development of novel SPME fibers with improved
mechanical, chemical and thermal stability is a current trend in analytical chemistry,
as discussed in the text. In this work the information about novel methodological
and instrumental solutions in relation to different variants solid-phase microextrac-
tion (SPME) is presented. The proposed solutions fulfill the requirements resulting
from the concept of sustainable development, and specifically from the implemen-
tation of green chemistry principles in analytical laboratories. Therefore particular
attention was paid to the description of possible uses of novel, selective stationary
phases for SPME technique. Last part presents new technical approaches in SPME
field such as: Electrochemically Enhanced SPME, Membrane-SPME.

Keywords: green chemistry, solid phase microextraction, sample preparation tech-
niques

Stowa kluczowe: zielona chemia, mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej, techniki
przygotowania probek
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WPROWADZENIE

Idea zréwnowazonego rozwoju data poczatek programom dziatalnosci pro-
srodowiskowej w tym takze edukacji oraz stanowila punkt startowy do wdrozenia
nowych sposobdéw wytwarzania réznych débr konsumpcyjnych (znanych jako
»czyste” lub ,zielone” technologie) w celu ograniczenia antropopresji. Ze wzgledu
na wszechobecnos¢ zwigzkéw chemicznych konieczne jest wprowadzanie prze-
stanek zréwnowazonego rozwoju do réznych przejawéw dziatalnosci chemikow
prowadzonych zaréwno na skale laboratoryjna jak wielkoprzemystowa. Pierwszym
przejawem takich dziatan bylo wprowadzenie zasad zielonej chemii [1], bedacych
bezposrednia odpowiedzig na uchwalong w 1990 roku w USA ustawe o zapobiega-
niu zanieczyszczeniom u zrddla i odejsciu od dziatania ,nakazowo-kontrolnego”
w ochronie §rodowiska [2]. Termin ‘zielona chemia’ zostal uzyty po raz pierwszy
przez P. Anastasa w 1991 roku w opracowaniach przygotowanych w ramach Pro-
gramu Zielonej Chemii kierowanym przez specjalistow z Amerykanskiej Agencji
Ochrony Srodowiska (US EPA) [3]. W ramach tego programu nawigzana zostata
wspolpraca wielu instytucji rzadowych i jednostek badawczych. Obecnie zasady zie-
lonej chemii sg juz powszechnie znane i wdrazane zaréwno w pracy w laboratoriach
chemicznych jak i dziatalnosci przemystu chemicznego.

W 1987 roku, podczas VI konferencji Euroanalysis przedstawiono pierwsze
paradygmaty zielonej chemii analitycznej [4], kolejne ukazaly sie dziesi¢¢ lat poz-
niej w specjalnym numerze czasopisma The Analyst [5]. Stwierdzono tam, ze przy
opracowywaniu nowych procedur analitycznych nalezy wzig¢ réwniez pod uwage
aspekty srodowiskowe. W kolejnych latach idee i zasady zielonej chemii zostaly
wdrozone w chemii analitycznej zaréwno w fazie opracowywania podstaw teore-
tycznych nowych rozwigzan metodycznych jak i ich wprowadzania do praktyki
analitycznej a termin zielona chemia analityczna (ang. Green Analytical Chemistry,
GAC) wprowadzony w roku 1999 [6]. W okresie pdzniejszym zaproponowano
zaréwno zasady zielonej chemii analitycznej i ich ujecie mnemotechniczne [7].

Zalozenia zielonej chemii analitycznej wdrazane sa na kazdym etapie proce-
dury analitycznej. Prowadzenie badan analitycznych oraz monitoring réznego typu
ksenobiotykéw w reprezentatywnych probkach pobieranych z réznych obiektow
materialnych wystepujacych tam na poziomie sladéw czy tez nawet ultra §ladow
wymaga dostepnosci procedur analitycznych ze wstepnym etapem izolacji/wzbo-
gacania analitéw, gdyz wigkszo$¢ technik analitycznych jest niedostatecznie czuta
do bezpo$redniego oznaczania sktadnikéw sladowych. Réwniez na etapie przygo-
towania probki dazy sie do zminimalizowania ilo$ci powstajacych odpaddw, stosuje
sie bezpieczne, nietoksyczne odczynniki i media ekstrakcyjne oraz wprowadzane
s3 nowe techniki charakteryzujace si¢ mniejsza czaso- i pracochlonnoscia niz wie-
loetapowe procedury analityczne. Natomiast automatyzacja technik analitycznych
zapewnia mozliwo$¢ redukeji zuzycia energii w procedurach analitycznych, umoz-
liwia ograniczenie szkodliwego dziatania odczynnikéw chemicznych na zdrowie
personelu laboratoryjnego oraz eliminuje ludzki czynnik bledu.
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Etap przygotowania probek ma kluczowe znaczenie dla miarodajno$ci wyni-
kow analizy uzyskanych w trakcie prowadzenia badan. To wiasnie ten etap decyduje
o sukcesie analitycznym. Z tego tez powodu dobdr wlasciwej techniki przygotowa-
nia probki jest niezwykle istotny i dokonuje si¢ go na podstawie czynnikow takich
jak: czulos¢ i wydajnos¢, koszty, dostep do odpowiedniej aparatury i urzadzen kon-
trolno-pomiarowych i ich mozliwos¢ wielokrotnego uzycia, prostota, czas analizy,
dostosowane do techniki oznaczania analitow, kluczowe znaczenie ma tez selektyw-
nos¢ ekstrakeji, skfad i stan skupienia probki, ilo§¢ analitow w probee oraz aspekty
ekologiczne. W $wietle idei zielonej chemii analitycznej szczegdlne znaczenie
zyskuja bezrozpuszczalnikowe techniki przygotowania probki wykorzystujace jako
medium ekstrakcyjne gazy obojetne, bezpieczne, zielone’ rozpuszczalniki lub state
sorbenty w polaczeniu z desorpcja termiczng zaadsorbowanych analitow. Techniki
te acza etap pobierania probek, ekstrakeji, wzbogacenia analitu do stezenia powyzej
granicy oznaczalnosci stosowanego urzadzenia kontrolno-pomiarowego, ich zada-
niem jest rowniez usuniecie substancji interferujgcych w trakcie pomiaru oraz izo-
lacja analitow z matrycy probki, ktéra nie nadaje sie¢ do wprowadzenia bezposrednio
do dozownika urzadzenia stosowanego na etapie oznaczen koncowych [8].

Jedna z najpopularniejszych bezrozpuszczalnikowych technik przygotowania
probek do analizy wilasciwej jest technika mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej
(SPME) opracowana i wprowadzona do praktyki analitycznej przez prof. Janusza
Pawliszyna i jego zespol [9]. Wybrane wydarzenia w rozwoju tej techniki zostaty
przedstawione na Rysunku 1.
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opracowanie techniki SPME
(C.L. Arthur, |. Pawliszyn,Anal. Chem.,
1990, 62, 2145)

automatyzacjatechnikiSPME
zastosowanie HS-SPME do izolagji
probek analitéw z grupy BTEX, WWAz
wody

SPME zwewnetrznym chlodzeniem
wldkna

sprzezenie techniki SPME z HPLC

pokryciawldkien urzadzenia do
SPME z wykorzystaniem techniki
zol-zel

opracowanie rozwiazaniain-tube
SPME

pierwsze widknaurzadzenia do SPME

Zastosowanie nanoczastekjako o . :
pokryte polimeramiprzewodzacymi

pokryéwiokien urzadzenia do SPME

zastosowanie MIPjako pokryéwldkien
urzadzenia do SPME

opracowanie rozwiazania EC-SPME

zastosowanie cieczy jonowychjako
pokryéwidkien urzadzeniado SPME

zastosowanie polimerowych cieczy
jonowychjako pokryéwldkien
urzadzenia do SPME

opracowanierozwiazania M-SPME

Wykorzystanie techniki
elektroprzedzeniado otrzymania
wysoce trwalych termiczniei
mechanicznie pokryéwldkien
urzadzenia do SPME.

Zastosowaniejonozeli jako pokry¢é
wldkien urzadzenia do SPME

Rysunek 1. Kamienie milowe w zakresie rozwoju techniki SPME
Figure 1. Milestones in the development of the SPME technique

Technika ta jest szeroko stosowana w praktyce analitycznej do pobierania
probek szerokiego spektrum analitéw z mediéw o réznych stanach skupienia, cha-
rakteryzujacych sie ztozonym skladem matrycy takich jak probki srodowiskowe,
biologiczne czy probki zywnosci [10-14]. Sposrdd szerokiej gamy technik ekstrak-
cyjnych, technike SPME wyro6zniaja liczne zalety:
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» prostota operacji,

o uniwersalnos$é,

o stosunkowo niskie koszty aparatury,

o krotki czas ekstrakeji,

o calkowita eliminacja uzycia rozpuszczalnikéw organicznych w toku poste-

powania analitycznego,

o mozliwos¢ pobierania probek in-situ oraz in-vivo,

o mozliwos$¢ automatyzacji i desorpcji analitoéw zaadsorbowanych na wtoknie

ekstrakcyjnym bezposrednio w dozowniku urzgdzenia kontrolno-pomiaro-
wego [15-17].

Podstawowy zestaw do pobierania probek analitéw z wykorzystaniem techniki
SPME zbudowany jest z wtékna kwarcowego (lub rdzenia wykonanego z metalu)
pokrytego cienka warstwa medium ekstrakcyjnego, wiékno zamocowane jest w igle
urzadzenia o konstrukeji strzykawki [18]. Ekstrakcje wykonuje si¢ poprzez wprowa-
dzenie widkna ekstrakcyjnego do badanego medium gazowego lub stosunkowo czy-
stego medium cieklego lub tez z fazy nadpowierzchniowej nad badanym medium
cieklym lub stalym (HS-SPME) [19]. Po zakonczeniu etapu ekstrakcji wiékno
umieszcza si¢ w dozowniku przyrzadu kontrolno-pomiarowego (najczesciej GC ale
rowniez HPLC [20], CE [21]).

1. PODSTAWY TEORETYCZNE TECHNIKI SPME

Najczesciej stosowanym medium sorpcyjnym w technice SPME sg substancje
stale oraz substancje o charakterze pseudocieczy badz ich mieszaniny. W pierw-
szym przypadku izolacja analitow zachodzi na drodze zwigzania z powierzchnig
adsorbenta natomiast w drugim przypadku anality ulegajg rozpuszczeniu w fazie
sorpcyjnej. Jakkolwiek odmienny mechanizm izolacji analitéw przez medium sorp-
cyjne ma istotne konsekwencje praktyczne, to do pewnego stopnie proces ten moze
by¢ opisywany za pomoca podobnych zaleznosci fizykochemicznych. Bez wzgledu
na charakter i wlasciwosci fizykochemiczne medium sorpcyjnego, podstawowym
zjawiskiem zachodzgcym w ukladzie ekstrakcyjnym jest zjawisko podziatu analitow
pomiedzy wszystkie fazy ukltadu. W sposob ilosciowy, dla uktadu dwdch faz, jest on
opisywany za pomocg wartosci liczbowej wspotczynnika podzialu w stanie réwno-
wagi K, wyrazonego jako stosunek wartosci stezenia analitéw w fazie ekstrahenta
(Ce,eq) oraz probki (Cs,eq):

K., = ()

Zasadniczym celem izolacji analitéw z probki (przy obecnosci zanieczyszczen)
jest zwiekszenie ich stezenia do poziomu pozwalajacego na dokonanie ich oznacze-
nia w urzadzeniu do oznaczen koncowych. Stad tez najistotniejszym parametrem
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oceny uzytecznos$ci techniki SPME jest okreslenie ilo$ci analitow jakie s izolowane
z probki w trakcie procesu ekstrakcji. W praktyce najczesciej stosowane sa dwa
parametry oceny efektywnosci ekstrakcji: odzysk (R) and wspotczynnik wzbogace-
nia (E). Te dwa parametry mozna opisa¢ za pomoca nastepujacych zaleznosci:

R="e )
Nos
C

E=—¢ 3
C (3)

gdzie n, i C, oznaczaja odpowiednio liczbe moli i steZenie analitéw w ekstrahencie,
n i C, oznaczaja odpowiednio liczbe moli i stezenie analitéw w probce pierwot-
nej. W przypadku ukladu dwufazowego o wydajnosci procesu ekstrakcji decyduja
wartosci wspotczynnika podzialu oraz stosunku objetosci fazy ekstrahenta (V) oraz
probki (V). Biorgc pod uwage fakt, ze dla ukladu w stanie réwnowagi, w kazdym
momencie prowadzenia ekstrakcji ilo§¢ analitow jest stala i réwna ilosci wprowa-
dzonej do uktadu razem z prébka pierwotng. Wowczas uwzgledniajac prawo zacho-
wania masy mozna przedstawi¢ nastepujacy bilans:
CosVs = Ce.eql/e + Cs,eql/s (4)
Po wprowadzeniu do réwnania (4) réwnania (1) otrzymuje si¢ zaleznosé¢
pozwalajaca na obliczenie maksymalnej (réwnowagowej) liczby moli analitow
zatrzymanych przez fazg stacjonarng na wiéknie urzadzenia do SPME n_

CosKe/sI/sI/e
ne.eq = (5)
K V. +V,

els

Podstawiajac powyzsze rownanie do réwnania (2) otrzymuje sie zaleznos$¢ wia-
23cg stopien odzysku z parametrami ukladu:

K
R: e/sI/e (6)
K, V. +V,

els

Ostatecznie, przy uwzglednieniu réwnania (3) mozna obliczy¢ warto$¢ licz-
bowg drugiego parametru czyli wspdlczynnik wzbogacenia:

VP

e
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Whioski wynikajace z powyzszych réwnan maja istotne znaczenie dla etapu
analizy ilo§ciowej procesu ekstrakcji z wykorzystaniem techniki SPME. Stosunkowo
rzadkim w przypadku techniki SPME, ale najprostszym do analizy przypadkiem
jest uzyskiwanie odzysku powyzej 95%. W takiej sytuacji zazwyczaj zaklada si¢ ze
ekstrakcja jest calkowita co pozwala na bezposrednie obliczenie stezenia analitow
w probce oryginalnej w oparciu o wyznaczong liczbe moli analitéw oraz znajomos¢
objetosci probki. Jak wspomniano, ze wzgledu na niewielka objetos¢ fazy stacjonar-
nej na wldknie ekstrakcyjnym urzadzenia do SPME jest to sytuacja rzadka i dotyczy
analitow o bardzo duzych wartosciach wspdtczynnikéw podziatu.

Opisane powyzej podstawy teoretyczne procesu ekstrakcji (w bardzo ogolnym
ujeciu) znajdujg swoje odzwierciedlenie na etapie opracowywania procedury anali-
tycznej. Kluczowym zagadnieniem jest dobdr optymalnych warunkéw prowadzenia
procesu ekstrakcji, do ktérych mozna zaliczy¢ szereg czynnikow, ktére w sposob
schematyczny zostaly przedstawione na Rysunku 2.

E> | Rodzaj pokrycia widkna ekstrakcyjnego

I:> |Tryb pobierania prébek analitow

|:> |Technika oznaczen koncowych

E> | Czas procesu ekstrakciji

|:> |Temperatura procesu ekstrakcji

|:> | Sposob i intensywnos¢ mieszania

5> |Objetosé probki
= [pH
E> |Derywatyzacja

E> |Warunki desorpciji

Parametry procesu ekstrakcji z
wykorzystaniem techniki SPME

|
I
|
|
|
> |Zawartosc odczynnika wysalajacego |
|
|
|
|
|

Rysunek 2. Parametry majace wplyw na wydajno$¢ procesu ekstrakeji z wykorzystaniem techniki SPME
Figure 2. Experimental parameters to be considered in SPME technique
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2. NOWE ROZWIAZANIA W ZAKRESIE TECHNIKI SPME

Ze wzgledu na potencjalne mozliwoséci wykorzystania techniki SPME na etapie
przygotowania probki przy oznaczaniu analitéw $ladowych, podjeto szereg badan
ukierunkowanych na zwigkszenie wydajnosci ekstrakeji, tym celu opracowano
i nadal sa opracowywane nowe rozwigzania konstrukcyjne urzadzenia z fazg sta-
cjonarng w formie wewnetrznej powloki igly lub $cianki kapilary znane pod nazwg
SPME w rurce (ang. in-tube SPME) [22]. Prowadzone s3g réwniez badania majace
na celu dokladne zbadanie zaleznosci wydajnosci ekstrakcji analitow od warunkow
prowadzenia tej operacji (budowy wlokna ekstrakcyjnego, temperatury i czasu eks-
trakcji, sposobu mieszania, zawartosci odczynnika wysalajacego, pH [23, 24]), nato-
miast w pracach, ktdre zostaly opublikowane w ciggu ostatnich kilku lat najczesciej
mozna znalez¢ informacje dotyczace wykorzystania nowych materialéw sorpcyj-
nych jako faz stacjonarnych do pokrycia rdzenia widkna ekstrakcyjnego urzadzenia
do SPME (Rys. 3).

RODZAJE POKRYE WLOKIEN URZADZENIA DO
SPME
HANDLOWO
DOSTEPNE RODZAJE NV Rove F
POKRYC

NANOCZASTKI METALI
SZLACHETNYCH

|:> PDMS/DVB
|:> CAR/PDMS
|:> CW/DVB
|:> CWTR
|:> | SORBENTY WEGLOWE |
|:> DVB/CAR/PDMS IQ G Q

SWCNTs MWCNTs  GRAFEN

SORBENTY NA OSNOWIE
KRZEMIONKOWEJ
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Rysunek 3. Rodzaje materialéw sorpcyjnych stosowanych do pokrycia wiokien urzadzenia do SPME
Figure 3. Current state of art in the preparation of SPME coating materials
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2.1. NOWE ROZWIAZANIA W ZAKRESIE MATERIALOW SORPCYJNYCH
DO POKRYCIA RDZENIA WEOKNA EKSTRAKCYJNEGO

W wielu o$rodkach naukowych prowadzone sg prace, ktorych celem jest opra-
cowanie technologii zapewniajacych mozliwo$¢ otrzymywania na drodze syntezy
nowych typéw materialow, ktére moga by¢ wykorzystane do pokrycia wtdkna eks-
trakcyjnego urzadzenia do SPME. Dazy si¢ aby nowe rodzaje sorbentéw charak-
teryzowaly sie wysokim powinowactwem do pobieranych analitéw, byly stabilne
w calym zakresie pH, posiadaly duza odpornos¢ mechaniczng i termiczng [25, 26].
Do najczesdciej opisywanych w literaturze materiatéw sorpcyjnych syntezowanych na
potrzeby techniki SPME naleza sorbenty polimerowe: polimery przewodzace [27],
polimery z nadrukiem czgsteczkowym [28] oraz materialy otrzymywane w wyniku
zastosowania techniki zol-zel [29]. W licznych pracach ukierunkowanych na zbada-
nie mozliwo$ci rozszerzenia zakresu stosowalnos$ci techniki SPME, przedstawiono
informacje o nowych rodzajach pokry¢ rdzeni wiékna urzadzen do SPME.

Osiagniecia w zakresie inZynierii materialowej i nanotechnologii sprawiaja,
ze wytwarzanie nanomaterialéw posiadajacych wyjatkowe i doskonale rozwinigte
fizyczne oraz chemiczne wlasciwosci, w ktorych wystepujg regularne struktury,
ktérych co najmniej jeden wymiar wyrazony jest w nanometrach, jest stosunkowo
tatwe i powszechnie dostgpne. Materialy te charakteryzuja si¢ duza powierzchnia
wlasciwa, powierzchnig katalityczna oraz posiadaja silne wlasciwosci adsorpcyjne.
Coraz czesciej mozna tez odnalez¢ w literaturze wzmianki o wykorzystaniu nano-
materialow (gtéwnie materiatéw weglowych, pochodnych grafenu, nanoporowatej
krzemionki i nanoczastek metali) réwniez w technikach ekstrakcyjnych do pokry-
cia wiokna urzadzenia do SPME. Jednym z najszerzej opisywanych w literaturze
przypadkow zastosowania nanomaterialéw w technice SPME jest wykorzystanie do
pokrycia widkna ekstrakcyjnego nanorurek weglowych (wielowarstwowych nano-
rurek weglowych MWCNTs oraz jednowarstwowych SWCNTs), ktére sg pochod-
nymi strukturami fullerenu. Materialy te wykazuja nadzwyczajng wytrzymalos¢
mechaniczng i stabilno$¢ chemiczna, unikalne wlasciwosci elektryczne, a ponadto
sg wydajnymi przewodnikami ciepta. Nanorurki weglowe charakteryzuja si¢ row-
niez bardzo duzg powierzchnia wlasciwg i wykazujg zdolnos¢ do silnej adsorpcji
tizycznej hydrofobowych zanieczyszczen organicznych [30]. Pierwsza publikacja
dotyczaca tego zagadnienia ukazata si¢ w 2006 roku [31], w kolejnych publikacjach
opisano zastosowanie widkien ekstrakcyjnych pokrytych odpowiednig warstwa
nanorurek weglowych do pobierania probek eteréw polibromowanych bifenyli
[31], pestycydow [32], fenoli [33], analitow z grupy BTEX [34] oraz piretroidow
[35] z prébek wody. Dostepne sg rowniez informacje o mozliwosci modyfikacji
powierzchni nanorurkek weglowych wprowadzajac na ich powierzchnie grupy
karboksylowe, taki zabieg zwigksza polarno$¢ powloki ekstrakcyjnej i zapewnia
mozliwo$¢ pobierania probek bardzo polarnych analitow [36] a takze mozliwo$¢
osadzenia powloki nanokompozytu polipirolu z utlenionymi nanorurkami weglo-
wymi [37]. W pracy, ktéra ukazala sie w 2011 roku opisano mozliwos¢ osadzenia



882 £. MARCINKOWSKI, A. KLOSKOWSKI, J. NAMIESNIK

nanorurek weglowych na wldknie urzadzenia do SPME z wykorzystaniem tech-
niki zol-zel, nanorurki wprowadzane sa do kawalka polipropylenowej rurki (pustej
w $rodku) i proces tworzenia zelu zostaje zainicjowany in-situ, tak przygotowane
wlokna ekstrakcyjne zastosowano do pobierania probek fenobarbitalu ze $ciekow
[38]. Techniki zol-zel stosowane s3 réwniez do przygotowania widkien ekstrak-
cyjnych PEG-MWCNTs i stosowane do pobierania prébek niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych [39] i analitow z grupy BTEX [40] z probek wodnych. Nanokom-
pozyty polipirolu z utlenionymi nanorurkami weglowymi osadza si¢ takze z wyko-
rzystaniem technik elektrochemicznych [41]. Widkna ekstrakcyjne przygotowane
w opisany sposob charakteryzuja si¢ znacznie nizsza ceng, dtuzsza zywotnoscia, sta-
bilnoscig i poréwnywalnymi lub lepszymi wydajnosciami ekstrakeji badanych ana-
litéw w poréwnaniu do widkien ekstrakcyjnych dostepnych w obrocie handlowym.

W literaturze mozna odnalez¢ réwniez informacje o wykorzystaniu innych
materialow weglowych do przygotowania tanich, trwalych pokry¢ wiokien do
SPME. Widkna pokryte materialem weglowym o strukturze nanostozkow [42]
(wykorzystanych poczatkowo jako sorbent w technice SPE [43]) wykorzystano do
ekstrakeji analitow z grupy BTEX z probek wodnych, widkna w ktdrych jako sorbent
osadzono hydroksyfulleren [44] zastosowano do pobierania analitéw z grupy PCB,
WWA oraz polarnych amin aromatycznych z prébek wodnych, natomiast widkna,
w ktorych z wykorzystaniem technik zol-zel oraz osadzone przez bezposrednie
pokrycie wiokna aerozelem weglowym (CAs) zastosowano do ekstrakeji zaréwno
analitow polarnych jak i niepolarnych: fenoli oraz analitéw z grupy BTEX z pro-
bek wodnych. Ze wzgledu na wyjatkowe wiasciwosci grafenu (charakteryzujacy sie
wieksza wytrzymaloscig mechaniczng niz stal a jednoczesnie bardzo elastyczny, bar-
dzo duza powierzchnia wlasciwa, niewielka rezystancja elektryczna, niemal calko-
wicie przezroczysty) podjeto réwniez probe wykorzystania tego materiatu zaréwno
do pokrycia wtokien ekstrakcyjnych urzadzenia do SPME jak i w innych technikach
ekstrakcyjnych [45]. Wi6kna wykonane ze stali nierdzewnej pokrywa sie faza sta-
cjonarng stosujac nastepujace rozwigzania metodyczne:

 zanurzenie rdzenia w roztworze grafenu [46],

o techniki polimeryzacji elektrochemicznej [47]

o techniki zol-zel [48].

