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ABSTRACT

Phosphonates constitute a class of compounds with variety of applications in
organic synthesis (as reagents in the Horner-Wadsworth-Emmons reaction), medi-
cine (biologically active compounds) or industry (as e.g. water softeners) [1, 2].
Therefore, the original synthetic methods were developed in order to obtain phos-
phonates possessing vast and desired properties [3].

This work focuses on the methods employing metalloorganic compounds to
a new C-P bond formation. This approach is achieved in most cases by substitution
at a trigonal phosphorus atom. The reactions are characterized by high yields and
lack of side-products what facilitates the isolation and purification of the target com-
pounds. These benefits are provided mainly by application of lithium and magne-
sium derivatives.

The other method involves modification of a ready molecule skeleton. The pro-
cedures utilizing a new C-C or C-halide bond formation are commonly used. Suita-
ble for these synthetic routes are such soft nucleophiles as copper- zinc- and cad-
mium-organic compounds.

Additionally, examples of an application of mercury-, lead- and aluminium-
organic reagents to the synthesis of other organic phosphorus compounds are dis-
cussed. Although their use is rather marginal, they appeared to be crucial for speci-
fic and original syntheses.

Keywords: phosphonates, metaloorganic compounds, phosphorus

S³owa kluczowe: fosfoniany, zwi¹zki metaloorganiczne, fosfor
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

Ac � grupa acetylowa
Alk � grupa alkilowa
Ar � grupa arylowa
Bn � grupa benzylowa
Boc � grupa tert-butoksykarbonylowa
Bu � grupa butylowa
CyAlk � grupa cykloalkilowa
DMF � N,N-dimetyformamid
Et � grupa etylowa
LDA � diizopropyloamidek litu
LiHDMS � bis(trimetylosililo)amidek litu
Me � grupa metylowa
P(O)X3 � halogenek fosforylu
Ph � grupa fenylowa
Pr � grupa propylowa
PX3 � trihalogenek fosforu
R � podstawnik alkilowy lub arylowy
Tf � grupa trifluorometylosulfonowa
THF � tetrahydrofuran
TMEDA � tetrametyloetylenodiamina
TMS � grupa trimetylosililowa
TMSCl � chlorotrimetylosilan
Ts � tosyl (grupa p-toluenosulfonowa)
X � chlorowiec (Cl, Br, I)
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WSTÊP

Popularne metody syntezy fosfonianów � takie jak Abuzowa i Michaelisa-
Beckera zawodz¹ w przypadkach, gdy celem otrzymania jest arylofosfonian. Spowo-
dowane jest to niewielk¹ reaktywno�ci¹ chlorowcoarenów w reakcjach podstawie-
nia nukleofilowego. Co prawda, przez zastosowanie wysokiej temperatury mo¿na
wymusiæ podstawienie, zw³aszcza gdy nukleofil fosforowy posiada wysok¹ aktyw-
no�æ (np. sól fosforynu dietylowego), jednak z drugiej strony w takich warunkach
mog¹ nast¹piæ reakcje uboczne lub wrêcz rozk³ad produktu.

Podstawienie chlorowca w wyniku oddzia³ywania P(O)X3 z karboanionem pro-
wadzi do powstania nowego wi¹zania C�P, stanowi wiêc wa¿ne uzupe³nienie metody
Arbuzowa i podobnych procedur. Podstaw¹ tej metody jest wykorzystanie zwi¹z-
ków metaloorganicznych jako g³ównych reagentów. Ró¿norodno�æ pod wzglêdem
struktury i reaktywno�ci zwi¹zków posiadaj¹cych wi¹zanie metal�wêgiel sprawia,
¿e s¹ one czêsto wykorzystywanie do otrzymywania po³¹czeñ fosforoogranicznych.
Najwiêksze znaczenie maj¹ zwi¹zki rtêcio-, o³owio-, glino-, kadmo-, cyno- magne-
zo-, miedzio- i litoorganiczne, przy czym w syntezie fosfonianów u¿ywa siê g³ów-
nie trzech ostatnich. W pracy tej spo�ród licznych istniej¹cych metod wybrano g³ów-
nie te, które s¹ uniwersalne i za pomoc¹ których uzyskuje siê najwiêksz¹ wydaj-
no�æ.

 1. ZWI¥ZKI LITOORGANICZNE W SYNTEZIE FOSFONIANÓW

Zwi¹zki litoorganiczne nale¿¹ do po³¹czeñ charakteryzuj¹cych siê wysok¹ reak-
tywno�ci¹ i czêsto s¹ wyj�ciowymi reagentami do uzyskiwania innych pochodnych
metaloorganicznych [4].

Stabilno�æ tych zwi¹zków zale¿y g³ównie od hybrydyzacji atomu wêgla, z któ-
rym lit tworzy wi¹zanie oraz od rodzaju atomu w pozycji 2. Proste uk³ady, w których
atom litu jest zwi¹zany z atomem wêgla o hybrydyzacji sp3, jak ma to miejsce
w pochodnych alkilowych, wykazuj¹ bardzo du¿¹ reaktywno�æ i ma³¹ stabilno�æ.
Je¿eli atom wêgla, na którym w wyniku litowania tworzy siê karboanion, posiada
hybrydyzacjê sp3 i znajduje siê w bezpo�rednim s¹siedztwie heteroatomu dysponu-
j¹cego woln¹ par¹ elektronow¹, to uk³ad taki nie jest stabilny z uwagi na oddzia³y-
wanie odpychaj¹ce dwóch wolnych par elektronowych umiejscowionych na s¹sia-
duj¹cych atomach:

N
H

-H+ N
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W takim uk³adzie preferowana bêdzie utrata anionu wodorkowego:

N
H

-H- CN N C

Z tego powodu w aminach ³atwiej jest oderwaæ anion wodorkowy ni¿ proton
z s¹siaduj¹cego z atomem azotu wêgla. Je¿eli atom ten posiada hybrydyzacjê sp2

wtedy preferencyjnie zachodzi 2-litowanie. Wolne pary elektronowe le¿¹ wówczas
w ró¿nych p³aszczyznach i ich niekorzystne oddzia³ywanie jest zredukowane.

N
H -H+

N

Mo¿liwe jest równie¿ 3-litowanie uk³adów zawieraj¹cych heteroatom. Trudno�-
ci¹, jak¹ napotyka siê w tym procesie, jest tendencja utworzonego karboanionu do
ulegania reakcji eliminacji z utworzeniem olefiny:

C

C
N

H
C

C
N

Li
C

C
LiN

Trend ten maleje wraz ze wzrostem wewnêtrznego naprê¿enia w tworz¹cym siê
nastêpczo alkenie.

Spo�ród zwi¹zków metaloorganicznych, to w³a�nie litopochodne posiadaj¹ naj-
szersze spektrum zastosowañ w syntezie fosfonianów.

Zwi¹zki litoorganiczne s¹ silnymi odczynnikami alkiluj¹cymi i aryluj¹cymi sto-
sowanymi do tworzenia nowego wi¹zania C�P. Niestety, proste, niestabilizowane
rezonansowo litopochodne (np. alkilolit) znajduj¹ zastosowanie jedynie w przypadku,
gdy reagent fosforowy posiada tylko jedno aktywne centrum zdolne do tworzenia
wi¹zania C�P [5].

Znacznie szersze jest wykorzystanie soli litowych stabilizowanych anionów orga-
nicznych w reakcji ze zwi¹zkami zawieraj¹cymi wi¹zanie P�X. W ten sposób mo¿na
otrzymywaæ nie tylko fosfoniany [6], ale i fosfinotlenki [7] oraz fosforowe pochodne
cyklopentadienylowe [8] � (wiêcej w rozdz. 7).

 

 

 
O O

O

R'

R

1. LiN(TMS)2, THF, -78oC
2. (R"O)2P(O)Cl
3. H2O2

O O

O

R'

R

P(O)(OR")2

H+/H2O R

O

R'

O

OH

P(O)(OR")2



ZWI¥ZKI METALOORGANICZNE W SYNTEZIE FOSFONIANÓW 7

Litowanie mo¿e byæ dogodn¹ metod¹ otrzymywania aromatycznych fosfonia-
nów zawieraj¹cych azot jako heteroatom.

Przyk³adowo, opracowano dogodn¹ metodê syntezy fosfonowych pochodnych
pirolu wykorzystuj¹c ³atwo�æ, z jak¹ ulega litowaniu pozycja 2 w uk³adach hetero-
aromatycznych. N-Metylopirol przekszta³cony w 2-litopochodn¹ i poddany dzia³a-
niu chlorofosforanu dietylowego tworzy 2-pirolilofosfonian dietylowy [9].

1. ClP(O)(OEt)2

N Li 2. H2O N P(OEt)2
O

W analogiczny sposób otrzymano seriê pochodnych 1,2,4-triazolu [10, 11]
z wydajno�ci¹ 44�72%.

N

N

N
R

R1

N

N

N
R

R1 Li

N

N

N
R

R1 P(OEt)2

OR: Bn, Me
R1: Ph, H

BuLi
THF, -78oC

ClP(O)(OEt)2

Z kolei litowanie pirydyny w pozycji C-3 i reakcja z chlorofosforynem dietylo-
wym prowadzi do 3-pirydylofosfonianu (wydajno�æ 36%) � [12].

N N

Li

N

P(OEt)2

O

BuLi
-80oC -80oC

ClP(O)(OEt)2

Ponadto, wykorzystuj¹c reakcjê litowania-dehalogenowania mo¿na uzyskaæ fos-
fonowe pochodne zasady pirymidynowej � uracylu [13].
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W podobny sposób otrzymano analog nukleozydu posiadaj¹cy fragment uracy-
lowy zwi¹zany z reszt¹ cukrow¹ [14].

N

NH

O

O

Br

O

RO

RO OR

1. BuLi, THF, -78oC

2. ClP(O)(OEt)2
N

NH

O

O

(EtO)2P

O

RO

RO OR

O

N

NH

O

O

(NaO)2P

O

HO

HO OH

O

TMSCl, NaI

W niskiej temperaturze alkinylolit jest u¿ytecznym odczynnikiem do syntezy
1-alkinylofosfonianów. Alkiny ulegaj¹ reakcji metalacji pod wp³ywem BuLi w THF,
w obni¿onej temperaturze, a utworzony acetylenek litu reaguje w nastêpnym etapie
z chlorofosforanem w tych samych warunkach. Taka procedura minimalizuje uboczne
reakcje prowadz¹c do wysokich i odtwarzalnych wydajno�ci w syntezie tej grupy
zwi¹zków [15�29].

R1H
1. n-BuLi, -78oC, THF

2. (EtO)2P(O)Cl
R1(EtO)2P

O
R1: Alk, BnOCH2, PhS, Ph

Przyk³adowo synteza etynylofosfonianu dietylowego zosta³a opracowana z zasto-
sowaniem bis(diizopropyloamino)boracetylenku litu jako syntetycznego ekwiwa-
lentu acetylenku litu. Po reakcji bis(diizopropyloamino)boracetylenku litu z chloro-
fosforanem dietylowym w THF w temperaturze �78oC, grupê ochronn¹ usuwa siê
poprzez hydrolizê w rozcieñczonym roztworze wodnym kwasu solnego [30�32].

1-Lito-1,1-difluorometylofosfoniany s¹ najczê�ciej otrzymywane in situ z diflu-
orometylofosfonianów w obecno�ci LDA lub LiHDMS. Z uwagi na ich nisk¹ stabil-
no�æ i s³abe w³a�ciwo�ci nukleofilowe [33�36] te wysoce deaktywowane karbo-
aniony wymagaj¹ obecno�ci silnego elektrofila (1-rzêdowych bromków [37�40]
i jodków alkilowych [25, 41], benzylowych [42] lub allilowych [37�40]) w celu
uzyskania satysfakcjonuj¹cych rezultatów.
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Wiêcej wiadomo�ci na temat zastosowania zwi¹zków metaloorganicznych do
otrzymywania fluorowanych fosfonianów opisano w literaturze przegl¹dowej [3(j)].

Gdy chlorometylofosfoniany dialkilowe s¹ metalowane z u¿yciem n-BuLi
w temperaturze �78oC, a nastêpnie poddawane reakcji ze zwi¹zkiem karbonylo-
wym (aromatycznym, alifatycznym, cyklicznym) otrzymuje siê 1,2-epoksyalkilo-
fosfoniany z wydajno�ci¹ 50�90% bez �ladów produktów ubocznych [43, 44].

 

 (RO)2P CH2

O

Cl

(RO)2P CH

O

Cl

Li

n-BuLi
-78oC, THF -78 -> 20oC

R2 R3

O

(RO)2P C

O

H

C
O

R2

R3

Przekszta³cenie alkilofosfonianów w 1-litopochodn¹, poddan¹ nastêpnie reak-
cji z DMF lub N-formylomorfolin¹ w niskiej temperaturze prowadzi do przej�cio-
wej formy b-aminoalkoksydowej. W roztworze kwa�nym ulega ona przemianie do
1-formyloalkilofosfonianu z wydajno�ci¹ ilo�ciow¹ [45, 46]. Podobny rezultat uzy-
skuje siê u¿ywaj¹c HCO2Et jako odczynnika formyluj¹cego. Dziêki tej metodzie
mo¿na uzyskaæ pochodne alkilowe [47], allilowe [48], benzylowe i tioetylometylo-
we [49].

(RO)2P CH

O

R1

R2

1. n-BuLi, -78oC, THF

2. E+

3. 2M HCl

(RO)2P C

O

R1

R2

CHO

E+: HCO2Et, Me2NCHO, N-formylomorfolina

Fosforan trietylowy mo¿na ³atwo przekszta³ciæ w 1-formyloalkilofosfonian bez
izolowania produktów przej�ciowych z ca³kowit¹ wydajno�ci¹ 90�94% [47, 50�52].
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Wykorzystuj¹c ³atwo�æ metalowania pozycji 2 w alkilofosfonianach, wycho-
dz¹c z 1-chloro-1-litoalkilofosfonianu i aromatycznej iminy opracowano stereose-
lektywn¹ metodê syntezy fosfonoazyrydyn [53, 54]. Powstaj¹cy w przewadze
(95%:5%) izomer trans mo¿na ³atwo oddzieliæ od formy cis na drodze chromato-
grafii kolumnowej.

Cl P(OEt)2

O
BuLi Cl P(OEt)2

O

Li

N

P(OEt)2

H

Ar1

H

Ar2

O

N

P(OEt)2

H

H

Ar1

Ar2

O

Ar1-CH=N-Ar2

(2S,3R) (2S,3S)

2. ZWI¥ZKI MAGNEZOORGANICZNE W SYNTEZIE FOSFONIANÓW

Zwi¹zki Grignarda s³u¿¹ do otrzymywania fosfonianów arylowych i alkilowych
w reakcji z chlorofosforynami lub chlorofosforanami dialkilowymi. Problemem jed-
nak jest uzyskanie odpowiedniej selektywno�ci reakcji, poniewa¿ chlorofosforany
i chlorofosforyny posiadaj¹ dwa reaktywne w stosunku do zwi¹zków metaloorga-
nicznych wi¹zania: P�Cl i P�O [55]. Do uzyskania odpowiedniej selektywno�ci wyko-
rzystuje siê labilno�æ wi¹zania P�Cl [56].

MgBr

CF3
(EtO)2P(O)Cl

P(O)(OEt)2

CF3

Podstawienie w estrach mieszanych arylo-alkilowych kwasów fosfinowych
mo¿na równie¿ przeprowadzaæ z du¿¹ selektywno�ci¹ wykorzystuj¹c fakt wiêkszej
reaktywno�ci estrów fenoli, które s¹ lepszymi grupami opuszczaj¹cymi [57].

 

 

 

Ph P

OAr

OCin

Ar'MgX Ph P

OCin

Ar'

N

O
N

= -OCin
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Alternatywn¹ metod¹ syntezy alkinylofosfonianów jest rozwi¹zanie polegaj¹-
ce na wykorzystaniu reaktywno�ci bromków (najczê�ciej) alkinylomagnezowych
w stosunku do chlorofosforanu dialkilowego.

W przypadku pochodnych acetylenu, grupa trimetylosililowa jest stosowana
w celu zabezpieczenia terminalnego atomu wodoru [58].

SiMe3H
2. (EtO)2P(O)Cl

SiMe3(EtO)2P

O

1. MeMgBr, 0oC, Et2O

Na2CO3 aq
H(EtO)2P

O

Co wiêcej, zastosowanie tej metody do syntezy wy¿szych homologów acety-
lenu daje równie dobre efekty. Nie trzeba wówczas stosowaæ grup ochronnych,
a bromek alkinylomagnezowy reaguje z chlorofosforanem dietylowym (stosowa-
nym najczê�ciej) w temp. 0 lub �30°C, w zale¿no�ci od u¿ytego rozpuszczalnika
[59�63]. Wydajno�æ wynosi zwykle 50�76%, przy czym zale¿y ona od kolejno�ci
dodawania reagentów.

R1H
2. (RO)2P(O)Cl

R1(RO)2P

O

1. EtMgBr, 0oC, Et2O

R: Alk, Ar
R1: Alk, CyAlk, Ar

Jodek perfluoroheksylomagnezowy generowany in situ z jodku perfluorohek-
sylowego i jodku fenylomagnezowego reaguje z chlorofosforanem dietylowym
w temperaturze �50°C daj¹c perfluoroheksylofosfonian dietylowy z wydajno�ci¹
56% [64]. Jest to przyk³ad ogólnej metody otrzymywania perfluorowanych alkilo-
fosfonianów.

CF3(CF2)5MgI Cl P(OEt)2

O

Et2O
-50oC

CF3(CF2)5 P(OEt)2

O

Synteza heterocyklicznych fosfonianów mo¿liwa jest tak¿e z u¿yciem odczyn-
ników Grignarda. Wspomniano wy¿ej o reakcji 2-lito-N-metylopirolu z chlorofosfo-
ranem dietylowym. W analogiczny sposób reaguje bromek 2-pirolilomagnezowy
tworz¹c 2-pirolilofosfonian dietylowy z wydajno�ci¹ 30% [9].

1. ClP(O)(OEt)2

N
H

MgBr 2. H2O N
H

P(OEt)2

O
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3. ZWI¥ZKI MIEDZIOORGANICZNE

Mimo ¿e zwi¹zki organiczne miedzi nie s¹ u¿ywane do syntezy wi¹zania C�P,
to s¹ one bardzo cenne jako odczynniki sprzêgaj¹ce s³u¿¹ce do funkcjonalizowania
cz¹steczek fosfonianów.

Traktuj¹c 1-alkinylofosfoniany miedzianami w niskiej temperaturze, a nastêp-
nie dzia³aj¹c na produkt przej�ciowy jodem uzyskuje siê a-jodowinylofosfoniany
z wydajno�ci¹ 97�98% [65, 66].

(EtO)2P R1

O

1. R2
2CuMgBr, -78oC

2. I2 (EtO)2P R1

O

I R2

Pochodne benzylofosfonowe otrzymuje siê z chlorometylofosfonianów przez
sprzêganie ze zwi¹zkami miedzioorganicznymi uzyskanymi in situ z bromków arylo-
wych [67]. Zast¹pienie chlorometylofosfonianu jodopochodn¹ powoduje spadek
wydajno�ci z 60% do 31%.

Arylowanie mo¿na równie¿ przeprowadzaæ wykorzystuj¹c ³atwo�æ w tworze-
niu karboanionu w 1-cyjanometylofosfonianach i sprzêgaj¹c go z halogenkiem arylo-
wym w obecno�ci CuI  [68, 69].

Epihalohydryny s³u¿¹ do bezpo�redniego wprowadzania funkcji epoksydowej
do cz¹steczki fosfonianu po uprzednim wygenerowaniu karboanionu w pozycji 1.
Metoda ta daje umiarkowane wydajno�ci (30�47%) [70].

Atrakcyjn¹ metod¹ syntezy 2-oksoalkilofosfonianów jest chemoselektywne acy-
lowanie a -metalowanych alkilofosfonianów za pomoc¹ chlorków kwasowych.
W metodzie tej produktem przej�ciowym jest 1-litopochodna, która z uwagi na wysok¹
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reaktywno�æ nie mo¿e byæ stosowana w reakcji z chlorkiem acylowym. Dlatego
litopochodn¹ poddaje siê transmetalowaniu z CuI i dopiero wtedy mo¿e byæ ona
traktowana odczynnikiem elektrofilowym [71�97]. Wydajno�æ tych reakcji jest nie-
mal ilo�ciowa.

Z kolei 3-oksoalkilofosfoniany uzyskuje siê przez sprzêgniêcie 1-miedzio(I)alki-
lofosfonianu z 2,3-dihalogenopropylenem [98].

W podobny sposób uzyskuje siê 2-okso-w-(alkoksykarbonylo)alkilofosfoniany
u¿ywaj¹c monochlorków kwasów dikarboksylowych [84, 85, 99, 100].
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4. ZWI¥ZKI KADMO- I CYNKOORGANICZNE

Z powodu niskiej reaktywno�ci, zwi¹zki organiczne cynku i kadmu nie znala-
z³y szerokiego zastosowania w syntezie fosfonianów. Zazwyczaj s¹ one stosowane
do tych samych celów, co zwi¹zki Grignarda jednak reakcje zachodz¹ najczê�ciej
z mniejsz¹ wydajno�ci¹, a produkty s¹ trudniejsze do wyodrêbnienia.

Zwi¹zków kadmo- i cynkoorganicznych u¿ywa siê tak¿e czasem jako odczyn-
ników sprzêgaj¹cych, jak ma to miejsce w syntezie funkcjonalizowanych alkilofos-
fonianów [101].

Wydajno�æ reakcji nie przekracza 64%, a produktowi g³ównemu towarzysz¹
znaczne ilo�ci zanieczyszczeñ.

Poni¿sze reakcje obrazuj¹ obszar zastosowañ tej grupy zwi¹zków [102�106].

Dietylocynk stosowany ³¹cznie z dijodometanem przekszta³caj¹ 2-ketofosfo-
niany w 3-ketofosfoniany na drodze insercji grupy metylenowej (z po�rednim eta-
pem wiod¹cym przez karbenoid) [107].
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5. ZWI¥ZKI METALOORGANICZNE W REAKCJACH
PRZEGRUPOWANIA

W ostatnich latach rosn¹ce znaczenie zyskuje zastosowanie w syntezie zwi¹z-
ków fosforoorganicznych przegrupowania alkoholu propargilowego [108]. Przepro-
wadzaj¹c reakcjê alkoholu propargilowego z PCl3 w obecno�ci amin trzeciorzêdo-
wych uzyskuje siê allenylofosfoniany [109]. Powstawanie tego produktu zwi¹zanie
jest z przegrupowaniem propargilofosfonianu zachodz¹cym w niektórych przypad-
kach nawet podczas przechowywania zwi¹zku w temperaturze pokojowej [110].

Poni¿ej podano przyk³ad zastosowania alkoholu propargilowego w reakcji otrzy-
mywania allenylofosfonianu [111].

Ponadto, estry propargilowe mog¹ byæ dobrymi substratami do otrzymywania
hydroksyfosfonianów. Przegrupowanie estrów zachodzi pod wp³ywem silnych
zasad, na przyk³ad LDA [112].
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Kolejnym typem przegrupowania, w wyniku którego otrzymuje siê fosfoniany,
jest przegrupowanie fosforanowo-fosfonianowe. Przyk³adem mo¿e byæ zastosowa-
nie fosforanów winylowych, na przyk³ad produktów reakcji Perkowa, które pod
wp³ywem LDA przegrupowuj¹ siê do b-ketofosfonianów [113].

Je¿eli substratem tej reakcji jest fosforan fenolu, to produktem przegrupowania
fosforanowo-fosfonianowego bêdzie odpowiedni 2-hydroksyfosfonian [114].

Zablokowanie pozycji 2 i 5 w pier�cieniu pirolowym przez wprowadzenie dwóch
grup metylowych nie prowadzi do utworzenia wi¹zania P�N, ale do podstawienia
przy atomie wêgla C-3 i nastêpczej eliminacji grupy fosfonowej [9].
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6. ZASTOSOWANIE ZWI¥ZKÓW METALOORGANICZNYCH
W SYNTEZIE INNYCH ORGANICZNYCH POCHODNYCH FOSFORU

Jak wskazano wy¿ej, zwi¹zki litoorganiczne znajduj¹ szerokie zastosowanie
w syntezie fosfonianów. Jednak posiadaj¹ one te¿ znaczenie w otrzymywaniu
innych zwi¹zków fosforoorganicznych. Bardzo wysoka reaktywno�æ pochodnych
litoorganicznych sprawia, ¿e selektywno�æ reakcji spada wraz z ilo�ci¹ grup mog¹-
cych ulec podstawieniu w drugim reagencie. Litowane silany s³u¿¹ do otrzymywa-
nia fosfin [115�117].

   Li

Si(CH3)3

Si(CH3)3

P Cl

(H3C)3C

(H3C)3C
P

(H3C)3C

(H3C)3C Si(CH3)3

Si(CH3)3

Sole litowe, w których aniony s¹ stabilizowane (np. pochodne ditianu) tak¿e
s³u¿¹ do podstawienia atomu chlorowca w zwi¹zkach typu PX3 [118] i otrzymywa-
nia szerokiej gamy pochodnych fosforoorganicznych.
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Uzyskany trójpier�cieniowy produkt posiada ciekawe w³a�ciwo�ci, gdy¿ repre-
zentuje uk³ad antyaromatyczny. �rodkowy pier�cieñ bardzo ³atwo przy³¹cza dwie
cz¹steczki wody tworz¹c bis-drugorzêdowy fosfinotlenek.
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Z uwagi na wysok¹ toksyczno�æ, zwi¹zki rtêcioorganiczne nie znalaz³y prak-
tycznego zastosowania w chemii organicznej fosforu. S¹ one u¿ywane tylko wtedy,
gdy inne metody zawodz¹. W wyniku reakcji dilakilortêci z PX3 tworz¹ siê alkilodi-
chlorowcofosfiny [119].

W przypadku, gdy do atomu fosforu przy³¹czone s¹ ró¿ne atomy chlorowców,
mo¿na selektywnie wykorzystaæ ich ró¿n¹ reaktywno�æ do otrzymania po¿¹danego
produktu. Podej�cie to zyska³o praktyczne znaczenie w reakcji przy³¹czania reszt
olefinowych do atomu fosforu [120]. W ten sposób otrzymuje siê winylodibromo-
fosfinê z dibromofluorofosfiny:

Zwi¹zki o³owioorganiczne posiadaj¹ podobne zastosowanie jak zwi¹zki orga-
niczne rtêci [121] i stanowi¹ alternatywê dla po³¹czeñ rtêciowych pomimo tego, ¿e
równie¿ charakteryzuj¹ siê podobnym stopniem toksyczno�ci. Przyk³adem reakcji
z zastosowaniem zwi¹zku o³owioorganicznego jest synteza etylodichlorofosfiny
z PCl3 i tetraetyloo³owiu.

Dialkilokadm, dziêki mniejszej reaktywno�ci ni¿ zwi¹zki Grignarda (z których
jest otrzymywany), wykazuje wiêksz¹ selektywno�æ w reakcjach z chlorofosfinami
[122].

Zwi¹zki cynoorganiczne znalaz³y zastosowanie do tworzenia wi¹zania C�P
w uk³adach, gdzie atom wêgla a posiada hybrydyzacjê sp2 lub sp [123].

Jako alternatywê do odczynników Grignarda stosuje siê zwi¹zki glinoorganiczne
charakteryzuj¹ce siê wiêksz¹ selektywno�ci¹ w reakcjach z pochodnymi posiadaj¹-
cymi jednocze�nie wi¹zanie P�X, jak i P�O. Glinoacetylenki litu s³u¿¹ do sprzêga-
nia grupy fosfonowej i reszty alkinylowej [124].

Zwi¹zki glinoorganiczne s³u¿¹ tak¿e do wprowadzaniu grupy arylowej. Reak-
cje miêdzy PCl3 a arenami przebiegaj¹ w obecno�ci chlorku glinu, zgodnie z mecha-
nizmem reakcji Friedla-Craftsa.
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PODSUMOWANIE

Zaskakuje stosunkowo niewielka liczba doniesieñ o zastosowaniu zwi¹zków
metaloorganicznych w syntezie wi¹zania C�P. S¹ to raczej reakcje uzupe³niaj¹ce
popularne metody Arbuzova i Michealisa-Beckera. Tym niemniej, niektórych fos-
fonianów nie sposób otrzymaæ nie stosuj¹c zwi¹zków metaloorganicznych. Spo�ród
nich najwiêksze znaczenie w syntezie fosfonianów i tworzeniu nowego wi¹zania
C�P posiadaj¹ zwi¹zki Grignarda [125] i litoorganiczne. Jednak ze wzglêdu na du¿¹
reaktywno�æ obu grup odczynników, synteza monopodstawionych pochodnych przez
podstawienie zachodz¹ce na atomie fosforu (np. z u¿yciem PX2(OR), PX3 itp.) jest
bardzo trudna lub praktycznie niemo¿liwa [126]. Dlatego w takich przypadkach
zastêpuje siê je mniej reaktywnymi � a przez to bardziej selektywnymi � zwi¹zkami
glino-, kadmo- lub cynkoorganicznymi. Te ostatnie znalaz³y zastosowanie g³ównie
do funkcjonalizowania fosfonianów przez tworzenie nowego wi¹zania C�C. Nato-
miast miedziany stosuje siê jako reagenty sprzêgaj¹ce nawet w reakcjach z tak reak-
tywnymi odczynnikami jak chlorki acylowe.

PI�MIENNICTWO CYTOWANE

[1] K. Moonen, I. Laureyn, C.V. Stevens, Chem. Rev., 2004, 104, 6177.
[2] D. Redmore, Chem. Rev., 1971, 71, 315.
[3] (a) S. Hannesian, Y.L. Bennani, Y. Herve, SynLett, 1993, 35; (b) D.Y. Kim, D.Y. Rhie Tetrahedron

1997, 40, 13603; (c) C. Stevens, A. Verbeke, N. DeKimpe, SynLett, 1998, 180; (d) J. Motoyoshiya,
K. Hirata, Chem. Lett., 1988, 211; (e) A.M. Chollet-Gravey, L. Vo-Quang, Y. Vo-Quang, F.L. Goffic,
Synth. Commun., 1991, 21, 1847; (f) M. Borloo, X.Y. Jiao, H. Wojtowicz, P. Rajan, K. Verbuggen,
K. Augustyns, A. Haemers, Synthesis, 1995, 1074; (g) V. Roubaud, F. Le Moigne, A. Mercier,
P. Tordo, Phospohorus Sulfur and Silicon, 1994, 86, 39; (h) F. Le Moigne, P. Tordo, J. Org. Chem.,
1994, 59, 3365; (i) K. Moonen, I. Laureyn, C.V. Stevens Chem. Rev. 2004, 104, 6177;
(j) V.D. Romanenko, V.P. Kukhar, Chem. Rev., 1006, 106, 3868.

[4] (a) A.R. Katritzky, G.W. Rewcastle, J.N. Lam, S. Sengupta, Prog. Heterocycl. Chem., 1989, 1, 1;
(b) A.R. Katritzky, S. Sengupta, Proc. Indian Acad. Sci. (Chem Sci), 1988, 100, 187.

[5] H.G. Gruetzmacher, H. Pritzkow, Angew. Chem., 1991, 103, 721.
[6] R.K. Boeckman, T.M. Kamenecka, S.G. Nelson, J.R. Pruitt, T.E. Barta, Tetrahedron Lett., 1991,

32, 2581.
[7] (a) V.I. Kalchenko, D.M. Rudkevich, O.A. Aleksyuk, L.N. Markovskii, Zh. Obshch. Khim., 1991,

61, 2155; (b) C.M. Whitaker, K.L. Kott, R.J. McMahon, J. Org. Chem., 1995, 60, 3499.
[8] S. Schard, K. Hafner, Tetrahedron Lett., 1996, 37, 3829.
[9] C.E. Griffin, R.P. Peller, J.A. Peters, J. Org. Chem., 1965, 30, 91.

[10] D.K. Anderson, J.A. Sikorski, D.B. Rietz, L.T. Pilla, J. Heterocycl. Chem., 1986, 23, 1257.
[11] D.K. Anderson, D.L. Deuwer, J.A. Sikorski, J. Heterocycl. Chem., 1995, 32, 893.
[12] D.J. Collins, J.W. Hetherington, J.M. Swan, Aust. J. Chem., 1974, 27, 1355.
[13] T. Maruyama, Z. Taira, M. Horikawa, Y. Sato, M. Honjo, Tetrahedron Lett., 1983, 24, 2571.
[14] M. Honjo, T. Maruyama, M. Horikawa, J. Balzarini, E. De Clerq, Chem. Pharm. Bull., 1987,

35, 3227.



M. PROKOPOWICZ, P. M£YNARZ, P. KAFARSKI20

[15] A.J. Rudinskas, T.L. Hullar, J. Med. Chem., 1976, 19, 1367.
[16] S.D. L�vova, Y.P. Kozlov, V.I. Gunar, Zh. Obshch. Khim., 1977, 47, 1251.
[17] S.V. Stepanova, S.D. L�vova, V.I. Gunar, Bioorg. Khim., 1978, 4, 682; Sov. J. Bioorg. Chem. (Engl.

Transl.), 1978, 4, 498.
[18] A.J. Poss, R.K. Belter, J. Org. Chem., 1987, 52, 4810.
[19] R.M. Acheson, P.J. Ansell, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1987, 1275.
[20] A. Knierzinger, A. Grieder, P. Schonholzer, Helv. Chim. Acta, 1991, 74, 517.
[21] S.M. Ruder, B.K. Norwood, Tetrahedron Lett., 1994, 35, 3473.
[22] R.W. Saalfrank, A. Welch, M. Haubner, U. Bauer, U. Liebigs Ann., 1996, 171.
[23] J.M. Gil, J.W. Sung, C.P. Park, D.Y. Oh, Synth. Commun., 1997, 27, 3171.
[24] E.A. Dikusar, L.B. Beresnevich, K.L. Moiseichuk, E.G. Zalesskaya, A.P. Yuvchenko, Zh. Obshch.

Khim., 1998, 68, 576; Russ. J. Gen. Chem., 1998, 68, 539.
[25] F. Slowinski,C.  Aubert, M. Malacria, Tetrahedron Lett. 1999, 40, 5849.
[26] R.J. Baxter, G.R. Knox, M. McLaughlin, P.L. Pauson, M.D. Spicer, J. Organomet. Chem., 1999,

579, 83.
[27] X.-Y. Jiao, W.G. Bentrude, J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 6088.
[28] I. Pergament, M. Srebnik, Org. Lett., 2001, 3, 217.
[29] B.C. Bookser, Q. Dang, K.R. Reddy, Metabasis Therapeutics, Int. Patent Appl. WO 2001066553,

2001; Chem. Abstr., 2001, 132, 211059.
[30] C. Blanchard, M. Vaultier, J. Mortier, Tetrahedron Lett., 1997, 38, 8863.
[31] D.W. Burt, P. Simpson, J. Chem. Soc. (C), 1969, 2273.
[32] R.M. Acheson, P.J. Ansell, J.R. Murray, J. Chem. Res. (M), 1986, 3001.
[33] G.M. Blackburn, D. Brown, S.J. Martin, M.J. Parrat, J. Chem. Soc., Perkin. Trans. 1, 1987, 181.
[34] C.U. Kim, B.Y. Luh, P.F. Misco, J.J. Bronson, M.J.M. Hitchcock, I. Ghazzouli, J.C. Martin,

J. Med. Chem., 1990, 33, 1207.
[35] D.J. Burton, Z.-Y. Yang, Tetrahedron, 1992, 48, 189.
[36] S.R. Piettre, P. Raboisson, Tetrahedron Lett., 1996, 37, 2229.
[37] M. Obayashi, E. Ito, K. Matsui, K. Kondo, Tetrahedron Lett., 1982,  23, 2323.
[38] C.F. Bigge, J.T. Drummond, G. Johnson, Tetrahedron Lett., 1989, 30, 7012.
[39] S. Halazy, A. Ehrhard, A. Eggenspiller, V. Berges-Gross, C. Danzin, Tetrahedron, 1996, 52, 177.
[40] D.L. Jakeman, A.J. Ivory, M.P. Williamson, G.M. Blackburn, J. Med. Chem., 1998, 41, 4439.
[41] S. Halazy, A. Ehrhard, C. Danzin, J. Am. Chem. Soc., 1991, 113, 315.
[42] W.G. Stiran, S.G. Withers, Biochemistry, 1996, 35, 15057.
[43] G. Lavielle, M. Carpentier, P. Savignac, Tetrahedron Lett., 1973, 14, 173.
[44] P. Coutrot, P. Savignac, Synthesis, 1978, 34.
[45] E.E. Aboujaoude, N. Collignon, P. Savignac, Synthesis, 1983, 634.
[46] G.A. Olah, L. Ohannesian, M. Arvanghi, J.Org. Chem., 1984, 49, 3856.
[47] M.-P. Teulade, P. Savignac, Tetrahedron Lett., 1987, 28, 405.
[48] H. Al-Badri, E. About-Jaudet, J.C. Combert, N. Collignon, Synthesis, 1995, 1401.
[49] I. Truel, A. Mohamed-Hachi, E. About-Jaudet, N. Collignon, Synth. Commun., 1997, 27, 1165.
[50] P. Savignac, C. Patois, Org. Synth., 1995, 72, 241.
[51] P. Savignac, M.P. Teulade, C. Patois, Heteroatom. Chem., 1990, 1, 211.
[52] C. Patois, P. Savignac, Bull. Soc. Chim. Fr., 1993, 130, 630.
[53] P. Coutrot, A. Egladi, C. Grison, Heterocycles, 1989, 28, 1179.
[54] C. Stevens, M. Gallant, N. De Kimpe, Tetahedron  Lett., 1999, 40, 3457.
[55] (a) A. Burger, N.D. Dawson, J. Org. Chem. 1951, 16, 1250 (b) Z.E. Golubski, Synthesis, 1980,

632.
[56] R.C. Grabiak, J.A. Miles, G.M. Schwenzer, Posph. Sulf., 1980, 9, 197.



ZWI¥ZKI METALOORGANICZNE W SYNTEZIE FOSFONIANÓW 21

[57] W. Chodkiewicz, D. Jore, W. Wodzki, Tetrahedron Lett., 1979, 1069.
[58] R.M. Acheson, P.J. Ansell, J.R. Murray, Chem. Res. (M), 1986, 3001.
[59] A.P. Bretskin, L.A. Vikhreva, N.N. Godovikov, V.S. Garbatyuk, S.N. Moralev, M.I. Kabachnik,

Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser. Khim., 1988, 2118; Bull. Acad. Sci. USSR, Div. Chem. Sci (Engl. Transl.),
1988, 1990.

[60] J.M.J. Tronchet, A.P. Bonenfant, Carbohydr. Res., 1981, 93, 205.
[61] M.S. Chattha, A.M. Aguiar, J. Org. Chem., 1971, 36, 2719.
[62] J.M.J. Tronchet, A.P. Bonenfant, K.D. Pallie, Helv. Chim. Acta, 1979, 62, 1622.
[63] M. Guo, Huaxue Shiji, 2001, 23, 51; Chem. Abstr., 2001, 134, 366959.
[64] W. Cen, Y.  Shen, J. Fluorine Chem., 1991, 52, 369.
[65] J.M. Gil, D.Y. Oh, J. Org. Chem., 1999, 64, 2950.
[66] T. Minami, T. Okauchi, R. Kuono, Synthesis, 2001, 349.
[67] M.K. Poindexter, T.J. Katz, Tetrahedron Lett., 1988, 29, 1513.
[68] H. Suzuki, K. Watanabem Y. Qui, Chem. Lett., 1985, 1779.
[69] T. Minami, T. Isonaka, J. Ichikawa, J. Org. Chem., 1993, 58, 7009.
[70] P. Savignac, A. Breque, F. Mathey, Synth. Commun., 1979, 487.
[71] P. Savignac, F. Mathey, Tetrahedron Lett., 1976, 17, 2829.
[72] F. Mathey, P. Savignac, Synthesis, 1976, 766.
[73] F. Mathey, P. Savignac, Actes Congr. Int. Composes Phosphores, 1st, 1977, 617; Chem. Abstr. 1978,

89, 146979.
[74] F. Mathey, P. Savignac, Tetrahedron, 1978, 34, 649.
[75] P. Coutrot, P. Savignac, Synthesis, 1978, 36.
[76] J.M. Varlet, N. Collignon, P. Savignac, Synth. Commun., 1978, 8, 335.
[77] J.M. Varlet, N. Collignon, P. Savignac, Can. J. Chem., 1979, 57, 3216.
[78] J. Motoyoshiya, M. Miyajima, K. Hirakawa, T. Kakurai, J. Org. Chem., 1985, 50, 1326.
[79] F. Kuo, P.L. Fuchs, Synth. Commun., 1986, 16, 1745.
[80] S. Freeman, H.M. Siedel, C.H. Schwalbe, J.R. Knowles, J. Am. Chem. Soc., 1989, 111, 9233.
[81] C.H. Schwalbe, S. Freeman, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1990, 251.
[82] H.M. Seidel, S. Freeman, C.H. Schwalbe, J.R. Knowles, J. Am. Chem. Soc., 1990, 112, 8149.
[83] J. Motoyoshiya, T. Yazaki, S. Hayashi, J. Org. Chem., 1991, 56, 735.
[84] M.S. McQueney, S.-I. Lee, W.H. Swarz, H.L Ammon, P.S. Mariano, D. Dunaway-Mariano, J. Org.

Chem., 1991, 56, 7121.
[85] M. Takemoto, A. Koshida, K. Miyazima, K. Suzuki, K. Achiwa, Chem. Pharm. Bull., 1991, 39,

1106.
[86] S. Freeman, W.J. Irwin, C.H. Schwalbe, J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, 1991, 263.
[87] D.E. Rudisill, J.P. Whitten, Synthesis, 1994, 851.
[88] H. Feistauer, R. Neidlein, Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 1806.
[89] I. Gautier, V. Ratovelomanana-Vidal, P. Savignac, J.-P. Genet, Tetrahedron Lett., 1996, 37, 7721.
[90] K. Takatori, K. Tanaka, K. Matsuoka, K. Morishita, M. Kajiwara, Synlett., 1997, 159.
[91] P.L. Ornstein, T.J. Bleisch, M.B. Arnold, R.A. Wright, B.G. Johnson, D.D. Schoepp, J. Med. Chem.,

1988, 41, 346.
[92] P.L. Ornstein, T.J. Bleisch, M.B. Arnold, J.H. Kennedy, R.A. Wright, B.G. Johnson, J.P. Tizzano,

D.R. Helton, M.J. Kallman, D.D. Schoepp, J. Med. Chem., 1998, 41, 358.
[93] J.M. Gil, J.H. Hah, K.Y. Park, D.Y. Oh, Tetrahedron Lett., 1998, 39, 3205.
[94] P. Balczewski, M. Mikolajczyk, Org. Lett., 2000, 2, 1153.
[95] V. Aucagne, D. Gueyrard, A. Tatibouet, A. Quinsac, P. Rollin, Tetrahedron, 2000, 56, 2647.
[96] C.-Y. Yuan, K. Wang, Z.-Y. Li, Heteroat. Chem., 2001, 12, 551.
[97] A. Gassama, J. d�Angelo, C. Cave, J. Mahuteau, C. Riche, Eur. J. Org. Chem., 2000, 3165.



M. PROKOPOWICZ, P. M£YNARZ, P. KAFARSKI22

[98] P. Savignac, A. Berque, F. Mathey, J.M. Varlet, N. Collignon, Synth. Commun., 1979, 9, 287.
[99] P. Coutrot, P. Savignac, Synthesis, 1978, 36.

[100] M. Takemoto, A. Koshida, K. Miyazima, K. Suzuki, K. Achiwa, Chem. Pharm. Bull., 1991, 39,
1106.

[101] D.J. Burton, R. Takei, S. Shin-Ya, J. Fluorine Chem., 1981, 18, 197.
[102] A.M. Kawamoto, M.M. Campbell, J. Fluorine Chem., 1997, 81, 181.
[103] A.M. Kawamoto, M.M. Campbell, J. Chem. Soc., Perkin Trans.1, 1997, 1249.
[104] R.D. Chambers, R. Jaouhari, D. O�Hagan, J. Fluorine Chem., 1989, 44, 275.
[105] R.D. Chambers, R. Jaouhari, D. O�Hagan, Tetrahedron, 1989, 45, 5101.
[106] R.E. Austin, D.G. Cleary, Nucleosides, Nucleotides, 1995, 14, 1803.
[107] C.A. Verbicky, C.K. Zercher, J. Org. Chem., 2000, 65, 5615.
[108] M. Muller, A. Mann, M. Taddei, Tetrahedron Lett., 1993, 34, 3289.
[109] (a) M. Verny, R. Vessiere, Bull. Soc. Chim. Fr., 1968, 3004; (b) A.P. Boisselle, N.A. Meinhardt,

J. Org. Chem., 1962, 27, 1828.
[110] (a) V. Mark, Tetrahedron Lett., 1962, 281; (b) R.C. Elder, L.R. Florian, E.R. Kennedy,

R.S. Macomber, J. Org. Chem., 1973, 38, 4177.
[111] M. Muller, A. Mann, M. Taddei, Tetrahedron Lett., 1993, 34, 3289.
[112] F. Benayound, D.J. deMendonca, C.A. Digits, G.A. Moniz, T.C. Sanders, G.B. Hammond, J. Org.

Chem., 1996, 61, 5159.
[113] T. Calogeropoulou, G.B. Hammond, D.F. Weimer, J. Org. Chem., 1987, 52, 4185.
[114] P.P Onys�ko, E.A. Suvalowa, T.I. Chudakova, A.D. Sinitsa, Heteroatom. Chem., 1993, 4, 361.
[115] W. Chodkiewicz, J. Organomet. Chem., 1984, C55, 273.
[116] W. Chodkiewicz, D. Jore, W. Wodzki, Tetrahedron Lett., 1979, 1069.
[117] H.-G. Gruetzmacher, H. Pritzkow, Angew. Chem., 1978, 111, 1845.
[118] E. Juaristi, L.Valle, B.A. Valenzuela, M.A. Aguilar, J. Am. Chem. Soc., 1986, 108, 2000.
[119] L.R. Drake, C.S. Marvel, J. Org. Chem., 1938, 2, 387.
[120] (a) H.D. Kaesz, F.G.A. Stone, J. Org. Chem., 1959, 24, 635 (b) E.L. Lines, L.F. Centofanti,

Inorg. Chem., 1974, 13, 1517.
[121] M.S. Kharasch, E.V. Jensen, Weinhouse, J. Org. Chem., 1949, 14, 429.
[122] (a) J.P. van Lindhoudt, E.V. Van den Berghe, G.P. van der Kelen, Spectrochim. Acta, 1979, 35A,

1307; (b) L.D. Quin, L.B. Littlefield, J. Org. Chem., 1978, 43, 3508; (c) R.B. Fox, J. Am. Chem.
Soc., 1950, 72, 4147.

[123] W. Altoff, M. Fild, H.P. Rieck, R. Schmutzler, Chem. Ber., 1978, 111, 1845.
[124] T.A. Yugadeev, R.K. Kushembaev, A.N. Nurgalieva, S. Zhumagaliev, G.M. Dzhakiyaev,

N.N. Godovikov, J. Gen. Chem. USSR, 1980, 50, 1804.
[125] (a) R.H. Pickard, J. Kenyon, J. Chem Soc., 1906, 89, 262; (b) A.E. Canavan, C. Eaborn, J. Chem.

Soc., 1959, 3751; (c) G.M. Bodner, M.P. May, L.E. McKinney, Inorg. Chem., 1980, 19, 1951;
(d) P.W. Clark, B.J. Mulraney, J. Organomet. Chem., 1981, 217, 51; (e) J.P. van Lindhoudt,
E.V. van den Berghe, G.P. van der Kelen, Spectrochim. Acta, 1980, 36A, 17; (f) G.M. Kosolapoff,
J. Am. Chem. Soc., 1950, 72, 5508.

[126] J.P. van Lindhoudt, E.V. van den Berghe, G.P. van der Kelen, Spectrochim. Acta, 1979, 35A, 1307.

Praca wp³ynê³a do Redakcji 26 listopada 2009



2010, 64, 1-2
PL ISSN 0043-5104

PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA NOWYCH
NANOMATERIA£ÓW WÊGLOWYCH

W KONTROLOWANYM UWALNIANIU LEKÓW

PERSPECTIVES OF APPLICABILITY
OF NEW CARBON NANOMATERIALS
FOR CONTROLLED DRUG DELIVERY

Agnieszka M. Pacholczyk, Artur P. Terzyk*,
Marek Wi�niewski

Wydzia³ Chemii Uniwersytetu Miko³aja Kopernika w Toruniu,
Katedra Chemii Materia³ów, Adsorpcji i Katalizy,

Zespó³ Fizykochemii Materia³ów Wêglowych,
ul. Gagarina 7, 87-100 Toruñ
*aterzyk@chem.uni.torun.pl

Abstract
Wykaz stosowanych symboli i oznaczeñ
Wprowadzenie
1. Modelowe leki u¿ywane w badaniach nowych no�ników
2. No�niki w uwalnianiu leków

2.1. Polimerowe no�niki sta³e
2.2. Materia³y zawieraj¹ce krzem
2.3. Matryce wêglowe

3. Zagro¿enia dla zdrowia cz³owieka
Podsumowanie
Pi�miennictwo cytowane



A.M. PACHOLCZYK, A.P. TERZYK, M. WI�NIEWSKI24

Mgr Agnieszka M. Pacholczyk ukoñczy³a studia w 2007 roku na Wydziale Chemii
UMK w Toruniu. Od 2007 roku odbywa studia doktoranckie na Wydziale Chemii
UMK. Pracê doktorsk¹ wykonuje pod kierunkiem dr hab. A.P. Terzyka, prof. UMK.
Jest wspó³autork¹ dwóch publikacji w czasopismach o zasiêgu miêdzynarodowym
oraz kilku posterów prezentowanych na konferencjach krajowych i miêdzynarodo-
wych. Jej g³ówne zainteresowania naukowe koncentruj¹ siê wokó³ kumulacji i uwal-
niania leków z materia³ów wêglowych, w szczególno�ci z nanorurek wêglowych,
oraz na chemicznej modyfikacji materia³ów wêglowych.

Dr hab. Artur P. Terzyk, prof. UMK ukoñczy³ studia w roku 1991 na Wydziale
Chemii UMK w Toruniu. Pracê doktorsk¹ (1995) pod tytu³em Kalorymetryczne
badanie oddzia³ywañ miêdzycz¹steczkowych w uk³adzie: adsorbat�mikroporowaty
wêgiel aktywny wykona³ pod kierunkiem prof. dr hab. G. Rychlickiego (rozprawa
zosta³a wyró¿niona). Jest stypendyst¹ Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (1996 rok).
Rozprawê habilitacyjn¹ Wêgle aktywne � nowoczesne metody charakteryzacji oraz
zastosowanie do adsorpcji substancji biologicznie czynnych obroni³ (z wyró¿nie-
niem) w roku 2005. Rozprawa zosta³a wyró¿niona tak¿e nagrod¹ Prezesa Rady Minis-
trów. Jest wspó³autorem dwóch monografii: PA. Gauden, A.P. Terzyk, Zarys teorii
adsorpcji par gazów w mikroporach materia³ów wêglowych, WIChiR, Warszawa,
2002; Artur P. Terzyk, Piotr A. Gauden i P. Kowalczyk (Eds.), Carbon Materials �
Theory and Practice, Research Signpost, 2008. Od 2008 roku pe³ni funkcjê kierow-
nika zespo³u Fizykochemii Materia³ów Wêglowych. Jest cz³onkiem komitetu nauko-
wego konferencji ISSHAC, wspó³autorem 140 publikacji w czasopismach o zasiêgu
miêdzynarodowym oraz 100 komunikatów konferencyjnych. Jego g³ówne zaintere-
sowania naukowe koncentruj¹ siê wokó³ zagadnieñ zwi¹zanych z adsorpcj¹ z roz-
tworów, kalorymetri¹ adsorpcji oraz teoretycznym opisem procesów sorpcji zachodz¹-
cych na materia³ach wêglowych z zastosowaniem modeli analitycznych i symulacji
komputerowych.

Dr Marek Wi�niewski ukoñczy³ studia w roku 1998 na Wydziale Chemii UMK
w Toruniu. Pracê doktorsk¹ (2003) pod tytu³em Filmy wêglowe jako materia³y mode-
lowe w badaniach mechanizmu katalitycznej redukcji tlenku azotu(II) za pomoc¹
amoniaku wykona³ pod kierunkiem prof. dr hab. J. Zawadzkiego (rozprawa zosta³a
wyró¿niona). Jest wspó³autorem ponad 30 publikacji w czasopismach o zasiêgu
miêdzynarodowym oraz ponad 40 komunikatów konferencyjnych. Jego g³ówne zain-
teresowania naukowe koncentruj¹ siê wokó³ kalorymetrii adsorpcyjnej oraz syntezy
nowych materia³ów wêglowych.



NOWE NANOMATERIA£Y WÊGLOWE W KONTROLOWANYM UWALNIANIU LEKÓW 25

ABSTRACT

Drug delivery systems have many advantages compared to typical therapy and
due to progress in nanotechnology still new systems are proposed for this purpose.
The major advantages are for example: applicability of drugs poorly soluble in water,
controlled transport, combined therapy where one or more drugs can be simultane-
ously applied and generally, better efficiency. In this review we analyze a group of
�model� drugs applied for testing of those systems [5] and pay also attention to
other important drugs [7, 8, 13, 14]. The applicability of older (for example poly-
mers [2]) as well as new nanomaterials (silicas [6, 7, 9, 10, 12�17], gels [6, 18])
in drug delivery systems is discussed. Special attention is paid to new carbon mate-
rials i.e. carbon nanotubes and carbon nanohorns (Figs. 1�3) [1, 2, 20�24, 28�41].
We report recent advances in this field showing the potential applicability of those
materials in drug delivery systems. Special attention is paid to the systems where
anti-cancer drug cisplatin was covalently bound to the edges or incorporated inside
single-wall carbon nanohorns. We also discuss the applicability of buckysomes, espe-
cially in delivery of hydrophobic anti-cancer drugs.

Finally reports about toxicity of new forms of carbon are discussed and it is
shown that many of them lead to contradictory conclusions [22, 42�55].

Keywords: drug delivery, adsorption, carbon materials, carbon nanotubes, nano-
horns

S³owa kluczowe: uwalnianie leków, adsorpcja, materia³y wêglowe, nanorurki wêg-
lowe, nanorogi
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEÑ

ACE � enzym konwertuj¹cy angiotensynê (ang. angiotensin-
converting enzyme)

BCS � biofarmaceutyczna klasyfikacja leków
BET � model Brunauera-Emmetta-Tellera
C60 � fuleren o kszta³cie dwudziesto�cianu �ciêtego
CapH2 � Kaptopryl (ang. Captopril)
CDDP � [Pt(NH3)2Cl2] � cis-diaminadichloroplatyna(II)
CNT � nanorurki wêglowe (ang. carbon nanotubes)
DMF � dimetyloformamid (ang. N,N-dimethylformamide)
DSPE � distearoilofosfatydyloetanolamina
f-CNT � nanorurki wêglowe z grupami funkcyjnymi
HMDS � 1,1,1,3,3,3-heksametylodixiloksan
K10 � montmorylonit � mikroporowaty minera³ ilasty z grupy

glinokrzemianów
LP-Ia3d � mezoporowaty materia³ krzemionkowy o symetrii Ia3d
MCM-41 � mezoporowaty materia³ krzemionkowy z heksagonalnym

u³o¿eniem cylindrycznych porów
MCM-48 � mezoporowaty materia³ krzemionkowy o regularnej struk-

turze trójwymiarowej
MWNT � wielo�cienne nanorurki wêglowe (ang. mutli-walled nano-

tubes)
NIR � bliska podczerwieñ (ang. near-infrared)
PEG � glikol polietylenowy
PGA � poliglikolid (poli(kwas glikolowy))
PLA � polilaktyd (poli(kwas mlekowy))
SBA-15 � mezoporowaty materia³ krzemionkowy z po³¹czonym sys-

temem porów
SEM � elektronowa mikroskopia skaningowa (ang. Scanning

Electron Microscopy)
SSRI � selektywny inhibitor zwrotnego wychwytu serotoniny

(ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor)
SWNH � nanorogi/nanohorny (ang. single walled carbon nano-

horn)
SWNHox � utleniona forma nanorogów (ang. oxidised single-walled

carbon nanohorn)
SWNT � jedno�cienne nanorurki wêglowe (ang. single-walled

nanotubes)
SWNTox � utleniona forma jedno�ciennych nanorurek wêglowych

(ang. oxidised single walled carbon nanotubes)
STEM � elektronowa mikroskopia transmisyjno-skaningowa

(ang. Scanning Transmission Electron Microscopy)
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TEM � elektronowa mikoskopia transmisyjna (ang. Transmission
Electron Microscopy)

TMS � tetrametylosilan (ang. tetramethylsilane)
VCM � wankomycyna (ang. vancomycin)
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WPROWADZENIE

W terapii, pacjentowi podaje siê leki w pewnych odstêpach czasu. Jest to
konieczne, poniewa¿ s¹ one przekszta³cane za pomoc¹ enzymów (w serii reakcji)
w metabolity i usuwane z organizmu. Takie postêpowanie powoduje ograniczon¹
skuteczno�æ i konieczno�æ stosowania du¿ych dawek leków, co z kolei prowadzi do
wystêpowania licznych efektów ubocznych. W tej sytuacji rozwi¹zaniem maj¹cym
na celu poprawianie i uzyskanie lepszych efektów terapii, mo¿e okazaæ siê stosowa-
nie uk³adu kontrolowanego uwalniania leków. Jego zadaniem jest dostarczenie zwi¹z-
ków w odpowiednim i jak najkrótszym czasie w �ci�le okre�lone miejsce, np.
w pobli¿e komórek nowotworowych. Jednym ze sposobów realizacji tego zadania
jest zastosowanie no�ników leków. Kluczowym elementem jest u¿ycie odpowied-
niego materia³u no�nika, który przede wszystkim nie mo¿e byæ toksyczny. Powinien
te¿ dobrze wi¹zaæ lek i umo¿liwiæ uwalnianie go w po¿¹danym miejscu w stê¿eniu
na odpowiednim poziomie (powy¿ej leczniczego stê¿enia leku, ale poni¿ej jego dzia-
³ania toksycznego) [1]. Ponadto, no�nik taki musi spe³niaæ odpowiednie wymogi
technologiczne, gdy¿ wiele obiecuj¹cych no�ników leków nie znajduje zastosowa-
nia ze wzglêdu na ma³¹ wydajno�æ produkcji, czy te¿ niestabilno�æ w organizmie
[1].