Grafen zwigzywany jest z widknem bezposrednio z powierzchni szkla kwar-
cowego [49]. Wldkna ekstrakcyjne urzadzenia do SPME pokryte warstwa grafenu
charakteryzuja si¢ duza powierzchnia wlasciwa, wyjatkowo duza odpornoscia ter-
miczng (do ponad 300°C) i chemiczng oraz wytrzymaloscig mechaniczng, zastoso-
wano je m.in. do wydajnej ekstrakcji pestycydéw chlorowcooragnicznych [50], tria-
zyn [51], polibromowanych eteréw difenylowych [145] oraz analitow z grupy WWA
[52]. Mimo duzo mniejszej objetosci fazy ekstrakcyjnej niz w przypadku witokien
dostepnych w obrocie handlowym uzyskano wyzsza wydajno$¢ ekstrakcji analitow.

Réwniez mezoporowate i nanoporowate uporzadkowane materiaty krzemion-
kowe charakteryzujace si¢ duza powierzchnig wlasciwg i duzg odpornoscig mecha-
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niczng oraz termiczna (w atmosferze powietrza nawet do 900°C) wykorzystywane sa
do pokrycia widkna ekstrakcyjnego urzadzenia do SPME i stosowane sg gtéwnie do
ekstrakeji weglowodoréw aromatycznych i niektérych zwigzkéw fenolowych z pro-
bek wody [53, 54]. W najnowszych publikacjach mozna takze odnalez¢ informacje
o wykorzystaniu jako pokrycia wtdkna ekstrakcyjnego nanoporowatego materiatu
weglowego CMK-3 otrzymywanego na nosniku statym [55], nanokompozytu poli-
pirolu i materiatu SBA-15 [56], ceramicznych materialéw weglowych (CCMs) beda-
cych kompozytami krzemionkowo-weglowym grafitu, wegla szklistego i proszku
weglowego w zelu ceramicznym [57], niezwykle wytrzymalego mechanicznie nano-
kompozytu aniliny i nanoczastek krzemionki [58] oraz zupelnie nowego, poro-
watego materialu krzemionkowego okreslanego jako mikrostruktury krzemowe
w ksztalcie kwiatow. Na widknie ekstrakcyjnym pokrytym wspomnianym materia-
fem krzemionkowym osadzano dodatkowo nanowarstwe rozpuszczalnika organicz-
nego, ktory jest z tatwosciag odparowywany wraz z analitami zaadsorbowanymi na
widknie w dozowniku urzadzenia kontrolno-pomiarowego (GC). Rozwigzanie to
wymaga aby po kazdej desorpcji analitéw nalezy ponownie pokry¢ wtékno warstwa
rozpuszczalnika organicznego. Przygotowane w taki sposdb wldkna zastosowano
do pobierania probek analitéw z grupy organofosforowych pestycydéw obecnych
w probkach wodnych otrzymujac wyzsze wydajnosci ekstrakeji niz przy wykorzy-
staniu wtokien dostepnych w obrocie handlowym [59].

W literaturze mozna odnalez¢ rowniez wykorzystanie nanoczastek metali szla-
chetnych - zlota [60] i srebra [61] jako medium ekstrakcyjnych do pokrycia wté-
kien w technice SPME. W16kna takie otrzymywane s3 z wykorzystaniem techniki
powlekania bezpradowego i charakteryzuja si¢ bardzo porowatg strukturg o duzej
powierzchni wlasciwej (co przyczynia si¢ do podniesienia wydajnosci ekstrakeji
analitow), bardzo duza odpornoscig termiczna i chemiczng przez co wykorzysty-
wane sg do selektywnej i wydajnej ekstrakcji hydrofobowych zanieczyszczen orga-
nicznych takich jak: zwigzki z grupy WWA oraz estry ftalanowe [61].

Kolejny nowy rodzaj pokry¢ witékien urzadzen do SPME stanowia ciecze
jonowe. Gléwna cecha cieczy jonowych, ktora stala sie podstawa do okreslania tej
grupy zwiazkow jako ,,zielonych rozpuszczalnikéw” jest ich znikoma preznosé par
i wysoka trwalo$¢ termiczna. Ciecze jonowe, dzigki swoim unikalnym wlasciwo-
$ciom fizykochemicznym réwniez znalazly zastosowanie jako media ekstrakcyjne
w technice SPME [62] ich duza lepkos¢ polepsza jakos¢ pokrycia wtdkna ekstrak-
cyjnego a otrzymujac odpowiednig ciecz jonowa (par¢ kation—-anion) mozna uzy-
ska¢ wysoka selektywnos¢ ekstrakeji. Pierwsze proby osadzenia cieczy jonowych
na powierzchni wiokna ekstrakcyjnego podjeto w 2005 roku [63]. Przygotowane
wldékna nadawaly si¢ jedynie do jednorazowego uzytku, kazdorazowo po ekstrakcji
widkno nalezalo ponownie pokry¢ ciecza jonowg. Dodatkowo male wartosci licz-
bowe wspoltczynnika wzbogacenia analitéw wynikajace z niewielkiej grubosci war-
stwy ekstrakcyjnej przemawiaja na niekorzys¢ tego rozwigzania. Problem ten udalo
sie czeSciowo rozwigzac przez naniesienie na powierzchnie widkna cienkiej warstwy
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Nafionu a nastgpnie pokrycie go ciecza jonowa. Zastosowany polimer zwigkszyl
zwilzalno$¢ powierzchni a tym samym pozwolil na utworzenie grubszej warstwy
filmu cieczy jonowej. Tak przygotowane wtokno urzadzenia do SPME zastosowano
do ekstrakeji analitow z grupy WWA z probek wody, niestety znaczaca wada tego
wiodkna ekstrakcyjnego byla koniecznos¢ zmywania warstwy sorbentu po analizie
i nanoszenie nowej, co ograniczalo praktyczna uzytecznos¢ tej techniki [64]. Pro-
blem z nietrwaloscig mechaniczng warstwy cieczy jonowej na powierzchni wiékna
urzadzenia do SPME wyeliminowano wykorzystujac do tego celu technike zol-zel
[65]. Ciecz jonowa jako medium ekstrakcyjne zostala unieruchomiona w struktu-
rze zelu pokrywajacego rdzen wtokna. Dodatkows zaleta nowego rodzaju pokrycia
wiodkien urzadzen do SPME, stanowilo zachowanie podzialowego charakteru pro-
cesu ekstrakcji. Opracowane rozwigzanie wykorzystano do izolacji analitéw z grupy
lotnych zwiazkéw aromatycznych. Problemy zwigzane z nietrwalo$cig widkien eks-
trakcyjnych z cieczami jonowymi wyeliminowano réwniez, poprzez wprowadzenie
do uzytku polimerowe ciecze jonowe [66]. Zwiazki te charakteryzujg si¢ wysoka
trwaloscig termiczng i zapewniajg mozliwo$¢ dlugiego czasu uzytkowania wio-
kien ekstrakcyjnych (mozliwe bylo przeprowadzenie nawet do 150 ekstrakeji) bez
nanoszenia nowych warstw fazy stacjonarnej. Polimerowe ciecze jonowe osadza si¢
na wltéknach ekstrakcyjnych poprzez sieciowanie na powierzchni rdzenia wtdkna
[67], cieczg jonowa impregnuje sie rowniez elastomery silikonowe osadzone na
powierzchni widkna [68] lub poprzez sieciowanie in situ na widknach ze stali nie-
rdzewnej pokrytymi srebrem mikrostrukturalnym [69, 70]. W publikacjach poja-
wily si¢ réwniez informacje o mozliwosci wykorzystania mieszaniny kilku cieczy
jonowych do przygotowania wiokna ekstrakcyjnego [71], jednakze opisywane pro-
cedury syntezy pokry¢ ekstrakcyjnych z zastosowaniem cieczy jonowych sa skom-
plikowane i w praktyce trudne do odtworzenia. Potwierdzeniem ogromnego poten-
cjatu cieczy jonowych jako nowego rodzaju pokry¢ widkien urzadzen do SPME sg
liczne doniesienia literaturowe, gdzie wiékna urzadzenia do SPME pokryte polime-
rowymi cieczami jonowymi znalazly szerokie zastosowanie w ekstrakcji analitow
z grupy: WWA [72], fenoli [73], amin aromatycznych [74], estrow [75] a takze znaj-
duja zastosowanie w trakcie badan probek ptynéw biologicznych [76].

2.2. NOWE ROZWIAZANIA KONSTRUKCYJNE URZADZENIA DO SPME

Na przestrzeni ponad dwudziestu lat rozwoju techniki SPME, oprécz licznych
doniesien o nowych rozwigzaniach w zakresie materiatéw sorpcyjnych do pokrycia
rdzeni wiokien ekstrakcyjnych, przedstawiono réwniez szereg rozwigzan modyfiku-
jacych konstrukcje urzadzenia do SPME. Nowe rozwigzania, ktére nalezy traktowac
jako modyfikacje oryginalnego rozwiazania konstrukcyjnego urzadzenia do SPME
ukierunkowane sg na polepszenie wydajnoéci procesu ekstrakcji jak rowniez na
mozliwos¢ zastosowania techniki SPME do analizy probek dotychczas niedostep-
nych dla tej techniki.
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Ekstrakcja polarnych analitow z probek, w ktérych wystepuja polarne sktadniki
za pomoca techniki SPME wciaz wymaga udoskonalenia wielu czynnikéw. Trudno-
$ci w izolacji polarnych analitow dotycza miedzy innymi niskiego powinowactwa
pokry¢ wlékien urzadzen do SPME do polarnych zwigzkéw. Zwigkszanie polar-
nosci sorbentu zwieksza jednak réwniez jego powinowactwo do matrycy prébki,
co moze by¢ szczegoélnie niekorzystne w przypadku zastosowania adsorpcji, jako
mechanizmu izolacji analitow. Zachowanie podzialowego mechanizmu izolacji
analitow wymusza konieczno$¢ zastosowania mediéw sorpcyjnych w stanie cie-
ktym lub pseudo cieklym. W pierwszym przypadku moze latwo dojs¢ do utraty fazy
ekstrahujgcej z powierzchni wtdkna na skutek jego rozpuszczenia w fazie wodnej.
Propozycje rozwigzania tego problemu moze stanowi¢ fizyczne odseparowanie
polarnego medium ekstrakcyjnego od probki za pomocg poélprzepuszczalnej mem-
brany. Wedlug tej koncepcji na szklanym widknie osadzano dwie warstwy sorbenta:
wewnetrzng warstwe stanowi powloka polarnego sorbentu (pelnigca role wiasci-
wego czynnika ekstrahujacego), natomiast zewnetrzng warstwe stanowi hydrofo-
bowa, wytrzymala i stabilna termicznie powtoka z polidimetylosiloksanu (PDMS)
pelnigca role membrany (Membrane-SPME) [77] (Rys. 4).

PDMS

/ FAZA POLARNA

RDZEN WLOKNA

Rysunek 4. Schemat budowy widkna urzgdzenia do M-SPME
Figure 4. Schematic representation of M-SPME fiber

We wspomnianym dwufazowym ukfadzie sorpcyjnym jako czynnik ekstrak-
cyjny zastosowano glikol polietylenowy o masie czgsteczkowej 20 kDa, ktory wyste-
puje w formie pseudocieczy (polimeru o duzej gestosci przypominajacym sprezyste
cialo stale), podczas ekstrakcji anality zatrzymywane sg na wléknie ekstrakcyjnym
poprzez rozpuszczenie w medium ekstrakcyjnym. Zastosowanie unieruchomionej
cieczy jako materialu sorpcyjnego eliminuje wady zwigzane z mechanizmem eks-
trakcji opartym na oddzialywaniach specyficznych analit-adsorbent, ponadto silne
zwigzanie analitow z materialem ekstrakcyjnym moze skutkowaé niekompletng
desorpcja analitow lub wymaga zastosowania wysokiej temperatury desorpcji
a takze powoduje powstawanie artefaktéw, co moze utrudniaé czy nawet uniemozli-
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wiac otrzymywanie rzetelnych wynikow ekstrakcji. Natomiast zastosowanie powloki
z materialu hydrofobowego eliminuje ryzyko cze$ciowego rozpuszczenia polarnego
czynnika ekstrakcyjnego w polarnej matrycy probki stwarzajac mozliwosci wyko-
rzystania nowych klas sorbentéw, ktore ze wzgledu na ich rozpuszczalnosé¢ w wodzie
do tej pory nie mogly by¢ wykorzystane jako materialy sorpcyjne do pokrycia wto-
kien urzadzenia do SPME. Wyniki wstepnych badan nad zastosowaniem dwuwar-
stwowego systemu sorpcyjnego PEG/PDMS w trakcie pobierania prébek fenoli
za pomocg urzgdzenia do membranowej wersji techniki SPME wykazaly 10 razy
wyzszg wydajnos¢ niz przy zastosowaniu do ekstrakeji handlowo dostepnych, kosz-
townych wiokien poliakrylowych. W toku dalszych prac badawczych podjeto probe
wykorzystania jako medium sorpcyjnego membranowej wersji techniki SPME
polikaprolaktonu. Dwuwarstwowy system sorpcyjny polikaprolakton/PDMS jako
pokrycie widkna urzadzenia do membranowej wersji techniki SPME wykorzystano
do izolacji triazyn z probek wody [78].

W wyniku pofaczenia zalet techniki SPME i HF-LPME zaproponowano nowg
technike mikroekstrakcji w ukladzie ciecz-ciecz-cialo state (LLSME) [79] oraz jej
wersje dynamiczng DLLSME [80] (Rys. 5a), w ktorej wtokno urzadzenia do SPME
pokryte polimerem z nadrukiem czgsteczkowym umieszcza si¢ w porowatej poli-
propylenowej membranie wypelnionej rozpuszczalnikiem organicznym lub wtékno
umieszcza si¢ w rozpuszczalniku organicznym znajdujagcym sie na styku z faza
wodng [81]. Technika LLSME charakteryzuje sie wysoka selektywno$cig zwigzang
z wykorzystaniem sorbentéw z odciskiem czgsteczkowym oraz zapewnia mozliwos¢
redukgji utrudnien zwigzanych z ekstrakcja analitow bezposrednio z probki, zapew-
niajac mozliwo$¢ izolacji i wzbogacania analitéw z probek charakteryzujacych sig
réznorodnym i ztozonym skltadem matrycy oraz probek zanieczyszczonych. Tech-
nike LLSME wykorzystano do wydajnej, szybkiej i selektywnej ekstrakeji pestycy-
dow [81] oraz estrogenow z probek wody [82].

W literaturze dostepne sa réwniez informacje o wykorzystaniu w praktyce
analitycznej ekstrakeji z wykorzystaniem techniki SPME wspomaganej elektro-
chemicznie. W pierwotnym pomysle zaproponowano mikroekstrakcje do fazy
stacjonarnej kontrolowana elektrochemicznie (EC-SPME). W przypadku takiego
podejscia, widkno ekstrakcyjne pokryte filmem polimeru przewodzacego wyko-
rzystano do ekstrakcji jonow metali i aniondw nieorganicznych [82-85]. Technika
ta charakteryzuje sie jednak niska wydajnoscig ekstrakeji i brakiem mozliwosci
bezposredniego polaczenia z systemem chromatograficznym, dlatego w 2007 roku
zaproponowano nowe rozwigzanie — mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej wspo-
magana elektrochemicznie (EE-SPME) [86] (Rys. 5b). W przypadku tej techniki
wldkna ekstrakcyjne urzadzenia do SPME spelniaja funkcje elektrody pracujacej
(WE), w literaturze opisano zastosowanie do tego celu wldkien pokrytych weglem
aktywnym, wldkien Nafion/nanorurki weglowe (MWCNT) [87] oraz polipirol
z nadrukiem molekularnym/nanorurki weglowe (MWCNT) [88]. Jako elektrode
odniesienia (RE) zastosowano nasycong elektrode kalomelowa (SCE) oraz jako
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przeciwelektrode (CE) platynowy drut. Przyktadajac odpowiedni potencjal ujemny
na elektrodzie pracujgcej, nastepuje ujemne natadowanie powloki widkna ekstrak-
cyjnego i powstawanie pola elektrycznego, w ktérym dodatnio natadowane anality
sa przyciagane do powierzchni widkna i zatrzymane w powloce poprzez przycig-
ganie naladowanych czasteczek. Natomiast stosujac potencjal dodatni mozliwe jest
podniesienie wydajnosci i selektywnosci ekstrakcji analitéw naladowanych ujem-
nie. Tak wiec stosujac odpowiednia polaryzacje i wielkos¢ potencjaléw mozliwe jest
podniesienie wydajnosci procesu ekstrakcji natadowanych analitéw z roztworéw
wodnych - zwigzkéw kationowych (np. protonowanych amin) i anionowych (np.
deprotonowanych kwaséw karboksylowych). Zastosowanie tej techniki zapewnia
mozliwos¢ znacznego skrécenia czasu ekstrakeji w poréwnaniu do czasu trwania
ekstrakcji z wykorzystaniem tradycyjnej techniki SPME oraz zapewnia mozliwo$¢
pobierania analitéw polarnych i jonowych z probek charakteryzujacych si¢ polar-
nym skltadem matrycy, co do tej pory bylo utrudnione ze wzgledu na hydrofilowy
charakter analitow. Urzadzenie do prowadzenia ekstrakcji typu EE-SPME z wyko-
rzystaniem widkna ekstrakcyjnego Nafion/MWCNTs zastosowano m.in. do selek-
tywnej i wydajnej ekstrakcji pochodnych aniliny i kwaséw karboksylowych z prébek
wody [89] oraz ekstrakcji narkotykéow z probek moczu i prébek wodnych [93].

W 2011 roku zaproponowano modyfikacje techniki EE-SPME, w ktérej zamiast
wldkna ekstrakcyjnego zastosowano platynowa plytke pokryta jednowarstwowymi
nanorurkami weglowymi (SWCNT) (Rys. 5c), do plytki przyktadano potencjat
dodatni w wyniku czego elektrosorbowane byly jony: F', Cl', Br, NO, iSO}, nastep-
nie przykladano potencjal ujemny i aniony desorbowane byty do ultra czystej wody
a nastepnie oznaczane z wykorzystaniem techniki chromatografii jonowej (IC).

POTENCJOSTAT POTENCJOSTAT
WE RE CE + —
FAZA y PLYTKA Pt DRUT Pt
ORGANICZNA | POKRYTA — |
i WARSTWA
MEMBRANA i MIWCNTs PROBKA
WEOKNO PIERWOTNA
SPME
PROBKA
PIERWOTNA |
[ [ <G

a) c)

Rysunek 5. Schemat ekstrakeji analitéw z wykorzystaniem techniki a) LLSME b) EE-SPME ¢) EE-SPME na
plytce platynowe;j

Figure 5. Scheme of the analyte extraction using a) LLSME technique b) EE-SPME technique, ¢) EE-SPME
technique with platinum plate
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W 2010 roku opracowano nowe rozwigzanie nanoszenia materialu sorpcyjnego
na powierzchnie wtokien urzadzenia do SPME. Cienka warstwa polimeru nano-
szona jest na powierzchnie rdzenia wykonanego z stali nierdzewnej za pomocg tech-
niki elektroprzedzenia (Rys. 6). Otrzymane pokrycia wldkien urzadzenia do SPME
charakteryzowaly si¢ duza trwaloscig termiczng oraz mechaniczng. Przygotowane
w ten sposdb widkna wykorzystano do izolacji analitéw z grupy BTEX oraz pochod-
nych fenolu z prébek wody [90].

) (:\ STRUKTURY CHEMICZNE
WLOKNO URZADZENIA DO POLIMEROW WYKORZYSTANYCH
SPME DO POKRYCIA WLOKNA
URZADZENIA DO SPME

V)

ZRODLO WYSOKIEGO
NAPIECIA

Rysunek 6. Schemat pokrywania rdzenia wiokna urzadzenia do SPME materialem polimerowym z wykorzy-
staniem techniki elektroprzedzenia
Figure 6. Scheme of the coating fibers for SPME using electrospinning technique

3. AUTOMATYZAC]JA TECHNIKI SPME

Automatyzacja techniki poprzez opracowanie polaczenia urzadzenia do SPME
z automatycznymi podajnikami probek zapewnia mozliwos¢ realizowania wszyst-
kich etapéw procedury SPME (inkubacji probek, ekstrakeji, procedury czyszczenia
wlokien, regulacji temperatury, czasu ekstrakeji i desorpcji) z wykorzystaniem ste-
rowanego komputerowo zintegrowanego systemu ekstrakcji i oznaczen koncowych
[91, 92]. Rozwdj i komercjalizacja nowych automatycznych podajnikéw probek,
pozwolity na skrécenie czasu analizy i wzrost ilosci probek, ktdre moga by¢ jedno-
cze$nie analizowane, dzigki czemu uzyskano poprawe precyzji techniki i podwyz-
szono powtarzalnos¢ ekstrakeji [93, 94]. W 2006 roku pojawily sie pierwsze infor-
macje o automatyzacji i miniaturyzacji zestawu do SPME wyposazonego w widkno
z chlodzeniem wewnetrznym [95].
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PODSUMOWANIE

Monitoring zawarto$ci zwigzkéw obecnych na bardzo niskim poziomie stezen
w probkach srodowiskowych, charakteryzujacych sie ztozonym a czesto i zmien-
nym skladem matrycy wymaga zwykle procedur analitycznych ze wstepnym eta-
pem izolacji/wzbogacania analitéw, gdyz wigkszos¢ technik analitycznych jest
niedostatecznie czuta do bezposredniego oznaczania sktadnikéw sladowych. Naj-
czedciej stosowang technika na etapie poprzedzajacym oznaczanie ilo$ciowe jest
technika mikroekstrakeji do fazy stacjonarnej w polaczeniu z desorpcja termiczna
zaadsorbowanych analitéw, zapewniajace mozliwo$¢ integracji takich operacji
jak: pobieranie probek, ekstrakcja, wzbogacenie analitu do stezenia powyzej gra-
nicy oznaczalnosci stosowanego instrumentu kontrolno-pomiarowego. Technika
mikroekstrakeji do fazy stacjonarnej charakteryzuje sie licznymi zaletami: prostota
operacji, uniwersalnoscig, stosunkowo niskim kosztem aparatury, krétkim czasem
ekstrakcji czy mozliwoscia tatwego polaczenia z systemami chromatograficznymi,
jednakze ze wzgledu na niska selektywnos$¢ stosowanych klasycznie sorbentow
wprowadzono nowe selektywne fazy stacjonarne (m.in. polimerowe ciecze jonowe,
nanorurki weglowe, sorbenty krzemionkowe i weglowe, polimery z nadrukiem cza-
steczkowym). Analiza danych literaturowych moze stanowi¢ podstawe do wniosku,
ze istnieje wyrazny trend do wprowadzania nowych rozwigzan opartych na miniatu-
ryzacji i/lub automatyzacji ukltadéw oraz taczenia technik mikroekstrakeji z techni-
kami elektrochemicznymi (np. EE-SPME,) Zastosowanie techniki mikroekstrakeji
do fazy stacjonarnej na etapie poprzedzajagcym analiz¢ chromatograficzng stwarza
mozliwo$¢ redukcji liczby bledéw powstajacych na etapie przygotowania probki
oraz ograniczy¢ niekorzystne oddzialywanie tego etapu na $rodowisko i zdrowie
analitykow pracujacych w laboratoriach.
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ABSTRACT

Recent years have witnessed an increase of the interest in the studies of the
interaction of electrons with biologically relevant molecules. This has been mainly
motivated by the seminal work, where it has been demonstrated that low energy
electrons can induce single and double strand breaks in DNA in the energy range
below the level of ionization. Since the damage profile as a function of electron
energy showed pronounced resonances it was proposed that resonant electron
capture could occur at particular molecular components of the DNA as the initial
step towards strand breaks. From a series of experiments on electron attachment
to DNA building blocks (nucleobases, the sugar moiety and the phosphate unit)
became obvious that they effectively capture electrons leading to the formation of
low energy resonances associated with the decomposition of the corresponding
molecule. Recent dissociative electron attachment experiments on an entire gas
phase nucleotide 2’-deoxycytidine-5"-monophosphate give also insight into the
molecular mechanism involved, which comprises both direct electron attachment
to the backbone and transfer of the excess electron from cytosine to the backbone
resulting in single strand breaks. The results further allow an estimate of the relative
contribution of these different mechanisms to single strand breaks.

Keywords: dissociative electron attachment, mass spectrometry, negative ions, bio-
logically relevant molecules

Stowa kluczowe: dysocjacyjny wychwyt elektrondw, spektrometria mas, jony
ujemne, czasteczki o biologicznym znaczeniu
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WPROWADZENIE

Poznanie i opis efektow fizyko-chemicznych wywolywanych dziataniem wyso-
koenergetycznego promieniowania na materi¢ w dalszym ciggu stanowi wazny
problem aktualnych badan. W obecnej dobie promieniowanie to ma niezwykle sze-
rokie zastosowanie w wielu dziedzinach zycia poczawszy od przemystu, w takich
chociazby obszarach jak sterylizacja radiacyjna, modyfikacja wlasciwosci tworzyw,
inicjowanie proceséw polimeryzacji, radiacyjnie indukowana synteza chemiczna,
litografia az do zastosowan medycznych w badaniach diagnostycznych, czy terapii
antynowotworowej. Procesy radiacyjne sa konsekwencja absorpcji energii wyso-
koenergetycznego promieniowania przez materi¢. Mechanizm tego procesu zalezy
od natury promieniowania. W przypadku promieniowania elektromagnetycznego
energia fotonéw przekazywana jest atomom i/lub czasteczkom osrodka w trojaki
sposob: za pomoca efektu fotoelektrycznego, zjawiska Comptona oraz zjawiska kre-
acji par elektron-pozyton. W przypadku promieniowania korpuskularnego przeka-
zanie energii nastepuje gléwnie na drodze zderzen elastycznych i nieelastycznych.

Ogoblnym efektem obu rodzajéw promieniowania jest jonizacja i wzbudzenie
czasteczek, stad tez efekty chemiczne przez nie wywotywane pod wzgledem jako-
$ciowym sg podobne. W wyniku przekazania energii wzdluz toru czastki powstajg
jony, czasteczki wzbudzone oraz rodniki. Powszechnie przyjmuje sie, Ze to powstale
wtérne produkty (elektrony, jony, rodniki) sa odpowiedzialne za pdzniejsze reak-
cje chemiczne. Wsrdd tych produktéw elektrony produkowane sg z niezwykle duzg
wydajnoscig, okolo 5 x 10"/1 MeV z poczatkowa energia w zakresie do kilkudzie-
sieciu eV [1]. W wyniku zderzen nieelastycznych z medium elektrony te ulegajg
termalizacji. W trakcie termalizacji w dalszym ciggu moga powodowaé jonizacje
i wzbudzenie czasteczek, a w skali czasowej rzedu pikosekund, osiggajac energie
ponizej progu jonizacji, moga przytaczac sie do czasteczek.

Promieniowanie jonizujace jest jednym z czynnikéw powodujgcych uszko-
dzenia DNA. Uszkodzenia DNA moga by¢ réwniez wywolywane przez wtdrne
elektrony. Rola niskoenergetycznych elektronéw stala sie oczywista po publika-
cji przetomowych wynikéw eksperymentu, w ramach ktérego plazmidowy DNA
bombardowano elektronami o $cisle okreslonej energii (ponizej progu jonizacji
makromolekuty (<10 eV)) w wyniku czego obserwowano powstawanie zaré6wno
pojedynczoniciowych (ang. single strand breaks, SSBs), jak i podwdjnoniciowych
(ang. double strand breaks, DSBs) peknig¢ szkieletu DNA [2]. Wykazano ponadto,
ze SSBs mogg powstawac przy energiach ponizej progu wzbudzenia elektronowego
<3 eV z wydajnoscig o rzad wielkosci wyzsza od tej obserwowanej w obszarze
energii 5-15 eV [3]. Poniewaz wydajnos¢ peknie¢ miata charakter pikow w funkeji
energii elektrondéw sugerowano, ze rezonansowy dysocjacyjny wychwyt elektronéw
(ang. dissociative electron attachment, DEA) w okreslonych miejscach/komponen-
tach DNA moze stanowi¢ pierwszy etap procesu prowadzacego do pekniecia nici.
Obserwacje te zainicjowaly szereg badan obejmujacych oddzialywanie niskoener-
getycznych elektrondéw z czgsteczkami budujagcymi DNA [4]. Do tej pory uwazano
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bowiem, ze tylko elektrony o energiach powyzej progu jonizacji moga przyczyniaé
sie do uszkodzen DNA.

DNA, najbardziej istotny sktadnik jader komoérkowych, jest biopolimerem
sktadajacym si¢ z dwoch tancuchow, ktore utozone sg antyrownolegle (tzn. koniec
3’ jednej nici lezy naprzeciw konca 5° drugiej nici) (Rys. 1). Podstawowa jednostka
budujaca DNA jest nukleotyd, ktory zbudowany jest z piecioweglowego cukru deok-
syrybozy polaczonego wigzaniem estrowym z reszta fosforanowa i jedng z czterech
zasad nukleinowych (z grupy puryn: adenina (A) i guanina (G) lub z grupy piry-
midyn: cytozyna (C) i tymina (T)) za pomoca wigzania f-N-glikozydowego. Oba
tancuchy potaczone sa za pomoca wigzan wodorowych wystepujacych pomiedzy
komplementarnymi parami zasad (A—T, C—G) (Rys. 1). DNA otoczone jest przez
biatka i osadzone w wodzie, ktora jest najbardziej obfitym sktadnikiem komorki.

o
o—t—o
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|
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Rysunek 1. Schemat struktury dwuniciowego DNA
Figure 1. Schematic structure of DNA

Niniejsza praca poswigcona jest zagadnieniom oddzialywania niskoenerge-
tycznych elektrondéw (ang. low energy electrons, LEEs) z czasteczkami o biologicz-
nym znaczeniu, komponentami DNA. Pokazuje, zZe procesy DEA inicjowane przez
elektrony w zasadzie pozbawione energii (=0 eV) moga prowadzi¢ do rozerwania
wigzan chemicznych z zaskakujgco wysoka efektywno$cia.
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1. WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ KOMPONENTY DNA/RNA

Badania mechanizmdéw prowadzacych do uszkodzenn DNA w wyniku przyla-
czenia elektronéw wymagaja przeprowadzenia eksperymentéw dla pojedynczych
komponentéw makromolekuly i konsekwentnego przejscia do bardziej zlozonych
ukladow. Istotnym problemem jest znalezienie odpowiedzi na pytanie, ktore wta-
$ciwosci charakterystyczne dla pojedynczych czgsteczek zachowane sg w przypadku
bardziej ztozonych uktadéw zwigzanych kowalencyjnie. W zwigzku z tym, w ramach
niniejszej pracy prezentowane sg wyniki badan uzyskane dla pojedynczych czaste-
czek budujagcych DNA/RNA, tj. zasady azotowe, grupa cukrowa i fosforanowa lub
ich analogi. W dalszym etapie przedstawione sa wyniki badan uzyskane dla nukle-
ozydu (tymidyny), fosforanu-5"-rybozy oraz nukleotydu 2’-deoksycytydyno-5’-mo-
nofosforanu (dACMP).

1.1. WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ ZASADY AZOTOWE

Pierwsze badania oddzialywania niskoenergetycznych elektronéw z kompo-
nentami DNA dotyczyly zasad azotowych [5-7]. Jak wykazano, w obszarze ener-
gii <3 eV najbardziej wydajnym jonem fragmentarycznym jest jon powstajacy
w wyniku utraty atomu wodoru (M - H)™ (M = czasteczka zasady azotowej). Stwier-
dzono ponadto, na podstawie eksperymentéw przeprowadzonych dla tyminy i ura-
cylu, ze w zakresie energii ponizej progu wzbudzenia elektronowego czasteczki
wychwyt elektrondw jest procesem selektywnym, nie tylko ze wzgledu na rodzaj
pekajacego wigzania ale rdwniez pozycje tegoz wigzania (Rys. 2) [8, 9].
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Rysunek 2.  Dysocjacja tyminy w wyniku rezonansowego dysocjacyjnego wychwytu elektronu. Elektron
o energii E = 1,0 eV powoduje rozerwanie wigzania N1-H, natomiast elektron o energii 1,8 eV
indukuje pekniecie wigzania N3—H. Rysunek wykonany w oparciu o wyniki Ptasinskiej i in. [9]

Figure 2. Dissociation of thymine induced by electron attachment. Electrons at 1,0 eV induce N1-H bond
rupture, while electrons at 1,8 eV cause N3-H bond cleavages. Figure prepared based on the
results of Ptasiniska et al. [9]

Z badan przeprowadzonych dla deuterowanej tyminy przy atomach wegla
wynika, Ze utrata obojetnego atomu H nastepuje wylacznie poprzez rozerwanie
wigzania N-H [8]. Kolejne badania przeprowadzone dla N1-metylowanej tyminy
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oraz N3-metylowanego uracylu pozwolily stwierdzi¢, ze utrata wodoru jest rowniez
selektywna ze wzgledu na pozycje pekajacego wigzania. Okazalo sig, ze elektrony
o energii 1,0 eV powoduja rozerwanie wigzania N1-H, natomiast elektrony o ener-
gii 1,8 eV indukujg pekniecie wigzania N3—H (Rys. 2) [9].

1.1.1. Przekroj czynny na wychwyt elektronéw przez tymine

Zasadnicze znaczenie dla zrozumienia i modelowania uszkodzen wywolanych
promieniowaniem ma znajomos¢ bezwzglednych wartosci przekrojow czynnych na
wychwyt elektrondw, okreslajacych prawdopodobienstwo zajécia procesu. Zgodnie
z zaproponowanym, na podstawie obliczen teoretycznych, mechanizmem transferu
elektronu prowadzacym do powstania uszkodzen pojedynczoniciowych, zasady
azotowe mialy pelni¢ szczegolng role w poczatkowym etapie wychwytu elektronu
[10, 11]. Dla ukladu modelowego, nukleotydu 2’-deoksycytydyno-5’-monofosfo-
ranu (dACMP), stwierdzono iz nadmiarowy elektron wstepnie lokalizowany jest na
zasadzie azotowej, ktora pelni role ,,anteny”. Prowadzi to do utworzenia krétko-
-Zyjacego stanu rezonansowego. W kolejnym etapie elektron migruje poprzez grupe
cukrowa do reszty fosforanowej, czemu towarzyszy rozerwanie wigzania estrowego.

Uzyskanie bezwzglednych wartosci przekrojéw czynnych w eksperymentach
beam (metoda skrzyzowanych wigzek elektron-czasteczka) w sposéb bezposredni
nie jest fatwe. Wymaga znajomosci gestosci gazu, gestosci elektrondéw w wigzce oraz
prawdopodobienstwa detekcji dla powstajacych jonéw fragmentarycznych. Szeroko
stosowanym podejsciem jest wyznaczanie wzglednych warto$ci przekrojow poprzez
poréwnanie wynikéw uzyskanych dla badanego zwigzku z wynikami uzyskanymi
dla zwigzku referencyjnego.

Pomimo duzego zainteresowania badaniami wychwytu elektronéw przez zasady
azotowe, znanych jest tylko kilka prac dotyczacych pomiaru przekroju czynnego
na wychwyt elektronéw. Dwa niezalezne eksperymenty przeprowadzone metoda
beam dla tyminy podaja wartoéci przekroju w zakresie 10" cm” [8, 12] dla gtow-
nego piku (T - H)™ (T = tymina) z maksimum wydajnosci przy 1 eV. Sa to wartosci
wzgledne, otrzymane poprzez poréwnanie z warto$ciami przekroju czynnego dla
zwigzkoéw referencyjnych SE, i CCl,. Jednoczesnie w ramach eksperymentu elektro-
nowej spektroskopii transmisyjnej (ang. electron transmission spectroscopy, ETS)
uzyskano warto$¢ 4,7 x 10" cm” [13]. Sugerowano, ze duza rozbieznos¢ pomiedzy
wynikami otrzymanymi obiema metodami (beam i ETS) wynika przede wszystkim
z kondensacji odparowywanej probki tyminy. Pézniejsze wyniki uzyskane zostaty
z wykorzystaniem zmodyfikowanej aparatury beam (przy ograniczonej mozliwosci
kondensacji probki). Jako zwigzek referencyjny wykorzystano CHCI, (drugi rezo-
nans CI™ dla ktérego przekréj czynny wynosi 5,68 x 107'° cm’® przy 0,3 eV [14]).
W tym przypadku otrzymana warto$¢ przekroju czynnego dla (T - H) przy 1 eV
wynosi 7,9 + 4 x 10" cm® [15].
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Nalezy jednak zauwazy¢, ze wszystkie powyzsze wartosci przekrojow czyn-
nych uzyskane zostaly w podwyzszonych temperaturach (> 423 K). Jak wiadomo,
warto$ci przekrojow procesu DEA moga drastycznie zmieniaé sie z temperaturg
[16, 17], w zwigzku z tym nie mogg by¢ bezposrednio wykorzystane do modelowa-
nia uszkodzen materialu biologicznego w realnych warunkach. Zatem w dalszym
ciggu istniala potrzeba okreslenia wartosci przekroju w warunkach odpowiada-
jacych biologicznym. Ostatnia praca Kopyry i Abdoula-Carima [18] poswiecona
zostala okresleniu wplywu temperatury na warto$¢ przekroju czynnego na wychwyt
dysocjacyjny przez tymineg. Jak zostalo pokazane, bezwzgledne wartosci przekrojow
dla pikéw przy energii elektronéw 1,0 i 1,74 eV (wyznaczone w sposob absolutny
z uwzglednieniem gestosci gazu, gestosci elektrondw w wigzce oraz prawdopodo-
bienstwa detekeji dla powstajacych jonéw fragmentarycznych) zmieniaja si¢ o rzad
wielko$ci w przedziale temperatur 393-443 K (Rys. 3). Na podstawie ekstrapolacji
wynikéow badan do temperatury 313 K wyznaczone zostaly wartosci przekrojow
wynoszace o(T - H)™ (1 eV, 313 K) = 6 x 107 cm’ i o(T - H)™ (1,74 eV, 313 K)
=4x10" cm®[18].
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Rysunek 3. Zalezno$¢ przekroju czynnego na wychwyt elektronu przez tyming prowadzacy do utworzenia
jonu (T - H) w funkcji temperatury (m — energia elektronow 1,0 eV, o — energia elektronow
1,74 eV). Rysunek wykonany w oparciu o wyniki Kopyry i Abdoula-Carima [18]

Figure 3. Absolute cross section for the electron attachment to thymine resulting in the formation of
(T - H) as a function of temperature (m — electron energy of 1,0 eV, o — electron energy of
1,74 eV). Figure prepared based on the results of Kopyra and Abdoul-Carime [18]

1.2. WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ RYBOZE I TETRA-ACETYLORYBOZE

Grupa cukrowa jest centralna czgscig nukleotydu, ktora wigze dwie sgsiednie
reszty fosforanowe poprzez wigzania estrowe C’5-O-P i C’3-O-P. Ponadto faczy si¢
z jedna z czterech zasad azotowych. Uwzglednienie efektéw indukowanych przez
niskoenergetyczne elektrony w grupie cukrowej, w przypadku modelowania uszko-
dzen DNA wydaje si¢ zatem jak najbardziej uzasadnione.
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Pierwsze prace eksperymentalne poswiecone byly oddzialywaniu niskoener-
getycznych elektronéw z izolowanymi czgsteczkami cukru tj. deoksyryboza [19],
ryboza [20, 21] oraz fruktoza [22]. Jak wynika z doniesien literaturowych, wszystkie
te zwiazki wykazuja zblizong fragmentacje. Dotyczy to migdzy innymi utraty jednej
lub dwoch czasteczek wody z przejsciowego jonu ujemnego (ang. transient negative
ion, TNI) co prowadzi do powstania jonéw (M - nH,0)" (n = 1, 2). Nalezy dodac,
ze procesy te przebiegaja ze znaczacg wydajnoscig, co $wiadczy o szczegdlnej wraz-
liwosci grupy cukrowej wzgledem niskoenergetycznych elektrondw.

Bardzo intensywne badania dysocjacyjnego wychwytu elektronu przeprowa-
dzono dla rybozy (C,H,,0,) i jej trzech izotopomeréw: rybozy znaczonej weglem
13C w pozycji C1 (1-13C-ryboza), rybozy znaczonej weglem 13C w pozycji C5
(5-13C-ryboza) oraz rybozy podstawionej deuterem w pozycji C1 (C,1-D-ryboza).
Na ich podstawie stwierdzono, ze elektronowo indukowana dysocjacja polegajaca
na odszczepieniu fragmentéw obojetnych zawierajgcych atomy wegla przebiega
z duzg selektywnoscia. Reakcja ta przebiega prawie wylacznie poprzez oderwanie
jednostek zawierajgcych atom wegla w pozycji C5.

Selektywna dekompozycja pierscienia cukrowego w przypadku rybozy zwia-
zana jest gldwnie z utworzeniem nastepujacych jonéw fragmentarycznych m/z
101 (C,H,0O,), m/z 72 (C,H,0,), m/z 59 (C,H,0,) oraz m/z 45 (HCOO") [20]. Jak
wspomniano wczesniej jednoznaczne przypisanie struktur powyzszym fragmentom
zostalo osiggniete przy uzyciu izotopowo znaczonych czasteczek. Przyktadowe frag-
menty rejestrowane przy m/z 101 i 102 w przypadku rybozy oraz rybozy znaczonej
weglem 13C w pozycji C5 (5-13C-ryboza), w przypadku kolejnych dwdch izoto-
pomeréw rejestrowane byly przy m/z 102 i m/z 103. Swiadczy to o tym, ze reakcja
przebiega poprzez oderwanie fragmentéw zawierajacych atom wegla C5, podczas
gdy atomy 13C i D w pozycji C1 pozostaja w strukturze jonu. Analogiczna sytu-
acje obserwowano przy nizszych masach, przy czym proces fragmentacji przebiegat
z nizsza selektywnoscig. W oparciu o uzyskane wyniki zaproponowano schemat
reakcji dekompozycji TNI powstajacego w procesie wychwytu niskoenergetycznych
elektronéw przez ryboze [20].

Podsumowujac, dekompozycja rybozy przebiega w sposob selektywny i zwia-
zana jest z utratg jednostek zawierajacych atom wegla C5. Jednakze ryboza w fazie
gazowej wystepuje w formie pyranozowej, dlatego tez niezbgdne byto przeprowa-
dzenie dalszych badan dla grupy cukrowej wystepujacej w formie furanozowe;j.
Analogiem grupy cukrowej w DNA/RNA charakteryzujacym si¢ pigciocztonowym
uktadem pierscieniowy jest 1,2,3,5-tetra-O-acetylo-f-D-rybofuranozy (tetra-acety-
loryboza, TAR). Dodatkowo zwiazek ten pozbawiony jest grup hydroksylowych,
ktore zgodnie z wynikami badan elektronowej spektroskopii transmisyjnej moga
wptywac¢ na warto$¢ przekroju czynnego na wychwyt elektronu [23].

Wychwyt elektrondw przez tetra-acetyloryboze przebiega w trzech obszarach
energetycznych: przy energii bliskiej 0 eV, w obszarze energii 1-3 eV oraz przy wyz-
szych energiach 7-10 eV [24]. Struktury rezonansowe powstaja w wyniku lokaliza-
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cji elektronu na pier$cieniu grupy cukrowej lub na orbitalu 7* egzo-cyklicznej grupy
karboksylowej. Nalezy tutaj podkresli¢, ze zardwno ksztalt jak i pozycje rezonansow
przypominajg te, ktore obserwowano w przypadku rybozy.

Wyniki uzyskane dla rybozy i tetra-acetylorybozy swiadcza o tym, ze reakcje
inicjowane przez niskoenergetyczne elektrony w grupie cukrowej moga odgrywac
znaczacg role w procesie prowadzacym do powstania SSBs. W szczegolnosci frag-
menty, ktore s3 obserwowane w obszarze energii okolo 0 eV moga by¢ zwigzane
z degradacja pierscienia cukrowego. Natomiast rozrywanie wigzania C—O obser-
wowane w przypadku tetra-acetylorybozy, w wyniku czego powstaje jon CH,COO"
(m/z 59), $wiadczy o mozliwosci pekania wigzania estrowego i/lub N-glikozydo-
wego w DNA, co z kolei prowadzi do pekniecia nici lub utraty zasady.

1.3. DYSOCJACYJNY WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ RESZTE FOSFORANOWA:
ESTER DIBUTYLOWY ORAZ ESTER TRIETYLOWY KWASU FOSFOROWEGO

Badania wychwytu niskoenergetycznych elektrondéw przez pochodne kwasu
fosforowego przeprowadzone w fazie gazowej dotyczyly estru dibutylowego kwasu
fosforowego (ang. dibutylphosphate, DBP) oraz estru trietylowego kwasu fosforo-
wego (ang. triethylphosphate, TEP). Oba te zwigzki wychwytuja elektrony w zakresie
energii 0—10 eV. Dominujgcg reakcja w przypadku DBP jest utrata obojetnego atomu
wodoru, co prowadzi do utworzenia zamknietopowlokowego jonu (DBP - H),
ktéry obserwowany jest poprzez rezonans z maksimum wydajnosci przy 1 eV [25].
Analogiczny proces nie byt obserwowany w przypadku TEP, co $wiadczy o tym iz
utrata wodoru w DBP nastepuje z grupy hydroksylowej. Jednak, najbardziej istotng
reakcja w kontekscie uszkodzen DNA jest utrata grupy butylowej. Proces ten prowa-
dzi do utworzenia jonu (DBP - C,H,)", ktéry pojawia si¢ w dwdch obszarach ener-
gii pomiedzy 2-4 eV i 7-10 eV. Podobny proces obserwowano w przypadku TEP
w obszarze energii 7-9 eV, ktéry zwigzany byl z utrata rodnika C,H.O w wyniku
pekniecia wiazania P-O [25]. Obie reakcje, utrata grupy butylowej w DBP oraz
rodnika etoksylowego w TEP, w sytuacji gdy grupa fosforanowa wbudowana jest
w strukture DNA beda prowadzily do peknigcia nici DNA.

Inng grupe, wspolng dla obu estrow, stanowia jony fragmentaryczne obserwo-
wane przy energiach elektronéw zblizonych do 0 eV [25], w przypadku ktérych nad-
miarowy elektron zlokalizowany jest na fragmencie zawierajagcym atom P. W przy-
padku DBP do tej grupy jonéw nalezg (C,H,O)P(O)(OH),)’, H,PO,, PO, i PO".
Natomiast dla TEP obserwowano wylacznie H,PO; i PO;. Utworzenie tych jonéw
zwigzane jest z dysocjacja wielu wigzan, co z pewnoscig prowadzitoby do zerwania
nici DNA.
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1.4 DYSOCJACYJNY WYCHWYT ELEKTRONOW PRZEZ WIEKSZE FRAGMENTY DNA

1.4.1. Wychwyt elektronéw przez tymidyne

Tymidyna, nukleozyd skladajacy sie z tyminy (T) i deoksyrybozy (dR) efek-
tywnie wychwytuje niskoenergetyczne elektrony (<3 eV) w procesie dysocjacyjnym,
ktéry uwidacznia si¢ poprzez pegkanie wigzania N-glikozydowego [26]. W wyniku
tego procesu powstajg dwa komplementarne jony fragmentaryczne (T - H)™ oraz
(dR - OH)". Obserwacje te zostaly potwierdzone przez grupe z Innsbrucka, ktéra
wykonata eksperyment dla tymidyny w szerszym zakresie energii 0-12 eV [27]. Na
podstawie uzyskanych wynikéw sugerowano, ze przeniesienie elektronu z tyminy
do grupy cukrowej oraz z grupy cukrowej do tyminy nie przebiega. Elektron pozo-
staje zwigzany na fragmencie, na ktérym byt pierwotnie zlokalizowany.

1.4.2. Wychwyt elektronow przez fosforan-5’-rybozy

Badania proceséw wychwytu elektronéw przez fragment szkieletu DNA/RNA
sktadajacego si¢ z grupy fosforanowej i cukrowej, fosforan-5’-rybozy, przeprowa-
dzone zostaly metodg LIAD (ang. Laser-Induced Acoustic Desorption) [28]. Metoda
ta umozliwia przeniesienie do fazy gazowej czgsteczek, ktore w innym przypadku
ulegaja termicznej dekompozycji [29]. Zgodnie z wynikami tych badan fosforan-
-5’-rybozy przylacza elektrony o energii =0 eV, co prowadzi do zerwania wigzania
pomiedzy grupa fosforanowsa i cukrowa. Proces wychwytu prowadzi zaréwno do
peknigcia wigzania C-O jak i P-O i utworzenia odpowiednio H,PO, lub C.H,O,
[28]. Na podstawie przedstawionych wynikéw autorzy pracy sugerowali, ze pek-
niecia nici DNA spowodowane przylgczeniem niskoenergetycznych elektronow
powstaja w wyniku bezposredniego przylaczenia elektronéw do szkieletu cukrowo-
-fosforanowego DNA.