W najbli¿szej przysz³o�ci w dziedzinie farmacji i biotechnologii wiele mo¿e
zmieniæ zastosowanie nowych nanomateria³ów, jako no�ników do kontrolowanego
uwalniania leków. Na tym polu rozwój i zastosowanie nanotechnologii otwiera,
w porównaniu z tradycyjnymi metodami, nowe perspektywy, z których najwa¿niej-
sze to:

� mo¿liwo�æ zastosowania w terapii s³abo rozpuszczalnych w wodzie leków,
� �ci�le kontrolowane dostarczanie leków w po¿¹dane miejsce,
� transport leków przez bariery b³on komórkowych,
� mo¿liwo�æ uwalniania leków wielkocz¹steczkowych,
� zastosowanie terapii �kombinowanej� z mo¿liwo�ci¹ dostarczania dwóch

lub wiêkszej liczby leków,
� mo¿liwo�æ obserwacji miejsc zainfekowanych poprzez zastosowanie indy-

katorów np. nanokryszta³ów kropek kwantowych,
� uzyskanie szybszego dzia³ania i lepszej efektywno�ci leków.
Pierwsze wzmianki dotycz¹ce kumulacji i uwalniania leków pochodz¹ z roku

1960. Mówi¹ one o zastosowania pêcherzyków t³uszczowych zwanych liposomami.
Liposomy to ma³e pêcherzyki sferyczne wype³nione roztworem wodnymi i otoczone
podwójn¹ warstw¹ lipidow¹. By³y one stosowane w terapii genowej ze wzglêdu na
zdolno�æ przenikania przez b³ony biologiczne [2]. Opracowania te zainicjowa³y prace
nad kolejnymi organicznymi i nieorganicznymi materia³ami do kontrolowanego
uwalniania leków. Prace na temat u¿yteczno�ci materia³ów polimerowych do uwal-
niania du¿ych cz¹steczek ukaza³y siê w latach 70. ubieg³ego wieku. Bardziej z³o-
¿one uk³ady zdolne do funkcjonowania w zdefiniowanych warunkach (np. przy okre�-
lonych warto�ciach pH) pojawi³y siê w latach 80., gdzie badania równie¿ dotyczy³y
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w g³ównej mierze liposomów. Wyd³u¿ono czas dzia³ania tych uk³adów poprzez
wyd³u¿enie okresu ich kr¹¿enia w organizmie (tzw. �chytre liposomy�). W latach
90. ubieg³ego wieku podjêto badania nad w³¹czeniem/do³¹czeniem glikolu polietyle-
nowego do uk³adu, co wyd³u¿a³o czas dzia³ania liposomów i nanocz¹steczek poli-
merowych [3, 4].

W ostatnim czasie odkrywanych jest coraz wiêcej nanomateria³ów stosowa-
nych jako no�niki w kontrolowanym uwalnianiu leków. Idealny no�nik powinien
byæ przede wszystkim biokompatybilny. W³a�ciwo�ci biofizykochemiczne takie jak:
rozmiar, ³adunek, hydrofilowo�æ powierzchni, ilo�æ grup funkcyjnych na powierzchni
nie powinny mieæ wp³ywu na czas kr¹¿enia i biodystrybucji leku w organizmie.
Powierzchniowe grupy funkcyjne powinny poprawiæ �wychwytywanie� leku przez
receptory komórek i umo¿liwiæ utworzenie kompleksu aktywnego. Pomaga to osi¹g-
n¹æ lokalnie du¿e stê¿enie leku w krótkim czasie i wzmacnia efekt jego dzia³ania.
Rozmiar i kszta³t sta³ych nanono�ników decyduje o przedostaniu siê zwi¹zku do
wnêtrza komórek [4].

Prezentowane opracowanie ma na celu przedstawienie najnowszych wyników
badañ nad najbardziej rozpowszechnionymi i nowymi no�nikami leków stosowa-
nymi w ich kontrolowanym uwalnianiu, ze szczególnym zwróceniem uwagi na nowe
materia³y wêglowe. Ich liczno�æ (fulereny, nanorurki, grafeny, nanorogi, nanopi-
pety, nano�limaki wêglowe itd.) jak i skuteczno�æ w obszarze uwalniania leków
rodzi jednak pytanie na temat ich toksyczno�ci. Omówienie wyników badañ nad
toksyczno�ci¹ tych no�ników jest dodatkowym przedmiotem niniejszego opraco-
wania.

1. MODELOWE LEKI U¯YWANE
W BADANIACH NOWYCH NO�NIKÓW

Powodów, dla których wci¹¿ poszukuje siê nowych no�ników lub matryc dla
ró¿nego rodzaju leków, i pracuje nad udoskonalaniem metod kontrolowanego uwal-
niania lekarstw, jest bardzo wiele. Jednym z nich jest ma³a rozpuszczalno�æ niektó-
rych specyfików. Stosuj¹c ró¿ne medykamenty oczekuje siê ich natychmiastowego
dzia³ania, lecz zazwyczaj na efekty trzeba d³ugo czekaæ. Mo¿e to byæ zwi¹zane
z szybko�ci¹ rozpuszczania i transportu lekarstwa do odpowiedniego miejsca w orga-
nizmie.

Leki ró¿ni¹ siê równie¿ charakterem kwasowo-zasadowym i lipofilowo�ci¹.
Czynniki te wp³ywaj¹ na przynale¿no�æ analizowanych �rodków do ró¿nych grup
w biofarmaceutycznej klasyfikacji leków (BCS).

Przedmiotem badañ nad ocen¹ zdolno�ci no�nika do uwalniania leków najczê�-
ciej s¹ lekarstwa modelowe, takie jak: ibuprofen (niesteroidowy lek przeciwzapalny,
przeciwbólowy i przeciwgor¹czkowy), antypiryna (syntetyczny lek przeciwbólowy
i przeciwzapalny), gryzeofulwina (lek przeciwgrzybiczny), ranitydyna (lek stoso-
wany w chorobie wrzodowej ¿o³¹dka i dwunastnicy), furosemid (lek moczopêdny,
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stosowany m.in. w leczeniu obrzêków oraz wspomagaj¹co w leczeniu nadci�nienia
têtniczego) [5].

W literaturze mo¿na te¿ spotkaæ siê z pracami dotycz¹cymi oceny zdolno�ci
kumulacji i uwalniania przez sorbenty, takich leków jak:

� gentamycyna � antybiotyk z grupy aminoglikozydów, stosowany w bakte-
ryjnych infekcjach, preparat nie wch³ania siê z przewodu pokarmowego
i dlatego podawany jest pozajelitowo;

� erytromycyna � antybiotyk z grupy makrolidów w³a�ciwych, dzia³a silnie
bakteriostatycznie (ze wzglêdu na spektrum dzia³ania podobnie, ale nie iden-
tyczne do penicylin), erytromycyna jest przydatna w leczeniu u osób wyka-
zuj¹cych alergiê na inne antybiotyki;

� sertralina � lek typu SSRI (nowej generacji), dzia³aj¹cy antydepresyjnie,
dzia³anie leku pojawia siê zwykle po oko³o 2 tygodniach, nie powoduje on
uzale¿nienia;

� kaptopryl � lek obni¿aj¹cy ci�nienie têtnicze krwi, nale¿y do grupy leków
blokuj¹cych enzym konwertazê angiotensyny II (ACE), dobrze rozpuszcza
siê w wodzie, jest niestabilny ze wzglêdu na obecno�æ grupy tiolowej (która
ulega utlenieniu), wymaga d³ugiego czasu aktywacji;

� cis-platyna [Pt(NH3)2Cl2] � nieorganiczny zwi¹zek chemiczny platyny, o dzia-
³aniu cytostatycznym, stosowany jako lek w chemioterapii do leczenia kilku
rodzajów nowotworu;

� wankomycyna � antybiotyk glikopeptydowy o dzia³aniu bakteriobójczym,
stosowany w ciê¿kich przypadkach zaka¿eñ bakteriami Gram-dodatnimi
(opornymi na inne leki przeciwbakteryjne) oraz u chorych ze znan¹ nad-
wra¿liwo�ci¹ na penicyliny i cefalosporyny;

� amfoterycyna B � lek przeciwgrzybiczny zaliczany do polienów, wywo³uje
wiele dzia³añ niepo¿¹danych i toksycznych.

Oprócz badañ nad lekami wymienionych powy¿ej prowadzi siê równie¿ bada-
nia nad kumulacj¹ i uwalnianiem np. witamin [6]. Ostatnio, najczê�ciej w literatu-
rze jako modelowy lek pojawia siê ibuprofen � przynale¿ny do II klasy wg klasyfi-
kacji BCS, do której nale¿¹ substancje s³abo rozpuszczalne i dobrze wch³aniane.
Ibuprofen jest jednym z najczê�ciej kupowanych i u¿ywanych �rodków przeciwbó-
lowych i przeciwzapalnych [7, 8].

2. NO�NIKI W UWALNIANIU LEKÓW

2.1. POLIMEROWE NO�NIKI STA£E

Zastosowanie sta³ych no�ników leków niew¹tpliwie umo¿liwi³o u¿ycie wielu
lekarstw, których aplikacja ograniczona by³a niemo¿no�ci¹ ich transportowania
i uwalniania w miejsce stanu chorobowego. W ostatniej dekadzie obserwuje siê
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znacz¹cy postêp dotycz¹cy metod syntezy no�ników i sposobów ich modyfikacji.
Zarówno w badaniach laboratoryjnych jak i klinicznych szeroko stosowane s¹ mate-
ria³y polimerowe. Najczê�ciej, s¹ to biodegradowalne nanocz¹steczki z³o¿one z PLA,
PGA lub ich kopolimery. Powierzchnie polimerów mo¿na modyfikowaæ tak, aby
wi¹zaæ z ni¹ cz¹steczki leku (kowalencyjnie lub za pomoc¹ procesów fizycznych).
Cz¹steczkê leku mo¿na równie¿ w³¹czyæ do struktury no�nika na etapie syntezy
polimeru [2]. Wymienione polimery posiadaj¹ jednak kilka wad, najwa¿niejsz¹
z nich jest niska odporno�æ termiczna i niestabilno�æ chemiczna. S¹ one równie¿
zbyt szybko eliminowane z organizmu, co niesie pewne ograniczenia w stosowaniu
tych materia³ów w systemie kontrolowanego uwalniania leków.

Inn¹, unikaln¹ grup¹ polimerów s¹ dendrymery, czyli silnie rozga³êzione makro-
cz¹steczki, których rozmiary i kszta³t mog¹ byæ precyzyjnie kontrolowane. Cz¹s-
teczki leku w tych strukturach mog¹ zostaæ przy³¹czone do zakoñczeñ dowolnej
warstwy dendrymeru, lub zostaæ zaadsorbowane w przestrzeni miêdzy ³añcuchami
polimerowymi. Czêsto stosowane s¹ w terapii genowej ze wzglêdu na ich zdolno�æ
do wi¹zania cz¹steczek DNA (elektrostatyczne oddzia³ywania pomiêdzy ujemnie
na³adowanymi grupami fosforowymi cz¹steczki DNA, a dodatnio na³adowanymi
grupami aminowymi polimeru) lub do kumulacji i uwalniania leków, np. penicyliny
lub leków antynowotworowych [2].

2.2. MATERIA£Y ZAWIERAJ¥CE KRZEM

Alternatywnymi no�nikami leków s¹ materia³y krzemionkowe ze wzglêdu na
to, ¿e s¹ nietoksyczne, biokompatybilne i stabilne chemicznie. Materia³ów tych czêsto
u¿ywa siê równie¿ jako substancji wspomagaj¹cych dzia³anie leku. W praktyce sto-
suje siê trzy rodzaje materia³ów krzemionkowych: ksero¿ele, materia³y mezoporo-
wate (takie jak MCM-41 lub SBA-15), oraz mezoporowate sferyczne materia³y krze-
mionkowe.

Ksero¿ele to materia³y amorficzne i porowate. Uwalnianie leków osadzonych
na tych no�nikach metod¹ zol-¿el zale¿y g³ównie od struktury i porowato�ci ksero-
¿elu, oraz energii oddzia³ywañ pomiêdzy sieci¹ ¿elu, a osadzonym lekiem. Na w³a�ci-
wo�ci preparowanego no�nika, zwi¹zane z szybko�ci¹ uwalniania leku, mo¿na wp³y-
waæ poprzez modyfikacjê parametrów syntezy np. zmieniaj¹c warunki suszenia
i grzania, czy te¿ dodaj¹c surfaktantu. Poniewa¿ otrzymany no�nik charakteryzuje
siê niejednorodnym rozmiarem porów, dlatego zazwyczaj szybko�æ desorpcji ogra-
niczona jest g³ównie rozpuszczalno�ci¹ leku w �rodowisku uwalniania.

Wiêcej zalet od ¿eli, wykazuj¹ mezoporowate materia³y krzemionkowe. Du¿a
powierzchnia w³a�ciwa, obecno�æ mezoporów o ma³ej dyspersji rozk³adu ich szero-
ko�ci, dobrze zdefiniowana struktura, pozwalaj¹ na impregnowanie zarówno
ma³ych jak i du¿ych cz¹steczek leku. Szybko�æ uwalniania leku jest g³ównie kon-
trolowana dyfuzyjnie [6]. Nowe metody syntezy, biokompatybilno�æ, stabilno�æ ter-
miczna i chemiczna, sprawiaj¹, ¿e materia³y te �wietnie sprawdzaj¹ siê w roli no�ni-
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ków. Potwierdzaj¹ to liczne publikacje ró¿nych zespo³ów badawczych dotycz¹ce
tematyki [9]. W�ród uporz¹dkowanych materia³ów krzemionkowych, najczê�ciej
stosowany jako no�nik sta³y, jest MCM-41 [10]. MCM-41 to uporz¹dkowany mate-
ria³ posiadaj¹cy heksagonalne mezopory (2�50 nm) o bardzo ma³ej dystrybucji roz-
miarów, du¿ej objêto�ci (powy¿ej 1 cm3/g) i du¿ym polu powierzchni BET (powy-
¿ej 1000 m2/g). Od czasu, gdy zosta³ po raz pierwszy zsyntezowany w roku 1992,
stosowany jest w wielu dziedzinach, m.in. katalizie, konstrukcji sensorów, separa-
cji, sorpcji itp. [11]. Kontrolowane uwalnianie leków jest now¹ dziedzin¹ jego wyko-
rzystania. Szybko�æ i ilo�æ uwalnianego leku mo¿na w tym uk³adzie kontrolowaæ za
pomoc¹ kilku parametrów, takich jak: struktura i sk³ad no�nika, rozmiar porów, ener-
gia oddzia³ywania leku z matryc¹. Obecno�æ na powierzchni no�nika licznych grup
silanolowych stwarza mo¿liwo�æ jej modyfikacji organicznymi grupami funkcyj-
nymi odpowiednimi dla kowalencyjnego wi¹zania danego leku, to z kolei umo¿li-
wia projektowanie wielu nowych uk³adów. Rozmiar porów mo¿na modyfikowaæ
ju¿ na etapie syntezy. Uwalnianie leków z materia³ów o mniejszych porach jest du¿o
wolniejsze. Ibuprofen piêæ razy wolniej uwalnia siê z MCM-41 maj¹cego pory
o �rednicy 2,5 nm ni¿ z tego samego materia³u o porach 3,6 nm, zatem zmieniaj¹c
rozmiar porów mo¿na wp³ywaæ na szybko�æ uwalniania leku [12, 13].

Qu i inni [13] porównali dwa mezoporowate materia³y krzemionkowe jako no�-
niki CapH2. Uznali oni, ¿e najlepszymi materia³ami do tego celu bêd¹ no�niki
SBA-15 i MCM-41 o ró¿nej wielko�ci porów. Tak jak i w poprzednich przypadkach
kinetyka uwalniania leku zale¿a³a tutaj od wielko�ci porów oraz morfologii struk-
tury, najszybciej desorpcja nastêpowa³a z najwiêkszych porów. Badane materia³y s¹
idealnymi kandydatami do uwalniania CapH2, a ilo�æ zaadsorbowanego leku zale¿y
od wielko�ci pola powierzchni BET. Badania wykaza³y równie¿, i¿ wa¿nym czynni-
kiem jest �rodowisko uwalniania i im ni¿sze pH tym szybciej nastêpowa³a desorp-
cja [13].

Doadrio i inni badali szybko�æ uwalniania gentamycyny z SBA-15 [14]. Auto-
rzy zastosowali dwie metody przygotowania materia³u, w postaci proszku i tabletki
� nieznaczne ró¿nice w szybko�ci uwalniania leku wynika³y z pewnych ograniczeñ
w procesie dyfuzji z materia³u w postaci tabletki � po 3 godzinach zostaje uwol-
nione 70% leku, co zapewnia maksymaln¹ dostêpn¹ dawkê w organizmie. Jest to
wielka zaleta, poniewa¿ lek aplikowany w tradycyjnej postaci zawiesiny, rozpusz-
cza siê natychmiastowo, a czas jego dzia³ania jest znacznie krótszy [14].

Okazuje siê, ¿e nie tylko struktura porowata jest istotnym czynnikiem za pomoc¹
którego mo¿na kontrolowaæ proces dyfuzji, a tym samym szybko�æ uwalniania leku.
Pó�niejsze badania dowodz¹, ¿e równie¿ wa¿na jest budowa oraz rodzaj grup funk-
cyjnych znajduj¹cych siê na powierzchni no�nika. Zastosowana przez Manzono
i inni [15] funkcjonalizacja powierzchni materia³u krzemionkowego grupami ami-
nopropylowymi mia³a istotny wp³yw na wzrost adsorpcji ibuprofenu. Wzrost ten
powodowany jest oddzia³ywaniami grup karboksylowych leku z w/w grupami funk-
cyjnymi obecnymi nie tylko na powierzchni, ale tak¿e wewn¹trz mezoporów
MCM-41 [7, 15]. W celu efektywniejszej kontroli kinetyki procesu desorpcji erytro-
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mycyny wykorzystano chemiczne oddzia³ywania matrycy z cz¹steczkami leku. Auto-
rzy prac [7, 15] jako no�nik dla ibuprofenu i erytromycyny zastosowali mezoporo-
waty MCM-48 oraz LP-Ia3d z porami o �rednicach 3,6 i 5,7 nm. Badania wykaza³y,
¿e szybko�æ uwalniania leku zale¿y od wielko�ci porów matrycy i rozmiarów cz¹-
steczki leku. Im mniejsze pory lub wiêksza cz¹steczka tym wolniejsze tempo uwal-
niania.

Gdy do powierzchni LP-Ia3d przy³¹czono hydrofobowe ³añcuchy C8 nast¹pi³
wzrost oddzia³ywañ hydrofobowych, pomiêdzy matryc¹ krzemionkow¹, a lipofilo-
wymi cz¹steczkami antybiotyku, który spowodowa³ spowolnienie procesu desorp-
cji [7].

Horcajada [10] wskaza³ na wa¿n¹ rolê obecno�ci ró¿nych grup funkcyjnych
MCM-41 w szybko�æ uwalniania leku. Na powierzchni no�nika umieszczono gru-
py: chloropropylow¹, fenylow¹, benzylow¹, merkaptopropylow¹, cyjanopropylow¹
i butylow¹. Jako modelowy lek zastosowano ibuprofen. MCM-41 z polarnymi gru-
pami na powierzchni adsorbowa³ wiêcej ibuprofenu ni¿ materia³ z grupami niepo-
larnymi. Kinetyka uwalniania leku mo¿e przebiegaæ zgodnie z dwoma mechaniz-
mami: szybka desorpcja z zewnêtrznej powierzchni i z szerokich porów materia³u;
wolna desorpcja z wnêtrza ma³ych porów, dla których potencja³ oddzia³ywañ
lek�por jest najwiêkszy. Najwolniej ibuprofen uwalniany by³ z materia³u zawieraj¹-
cego grupy aminopropylow¹ i merkaptopropylow¹ co, jak stwierdzono, spowodo-
wane jest tworzeniem wi¹zañ wodorowych miêdzy grupami funkcyjnymi na powierz-
chni materia³u, a grup¹ karboksylow¹ obecn¹ w cz¹steczce ibuprofenu. Praca ta jest
dobrym przyk³adem mo¿liwo�ci kontrolowania szybko�ci uwalniania leku poprzez
�wiadome wytwarzanie odpowiedniego rodzaju grup funkcyjnych na powierzchni
matrycy [10].

Nunes i in. [16] zaproponowali dwa rodzaje no�ników dla sertraliny. Pierwszy
no�nik K10 mo¿e okazaæ siê przydatny w sytuacji wymagaj¹cej dostarczenia du¿ego
stê¿enia leku w krótkim czasie, natomiast drugi z zastosowaniem MCM-41, w przy-
padku konieczno�ci osi¹gniêcia optymalnego stê¿enia leku na sta³ym i zrównowa-
¿onym poziomie. Projektuj¹c szybko uwalniaj¹cy uk³ad, wykorzystano wystêpowa-
nie s³abych oddzia³ywañ miêdzy grupami aminowymi obecnymi w cz¹steczce ser-
traliny z grupami anionowymi znajduj¹cymi siê na powierzchni K10. W przypadku
za� zastosowania MCM-41 tworz¹ce siê silne wi¹zania wodorowe pomiêdzy cz¹s-
teczkami leku, a grupami silanolowymi materia³u krzemionkowego znacznie spo-
walniaj¹ uwalnianie leku [16].

Inn¹ metodê wp³ywu na szybko�æ uwalniania ibuprofenu z no�ników krzemion-
kowych zaproponowali Tang i in. [17] Modyfikacjê materia³u krzemionkowego za
pomoc¹ HMDS zastosowano po impregnacji ibuprofenem. Grupy TMS na powierz-
chni, a raczej przy wej�ciach do porów MCM-41, uniemo¿liwi³y szybk¹ desorpcjê
leku. Metoda ta jest efektywnym sposobem projektowania powierzchni no�nika
w celu uzyskania wp³ywu na proces uwalniania leków [17].
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W literaturze mo¿na te¿ spotkaæ siê z pracami, gdzie jako no�niki leków propo-
nuje siê hydro¿ele. Materia³y te spe³niaj¹ jeden z podstawowych warunków, jaki
stawia siê no�nikom leków � s¹ biodegradowalne. Strukturê ¿elu mo¿na zmodyfiko-
waæ ró¿nymi grupami funkcyjnymi, a prowadzenie procesu syntezy w obecno�ci
medykamentu umo¿liwia w³¹czenie go w strukturê ¿elu. Enzymatyczny rozk³ad
hydro¿elu in vivo za pomoc¹, np. karboksypeptydazy Y umo¿liwia uwolnienie leku,
co wskazuje na mo¿liwo�æ jego uwalniania przez karboksypeptydazy w organizmie.
Hydro¿ele s¹ stabilne tylko w okre�lonym �rodowisku i szybko zostaj¹ rozk³adane
przez ró¿ne enzymy, co ogranicza czas dzia³ania uwalnianego leku w organizmie
[18].

Analizuj¹c doniesienia literaturowe mo¿na stwierdziæ, ¿e w przysz³o�ci naj-
prawdopodobniej wzro�nie równie¿ zainteresowanie sferycznymi materia³ami krze-
mionkowymi. Posiadaj¹ one wiêksz¹ pojemno�æ adsorpcyjn¹ od popularnie stoso-
wanego mezoporowatego materia³u krzemionkowego, jak na przyk³ad MCM-41
[2, 6, 19].

2.3. MATRYCE WÊGLOWE

Selektywny i skuteczny no�nik leków powinien spe³niaæ kilka warunków,
z których najwa¿niejszym jest jego biokompatybilno�æ. Wiele uk³adów, gdzie zasto-
sowano liposomy, polimerowe micele i materia³y krzemionkowe jest ju¿ na etapie
badañ klinicznych. Zapotrzebowanie na takie materia³y jest bardzo du¿e ze wzglêdu
na ich szeroki zakres stosowania w licznych stanach chorobowych. Dlatego ci¹gle
poszukiwane s¹ nowe materia³y, które mog³yby spe³niæ oczekiwania stawiane przed
no�nikami leków [20]. Rozwój nanotechnologii sprawi³, i¿ do tego celu zaczêto
stosowaæ równie¿ ró¿norodne materia³y wêglowe � wêgle aktywne, nanorurki czy
nanorogi wêglowe.

Nanorurki wêglowe (CNT) posiadaj¹ interesuj¹ce w³a�ciwo�ci fizykochemiczne,
takie jak: du¿a powierzchnia w³a�ciwa, wytrzyma³o�æ mechaniczna, du¿e przewod-
nictwo elektryczne i termiczne. Kombinacja tych unikalnych w³a�ciwo�ci sprawia,
¿e CNT s¹ potencjalnymi kandydatami do stosowania w ró¿nych dziedzinach, m.in.
w biomedycynie [21].

Grupa Lacerdy jako pierwsza zwróci³a uwagê na mo¿liwo�æ zastosowania na-
norurek w systemach kontrolowanego uwalniania leków [22]. Wa¿n¹ cech¹ nano-
rurek jest mo¿liwo�æ regulowania ich biokompatybilno�ci poprzez modyfikacje che-
miczne. Na przyk³ad, Ford i in. [23] zwracaj¹ uwagê na ogromne mo¿liwo�ci zasto-
sowañ nanorururek wêglowych pokrytych wêglanem wapnia do produkcji kompo-
zytów do protez ko�ci. Cech¹ charakterystyczn¹ nanorurek wêglowych jest tworze-
nie pêczków i skupisk. Dlatego mo¿na wyró¿niæ trzy sposoby lokowania leków, jak
i innych cz¹steczek (np. protein lub DNA) na lub w nanorurkach [24]. Pierwsza
mo¿liwo�æ to adsorpcja w przestrzeniach utworzonych pomiêdzy nanorurkami. Drug¹
mo¿liwo�ci¹ jest przy³¹czenie cz¹steczki do zewnêtrznej powierzchni pojedynczej
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nanorurki. Trzeci¹, zamkniêcie moleku³y wewn¹trz pojedynczej rurki � jest to mo¿-
liwe jedynie, gdy mamy do czynienia z rurkami otwartymi [25�27]. Ostatnio nano-
rurki wzbudzi³y zainteresowanie równie¿ w�ród biologów jako materia³ do trans-
portu szczepionek i protein. Jedyn¹ wad¹ czystych, handlowych nanorurek jest ich
s³aba rozpuszczalno�æ w wiêkszo�ci rozpuszczalników. W celu jej eliminacji powierz-
chniê nanorurek poddaje siê modyfikacji. Stosowane s¹ g³ównie dwie metody,
z których pierwsza to utlenianie za pomoc¹ stê¿onych kwasów � prowadz¹ce do
powstania grup np. karboksylowych ulokowanych na koñcach rurki i w miejscach
wystêpowania defektów [28�30]. Druga metoda to przy³¹czenie ró¿norodnych grup
funkcyjnych do �cianek i koñców nanorurek za pomoc¹ odpowiednich reakcji, np.
cykloaddycji. Do funkcjonalizowanych nanorunek (f-CNT) mo¿na przy³¹czyæ ró¿-
nego rodzaju aktywne cz¹steczki takie jak: peptydy, bia³ka czy kwasy nukleinowe.
Bianco i in. [31] zastosowali CNT z grupami aminowymi na powierzchni jako no�-
nik bioaktywnych peptydów oraz do uwalniania amfoterycyny B. Zastosowanie CNT
jako no�nika wzmog³o dzia³anie uk³adu immunologicznego, a w przypadku bada-
nego antybiotyku wyeliminowa³o efekty uboczne wystêpuj¹ce podczas stosowania
czystego leku [31]. Odpowiedni wybór reagentów do modyfikacji powierzchni CNT
umo¿liwia sterowanie rozpuszczalno�ci¹ nanorurek w zale¿no�ci od potrzeby
(w �rodowisku organicznym lub wodnym).