1.4.3. Wychwyt elektronéw przez nukleotyd dCMP

Jak zostalo wczesniej pokazane, pojedyncze komponenty DNA (zasady azo-
towe, grupa cukrowa oraz fosforanowa) efektywnie oddziatywuja z niskoenerge-
tycznymi elektronami, co prowadzi do powstania licznych jonéw fragmentarycz-
nych. Niektdre reakcje fragmentacji moga odzwierciedla¢ proces pekania nici DNA.
Zasadniczg kwestig jest jednak to, w jaki sposob wlasciwosci oraz zachowanie poje-
dynczych czgsteczek zmieniajg sie kiedy zostaja one wbudowane w bardziej ztozony
uklad zwigzany kowalencyjnie. Pomimo licznych badan podjetych w celu okreslenia
mechanizmu uszkodzenn DNA indukowanych elektronami dostepne wyniki nadal
nie sg spojne. Stad tez niezbedne bylo przeprowadzenie badan wychwytu elektronu
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przez monomer DNA, ktory w swojej strukturze zawiera wszystkie wczesniej oma-
wiane komponenty. Badaniom metodg beam poddano nukleotyd 2’-deoksycyty-
dyny-5"-monofosforanu (dCMP). Wychwyt elektronéw przez dCMP prowadzi do
powstania jonéw fragmentarycznych, ktére obserwowane sa w dwoch obszarach
energii, ponizej 2 eV oraz powyzej 5 eV [30]. W zakresie energii <5 eV szereg struk-
tur rezonansowych obserwowano przy m/z 16 i 1, ktére przypisano odpowiednio
do O/NH, i H". W obszarze energii <2 eV zarejestrowano kolejne jony fragmenta-
ryczne przy m/z 110, 95145 (Rys. 4). Fragmentom o m/z 95 i 110 zostaty przypisane
struktury PO, oraz (C - H)” (C = cytozyna), natomiast fragmentowi m/z 45 struk-
tura HCOO'. Ze wzgledu na to, ze jon HCOO™ obserwowany byl wylacznie w przy-
padku DEA przez ryboze, tetra-acetyloryboze i fruktoze [20, 24, 22], stwierdzono
iz powstaje on w wyniku lokalizacji elektronu na grupie cukrowej. Proces ten zwig-
zany jest z degradacja piercienia grupy cukrowej, a co za tym idzie, z rozerwaniem
zaréwno wigzania estrowego jak i N-glikozydowego.

40/
PO,

301 95 amu

NH,

CL

o N

1l
Ho—lID—o o
OH
H H

oM M Macsshonsech iAo
0 1 2 3 h

104 (C-Hy
110 amu

Wydajnos¢ jonu/ s

oH 0 1 2 3 4
204 HCOO
45 amu
101
04
0 1 2 3 4
Energia elektronu / eV

Rysunek 4. Wydajnosci jonéw PO,’, (C - H)" i HCOO™ powstajacych w wyniku dysocjacyjnego wychwytu
elektronu przez dCMP. Rysunek wykonany w oparciu o wyniki Kopyry [30]

Figure 4. Ion yield of the fragments PO, (C - H)” i HCOO™ generated from dissociative electron attach-
ment to dCMP. Figure prepared based on the results of Kopyra [30]

Powstanie jonu PO, mozliwe jest w wyniku pekniecia wigzania O—-C Iacza-
cego grupe fosforanowsa i cukrows, czemu towarzyszy utrata obojetnej czasteczki
wodoru. Dominujaca struktura rezonansowa obserwowana jest przy energii =0 eV,
kolejny pik o znacznie nizszej wydajnosci widoczny jest przy energii okoto 1 eV
(Rys. 4). Fragment o m/z 110 zostal zidentyfikowany jako zamknig¢topowlokowy jon
(C - H)', ktéry powstaje w wyniku rozerwania wigzania N-glikozydowego. Wydaj-
no$¢ jonu (C - H) jest niewielka, ale powtarzalna w kolejnych eksperymentach.
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Poniewaz kazdy z komponentéw DNA posiada charakterystyczny profil reak-
cji DEA, rejestrujac wydajnosci jondw w funkeji energii elektrondw mozliwe jest
uzyskanie informacji dotyczacych pierwotnej lokalizacji elektronu. Stad tez, porow-
nujac wyniki uzyskane dla dCMP z poprzednimi otrzymanymi dla pojedynczych
czasteczek budujgcych nukleotyd, mozna bylo stwierdzi¢, ze jon PO, przy =0 eV
powstaje w wyniku bezposredniej lokalizacji elektronu na reszcie fosforanowe;j.
Natomiast rezonans przy ~1 eV w przypadku tegoz jonu powstaje w wyniku wstep-
nej lokalizacji elektronu na zasadzie azotowej, ktory nastepnie migruje do fancucha
DNA powodujac pekniecie wigzania pomiedzy resztg fosforanowg i grupa cukrows.

Przedstawione powyzej wyniki dysocjacyjnego wychwytu elektronu przez
dCMP stanowig pierwsze doniesienia §wiadczace o tym, ze zaréwno przylaczenie
elektronu do zasady azotowej z pdzniejszym przeniesieniem do fancucha, jak i bez-
posredni wychwyt elektronu przez grupe cukrowy i fosforanowa moga prowadzi¢
do uszkodzen DNA [30]. Analiza danych pozwolila stwierdzi¢, ze w przypadku
dCMP okolo 60% SSBs powstaje w wyniku bezpos$redniej lokalizacji elektronéw na
reszcie fosforanowej, 25% w wyniku bezposredniej lokalizacji elektronéw na grupie
cukrowej oraz 15% na skutek przylaczenia elektronéw do cytozyny z nastepujaca
migracja elektronu do taricucha DNA.

1.5. SENSYBILIZATORY DNA

W radioterapii, metodzie nieselektywnej, podatnos$¢ komoérek nowotworowych
na promieniowanie jonizujgce moze by¢ zwiekszona poprzez synchroniczne zasto-
sowanie chemoterapeutykow, ktore specyficznie uwrazliwiajg komorki nowotwo-
rowe. Wazng grupe radio-sensybilizatoréw stanowig tzw. antymetabolity, zwigzki
cechujace sie duzym podobienstwem strukturalnym do naturalnie wystepujacych
metabolitow. Wykazujag one zdolno$¢ do zaburzania przebiegu okreslonego szlaku
metabolicznego wewngtrz komorki poprzez wyparcie metabolitu. Do tej grupy
zwigzkow nalezg miedzy innymi halogenopochodne zasad azotowych i nukleozy-
dow.

Obecny stan wiedzy pozwala stwierdzi¢, ze halogenopochodne zasad azo-
towych (5-fluro-, 5-bromo- oraz 5-jodouracyl) wbudowane w DNA wywoluja
efekt radiouwrazliwiania, ktory zwigzany jest ze wzrostem przekroju czynnego na
wychwyt elektronéw [31, 32].

Fakt, ze grupa cukrowa ulega efektywnej dekompozycji pod wplywem LEEs
rodzi pytanie, czy ona rowniez moze zosta¢ selektywnie uwrazliwiona na dziala-
nie promieniowania przykladowo poprzez wprowadzenie atomu halogenu. Wyniki
badan uzyskane dla 22’-difluorocytydyny (leku powszechnie stosowanego w che-
mioterapii) $wiadcza o takiej mozliwosci [33]. Okazuje si¢, Ze obecnos¢ atomow
fluoru podstawionych w grupie cukrowej rowniez zwigksza przekrdj czynny na
wychwyt elektronéw. To z kolei znajduje odzwierciedlenie w wyzszej intensywnosci
jonow fragmentarycznych powstajacych przy energii progowej =0 eV.
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Uszkodzenia materialu genetycznego wywolane dzialaniem promieniowania
jonizujgcego w znaczacym stopniu spowodowane sg dzialaniem wtérnych elek-
tronéw powstajacych wzdluz toru jonizacji. Elektrony te odgrywaja wazna role
w zlozonej sekwencji reakcji prowadzacych do pekniecia nici DNA. Przedstawione
w niniejszej pracy wyniki badan §wiadczg o tym, ze wszystkie komponenty budujace
DNA (zasady azotowe, grupa cukrowa i fosforanowa) rezonansowo, dysocjacyjnie
wychwytuja elektrony juz w obszarze energii ponizej progu wzbudzenia elektrono-
wego (<3 eV). Z badan przeprowadzonych dla nukleotydu dCMP wynika, ze wiek-
szo§¢ peknie¢ nici DNA powstaje na skutek bezposredniego przylaczenia elektro-
néw do szkieletu cukrowo-fosforanowego DNA. SSBs tylko w niewielkim stopniu
powstaja w wyniku przytaczenia elektronu do zasady, z nastepujacg migracja tegoz
elektronu do szkieletu DNA.

Obecny stan wiedzy na temat mechanizmoéw prowadzacych do powstania SSBs
umozliwia glebsze zrozumienie mechanizméw dzialania radio-sensybilizatorow
DNA, co stanowi podstawe do opracowania bardziej ukierunkowanych strategii
w leczeniu choréb nowotworowych.
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Mgr inz. Ewelina Tomecka w roku 2011 ukonczyla studia na kierunku biotechno-
logia na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Obecnie doktorantka
w Zakladzie Mikrobioanalityki w Pracowni Miniaturowych Systemoéw Chemicz-
nych. Zainteresowania naukowe autorki dotyczg tréjwymiarowej hodowli komorek
miesnia sercowego oraz komorek macierzystych w mikrosystemach przeptywowych.

Mgr inz. Katarzyna Tokarska w roku 2013 ukonczyta studia na kierunku techno-
logia chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Obecnie
doktorantka w Zaktadzie Mikrobioanalityki w Pracowni Miniaturowych Systemoéw
Chemicznych. Przedmiotem jej zainteresowan naukowych jest wykorzystanie nano-
technologii w badaniach efektywnosci terapii fotodynamicznej w mikrosystemach

przeptywowych.

Dr inz. Elzbieta Jastrzebska w roku 2008 ukonczyta studia na kierunku technologia
chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. W 2012 r. uzy-
skata stopienn naukowy doktora nauk chemicznych. Obecnie pracownik Wydziatu
Chemicznego PW na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Mikrobioanalityki w Pra-
cowni Miniaturowych Systemoéw Chemicznych. Jej zainteresowania badawcze doty-
cza mikrosystemow przeplywowych w inzynierii komérkowe;.

Dr hab. inz. Michal Chudy, prof. PW w roku 1997 ukonczy! studia na kierunku
technologia chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Sto-
pient doktora nauk chemicznych uzyskal w roku 2001, a doktora habilitowanego
w 2010r. Obecnie pracownik Wydzialu Chemicznego PW na stanowisku profesora
PW w Zakladzie Mikrobioanalityki w Pracowni Miniaturowych Systemoéw Che-
micznych. Zainteresowania naukowe autora dotycza konstrukcji mikrosystemow
przeptywowych stosowanych w bioanalityce i diagnostyce medyczne;j.

Prof. dr hab. inz. Zbigniew Brzézka w roku 1977 ukonczyl studia na kierunku
technologia chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Sto-
pien doktora nauk chemicznych uzyskal w roku 1982, a doktora habilitowanego
w 1991r. W roku 1998 uzyskat tytul profesora nauk chemicznych. Obecnie kieruje
grupg badawczg sensordéw chemicznych (Chemical Sensors Research Group - CSRG)
oraz Pracownig Miniaturowych Systeméw Chemicznych. Od roku 2008 pelni row-
niez funkcje dziekana Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Zaintere-
sowania naukowe autora dotycza miniaturowych systeméw analitycznych (lab-on-
-a-chip) do monitorowania bioanalitow.
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ABSTRACT

Lab-on-a-chip systems are promising tools in the field of cell engineering.
Microfluidic systems are integrated microlaboratories consisting of many micro-
structures such as microchannels and microchambers, which can be used for cell
analysis and cell culture. Appropriately designed geometry of the chip allows to
mimic in vivo conditions. Microsystems enables continuous culture medium per-
fusion. During cell culture, regulation of the flow rate of medium is possible, which
allows to control conditions of the cultivation.

In this paper we present a review of microfluidics systems which are used
in cell engineering. We describe methods of microsystems fabrication, parameters
which influence cell proliferation in microscale and examples of microsystems for
cell analysis and cell culturing. Microfluidic systems for maintaining cell culture
are mainly fabricated of poly(dimethylsiloxane) (PDMS) and glass, non-toxic
materials for cells. The most commonly used method for fabrication of PDMS
microsystems is photolithography and replica molding techniques. Cell culture in
microsystems can be carried out in two ways: as a two-dimensional (2D) cell cul-
ture and three-dimensional (3D) cell culture. In two-dimensional culture cells grow
as a monolayer on a flat surface of microchambers or microchannels. Microsystems
for two-dimensional cell culture are widely described in the literature. They are
mainly used for: (i) cell proliferation after exposure to external stimuli, (ii) testing
the activity of cytotoxic drugs, (iii) interactions and cell migration and (iv) the
evaluation of procedures applicable in tumor therapy e. g. photodynamic therapy.
However, two-dimensional cell culture do not mimic fully in vivo conditions. In
living organisms cells grow spatially creating three-dimensional structures like tis-
sues. Therefore, nowadays microsystems for 3D cell culture are being developed
intensively. Three-dimensional cell culture in microfluidic systems can be achieved
in three ways: by the design of suitable geometry and topography of microchannels,
by the use of hydrogels or by spheroids formation. Three-dimensional cell culture
in microfluidic systems are much better experimental in vitro models than cell cul-
ture in traditional culture vessels. It is the main reason why microsystems should
be still improved, as to become widely used research tools in cellular engineering.

Keywords: cell engineering, microfluidic systems, two-dimensional (2D) cell cul-
ture, three-dimensional (3D) cell culture

Stowa kluczowe: inzynieria komérkowa, mikrosystemy przeptywowe, dwuwymia-
rowa (2D) hodowla komoérkowa, tréjwymiarowa (3D) hodowla komérkowa
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WPROWADZENIE

Inzynieria komoérkowa jest jedng z najprezniej rozwijajacych si¢ interdyscypli-
narnych dziedzin nauk technicznych. Laczy w sobie biologi¢ komorki, synteze bio-
materialéw i metody inzynierii materialowej. Jednym z celéw inzynierii komoérko-
wej jest tworzenie modeli tkankowych, nasladujacych specyfike Zywego organizmu.
Narzedziem coraz czesciej wykorzystywanym do tego celu, s mikrouktady prze-
plywowe zwane réwniez systemami lab-on-a-chip (LOC). Systemy te pelnig funkcje
zintegrowanego mikrolaboratorium na plytce, umozliwiajacego przeprowadzenie
kompleksowej analizy w mikrostrukturach rzedu 10-100 um. Skladajg si¢ one
z wielu upakowanych w niewielkiej przestrzeni elementéw, odpowiedzialnych za
poszczegdlne etapy prowadzonego procesu oraz transport reagentow. Odpowiednio
zaprojektowana geometria mikrouktadu umozliwia prowadzenie badan w warun-
kach zblizonych do warunkéw in vivo. Jest to niewatpliwg zaleta mikrosystemow
przeptywowych wykorzystywanych w badaniach biologicznych.

1. PARAMETRY WPEYWAJACE NA PROLIFERACJE KOMOREK
W MIKROSYSTEMACH PRZEPLYWOWYCH

W literaturze prezentowanych jest szereg mikrosysteméw wykorzystywa-
nych w takich dziedzinach nauki jak chemia [1, 2] czy elektronika [3]. Niemniej
jednak, w ostatnich latach coraz wiecej grup badawczych skupia sie na opraco-
wywaniu mikroukltadéw wykorzystywanych w inzynierii komdrkowej [4]. Naj-
wiekszg korzyscig wynikajgcg z opracowywania urzgdzen mikroprzeptywowych,
jest zdolno$¢ tworzenia i kontrolowania specyficznego mikrosrodowiska wzrostu
komorek. Klasyczne metody hodowli i analizy komérek posiadaja wiele ograni-
czen, ktére nie pozwalajg na pelna kontrole wzrostu, réznicowania czy stymulacji
komorek. Zastosowanie systemow lab-on-a-chip pozwala na udoskonalenie tych
metod. Do zalet mikrosystemdéw nalezg miedzy innymi: mozliwos¢ wytworze-
nia mikrostruktur odpowiadajacych wymiarom komorek, szybka wymiana ciepla
i efektywny transport masy, mozliwo$¢ analizy wptywu bodzcéw zewnetrznych na
komorki oraz prowadzenia badai w warunkach dynamicznych [4].

Komoérki w naturalnym $rodowisku poddawane sg dzialaniu wielu czynnikéw
biochemicznych, fizycznych i fizykochemicznych. Czynniki te wplywaja na proli-
feracje, wzrost i funkcje komorek. Zastosowanie mikrosysteméw przeptywowych
umozliwia zaprojektowanie geometrii mikrostruktur w taki sposéb, aby odzwier-
ciedlaly one warunki in vivo [5]. Ponadto, pozwalajg one na obserwacje wzrostu
komorek oraz analiz¢ wplywu oddzialujacych na nie bodzcoéw zewnetrznych w cza-
sie rzeczywistym.

Istotnym zagadnieniem w prowadzeniu hodowli komdrek jest stres hydrody-
namiczny (ang. shear stress). Komorki proliferujace w mikrosystemach przeptywo-
wych poddawane sg cigglemu dzialaniu przeptywu reagentéw. Naprezenia cinajace
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moga powodowaé zmiany przepuszczalnosci, fragmentacj¢ a nawet przerwanie
blony komoérkowej. Wptywa to na morfologi¢ oraz proliferacje komorek [6]. Jed-
noczesnie, naprezenia $cinajagce w pewnym stopniu nasladuja przeptyw plynow
wystepujacy w warunkach in vivo. W zwigzku z tym, w zaleznosci od rodzaju
badanych komorek przeptyw reagentéw moze dziala¢ stymulujaco na wzrost
komorek lub wywotywaé niekorzystny dla nich stres hydrodynamiczny. Systemy
lab-on-a-chip sa dobrym rozwigzaniem, umozliwiajacym badanie wplywu wartosci
naprezen $cinajacych na morfologie oraz zywotnos¢ komorek.

Kolejnym parametrem, wplywajacym na hodowle komérek w mikroskali,
jest skuteczna objetos¢ hodowli (ang. Effective Culture Volume, ECV). Jest ona
wskaznikiem zdolnosci komoérki do kontroli jej mikrosrodowiska w trakcie wzro-
stu. Skuteczna objeto$¢ hodowli jest funkcjg wielkosci transportu masy wzdluz
kazdej osi mikrokanalu, efektow dyfuzji i konwekcji oraz stopnia adsorpcji biatek
na powierzchni [7]. Wysoki stosunek powierzchni do objetosci hodowli (ang. Sur-
face-Area-to-Volume ratio, SAV) pozwala na efektywniejsze dostarczanie substan-
¢ji odzywcezych i tlenu do komorek [4]. Ponadto, umozliwia zwiekszong wymiane
gazowa miedzy wnetrzem mikrouktadu a $rodowiskiem zewnetrznym. Nalezy
podkresli¢ réwniez, ze warto$¢ SAV w mikrosystemach jest zblizona do wartosci
uzyskiwanych w warunkach in vivo.

Prowadzenie badan z materialem biologicznym, wymaga zachowania ste-
rylnych warunkéw hodowli oraz ciggtego monitorowania fizjologii komorek.
W zwigzku z tym, podczas projektowania mikrosystemu istotny jest dobér odpo-
wiednich materialéw konstrukcyjnych. Materialy te powinny by¢ przede wszyst-
kim nietoksyczne dla komorek, umozliwiajace wymiane gazowa z otoczeniem,
stabilne w trakcie sterylizacji oraz proste w obrobce. Do materialéw najczesciej
wykorzystywanych do wytwarzania mikrosysteméw lab-on-a-chip w inzynie-
rii komorkowej zalicza sie szklo oraz materialy polimerowe - poli(dimetylo-
siloksan) - PDMS [8], poli(metakrylan metylu) - PMMA oraz poliweglan -
PC [9]. W celu uzyskania innych wlasciwosci powierzchni, na ktérej wzrastaja
komorki, materialy konstrukcyjne moga by¢ modytikowane [10]. W tym celu sto-
sowane sg biatka wystepujace w naturalnej macierzy zewnatrzkomorkowej, na przy-
kfad kolagen, fibronektyna, witronektyna.

Szklo,zewzgledunahydrofilowy charakter powierzchni,jestnajczesciejwykorzy-
stywanym materialem do wytwarzania mikrosysteméw przeznaczonych do hodowli
komorek adherentnych. Ponadto, transparentno$¢ szkla w szerokim zakresie fal pro-
mieniowaniaumozIliwiaintegracjezoptycznymimetodamidetekeji. Najczesciejwyko-
rzystywanymi metodami obrobki szkta jest fotolitogratia, mokre trawienie w kwasie
fluorowodorowym czy reaktywne trawienie jonowe (ang. Reactive Ion Etching, RIE).
W celu uszczelnienia uzyskanych mikrowzoréw, plytki szklane tgczy sie na przyklad
z PDMS po aktywacji ich powierzchni za pomocg plazmy tlenowej. Zastosowanie
przepuszczalnego dla gazow PDMS jest konieczne, ze wzgledu na mozliwo$¢ dyfuzji
tlenu, niezbednego do prawidlowego wzrostu komorek.
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Mikrostruktury w polimerach wykonuje si¢ przy uzyciu metod replikacyjnych
oraz metod ich bezposredniej obrébki [11]. Na szczegoélne zainteresowanie wsrod
materialéw polimerowych zastuguje PDMS. Posiada on szereg cennych wlasci-
wosci takich jak: biokompatybilnosé, przenikalnos¢ dla gazéw, elastycznosé czy nie-
przepuszczalno$¢ dla wody. Wykazuje on réwniez stabilno$¢ w szerokim zakresie
temperatur. PDMS cechuje si¢ skrajnie wysoka hydrofobowoscia, co wyklucza jego
zastosowanie jako powierzchni przeznaczonej do wzrostu komoérek adherentnych.
Jednak z powodzeniem wykorzystywany jest do hodowli sferoidow [12]. Najcze-
$ciej wykorzystywang metoda wytwarzania elementéw mikrouktadéw w PDMS
jest zastosowanie metod replikacyjnych. Na rysunku 1A przedstawiono schemat
wytwarzania mikrostruktur w PDMS. Metoda ta wymaga przygotowania pieczatki
odzwierciedlajacej strukture mikrosystemu. Pieczatka wykonywana jest zazwyczaj
metoda fotolitografii. Po wytworzeniu pieczatki nastepuje etap wylania mieszaniny
nieusieciowanego prepolimeru z odczynnikiem sieciujacym na gotowa matryce. Pod
wplywem podwyzszonej temperatury (ok. 70-80°C) dochodzi do jego usieciowania,
a utwardzong warstwe polimeru oddziela si¢ od pieczatki. W wyniku tej procedury
w usieciowanym elastomerze odwzorowywana jest sie¢ mikrokanatéw o dobrze
zdefiniowanych wymiarach. Po wywierceniu otworéw wlotowych i wylotowych
uzyskang strukture uszczelnia sie faczac ja z inng plytka. Najczesciej elementy wyko-
nane z PDMS faczy sie ze szklem lub kolejng warstwa polimeru, rzadziej natomiast
z ceramikg i krzemem.

)
o ‘. ‘.8 ¢ ot
N B 4
pieczatka z filmu  umieszczenie pieczatki  wylanie prepolimeru| mikrofrezowanie czyszczenie
kapilarnego w formie PDMS -
- - Sty
usieciowanie wywiercenie otworéw  potaczenie z druga v
warstwy PDMS  na wezyki doprowadzajace warstwg PDMS . . mikrosystem
taczenie termiczne PMMA/PMMA

Rysunek 1. Schemat wytwarzania mikrosystemu z PDMS metoda replikacyjng (A); schemat wytwarzania
mikrosystemu z PMMA metodg mikrofrezowania (B)

Figure 1. Scheme of PDMS microsystem fabrication by replica molding technique (A); scheme of PMMA
microsystem fabrication by micromilling technique (B)

PMMA jest kolejnym materialem polimerowym, ktéry réwniez moze stanowic¢
jeden z elementéw konstrukcyjnych mikroukladu do hodowli komdrek. Do obrébki
PMMA stosowana jest metoda mikrofrezowania (Rys. 1B). Polega ona na stopnio-
wym usuwaniu warstw polimeru z powierzchni materialu za pomoca obracajacego
sie mikrofrezu. Technologie wytwarzania coraz bardziej precyzyjnych narzedzi
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o wymiarach rzedu kilkudziesieciu mikrometréw, pozwalaja na bezposrednie wyko-
nanie mikrosystemow przepltywowych. Zaleta mikrofrezowania, w stosunku do
metod replikacyjnych, jest mozliwo$¢ otrzymania struktur 3D, natomiast jej wada
jest niska wydajnos¢ oraz rozdzielczos¢.

Poczatkowo mikrosystemy wykorzystywane byty do manipulacji oraz badania
adhezji i migracji komoérek. Obecnie, mikrouklady o bardziej skomplikowanych
strukturach stosowane s3 miedzy innymi do przeprowadzenia testow toksycznosci
zwigzkow. Mozliwe jest réwniez zaprojektowanie urzadzen symulujacych metabo-
lizm calego organizmu, tzw. organ-on-a-chip. Przewaga tego typu rozwigzan nad
konwencjonalnymi metodami hodowli komoérek jest przede wszystkim prowadze-
nie badan w warunkach zblizonych do warunkéw in vivo.

2. MIKROSYSTEMY PRZEPLYWOWE DO DWUWYMIAROWE] (2D)
HODOWLI KOMOREK

Zastosowanie systemow lab-on-a-chip umozliwia prowadzenie badan
w mikrosrodowisku bardziej zblizonym do warunkoéw in vivo niz w przypadku sto-
sowania plytek 96-dotkowych [13]. Mikrouklady zawieraja w swej geometrii miejsca
przeznaczone do dokowania i wzrostu komorek (mikrokomory hodowlane), mikro-
kanaty doprowadzajgce komorki oraz sie¢ mikrostruktur umozliwiajacych ciggte
dostarczanie substancji odzywczych i badanych zwigzkdéw. W literaturze prezento-
wanych jest szereg mikrosystemoéw, do dwuwymiarowowej (ang. two-dimensional -
2D) hodowli komérek oraz ich analizy (tzw. microsystems for cellomics) [14]. Podob-
nie jak w konwencjonalnie stosowanych metodach, w mikrosystemach komorki
ulegaja adhezji do powierzchni materiatéw konstrukcyjnych. Niemniej jednak sa
one hodowane w warunkach dynamicznych (przeptyw substancji). Dwuwymiarowa
hodowla komoérek prowadzona w systemach lab-on-a-chip stosowana jest m.in. do
badania proliferacji komoérek po dziataniu bodzcéw zewnetrznych, badania cyto-
toksycznosci lekdw podawanych pojedynczo lub w terapii wielolekowej, badania
interakeji i migracji komorek oraz testowania procedur stosowanych w terapiach
przeciwnowotworowych np. terapii fotodynamicznej (ang. Photodynamic Therapy,
PDT) [14-17].

Jednym z pierwszych doniesien literaturowych na temat analizy prolifera-
cji komorek w mikroskali byla praca Tillesa [18]. Badania prowadzono w mikro-
ukladach wykonanych z poliweglanu oraz ze szkla. W jednym z mikrouktadow
plytke z poliweglanu zastapiono przepuszczalng dla gazéw membrana poliureta-
nowa (Rys. 2). Nastepnie, zbadano jak dostep tlenu oraz naprezenia $cinajace (prze-
plyw wprowadzanych substancji w zakresie od 0,06 do 4,18 ml/min) wplywajg na
wzrost komorek pierwotnych hepatocytéw hodowanych w monowarstwie z fibro-
blastami 3T3-]2.
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Rysunek 2. Schemat mikrokanatu do badania zywotnoéci hepatocytéw. Mikrouklad wykonany ze szkta i poli-
weglanu (A) oraz ze szkla i przepuszczalnej dla gazow membrany poliuretanowe;j (B) [18]

Figure 2. Scheme of microchannel for hepatocyte viability test. Microsystem was fabricated of glass and
polycarbonate (A) and of glass and gas-permeable polyurethane membrane (B) [18]

Zaobserwowano znaczacy spadek Zywotnosci komdrek oraz syntezy mocznika
i albuminy przez hepatocyty w mikrouktadzie z ograniczonym dostgpem tlenu.
Ponadto wykazano, ze nizsze warto$ci naprezenia $cinajacego (0,01 do 0,33 dyn/
cm’) wplywajg stymulujaco na proliferacje hepatocytéw. Prezentowane wyniki
potwierdzajag mozliwo$¢ stosowania przeplywowych mikrosysteméw do analizy
podstawowych funkcji komorek, jak rowniez do badania ich zywotnosci po dziala-
niu czynnikami zewnetrznymi.

Hodowle prowadzone w mikrosystemach przeptywowych typu lab-on-a-chip
maja przewage nad hodowlami statycznymi nie tylko ze wzgledu na redukcje zuzy-
wanych reagentéw i materiatu biologicznego, ale réwniez dzigki mozliwosci bie-
Zacego sterowania stezeniami i dozowaniem badanych substancji. Do prowadzenia
testow cytotoksyczno$ci zwigzkow, badania chemotaksji oraz migracji komorek
wykorzystywane sg czesto tzw. generatory gradientow stezen (ang. Concentration
Gradient Generator, CGG), w ktorych mozliwe jest wygenerowanie, w jednym
etapie analizy, kilku stgzen wprowadzanych do mikrouktadu roztworéw. Do naj-
prostszych generatoréw nalezg mikrokanaty w ksztatcie litery T lub Y [19]. Zasada
dziatania CGG polega na tym, ze roztwory ptynace w dwodch kanatach wprowadza-
jacych, tacza si¢ w jeden, gdzie na drodze dyfuzji nastgpuje ich wymieszanie. Ste-
rowanie gradientem moze odbywac si¢ poprzez odpowiednio zaprojektowanag sie¢
kanatow, ktorej liczba wlotow i wylotow determinuje liczbe otrzymanych stezen
uzywanego do badan czynnika. Dodatkowe wloty i mikrokanaty umozliwiaja uzy-
skanie bardziej ztozonych profili przeptywu. Systemy lab-on-a-chip zintegrowane
z generatorem gradientu stezen stosowane sg przede wszystkim do oznaczania cyto-
toksycznosci zwiazkow biologicznie czynnych oraz analizy ich wptywu na prolife-
racj¢ komorek rosngcych w postaci monowarstwy. Siyan opracowat mikrosystem,
wykonany z PDMS oraz ze szkta, do analizy opornosci komoérek nowotworu ptuc
(SK-MES-1) na dziatanie leku przeciwnowotworowego VP-16 [20]. Mikrosystem
sktadatl si¢ z CGG, w ktorym z dwoch roztwordw o roznym stezeniu uzyskiwano
na wylotach mikrokanatéw osiem stezen badanego zwigzku. Generator potaczony
byl z macierza 8 x 3 mikrokomdr hodowlanych. W mikrouktadzie o takiej geome-
trii zbadano zalezno$¢ pomig¢dzy ekspresja biatka GRP78 (ang. Glucose Regulator
Protein) a opornoscig komorek po dziataniu leku. W tym celu, komoérki induko-
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wano jonoforem wapnia A23187 o réznym stezeniu (0—6 pM), wprowadzonym do
mikrouktadu. Nastepnie, komorki inkubowano z 30 uM VP-16. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze zar6wno ekspresja biatek, jak i zywotno$¢ komorek wzrasta wraz ze
zwigkszajacym sie stezeniem A23187. Autorzy pracy udowodnili, ze biatko GRP78
odgrywa znaczacg rolg w opornosci chemicznej na dziatanie VP-16 w komorkach
nowotworu phuc.

Z kolei Wang opisal mikrosystem, posiadajacy 576 mikrokomér hodowla-
nych, ktéry wykorzystano do badania toksycznego dzialania takich zwigzkéw jak:
digitonina, saponina, CoCl,, NiCl, oraz akroleina [21]. Mikrosystem wykonany
w PDMS, zawieral w swej geometrii mikrokanaty taczace si¢ ze soba prostopa-
dle. Przeznaczone byly one do wprowadzania komoérek oraz badanych zwiazkow.
Miejsca przecigcia dwdch mikrokanaléw tworzyly matryce mikrokomor, w kto-
rych hodowano komorki oraz prowadzono analize cytotoksyczno$ci zwigzkow.
W jednym mikrosystemie jednocze$nie badano zywotnos¢ komorek adherent-
nych BALB/3T3, Hela oraz komoérek srédblonka po ekspozycji na dzialanie
dwoch stezen kazdego ze zwigzkow (okreslonych jako wysokie i niskie stezenie).
Niewatpliwg zaletg opracowanego mikrosystemu przeptywowego byla mozliwo$é
jednoczesnego przeprowadzenia w nim badan przesiewowych kilku zwigzkow,
z wykorzystaniem réznych typéw komorek.

W opisanym powyzej mikrosystemie analizowano dzialanie pojedynczego
zwiazku, jednakze systemy lab-on-a-chip z powodzeniem moga by¢ wykorzystane
réwniez do przeprowadzenia badan terapii wielolekowej. W zespole Brzozki opra-
cowano mikrosystem, w ktérym zbadano cytotoksycznos¢ 5-fluorouracylu (5-FU)
oraz celekoksibu (ang. celecoxib, Celbx) inkubowanych z komérkami pojedynczo
iwkombinacji [22]. Mikrouktad wykonano z PDMS (technikg fotolitografii i metoda
odlewu) oraz ze szkla (technikg fotolitografii i mokrego trawienia). W szkle wyko-
nano macierz 5 x 5 mikrokomoér hodowlanych (o $rednicy 1 mm). Z kolei w plytce
PDMS znajdowata si¢ sie¢ mikrokanatéw zaprojektowana w ten sposob, aby struk-
tury wielokanatowe pokrywaly si¢ z mikrokomorami wytworzonymi w plytce szkla-
nej. Ponadto, geometria mikrosystemu zawierata generator gradientu stezen, dzieki
ktoremu mozliwe bylo uzyskanie pieciu réznych stezen badanego zwiazku (Rys. 3).

W wytworzonym mikrosystemie badano zywotno$¢ komorek nowotworowych
(A549, HT-29) oraz prawidtowych (BALB/3T3) po ekspozycji na dziatanie poje-
dynczych zwigzkow o stezeniu 0-300 uM 5-FU oraz 0-120 pM Celbx. Mikrosystem
wykorzystano réwniez do oceny terapii wielolekowej, w tym celu przez generator
gradientu stezen wprowadzono jednoczesnie 300 uM 5-FU oraz 120 uM Celbx.
Dzieki obecnosci CGG, w komorach hodowlanych uzyskano kombinacje pieciu
réznych stezen obydwu zwigzkéw. Po 24 h i 48 h inkubacji okreslano zywotnos¢
komorek z wykorzystaniem barwienia réznicowego znacznikami fluorescencyj-
nymi: kalceing-AM (barwiacg komorki zywe na zielono) i jodkiem propidyny (bar-
wigcym komorki martwe na czerwono). W celu weryfikacji przydatnosci systemu
lab-on-a-chip do testéw cytotoksycznoséci przeprowadzono analiz¢ poréwnawczg
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wynikéow uzyskanych w mikro i makroskali. Uzyskano nieznaczne rozbieznosci
pomiedzy zywotnosciag w obydwu modelach. Wynika¢ one mogty z réznych warun-
kow prowadzenia do$wiadczen: dla mikrouktadu (warunki przeplywowe) oraz dla
plytek 96-dotkowych (warunki statyczne).

martwe
komorki

Zywe
komorki

Rysunek 3. Mikrouktad (PDMS/szklo) wykorzystany do testow cytotoksycznosci 5-FU oraz Celbx [22]
Figure 3. Microsystem (PDMS/glass) for cytotoxicity tests of 5-FU and Celbx [22]

Hodowle 2D prowadzone w mikrosystemach postuzyly do badania cytotok-
syczno$ci réznego typu zwigzkow przeciwzapalnych i przeciwnowotworowych,
podawanych w roztworze czy w formie nanoczastek. Oprocz analizy biologicznej
aktywnosci zwigzkéw systemy lab-on-a-chip z powodzeniem zostaly zastosowane
do badania procedur przeciwnowotworowych, np. terapii fotodynamicznej (PDT).
Lou zaprojektowal i wykonatl mikroprzeptywowa platforme do oceny skutecznosci
PDT z wykorzystaniem réznych czynnikéw, migdzy innymi stezenia fotouczulacza,
dawki promieniowania, poziomu natlenienia, rodzaju komorek oraz czasu inkuba-
cji [23]. Mikrosystem zawieral trzy warstwy: (1) gazowa — umozliwiajaca kontrolo-
wanie poziomu tlenu (2) hodowlang - przeznaczona do hodowli komérek oraz (3)
wykorzystywang do naswietlania - zbudowana z odpowiednich filtréw pozwalaja-
cych na kontrole dostarczanej dawki promieniowania. Fotocytotoksycznos¢ komo-
rek glejaka C6 analizowano po dziataniu bigkitem metylenowym oraz naswietleniu
$wiatlem o dlugosci fali 635 nm. Geometria mikrosystemu pozwolita na jednocze-
sng analize skutecznoéci PDT w 324 réznych warunkach.

Z kolei w zespole Brzoézki opracowano mikrosystem nie tylko do analizy sku-
tecznosci PDT dla réznych stezen fotouczulacza, ale réwniez z wykorzystaniem
kokultur komoérkowych [24]. Mikrosystem, zawieral mikrokanaly w ksztalcie
litery V, na ktérych umieszczono pary komoér hodowlanych. Kazda para potaczona
byta ze sobg mikrokanatami poprzecznymi o réznej dlugosci — kanaly poprzeczne
mialy umozliwia¢ dyfuzje medium hodowlanego oraz migracje komoérek. Na
koncu struktury w ksztalcie litery V umieszczona zostala wspolna mikrokomora
do uzyskania kokultury. Dwa otwory wlotowe umozliwily jednoczesne wprowadza-
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nie komorek prawidlowych (MRC5) i nowotworowych (A549) pluc, w ten sposob
aby nie ulegly one wymieszaniu. W takim mikrosystemie przeprowadzono PDT
z wykorzystaniem kwasu 5-aminolewulinowego jako fotosensybilatora. Zaobserwo-
wano, ze obecno$¢ komdrek nowotworowych po PDT obniza zywotnos¢ komorek
prawidlowych, wzrastajacych w tym samym mikro$rodowisku. Mozna to ttumaczy¢
faktem, iz komorki nowotworowe uwalniaja sygnaly $mierci (np. czynnik TNFa),
ktére dyfundujg do komdrek prawidlowych znajdujacych si¢ w bliskim sasiedztwie.
Z wykorzystaniem tego mikroukladu wykazano, ze systemy lab-on-a-chip moga by¢
stosowane zarowno do oceny zywotnosci komorek jak i badania ich podstawowych
funkcji i mechanizméw.

Szczegdtowa analiza specyficznych interakcji na poziomie komérka — komoérka
oraz badanie kokultur komérkowych jest waznym elementem badan podstawo-
wych. Zjawisko migracji komorek jest podstawg wielu proceséw fizjologicznych
i odgrywa kluczowg role w zrozumieniu wielu mechanizméw (np. przerzutéw
nowotworu, przebudowy tkanek, angiogenezy czy gojeniu sie ran). Konwencjonalne
metody hodowli posiadaja wiele ograniczen w tego typu badaniach. Oparte sg one
glownie na testach prowadzonych w warunkach statycznych, z ograniczong kon-
trolg precyzyjnego umieszczania komorek oraz stymulacji bodzcami zewnetrznymi.
Systemy lab-on-a-chip sa rozwigzaniem, pozwalajacym na precyzyjne umieszczenie
kilku typow komorek w jednym ukladzie, a nastepnie obserwacje ich wzajemnych
interakcji. Najprostszym rozwigzaniem stosowanym w mikrosystemach przeply-
wowych jest zastosowanie kilku réwnolegtych kanaléw, do ktérych wprowadzone
s3 badane komorki. Na przyklad, Nie opracowal mikrouktad, wykonany w PDMS,
w ktérym przeprowadzono badanie migracji komoérek po dziataniu trypsyny [25].
W tym celu, do mikrokanalu (polaczonego z trzema kanalami wlotowymi) wpro-
wadzono komorki adherentne NIH-3T3. Nastepnie, po 48 h do jednego z mikro-
kanatéw wlotowych wprowadzano roztwor trypsyny. Powodowato to uszkadzanie
komorek oraz ich wyptukiwanie z mikrouktadu. Pozostala czes¢ komorek, rosna-
cych w monowarstwie pozostawala nienaruszona. W kolejnym etapie eksperymentu
badano jak rézne czynniki (epidermalny czynnik wzrostu — EGE cytochalazyna D
(CD) i falloidyna) wplywaja na migracje komérek. W trakcie badan wykazano, ze
EGF najbardziej pobudza komérki do proliferacji i migracji wzdtuz mikrokanatu.

W innymi mikrosystemie, wykonanym ze szkta i PDMS, zbadano interakcje
pomigdzy komoérkami nowotworowymi (B16 — komorki czerniaka) i komorkami
uktadu odpornosciowego (WT oraz IRF-8 KO - komorki $ledziony) [26]. W struk-
turze mikrosystemu wyrozni¢ mozna byto trzy mikrokanaty ulozone rownolegle,
polaczone ze sobg mikrokanlikami (o szeroko$ci 12 um) shuzagcymi do migracji
komorek. Do kanatow bocznych wprowadzano komorki: do jednego mikrokanatu
komorki nowotworowe, do drugiego komoérki odporno$ciowe (WT lub IRF-8 KO).
Nastepnie, przez kolejne siedem dni, badano migracje komoérek odpornoscio-
wych wzdtuz mikrokanlikéw poprzecznych. Zaobserwowano przemieszczanie si¢
komorek $ledziony WT oraz silne interakcje z komoérkami nowotworowymi B16.
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W przeciwienstwie do nich, komorki odpornosciowe IRF-8 KO stabo oddzialywaty
z komoérkami czerniaka.

Badania migracji i interakcji komorek adherentnych w mikroskali potwier-
dzaja mozliwo$¢ wykorzystania systemow lab-on-a-chip jako narzedzi stosowanych
do prowadzenia badan in vitro. Stuzy¢ moga one do analizy wzajemnych oddzialy-
wan miedzy komoérkami nowotworowymi i prawidlowymi. Ponadto, mikrosystemy
z powodzeniem wykorzystywane sg do badania zywotnosci komoérek rosngcych
w monowarstwie po ich ekspozycji dowolnymi zwigzkami biologicznie czynnymi.
Ze wzgledu na szereg zalet stanowi¢ moga one alternatywne narzedzia do prowa-
dzenia wielu typéw badan biologicznych. Niemniej jednak zastosowanie komorek
rosngcych w monowarstwie (2D) nie jest idealnym odzwierciedleniem tréjwy-
miarowego (ang. three-dimensional, 3D) wzrostu komorek w warunkach in vivo.
W zwigzku z tym, coraz czesciej opracowywane sg mikrouktady umozliwiajgce pro-
wadzenie hodowli 3D w systemach lab-on-a-chip.

3. MIROSYSTEMY PRZEPEYWOWE DO TROJWYMIAROWE] (3D)
HODOWLI KOMOREK

Tradycyjne hodowle komodrkowe in vitro, opierajace si¢ na wzroscie komo-
rek w monowarstwie (2D), nie odzwierciedlaja w pelni warunkéw panujacych
w $srodowisku in vivo. W organizmach zywych komorki otoczone sg skompliko-
wang siecig widkien biatkowych tak zwang macierzg zewngtrzkomérkowg ECM
(ang. Extracellular Matrix), ktora zespala komorki ze sobg, tym samym umozli-
wiajac im tworzenie trojwymiarowych struktur (tkanek) [27]. W takim $rodowisku
komorki zorganizowane sg w sposob zapewniajacy im komunikacje i wzajemne
oddziatywanie. Ponadto, komorki zaopatrywane sa w sposob ciagly przez ptyny
ustrojowe w $wieze sktadniki pokarmowe, podczas gdy warunkach in vitro medium
hodowlane dostarczane i usuwane jest okresowo. W zwigzku z tym istnieje potrzeba
stworzenia modeli doswiadczalnych in vitro odzwierciedlajacych, mozliwie najdo-
ktadniej, warunki panujace w Zywym organizmie.

Warunki podobne do in vivo mozna osiagna¢ w mikrosystemach przeptywo-
wych. Umozliwiaja one kontrole mikrosrodowiska komoérkowego poprzez odpo-
wiednig topografie mikrokanaléw, a takze zapewniajg staly przepltyw medium
hodowlanego [28]. Dodatkowo w mikrosystemach mozliwe jest osiggniecie prze-
strzennego wzrostu komorek. Tréjwymiarowe hodowle komoérkowe w mikro-
ukladach przeptywowych mozna osiggna¢ na kilka sposobéw. Jednym z nich jest
zastosowanie odpowiedniej geometrii i topografii mikrokanalow. Najczesciej spoty-
kane projekty tego typu mikroukladéw opierajg sie na wykorzystaniu tak zwanych
mikrostupkéw (ang. micropillars). Sa to tréjwymiarowe mikrostruktury o podstawie
elipsy, rombu, kwadratu czy trojkata, rozmieszczone i zorientowane w mikrokanale
w odpowiedni sposdb. Ich $redni to kilkadziesigt mikrometrow [29]. Mikrostupki
stosowane s3 w mikroukladach wykonanych gléwnie z poli(dimetylosiloksanu)
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(PDMS) za pomoca techniki glebokiego reaktywnego trawienia jonowego — DRIE
(ang. Deep Reactive Ion Etching) oraz metody replikacyjnej [30].

Wykorzystanie mikrostupkéw w celu uzyskania tréjwymiarowej hodowli komo-
rek przedstawiono w kilku pracach [31-33]. W kazdej z nich opisano mikrosystem
przepltywowy, ktérego gléwny mikrokanal (dtugo$¢ = 1 cm, szeroko$¢ = 600 pm,
wysoko$¢ = 100 pm) zostal podzielony przez system dwdch rzedéw eliptycznych
mikrostupkéw na trzy réwne strefy (o szerokosci 200 pm). Mikrostupki o wymiarach
30 x 50 pm, oddalone od siebie 0 20 pm wyznaczaly strefe wzrostu komorek (w cen-
trum kanatu) oraz dwie strefy przeptywu medium hodowlanego (Rys. 4). Odlegto-
$ci pomiedzy mikrostupkami byly wystarczajgce, aby stworzy¢ bariere pomiedzy
strefg rosngcych komorek a przeptywajacym medium, a jednoczesnie zapewniaty
swobodng dyfuzje medium do komoérek podczas hodowli. Komérki wprowadzano
do mikroukladu §rodkowym kanatem za pomocg pompy strzykawkowej. Obecnos¢
mikrostupkéw zapewniata lokowanie si¢ komorek tylko w centralnej czesci mikro-
kanatu. Przestrzenng hodowle komorek, w zaprojektowanym mikrouktadzie, udato
sie osiagng¢ gdy gestosé zawiesiny wprowadzanych komorek miescita sie w zakresie
1,5-10-10° komorek/ml [31]. Takie gestosci zawiesiny komérkowej pozwalaly ,,upa-
kowywa¢” komorki warstwowo (jedna obok drugiej oraz jedna nad i pod druga) tylko
w centralnej czesci mikrokanalu, ograniczonej przez mikrostupki. Komoérki uloko-
wane w ten sposob tworzyly troéjwarstwows, przestrzenng strukture. Nieprzypad-
kowe bylo réwniez ustawienie mikrostupkéw pod pewnym katem do osi podtuz-
nej mikrokanalu, co dodatkowo zwigkszalo wydajnos¢ unieruchomienia komérek
w jego srodkowej czesci. Zastosowanie zawiesiny komorkowej o gestosci mniejszej
niz 1,5-10° komérek/ml pozwalato jedynie na ulokowanie komérek obok siebie
W postaci monowarstwy.

Mikrostupki
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Rysunek 4.  Schemat mikrokanatu z systemem dwoch rzedow eliptycznych mikrostupkéw, wyznaczajacych
strefe hodowli komoérek oraz dwie strefy przeptywu medium hodowlanego [31]

Figure 4. Scheme of the microchannel with two rows of elliptic micropillars, which define the zone of cell
growth and two zones of culture medium flow [31]

W tego typu mikroukladach z powodzeniem przeprowadzono hodowle,
w warunkach przeplywowych, komdrek nowotworowych linii HepG2 [31], MFC?7,
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hepatocytow, szczurzych mezynchymalnych komoérek macierzystych ze szpiku kost-
nego (rBMSCs), mysich mioblastéow linii C2C12 [33]. Komoérki hodowano przez
3 do 7 dni. Zbadano réwniez wplyw szybkosci przeptywu zawiesiny komoérek pod-
czas wysiewania na ich zywotno$¢ [31]. Badania wykazaly, ze przy szybkosciach
przeptywu 0,02 i 0,05 ml/h, komérki wykazywaly ponad 80% Zywotnos¢. Natomiast
przeplyw o wartosci 0,1 ml/h zapewnial tylko okolo 60% zywotnos¢ komorek.
Zatem, do hodowli wybrano wartos$¢ przeptywu medium wynoszaca 0,05 ml/h.