Klumpp i in. wspominaj¹ o metodzie rozpraszania CNT w roztworze za
pomoc¹ surfaktantów, kwasów nukleinowych, peptydów i polimerów [32]. Podej�-
cie takie umo¿liwia zachowanie elektronowej struktury aromatycznej rurki, a oddzia-
³ywania hydrofobowe i p-p stabilizuj¹ rozproszone CNT w roztworze. Surfaktanty,
polimery i biopolimery s¹ najczê�ciej stosowanymi czynnikami rozpraszaj¹cymi [32].
Zdolno�æ nanorurek wêglowych z grupami funkcyjnymi (f-CNT) do przenikania
przez b³ony biologiczne sprawia, ¿e umo¿liwiaj¹ one transport ma³ych cz¹steczek
leków do wnêtrza komórek. Pozwala to na bardziej efektywne dzia³anie leku, jego
wolne i kontrolowane uwalnianie, co w efekcie prowadzi do znacznego polepszenia
jego w³a�ciwo�ci leczniczych. Analizuj¹c wyniki badañ nad kumulacj¹ i uwalnia-
niem zwi¹zków z nanorurek wêglowych opisywanych przez wiele o�rodków badaw-
czych, mo¿na doj�æ do wniosku, ¿e znacznemu przyspieszeniu uleg³y badania nad
opracowaniem nowej grupy no�ników leków antynowotworowych. Otrzymanie
takich no�ników powinno spowodowaæ wzrost efektywno�ci w walce z tymi choro-
bami, oraz zminimalizowaæ liczne efekty uboczne, jakie wystêpuj¹ w przypadku
tradycyjnej terapii. Nowatorskie uk³ady kontrolowanego uwalniania umo¿liwiaj¹
u¿ycie takich leków, które nie mog³y byæ wcze�niej stosowane ze wzglêdu na ich
toksyczno�æ, czy problemy zwi¹zane ze sposobem ich podania (przyk³adem s¹ chemo-
terapeutyki przeciwnowotworowe). W organizmie cz³owieka istnienie wiele obsza-
rów stanowi¹cych barierê dla leków. Dlatego ci¹g³ym problemem jest dostarczenie
leku do mózgu, p³uc czy te¿ jego przenikanie przez szczelny nab³onek. Rozmiary
nanono�ników umo¿liwiaj¹ pokonanie tych barier. Szeroka gama mo¿liwo�ci funk-
cjonalizowania powierzchni CNT u³atwia sorbowanie na niej ró¿norodnych typów
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cz¹steczek. Liu i in. [33] badali adsorpcjê doksorubicyny na powierzchni f-SWNT.
Zaproponowany uk³ad kumulowa³ o 50�60% wiêcej leku ni¿ np. liposomy. Zastoso-
wanie SWNT jako no�nika dla doksorubicyny zwiêksza efektywno�æ jej dzia³ania,
redukuj¹c przy tym do minimum efekty uboczne. Stabilno�æ uk³adu i mo¿liwo�æ
kontrolowanego uwalniania leku bezpo�rednio w komórkach nowotworowych spra-
wia, ¿e istniej¹ szanse na stosowanie go w medycynie [33].

Zastosowanie nanotechnologii w terapii genowej omawia Hughes [2]. Odpo-
wiednie rozmiary nanouk³adów transportuj¹cych, umo¿liwiaj¹ selektywne przeno-
szenie DNA lub RNA tam, gdzie nast¹piæ ma reperacja lub wymiana niew³a�ciwego
genu [2]. Zastosowanie nanotechnologii jako nieinwazyjnej metody w terapii geno-
wej, terapii chorób serca czy ortopedii umo¿liwia równie¿ szybk¹ diagnozê i obser-
wacjê stanów chorobowych. Materia³y s¹ wprowadzane do organizmu cz³owieka,
musz¹ zatem spe³niaæ najwa¿niejszy i podstawowy warunek: musz¹ byæ bezpieczne,
a wiêc nie mog¹ stanowiæ zagro¿enia dla zdrowia i ¿ycia [34].

Nanorogi (nanohorny) to nowy rodzaj jedno�ciennych grafenowych rurkopo-
dobnych materia³ów o �rednicy 2�5 nm i d³ugo�ci 40�50 nm (Rys. 1 [41]).

Rysunek 1. Obraz nanorogów wêglowych uzyskany za pomoc¹ mikroskopu TEM (d³ugo�æ kreski odpowiada
20 nm). Rysunek opublikowany za zgod¹ ACS z pracy [41]

Figure 1. TEM images of dahlia-type SWNH, scale bar represents 20 nm [41]. Reprinted with permission
from J. Miyawaki, M. Yudasaka, T. Azami, Y. Kubo, S. Iijima, ACS Nano, 2008, 2, 213. Copyright
2008 American Chemical Society
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Cech¹ charakterystyczn¹ nanorogów jest ich zdolno�æ do agregacji i tworzenia
sferycznych konglomeratów (np. 2000 SWNH tworzy takie agregaty o �rednicy
80�100 nm).

Synteza nanorogów jest stosunkowo ³atwa, nawet na wiêksz¹ skalê. Produkt
uzyskuje siê z du¿¹ wydajno�ci¹ i o wysokiej czysto�ci. Nie wymagaj¹ oczyszczania
poniewa¿ w syntezie nie wykorzystuje siê katalizatorów � jak to ma miejsce w przy-
padku np. nanorurek.

SWNH s¹ stabilne i odporne na dzia³anie �rodowiska fizjologicznego, nawet
silnie kwa�nego, wystêpuj¹cego w ¿o³¹dku. Przestrzeniami dostêpnymi dla leków
s¹ wnêtrza i miejsca miêdzy rurkami. Xu i in. [1] zaproponowali zastosowanie utle-
nionych nanorogów jako no�ników do kumulacji i uwalniania wankomycyny (VCM),
zwi¹zku czêsto nazywanego antybiotykiem �ostatniego ratunku� i stosowanego
w ostrych infekcjach bakteryjnych. W literaturze mo¿na spotkaæ prace gdzie stoso-
wano do tego celu polimery, jednak nie sprawdza³y siê one w tej roli z powodu
hydrofilowo�ci cz¹steczki leku, jak i braku homogenicznego rozproszenia zwi¹zku
w polimerze, co mia³o znacz¹cy wp³yw na nieci¹g³o�æ jego uwalniania. W celu pod-
niesienia skuteczno�ci dzia³ania i wyeliminowania skutków ubocznych zastosowano
nanorogi impregnowane tym antybiotykiem. Stosuj¹c prost¹ metodê odparowania
rozpuszczalnika z sukcesem umieszczono cz¹steczki VCM wewn¹trz nanoagrega-
tów ultenionych SWNH. Modyfikacja powierzchniowa przy u¿yciu DSPE-PEG
poprawi³a dyspersjê kompleksu VCM-SWNHox w roztworze. Szybko�æ uwalnia-
nia leku w ci¹g³y i stabilny sposób zale¿a³a wy³¹cznie od energii oddzia³ywañ VCM
z SWNHox. Utlenione nanorogi okaza³y siê w tym przypadku bardzo dobrym i obie-
cuj¹cym no�nikiem [1]. Istnieje tak¿e szereg prac, w których bada siê uwalnianie
fulerenów z nanorogów. Badania te s¹ stymulowane zastosowaniem pochodnych
fulerenów (metanofulerenów) w leczeniu AIDS. Yude i in. [35] stosuj¹c now¹ metodê,
nazywan¹ nanostr¹caniem, umie�cili cz¹steczki fulerenu C60 wewn¹trz utlenionych
nanorogów i badali szybko�æ uwalniania C60 w ró¿nych rozpuszczalnikach. Proces
desorpcji najszybciej przebiega³ w toluenie, a jego szybko�æ mala³a gdy zwiêkszono
stê¿enie etanolu w roztworze [35]. Miyako i in. [36] równie¿ badali utlenione nano-
rogi jako no�niki do uwalniania fulerenu C60. Uwalnianie fulerenu z wnêtrza SWN-
Hox do mieszaniny woda/toluen tym razem by³o przyspieszane za pomoc¹ promie-
niowania w zakresie bliskiej podczerwieni. Moleku³y fulerenu wydostawa³y siê przez
otwory wytworzone w wyniku utleniania. Zastosowanie NIR mia³o istotne znacze-
nie, poniewa¿ w temperaturze pokojowej nastêpowa³a znikoma desorpcja C60. Przed-
stawione podej�cie pozwala zrozumieæ mechanizm procesu kontrolowanej desorp-
cji leku [36].

Mo¿liwo�æ ³atwej funkcjonalizacji nanorogów oraz du¿a powierzchnia wew-
nêtrzna sprawia, ¿e zainteresowanie adsorpcj¹ leków na tych materia³ach wzrasta.
Dodatkowo, defekty ich struktury, na przyk³ad wprowadzane w tych procesach grupy
tlenowe na krawêdziach, umo¿liwiaj¹ kowalencyjne przy³¹czenie leku. Istnieje te¿
mo¿liwo�æ chemicznego zablokowania tych defektów, co umo¿liwia bardzo precy-
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zyjne uwolnienie leku tylko w okre�lonym miejscu. Zademonstrowano to na przy-
k³adzie utlenionych nanorogów, których zdefektowane miejsca deaktywowano
poprzez adsorpcjê octanu gadolinu, co pozwoli³o na lepsze kontrolowanie uwalnia-
nia C60 z wnêtrza SWNHox [37].

Rysunek 2. No�nik na bazie nanorurki wêglowej: (a) schemat reakcji wi¹zania, cis-platyny (Cisplatin), czyn-
nika wzrostu naskórka (EGF) oraz kropki kwantowej (Qdot) na jedno�ciennych nanorurkach
wêglowych w obecno�ci 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) jako czynnika
sprzêgaj¹cego; (b) schemat wi¹zania uk³adu z komórkami nowotworowymi; (c) zdjêcie wykonane
technik¹ TEM typowego pêczka utlenionych nanorurek z zaznaczon¹ rurk¹ pojedyncz¹; (d) elek-
tronowy obraz uzyskany technik¹ TEM dla zmodyfikowanych pêczków nanorurek wêglowych
otrzymanych w reakcji, SWNT, Qdot i EGF, zob. schemat na Rys. 2(a); (e) zdjêcie wykonane
technik¹ STEM, pokazuj¹ce wi¹zkê nanorurek z naniesion¹ cis-platyn¹ (bia³e obszary). Rysunek
opublikowany za zgod¹ ACS z pracy [38]

Figure. 2. Nanotube based delivery system [38]: (a) illustration of chemical reactions used to attach EGF,
Cisplatin, and Qdots onto carboxylated SWNTs using EDC as the coupling; (b) schematic repre-
sentation of bonding between system and cancer cell surface; (c) oxidised SWNT bundles with
arrows showing a single SWNT; (d) SWNT-Qdot_EGF bioconjugate bundle; (e) STEM image of
SWNT bundle showing cis-platin as the bright spots. Reprinted with permission from A.A. Bhirde,
V. Patel, J. Gavard, G. Zhang, A.A. Sousa, A. Masedunskas, R.D. Leapman, R. Weigert,
J.S. Gutkind, J.F. Rusling, ACS Nano, 2009, 32, 307. Copyright 2009 American Chemical Society

Pomimo ci¹g³ego rozwoju medycyny, nowotwory stanowi¹ jedn¹ z najgro�-
niejszych grup chorób trapi¹cych ludzko�æ. Stworzenie odpowiedniego uk³adu no�ni-
kowego zawieraj¹cego lek antynowotworowy, a tym samym zwiêkszenie skutecz-
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no�ci walki z rakiem jest jednym z g³ównych zadañ naukowców i in¿ynierów. Bhirde
i in. [38] opisali ostatnio niezwykle interesuj¹cy uk³ad z³o¿ony z SWNT, cis-platyny
(zwi¹zanej kowalencyjnie z jednym z koñców nanorurki) i czynnikiem wzrostu
naskórka z drugiej. Uk³ad taki wrastaj¹c w komórki nowotworowe powodowa³ zaha-
mowanie ich rozwoju (Rys. 2).

Oprócz prac nad nanorurkami równolegle prowadzone s¹ badania z zastosowa-
niem nanorogów. Badania in vivo i in vitro wykonane przez Ajima i in. [20] potwier-
dzi³y poprawê dzia³ania cis-platyny zaimpregnowanej na utlenionych nanorogach
(Rys. 3 [20]).

Rysunek 3. Zdjêcia nanorogów, wykonane za pomoc¹ mikroskopu TEM, strza³ki wskazuj¹ klastry cis-platyny
(CDDP). Rysunek opublikowany za zgod¹ ACS z pracy [20]

Figure 3. TEM images of carbon nanohorns with cis-platin complexes inside (arrows). Reprinted with
permission from [20] K. Ajima, T. Murakami, Y. Mizoguchi, K. Tsuchida, T. Ichihashi, S. Iijima,
M. Yudasaka, ACS Nano, 2008, 2, 2057. Copyright 2008 American Chemical Society

Zmiana rozpuszczalnika z DMF na wodê spowodowa³a wzrost adsorpcji leku
na SWNHox z 15 do 46%. Wykazano wiêksz¹ skuteczno�æ takiego uk³adu w nisz-
czeniu komórek rakowych p³uc, co wynika ze wzrostu stê¿enia leku wokó³ komórek
spowodowanego, zastosowaniem SWNHox jako no�nika cis-platyny. Lek by³ obecny
w organizmie nawet przez 25 dni od chwili podania, a powolne uwalnianie cis-pla-
tyny zwiêkszy³o jej skuteczno�æ. Zaskakuj¹ce okaza³y siê wyniki dzia³ania czystego
SWNHox na komórki nowotworowe, gdy¿ jak wcze�niej udowodniono, nanorogi
nie wykazuj¹ w³a�ciwo�ci toksycznych w stosunku do niezainfekowanych organiz-
mów. W tym przypadku utlenione nanorogi ujawni³y swoje antykancerogenne w³a�ci-
wo�ci, co mog³o poprawiæ dzia³anie uk³adu SWNHox.

Inn¹ now¹ grupê no�ników stanowi¹ liposomy fulerenowe (buckysomes) [39,
40], stosowane g³ównie do uwalniania leków hydrofobowych. Wykazuj¹ one du¿¹
efektywno�æ w przypadku antynowotworowego paklitakselu. W przysz³o�ci planuje
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siê dalsz¹ funkcjonalizacjê tych liposomów poprzez nanoszenie na ich powierzch-
niê ³añcuchów lipidowych o ró¿nych d³ugo�ciach, które powinny zwiêkszyæ ilo�æ
kumulowanego leku � w celu uzyskania kontrolowanych zmian hydrofobowo�ci.

3. ZAGRO¯ENIA DLA ZDROWIA CZ£OWIEKA

Obserwowany w przeci¹gu ostatnich dwóch dekad rozwój nanotechnologii
i wzrost komercyjnego zainteresowania jej produktami, prowadzi do wytwarzania
materia³ów o wymiarach w granicach 1�100 nm. W konsekwencji, zwiêksza to mo¿-
liwo�ci kontaktu tych materia³ów z cz³owiekiem i �rodowiskiem � wiadomo, ¿e im
mniejsza cz¹stka tym bardziej toksyczne efekty mo¿e powodowaæ [41].

Tworzenie nowych materia³ów powinno byæ poparte równoczesnymi badaniami
nad ich potencjalnie niekorzystnym wp³ywem na cz³owieka i �rodowisko. Nanomate-
ria³y wêglowe mog¹ przenikaæ do organizmu poprzez drogi oddechowe, skórê, spo-
¿ycie czy te¿ podanie w formie iniekcji. Na przyk³ad, wiadomo, ¿e inhalacja py³u
CNT powoduje u myszy przewlek³e stany zapalne i tworzenie ziarniaków p³ucnych
[42]. Nanomateria³y mog¹ te¿ oddzia³ywaæ na mikroorganizmy, ro�liny lub zwie-
rzêta, je�li znajd¹ siê w �rodowisku, w znacznej ilo�ci. Z³o¿ono�æ ich natury oraz
potencjalne oddzia³ywania na cz³owieka i �rodowisko sprawiaj¹, ¿e tematyka nano-
technologii jest do�æ rozleg³a, wymaga wspó³pracy chemików z toksykologami, bio-
logami i in¿ynierami biomedycznymi [43].

Badania nad toksyczno�ci¹ no�ników wêglowych dostarczaj¹ sprzecznych wyni-
ków i powoduj¹ bardziej stawianie nowych pytañ ni¿ udzielanie konkretnych
odpowiedzi. Ponad wszelk¹ w¹tpliwo�æ wykazano, ¿e nanorogi wêglowe nie s¹ tok-
syczne [41].

Znajomo�æ toksyczno�ci nanorurek, bo to g³ównie na nich s¹ obecnie prowa-
dzone najbardziej zaawansowane badania in vivo, oraz ich wp³ywu na �rodowisko
jest kluczow¹ spraw¹ w ich potencjalnym zastosowaniu w nanomedycynie. Ma³e
rozmiary i du¿a powierzchnia w³a�ciwa wp³ywa na ich aktywno�æ chemiczn¹, prze-
nikalno�æ i przewodnictwo przez membrany biologiczne, przenikanie do p³uc i wch³a-
nianie do komórek, co mo¿e w efekcie skutkowaæ cytotoksyczno�ci¹ tych uk³adów.
Badania wstêpne pokaza³y, ¿e wp³yw na w³a�ciwo�ci toksykologiczne nanorurek
maj¹ ich rozmiar i powierzchnia w³a�ciwa. Im mniejszy rozmiar CNT, tym ich
powierzchnia w³a�ciwa jest wiêksza (jest to znany fakt, wynikaj¹cy z prostych roz-
wa¿añ geometrycznych [44]) � to równie¿ zwiêksza mo¿liwo�æ oddzia³ywania na
¿ywe komórki. Udowadniano, ¿e jedno�cienne nanorurki wêglowe (SWNT) wyka-
zuj¹ znacz¹c¹ toksyczno�æ w stosunku do komórek ludzkich i zwierzêcych, za� nano-
rurki wielo�cienne umiarkowan¹.

Doniesienia naukowe na temat cytotoksyczno�ci nanorurek wêglowych i innych
nanomateria³ów s¹ czêsto sprzeczne. Sayes i in. [45] donosz¹ o toksyczno�ci fulere-
nów i podejmuj¹ próbê jej zmniejszenia tak, aby mo¿na by³o zastosowaæ C60 do
uwalniania leków. Fuleren C60 jest toksyczny, gdy¿ powoduje utlenianie lipidów,
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wynikaj¹ce z tworzenia jonorodników tlenowych � chocia¿, jak wspominaj¹ auto-
rzy dok³adny mechanizm tworzenia jonorodników z udzia³em fulerenu nie jest znany.
Autorzy donosz¹, ¿e im bardziej funkcjonalizowany jest C60 tym mniejsza jest jego
toksyczno�æ. Odwrotnych wniosków dostarczaj¹ wyniki badañ Gharbi i in. [46] poka-
zuj¹ce, ¿e C60 nie jest toksyczny, a nawet chroni przed wolnymi rodnikami. Najnow-
sze badania w tej dziedzinie rzucaj¹ jeszcze inne �wiat³o na omawiany problem.
Lyon i in. [47] podkre�laj¹, ¿e C60 rzeczywi�cie jest toksyczny dla wielu bakterii,
lecz mechanizm toksycznego dzia³ania nie jest do koñca znany. Wcze�niej sugero-
wano po�redni udzia³ C60 w produkcji reaktywnych form tlenu � jednak badania
wspomnianych autorów pokaza³y, ¿e C60 nie produkuje tych form bêd¹c samemu
utleniaczem.

Magrez i in. [48] zwracaj¹ uwagê na niedogodno�æ badañ nad toksyczno�ci¹,
szczególnie w przypadkach, gdy choroba rozwija siê d³u¿ej ni¿ wynosi czas ¿ycia
badanego zwierzêcia. Autorzy udowadniaj¹, ¿e nanorurki s¹ mniej truj¹ce ni¿ w³ókna
wêglowe czy grafit, a toksyczno�æ ro�nie dopiero po ich funkcjonalizacji i wytwo-
rzeniu grup karbonylowych lub karboksylowych na powierzchni materia³u. Badania
Knirscha i in. [49] pokazuj¹, ¿e oczyszczone rurki nie s¹ truj¹ce, lecz powodem
toksyczno�ci jest amorficzny wêgiel i pozosta³o�ci katalizatora. Dumortier i in. [50],
udowadniaj¹, ¿e funkcjonalizowane w reakcjach cykloaddycji CNT nie s¹ toksyczne,
natomiast toksyczne s¹ rurki utlenione lub amidowane, a nastêpnie funkcjonalizo-
wane glikolem polietylenowym (co autorzy t³umacz¹ wp³ywem tych rurek na makro-
fagi i modyfikacjê ich odpowiedzi na stymulacjê).

Mo¿na wnioskowaæ, ¿e sprzeczno�æ rezultatów wynika g³ównie z zastosowa-
nia w testach, materia³ów wêglowych o ró¿nej czysto�ci, z ró¿norakimi grupami
funkcyjnymi na powierzchni, jak równie¿ z przeprowadzania badañ na ró¿norod-
nych typach komórek hodowanych, i w odmiennych warunkach. Problem kompli-
kuje fakt, ¿e w³a�ciwo�ci chemiczne grup funkcyjnych, nawet tego samego typu
(np. kwasowo�æ), zwi¹zanych z rurk¹ zale¿¹ od d³ugo�ci jak i szeroko�ci funkcjona-
lizowanej nanorurki (tzn. kwasowo�æ wzrasta ze wzrostem d³ugo�ci i szeroko�ci)
[51]. Dodatkowym problemem jest brak �cis³ej procedury preparatywnej prowadz¹-
cej do syntezy CNT o w¹skim rozk³adzie �rednic, co komplikuje mo¿liwo�æ porów-
nywania wyników. Dlatego wielu badaczy podkre�la, ¿e przed wykonaniem badañ
toksyczno�ci nanorurek, wa¿ne jest bli¿sze poznanie ich w³a�ciwo�ci fizykoche-
micznych oraz u¿ywanych wcze�niej metod oczyszczania [52]. Pomimo ogólnej
opinii o potencjalnej toksyczno�ci CNT, mechanizm wyja�niaj¹cy to zjawisko nie
jest dot¹d poznany. W�ród hipotez pojawiaj¹ siê i te dotycz¹ce zak³óceñ metabo-
lizmu wewn¹trzkomórkowego, promowania stresu oksydacyjnego, czy niszczenia
fizycznego b³on komórkowych. W jeszcze wiêkszym stopniu mo¿liwo�ci wyja�nie-
nia mechanizmu toksyczno�ci nanorurek komplikuje fakt, stosowania nieoczysz-
czonych nanorurek zawieraj¹cych krystality metali [53, 54].

Alternatywne prace na temat cytotoksyczno�ci nanorurek wêglowych pro-
wadzone by³y równie¿ na mikroorganizmach jednokomórkowych, np. bakteriach.
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Wyniki badañ wykaza³y, wiêksz¹ toksyczno�æ SWNT w porównaniu z MWNT. Tok-
syczno�æ ta wynika³a g³ównie z ma³ych rozmiarów rurek jedno�ciennych (co umo¿-
liwia³o ich przenikanie przez �cianki b³on komórkowych), du¿ej powierzchni w³a�-
ciwej (powoduj¹cej wiêkszy kontakt i oddzia³ywanie z powierzchni¹ komórek), czy
te¿ z powodu wiêkszej reaktywno�æ rurek o ma³ej �rednicy [53].

Istnieje te¿ du¿e prawdopodobieñstwo, ¿e powodami toksyczno�ci nanorurek
s¹ zanieczyszczenia metaliczne pochodz¹ce z procesu ich wytwarzania, oraz ma³e
rozproszenie nanorurek w roztworach wodnych. Nanomateria³y wêglowe s¹ mie-
szanin¹ zawieraj¹c¹ wêgiel wielopostaciowy jak i metale (Co, Fe, Ni lub Mo) wystê-
puj¹ce w ró¿nych formach (czyste metale, tlenki metali, wêgliki metali). Poniewa¿,
czêsto zanieczyszczenia i pozosta³o�ci s¹ g³ównym czynnikiem wp³ywaj¹cym na
toksyczno�ci materia³u, dlatego bardzo wa¿na jest jego fizykochemiczna charakte-
rystyka: rozmiar, kszta³t, w³a�ciwo�ci chemiczne powierzchni (hydrofobowo�æ/filo-
wo�æ), sk³ad (postaæ i lokalizacja metalu) [55]. Wnikliwe poznanie w³a�ciwo�ci
badanego materia³u pozwala na opracowanie nowych sposobów syntezy lub mody-
fikacjê znanych ju¿ metod. Zatem mo¿liwym staje siê tworzenie nowych (np. nano-
rogi), czy te¿ modelowych no�ników o wysokiej czysto�ci i homogenicznej struktu-
rze [55]. Testy dotycz¹ce toksyczno�ci nanorurek prowadzone przez liczne grupy
badawcze wielokrotnie dawa³y sprzeczne wyniki badañ, mo¿e to wskazywaæ na zale¿-
no�æ stopnia toksyczno�ci od czysto�ci materia³u, ilo�ci materia³u zastosowanego
do badañ, czasu ekspozycji, sposobu aplikacji itd. Nie posiadaj¹c �ci�le okre�lo-
nych norm, standardowych testów weryfikuj¹cych toksyczno�æ CNT, trudno jest
okre�liæ wp³yw nanorurek na organizmy ¿ywe. Sposobno�æ przeprowadzenia testów
i interpretacji ich wyników jest dowolna, co prowadzi do braku jednoznaczno�ci
w ich rzetelnej ocenie [22].

PODSUMOWANIE

System kontrolowanego uwalniania leków zosta³ stworzony w celu przenosze-
nia i dostarczania leków do wybranego miejsca w organizmie. Pozwala to na bar-
dziej efektywne dzia³anie leku, jego kontrolowane uwalnianie, a to z kolei prowadzi
do znacznego polepszenia w³a�ciwo�ci leczniczych. Wczesne badania w g³ównej
mierze skupione by³y na zastosowaniu materia³ów krzemionkowych i polimerowych
jako no�ników leków. Rozwój nanotechnologii sprawi³, i¿ do tego celu zaczêto sto-
sowaæ tak¿e ró¿nego rodzaju materia³y wêglowe. S¹ to materia³y biokompatybilne,
daj¹ce siê modyfikowaæ chemicznie, co pozwala na stosowanie wielu odmiennych
strategii transportowania i uwalniania leków � w tym np. do kontrolowanego wra-
stania no�nika w miejscu, w którym powinien byæ uwalniany lek [20].

Predyspozycje materia³ów wêglowych do magazynowania i uwalniania leków,
oraz zrozumienie mechanizmów rz¹dz¹cych takimi zachowaniami pozwalaj¹ na opty-
malizacjê w projektowaniu coraz to doskonalszych no�ników leków. Nanotechno-
logia jest dziedzin¹, która posiada olbrzymi potencja³ do wykorzystania na polu
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nanomedycyny, a przedstawione w tej pracy badania pokazuj¹, ¿e to dopiero pocz¹-
tek realizacji tych¿e mo¿liwo�ci. Wymagany jest wysi³ek interdyscyplinarnych ze-
spo³ów naukowców reprezentuj¹cych ró¿ne dyscypliny nauki [3].

Niemniej wa¿nym jest, ustalenie standardów w badaniach toksyczno�ci tych
nowych potencjalnych no�ników leków.

Podziêkowania: Autorzy sk³adaj¹ podziêkowania Recenzentowi pracy za wni-
kliwe uwagi krytyczne, pozwalaj¹ce na znaczn¹ poprawê zawarto�ci merytorycz-
nej.
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ABSTRACT

White, or industrial, biotechnology is the application of biotechnology for the
processing and production of chemicals, materials, and energy. White biotechno-
logy uses enzymes and microorganisms to generate products in industrial sectors as
diverse as pharmaceuticals and chemistry, food and feed, pulp and paper, textiles or
detergents. This review gives an overview of the possible developments in the transi-
tion to bio-based production with a focus on the production of chemicals.

Implementation of industrial biotechnology offers significant ecological advan-
tages. Renewable agricultural crops are the preferential starting materials, instead
of dwindling fossil resources such as crude oil and natural gas. This technology
consequently has a beneficial effect on greenhouse gas emissions and at the same
time supports the agricultural sector, delivering these raw materials. Moreover, indus-
trial biotechnology frequently shows significant performance benefits compared to
conventional chemical technology, such as a higher reaction rate, increased conver-
sion efficiency, improved product purity, lowered energy consumption and signifi-
cant decrease in chemical waste generation. The combination of these factors has
led to the recent strong penetration of industrial biotechnology in all sectors of the
chemical industry, particularly in fine chemicals but equally so for bulk chemicals
such as plastics and fuels.

The chemical industry in Europe, which contributes about 28% of the world
demand for chemicals, has identified industrial biotechnology as a key emerging
technology area. The biorefinery concept offers numerous possibilities to integrate
the production of bio-energy and chemicals. This will also provide substantially
higher value-added economic activities, besides promoting production in agricul-
ture and forestry. Shifting the resource base for chemical production from fossil
feedstocks to renewable raw materials provides exciting possibilities for the use of
industrial biotechnology-based process tools.

In a bio-based production, industrial biotechnology also interfaces with plant
biotechnology (green biotechnology), where gene technology is applied to accelera-
te the process of plant breeding for crop improvement or for altering the composi-
tion of the feedstock for a desired product.

The concept of Knowledge-Based Bio-Economy and the vision of bio-econo-
my in Europe to 2030 presented in so called �Cologne Paper� [82] are also briefly
outlined.