W pracy Anene-Nzelu [33] oprocz zastosowania mikrostupkéw, umozliwiaja-
cych przeprowadzenie tréjwymiarowej hodowli komorek, dodatkowo zmodyfiko-
wano powierzchnie mikrokanaléw za pomocg réwnolegtych w stosunku do siebie
mikrorowkéw (ang. microgrooves). Mialy one zapewni¢ odpowiednia organizacje
komorek. Jest to szczegdlnie istotne podczas hodowli komoérek miesniowych (mie-
$nia sercowego, mieéni szkieletowych czy gtadkich) lub nerwowych, ktére w tkan-
kach zywych organizméw ukladajg si¢ rownolegle w stosunku do siebie tworzac
widkna. Orientacja komoérek determinuje sygnalizacje miedzy nimi. Losowe ulo-
zenie komoérek wzgledem siebie zaburza ich komunikacje i oddziatywanie, wyniku
czego tracg swoj fenotyp i funkcje. Opisywany mikrouklad wykonano w PDMS za
pomoca techniki DRIE i metody replikacyjnej. Glebokos¢ stosownych mikrorow-
kow wynosita okoto 225 nm a odlegtosci pomigdzy nimi okoto 2 pm. W tak zapro-
jektowanym mikroukfadzie przeprowadzono 6-dniowa tréjwymiarowa hodowle
mysich mioblastéw linii C2C12 w trzech réznych konfiguracjach: 1) mikrorowki
zorientowane rownolegle wzgledem kierunku przeptywu medium, 2) mikrorowki
zorientowane prostopadle do kierunku przeptywu medium i 3) powierzchnia bez
mikrorowkéw. Celem badan bylo sprawdzenie wplywu orientacji mikrorowkow
wzgledem kierunku przeplywu medium na orientacje hodowanych komorek.
Obserwacje wykazaly, ze komdrki uporzadkowaly sie zgodnie z rozmieszczeniem
mikrorowkéw w pierwszym przypadku w 78%, w drugim przypadku 53%. W przy-
padku powierzchni bez mikrorowkéw okoto 20% komorek byto prawidtowo uloko-
wanych. Z tego wynika, ze obecno$¢ mikrorowkow wplywa na orientacje komorek,
co z kolei pozwala doktadniej odzwierciedli¢ warunki in vivo okreslonych rodzajow
komorek. Jednak projektowanie i wytwarzanie tego typu mikrostruktur wigze si¢
z wysokimi kosztami produkcji oraz wykorzystywaniem skomplikowanych i czaso-
chtonnych technik.

Innym sposobem na uzyskanie tréjwymiarowych hodowli komoérkowych
w mikrosystemach, niewymagajacym stosowania skomplikowanych geometrii
mikrokanaléw, jest wykorzystanie hydrozeli. Hydrozele to klasa wysokouwodnio-
nych hydrofilowych polimeréw pochodzenia naturalnego lub syntetycznego [34].
Pod wptywem réznych czynnikéw zewnetrznych plynna postaé hydrozelu ulega
zelowaniu tworzgc tréjwymiarowy sie¢ widkien o okreslonej srednicy i wielkosci
poréw, strukturalnie podobng do macierzy zewnatrzkomorkowej. W zaleznosci od
rodzaju hydrozelu jego zelowanie moga powodowac¢ takie czynniki jak: okre§lona
temperatura, promieniowanie o okreslonej dtugosci fali, czy obecno$¢ okreslonych
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zwiazkow chemicznych [35]. Przed procesem zelowania zawiesina komorek zostaje
zmieszana z ptynnym hydrozelem (pre-hydrozelem). Nastepnie, tak przygotowang
mieszanine poddaje si¢ dzialaniu czynnika Zelujagcego, w wyniku czego plynna
posta¢ hydrozelu ulega zestaleniu, a komorki enkapsulacji w jego wnetrzu. Zaleta
stosowania hydrozeli jest ich transparentnos¢, umozliwiajaca obserwacje rosnacych
w nich komdrek, podobienstwo w strukturze do ECM, dobra dyfuzja skladnikow
odzywczych oraz jednorodne rozmieszczenie komoérek w calej objetosci hydrozelu
[36].

W mikrosystemach przeptywowych hydrozele sg czgsto stosowanym rozwia-
zaniem w celu uzyskania tréjwymiarowej hodowli komoérek. Przyklad zastosowa-
nia w mikroukladzie jonowrazliwego hydrozelu przedstawiono w pracy Kima [37].
Wykorzystany hydrozel (Puramatrix), bedacy mieszaning samoorganizujgcych
sie syntetycznych peptydow, ulega zelowaniu w obecnosci jondw soli (zawartych
w medium hodowlanym) [38]. W wyniku tego fancuchy peptydowe tworzg sie¢
nanowldkien o $rednicy 10 nm i wielkosci poréw 50-200 nm. Zastosowana geo-
metria kanaléw umozliwiata ogniskowanie hydrodynamiczne mieszaniny ptynnego
hydrozelu i komdrek w centralnej czgéci gléwnego mikrokanatu (diugos¢ = 2 mm
i szeroko$¢ = 900 pm), a nastepnie Zelowanie w wyniku przeplywu medium hodow-
lanego [37]. Mikroukltad wykonano w poli(dimetylosioksanie) (PDMS) za pomoca
techniki fotolitografii i metody replikacyjnej. Warstwe PDMS z otrzymang strukturg
mikrokanaléw potaczono ze szkielkiem mikroskopowym z wykorzystaniem plazmy
tlenowej. Do mikroukladu wprowadzano jednocze$nie za pomoca pomp strzykaw-
kowych: mieszaning ptynnego hydrozelu i zawiesiny komoérek (1:1), 10% roztwor
sacharozy oraz medium hodowlane (wartosci przeplywow kolejno: 0,167; 3; 0,5 ul/
min). Roztwor sacharozy pelnit dwie role: ogniskowal hydrodynamicznie miesza-
ning hydrozelu i komérek w $rodku gtéwnego mikrokanatu oraz izolowal w pierw-
szym etapie dwa strumienie medium hodowlanego (zwierajacego zelujace sole)
od mieszaniny hydrozelu i komérek (Rys. 5A). Gdy mikrokanal na calej diugosci
zostal wypelniony hydrozelem, wylaczono przeptyw roztworu sacharozy, natomiast
przeptyw medium hodowlanego zwiekszono do 1,3 pl/min (Rys. 5B). W momen-
cie gdy oba strumienie medium hodowlanego dotarty do mieszaniny hydrozelu
i komorek, przeplyw mieszaniny hydrozelu z komoérkami zostal wylaczony.
W wyniku dyfuzji medium do wnetrza hydrozelu ulegl on zzelowaniu, a komdrki
enkapsulacji w jego wnetrzu (Rys. 5C). W zaprojektowanym mikroukladzie prowa-
dzono 3-dniowa hodowle hepatocytéw linii nowotworowej HepG2 w warunkach
przeptywowych (wartos¢ przeplywu medium wynosita 0,5 p/l/min). Wykazano
réwniez, ze warto$¢ przeptywu roztworu sacharozy, podczas wprowadzania hydro-
zelu do mikrouktadu, nie powinna by¢ wieksza niz 6,7 pl/min, poniewaz wplywa to
negatywnie na zywotno$¢ hodowanych komorek.
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Rysunek 5. Schemat procesu tworzenia sie strefy hydrozelu (wraz zamknigtymi w jego wnetrzu komérkami)
w centrum gtéwnego mikrokanatu: wszystkie ptyny wprowadzane s3 do mikrouktadu jedno-
czesnie, roztwor sacharozy ogniskuje hydrodynamicznie mieszanine hydrozelu i komérek oraz
izoluje ja od medium hodowlanego (A); przeplyw roztworu sacharozy zostaje wylaczony, oba
strumienie medium hodowlanego docieraja do mieszaniny hydrozelu i komoérek (B); zelowanie
hydrozelu w wyniku dyfuzji medium (C) [37]

Figure 5. Scheme of hydrogel zone formation (with cells encapsulated inside) in the middle of the main
microchannel: all liquids are introduced into the microdevice simultaneously, sucrose solution
hydrodynamically focuses the hydrogel-cells mixture and isolates the mixture of culture medium
(A); the flow of sucrose solution is turned off, both streams of culture medium start to be in con-
tact with hydrogel-cells mixture (B); gelation of hydrogel by culture medium diffusion (C) [37]

Kolejnym typem przestrzennej hodowli komoérek w mikroukladach przepty-
wowych sg sferoidy. Sg one jednymi z pierwszych modeli in vitro umozliwiajacymi
przestrzenny kontakt komoérek [39]. Powstaja one z agregatéw komoérkowych pod-
czas hodowli w zawiesinie lub nieadhezyjnym $rodowisku [40]. Brak lub ograni-
czona adhezja do podioza sprawia, ze komérki wykazuja zwiekszona tendencje¢ do
tworzenia skupisk, przeksztalcajacych si¢ w miar¢ uplywu czasu w tréjwymiarowe
wielokomédrkowe twory. Za tworzenie si¢ agregatow komodrkowych odpowiadaja
zlokalizowane w blonie komorkowej czasteczki adhezyjne - CAMs (ang. Cell Adhe-
sion Molecules) [41]. Czasteczki adhezyjne zwane réwniez adhezynami, to glikopro-
teiny stanowiace integralng cze¢s¢ btony komoérkowej, ktére biorg udzial w tworzeniu
kontaktow i polgczen migdzykomoérkowych.

Z powodu ograniczonej dyfuzji (na glebokos¢ okoto 150-200 pum [40]) skladni-
kow odzywezych do wnetrza sferoidow, skladajg si¢ one z komorek o zréznicowanym
fenotypie [42]. Centralng cze$¢ sferoidu stanowig komorki objete zmianami mar-
twiczymi. W poblizu obszaréw centralnych wystepuja komorki w fazie spoczynko-
wej. Zewnetrzna warstwe (3-5 warstw) stanowia komorki proliferujace. Charakte-
rystyczna morfologia sferoidéw sprawia, Ze s3 one szeroko stosowane jako model
nieunaczynionego guza nowotworowego w ocenie skutecznosci dzialania lekow
przeciwnowotworowych i radioterapii [40].

Sferoidy mozna otrzymaé réznymi, dokladnie opisanymi, metodami [40].
Zastosowanie mikrosystemow generujacych samoorganizacje komoérek do sfe-
roidéw jest jedna z nowszych technik. Przyklady mikroukltadéw umozliwiaja-
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cych tworzenie sferoidéow sa szeroko opisywane w literaturze [43-45]. W zespole
Brzdzki trwajace od kilku lat badania nad tym zagadnieniem zaowocowaly kilkoma
projektami tego typu mikroukladéw. Jeden z zaprojektowanych [46] mikrosyste-
mow pozwolil uformowa¢ sferoidy o $rednicy do okolo 300 um i prowadzi¢ ich
hodowle przez 15 dni. Hodowle prowadzono w 24 przeptywowych mikrokomo-
rach o cylindrycznym ksztalcie zapewniajacych bardzo niskie naprezenia $cina-
jace < 0,001 dyn/cm” (uznawane za nieszkodliwe dla komérek ssaczych) podczas
wymiany medium hodowlanego. Mikrouklad o geometrii kanaléw i rozmieszcze-
niu mikrokomor, przedstawiony na Rysunku 64, skltadat sie z trzech warstw. Kazda
z warstw, zawierajaca poszczegdlne elementy geometrii, zostata wykonana w PDMS
za pomocg techniki fotolitografii i metody replikacyjnej. Tréjwarstwowa struktura
mikroukladu pozwolila stworzy¢ przestrzennag strukture kanaldéw tzn. uzyskad
kanaty na réznych wysokosciach (Rys. 6B).

B lot zawiesiny Mikrokomory ot zawiesin
wylot zawiesiny komérkowej wxll(omérkowej v hodowlane komérkowejy

o=0=¢-0=0=0-0-0: ‘ _ e \ S |h_

*}, mE

g=0=g=0=g=
\/ / sferoidy
mikrokomory wlot zawiesiny
hodowlane komoérkowej

Rysunek 6. Schemat geometrii mikrosystemu przeptywowego do formowania i hodowli sferoidéw (A); sche-
mat przekroju poprzecznego zaprojektowanego mikroukladu (B) [46]

Figure 6. Scheme of the geometry of the microfluidic system for spheroids formation and culture (A);
scheme of cross-section of the designed microsystem (B) [46]

Badania nad uformowaniem i hodowlg sferoidéw w zaprojektowanym mikro-
ukladzie wykonano na adherentnych komoérkach nowotworu okreznicy linii HT-29.
Hydrofobowe wlasciwoséci poli(dimetylosiloksanu) pozwolily zapobiec adhezji
komorek do powierzchni mikrokanaléw/mikrokomor, tam samym sprzyjajac two-
rzeniu si¢ agregatow/sferoidow. Formowanie sferoidéw w mikroukladzie odbywato
sie w czterech etapach: (1) wysianie komorek, (2) agregacja komorek, (3) wymy-
cie niezagregowanych komorek, (4) uformowanie zwartego sferoidu. Na poczatku
zawiesing komoérek o gestoéci 10° komérek/ml wprowadzono do mikrouktadu
za pomoca pompy strzykawkowej z predkoscig przeplywu 24 pl/min. Agregacje
komorek zaobserwowano po 16 godzinach hodowli. Po tym czasie niezagregowane
komoérki wymyto z mikrokomoér. Sredni wymiar uzyskanych sferoidéow w 8 dniu
hodowli wynosit 140 + 10 pm, w 15 dniu hodowli 270 + 50 pm. Grubos¢ warstwy
komorek proliferujacych wynosita 60 £ 10 pm, co odpowiadalo 4-5 warstwom
komorek.

W drugim z zaprojektowanych mikroukladéw [47] tréjwymiarows strukture
mikrokanatéw uzyskano dzieki zastosowaniu techniki mikrofrezowania. Pozwolito
to uprosi¢ proces wytwarzania mikroukladu poprzez wyeliminowanie wielowar-
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stwowej struktury oraz skomplikowanego procesu wzajemnego pozycjonowania
poszczegdlnych elementdéw geometrii (mikrokanaléw i mikrokomdr) zawartych
w kazdej z warstw. Mikrouktad wykonano w PDMS z zastosowaniem procesu pod-
wojnego odlewu i termicznego starzenia (metoda ta dokladnie opisana w pracy
[47]). Mikrouklad sktadal si¢ z trzech kanaléw o szerokosci 1 mm i glebokosci
50 um (Rys. 7). Kazdy mikrokanal zawieral 15 cylindrycznych mikrokomor o $red-
nicy 200 um i glebokosci 150 pm. Zaprojektowana geometria zapewniata niskie
naprezenia $cinajace 0,0013 dyn/cm’ podczas przeptywu medium z predkoscig
4,5 ul/min. Glebokos¢ kanatow byla wystarczajaca aby zapobiec wymywaniu agre-
gatow podczas wymiany medium.
wlot zawiesiny komérkowej

/

/
mikrokomory wylot zawiesiny
hodowlane komérkowej

Rysunek 7. Schemat geometrii mikrosystemu przeplywowego do formowania i hodowli sferoidow [47]
Figure 7. Scheme of the geometry of the microfluidic system for spheroids formation and culture [47]

Badania nad uformowaniem i hodowla sferoidéw w zaprojektowanym mikro-
ukladzie wykonano réwniez na adherentnych komorkach nowotworu okreznicy
linii HT-29. Hydrofobowe wlasciwos$ci PDMS zwigkszono poprzez modyfikacje jego
powierzchni za pomoca poli(alkoholu winylowego) (PVA), co sprzyjalo wzajemne;
adhezji komorek. Powstawanie sferoidéw przebiegato tak samo jak we wczesniej
opisywanym mikrosystemie. Zaprojektowany mikrosystem przeptywowy umozli-
wil uformowanie sferoidéw oraz ich 4 tygodniowa hodowl¢. Zaobserwowano trzy
fazy wzrostu: faza I (0-3 dnia) to agregacja komorek, tworzenie sferoidu i powolny
wzrost biomasy, faza II (3-10 dni) to intensywna proliferacja i wzrost objetosci
biomasy a faza III (po 10 dniach) to spadek tempa proliferacji az do zatrzymania
wzrostu sferoidow, stala objetos¢ biomasy. Podczas drugiej fazy wzrostu zbadano
cytotoksycznos¢ 5-fluorouracylu o stezeniach w zakresie 0,3-5 mM w stosunku
do otrzymanych sferoidéw. Dla malych stezen leku (0,3 i 0,5 mM) zaobserwowano
zahamowanie wzrostu sferoidéw. Wigksze stezenia (1, 2 i 5 mM) spowodowaly
$mier¢ komorek i ich odlaczanie sie od sferoidéw, co skutkowalo zmniejszeniem
ich $rednicy. Zjawisko to wykorzystano jako wskaznik cytotoksycznoéci badanego
zwigzku. Tak przeprowadzona hodowla sferoidéow postuzyla jako dobry model
komdrkowy w ocenie skutecznosci dziatania leku przeciwnowotworowego.
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Przestrzenne hodowle komdrkowe w mikrosystemach przeptywowych stano-
wig duzo lepszy model doswiadczalny in vitro niz hodowle w tradycyjnych naczy-
niach hodowlanych. Pomimo tego trzeba wlozy¢ jeszcze wiele pracy w udoskona-
lenie konstrukeji mikrosysteméw aby mogty one stac sie¢ powszechnie stosowanym
narzedziem badawczym inzynierii komérkowe;.

PODSUMOWANIE

Mikrosystemy przeptywowe sa obiecujacym narzedziem badawczym inzynierii
komoérkowej. W poréwnaniu do tradycyjnych hodowli komérkowych pozwa-
laja one odwzorowa¢ warunki in vivo. Przede wszystkim zapewniaja staly w cza-
sie przepltyw medium hodowlanego, ktére dostarcza swieze skfadniki pokarmowe
niezbedne do wzrostu komorek, jak réwniez usuwa z ich otoczenia powstajace
podczas hodowli toksyczne metabolity. Warunki przeptywowe zapewniajg sta-
to$¢ i powtarzalnos¢ warunkéw hodowli, co skutkuje zmniejszeniem przypadko-
wosci w badaniach naukowych. Dodatkowo podczas hodowli mozliwa jest regu-
lacja warto$ci przeplywu medium, co pozwala sterowa¢ warunkami hodowli. Co
najwazniejsze, w mikroukladach mozliwe jest osiggniecie przestrzennej hodowli
komorek. W takim $rodowisku komorki zorganizowane sa w sposdb zapewniajacy
im komunikacje i wzajemne oddzialtywanie. Dzi¢ki temu hodowla komdrkowa
w mikrosystemach przeplywowych stanowi duzo lepszy model doswiadczalny niz
tradycyjne hodowle. Ponadto, wykorzystanie systemoéw lab-on-a-chip do badan
moze w przysztosci ograniczy¢ lub calkowicie wyeliminowac testy na zwierzetach.

PODZIEKOWANIE

Niniejszapracabylafinansowanazfunduszyprzeznaczonychnabadaniastatutowe
w Politechnice Warszawskiej.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] D.Janasek, J. Franzke, A. Manz, Nature, 2006, 442, 374.

[2] Q. Tu, L. Pang, Y. Zhang, M. Yuan, ]. Wang, D. Wang, W. Liu, Chin. J. Chem., 2013, 31, 304.

[3] K. Takahata, Micro Electronic and Mechanical Systems, InTech, Rijenka, Croatia 2009.

[4] E.WK. Young, D.J. Beebe, Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 1036.

[5] ].T. Borenstein, H. Terai, K.R. King, E.]. Weinberg, M.R. Kaazempur-Mofrad, J.P. Vacanti, Biomed.
Microdevices, 2002, 4, 167.

[6] X.Zhang, P. Jones, S.J. Haswell, Chem. Eng. J., 2008, 135, 82.

[7]1 G.M. Walker, H.C. Zeringue, D.J. Beebe, Lab Chip, 2004, 4, 91.

[8] K. Zidtkowska, E. Jedrych, R. Kwapiszewski, ]. Lopacinska, M. Skolimowski, M. Chudy, Sens.
Actuators, B: Chemical, 2010, 145, 533.



928

E. TOMECKA, K. TOKARSKA, E. JASTRZEBSKA, M. CHUDY, Z. BRZOZKA

(9]

B. Altmann, T. Steinberg, S. Giselbrecht, E. Gottwald, P. Tomakidi, M. Bichle-Haas, R.J. Kohal,
Biomaterials, 2011, 32, 8947.

J.L. Wang, K.E. Ren, H. Chang, F. Jia, B.C. Li, Y. Ji, J. Ji, Macromol. Biosci., 2013, 13, 483.

E. Sollier, C. Murray, P. Maoddi, D. Di Carlo, Lab Chip, 2011, 11, 3752.

H. Ota, R. Yamamoto, K. Deguchi, Y. Tanaka, Y. Kazoe, Y. Sato, N. Miki, Sens. Actuators, B: Che-
mical, 2010, 147, 359.

H. Andersson, A.B. Berg, Sens. Actuators, B: Chemical, 2003, 92, 315.

P. Neuzil, S. Giselbrecht, K. Lange, T. ]. Huang, A. Manz, Nat. Rev. Drug Discov.,2012, 11, 620.

D. Wlodkowic, J.M. Cooper, Curr. Opin. Chem. Biol., 2010, 14, 556.

G.A. Cooksey, C.G. Sip, A. Folch, Lab Chip, 2009, 7, 417.

E. Jedrych, Z. Pawlicka, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzozka, Anal. Chim. Acta, 2011, 683, 149.

A.W. Tilles, H. Baskaran, P. Roy, M.L. Yarmush, M. Toner, Biotechnol. Bioeng., 2001, 73, 379.

A. Kambholz, B.H. Weigl, B.A. Finlayson, P. Yager, Anal. Chem., 1999, 71, 5340.

W. Siyan, Y. Feng, Z. Lichuan, W. Jiarui, W. Yingyan, J. Li, L. Bingcheng, W. Qi, J. Pharm. Biomed.
Anal., 2009, 49, 806.

Z. Wang, H. Kim, M. Marquez, T. Thorsen, Lab Chip, 2007, 276, 1425.

E. Jastrzebska, S. Flis, A. Rakowska, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzozka, Mikrochim. Acta., 2013,
180, 895.

X. Lou, G. Kim, H.K. Yoon, Y. Koo Lee, R. Kopelman, E. Yoon, Lab Chip, 2014, 14, 892.

E. Jastrzebska (Jedrych), I. Grabowska-Jadach, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzézka, Biomicrofluidics,
2012, 6, 044116-1.

E. Nie, M. Yamada, J. Kobayashi, M. Yamato, A. Kikuchi, T. Okano, Biomaterials, 2007, 28, 4017.
L. Businaro, A. Ninno, G. Schiavoni, V. Lucarini, G. Ciasca, A. Gerardino, F. Belardelli, L. Gabriele,
F. Mattei, Lab Chip, 2013, 13, 229.

G. Fuller, D. Shields, Podstawy molekularne biologii komérki, Wydawnictwo Lekarskie PZWL,
Warszawa 2000.

N. Annabi, S. Selimowi¢é, J. P. A. Cox, J. Ribas, M. A. Bakooshli, D. Heintze, A. S.
Weiss, D. Cropek, A. Khademhosseini, Lab Chip, 2013, 13, 3569

M.S. Kim, H. Hwang, Y. Choi, J. Park, Open Biotechnol. J., 2008, 2, 224.

H. Sato, Y. Houshi, S. Shoji, Microsyst. Technol., 2004, 10, 440.

Y.C. Toh, C. Zhang, J. Zhang, Y.M. Khong, S. Chang, V.D. Samper, D. van Noort, D.W. Hutmacher,
H. Yu, Lab Chip, 2007, 7, 302.

Y.C. Toh, T.C. Lim, D. Tai, G. Xiao, D. van Noort, H. Yu, Lab on Chip, 2009, 9, 2026.

C.G. Anene-Nzelu, K.Y. Peh, A. Fraiszudeen, Y.H. Kuan, S.H. Ng, Y.C. Toh, H.L. Leo, H. Yu, Lab
Chip, 2013, 13, 4124.

J.L. Drury, D.]. Mooney, Biomaterials, 2003, 24, 4337.

Y. Qiu, K. Park, Adv. Drug Deliver. Rev., 2001, 53, 321.

B.P. Chan, K.W. Leong, Eur. Spine. J., 2008, 17, S467.

M.S. Kim, J.H. Yeon, J. Park, Biomed. Microdevices, 2007, 9, 25.

A.O. Abu-Yousif, I. Rizvi, C.L. Evans, J.P. Celli, T. Hasan, J. Vis. Exp., 2009, 34, 1692, 1.

S. Stoklosowa, Hodowla komérek i tkanek, Wydawnictwo naukowe PWN, Warszawa 2004.

R. Lin, H. Chang, Biotechnol. ], 2008, 3, 1172.

M. Mantur, J. Wojsztel, Pol. Merk. Lek., XXIV, 2008, 140, 177.

K. Urbanska, ]. Sokotowska, Zycie Wet., 2012, 88/10, 827.

Y. Torisawa, A. Takagi, Y. Nashimoto, T. Yasukawa, H. Shiku, T. Matsue, Biomaterials, 2007, 28,
559.

B. Patara, Y.H. Chen, C.C. Peng, S.C. Lin, C.H. Lee, Y.C. Tung, Biomicrofluidics, 2013, 7, 054114-1.
C-Y. Fu, S.Y. Tseng, S.M. Yang, L. Hsu, C.H. Liu, H.Y. Chang, Biofabrication, 2014, 6, 015009-1.



INZYNIERIA KOMORKOWA W SYSTEMACH LAB-ON-A-CHIP 929

[46] K. Ziotkowska, R. Kwapiszewski, A. Stelmachowska, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzdzka, Sens. Actu-
ators, B: Chemical, 2012, 173, 908.

[47] K. Ziotkowska, A. Stelmachowska, R. Kwapiszewski, M. Chudy, A. Dybko, Z. Brzdzka, Biosens.
Bioelectron., 2013, 40, 68.

Praca wplyneta do Redakeji 22 maja 2015






WIADOMOSCI 2015, 69, 9-10
chemicme PL ISSN 0043-5104

ZASTOSOWANIE METOD ELEKTROCHEMICZNYCH
W BIOANALITYCE - WYBRANE ZAGADNIENIA

ELECTROCHEMICAL METHODS IN BIOANALYTICS
- SELECTED ASPECTS

Iwona Ufnalska*, Magdalena Zofia Wiloch,
Malgorzata Wesoly, Pawel Cwik, Marcin Zabadaj,
Patrycja Ciosek, Urszula Elzbieta Wawrzyniak,
Wojciech Wroblewski

Politechnika Warszawska, Wydziat Chemiczny, Zaktad Mikrobioanalityki
ul. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa
*e-mail: iufnalska@ch.pw.edu.pl

Praca zostata opublikowana w specjalnym numerze
~Wiadomosci Chemicznych”, poswigconym pamieci Profesora Stanistawa Glgba,
w 70-tg rocznice Jego urodzin

Abstract

Wprowadzenie

1. Potencjometryczny elektroniczny jezyk w analizie probek farmaceu-
tycznych

2. Elektrochemiczne badania oddziatywan peptydéw z jonami miedzi(II)

3. Warstwy receptorowe sensorow elektrochemicznych zawierajace
kwasy boronowe

Uwagi koncowe

Podziekowanie

Pis$miennictwo cytowane



mailto: iufnalska@pw.edu.pl

932 L. UENALSKA L IN.

Mgr inz. Iwona Ufnalska ukonczyla studia magisterskie na kierunku Technologia Chemiczna na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Prace magisterska wykonala w Zakltadzie Mikrobioanalityki, gdzie
obecnie prowadzi badania zwigzane z praca doktorska. Przedmiotem jej zainteresowan naukowych sg elektro-
chemiczne wlasciwosci peptydowych zwigzkéw kompleksowych o znaczeniu biologicznym oraz o potencjalnym
zastosowaniu przemystowym.

Mgr inz. Magdalena Zofia Wiloch ukonczyta studia magisterskie na kierunku Technologia Chemiczna na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Wykonywana przez nig praca doktorska w Zakladzie Mikro-
bioanalityki jest kontynuacjg badan zapoczatkowanych pracg magisterska. Przedmiotem jej zainteresowan
naukowych sg biologiczne aktywne peptydy tworzace kompleksy z jonami miedzi, ktére bada za pomocg tech-
nik woltamperometycznych.

Mgr inz. Malgorzata Wesoly ukonczyla studia magisterskie na kierunku Technologia Chemiczna na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Prace magisterska wykonala w Zakladzie Mikrobioanalityki, gdzie
obecnie prowadzi badania zwigzane z praca doktorska. Przedmiotem jej zainteresowan naukowych s poten-
cjometryczne matryce czujnikowe oraz ich zastosowanie w badaniach prébek farmaceutykéw m.in.: pod katem
analizy efektywnos$ci maskowania smaku gorzkiego substancji aktywnych oraz badania uwalniania substancji

aktywnych.

Mgr inz. Pawel Cwik jest doktorantem realizujacym swoja prace na Wydziale Chemicznym Politechniki War-
szawskiej w Zakladzie Mikrobioanalityki. Prace magisterska obronit w 2012 roku na kierunku Technologia
Chemiczna tego samego Wydzialu. Jego zainteresowania badawcze obejmujg wlasciwosci zwigzkow boroorga-
nicznych, jako receptoréw waznych czgsteczek biologicznych oraz ich zastosowanie w sensorach chemicznych.

Inz. Marcin Zabadaj ukonczyl studia inZynierskie na kierunku Technologia Chemiczna na Wydziale Chemicz-
nym Politechniki Warszawskiej. Prace dyplomowa wykonat w Zaktadzie Mikrobioanalityki, gdzie obecnie pro-
wadzi badania zwigzane z pracg magisterska. Przedmiotem jego zainteresowan naukowych sg zautomatyzowane
systemy analityczne wykorzystujace matryce czujnikowe jako elementy detekcji.

Dr hab. inz. Patrycja Ciosek - absolwentka Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej i jego pra-
cownik od 2007 roku W 2006 roku uzyskala stopienn doktora, w 2014 roku stopient naukowy doktora habilito-
wanego nauk chemicznych. Autorka lub wspoétautorka 40 artykuléw w czasopismach z listy filadelfijskiej. Jej
zainteresowania naukowe obejmujg budowe i zastosowania bioanalityczne systeméw multisensorowych ((bio)
elektroniczny jezyk) oraz zastosowanie metod chemometrycznych i sztucznej inteligencji w analizie danych
eksperymentalnych.

Dr Urszula Elzbieta Wawrzyniak — absolwentka studiéw magisterskich i doktoranckich na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Rozprawe doktorska pt. ,,Procesy rozpoznania molekularnego przez monowar-
stwy zwigzkéw makrocyklicznych na elektrodach ztotych” wykonang pod kierunkiem prof. Renaty Bilewicz
obronita w listopadzie 2010 roku. Od 2011 roku zatrudniona jako adiunkt w Zaktadzie Mikrobioanalityki na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Wspotautorka 14 artykutéw naukowych z listy filadelfijskiej,
3 prac pokonferencyjnych, rozdzialu w monografii oraz licznych wystapien konferencyjnych. Swoje zaintere-
sowania naukowe koncentruje wokoét zagadnien zwigzanych z bioelektrochemia (gléwnie elektrochemicznym
badaniem oddzialywania jonéw metali przejsciowych z peptydami o znaczeniu biologicznym) i chemig supra-
molekularng (projektowaniem funkcjonalnych warstw molekularnych na powierzchni elektrod z wykorzysta-
niem syntetycznych peptydéw).

Prof. dr hab. inz. Wojciech Wréblewski — absolwent Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej, od
1992 roku zatrudniony na tym Wydziale. W 1996 roku uzyskat stopien doktora, w 2002 roku doktora habilito-
wanego a w 2008 roku tytul profesora nauk chemicznych. Autor lub wspotautor ponad 80 artykuléw w czasopi-
smach z listy filadelfijskiej, kilku monografii oraz rozdziatléw w monografiach. Jego zainteresowania naukowe to
miniaturowe systemy analityczne, w szczegolnoséci projektowanie i konstrukcja miniaturowych sensoréw che-
micznych oraz zastosowanie ukladéw multisensorowych w opracowaniu tzw. elektronicznego jezyka.



ZASTOSOWANIE METOD ELEKTROCHEMICZNYCH W BIOANALITYCE 933

ABSTRACT

the cooperation of scientists specializing in different fields has given rise to the
integration of previously distinct thematic areas and creation of new multidimen-
sional disciplines as a result. Biochemistry, which has derived from the borderline of
chemistry and biology, can be set as a good example. In this short review an insight
into electrochemical studies, which are currently carried out in the Department of
Microbioanalytics at the Faculty of Chemistry (Warsaw University of Technology),
was presented. Three independent scientific pathways introducing electrochemical
methods for biochemical and bioanalytical purposes can be distinguished among
the ongoing researches.

The first one embraces the design of the so-called electronic tongue - a sys-
tem used for the qualitative and quantitative analysis of liquid samples of complex
composition. In this work, potentiometric sensor arrays were applied to develop
an electronic tongue system enabling the evaluation of the effectiveness of bitter
taste masking of pharmaceuticals. The second scientific pathway involves voltam-
metric studies of the interactions of biologically active peptides with copper(II) ions.
The interest was drawn to clarify and describe the role of $-amyloid and NSFRY
copper(II) complexes, relevant to Alzheimer’s disease occurrence and cardiovascu-
lar system disorder respectively. Finally, boronic acids and their derivatives, exhibit-
ing the affinity for molecules possessing 1,2 or 1,3-diol group in their structure,
were used as selective molecular receptors in the third research project. The studies
include the selection of the optimal method and conditions of the immobilization
process, providing the most favorable receptor layer structure, and the determina-
tion of the performances of constructed electrochemical sensor towards particular
bioanalytes.

Keywords: electrochemistry, electronic tongue, chemometrics, peptide-copper(II)
complexes, boroorganic layers

Stowa kluczowe: elektrochemia, elektroniczny jezyk, chemometria, kompleksy pep-
tyd-jony miedzi(II), warstwy boroorganiczne
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WPROWADZENIE

Zdumiewajaco szybkie tempo rozwoju nauki obserwowane w dzisiejszych
czasach jest wypadkowg zaawansowanego zaplecza naukowo-badawczego, jakim
obecnie dysponujemy, a takze coraz bardziej popularnej i efektywnej wspotpracy
naukowcéw specjalizujacych sie w roznych dziedzinach. W wyniku integracji
dotychczas odrebnych obszaréw tematycznych powstaja nowe wielowymiarowe
dyscypliny. Jako przyklad moze postuzy¢ wywodzaca sie z pogranicza chemii i bio-
logii biochemia, ktéra jako samodzielna dyscyplina naukowa zaistniata na poczatku
XX w.

Istotg biochemii jest zrozumienie, w jaki sposéb budowa danej czasteczki
chemicznej jest powigzana z funkcja pelniong przez nig w organizmach zywych.
Przelozenie zdobytej wiedzy, dotyczacej proceséw biegnacych na poziomie moleku-
larnym na wyzsze plaszczyzny (funkcjonowanie komorek i tkanek, poszczegélnych
organdw i catego organizmu), jest sita napedowa postepu jaki poczyniono w zakre-
sie medycyny, weterynarii, rolnictwa czy biotechnologii. Dynamiczny rozwoéj bio-
chemii mozliwy byt dzigki wprowadzeniu nowoczesnych technik instrumentalnych,
w tym przede wszystkim chromatograficznych i spektrometrycznych. Kazda tech-
nika dostarcza innych informacji o prdbce, totez uzasadnione jest prowadzenie
badan wielotorowo. Rownie wazng technikg pomiarows, ktérg warto mie¢ na uwa-
dze w pracach biochemicznych, jest elektrochemia. W wielu przypadkach wzboga-
cenie spektrum badan o metody potencjometryczne badz tez woltamperometryczne
prowadzi do uzyskania pelniejszej charakterystyki analizowanego uktadu.

W niniejszej pracy przedstawiono przyklady zastosowania metod elektroche-
micznych w badaniach biochemicznych i bioanalityce. Prezentowane wyniki doty-
czg: a) potencjometrycznych matryc czujnikowych, ktére w pofaczeniu z metodami
numerycznymi umozliwiajg automatyczng analize i klasyfikacje probek o zlozonym
skladzie, b) woltamperometrycznych badan oddzialywan biologicznie czynnych
peptydow z jonami miedzi(II), istotnych z punktu widzenia zrozumienia roli tego
typu kompleksow w organizmach zywych oraz c) boroorganicznych warstw recep-
torowych czulych na wybrane weglowodany, bedacych alternatywg rozwigzan sto-
sowanych w sensorach enzymatycznych.

1. POTENCJOMETRYCZNY ELEKTRONICZNY JEZYK
W ANALIZIE PROBEK FARMACEUTYCZNYCH

Elektroniczny jezyk (ang. Electronic Tongue, ET) to uklad stuzacy do jakosciowej
i ilo$ciowej analizy probek cieczy o skomplikowanym skltadzie. Celem analizy jest
rozroznienie lub klasyfikacja probek np. pod katem oryginalnosci i sposobu przy-
gotowania produktu, zawarto$ci wybranego skladnika lub poziomu zanieczyszczen
[1, 2]. Ze wzgledu na mozliwo$¢ uzycia rdznego typu systemow detekcji (matryc
elektrod potencjometrycznych czy woltamperometrycznych) elektroniczny jezyk
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wykorzystywany jest w wielu dziedzinach - gléwnie do badania prébek spozyw-
czych, farmaceutycznych, klinicznych, srodowiskowych czy biotechnologicznych.
Matryca sensorowa zfozona jest z czujnikéw chemicznych o ograniczonej selek-
tywnosci, ktére nie dostarczajg informacji o skfadzie probki, jak w przypadku kla-
sycznej analizy chemicznej, ale tworzg jej ,,cyfrowy” odcisk palca. Dane pomiarowe
uzyskane z matrycy czujnikowej sg przetwarzane za pomocg metod chemometrycz-
nych. Najczesciej stosowanymi metodami analizy sygnalow sa: Analiza Gtéwnych
Sktadowych (ang. Principal Components Analysis, PCA), Metoda Czastkowych
Najmniejszych Kwadratéw (ang. Partial Least Squares, PLS) oraz sztuczne sieci
neuronowe (ang. Artificial Neural Networks, ANN). PCA umozliwia graficzng pre-
zentacje zaleznos$ci pomiedzy wielowymiarowymi danymi dzieki redukcji najmniej
istotnych zmiennych. Przedstawienie na wykresach 2D lub 3D wartosci pierwszych
dwoch lub trzech gléwnych sktadowych pozwala zaobserwowaé podstawowe zalez-
nosci pomigdzy danymi. Metoda PLS, to algorytm regresji najczesciej wykorzysty-
wany do analizy ilo$ciowej, jednakze moze zosta¢ rowniez zastosowana w wariancie
dyskryminacyjnym w analizie jako$ciowej do klasyfikacji probek (ang. Partial Least
Squares — Discriminant Analysis, PLS-DA) [3]. Sieci neuronowe sg stosowane do
nieliniowego przetwarzania danych z matryc w celu przeprowadzenia analizy jako-
$ciowej jak i ilosciowe;.

Wiele substancji aktywnych farmaceutycznie (ang. Active Pharmaceutical
Ingredients, API) charakteryzuje si¢ smakiem gorzkim. Jest to zjawisko niepoza-
dane, gdyz niekorzystnie wplywa na wyniki farmakoterapii, szczegoélnie u dzieci.
Z tego powodu opracowywanych jest wiele metod maskowania smaku gorzkiego
w produktach farmaceutycznych. Jedng z najczgsciej stosowanych metod jest doda-
wanie cukrow oraz stodzikéw, jednakze ze wzgledu na ich szkodliwos$¢ poszukiwane
sa nowe metody. Czesto leki w postaci stalej powlekane s3 odpowiednim substan-
cjami, ktore tworzg powloke ochronng stanowigcg bariere pomiedzy receptorami
w kubkach smakowych, a gorzka substancja aktywna. Do maskowania smaku sto-
sowane s3 rowniez m.in.: mikroenkapsukacja, kompleksowanie substancji aktywnej
czy modyfikacja reologiczna [4]. Nowoczesnym narzedziem stuzacym do analizy
efektywno$ci maskowania smaku farmaceutykow jest ET, ktory dotychczas zostal
zastosowany do: rozrdznienia oryginalnych lekéw oraz ich zamiennikéw [5], oceny
efektywno$ci maskowania smaku gorzkiego substancji aktywnej [6], rozréznienia
probek substancji aktywnych oraz pomocniczych, ktore charakteryzowaly sie zroz-
nicowanym smakiem [7], badania wptywu substancji pomocniczych na obraz che-
miczny API [8]. Wyniki badan otrzymywanych za pomocg elektronicznego jezyka s3
poréwnywane z wynikami uzyskanymi za pomocg metod referencyjnych, np. HPLC
lub z wykorzystaniem panelu ludzkiego (grupy przeszkolonych oséb o okreslonych
predyspozycjach, charakteryzujacych si¢ wysoka wrazliwo$cig sensoryczng). Zaletg
elektronicznego jezyka jest przede wszystkim mozliwos¢ obiektywnej i ilosciowej
charakteryzacji probek farmaceutycznych, a takze mozliwos¢ automatyzacji pomia-
IOW.
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Na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej opracowano szereg sys-
temow typu elektroniczny jezyk, ktdre z powodzeniem stosowane byly do analizy
probek spozywczych, biotechnologicznych oraz klinicznych. Aktualne prace sku-
piaja sie na zastosowaniu ET do analizy farmaceutykéow. W eksperymentach tych
najczesciej wykorzystywane sg potencjometryczne matryce czujnikowe zawierajace
membranowe elektrody jonoselektywne, dlatego kluczowym etapem tych badan jest
ocena mozliwoéci uzycia wybranych czujnikéw do rozwigzania danego problemu
badawczego (optymalizacja skltadu matrycy czujnikowej). W tym celu wyznaczono
czulos¢ elektrod jonoselektywnych na wybrane sktadniki aktywne (ibuprofen, meta-
mizol sodu, chlorowodorek tramadolu, siarczan pseudoefedryny, walsartan) oraz
wybrane substancje pomocnicze (Eudragit EPO, hypromeloza, karmeloza sodowa,
dodecylosiarczan sodu). Opracowane membrany elektrod (plastyfikowany PVC)
zawieraly jedynie wybrane sole lipofilowe jako sktadniki elektroaktywne, dzigki
czemu skonstruowane sensory mogly by¢ zastosowane do monitorowania szerokiej
gamy substancji obdarzonych tadunkiem. Na podstawie parametréw pracy czujni-
kéw utworzono ,.biblioteke sensoréw potencjometrycznych’, dzieki ktérej budo-
wano matryce czujnikowe dostosowane do konkretnych aplikacji.

Jednym z przykladéw zastosowania ET do analizy probek farmaceutycznych jest
system do badania uwalniania walsartanu (substancji aktywnej) z minitabletek powle-
kanych Eudragitem EPO (Rys. 1). Badano dwa rodzaje minitabletek: bez otoczki oraz
z otoczkg polimerowa. Sygnaly elektrod rejestrowano w ukfadzie stacjonarnym przez
30 minut od momentu umieszczenia tabletek w roztworze. Matryca czujnikowa byta
zfozona z 16 elektrod jonoselektywnych o klasycznej architekturze [6].
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Rysunek 1. Schemat uzyskiwania i analizy danych w elektronicznym jezyku
Figure 1. Scheme of data acquisition and data analysis in the electronic tongue

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze minitabletki niepowlekane
zaraz po umieszczeniu ich w medium ulegajg dezintegracji i uwalniaja substancje
aktywna, czemu towarzysza zmiany sygnalow elektrod. W przypadku minitabletek
powlekanych, rozpad nastepuje wolno, a spadek potencjatu elektrod w czasie jest
nieznaczny. Przeprowadzenie analizy chemometrycznej calo$ciowej odpowiedzi
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matrycy umozliwilo zaobserwowanie znaczgcej zmiany obrazéw chemicznych roz-
tworu juz po 30 s od chwili umieszczenia niepowlekanych minitabletek w roztworze.
Natomiast w przypadku powlekanych minitabletek zauwazono znacznie mniejsze
zmiany obrazéw chemicznych badanych prébek, co swiadczylo o wplywie polimeru
powlekajacego na szybkos§¢ uwalniania API a zarazem na maskowanie smaku leku.
Wyniki te potwierdzono za pomocg tradycyjnie stosowanej spektrofotometrycznej
metody referencyjne;.

W przypadku wielu badan wykonywanych za pomocg ET znacznym proble-
menm staje sie objeto$¢ badanej probki (wymagane jest wykonanie wielu powtorzen)
oraz konieczno$¢ przeprowadzenia duzej liczby analiz w krétkim czasie. Technika
ulatwiajaca tego typu zadanie a takze wprowadzajacag mozliwos¢ automatyzacji
procesu pomiarowego jest wstrzykowa analiza przeptywowa (ang. Flow Injection
Analysis, FIA). System typu elektroniczny jezyk pracujacy w trybie FIA zostal takze
opracowany na Politechnice Warszawskiej, a jednym z jego zastosowan byla ocena
efektywno$ci maskowania smaku gorzkiego ibuprofenu za pomocg mikroenkap-
sulacji przeprowadzonej technika suszenia rozpylowego. W eksperymencie tym
poréwnywano obrazy chemiczne probek czystego ibuprofenu, ibuprofenu mikroen-
kapsulowanego za pomocg polimeru Eudragit EPO oraz ibuprofenu mikroenkapsu-
lowanego tym samym polimerem z dodatkiem substancji powierzchniowo czynnej
SLS (dodecylosiarczan sodu). Dodatkowo analizie poddano probki czystego Eudra-
gitu EPO oraz SLS (Rys. 2). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze
mikroenkapsulacja substancji aktywnej za pomocg suszenia rozpytowego jest efek-
tywna metoda maskowania smaku. Ponadto, zaobserwowano wptyw SLS na obraz
chemiczny badanych formulacji. Opracowany elektroniczny jezyk sprzezony z FIA
charakteryzuje si¢ wysokimi zdolnosciami klasyfikacyjnymi i moze by¢ z powodze-
niem stosowany do badan probek farmaceutycznych [6].
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Rysunek 2. Wykres PLS-DA obrazéw chemicznych prébek otrzymanych za pomoca FIA-ET
Figure 2. PLS-DA plots of chemical images of pharmaceutical samples obtained by FIA-ET
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2. ELEKTROCHEMICZNE BADANIA ODDZIAEYWAN PEPTYDOW
Z JONAMI MIEDZI(II)

Peptydy oraz biatka ze wzgledu na réznorodnos¢ budowy sg molekutami pel-
nigcymi w orgazmach zywych wiele waznych funkgji. Jednym z czynnikéw decy-
dujacych o aktywnosci biologicznej tych zwigzkéw jest zdolnosé do kompleksowa-
nia jonéw metali. W wyniku selektywnego rozpoznawania molekularnego miedzy
wybranym kationem metalu, a peptydowym receptorem dochodzi do utworzenia
kompleksu, ktory moze wywiera¢ zaréwno pozytywny jak i negatywny wplyw na
funkcjonowanie organizméw zywych. W kregu najszerzej badanych oligopeptydow
znajduja sie te, ktére tworza kompleksy z jonami miedzi(II), a ich wystepowanie
najprawdopodobniej wigze sie z zapadaniem ludzi na choroby neurodegeneracyjne
mozgu [9]. Przykladem takiego neurotoksycznego peptydu moze by¢ f-amyloid
(AB) powodujacy powstawanie choroby Alzheimera - przewleklego, nieodwracal-
nego zaburzenia funkcjonowania mézgu, w wyniku ktérego dochodzi do stopnio-
wego zaniku pamieci oraz funkeji poznawczych. Af odkiadajac si¢ w przestrzeni
pozakomorkowej mozgu tworzy blaszki starcze powodujace uszkodzenie i zabu-
rzenie pracy neuronéw. Zgodnie z jedng z hipotez procesowi agregacji A sprzyja
wigzanie jonéw miedzi(Il). Ponadto dowiedziono, iz w wyniku redukcji centrum
metalicznego powstaja reaktywne formy tlenu wtérnie uszkadzajace komorki ner-
wowe [10]. Innym szkodliwym peptydem jest a-synukleina, zwigzana z wystepowa-
niem choroby Parkinsona. Podobnie jak w przypadku $-amyloidu, jony miedzi(II)
wplywaja na proces tworzenia fibryl zbudowanych z a-synukleiny przyspieszajac
proces agregacji tego oligopeptydu [11]. W literaturze mozna réwniez odnalez¢
badania nad chelatami peptydy-jony miedzi(II) wplywajagcymi na homeostaze np.
peptydy transportujgce jony miedzi(I) we krwi [12] lub peptydy natriuretyczne,
ktére poprzez wiazanie kationéw miedzi(II) przeciwdzialajg wystepowaniu nadci-
$nienia tetniczego krwi [13,14].