Keywords: industrial biotechnology, biorafineries, biofuels, biotransformations

S³owa kluczowe: biotechnologia przemys³owa, biopaliwa, biorafinerie, biotransfor-
macje
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WSTÊP

Biotechnologia, zgodnie z definicj¹ Europejskiej Federacji Biotechnologii, to
�zintegrowane zastosowanie biochemii, mikrobiologii i in¿ynierii procesowej
w celu technicznego wykorzystania zdolno�ci drobnoustrojów, kultur tkankowych
oraz ich czê�ci�. Z uwagi na zastosowania wyró¿nia siê trzy g³ówne obszary: bio-
technologiê medyczn¹ (tzw. �czerwona biotechnologia�), biotechnologiê rolnicz¹
(�zielona biotechnologia�) i biotechnologiê przemys³ow¹ (�bia³a biotechnologia�).
Ta ostania dziedzina obejmuje wykorzystanie mikroorganizmów i enzymów w pro-
dukcji przemys³owej oraz zastosowanie metod biologicznych do oczyszczania �cie-
ków, zagospodarowania odpadów sta³ych i oczyszczania gazów. Najwiêcej techno-
logii biochemicznych znajduje zastosowanie w przemy�le: farmaceutycznym, spo-
¿ywczym i chemicznym. W tym ostatnim obejmuje takie obszary jak: produkcja
enzymów, biopaliw, kwasów organicznych oraz wykorzystanie biokatalizatorów
w syntezach organicznych.

Biotechnologia przemys³owa wykorzystuje surowce odnawialne, oferuj¹c nie
tylko znacz¹ce korzy�ci ekologiczne, ale tak¿e, dziêki specyficznym cechom drobno-
ustrojów i biokatalizatorów, umo¿liwia czêsto bardziej efektywne prowadzenie pro-
cesów przetwórczych, ni¿ technologie chemiczne. Z tego wzglêdu, uwa¿ana jest za
bardzo wa¿ny element restrukturyzacji przemys³u chemicznego, zgodny z zasadami
zrównowa¿onego rozwoju.

Niniejszy artyku³ po�wiêcony jest wskazaniu tych cech technologii biochemicz-
nych, które czyni¹ je bardzo atrakcyjnymi dla przemys³u chemicznego oraz omó-
wieniu wizji rozwoju biotechnologii przemys³owej w Europie.

1. BIOKATALIZATORY W SYNTEZACH CHEMICZNYCH

Obserwuje siê rosn¹ce zainteresowanie wykorzystaniem w technologiach che-
micznych mo¿liwo�ci jakie daj¹ biokatalizatory [1, 2]. G³ównymi przyczynami tego
zainteresowania s¹ specyficzne cechy procesów biochemicznych. Najwa¿niejsz¹,
jest wysoka selektywno�æ przemian z udzia³em enzymów lub drobnoustrojów,
czêsto nieosi¹galna tradycyjnymi technikami. Przemiany biologiczne zachodz¹
w umiarkowanych warunkach, nie wymagaj¹ wysokich ci�nieñ i wysokich tempera-
tur. W efekcie, z roku na rok, zwiêksza siê liczba technologii chemicznych wykorzy-
stuj¹cych, chocia¿ na jednym etapie, biotransformacje [3, 4].

Dziêki wykorzystaniu przemian mikrobiologicznych, mo¿na znacz¹co zmniej-
szyæ ilo�æ powstaj¹cych odpadów. Przyk³adem mo¿e byæ wytwarzanie przez kon-
cern DSM cefaleksyny � pó³syntetycznego antybiotyku z grupy b-laktamowych [5].
W tradycyjnej technologii, otrzymywana mikrobiologicznie penicylina G by³a prze-
twarzana w dziesiêciu przemianach chemicznych. W chwili uruchomienia przemy-
s³owej produkcji cefaleksyny w 1975 roku, na 1 kg produktu wytwarzano 50 kg
odpadów. Prace nad usprawnieniem technologii chemicznej doprowadzi³y do zmniej-
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szenia ilo�ci odpadów do 15 kg/kg w roku 1995. W tym te¿ roku, wprowadzono
now¹ technologiê, w której liczbê etapów zmniejszono do sze�ciu, z czego trzy prze-
miany katalizowane by³y przez enzymy. W tej technologii wytwarzano 10 kg odpa-
dów na 1 kg produktu. Dalsze doskonalenie procesu technologicznego doprowa-
dzi³o do obni¿enia ilo�ci odpadów do 5 kg/kg. W 2000 roku wprowadzono now¹
technologiê, w której kluczowy sk³adnik kwas 7-aminodezacetoksycefalosporanowy
(7-ADCA) jest otrzymywany w wyniku jednostopniowego procesu mikrobiologicz-
nego. W efekcie liczbê etapów zmniejszono do czterech, za� ilo�æ wytwarzanych
odpadów do 2 kg/kg [5].

W wielu innych technologiach zyskano podobne efekty. Zast¹pienie chemicz-
nej syntezy ryboflawiny (witaminy B2), sk³adaj¹cej siê z o�miu etapów, przez jedno-
etapow¹ fermentacjê pozwoli³o na obni¿enie kosztów wytwarzania i zmniejszenie
uci¹¿liwo�ci dla �rodowiska. W przypadku koncernu BASF, stosuj¹cego dro¿d¿e
Ashbya gossypii uzyskano oko³o 40% redukcjê kosztów produkcji, za� w koncernie
Hoffman-LaRoche, który wykorzystuje bakterie Bacillus subtilis, obni¿ka kosztów
w stosunku do procesu chemicznego wynios³a 50% [6, 7]. W tradycyjnej chemicz-
nej technologii wytwarzania akryloamidu z akrylonitrylu stosuje siê dwustopniow¹
hydrolizê: pocz¹tkowo wobec kwasu siarkowego, a nastêpnie z udzia³em kataliza-
tora miedziowego. Proces enzymatyczny opracowany przez Mitsubishi Rayon Co.
Ltd przebiega jednoetapowo [5]. Wykorzystuj¹c hydrolazê nitrylow¹ z unierucho-
mionych komórek bakterii Brevibacterium imperialis, uzyskuje siê 100% wydaj-
no�æ biotransformacji i wysokie stê¿enia akryloamidu w cieczy � dziêki czemu pro-
ces zatê¿ania nie jest konieczny. Skutkiem tego, zu¿ycie energii na wytworzenie
1 kg produktu, w technologii enzymatycznej wynosi 0,4 MJ/kg, wobec 1,9 MJ/kg
w tradycyjnej technologii. W konsekwencji emisja CO2 na jeden kg produktu,
w technologii enzymatycznej wynosi 0,3 kg/kg, za� w technologii tradycyjnej 1,5 kg
CO2/kg produktu.

Podane przyk³ady wyra�nie ilustruj¹ korzy�ci jakie mo¿liwe s¹ do uzyskania
w przemy�le chemicznym i pokrewnych, dziêki zastosowaniu przemian katalizowa-
nych przez enzymy i drobnoustroje.

2. PRODUKCJA BIOPALIW

Szczególn¹ rolê odgrywaj¹ technologie biochemiczne w wytwarzaniu paliw
z surowców odnawialnych [7�10]. Przyczyny sk³aniaj¹ce do wykorzystania odna-
wialnych �róde³ energii s¹ powszechnie znane. Biotechnologia umo¿liwia wykorzy-
stanie do produkcji paliw surowców ro�linnych, a tak¿e odpadów z przemys³u rol-
no-spo¿ywczego. Biotechnologicznie mo¿na wytwarzaæ zarówno paliwa ciek³e takie
jak: etanol, butanol, biodiesel; jak i paliwa gazowe: metan, wodór [11]. Obecnie
metody biochemiczne stosowane s¹ do produkcji etanolu i metanu.

Zainteresowanie Unii Europejskiej paliwami pozyskanymi z surowców odna-
wialnych datuje siê na koniec lat 90. XX wieku. W roku 1998, Parlament Europejski
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wezwa³ do zwiêkszenia, do 2% udzia³u biopaliw w przeci¹gu 5-ciu lat. Wydana
w roku 2003 Dyrektywa Rady Unii Europejskiej (2003/30/EC) okre�li³a docelowe
wska�niki udzia³u biopaliw w zu¿yciu paliw ciek³ych na: 2% w roku 2005 oraz
5,75% w 2010 roku. Tego planu nie uda³o siê zrealizowaæ � w 2005 roku udzia³
biopaliw wyniós³ oko³o 1% [11]. Mimo to polityka Unii Europejskiej zmierza do
zwiêkszenia wysi³ków na rzecz produkcji energii odnawialnej. Przyjêta w marcu
2007 roku przez Komisjê Europejsk¹ strategia, zak³ada, i¿ w roku 2020 udzia³ ener-
gii ze �róde³ odnawialnych wyniesie 20%; w czym udzia³ biopaliw w zu¿yciu paliw
p³ynnych wyniesie 10%, za� redukcja emisji CO2 w stosunku do 1999 roku wyniesie
20%.

G³ówn¹ wad¹ obecnie stosowanych technologii produkcji biopaliw jest wyko-
rzystanie surowców, które s³u¿¹ równie¿ do produkcji ¿ywno�ci (zbo¿a, oleje jadal-
ne) [10, 12]. Czêsto biopaliwa wytwarzane z surowców skrobiowych okre�lane s¹
mianem paliw pierwszej generacji. Zwiêkszone zu¿ycie zbó¿ do produkcji biopaliw
mo¿e powodowaæ wzrost cen ¿ywno�ci. Obecnie zu¿ycie surowców skrobiowych
w krajach Unii Europejskiej nie przekracza 1% i nie stanowi zagro¿enia dla rynku
¿ywno�ciowego. Wzrost cen ¿ywno�ci w 2008 roku by³ efektem podwy¿ki cen ropy
naftowej i spekulacji na rynkach surowcowych, a nie produkcji biopaliw [13].
W USA, gdzie w 2006 roku, oko³o 14% kukurydzy by³o zu¿ywane do produkcji
etanolu; zwiêkszone zu¿ycie spowodowa³o wzrost cen tego zbo¿a [10, 14]. Rozwi¹-
zaniem konfliktu pomiêdzy zu¿yciem surowców dla potrzeb produkcji energii,
a zu¿yciem do produkcji ¿ywno�ci s¹ tzw. biopaliwa drugiej generacji, czyli etanol
i estry kwasów t³uszczowych wytwarzane z surowców lignino-celulozowych i odpa-
dów przemys³owych oraz rolnych [15, 16]. Okre�lenie �paliwa drugiej generacji�
ma na celu ich odró¿nienie od paliw wytwarzanych ze zbó¿.

Korzy�ci z wykorzystania surowców lignino-celulozowych s¹ wielorakie
[8, 16�19]. Przede wszystkim, prowadz¹ do zmniejszenia zapotrzebowania na zbo¿a
konsumpcyjne wykorzystywane w produkcji paliw pierwszej generacji oraz do powi¹-
zanego z tym zmniejszenia zapotrzebowania na ziemie uprawne. Istotne znaczenie
ma mo¿liwo�æ wytwarzania obok paliw tak¿e innych warto�ciowych produktów, co
zosta³o omówione w dalszej czê�ci artyku³u po�wieconej biorafineriom. Na podkre�-
lenie zas³uguje tak¿e udzia³ produkcji biopaliw w rozwoju ekonomicznym terenów
wiejskich [20]. Analizy ca³kowitej emisji CO2 zwi¹zanej z wytwarzaniem paliw (na
wszystkich etapach produkcji), wykazuj¹ wyra�n¹ przewagê surowców lignino-celu-
lozowych nad surowcami skrobiowymi [8, 21]. G³ówna trudno�æ w pe³nym wyko-
rzystaniu surowców lignino-celulozowych zwi¹zana jest z kosztow¹ hydroliz¹
w celu otrzymania cukrów prostych, stanowi¹cych surowiec dla procesów mikro-
biologicznych [22, 23].

Opublikowana w tym roku Dyrektywa UE (2009/28/EC) dotycz¹ca promowa-
nia energii ze �róde³ odnawialnych, k³adzie nacisk na zwiêkszenie produkcji biopa-
liw II generacji i zapewnienie zrównowa¿onej produkcji no�ników energii. Stanowi
to dodatkowy bodziec do rozwoju technologii biochemicznych w Europie.
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Butanol, z uwagi na wiêksz¹ zawarto�æ energii, mniejsz¹ lotno�æ i mniejsz¹
higroskopijno�æ, jest bardziej atrakcyjnym paliwem do silników spalinowych ni¿
etanol, zw³aszcza, ¿e mo¿e byæ u¿ywany zarówno czysty jak i w dowolnych mie-
szankach z wêglowodorami [24, 25]. G³ównym czynnikiem hamuj¹cym wykorzy-
stanie butanolu otrzymywanego na drodze fermentacji surowców odnawialnych s¹
wysokie koszty produkcji wynikaj¹ce z ma³ej wydajno�ci tego procesu [26]. Buta-
nol wytwarzany jest przez klostridia, grupê bezwzglêdnie beztlenowych bakterii
tworz¹cych spory. W wyniku przemian metabolicznych klostridia wydzielaj¹ na zew-
n¹trz komórek rozpuszczalniki organiczne: butanol, etanol i aceton. Rozpuszczal-
niki te dzia³aj¹ toksycznie, hamuj¹c wzrost bakterii. Z kolei tworzenie form prze-
trwalnikowych (spor) hamuje wytwarzanie rozpuszczalników. Obni¿enie kosztów
produkcji butanolu bêdzie mo¿liwe, je¿eli w wyniku zastosowania technik in¿ynie-
rii metabolicznej uzyska siê szczepy bakterii o zwiêkszonej produkcyjno�ci oraz
wykorzysta zaawansowane techniki fermentacji, pozwalaj¹ce na wydzielanie pro-
duktów metabolizmu podczas fermentacji [26�28].

Produkcja biopaliw p³ynnych, etanolu i biodiesla, budzi pewne kontrowersje
zwi¹zane zarówno z niedostatkami stosowanych technologii jak i niepewno�ci¹ co
do skuteczno�ci technologii znajduj¹cych siê obecnie w stadium badañ [8, 29, 30].
Zupe³nie inaczej wygl¹da sytuacja w przypadku produkcji biopaliw gazowych. Wyko-
rzystanie procesów mikrobiologicznych do produkcji metanu ma d³ug¹ tradycjê [31].
Jest to technologia dojrza³a, wykorzystuj¹ca przede wszystkim surowce odpadowe
z produkcji rolnej takie jak: gnojowica, a tak¿e osady �ciekowe i odpady komunalne
[32�34]. Coraz wiêkszym zainteresowaniem cieszy siê wykorzystanie upraw celo-
wych do produkcji biogazu, stosowanego w wytwarzaniu energii elektrycznej i ciepl-
nej [35, 36]. Szczególnie du¿o instalacji biogazowych budowanych jest w Niem-
czech, czemu sprzyjaj¹ odpowiednie regulacje prawne i preferencyjne ceny energii,
wytwarzanej ze �róde³ odnawialnych [37].

O ile fermentacja metanowa jest stosowana na du¿a skalê, to wykorzystanie
metod biologicznych do wytwarzania wodoru znajduje siê ci¹gle na etapie badañ
laboratoryjnych i instalacji pilotowych [38�40]. Wodór uznawany jest za bardzo
perspektywiczny no�nik energii [41�43]. Obecne technologie produkcji wodoru,
z gazu ziemnego, wêgla lub w procesach elektrolitycznych, s¹ uci¹¿liwe dla �rodo-
wiska i wykorzystuj¹ surowce nieodnawialne. Metody biologiczne umo¿liwiaj¹ pro-
dukcjê wodoru z surowców odnawialnych [44, 45]. Spo�ród kilku sposobów biolo-
gicznej produkcji wodoru, obecnie najbardziej obiecuj¹c¹ jest tzw. ciemna fermen-
tacja wodorowa [44]. W warunkach beztlenowych niektóre bakterie wytwarzaj¹
wodór i lotne kwasy t³uszczowe, g³ównie: octowy, propionowy, mas³owy. Mo¿liwe
jest tu wykorzystanie ró¿norodnych surowców odpadowych jak i upraw celowych.
Wad¹ tej technologii jest ograniczona wydajno�æ wodoru oraz konieczno�æ zagos-
podarowania kwasów organicznych pozostaj¹cych w cieczy pofermentacyjnej [46].
Jedn¹ z mo¿liwo�ci rozwi¹zania problemu, jest wykorzystanie takiego p³ynu jako
surowca do fermentacji metanowej [45, 47].
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Innym ciekawym rozwi¹zaniem, bêd¹cym przedmiotem badañ laboratoryjnych
s¹ mikrobiologiczne ogniwa paliwowe [48�51]. Podobnie jak w ogniwach chemicz-
nych, zamieniaj¹ one energiê zawart¹ w zwi¹zkach chemicznych na energiê elek-
tryczn¹. Tu w odró¿nieniu od ogniw chemicznych, nie stosuje siê kosztownych kata-
lizatorów wykonanych z metali szlachetnych do katalizowania reakcji przebiegaj¹-
cych na anodzie, lecz procesy mikrobiologiczne. Niektóre drobnoustroje potrafi¹
po�rednio lub bezpo�rednio przekazywaæ na elektrodê elektrony pochodz¹ce z utle-
niania zwi¹zków organicznych. Uzyskiwana obecnie moc mikrobiologicznych ogniw
paliwowych jest znacznie mniejsza ni¿ ogniw chemicznych, ale szybki postêp w tej
dziedzinie wskazuje, i¿ w ci¹gu kilku lat ogniwa mikrobiologiczne mog¹ staæ siê
interesuj¹cym sposobem wytwarzania energii i utylizacji �cieków [50, 52].

Atrakcyjn¹ alternatyw¹ wykorzystania ro�lin l¹dowych w produkcji biopaliw
jest zastosowanie organizmów fototroficznych, takich jak algi i sinice [53�57].
Organizmy te potrafi¹ przekszta³caæ energiê s³oneczn¹ ze znacznie wiêksz¹ spraw-
no�ci¹ ni¿ ro�liny l¹dowe. Ich hodowla mo¿e byæ znacznie bardziej intensywna
i zajmowaæ mniejsze powierzchnie w porównaniu do obecnie wykorzystywanych
upraw celowych. Du¿a ró¿norodno�æ metaboliczna oraz ekologiczna alg, sprzyja
selekcji szczepów dostosowanych do lokalnych warunków. Niektóre algi zawieraj¹
do 70% olejów w suchej masie i stanowi¹ bardzo dobry surowiec do produkcji biodie-
sla [58, 59]. Oprócz t³uszczów z biomasy fotoautotrofów, mo¿na uzyskiwaæ bia³ka
stanowi¹ce warto�ciow¹ paszê dla zwierz¹t [60]. Równie interesuj¹ce jest wykorzy-
stanie alg do poch³aniania ditlenku wêgla z gazów spalinowych [61]. Warto zwróciæ
uwagê na fakt, i¿ nie tylko mikroorganizmy fototroficzne mog¹ byæ wykorzysty-
wane do produkcji biodiesla, ale równie¿ grzyby strzêpkowe i dro¿d¿e [62].

3. BIORAFINERIE

Wykorzystanie surowców ro�linnych nie ogranicza siê wy³¹cznie do produkcji
biopaliw. Mog¹ one s³u¿yæ tak¿e do wytwarzania ró¿nego rodzaju chemikaliów,
dodatków do ¿ywno�ci, czy polimerów. Prowadzi to do koncepcji tzw. biorafinerii
czyli zak³adów przetwórczych podobnych do rafinerii petrochemicznych, ale wyko-
rzystuj¹cych surowce ro�linne [63�65]. St¹d mowa o przej�ciu od gospodarki opar-
tej na wêglowodorach do gospodarki opartej na wêglowodanach [13, 66�68]. Kon-
cepcja ta ma istotne znaczenie dla przemys³u chemicznego, który wobec wyczerpu-
j¹cych siê zasobów surowców kopalnych (ropa naftowa, gaz ziemny, wêgiel) i wzrostu
ich cen, musi rozwi¹zaæ kwestie przysz³ych �róde³ surowców. Wykorzystanie
metod biotechnologicznych, otwiera nowe mo¿liwo�ci produkcji ró¿nych zwi¹z-
ków chemicznych z surowców odnawialnych [69]. W raporcie opracowanym dla
Departamentu Energii USA [70] wytypowano 12 zwi¹zków, otrzymywanych w wy-
niku procesów mikrobiologicznych, które mog¹ stanowiæ platformy do wytwarza-
nia ró¿nych chemikaliów. Zwi¹zkami tymi s¹: 1,4-dihydroksykwasy (bursztynowy,
fumarowy), kwas 3-hydroksypropionowy, kwas 2,5-furanodikarboksylowy, kwas
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asparaginowy, kwas glukarowy, kwas glutaminowy, kwas itakonowy, kwas lewuli-
nowy, 3-hydroksybutyrolakton, glicerol, sorbitol i ksylitol. Dla przyk³adu w wyniku
ró¿nych transformacji kwasu bursztynowego mo¿na otrzymaæ m.in. 1,4-butanediol,
tetrahydrofuran, 2-pirolidon, 1,4-diaminobutan, nitryl kwasu bursztynowego [71].
Oczywi�cie obok wymienionych dwunastu zwi¹zków, nale¿y pod uwagê braæ tak¿e
te zwi¹zki, które obecnie s¹ wytwarzane metodami mikrobiologicznymi: etanol, buta-
nol, kwas mlekowy, 1,3-propanodiol. Dla przyk³adu, z kwasu mlekowego mo¿na
otrzymaæ w wyniku polimeryzacji biodegradowalne polimery, a tak¿e przekszta³ciæ
go do kwasu akrylowego, 1,2-propanodiolu, kwasu propionowego, kwasu pirogro-
nowego lub kwasu szczawiowego [72].

Rozwój technologii biorafinerii wymaga rozwi¹zania wielu zagadnieñ technicz-
nych i technologicznych. Najwa¿niejsze z nich to [73]:

� opracowanie efektywnych technik wydzielania sk³adników z surowców lig-
nino-celulozowych;

� opracowanie efektywnych metod wstêpnej obróbki biomasy ro�linnej dla
procesów fermentacyjnych i chemicznych;

� opracowanie efektywnych procesów rozk³adu celulozy, hemicelulozy oraz
lignin;

� opracowanie procesów fermentacyjnych do mikrobiologicznego przetwa-
rzania produktów hydrolizy surowców lignino-celulozowych;

� opracowanie prostych metod przekszta³cania surowców w bazowe chemi-
kalia;

� opracowanie nowych dróg integracji procesów mikrobiologicznych i che-
micznych;

� opracowanie procesów dostosowanych do du¿ej zmienno�ci sk³adu surow-
ców ro�linnych;

� przekszta³cenia obecnie dzia³aj¹cych instalacji, takich jak celulozownie,
cukrownie, w biorafinerie nowej generacji;

� rozwój elastycznych instalacji produkcyjnych zdolnych do szybkiego
dostosowywania siê do zmiennej sytuacji na rynkach surowców i produk-
tów.

Produkcja biopaliw z surowców lignino-celulozowych jak i wytwarzanie chemi-
kaliów w biorafineriach stawiaj¹ powa¿ne wyzwania dla wspó³czesnej biotechnolo-
gii [74�77]. Potrzebne s¹ nowe preparaty enzymatyczne s³u¿¹ce do efektywnej hydro-
lizy surowców, nowe mikroorganizmy sprawnie przetwarzaj¹ce produkty hydrolizy
celulozy i hemicelulozy, a tak¿e nowe odmiany ro�lin uprawnych o lepszych w³a�ci-
wo�ciach np. mniejszej zawarto�ci lignin [74, 78, 79].
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4. PROGRAMY ROZWOJU BIOTECHNOLOGII PRZEMYS£OWEJ
W UNII EUROPEJSKIEJ

W Europie ju¿ od ponad 10 lat podejmowano wiele dzia³añ maj¹cych na celu
stymulowanie rozwoju biotechnologii przemys³owej i promowanie przedsiêbiorczo�ci
w tym sektorze. W 1997 roku z inicjatywy Komisji Europejskiej powsta³o Biotech-
nology and Finance Forum (BFF) s³u¿¹ce tym celom. Rok pó�niej, BFF zorganizo-
wa³o w Brukseli konferencjê pt. �Promoting entrepreneurial initiatives in biotech-
nology�. W 2002 roku Komisja Europejska publikuje raport �Innovation and com-
petitiveness in European biotechnology�, w którym wzywa do zwiêkszenia konku-
rencyjno�ci europejskiego przemys³u biotechnologicznego w stosunku do USA.
W tym samy roku Komisja prezentuje strategiê rozwoju nauk biologicznych i bio-
technologii [80]. W 2004 roku z inicjatywy Komisji Europejskiej, Europejskiej Rady
Przemys³u Chemicznego (ang. European Chemical Industry Council, CEFIC) oraz
Europejskiego Stowarzyszenia Bioprzemys³u (ang. European Association for Bio-
industries, EuropaBio), powo³ano Europejsk¹ Platformê Technologiczn¹ Zrówno-
wa¿onej Chemii (ang. European Technology Platform for Sustainable Chemistry,
SusChem - zob. www.suschem.org). Celem Platformy jest m.in. zwiêkszenie kon-
kurencyjno�ci europejskiego przemys³u chemicznego oraz wspieranie d³ugofalo-
wych strategii rozwoju tego przemys³u. Uczestnicy Platformy wyznaczyli trzy g³ówne
obszary badañ i rozwoju, które uznali za kluczowe, a mianowicie, biotechnologiê
przemys³ow¹, technologie materia³owe oraz in¿ynieriê procesow¹. W opracowanej
w roku 2005 przez SusChem, perspektywie rozwoju biotechnologii przemys³owej
(do roku 2025), za zasadnicze elementy uznano [81]:

� wzrost liczby i ilo�ci chemikaliów oraz biomateria³ów produkowanych meto-
dami biotechnologicznymi;

� zwiêkszenie wykorzystania surowców odnawialnych przez przemys³;
� rozwój technologii przyjaznych dla �rodowiska i efektywnych ekonomicz-

nie;
� zwiêkszenie udzia³u energii otrzymywanej z biomasy;
� wzrost udzia³u biorafinerii rolniczych w produkcji biotechnologicznej;
� wzrost innowacyjno�ci i konkurencyjno�ci przemys³u europejskiego w wy-

niku zastosowania technik biotechnologicznych;
� zwiêkszenie produkcji biomasy ro�linnej w wyniku zastosowania technik

zielonej biotechnologii.
W opracowanym przez SusChem w 2005 roku Strategicznym Programie

Badañ [82], w zakresie biotechnologii przemys³owej, wskazano na silne i s³abe strony,
tej ga³êzi przemys³u w Europie. Za czynniki wa¿ne dla rozwoju biotechnologii prze-
mys³owej uznano du¿y potencja³ badawczy oraz znacz¹c¹ rolê przemys³u chemicz-
nego. W Europie znajduj¹ siê najwiêksi producenci preparatów enzymatycznych
i jest dobrze rozwiniêty przemys³ fermentacyjny. Rozszerzenie Unii o kraje Europy
�rodkowo-Wschodniej, zwiêkszy³o ilo�æ dostêpnych surowców dla przemys³u bio-
technologicznego. Nie bez znaczenia dla rozwoju biotechnologii przemys³owej ma
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te¿ spo³eczna akceptacja. Idea zrównowa¿onego rozwoju najwcze�niej zosta³a pod-
jêta w Europie, w tej dziedzinie kraje Unii s¹ bardziej zaawansowane ni¿ USA
i kraje azjatyckie.

Obok czynników sprzyjaj¹cych rozwojowi biotechnologii przemys³owej,
w gospodarce europejskiej wystêpuj¹ czynniki, które stanowi¹ o pewnej s³abo�ci
tego sektora gospodarki [82]. Nale¿y do nich zaliczyæ: regulowany rynek surowców
odnawialnych i ich stosunkowo wysokie ceny, niedostatecznie efektywny system
finansowania badañ rozwojowych, niedostateczn¹ integracjê ró¿nych dyscyplin nau-
kowych w rozwi¹zywaniu problemów interdyscyplinarnych, trudno�ci w pozyski-
waniu kapita³u inwestycyjnego [82].

Zagro¿eñ dla rozwoju biotechnologii przemys³owej w Unii Europejskiej upa-
truje siê w przenoszeniu produkcji chemicznej poza Europê, komercjalizacji wyni-
ków badañ rozwojowych poza Uni¹, zanikaniu badañ podstawowych oraz ma³ej
spo³ecznej akceptacja dla wykorzystania organizmów modyfikowanych genetycz-
nie (ang. genetically modified organisms, GMO) [82]. Unia Europejska musi stawiæ
czo³a wzrastaj¹cej konkurencji ze strony USA oraz krajów azjatyckich (Japonia,
Chiny, Korea Po³udniowa, Indie), w których rozwój biotechnologii przemys³owej
jest silnie wspierany.

5. BIOGOSPODARKA OPARTA NA WIEDZY

W maju 2007 roku w Kolonii zorganizowano, w ramach niemieckiej prezyden-
cji, w Unii Europejskiej, konferencjê pt. �En Route to the Knowledge-Based Bio-
Economy� na której podsumowano prace sze�ciu grup roboczych zajmuj¹cych siê
ró¿nymi aspektami oddzia³ywania biotechnologii na gospodarkê i spo³eczeñstwo.
Koñcowy dokument konferencji, okre�lany czêsto mianem Dokumentu Koloñ-
skiego, kre�li perspektywê rozwoju biogospodarki opartej na wiedzy (ang. the Know-
ledge Based Bio-Economy, KBBE) [83]. Dokument Koloñski nie jest oficjalnym
dokumentem Rady Unii Europejskiej, jednak jest wa¿ny, gdy¿ prezentuje akcepto-
wan¹ w�ród ekspertów wizjê rozwoju biotechnologii w Europie do roku 2030.
W wizji tej biotechnologia stanowi wa¿ny filar gospodarki europejskiej, niezbêdny
dla zrównowa¿onego rozwoju, zapewnienia odpowiedniego poziomu zatrudnienia,
zaopatrzenia w energiê oraz odpowiedniego poziomu ¿ycia mieszkañców Unii. Prze-
widuje siê, ¿e w roku 2030 warto�æ produkcji biotechnologii przemys³owej wynie-
sie 300 mld euro. Postêp w zakresie hodowli ro�lin oraz biotechnologicznych metod
przetwarzania surowców ro�linnych stanowiæ ma podstawê biogospodarki opartej
na wiedzy. Przewiduje siê, ¿e w roku 2030 oko³o jednej trzeciej chemikaliów i mate-
ria³ów bêdzie wytwarzana z surowców pochodzenia biologicznego z zastosowaniem
zaawansowanych procesów biotechnologicznych.

Biotechnologia mo¿e pomóc stawiæ czo³a najwa¿niejszym globalnym wyzwa-
niom takim jak: starzenie siê spo³eczeñstw europejskich; wzrost populacji na Ziemi;
ograniczone zasoby surowców, energii i wody; zmiany klimatu. Wa¿nym narzêdziem
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ma byæ rozwój zrównowa¿onej gospodarki wykorzystuj¹cej procesy biologiczne.
Kluczowe dla urzeczywistnienia tej wizji jest po³¹czenie zaawansowanej in¿ynierii
bioprocesowej z wysokowydajnymi uprawami ro�linnymi. Zielona biotechnologia
jest niezbêdna dla zapewnienia w³a�ciwego zaopatrzenia w surowce, gdy¿ konwen-
cjonalne metody upraw, wykorzystuj¹ce intensywne nawo¿enie i �rodki ochrony
ro�lin, nie s¹ w stanie zapewniæ w warunkach zrównowa¿onego rozwoju dostatecz-
nej poda¿y surowców. Surowce ro�linne mog¹ byæ �ród³em enzymów, aminokwa-
sów, farmaceutyków, w³ókien, a tak¿e stanowiæ surowiec do produkcji biopolime-
rów, biopaliw i innych chemikaliów [84]. Przewiduje siê, ¿e ju¿ w 2020 roku, obok
obecnie stosowanej technologii gazyfikacji, enzymatyczna konwersja surowców lig-
nino-celulozowych stanie siê standardow¹ technik¹ otwieraj¹c¹ dostêp do olbrzy-
mich zasobów surowcowych dla bioprocesów i produkcji paliw wykorzystywanych
w transporcie.

Rozwój zielonej biotechnologii oznacza tak¿e, nadej�cie ery zindywidualizo-
wanej ¿ywno�ci, wytwarzania produktów spo¿ywczych o lepszych walorach zdro-
wotnych, dostosowanych do indywidualnych potrzeb konsumentów. Personalizacja
obejmie równie¿ medycynê. Dziêki nowym biofarmaceutykom i rozwojowi medy-
cyny regeneracyjnej zwiêkszy siê zarówno skuteczno�æ leczenia jak i liczba leczo-
nych chorób [85].

Realizacja ambitnych wizji wymaga rozwoju badañ podstawowych, zw³aszcza
w zakresie nauk biologicznych i technicznych. Z kolei rozwój nowych technologii
i technologicznych innowacji powinien przyspieszyæ postêp w badaniach podsta-
wowych. Spodziewane jest przekszta³cenie biotechnologii z dziedziny skupiaj¹cej
siê na odkrywaniu zjawisk i mechanizmów procesów biologicznych (discovery
science) w dziedzinê o charakterze in¿ynierskim, ukierunkowan¹ na praktyczne wyko-
rzystanie wiedzy (engineering science). Dla przyk³adu, spodziewane jest stworze-
nie w najbli¿szych latach syntetycznych komórek, zdolnych do wysokowydajnego
wytwarzania wybranych produktów [86]. Z kolei biologia systemów, badania nad
mózgiem oraz modelowanie zjawisk neuralnych mog¹ stanowiæ zarówno inspiracjê
dla ró¿nych innowacji technologicznych takich jak protezy inteligencji czy neuro-
podobne procesory w komputerach, jak równie¿ przyczyniæ siê do konsolidacji wie-
dzy o mózgu, od poziomu molekularnego po psychofizyczny.

Innowacje technologiczne, mog¹ pomóc rozwi¹zaæ konflikty zwi¹zane z wyko-
rzystaniem ograniczonego area³u ziemi uprawnej do produkcji ¿ywno�ci i surow-
ców nie¿ywno�ciowych. Postêp technologiczny mo¿e równie¿ przyczyniæ siê do
realizacji innej ambitnej wizji, by do roku 2030 uzyskaæ funkcjonowanie europejs-
kiego rolnictwa bez dotacji. Proponuje siê, aby �rodki przeznaczane obecnie w ra-
mach Wspólnej Polityki Rolnej (CAP � Common Agricultural Policy) na subsydio-
wanie rolnictwa, po�wiêciæ na wspomaganie innowacji technologicznych i badañ
naukowych. Dziêki zintegrowanej produkcji ¿ywno�ci, materia³ów i energii, mo¿-
liwe jest uzyskanie op³acalnej produkcji rolnej i zapewnienie zrównowa¿onego roz-
woju gospodarczego [84]. Biotechnologia przemys³owa odgrywa w realizacji tej
wizji kluczow¹ rolê.
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ABSTRACT

Planar electrochromatography in closed system (pressurized planar electrochro-
matography, PPEC) is the separation mode in which mobile phase is driven into
movement by electroosmotic effect relative to adsorbent layer of the chromatogra-
phic plate. Solute band migration in the PPEC mode is governed by two effects:
solute partition in a mobile phase - stationary phase system and electrophoresis
when solutes undergo dissociation.

Development of the methodology and equipment for PPEC are described in the
paper. Attributes of the mode such as high separation efficiency and selectivity chan-
ges relative to liquid chromatography, especially thin-layer chromatography, are dis-
cussed. The mode is characterized by relatively short separation time and high per-
formance of the separating system. Plate height approaches the value equal to two
particle diameter of the stationary phase (adsorbent layer). Different separation selec-
tivity mentioned is especially advantageous for application in two dimensional sepa-
ration. The example of such separation of a test dye mixture, applying high perfor-
mance thin layer chromatography in the first dimension and pressurized planar elec-
trochromatography in the second one, is also presented and discussed in the paper.

The mentioned advantages are very promising for development of the mode
and its future application in laboratory practice. However, few main challenges con-
cerned with production of chromatographic plates dedicated to the mode and con-
struction of the equipment convenient for the operator are primary concern of future
development of the mode.

Keywords: planar electrochromatography in closed system, pressurized planar elec-
trochromatography, PPEC, development of PPEC, advantages and challenges of
PPEC

S³owa kluczowe: elektrochromatografia w uk³adzie zamkniêtym, elektrochromato-
grafia planarna ci�nieniowa, PPEC, rozwój PPEC, zalety i wyzwania PPEC
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

2D � dwuwymiarowy proces chromatograficzny (ang. two
dimensional chromatographic process)

2D HPTLC/PPEC � dwuwymiarowy proces z³o¿ony z wysokosprawnej chro-
matografii cienkowarstwowej i elektrochromatografii pla-
narnej ci�nieniowej (ang. two dimensional process com-
prised High Performance Thin Layer Chromatography
and Pressurized Planar Electrochromatography)

HPLC � wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Per-
formance Liquid Chromatography)

OPLC � chromatografia planarna (cienkowarstwowa) ci�nie-
niowa (ang. Overpressured Layer Chromatography)

PEC � elektrochromatografia planarna (ang. Planar Electrochro-
matography)

PPEC � elektochomatografia planarna ci�nieniowa, elektrochro-
matografia planarna w uk³adzie zamkniêtym (ang. Pressu-
rized Planar Electrochromatography)

RPC � chromatografia planarna rotacyjna (ang. Rotation Planar
Chromatography)

TLC/HPTLC � chromatografia cienkowarstwowa (planarna)/wysoko-
sprawna chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin
Layer Chromatography/High Performance Thin Layer
Chromatography)
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WSTÊP

Metody chromatograficzne s³u¿¹ nie tylko do rozdzielania mieszanin substan-
cji oraz ich oceny jako�ciowej i ilo�ciowej, ale sta³y siê narzêdziem badañ nad mecha-
nizmami wielu zjawisk. Spo�ród metod chromatograficznych du¿¹ popularno�ci¹
cieszy siê chromatografia cienkowarstwowa (TLC/HPTLC), któr¹ najczê�ciej wyko-
rzystuje siê w analizie: farmaceutycznej, biomedycznej, ochrony �rodowiska, klinicz-
nej, artyku³ów spo¿ywczych, toksykologicznej itp. Du¿e zainteresowanie metod¹
TLC wynika m.in. z mo¿liwo�ci prowadzenia procesu rozdzielania zarówno przy
zastosowaniu zaawansowanej technicznie aparatury, a tak¿e prostych i tanich urz¹-
dzeñ. Jednak¿e TLC charakteryzuje siê kilkoma wadami, które ograniczaj¹ efek-
tywno�æ procesu separacji, takimi jak: prêdko�æ przep³ywu fazy ruchomej zmniej-
szaj¹ca siê w trakcie chromatografowania (nie mo¿na jej regulowaæ podczas pro-
cesu separacji), ograniczony dystans rozwijania chromatogramu (nie pozwala na
ca³kowite rozdzielenie sk³adników analizowanej próbki). Aby zmniejszyæ lub wyeli-
minowaæ te niekorzystne cechy, wykorzystuje siê techniki z wymuszonym przep³y-
wem fazy ruchomej w zamkniêtym uk³adzie chromatograficznym, tj. chromatogra-
fiê cienkowarstwow¹ ci�nieniow¹ (ang. Overpressured Layer Chromatography,
OPLC), rotacyjn¹ chromatografiê planarn¹ (ang. Rotation Planar Chromatography,
RPC) oraz ostatnio elektrochromatografiê planarn¹ ci�nieniow¹ (PPEC � ang. Pressu-
rized Planar Electrochromatography). W OPLC przep³yw fazy ruchomej jest wymu-
szany ci�nieniem t³oczenia pompy, w RPC jest wywo³any si³¹ od�rodkow¹ (wiruj¹-
cej p³ytki chromatograficznej), za� w PPEC jest generowany przez pole eklektyczne
(elektroosmozê). Ostatnia metoda zosta³a wprowadzona do literatury w 2004 roku
[11], trzydzie�ci lat po opublikowaniu pierwszej pracy na temat elektrochromato-
grafii planarnej w uk³adzie otwartym [3]. Metoda PPEC stanowi nowe podej�cie
wykorzystania zjawisk elektrokinetycznych do rozdzielania mieszanin substancji.
W ci¹gu ostatnich piêciu lat opublikowano szereg prac na temat tej metody. Niniej-
sze opracowanie stanowi podsumowanie osi¹gniêæ w tym zakresie z uwzglêdnie-
niem prac naszego zespo³u, który to pierwsze doniesienia na ten temat opublikowa³
w 2004 roku [12].

1. ZARYS ROZWOJU METODY ELEKTROCHROMATOGRAFII
PLANARNEJ

Pomys³ wykorzystania efektu elektroosmotycznego w chromatografii planar-
nej by³ zaprezentowany ponad 60 lat temu [1, 2]. Za� pierwsza publikacja przedsta-
wiaj¹ca eksperymentalne wyniki separacji, jak wspomniano powy¿ej, ukaza³a siê
w roku 1974 [3]. W latach 90. XX wieku przeprowadzono serie prób rozwijania
chromatogramów cienkowarstwowych z odkryt¹ warstw¹ adsorbentu w polu elek-
trycznym (PEC) [4�6]. Stwierdzono, ¿e podczas chromatografowania faza ruchoma
ulega³a wzmo¿onemu odparowaniu na skutek generowania ciep³o Joule�a. Pomimo



P.W. P£OCHARZ, P. �L¥ZAK, A. HA£KA-GRYSIÑSKA, A. CHOMICKI, T.H. DZIDO66

tego niekorzystnego efektu zaobserwowano w uk³adach PEC wzrost sprawno�ci,
skrócenie czasu rozdzielenia oraz zmianê selektywno�ci rozdzielenia w porówna-
niu do klasycznej chromatografii cienkowarstwowej. W kolejnych latach rozwoju
metody PEC zastosowano odwrócony uk³ad faz, w którym p³ytka chromatograficzna
by³a umieszczona w urz¹dzeniu do rozwijania chromatogramów w pozycji piono-
wej [7] lub poziomej [8�10]. Stwierdzono znacz¹cy wzrost efektywno�ci rozdziele-
nia w stosunku do klasycznej TLC. Jednak¿e niekorzystne efekty by³y wci¹¿ obecne,
np. odparowanie roztworu fazy ruchomej i gromadzenie siê kropel fazy ruchomej
na powierzchni warstwy adsorbentu. Prowadzi³o to do niepowtarzalnych warto�ci
dystansu migracji rozdzielanych substancji i do zwiêkszonego rozmywania ich stref.

Pierwsza praca o metodzie elektrochromatografii planarnej w uk³adzie zamkniê-
tym (PPEC) zosta³a opublikowana w 2004 roku [11]. Proces rozdzielenia prowa-
dzono w specjalnej komorze, w której p³ytka chromatograficzna by³a przykryta foli¹
teflonow¹ i ceramiczn¹ podk³adk¹. Wszystkie te elementy by³y dociskane do siebie
pomiêdzy metalowymi blokami za pomoc¹ si³ownika hydraulicznego. Otrzymany
uk³ad separacyjny nie zawiera³ fazy gazowej, co odró¿nia³o go od uk³adów zwyk³ej
chromatografii cienkowarstwowej. Przedstawione rezultaty separacji próbki testo-
wej substancji by³y obiecuj¹ce, poniewa¿ stwierdzono wy¿sz¹ powtarzalno�æ migracji
rozdzielanych substancji, du¿o krótszy czas separacji w porównaniu do PEC i TLC.
Równie¿ w roku 2004 nasz zespó³ opublikowa³ pracê na temat PPEC. W naszej
pracy zosta³ równie¿ przedstawiony podobny wzrost efektywno�ci rozdzielenia przy
wykorzystaniu zmodyfikowanej poziomej komory chromatograficznej DS, która zo-
sta³a zaopatrzona w specjaln¹ przykrywê p³ytki chromatograficznej [12]. W tym
wariancie p³ytkê chromatograficzn¹ zwil¿ano roztworem, który by³ stosowany jako
faza ruchoma do rozwijania elektrochromatogramu. Zatem proces elektrochromato-
graficzny móg³ byæ prowadzony w warunkach równowagowych od samego pocz¹tku.
Dziêki temu uzyskano lepsz¹ powtarzalno�æ warto�ci dystansu migracji rozdziela-
nych substancji w porównaniu do elektrochromatografii planarnej ze z³o¿em otwar-
tym. Innym urz¹dzeniem do rozwijania elektrochromatogramów by³a konstrukcja,
w której na warstwie adsorbentu umieszczano specjaln¹ foliê dociskan¹ mosiê¿nym
klockiem lub hydraulicznym si³ownikiem pod ci�nieniem p = 69 bar [13, 14]. Wszyst-
kie wymienione urz¹dzenia (komory) nie pozwala³y w pe³ni kontrolowaæ procesu
separacji. W 2006 roku zosta³a opublikowana praca, w której opisano konstrukcjê
komory z kontrolowanym przep³ywem fazy ruchomej [15]. P³ytka chromatograficzna
by³a ca³kowicie odizolowana od fazy gazowej, a dostarczany roztwór fazy rucho-
mej, od samego pocz¹tku procesu, znajdowa³ siê w stanie równowagi z warstw¹
adsorbentu. Taki uk³ad elektrochromatograficzny pozwala³ na dobranie optymalnej
prêdko�ci przep³ywu fazy ruchomej tak, by efektywno�æ rozdzielenia badanej miesza-
niny by³a optymalna. Ponadto stwierdzono, ¿e na szeroko�æ strefy rozdzielanych
substancji wp³ywaj¹ ró¿ne czynniki, m.in. sposób dozowania substancji na p³ytkê
chromatograficzn¹, wielko�æ strefy startowej plamki substancji, dystans migracji
substancji.
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Najwiêksze zastosowanie w elektrochromatografii planarnej znalaz³y uk³ady
z fazami odwróconymi. Przep³yw elektroosmotyczny w uk³adzie z faz¹ stacjonarn¹
typu C18 jest mo¿liwy dziêki obecno�ci resztkowych grup silanolowych na powierz-
chni ziaren adsorbentu, które zaczynaj¹ dysocjowaæ przy pH równym 1,5, a przy
pH 3 i wiêkszym s¹ ju¿ praktycznie ca³kowicie zdysocjowanie. Pozwalaj¹ one
na powstanie podwójnej warstwy elektrycznej na granicy faz adsorbent�roztwór.
Powierzchnia cz¹stek adsorbentu uzyskuje ³adunek ujemny, za� faza ruchoma
dodatni i w konsekwencji w polu elektrycznym przep³ywa ona w kierunku katody
(Rys. 1).

Rysunek 1. Elektroosmotyczny przep³yw fazy ciek³ej w kapilarach utworzonych przez ziarna adsorbentu �
schemat

Figure 1. Schematic view of electroosmotic flow generation in capillaries formed by particles of adsorbent

Profil przep³ywu elektroosmotycznego fazy ruchomej jest p³aski, w odró¿nie-
niu od laminarnego przep³ywu eluentu, wymuszonego przez pompê, tak jak np.
w HPLC. Taki p³aski profil przep³ywu fazy ruchomej przyczynia siê do zmniejsze-
nia poszerzania stref stê¿eniowych rozdzielanych substancji na p³ytce chromatogra-
ficznej, dziêki temu mo¿na spodziewaæ siê wiêkszej sprawno�ci uk³adów PPEC
w porównaniu do uk³adów TLC.

Prêdko�æ elektroosmotycznej migracji roztworu, vEOF, jest opisywana równa-
niem Smoluchowskiego (1):

Ev r
EOF ⋅

⋅⋅
=

η
ζεε0  (1)

gdzie e0 jest przenikalno�ci¹ dielektryczn¹ pró¿ni, er jest sta³¹ dielektryczn¹ o�rodka,
h jest lepko�ci¹ fazy ruchomej, z jest potencja³em elektrokinetycznym (dzeta),
E jest natê¿eniem pola elektrycznego. Wielko�æ potencja³u dzeta jest uzale¿niona
od grubo�ci podwójnej warstwy elektrycznej, d, i gêsto�ci ³adunku, s, zgodnie
z równaniem (2):

rεε
δσ

ζ
⋅
⋅

=
0
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Za� grubo�æ podwójnej warstwy elektrycznej zale¿y od stê¿enia elektrolitu, c,
w fazie ruchomej:

2
0

2cF

RTr ⋅⋅
=

εε
δ (3)

gdzie F jest sta³¹ Faraday�a. W trakcie migracji fazy ruchomej wydziela siê porcja
energii na sposób ciep³a (ciep³o Joule�a), co powoduje wzrost temperatury w uk³a-
dzie. Ilo�æ tego ciep³a zwiêksza siê ze wzrostem stê¿enia elektrolitu i napiêciem
polaryzuj¹cym p³ytkê chromatograficzn¹. Lepko�æ o�rodka ciek³ego jest wra¿liwa
na zmianê temperatury, T, w uk³adzie zgodnie z zale¿no�ci¹ (4):

h  µ exp (const / RT) (4)

Z powy¿szych rozwa¿añ wynika, ¿e uk³ad elektrochromatograficzny jest do�æ
skomplikowany i wiele czynników wp³ywa na przebieg procesu PPEC, a w zwi¹zku
z tym równie¿ na jako�æ uzyskiwanego rozdzielenia mieszanin substancji.

3. APARATURA DO PPEC

W elektrochromatografii planarnej proces separacji badanej próbki substancji
prowadzi siê w komorach zaopatrzonych w parê elektrod, do których pod³¹czony
jest zasilacz wysokonapiêciowy, wytwarzaj¹cy pole elektryczne w obszarze p³ytki
chromatograficznej. W literaturze znane s¹ dwa warianty komór, w których po³o¿e-
nie p³ytki chromatograficznej w komorze jest w pozycji poziomej lub pionowej
(Rys. 2).

Obecnie rozwój metody PPEC jest �ci�le zwi¹zany z udoskonalaniem i uspraw-
nianiem rozwi¹zañ konstrukcyjnych komór. Pierwsze konstrukcje komór dotyczy³y
elektrochromatografii planarnej w uk³adzie otwartym. Warstwa adsorbentu w tych
komorach by³a w kontakcie z faz¹ gazow¹. Zatem uk³ad taki posiada³ cechy uk³adu
zwyk³ej chromatografii cienkowarstwowej. Pierwsza komora do elektrochromato-
grafii planarnej w uk³adzie zamkniêtym zosta³a opracowana przez Nuroka i in. [11].
Autorzy przedstawili urz¹dzenie, w którym, w trakcie separacji, p³ytka chromato-
graficzna by³a umieszczona w komorze w pozycji pionowej. Warstwa adsorbentu
by³a przykryta przez foliê z tworzywa sztucznego i ceramiczn¹ podk³adkê, które
dociskano metalowym blokiem za pomoc¹ si³ownika hydraulicznego. Druga wersja
tej komory zosta³a zaopatrzona w wê¿ownicê s³u¿¹c¹ do dostarczania cieczy ch³o-
dz¹cej, w celu minimalizowania efektu wzrostu temperatury p³ytki chromatogra-
ficznej [16]. W obu wersjach przestawianych komór dolny i górny fragment p³ytki
chromatograficznej nie by³y przykryte foli¹ plastikow¹.
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Rysunek 2. Uproszczony schemat zestawu do rozwijania elektrochromatogramów planarnych w uk³adzie zamk-
niêtym na p³ytce chromatograficznej ustawionej w pozycji poziomej (a) i pionowej (b); komora
do PPEC (1), zasilacz wysokonapiêciowy (2), p³ytka chromatograficzna (3),  elektroda (4), zbior-
nik fazy ruchomej (5), kabina zabezpieczaj¹ca (6), amperomierz (7)

Figure 2. Conceptual view of the device for pressurized planar electrochromatogarphy with the chromato-
graphic plate horizontally (a) and vertically (b) positioned in a chamber for PPEC: chamber for
PPEC (1), high voltage power supply (2), chromatographic plate (3), electrodes (4), reservoir of
the mobile phase (5), cabinet for PPEC chamber (6), ammeter (7)

W pierwszej konstrukcji komory w uk³adzie zamkniêtym, zaproponowanej przez
nasz zespó³, zosta³a zaadaptowana komora do chromatografii cienkowarstwowej,
model DS-II-10x10 (Chromdes, Lublin) [12]. Warstwa adsorbentu na p³ytce by³a
odizolowana od fazy gazowej specjaln¹ przykryw¹. Jedynie koñce p³ytki chromato-
graficznej nieznacznie wystawa³y poza przykrywê w pobli¿u miejsca kontaktowa-
nia siê ze szklanymi dystrybutorami fazy ruchomej. Takie rozwi¹zania techniczne,
powy¿ej omawianych komór, pozwala³y na prawie ca³kowite wyeliminowanie paro-
wania fazy ruchomej z p³ytki chromatograficznej [12].

Dopiero w nastêpnej wersji naszej komory mo¿liwo�æ parowania fazy rucho-
mej zosta³a kompletnie wyeliminowana, poniewa¿ p³ytka chromatograficzna by³a
ca³kowicie przykryta przez pokrywê. By³a to zupe³nie nowa konstrukcja komory,
w której zastosowano dodatkowe uk³ady dostarczania i odbierania fazy ruchomej
odpowiednio do i z p³ytki chromatograficznej [15]. Wersja ta zosta³a nieznacznie
zmodyfikowana, co zosta³o opisane w ostatniej naszej pracy (Rys. 3) [17].
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Rysunek 3. Komora do elektrochromatografii planarnej, przekrój wzd³u¿ny (a) i przekrój poprzeczny (b);
metalowa podstawa (1), korpus z Tarnoformu® (2), nó¿ki (3), blok teflonowy (4), podk³ada siliko-
nowa (5), folia teflonowa (6), ramka na p³ytkê chromatograficzn¹ (7), p³ytka chromatograficzna
(8), korpus pokrywy z poliacetalu (9) korpus pokrywy ze stali (10), kulka stalowa (11), otwór na
termoparê (12), prowadnica ramki p³ytki chromatograficznej (13), korek komory elektrodowej
(14), wej�cie/wyj�cie fazy ruchomej (15), ³¹cznik kana³u przep³ywowego (16), kana³ fazy rucho-
mej (17), trzon elektrodowy (18), elektroda (19), p³ytka szklana uzupe³niaj¹ca (20), korytko (21);
zaadaptowane z [17]

Figure 3. Schematic view of the chamber for PPEC: (a) longitudinal section and (b) cross section: steel base
plate (1), Tarnoform body of the chamber (2), wheel legs (3), Teflon block (4), silicone gasket (5),
Teflon foil (6), chromatographic plate adaptor (7), chromatographic plate (8), polyacetal body of
the lid (9), steel body of the lid (10), steel ball (11), thermocouple hole (12) recess for chromato-
graphic plate adaptor (13), electrode cell plug (14), mobile phase in/out (15), channel union (16),
tube for the mobile phase solution (17), electrode body (18), electrode (19), supplement glass plate
(20), trough (21); adapted from [17]
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P³ytka chromatograficzna (8) zosta³a umieszczona w komorze w pozycji pozio-
mej na foli teflonowej (6) z warstw¹ adsorbentu skierowan¹ ku do³owi. Korpus
komory zosta³ wykonany z poliacetalu (Tarnoform®) (2) odpornego na odkszta³ce-
nia i wzmocniony warstw¹ stali hartowanej (1). Wewn¹trz korpusu znajdowa³ siê
blok teflonowy (4) zaopatrzony w kana³y (17) dostarczaj¹ce i odbieraj¹ce roztwór
fazy ruchomej z p³ytki chromatograficznej. W korpusie komory umieszczono bloki
elektrodowe z elektrodami (19). Nowe rozwi¹zanie konstrukcji komory pozwoli³o
na pomiar prêdko�ci przep³ywu fazy ruchomej w trakcie trwania procesu. By³o to
bardzo korzystne rozwi¹zanie, poniewa¿ umo¿liwia³o prowadzenie procesu separa-
cji w optymalnych warunkach szybko�ci migracji fazy ruchomej. Kompletne urz¹-
dzenie do ci�nieniowej elektrochromatografii planarnej z opisan¹ komor¹ jest sche-
matycznie przedstawione na Rysunku 4. W naszym zak³adzie zosta³y zaprojekto-
wane wersje komór na p³ytki chromatograficzne o d³ugo�ci 5, 10 i 20 cm.

Rysunek 4. Schemat urz¹dzenia do ci�nieniowej elektrochromatografii planarnej: komora elektrodowa (22),
zasilacz wysokonapiêciowy (23), amperomierz (24), mikropipeta (25), pompy do przemywania
komór elektrodowych (26), zbiornik �cieków (27); kreskowana linia oznacza obudowê z pleksi-
glasu; zaadaptowane z [17]

Figure 4. Schematic view of the device for PPEC: electrode cell (22), high-voltage power supply DC (23),
ammeter (24), micro-pipette (25), reservoir (26), waste (27); dashed rectangle represents Plexiglas
cabinet; adapted from [17]
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4. EFEKTYWNO�Æ PROCESU ELEKTROCHROMATOGRAFII
PLANARNEJ CI�NIENIOWEJ

4.1. CZAS SEPARACJI W METODZIE PPEC

W klasycznej chromatografii cienkowarstwowej prêdko�æ przep³ywu czo³a fazy
ruchomej nie jest sta³a. Poni¿sze równanie opisuje jak zmienia siê dystans migracji,
Zf, frontu eluentu w chromatografii cienkowarstwowej w funkcji czasu:

Zf = k · t 0,5 (5)

gdzie k jest warto�ci¹ sta³¹, za� t oznacza czas migracji czo³a fazy ruchomej.
Front fazy ruchomej pokonuje kolejne odcinki p³ytki chromatograficznej w coraz

d³u¿szym czasie. Rozwijanie klasycznych chromatogramów cienkowarstwowych na
dystansie d³u¿szym ni¿ kilkana�cie centymetrów jest procesem d³ugotrwa³ym, zw³asz-
cza gdy faza ruchoma wykazuje wysok¹ lepko�æ. Dodatkowo rozwijanie chromato-
gramu na d³ugim dystansie powoduje, ¿e strefy rozdzielanych substancji staj¹ siê
coraz szersze i w konsekwencji obserwuje siê du¿y spadek sprawno�ci uk³adu [18].
Prêdko�ci migracji fazy ruchomej w TLC nie mo¿na regulowaæ, a przynajmniej mo¿-
liwo�æ ta jest bardzo ograniczona [19]. Natomiast w PPEC prêdko�æ przep³ywu fazy
ruchomej mo¿na bardzo ³atwo zmieniaæ w do�æ szerokim zakresie. Na przyk³ad,
je¿eli napiêcie polaryzuj¹ce wynosi³o do 3,5 kV, w przypadku p³ytki o d³ugo�ci 10 cm,
stwierdzono, ¿e prêdko�æ przep³ywu fazy ruchomej w trakcie procesu PPEC by³a
sta³a oraz wprost proporcjonalna do natê¿enia pola elektrycznego przy³o¿onego do
p³ytki chromatograficznej.