Gléwnymi technikami wykorzystywanymi do badania oddzialywan peptydow
z jonami metali sg techniki spektroskopowe (spektroskopia UV-Vis, CD, NMR,
EPR, spektrofluorymetria, spektrometria mas), potencjometryczne a takze kalo-
rymetria [15]. Metody spektroskopowe dostarczaja informacji na temat struktury
koordynacyjnej powstajacych komplekséw czy tez zmian konformacyjnych biatek,
zachodzacych po zwigzaniu jonéw metalu. Natomiast potencjometria i kaloryme-
tria pozwalajg wyznaczy¢ stale trwalosci takich komplekséw. Rzadko prowadzone
sg badania z wykorzystaniem technik pradowych, pomocnych w opisie wlasciwosci
elektrochemicznych powyzszych ukladow.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki pomiaréw woltamperometrycznych,
ktorych celem bylo wyznaczenie wlasciwosci elektrochemicznych trzech grup pep-
tydéw wykazujacych powinowactwo do jonéw miedzi(II). Na przebieg i efektyw-
no$¢ procesu tworzenia peptydowych zwigzkéw kompleksowych majg wpltyw m.in.
liczba jednostek aminokwasowych, rodzaj grup donorowych, obecnosci (nie)wigza-
cych fancuchéw bocznych oraz srodowisko reakcji. Dlatego tez w pierwszej kolejno-
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$ci za cel obrano okreslenie charakteru zmian wtasciwosci koordynacyjnych, jakie
pociagaja za sobg nieskomplikowane modyfikacje fancucha peptydowego. Realiza-
cja tego zadania obejmowala badania oddziatywan wybranych homo- oraz hetero-
peptydéw z jonami Cu(Il): GGG, GGGG, GGH, GGHG, gdzie G to glicyna, zas H
histydyna. Wyjatkowo silne powinowactwo do kationéw miedzi(IT) wykazaty oligo-
peptydy posiadajace w trzeciej pozycji histydyne, co jest w pelni zgodne z danymi
literaturowymi [16]. Obecnos$¢ pierscienia imidazolowego umozliwia niemalze
jednoczesne utworzenie trzech pierscieni koordynacyjnych o geometrii ptaskiego
kwadratu, w wyniku czego powstaje struktura 4N (tzn. taka w ktérej kation Cu(II)
otoczony jest przez 4 atomy azotu) dominujgca w szerokim zakresie pH. Natomiast
w przypadku prostych homopeptydéw, jak GGGG, z uwagi na znaczne rdznice
w wartosciach stalych deprotonowania poszczegdlnych grup amidowych obserwuje
sie pelne spektrum mozliwych form komplekséw (od IN do 4N). Na przykladzie
tripeptydu GGH przesledzono takze wplyw modyfikacji grupy na C-koncu. Roz-
wazono dwa przypadki: obecnos¢ wolnej grupy karboksylowej (GGH-COOH)
oraz grupy amidowej (GGH-C(O)NH,). Wyrazna odwracalno$¢ odpowiedzi elek-
trochemicznej, wyzsza warto$¢ potencjatu piku utleniania, a takze nizsza warto§¢
pH roztworu odpowiadajgca tworzeniu kompleksu 4N, jednoznacznie wskazuja, iz
efektywniejszym chelatorem jonéw Cu(II) jest GGH-C(O)NH, (Rys. 3). Przyczyna
odmiennego zachowania tripeptydéw, nieznacznie réznigcych si¢ pod wzgledem
strukturalnym, jest zjawisko oksydacyjnej dekarboksylacji GGH(COOH)-Cu(II)
katalizowanej przez GGH(COOH)-Cu(III) generowany w cyklu woltamperome-
trycznym. W wyniku tej reakcji powstaje kompleks, w ktérym zamiast reszty histy-
dyny wystepuje a-hydroksyhistamina oraz uwalniana jest czasteczka CO, [17].
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Rysunek 3. Woltamperogram cykliczny zarejestrowany dla elektrody z wegla szklistego w roztworze zawiera-
jacym kompleks GGH-COOH-Cu(II) (linia przerywana) oraz GGH-C(O)NH,-Cu(II) (linia cig-
gla); 96 mM KNO,, 4 mM HNO,, pH = 7,4, szybkoé¢ zmian potencjatu 0,1 V/s.

Figure 3. Cyclic voltammogram recorded for glassy carbon electrode in the solution of GGH-
COOH-Cu (II) (dashed line) and GGH-C(O)NH,-Cu (II) (solid line) complex; 96 mM KNO
4 mM HNO,, pH = 7,4, scan rate 0,1 V/s

3
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W dalszej kolejnosci podjeto probe wyjasnienia natury oddzialywan jondw
miedzi(I) z f-amyloidem oraz oszacowania wartosci statej tworzenia kompleksu
AB-Cu(Il), co do ktorej dane literaturowe s3 mocno rozbiezne (réznica nawet kilka
rzedow wielkoséci) [18]. Dlatego tez zaproponowano nowe podejscie, wykorzy-
stujace wspolzawodnictwo o jony metalu pomiedzy Af oraz specjalnie zaprojek-
towanymi peptydami, ktérych ,sita” wigzania centrum koordynacji byla zblizona
do stalej trwalosci kompleksu AS-Cu(Il). Jednym z zastosowanych zwigzkéw byt
tripeptyd Ala-Ala-His (AAH), ktéry z zalozenia powinien by¢ silniejszym chelato-
rem kationow miedzi(II) niz neurotoksyczny amyloid. Na Rysunku 4 przedstawiono
rezultaty przykladowego eksperymentu. Najpierw utworzono kompleks AB-Cu(II),
po czym do uktadu wprowadzano AAH. Dowodem na powstanie kompleksu AAH-
-Cu(II) byt jednoczesny zanik sygnatu zwigzanego z redukcja ApB-Cu(II)/AB-Cu(I)
i pojawienie sie charakterystycznego piku utleniania Cu(II) do Cu(III) wlasciwego
dla struktury AAH-Cu(II). Odebranie jonéw miedzi z kompleksu AB-Cu(Il) przez
AAH $wiadczy o tym, Ze tripeptyd jest silniejszym chelatorem jonéw miedzi(II).
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Rysunek 4.  Woltamperogramy cykliczne ilustrujace wyniki badan wspoétzawodnictwa o kationy miedzi(II)
pomiedzy B-amyloidem a tripeptydem AAH: krzywa zarejestrowana w roztworze po utworze-
niu kompleksu Ap-Cu (linia przerywana) oraz po dodaniu AAH (linia ciagla); bufor 0,05 M
TRIS z 0,1 M NaClIO,, pH = 7,4, szybkoé¢ zmian potencjatu 0,02 V/s. Powyzszy rysunek przed-
stawia woltamperogramy zarejestrowane w takich samych warunkach, ale w réznym zakresie
potencjalow

Figure 4. Cyclic voltammogram presenting the results of competition for copper(II) cations between the
f-amyloid and tripeptide AAH: curve recorded in solution after formation of AB-Cu (dashed line)
and after addition of AAH (solid line); buffer 0,05 M TRIS with 0,1 M NaClO,, pH = 7,4, scan rate
0,02 V/s. The figure above presents voltammograms recorded in the same conditions, but in dif-
ferent potential ranges

Trzeci kierunek badan dotyczyt kompleksowania jonéw miedzi(II) przez
ligandy peptydowe wplywajace na funkcjonowanie ukladu sercowo-naczynio-
wego. Przedsionkowy peptyd natriuretyczny (ang. Artrial Natriuretic Factor, ANF)
nalezy do grupy zwigzkow wytwarzanych i wydzielanych przez serce w celu obni-
zenia ci$nienia tetniczego krwi [19]. Jego aktywnos$¢ zwigzana jest z silnym kom-
pleksowaniem jonéw miedzi(II) przez pentapeptyd NSFRY znajdujacy si¢ na jego
C-koncu. Dotychczasowe prace prowadzone w tym zakresie wykorzystywaty gtow-
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nie techniki spektroskopowe i potencjometryczne. Badania elektrochemiczne, ktore
zainicjowano na Wydziale Chemicznym PW dotyczyly poréwnania dwdch kom-
plekséw: NSFRY-Cu(II) i AAAAA-Cu(II). Z uwagi na brak fancuchéw bocznych,
ktore wystepujg w strukturze NSFRY i ktdre istotnie wplywaja na trwalo$¢ chelatu,
pentaalanina stanowila modelowy odno$nik. Na podstawie uzyskanych woltampe-
rogramow ustalono, iz NSFRY jest silniejszym ligandem niz AAAAA, na co wska-
zuje wyzsza warto$¢ potencjalu formalnego dla tego kompleksu (Rys. 5). Wyniki
potwierdzity, Ze pozornie stabe oddzialywania fancuchéw bocznych mogg istotnie
wplywaé na stabilno$¢ tworzonych chelatow.
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Rysunek 5. Woltamperogram cykliczny zarejestrowany dla elektrody z wegla szklistego w roztworze zawiera-
jacym kompleks NSFRY-Cu(II) (pH = 9, linia przerywana) oraz AAAAA-Cu(Il) (pH = 11, linia
ciggta); 96 mM KNO,, 4 mM HNO,, szybkos¢ zmian potencjatu 0,1 V/s

Figure 5. Cyclic voltammogram recorded for glassy carbon electrode in the solution of NSFRY-Cu(II)
(pH =9, dashed line) and AAAAA-Cu(II) (pH = 11, solid line); 96 mM KNO,, 4 mM HNO,, scan
rate 0,1 V/s

3. WARSTWY RECEPTOROWE SENSOROW ELEKTROCHEMICZNYCH
ZAWIERAJACE KWASY BORONOWE

Immobilizacja czasteczek receptora molekularnego na powierzchni elektrod
jest kluczowym etapem w procesie przygotowania sensora elektrochemicznego.
Sposrdéd dostepnych metod na szczegdlng uwage zastuguja dwie: tworzenie samo-
organizujacych si¢ monowarstw oraz elektroosadzanie. Pierwsza z metod wyko-
rzystuje zdolnos$¢ spontanicznego wigzania si¢ okre$lonych grup funkcyjnych ze
stalym podtozem. Najpowszechniej stosowanymi sg monowarstwy tioli powstajace
na powierzchni zlota. Metoda ta pozwala na tworzenie zaréwno warstw jednorod-
nych, jak i mieszanych, sktadajacych sie z dwoch lub wigcej rodzajéw molekut [20].
Druga metoda polega na przeprowadzeniu reakcji elektrochemicznej z udziatem
jednej z grup funkcyjnych immobilizowanej czgsteczki. Produktem tej reakeji jest
kationo- lub anionorodnik, ktéry wiaze sie kowalencyjnie z powierzchnig elektrody.
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Najczesciej metoda ta jest wykorzystywana do redukcyjnej immobilizacji zwigzkow
posiadajacych w swojej strukturze grupe diazows, jednakze mozliwe jest takze osa-
dzanie przez utlenienie grupy aminowej lub karboksylowej [21]. Obydwie metody
umozliwiajg zwigzanie z powierzchnig elektrody zaréwno czasteczek receptoréw,
jak i linkerow podlegajacych dalszej modyfikacji.

Kwasy boronowe i ich pochodne posiadaja unikatowa zdolnos¢ do wigzania
czasteczek posiadajacych w swojej strukturze grupe 1,2 lub 1,3-diolowa. W wyniku
takiej reakcji powstaje cykliczny diester [22]. Ponadto, kwasy boronowe jak i ich
diestry, wykazujg wlasciwoéci kwasowe Lewisa ze wzgledu na deficyt elektronow
na atomie boru. Szczegdlnie fatwo powstaje wigzanie bor-anion hydroksylowy lub
fluorkowy. W wyniku tworzenia takiego wigzania nastepuje zmiana otoczenia koor-
dynacyjnego atomu boru z elektroobojetnej formy trygonalnej na anionowg — tetra-
gonalng, przy czym wlasciwosci kwasowe diestrow sa silniejsze niz wyjsciowych
zwigzkow boroorganicznych. Przyjmuje sie takze, ze diestry w formie anionowe;j
charakteryzuja si¢ wyzsza trwaloécig niz w formie elektroobojetnej, jednakze
wlasno$¢ ta jest silnie zalezna od rodzaju diolu i jest trudna do przewidzenia na
podstawie samej budowy czasteczek [23]. O trwato$ci komplekséw zwiazkéw boro-
organicznych z diolami decyduje w gtéwnej mierze struktura molekularna diolu,
kwasowos$¢ atomu boru, otoczenie steryczne, miejsca wigzania diolu oraz inne
czynniki. Najsilniej z kwasami boronowymi i ich pochodnymi wiaza sie zwigzki
zawierajace ugrupowanie katecholowe, takie jak dopamina, endorfina czy czerwien
alizarynowa S. Omawiane zwigzki boroorganiczne tworzg takze stabilne kompleksy
z weglowodanami (w szczegdlnosci z wystepujacymi w formie piranoz, np. fruk-
toza, ryboza) i z ich pochodnymi (np. rybonukleotydy) oraz poliolami (np. sorbitol)
[24, 25]. Zdolno$¢ do wigzania biologicznie istotnych czasteczek byla wykorzystana
w licznych pracach dotyczacych zastosowania kwaséw boronowych jako recepto-
réw molekularnych. Wigkszo$¢ z tych opracowan dotyczyla sensoréw z detekejg
optyczng, jednak istniejg doniesienia wskazujgce na mozliwo$¢ uzycia kwasow
boronowych w sensorach elektrochemicznych [26].

Celem prezentowanych prac badawczych bylo opracowanie i optymalizacja
struktury warstw receptorowych sensoréw elektrochemicznych zawierajacych
w swojej strukturze kwasy boronowe i ich pochodne. Czasteczki receptoréw (tiolo-
wych lub aminowych pochodnych kwaséw fenyloboronowych) dowigzywane byly
do powierzchni przetwornikéw (elektrody Au) metodami samoorganizacji, tak aby
zapewni¢ mozliwie prosta, sktadajacg si¢ z niewielu etapow procedure przygotowa-
nia. W celach poréwnawczych otrzymano szereg monowarstw rézniacych sie pod
wzgledem dlugo$ci immobilizowanych molekul oraz separacjg czasteczek receptora
krotszym alkanotiolem w monowarstwach mieszanych. Otrzymywane warstwy
byty analizowane pod katem zdolnos$ci do wigzania dwdch modelowych analitow:
fruktozy oraz anionéw fluorkowych [27]. W prowadzonych badaniach stosowano
elektrochemiczne techniki pomiarowe, takie jak: woltamperometria cykliczna,
woltamperometria fali prostokatnej oraz spektroskopia impedancyjna. Poniewaz
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zaréwno kwasy boronowe, jak i czasteczki badanych analitéw nie posiadaja wlasci-
wosci elektroaktywnych, konieczne byto wprowadzenie do roztworu zewnetrznej
sondy redoks, w tym przypadku byly to jony Fe(CN)./Fe(CN);".Warunki prowa-
dzenia pomiaréw byly dobrane tak, by wigzaniu analitu towarzyszylo gromadzenie
sie ujemnego fadunku na powierzchni elektrod w wyniku zwigzania anionu fluor-
kowego lub, jezeli analitem byta fruktoza, na skutek zwiekszenia kwasowosci atomu
boru po zwigzaniu czasteczki diolu. W takim przypadku nastepowalo zmniejszenie
dostepnosci powierzchni elektrody dla sondy redoks poprzez pojawienia sie dodat-
kowej zawady sterycznej (czasteczka fruktozy) oraz odpychania elektrostatycz-
nego (wiazanie anionu fluorkowego). Efekt taki wplywal bezposrednio na wyniki
pomiaréw woltamperometrycznych oraz impedancyjnych - reakcja zachodzaca na
powierzchni elektrody charakteryzowala si¢ mniejsza odwracalno$cia, obserwo-
wano przy tym spadek wartosci pradu pikow utleniania/redukcji, oraz wzrost oporu
przeniesienia fadunku miedzy sondg redoks a elektrodg (Rys. 6 i 7). Rezultaty badan
wykazaly, ze wielko$¢ tych zmian jest zalezna od stezenia zaréwno fruktozy jak
i anionéw fluorkowych w szerokim zakresie (od 10 uM do 0,01 M). Ponadto stwier-
dzono, ze osadzanie monowarstw o wyzszym stopniu uporzadkowania pozwala na
uzyskanie wiekszej czulosci sensora, jednakze powoduje to obnizenie gérnej granicy
oznaczalnos$ci. Przypuszczalnie dzieje si¢ tak z powodu zbyt gestego rozmieszcze-
nia czasteczek receptora na powierzchni elektrody. Separacja czasteczek receptora
uzyskana poprzez zastosowanie monowarstw mieszanych pozwolila na polepszenie
tego parametru bez znaczacego spadku czulosci sensora [27].

-02 0,0 02 04 06
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Rysunek 6.  Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla: a) elektrody Au przed modyfikacja, b) elektrody
po dowigzaniu tiolowej pochodnej kwasu fenyloboronowego, ¢) sfunkcjonalizowanej elektrody
w roztworze 10° M fruktozy, d) sfunkcjonalizowanej elektrody w roztworze 10~ M fruktozy.
Pomiary prowadzone byly w roztworze jonéw Fe(CN). ™ o stezeniu 5-10° M

Figure 6. Cyclic voltammograms recorded for: a) Au electrode before modification, b) electrode functiona-
lized with thiolated phenylboronic acid, c) functionalized electrode in 10 M fructose solution,
d) functionalized electrode in 10 M fructose solution. The measurements were carried out in

5-10” M solution of Fe(CN); ™ ions
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Rysunek 7. Widma spektroskopii impedancyjnej zarejestrowane dla: a) elektrody Au po dowigzaniu tiolowej
pochodnej kwasu fenyloboronowego, b) sfunkcjonalizowanej elektrody w roztworze 10 M fruk-
tozy, c) sfunkcjonalizowanej elektrody w roztworze 107 M fruktozy. Pomiary prowadzone byly

w roztworze jonéw Fe(CN). ™ o stezeniu 5-10° M

Figure 7. Electrochemical impedance spectra recorded for: a) Au electrode functionalized with thiolated
phenylboronic acid, b) functionalized electrode in 10" M fructose solution, c) functionalized elec-
trode in 107 M fructose solution. The measurements were carried out in 5-10~° M solution of
Fe(CN);"* ions

Dalsze prace prowadzone sg w trzech kierunkach zmierzajacych do: wyelimi-
nowania koniecznosci stosowania zewnetrznej sondy redoks, umozliwienia pracy
sensora w $rodowisku mozliwie bliskiemu fizjologicznemu oraz zwigkszenia selek-
tywnosci warstw receptorowych w stosunku do wybranych analitéw. Realizacja
pierwszego celu prowadzona jest poprzez immobilizacje elektroaktywnych pochod-
nych kwasdéw boronowych, w szczegdlnosci posiadajacych grupe ferrocenows.
Monowarstwy takie otrzymuje si¢ poprzez dzialanie kwasu ferrocenoboronowego
na przygotowane in situ na powierzchni elektrody sole diazoniowe. Pozostale kie-
runki badan realizowane s3 stosujac nowe pochodne zwigzkéw boroorganicznych
takich jak benzooksaborole, ktdre wykazuja wyzsza selektywnos¢ w stosunku do
biologicznie istotnych substancji niz kwasy boronowe oraz charakteryzuja sie wyz-
szg kwasowoscig atomu boru, dzieki czemu mogg by¢ wykorzystywane w srodowi-
sku bliskiemu fizjologicznemu. Do$wiadczenie zdobyte we wczesniejszych etapach
prac pozwala na dobranie odpowiednich metod immobilizacji nowych monowarstw
w zaleznosci od planowanego zastosowania.
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Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla jonow metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zt.

Obliczenia teoretyczne stalej ekranowania magnetycznego i stalych strzezen spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zt.

Ksigzki wysylamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy Kiero-
wacé pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
ktore publikuje przede wszystkim artykuty przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne warto$ciowe mate-
rialy o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuty oparte na pracach doktorskich lub habilitacyj-
nych, ktére zostaly wyrdznione przez Rady Wydzialow, przed ktérymi toczyly sie odpowiednie procesy; mate-
rialy informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materialy o aktualnych osiggnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowig dwie odrebne serie, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz
seria ,,Habilitacje”. W serii ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” publikowane sg dluzsze artykuty przegladowe
lub monografie poswigcone waznym i aktualnym problemom wspolczesnej chemii, w ramach serii wydawniczej
pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane prace habilitacyjne z obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie
z ustawg, dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku powigzanych publikacji, poprzedzonych omoéwieniem w jezyku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantéw. Autorzy, ktérzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wcze-
$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie przesta¢ wstepnie przygotowang publikacje (redagowang na wzor
artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul
przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada
$rodkéw na finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz serii ,, Habilitacje” W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z auto-
rami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” znajduja si¢ na liscie czasopism punktowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Zawartos$¢ czasopisma dostepna jest zarowno w formie drukowanej jak i elektronicznej. Elek-
troniczny dostep do pelnych tekstow prac jest mozliwy poprzez strone Dolnoslaskiej Biblioteki Cyfrowej, http://
www.dbc.wroc.pl/.

Anglojezyczne streszczenia wszystkich opublikowanych prac sg dostgpne na stronie internetowej ,Wiadomo-
$ciach Chemicznych’, http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html.

Czasopismo od wielu lat jest indeksowane/abstraktowane w dwdch bazach danych (Chemical Abstracts oraz
AGRO), a od roku 2012 zostaly umieszczone w bazie Polskiej Bibliografii Naukowej, https://pbn.nauka.gov.pl/
journals/24384.

2. Informacje dla autoréw na temat wymagan i zasad publikowania prac

+ Prace nie byly wczeéniej publikowane, ani nie s3 zlozone w redakcji innego czasopisma.

« Autorzy prac stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow, tabel
itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych,
posiadaja pisemng zgode na ich przedruk.

o Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana gdzie indziej.

o Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer telefonu oraz adresy poczty tra-
dycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbedny warunek sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego
tekstu.

o Autorzy zobowigzani s3 do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjetych do druku Redakcja ma
prawo dokonywania niezbednej korekty.

o Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgloszenia pracy, wydawca nabywa ogélnych praw autor-
skich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Interne-
cie). Tytulem powyzszego wykorzystania utworéw autorom nie s3 wyplacane honoraria.

o Wszystkie nadsylane prace s3 poddawane wstepnej ocenie, ktora okresla czy odpowiadajg randze i pro-
filowi ,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami
MNIiSW oraz Redakgji.

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace s3 recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
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pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, Ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$ wniést znaczacy wklad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wiacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

o Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych recenzentéw, jednak ostatecz-
nego wyboru anonimowych recenzentéw dokonuje Redakcja.

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosi¢ czesciowe koszty wydania swoich artykulow. Tak jest w przypadku tzw. stron
nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczety nadliczbowsg strong jest naliczana oplata w wysokosci
okoto 50 zl. Najczeéciej kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw lub przez Wydziaty
ktore wspomagaja wydawanie ,Wiadomosci Chemicznych”. Niezaleznie od rodzaju pracy oplata pobierana jest
réwniez za kolorowe rysunki i wykresy (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ zmiany wysokosci oplat, w zaleznosci od wielkoéci dofinansowania
z MNiSW oraz wypracowanych srodkéw wlasnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
srodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i
obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegélow odsylajac Czytelnika do
pis$miennictwa oryginalnego, ktére to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace napisanej pracy.
Literature nalezy cytowac ze zrédel oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

o W przypadku prac wspoétfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz forma kolorystyczna manu-
skryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

« Maszynopisy prac autoréow ktérzy nie chcg ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekracza¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane bedg w wersji czarno bialej.

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposob numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zaréwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

« Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty musza by¢ wyjasnione, oznaczenia i
jednostki miar nalezy podawa¢ wedlug ukladu SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢ numerami
umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzoréw [1, 5, 7] (dla prac 1,51 7)
lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).

o Jesli w artykulach znajduja sie przedruki rysunkow, czy innych elementéw prac cudzych, w opisach (pol-
skich i angielskich) nalezy zamiesci¢ stosowng informacje.

o Zaleca si¢ umieszcza¢ w tekscie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa przygotowane w edytorze
Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umiesz-
czenie (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji).

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

- tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim
(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

- pelne imig i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),

- pelne nazwy o$rodkéw przypisane do autoréw pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pismiennictwo cytowane

» Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autorow (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakcji),

- obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakéw ze spacjami) z uwzgled-
nieniem cytowanego pi$miennictwa oraz odsylaczami do tabel, rysunkéw zamieszczonych w tekscie
(Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz stowa kluczowe - nie wiecej niz 6, uzyskane najlepiej z bazy haset
przedmiotowych podawane w jezyku angielskim i polskim,

- wykaz stosowanych skrétow - w przypadku niewielkiej liczby skrotéw lub akroniméw nie jest
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty wyjasniamy w tekscie przy pierwszym uzyciu.
Angielskie skroty nalezy poda¢ i wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace
zamieszczone w ,Wiadomos$ciach Chemicznych”. Przykiad: dla skrétu SSRI - selektywne inhibitory
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Jezeli tabele i rysunki zostaly wykonane w edytorze Word, zaleca sig, aby byly zamieszczone w tekscie

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do zrozumienia treéci, bez

koniecznosci poszukiwania objasnien w tekscie pracy, nalezy je numerowac cyframi arabskimi oraz poda¢

tytul (polski/angielski, nad tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przesta¢ w postaci plikéw zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym,

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczo$ci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedlug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowaé

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastepujace ele-

menty: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw), skrét tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubiong czcionka, numer pierwszej strony cytowanej
pracy, np.

[1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawiera¢: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytul (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostepu]. Warunki

dostepu, np.

[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny w Internecie:

http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastgpujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji;
« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);


1.Tytul
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« pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywa¢ autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

« 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to réwniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie bedg przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykulu i jego zwrotu do Redakeji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesylania prac z kolorowymi stronami prosimy o zazna-
czenie, stron ktore w formie druku majg by¢ czarno-biate. Brak tej czynno$¢ moze skutkowa¢ wystawieniem
faktury za wydruk kolorowych stron. W przypadku zmian kolorowych rysunkéw na czarno biate prosimy
roéwniez o zasygnalizowanie, ze w postaci elektronicznej, zyczg sobie Panistwo wersje w kolorze.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drogg elektroniczng plik opubliko-
wanej pracy w formacie pdf.

Prace prosimy przesyla¢ poczta elektroniczng na adres: beata.swiatek-tran@chem.uni.wroc.pl lub wchem@
chem.uni.wroc.pl, za§ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list intencyjny, o$wiadczenia autordw,
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodnos¢ z oryginatem) poczta tradycyjna na adres Redakcji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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