Dla wiêkszych warto�ci napiêcia polaryzuj¹cego przyrosty prêdko�ci fazy ru-
chomej by³y wiêksze, z powodu zmniejszenia lepko�ci roztworu fazy ruchomej, na
skutek wzrostu temperatury [15]. Szybko�æ migracji fazy ruchomej, wywo³ana efek-
tem elektroosmotycznym, jest znacznie wiêksza od wywo³anej dzia³aniem si³ kapi-
larnych, co bezpo�rednio przek³ada siê na czas separacji próbki. Porównanie tych
warto�ci przedstawiono w Tabeli 1.

Ponadto na Rysunku 5 s¹ przedstawione przyk³adowe chromatogramy otrzy-
mane metodami TLC i PPEC. Chromatogram TLC zosta³ otrzymany w ci¹gu 7,5 min.
Natomiast w tych samych warunkach sk³adu jako�ciowego i ilo�ciowego fazy rucho-
mej oraz stacjonarnej, rozdzielenie tej samej mieszaniny testowej metod¹ PPEC
zosta³o osi¹gniête w ci¹gu 0,5 min. Podobnych przyk³adów w literaturze jest wiêcej
[11]. Na podstawie tych danych widaæ, ¿e proces separacji metod¹ ci�nieniowej
elektrochromatografii planarnej mo¿e byæ kilkana�cie razy, krótszy od procesu
metod¹ klasycznej chromatografii cienkowarstwowej, przy zachowaniu wiêkszej
jako�ci rozdzielenia.
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Tabela 1. Warto�ci czasu migracji fazy ruchomej w uk³adach TLC i PPEC na p³ytce chromatograficznej
HPTLC RP-18W (Merck); faza ruchoma 80% acetonitrylu w buforze cytrynianowym, pH = 5,0

Table 1. Migration time of the mobile phase in TLC and PPEC systems with  HPTLC RP-18W plate
(Merck), mobile phase 80% acetonitrile in citric acid buffer (pH 5.0)

Czas [min] Dystans migracji 
fazy ruchomej 

[mm] TLC 
PPEC 

(1,5 kV) 
PPEC 
(3 kV) 

PPEC 
(4,5 kV) 

15 01,08 0,94 0,42 0,20 

30 02,67 1,87 0,84 0,39 

45 05,25 2,81 1,26 0,59 

60 09,00 3,75 1,68 0,78 

75 14,00 4,68 2,10 0,98 

90 19,00 5,62 2,53 1,17 

Rysunek 5. Chromatogramy mieszaniny z³o¿onej z propyfenazonu (1), kofeiny (2), paracetamolu (3), metoda
TLC � 7,5 min (a) i PPEC � 0,5 min (b); p³ytka HPTLC RP-18 W (Merck), faza ruchoma 20%
acetonitrylu w buforze (pH = 4,1), napiêcie polaryzuj¹ce � 3,5 kV (PPEC)

Figure 5. Separation of test mixture by conventional planar chromatography (a) and electrochromatography
(PPEC) (b) with RP18 W HPTLC plate; mobile phase: 20% acetonitrile in buffer (pH 4.1); polari-
zation voltage 3.5 kV. Test mixture: propyphenazone (1), caffeine (2), paracetamol (3)
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4.2. PPEC JAKO WYSOKOSPRAWNA METODA SEPARACJI

Sprawno�æ uk³adów ci�nieniowej elektrochromatografii planarnej charaktery-
zuje siê nisk¹ wysoko�ci¹ pó³ki teoretycznej, porównywaln¹ do wysoko�ci pó³ki
w analogicznych uk³adach HPLC. Czynniki wp³ywaj¹ce na wysoko�æ pó³ki teore-
tycznej w PPEC s¹ te same jak w innych technikach chromatograficznych. Wysok¹
sprawno�æ uk³ady PPEC niew¹tpliwie zawdziêczaj¹ elektroosmotycznemu przep³y-
wowi fazy ruchomej. Cech¹ charakterystyczn¹ tego przep³ywu jest, wspomniany
powy¿ej, p³aski profil. Wektory prêdko�ci przep³ywu fazy ruchomej w przekroju
kapilar utworzonych przez przestrzenie miêdzyziarnowe warstwy adsorbentu s¹ prak-
tycznie jednakowe, w przeciwieñstwie do wektorów przep³ywu wymuszonego ci�nie-
niem np. w chromatografii kolumnowej cieczowej (HPLC) (Rys. 6). W konsekwen-
cji rozmycie pasm stê¿eniowych nie jest tak du¿e jak w innych metodach chromato-
graficznych, w których przep³yw fazy ruchomej jest laminarny, np. HPLC.

Rysunek 6. Profile przep³ywu fazy ruchomej w kapilarach z³o¿a uk³adów chromatografii cieczowej (a) i elek-
trochromatografii (b)

Figure 6. Flow profiles of mobile phase in a packed bed of liquid chromatography (a) and electrochromato-
graphy (b) systems

W chromatograficznych technikach cienkowarstwowych ca³kowita szeroko�æ
pasma substancji zale¿y m.in. od szeroko�ci plamki startowej badanej substancji.
W klasycznej chromatografii cienkowarstwowej do nanoszenia substancji na p³ytkê
wykorzystuje siê automatyczne dozowniki, za pomoc¹ których próbkê mieszaniny
substancji nanosi siê w postaci aerozolu. Takie postêpowanie pozwala na otrzyma-
nie bardzo w¹skiej strefy startowej substancji, ok. 1 mm. Szeroko�æ plamki starto-
wej jest bardzo wa¿nym czynnikiem wp³ywaj¹cym na koñcow¹ sprawno�æ uk³adu
separacyjnego, zw³aszcza gdy dystans migracji jest stosunkowo krótki. Na przyk³ad
dla dziesiêciomilimetrowego dystansu migracji w uk³adzie PPEC, udzia³ szeroko�ci
plamki startowej w koñcowej wariancji piku stanowi³ 20�25%. Jednak¿e im dys-
tans migracji substancji by³ d³u¿szy, ten udzia³ stawa³ siê coraz mniejszy i wynosi³
mniej ni¿ 5% dla dystansu migracji ok. 30 mm [20].

W klasycznej wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej najni¿sz¹
warto�æ wysoko�ci pó³ki uzyskuje siê, je¿eli dystans migracji czo³a fazy ruchomej
wynosi ok. 40 mm [18]. W elektrochromatografii planarnej ci�nieniowej wyd³u¿e-
nie dystansu migracji nie powoduje zmian wysoko�ci pó³ki. Sprawno�æ w du¿ej
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mierze zale¿y od prêdko�ci przep³ywu fazy ruchomej [20], podobnie jak w chroma-
tografii HPLC. Najni¿sza wysoko�æ pó³ki teoretycznej uzyskana podczas separacji
w optymalnych warunkach przep³ywu elektroosmotycznego fazy ruchomej wyno-
si³a ok. 10 mm. Warto�æ ta odpowiada dwukrotnie wiêkszej warto�ci �rednicy ziarna
adsorbentu, która wynosi 5�6 mm na p³ytkach do wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC). Zale¿no�æ pomiêdzy wysoko�ci¹ pó³ki teoretycznej,
a �rednic¹ ziarna adsorbentu jest podobna jak w technikach kolumnowych. Nale¿y
jednak zaznaczyæ, ¿e na p³ytkach chromatograficznych znajduje siê sk³adnik wi¹-
¿¹cy ziarna adsorbentu. Sk³adnik ten jest zazwyczaj polimerem organicznym i z pew-
no�ci¹ bierze udzia³ w procesie chromatograficznym, przyczyniaj¹c siê w pewnym
stopniu do zmniejszenia sprawno�ci uk³adu. Zestawione chromatogramy separacji
tej samej próbki w tym samym uk³adzie chromatograficznym metod¹ TLC i PPEC
jednoznacznie wskazuj¹, ¿e sprawno�æ uk³adów elektrochromatograficznych jest
wysoka w odniesieniu do klasycznej chromatografii cienkowarstwowej (Rys 7).

0 10 20 30 40 0 10 20 30
mm mm

Rysunek 7. Separacja testowej mieszaniny na p³ytkach LiChrospher RP-18; TLC, czas procesu 24 min (a),
PPEC, czas procesu 1 min, napiêcie polaryzuj¹ce 9 kV (b); faza ruchoma: 55% acetonitrylu
w buforze octanowym, pH = 4,7 (powielone za pozwoleniem wydawnictwa) [11].

Figure 7. Separation of test mixture by TLC, 24 min separation time (a), and PPEC, 1 min separation time,
polarization voltage 3.5 kV (b); chromatographic plate LiChrospher RP-18, mobile phase: 55%
acetonitrile in buffer (pH 4.7); (reproduced with permission from ref. 11)



P.W. P£OCHARZ, P. �L¥ZAK, A. HA£KA-GRYSIÑSKA, A. CHOMICKI, T.H. DZIDO76

4.3. ZMIANA SELEKTYWNO�CI ROZDZIELENIA UK£ADÓW PPEC
W PORÓWNANIU DO UK£ADÓW CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

Migracja substancji w uk³adzie PPEC jest wynikiem oddzia³ywañ miêdzycz¹s-
teczkowych substancji ze sk³adnikami fazy ruchomej i stacjonarnej oraz migracji
cz¹steczek obdarzonych ³adunkiem w polu elektrycznym (elektroforeza). Migracja
substancji, których cz¹steczki nie posiadaj¹ ³adunku lub ich wypadkowy ³adunek
wynosi zero, zale¿y jedynie od elektroosmotycznej prêdko�ci fazy ruchomej oraz
ich podzia³u pomiêdzy dwie fazy. Dystans migracji substancji, których cz¹steczki
s¹ obdarzone ³adunkiem (jony), mo¿e byæ d³u¿szy je¿eli kierunek elektroforetycz-
nej migracji jest zgodny z elektroosmotycznym kierunkiem przep³ywu fazy rucho-
mej. Natomiast je¿eli elektroforetyczny kierunek migracji substancji jest przeciwny,
wtedy jej dystans migracji jest krótszy lub odwrócony w stosunku do kierunku prze-
p³ywu fazy ruchomej. Rozdzielanie substancji jonowych metod¹ PPEC prowadzi
zatem do zmiany selektywno�ci rozdzielenia w stosunku do metod TLC lub HPLC.
Taka cecha uk³adów PPEC jest po¿¹dana, poniewa¿ pozwala na uzyskanie dodatko-
wych zmiany selektywno�ci rozdzielenia substancji, których strefy s¹ po³o¿one blisko
siebie lub nak³adaj¹ siê w uk³adach chromatografii cieczowej.

Rysunek 8 przedstawia chromatogram substancji czynnych preparatu Neopy-
rin Asa: kwasu acetylosalicylowego, paracetamolu oraz kofeiny rozdzielanych me-
tod¹ TLC. Jak widaæ, w tym uk³adzie chromatograficznym nie uda³o siê uzyskaæ
pe³nej separacji. Dziêki zastosowaniu elektrochromatografii planarnej uzyskano
zmianê selektywno�ci i ca³kowite rozdzielenie badanej mieszaniny (zob. Rys. 8)
[21]. Nale¿y zaznaczyæ, ¿e pik kwasu acetylosalicylowego znajduje siê po lewej
stronie punktu startowego, w przeciwieñstwie do dwóch pozosta³ych pików. Ozna-
cza to, ¿e sk³adniki badanej mieszaniny mog¹ znajdowaæ siê po obydwu stronach
punktu startowego, co jest niew¹tpliw¹ zalet¹ elektrochromatografii planarnej w
porównaniu do elektrochromatografii kapilarnej, gdzie sk³adniki badanej mieszani-
ny mog¹ byæ rejestrowane, tylko gdy wêdruj¹ w kierunku jednej elektrody [22].
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Rysunek 8. Chromatogramy uzyskane metodami PPEC (a) i TLC (b); kwas acetylosalicylowy(1), kofeina (2)
i paracetamol (3); p³ytka TLC RP-18 (Merck), faza ruchoma 60% acetonitrylu w buforze,
pH = 3,8, napiêcie polaryzuj¹ce 2,0 kV (czarna strza³ka wskazuje punkt dozowania) [21]

Figure 8. Electrochromatogram (a) and thin-layer chromatogram (b) of a test mixture acetylsalicylic acid
(1), caffeine (2), paracetamol (3); TLC RP-18 plate (Merck); mobile phase: 60% acetonitrile
in buffer (pH 3.8); polarization voltage 2.0 kV; black arrow indicates the starting position of
the sample mixture.

4.4. WIELOWYMIAROWE ROZWIJANIE CHROMATOGRAMU

Wielowymiarowe rozwijanie chromatogramów jest atrakcyjn¹ metod¹ prowa-
dzenia procesu separacji technik¹ TLC i tak¿e innymi technikami chromatograficz-
nymi (np. HPLC, GC). W praktyce laboratoryjnej mo¿na znale�æ przyk³ady ³¹cze-
nia dwóch ró¿nych metod chromatograficznych np. HPLC i TLC. Takie zestawienie
pozwala na zwiêkszenie efektywno�ci rozdzielenia badanej próbki. Najczê�ciej wyko-
rzystuje siê tê metodê w przypadku uzyskania niepe³nego rozdzielenia mieszanin
bardzo skomplikowanych w procesie jednowymiarowej separacji. W wielowymiaro-
wym rozwijaniu chromatogramów TLC, kierunek migracji czo³a fazy ruchomej po
ka¿dym jednostkowym etapie ulega zmianie. Ponadto w ka¿dym etapie do rozwija-
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nia mo¿na wykorzystaæ inny roztwór fazy ruchomej, o zmienionym sk³adzie jako�-
ciowym i/lub ilo�ciowym.

Jak wcze�niej wspomniano metoda PPEC oferuje now¹ jako�æ prowadzenia
separacji w stosunku do metody TLC, a mianowicie charakteryzuje siê wysok¹ spraw-
no�ci¹, krótkim czasem prowadzenia procesu, ale przede wszystkim oferuje zmianê
selektywno�ci rozdzielenia substancji. Te zalety ci�nieniowej elektrochromatografii
planarnej powoduj¹, ¿e po³¹czenie jej z metod¹ TLC w jeden dwuwymiarowy pro-
ces separacji mo¿e zwiêkszyæ efektywno�æ rozdzielenia skomplikowanej miesza-
niny [23]. Po raz pierwszy zastosowanie elektrochromatografii planarnej i zwyk³ej
chromatografii planarnej do dwukierunkowego rozdzielenia przedstawi³ Panchag-
nula i in., którzy zastosowali tê metodê do rozdzielania fosfopeptydów [24].

Rysunek 9. Fotografia chromatogramów mieszaniny barwników testowych uzyskanych metodami: HPTLC,
faza ruchoma 45% metanolu w buforze, pH = 3,0 (a); 2D HPTLC/PPEC, faza ruchoma 75%
acetonitrylu w buforze, pH = 3,0, napiêcie polaryzuj¹ce 2,5 kV (b); 2D HPTLC/PPEC, faza
ruchoma 75% acetonitrylu w buforze, pH = 9,2, napiêcie polaryzuj¹ce 2,5 kV (c); sk³adniki mie-
szaniny: rodamina 6G (1), PAR (2), b³êkit patentowy (3), zieleñ brylantowa (4), azorubina (5),
b³êkit brylantowy (6), czerwieñ allura (7), czerñ brylantowa (8); [17]

Figure 9. Digital picture of chromatograms of test dye mixture: HPTLC, mobile phase 45% methanol
in buffer pH = 3.0 (a); 2D HPTLC/PPEC, mobile phase: 75% acetonitrile in buffer pH = 3.0,
polarization voltage 2.5 kV (b); 2D HPTLC/PPEC, mobile phase: 75% acetonitrile in buffer
pH = 9.2, polarization voltage 2.5 kV (c); HPTLC RP-18 W plate (Merck), test mixture: (1) rhoda-
mine 6G, (2) PAR, (3) patent blue, (4) green S, (5) azorubine, (6) brilliant blue, (7) allura red, (8)
brilliant black; [17]

Dwuwymiarowe rozwijanie chromatogramów planarnych z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej i ci�nieniowej elektrochroma-
tografii planarnej (2D HPTLC/PPEC) nasz zespó³ ostatnio zaprezentowa³ na przy-
k³adzie rozdzielania mieszaniny barwników testowych (Rys. 9) [17]. Pierwszy etap
separacji próbki by³ przeprowadzony metod¹ HPTLC, za� drugi metod¹ PPEC. Pro-
ces dwuwymiarowy zosta³ przeprowadzony przy wykorzystaniu p³ytki chromato-
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graficznej HPTLC RP18W (Merck) o wymiarach 5 × 20 cm. Przy czym rozwijanie
chromatogramu cienkowarstwowego zosta³o wykonane w poprzek p³ytki chromato-
graficznej (5 cm), a rozwijanie elektrochromatogramu planarnego wzd³u¿ p³ytki
(20 cm). Przeprowadzenie procesu separacji metod¹ chromatografii cienkowarstwo-
wej, wykorzystuj¹c d³ugo�æ, 20 cm, p³ytki chromatograficznej, nie jest realizowane
w praktyce laboratoryjnej � wymaga³oby wielogodzinnego rozwijania chromato-
gramu, a to skutkowa³oby pogorszeniem rozdzielenia, szczególnie przy wykorzy-
staniu p³ytek HPTLC. Z zaprezentowanego chromatogramu wynika, ¿e dwuwymia-
rowa separacja metodami HPTLC i PPEC pozwala na znaczny wzrost efektywno�ci
rozdzielania badanej próbki. Efekt ten mo¿na by³o uzyskaæ dziêki bardzo zró¿nico-
wanej selektywno�ci rozdzielenia substancji w obu pojedynczych procesach. Meto-
da 2D mo¿e w przysz³o�ci znale�æ szerokie zastosowanie w praktyce laboratoryjnej
do rozdzielania skomplikowanych mieszanin substancji, szczególnie pochodzenia
biologicznego.

PODSUMOWANIE

Elektrochromatografia planarna ci�nieniowa jest bardzo obiecuj¹c¹ metod¹
separacji mieszanin substancji, charakteryzuj¹c¹ siê krótkim czasem procesu roz-
dzielania, wysok¹ sprawno�ci¹, mo¿liwo�ci¹ prowadzenia separacji na d³ugim dystan-
sie oraz odmienn¹, w porównaniu do klasycznych metod chromatograficznych, selek-
tywno�ci¹ rozdzielenia. Te zalety PPEC, �wiadcz¹ o korzystnych mo¿liwo�ciach
zastosowania tej techniki szczególnie w analizie farmaceutycznej i biomedycznej.
Jednak¿e na obecnym etapie rozwoju tej metody nie mo¿na jej jeszcze zastosowaæ
w praktyce laboratoryjnej z uwagi na wymagania, zwi¹zane z wytwarzaniem prze-
znaczonych do niej p³ytek chromatograficznych oraz skonstruowaniem aparatury
w pe³ni przyjaznej dla wykonawcy eksperymentu PPEC.
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ABSTRACT

Human serum albumin (HSA), the most prominent protein in plasma, binds different
classes of ligands at multiple sites. HSA provides a depot for many compounds, affects phar-
macokinetics of many drugs, holds some ligands in a strained orientation providing their meta-
bolic modification, renders potential toxins harmless transporting them to disposal sites,
accounts for most of the antioxidant capacity of human serum, and acts as a NO-carrier. Trans-
port of metal ions is another prominent function of HSA. Metal ions carried by HSA include
physiological Ca2+, Zn2+, Co2+ and Cu2+, toxic Cd2+ and Ni2+, and drug-derived Au+ and Pt2+.
This broad specificity is due to the presence of distinct binding sites on HSA surface. The
N-terminal binding site (in brief NTS, alternatively labeled as ATCUN motif) was the earliest
to be identified. It is composed of the first three amino-acid residues of the HSA sequence,
Asp-Ala-His. Another specific binding site for metal ions in HSA is located at the interface of
domains I and II of the protein molecule. This site, labeled multimetal binding site (MBS), the
coordination of metal ions at MBS is provided by His67, His247, Asn99 and Asp249. Cys34
provides the sole thiol group of HSA which is not engaged in intramolecular disulfide bridges.
The Cys34 side chain is located at the bottom of a crevice, what results in a limited accessibi-
lity and elevated specificity in metal ion interactions. Cys34 was proposed to be the major site
of Pt2+ and Au+ complexes interaction. HSA had been indicated to be a physiological carrier of
Co2+ ions a long time ago. The interest in the binding of Co(II) ions to HSA has surged recently
due to a proposal by Bar-Or et al. [1] of a new rapid clinical assay for myocardial ischemia.
This assay (ACB test) is based on an interaction of Co(II) ions with HSA derived from blood
serum, followed by DTT treatment. This test is based on an assumption that the clipping of two
first residues of HSA is related to ischemia. The proposed molecular mechanism for this test is
based on a further assumption of NTS is the primary binding site for Co2+ ions. However,
several questions regarding the ACB test are still open, and the molecular mechanism is not
clear. Recent studies strongly suggest that the primary binding sites of Co(II) are sites A and B
and not the N-terminus.

In the field of MR imaging, there is a considerable interest in contrast agents that target
serum albumin because they are retained in the vascular space for longer periods of time than
low molecular weight MR agents and also have an enhanced water relaxivity due to slower
rotation when bound to the large protein. Albumin in this case serves two purposes, to enhance
the sensitivity of the contrast agent by slowing its rotation and to slow diffusion of the agent
from blood vessels into the spaces between cells. Both features are useful for imaging of blood
vessels (MR angiography). Simple aliphatic chains are sufficient to facilitate binding to HSA.
A derivative of Gd-DOTMP bearing an 11-carbon chain, was found to bind at a minimum of
five fatty acid binding sites on HSA molecule.

Keywords: human albumin, albumin metal binding, biochemical markers, ischemia modified
albumin

S³owa kluczowe: albumina ludzka, wi¹zanie metali przez albuminê, markery biochemiczne,
albumina modyfikowana niedokrwieniem
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

ACB test � test wi¹zania jonów kobaltu (ang. albumin cobalt bin-
ding test)

Ala � alanina
Arg � arginina
Asn � asparagina
Asp � kwas asparaginowy
CK-MB � izoenzym MB kinazy kreatynowej
cTn � sercowe izoformy troponiny
Cys � cysteina
DOTMP � kwas 1,4,7,10-tetraazacyklododekano-1,4,7,10-tetra-

kis(metyleno-fosfonowy)
DTT � ditiotreitol
FA � kwasy t³uszczowe (ang. fatty acids)
Gd-DOTMP � kompleks jonu gadolinu z kwasem 1,4,7,10-tetraazacy-

klododekano-1,4,7,10-tetrakis(metyleno-fosfonowym)
Gd-DTPA � kompleks jonu gadolinu z kwasem dietylenotriaminopen-

taoctowym
Glu � kwas glutaminowy
Gly � glicyna
His � histydyna
HSA � albumina ludzka (ang. human serum albumin)
IMA � albumina modyfikowana niedokrwieniem (ang. ischemia

modified albumin)
Leu � leucyna
Lys � lizyna
MBS � wielometaliczne miejsce wi¹zania (ang. multimetal bin-

ding site)
MRI � obrazowanie rezonansu magnetycznego (ang. magnetic

resonance imaging)
Myo � mioglobina
NAMI-A � [ImH][trans-RuCl4(dmso-S)Im] (Im = imidazol)
NMR � magnetyczny rezonans j¹drowy (ang. Nuclear Magnetic

Resonance)
NTS � N-koñcowe miejsce wi¹zania (ang. N-terminal binding

site)
OZW � ostry zespó³ wieñcowy
Pro � prolina
Phe � fenyloalanina
RFT � reaktywne formy tlenu
Ser � seryna
trans-HInd(RuInd2Cl4)] � trans-Indazol (bisindazol) tetrachlororutenu(III)
Tyr � tyrozyna
Val � walina
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WSTÊP

Albumina, jako g³ówne bia³ko osocza krwi pe³ni w organizmie cz³owieka wiele
wa¿nych funkcji, jedn¹ z nich jest zdolno�æ przy³¹czania i transportu do tkanek
docelowych wielu endogennych i egzogennych ligandów.

Albumina mo¿e byæ markerem prognostycznym w wielu stanach chorobowych,
w których obserwowany jest przede wszystkim spadek jej stê¿enia zwi¹zany z zabu-
rzon¹ syntez¹, ze zwiêkszonym zapotrzebowaniem lub utrat¹ z organizmu. Oprócz
zmian ilo�ciowych, albumina mo¿e pod wp³ywem ró¿nych czynników równie¿ ule-
gaæ modyfikacjom strukturalnym. Dochodzi wówczas do ró¿norodnych zmian fizyko-
chemicznych w strukturze bia³ka prowadz¹cych do zaburzeñ jej aktywno�ci biolo-
gicznej i w³a�ciwo�ci farmakokinetycznych, w tym do obni¿enia zdolno�ci wi¹za-
nia jonów metali przej�ciowych. Tego typu zaburzenia obserwuje siê miêdzy innymi
w przebiegu niedokrwienia miê�nia sercowego, a albumina, której cz¹steczka pod
wp³ywem stresu oksydacyjnego uleg³a zmianom strukturalnym, nazywana jest albu-
min¹ modyfikowan¹ niedokrwieniem (ang. ischemia modified albumin, IMA). Obni-
¿ona zdolno�æ IMA do wi¹zania jonów kobaltu pos³u¿y³a do opracowania wczes-
nego markera niedokrwienia miê�nia sercowego [1].

Ze wzglêdu na zdolno�æ wi¹zania jonów metali albumina mo¿e byæ stosowana
jako chipy biosensorowe do wykrywania i ilo�ciowego oznaczania takich jonów jak
Cd2+, Ni2+, Zn2+ [2]. W optymalnych warunkach chipy umo¿liwiaj¹ oznaczenie stê-
¿enia Cd2+ na poziomie 1 ppb.

Zdolno�æ albuminy do odwracalnego wi¹zania ligandów wykorzystywana jest
w medycynie w wielu innych przypadkach. Jak wykazuj¹ najnowsze badania [3, 4],
u pacjentów cierpi¹cych na reumatoidalne zapalenie stawów czêsto wystêpuje hipo-
albuminemia, która jest g³ównie powodowana przez zwiêkszone zu¿ycie albuminy
w ogniskach zapalnych. Ze wzglêdu na specyficzny metabolizm komórek mazio-
wych, zwiêkszony pobór albuminy staje siê prawdopodobnie istotnym �ród³em pokry-
waj¹cym zapotrzebowanie na azot oraz energiê. Wyra�nie wzrasta przepuszczal-
no�æ bariery pomiêdzy krwi¹ a stawami, w których rozwija siê proces zapalny.
W badaniach przedklinicznych [4] z zastosowaniem metod scyntygraficznych i lasero-
optycznych wykazano intensywn¹ akumulacjê albuminy w ogniskach reumatycz-
nych, co powoduje, ¿e albumina staje siê atrakcyjnym przeno�nikiem leków prze-
ciw reumatoidalnemu zapaleniu stawów. Badania z Metotreksatem przy³¹czonym
do albuminy wskazuj¹ na znacznie wiêksz¹ aktywno�æ tego leku [3]. Albumina znaj-
duje równie¿ zastosowanie w scyntygrafii perfuzyjnej p³uc, czyli badaniu polegaj¹-
cym na ocenie ukrwienia p³uc. Albuminê w postaci mikrosfer znakuje siê technetem
(99mTc) i podaje do¿ylnie. U osób zdrowych wystêpuje równomierne rozmieszczenie
znacznika, natomiast w stanach patologicznych obserwuje siê obszary, do których
znacznik, a wiêc i krew nie dociera [5]. Bia³ko to mo¿e byæ równie¿ markerem
prognostycznym w ró¿nych stanach chorobowych, gdzie obserwuje siê spadek jego
stê¿enia. Hipoalbuminemia jest charakterystyczna dla wielu procesów patologicz-
nych, m.in. chorób w¹troby, nowotworów i ostrej sepsy. Jedn¹ z powszechnie stoso-
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wanych w medycynie metod diagnostycznych jest obrazowanie rezonansu magne-
tycznego (MRI). W 40�50% badañ MRI stosowane s¹ �rodki kontrastowe, które
oddzia³uj¹ z cz¹steczkami wody i skracaj¹ czasy relaksacji T1 i/lub T2. Szczególnie
interesuj¹ce wydaj¹ siê byæ �rodki kontrastowe wi¹¿¹ce siê z albumin¹, poniewa¿
po zwi¹zaniu zwi¹zki te przebywaj¹ d³u¿ej w ³o¿ysku naczyniowym i wykazuj¹
zwiêkszon¹ relaksacyjno�æ na skutek spowolnionej rotacji, dziêki czemu znajduj¹
zastosowanie w angiografii [6]. W praktyce medycznej stosowana jest pochodna
gadolinu z grup¹ difenylocykloheksylow¹ pe³ni¹c¹ rolê wektora wi¹¿¹cego siê
z albumin¹ (Vasovist). Po wprowadzeniu do krwioobiegu zwi¹zek ten wi¹¿e siê
z albumin¹ w ponad 70% [7].

Badania dotycz¹ce poszukiwania nowych metod diagnostycznych oraz zwi¹z-
ków kontrastowych obejmuj¹ miêdzy innymi transport oraz metabolizm tych zwi¹z-
ków wewn¹trz organizmu. Albumina jest bia³kiem, które odgrywa istotn¹ rolê
w transporcie licznych endo- i egzogennych ligandów, dlatego te¿ znajomo�æ miej-
sca i sposobów koordynacji metali w cz¹steczce albuminy mo¿e byæ wykorzystana
zarówno do projektowania nowych metod diagnostycznych, jak równie¿ �rodków
kontrastowych oraz leków.

1. W£A�CIWO�CI I FUNKCJE ALBUMINY LUDZKIEJ

Ludzka albumina (ang. human serum albumin, HSA) jest g³ównym bia³kiem
osocza, syntetyzowanym w w¹trobie w ilo�ci 200�400 mg/kg m.c./dobê. U zdro-
wego doros³ego cz³owieka stê¿enie albuminy w osoczu utrzymuje siê na poziomie
3,5�5,0 g/dl (ok. 0,6 mmol/l) [8]. Naruszenie poziomu albumin w osoczu zak³óca
wszystkie procesy zwi¹zane z filtracj¹ i przenikaniem wody przez �ciany naczyñ
krwiono�nych. Spadek stê¿enia albumin w osoczu poni¿ej 0,14 mmol/l powoduje
nadmiern¹ ucieczkê p³ynu z ³o¿yska naczyniowego i powstawanie obrzêków. Biolo-
giczny okres pó³trwania tego bia³ka wynosi wg ró¿nych �róde³ 19�21 dni [8, 9].
Niewielka ilo�æ albuminy (~ 2 g) jest przechowywana w w¹trobie, wiêkszo�æ uwal-
niana jest do krwiobiegu. W przybli¿eniu 30�40% albuminy pozostaje w kompart-
mencie osoczowym, a reszta zlokalizowana jest w tkankach miê�ni i skóry. Albu-
mina przenika do przestrzeni oko³onaczyniowej z prêdko�ci¹ 5%/h i wraca do
naczyñ krwiono�nych w równowa¿nej ilo�ci drog¹ limfatyczn¹ [10]. Albumina
nale¿y do tych bia³ek, których funkcje zosta³y stosunkowo dobrze poznane. Jest to
bia³ko wielofunkcyjne, jedn¹ z jego podstawowych funkcji jest utrzymanie prawi-
d³owego ci�nienia osmotycznego krwi oraz zapewnienie optymalnego pH osocza.
Odpowiada równie¿ za transport licznych zwi¹zków endo- i egzogennych. Do naj-
wa¿niejszych zwi¹zków endogennych transportowanych przez albuminê nale¿¹: nie-
zestryfikowane kwasy t³uszczowe, hem (uwalniany w trakcie hemolizy), bilirubina
(¿ó³ty barwnik powstaj¹cy w procesie rozpadu hemoglobiny), tyroksyna (hormon
tarczycy), jony metali. Bia³ko to umo¿liwia przenoszenie zwi¹zków s³abo rozpusz-
czalnych lub nierozpuszczalnych w wodzie, chroni ligandy przed nadmiernym kata-



ROLA ALBUMINY W DIAGNOSTYCE 87

bolizmem, stanowi rezerwuar wielu substancji, które z chwil¹ od³¹czenia siê od
bia³ka staj¹ siê aktywne [8].

Albumina jest równie¿ czynnikiem antyoksydacyjnym [11, 12]. Mo¿e dzia³aæ
bezpo�rednio jako zmiatacz RFT (reaktywne formy tlenu) w organizmie lub w spo-
sób po�redni przez wi¹zanie i transportowanie tzw. zmiataczy wolnych rodników,
b¹d� przez izolacjê jonów metali przej�ciowych wykazuj¹cych w³a�ciwo�ci prook-
sydacyjne.

Po�rednia aktywno�æ antyoksydacyjna albuminy wynika miêdzy innymi z jej
zdolno�ci do transportowania wi¹¿¹cej siê z du¿ym powinowactwem bilirubiny. Taka
zwi¹zana z albumin¹ bilirubina staje siê inhibitorem peroksydacji lipidów. In vitro
albumina wykazuje ochronê antyoksydacyjn¹ przeciwko utleniaj¹cemu dzia³aniu
tetrachlorku wêgla i toksyn mocznicowych [13], co mo¿e mieæ znaczenie w lecze-
niu niewydolno�ci w¹troby i nerek. In vivo albumina pe³ni dodatkowo rolê wspoma-
gaj¹c¹ dla innych substancji bêd¹cych przeciwutleniaczami, takich jak wspomniana
wcze�niej bilirubina czy tlenku azotu [14].

Badania ostatnich lat wskazuj¹ na w³a�ciwo�ci przeciwzapalne albuminy. Gru-
py tiolowe albuminy mog¹ sygnalizowaæ komórkom zapalnym zmiany regulatoro-
we zale¿ne od ich stanu redoks [15]. Ponadto albumina powoduje wzrost poziomu
wewn¹trzkomórkowego glutationu [16], a tworzenie reszt kwasu sulfonowego przez
Cys-34 mo¿e równie¿ byæ kluczowym czynnikiem decyduj¹cym o odpowiedzi ko-
mórkowej, na co wskazuj¹ badania wp³ywu tych grup na funkcje sygnalizacji ko-
mórkowej [17].

2. STRUKTURA ALBUMINY � MIEJSCA WI¥ZANIA LIGANDÓW

Cz¹steczka HSA sk³ada siê z trzech, uk³adaj¹cych siê na kszta³t serca, a-heli-
kalnych domen (I�III), z których ka¿da dzieli siê na dwie subdomeny A i B (Rys. 1).
Pierwsze sze�æ helis w ka¿dej domenie nale¿y do subdomen A, podczas gdy pozo-
sta³e cztery helisy odpowiadaj¹ subdomenom B. Subdomeny poruszaj¹ siê wzglê-
dem siebie za po�rednictwem elastycznych pêtli zbudowanych z reszt proliny, co
umo¿liwia dostosowanie budowy cz¹steczki albuminy do wi¹zania du¿ej ilo�ci ró¿-
norodnych ligandów [9].

W sk³ad cz¹steczki bia³ka wchodzi wiele aminokwasów zawieraj¹cych atomy
donorowe, które mog¹ byæ miejscami koordynacji. Najczê�ciej spotykanymi ligan-
dami w bia³kach s¹: grupa tiolowa cysteiny, azot imidazolowy histydyny, grupy kar-
boksylowe kwasów glutaminowego i asparaginowego oraz fenolanowa grupa tyro-
zyny.
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Rysunek 1. Struktura cz¹steczki ludzkiej albuminy osoczowej [18], PDB 1ao6
Figure 1. Crystal structure of human serum albumin [18], PDB 1ao6

W obrêbie cz¹steczki HSA wyszczególniono sze�æ g³ównych miejsc wi¹¿¹cych,
które dla niskich lub terapeutycznych stê¿eñ ligandów wykazuj¹ wysok¹ specyficz-
no�æ. Miejsca te ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ wielko�ci¹ i polarno�ci¹, dziêki czemu cz¹s-
teczki o ró¿nych strukturach i o ró¿nych rozmiarach mog¹ jednocze�nie wi¹zaæ siê
z cz¹steczk¹ albuminy. Najlepiej scharakteryzowanymi miejscami wi¹zania s¹ znajdu-
j¹ce siê w subdomenie IIA i IIIA dwa miejsca o wysokim powinowactwie zarówno
do leków, jak równie¿ ligandów endogennych. Nazwane s¹ one miejscami Sudlowa
I i II. Miejsce I obejmuje wszystkie sze�æ helis subdomeny IIA oraz pêtlê nale¿¹c¹
do subdomeny IB (aminokwasy 148�154). Wnêtrze kieszeni ma zasadniczo charak-
ter niepolarny, choæ zlokalizowane s¹ w nim równie¿ dwa niewielkie obszary polar-
ne: pierwszy tworz¹ Tyr150, His242 i Arg257, a drugi � Lys195, Lys199, Arg218
i Arg222. Leki wi¹¿¹ siê z regionem hydrofobowym, a ponadto oddzia³uj¹ z amino-
kwasami nale¿¹cymi do obszarów polarnych (wi¹zania wodorowe). Zwi¹zki przy-
³¹czaj¹ce siê selektywnie do miejsca I posiadaj¹ zwykle centralnie umiejscowiony
element anionowy lub elektronegatywny. Nale¿¹ do nich m.in.: warfaryna, fenylbu-
tazon i oksyfenbutazon [19]. Miejsce II obejmuje sze�æ helis subdomeny IIIA i przy-
pomina sw¹ budow¹ miejsce I, mimo ¿e jest od niego znacznie mniejsze. Zawiera
tylko jeden obszar o charakterze polarnym. Leki, takie jak: diazepam, ibuprofen czy
diflunizal, przy³¹czaj¹ siê do �rodkowej czê�ci kieszeni i zwracaj¹ siê w stronê
obszaru polarnego przynajmniej jednym ze swoich atomów tlenu. Miejsce II jest
selektywne dla zwi¹zków z peryferyjnie zlokalizowan¹ grup¹ elektronegatywn¹ [19].
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Do wa¿nych endogennych ligandów transportowanych przez albuminê nale¿¹
kwasy t³uszczowe. W cz¹steczce albuminy mo¿na wyró¿niæ siedem miejsc wi¹¿¹-
cych d³ugo³añcuchowe kwasy t³uszczowe (ang. fatty acids, FA). Miejsca wi¹zania
oznaczone s¹ odpowiednio jako FA1-FA7. Obszary FA1-FA5 wchodz¹ w elektro-
statyczne/polarne oddzia³ywania z grup¹ karboksylow¹ kwasu. Z kolei miejsca FA6
i FA7 nie wykazuj¹ tego typu interakcji i charakteryzuj¹ siê mniejsz¹ si³¹ wi¹zania.
Stwierdzono, ¿e region FA7 umiejscowiony jest w obrêbie miejsca I wi¹zania,
a obszary FA3 i FA4 � w obrêbie miejsca II [20].

Przy wysokim stê¿eniu jeden zwi¹zek mo¿e zajmowaæ wiêcej miejsc w cz¹s-
teczce albuminy, wi¹¿¹c siê w g³ównym po³o¿eniu z du¿ym powinowactwem jak
i równie¿ w po³o¿eniu drugorzêdnym i trzeciorzêdnym jednak ju¿ z odpowiednio
mniejszym powinowactwem. Po³o¿eniom innym ni¿ pierwszorzêdne po�wiêca siê
jednak zdecydowanie mniej uwagi, poniewa¿ ilo�ci danego zwi¹zku nie s¹ prak-
tycznie nigdy na tyle wysokie by ich cz¹steczki zajmowa³y te po³o¿enia [21, 22].

Oddzia³ywania miêdzy albumin¹ a ligandem mog¹ mieæ bardzo ró¿ny charak-
ter, np. si³ Van der Waalsa, si³ elektrostatycznych, wi¹zañ wodorowych czy oddzia-
³ywañ hydrofobowych. W niektórych przypadkach, miêdzy bia³kiem a ligandem
tworz¹ siê nieodwracalne wi¹zania kowalencyjne [23, 24].

3. WI¥ZANIE JONÓW METALI I KOMPLEKSÓW METALI
� ZNACZENIE W DIAGNOSTYCE I TERAPII

Albumina posiada zdolno�æ swoistego wi¹zania wielu metali, zarówno tych
niezbêdnych dla funkcjonowania organizmu jak równie¿ tych, które wykazuj¹ dzia-
³anie toksyczne.

Rysunek 2. Schemat miejsc wi¹zania jonów metali w obrêbie cz¹steczki HSA [26]
Figure 2. Scheme of the metal binding sites in HSA [26]
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Na szczególn¹ uwagê zas³uguje wi¹zanie jonów: Cu2+, Ni2+, Co2+, Zn2+, Cd2+

oraz Au+. Z dotychczasowych badañ wynika, ¿e istniej¹ cztery ró¿ne miejsca wi¹za-
nia jonów metali w obrêbie cz¹steczki HSA: N-koniec, Cys34 oraz tzw. miejsca A
i B [25, 26] (Rys. 2).

3.1. N-KONIEC

Najlepiej scharakteryzowanym miejscem wi¹zania jonów metali w obrêbie cz¹s-
teczki albuminy jest N-koñcowy fragment tego bia³ka, sk³adaj¹cy siê z sekwencji
trzech aminokwasów Asp1-Ala2-His3 (tzw. motyw ATCUN). Uwa¿a siê, ¿e klu-
czow¹ rolê w wi¹zaniu metali przej�ciowych odgrywa reszta aminokwasowa His3,
mniej jasny jest natomiast udzia³ Asp1 i Ala2. Albuminy gatunków nie posiadaj¹-
cych His w pozycji 3 (np. albumina psia i �wiñska gdzie His zosta³a zast¹piona Tyr)
w warunkach fizjologicznych nie wi¹¿¹ jonów metali na N-koñcu [27]. N-koñcowy
fragment albuminy umo¿liwia koordynacje metalu poprzez cztery ligandy azotowe
pochodz¹ce z imidazolowego pier�cienia His3, N-terminalnej grupy aminowej Asp1
i dwóch zdeprotonowanych grup amidowych Ala2 i His3. Utworzony w ten sposób
kompleks HSA-metal mo¿e przyjmowaæ koordynacjê tetraedryczn¹ b¹d� p³ask¹
kwadratow¹ [1, 28].

Rysunek 3. Propozycja sposobu wi¹zania jonów metali do N-koñca cz¹steczki HSA [28]
Figure 3. Proposed structure of the metal binding site to N-terminal of HSA [28]
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Spo�ród jonów metali wi¹¿¹cych siê do N-koñca na szczególn¹ uwagê zas³u-
guje endogenny jon Cu(II) i toksyczny Ni(II), poniewa¿ cz¹steczka albuminy wi¹¿e
je mocniej i bardziej specyficznie ni¿ inne metale [27, 29].

3.2. CYSTEINA 34

Kolejnym wa¿nym miejscem wi¹zania jonów metali przez albuminê jest obszar
zawieraj¹cy cysteinê znajduj¹c¹ siê w po³o¿eniu 34. Badania krystalograficzne wska-
zuj¹, ¿e Cys34 znajduje siê na powierzchni cz¹steczki bia³ka w p³ytkiej szczelinie
pomiêdzy helisami h2 i h3 subdomeny IA i jest otoczona przez ³añcuchy boczne
Pro35, Asp38, His39, Glu82, Val77 i Tyr84 (Rys. 4). Cys34 jest jedyn¹ cystein¹
w obrêbie tego bia³ka posiadaj¹c¹ woln¹ grupê tiolow¹, podczas gdy pozosta³e
34 reszty cysteinowe uczestnicz¹ w tworzeniu siedemnastu mostków disulfidowych.
Wolnej grupie sulfhydrylowej albumina zawdziêcza w³a�ciwo�ci antyoksydacyjne.
Wolna Cys34 mo¿e wi¹zaæ jony srebra, platyny, rtêci, kadmu, miedzi i z³ota, na
ró¿nych stopniach utlenienia (Rys. 5).

Rysunek 4. Struktura kieszeni wi¹¿¹cej w HSA zawieraj¹ca Cys34, PDB 1bm0 [30]
Figure 4. The structure of binding pocket of HSA including Cys34, PDB 1bm0 [30]
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Rysunek 5. Zmiany strukturalne w obrêbie domeny IA. Propozycja wi¹zania z³ota przez Cys34 w HSA [31]
Figure 5. Model for structural changes in domain IA of albumin. Proposed binding of gold by Cys34 in HSA

[31]

Oprócz jonów metali Cys34 przy³¹cza równie¿ ponad 80% ca³kowitej ilo�ci
tlenku azotu(II) z osocza, leki tiolowe oraz obecn¹ we krwi cysteinê i glutation
(poprzez tworzenie mostków disiarczkowych). Struktury krystaliczne albuminy
wolnej od kwasów t³uszczowych i albuminy fizjologicznej zwi¹zanej z kwasami
t³uszczowymi wskazuj¹ na wyra�n¹ zmianê konformacji pod wp³ywem wi¹zania
kwasów t³uszczowych. Uwa¿a siê, ¿e ta zmiana konformacji ma wp³yw na reaktyw-
no�æ Cys34, gdy¿ na skutek zmian reszta sulfhydrylowa staje siê bardziej dostêpna.
Zgodnie z przewidywaniami wzrost reaktywno�ci Cys34 obserwuje siê wraz ze wzro-
stem wysycenia cz¹steczki bia³ka kwasami t³uszczowymi [32, 33].

3.3. MIEJSCE A I B

W obrêbie cz¹steczki HSA znajduje siê szesna�cie reszt histydynowych, jed-
nak na podstawie dostêpnych obrazów struktury krystalicznej albuminy wydaje siê,
¿e istnieje tylko jeden region, gdzie reszty histydyn le¿¹ wystarczaj¹co blisko siebie
aby móg³ byæ stworzony okre�lony model koordynacyjny. Miejsce to zlokalizowane
jest w przestrzeni pomiêdzy domenami I i II. Pierwsz¹ zaproponowan¹ mo¿liwo�ci¹
koordynacji jonu metalu w przestrzeni pomiêdzy domenami I i II jest wykorzystanie
jako ligandów azotowych His105 i His146 z domeny I oraz His247 pochodz¹cej
z domeny II [34] (Rys. 6). Obszar HSA w pobli¿u tych reszt histydynowych obfituje
w karboksylowe reszty kwasów asparaginowego i glutaminowego (Asp107, Asp108,
Asp240, Asp249, Glu252, Asp255, Asp256, Asp259), które s¹ potencjalnymi ligan-
dami niezbêdnymi do zwi¹zania jonów metali w tym miejscu. Otaczaj¹ce jon metalu
ligandy przyjmuj¹ koordynacjê tetraedryczn¹, jednak¿e jest równie¿ prawdopodobna
wy¿sza liczba koordynacyjna z dodatkowymi ligandami tlenowymi [35].
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Rysunek 6. Propozycja sposobu wi¹zania jonów Cd(II) i Zn(II) do HSA (miejsce A) [34]
Figure 6. Proposal for the shared Cd(II) and Zn(II) binding site in HSA (site A) [34]

Dalsze badania tego miejsca przedstawione w pracy Sadlera i Vilesa wskazuj¹
na to, ¿e jon metalu skoordynowany jest za po�rednictwem azotowych ligandów
His67, His247 oraz ligandów karboksylowych Asn99 i Asp249, które tworz¹ koor-
dynacjê zniekszta³conej bipiramidy trygonalnej z pustym wi¹zaniem ekwatorialnym,
zajmowanym przez cz¹steczkê wody lub jon Cl� z osocza [34].

Obecno�æ kwasów t³uszczowych (miejsce FA2) na granicy subdomeny I A i II
A, zaburza wi¹zanie jonów metali. Grupa karboksylowa kwasu oddzia³uje z Arg257
i Ser287 (subdomena II A) oraz z Tyr150 (subdomena I B) i grup¹ metylow¹ z sub-
domeny I A, powoduj¹c przesuniêcie His247 i Asp249 i oddzielenie reszty His67
i Asn99. Prowadzi to do obni¿onej zdolno�ci wi¹zania Cd2+ lub Zn2+ [25, 36].

Miejsce A jest miejscem o wysokim powinowactwie do jonów metali znajduj¹-
cych siê na drugim stopniu utlenienia takich jak Zn(II), Cd(II), Ca(II), Cu(II), Ni(II)
(Rys. 7). Badania wykaza³y, ¿e dla jonów Zn(II) i Cd(II) stanowi ono pierwszo-
rzêdne miejsce wi¹zania, a dla jonów Cu(II) i Ni(II) jest to miejsce drugorzêdne
[25, 37].

Najnowsze badania wskazuj¹ na istnienie dodatkowego obszaru w obrêbie cz¹s-
teczki HSA wi¹¿¹cego jony metali (tzw. miejsca B). Obszar ten wykazuje równie¿
powinowactwo do jonów Cd(II), jednak stanowi on drugorzêdne miejsce ich wi¹za-
nia. Pojawi³y siê sugestie wskazuj¹ce na przy³¹czania w tym obszarze bia³ka jonów
Ca(II). Dok³adna lokalizacja miejsca B nie jest jednak jeszcze znana. Przewidywa-
nia dotycz¹ce usytuowania tego miejsca w cz¹steczce albuminy sugeruj¹, ze miej-
sce to jest bogate w ligandy karboksylowe (Glu i Asp) [25, 34].
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Rysunek 7. Lokalizacja jonu metalu i modelowa struktura albuminy z jonami cynku [PDB 1ao6] [25]
Figure 7. Location and modelled structure of the high-affinity zinc-binding site on albumin [PDB 1ao6] [25]

3.4. WI¥ZANIE OSOCZOWEJ ALBUMINY LUDZKIEJ (HSA)
Z JONAMI KOBALTU(II)

W zwi¹zku z opracowaniem, istotnego dla diagnostyki niedokrwienia miê�nia
sercowego, testu ACB (ang. Albumin Cobalt Binding) wykorzystuj¹cego zdolno�æ
albuminy osocza do wi¹zania jonów Co(II), niezwykle wa¿na sta³a siê molekularna
identyfikacja g³ównych miejsc wi¹zania tych jonów w obrêbie cz¹steczki albuminy
oraz wiedza dotycz¹ca wp³ywu zarówno ligandów endogennych jak i leków na to
wi¹zanie.

Najnowsze wyniki badañ E. Mothersa i P. Fallera [26] wskazuj¹ na to, ¿e co
najmniej trzy mole Co(II) mog¹ wi¹zaæ siê specyficznie do trzech ró¿nych miejsc
wi¹zania metali znajduj¹cych siê w obrêbie cz¹steczki albuminy (Rys. 8). Pierwsze
dwa mole Co2+ wi¹¿¹ prawdopodobnie do miejsca A i B. Dopiero trzeci mol przy³¹-
cza siê do N-terminalnego miejsca wi¹zania jonów metali. Spo�ród czterech pozna-
nych dotychczas miejsc wi¹zania ca³kowicie wykluczono jedynie mo¿liwo�æ kowa-
lencyjnego wi¹zania siê jonów Co(II) do Cys34 [26]. Poniewa¿ jeszcze do niedawna
uwa¿ano, ¿e jedynym miejscem wi¹zania jonów Co(II) jest N-koñcowy fragment
³añcucha albuminy, te najnowsze doniesienia, jakoby jony Co(II) nie wi¹za³y siê
preferencyjnie do N-koñca cz¹steczki HSA, lecz pierwszorzêdnie przy³¹cza³y siê do
miejsc A i B, maj¹ istotne znaczenie dla dalszych badañ nad testem ACB.
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Rysunek 8. Trzy mo¿liwe miejsca wi¹zania jonów Co(II) w cz¹steczce HSA [26]
Figure 8. Three possibilities of the cobalt-binding sites in HSA [26]

Zaproponowano wcze�niej, ¿e jony Cd(II) i Zn(II) skoordynowane do miejsca
A, najprawdopodobniej za pomoc¹ czterech reszt aminokwasowych (His67, His247,
Asn99, Asp249) i cz¹steczki wody, tworz¹ kompleksy o geometrii zniekszta³conej
bipiramidy trygonalnej z dwoma resztami histydynowymi w pozycjach aksjalnych.
Przypuszcza siê, ¿e podobna mo¿e byæ koordynacja jonów Co(II). Proponowane
ligandy otaczaj¹ce jon Co(II) tworz¹ zniekszta³con¹ konfiguracjê oktaedryczn¹
(Rys. 9). Wci¹¿ jednak nie ma dok³adnego potwierdzenia, czy Co(II) wi¹¿e siê do
miejsca A w taki sam sposób jak jony Cd(II) i Zn(II).

Rysunek 9. Proponowany model wi¹zania jonów Co(II) do miejsca A cz¹steczki HSA [PDB 1ao6] na podsta-
wie pracy Stewarta [36]

Figure 9. Proposed model of Co(II) binding site of HSA (site A) [PDB 1ao6] according to Stewart [36]
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Jak wynika z badañ, wi¹zanie jonów Co(II) do albuminy jest procesem szcze-
gólnie z³o¿onym, ze wzglêdu na mo¿liwo�æ wi¹zania przynajmniej w trzech miejs-
cach struktury cz¹steczki albuminy. Miejsca te s¹ równie¿ dostêpne dla innych
jonów, których wi¹zanie mo¿e jako�ciowo zmieniaæ sposób wi¹zania Co(II) [26, 36].

3.5. OKSYDATYWNIE ZMODYFIKOWANA ALBUMINA (IMA)
JAKO WSKA�NIK NIEDOTLENIENIA MIÊ�NIA SERCOWEGO

Albuminy modyfikowane niedokrwieniem (ang. ischemia modified albumin,
IMA) s¹ nowym markerem ciesz¹cym siê du¿ym zainteresowaniem w nowoczesnej
diagnostyce kardiologicznej [38�40]. Przypuszcza siê, ¿e niedokrwienie miê�nia
sercowego powoduje zmiany konformacyjne albuminy objawiaj¹ce siê obni¿eniem
zdolno�ci do wi¹zania i transportowania metali przej�ciowych. Czynnikami powo-
duj¹cymi te zmiany s¹ prawdopodobnie zwi¹zane z niedokrwieniem i nastêpuj¹c¹
po nim reperfuzj¹, kwasic¹, zmniejszon¹ prê¿no�ci¹ tlenu oraz zaburzeniami funk-
cjonowania pompy sodowej i wapniowej, a przede wszystkim nasilony stres oksy-
dacyjny. Cz¹steczki albuminy, które uleg³y modyfikacji konformacyjnej w wyniku
kontaktu z reaktywnymi formami tlenu okre�lono jako albumina modyfikowana nie-
dokrwieniem � IMA.

Markery wykorzystywane obecnie w diagnostyce biochemicznej zawa³u miê�-
nia sercowego nie mog¹ byæ wykorzystane w diagnostyce przej�ciowego, odwracal-
nego niedokrwienia miê�nia sercowego przebiegaj¹cego bez martwicy miocardium,
poniewa¿ pojawiaj¹ siê one w pó�nej fazie niedokrwiennego uszkodzenia miê�nia
serca, kiedy deficyt tlenowy prowadzi do powstania ognisk martwicy, w wyniku
której obumieraj¹ce komórki staj¹ siê �ród³em tych markerów (Rys. 10).

Rysunek 10. Dynamika zmian stê¿enia IMA w porównaniu z innymi wska�nikami martwicy miê�nia serca [41]
Figure 10. The dynamics of changes in the concentration of IMA in comparison with other indicators of

cardiac muscle necrosis [41]

Dlatego uwaga kardiologów skierowana jest obecnie na poszukiwanie markerów
niedokrwienia miê�nia sercowego wyra�nie wyprzedzaj¹cych powstawanie ognisk
martwiczych w niedokrwionym miê�niu sercowym. Wyniki przeprowadzonych do-
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tychczas badañ wskazuj¹, ¿e rolê wczesnego markera niedokrwienia miê�nia serco-
wego przebiegaj¹cego bez martwicy komórek miocardium mo¿e spe³niæ oznacze-
nie w osoczu obecno�ci frakcji �albuminy zmodyfikowanej w ognisku niedokrwie-
nia�, czyli IMA.

W celu oceny stopnia modyfikacji niedokrwiennej cz¹steczek albuminy zosta³
opracowany test ACB pozwalaj¹cy na ilo�ciow¹ ocenê tych zmian. Test wykorzy-
stuje zdolno�æ albuminy do wi¹zania jonów Co(II). Zmiany konformacyjne albu-
miny znajduj¹cej siê w ognisku niedokrwienia powoduj¹ obni¿enie zdolno�ci wi¹-
zania tych jonów. Im wiêksze niedokrwienie, tym wiêksze zmiany strukturalne
i tym mniejsza ilo�æ zwi¹zanego kobaltu. Niew¹tpliw¹ zalet¹ oznaczania IMA jest
to, ¿e zmiana w³a�ciwo�ci albuminy nastêpuje w krótkim czasie, tzn. wystarczy krót-
kotrwa³e niedokrwienie, by nast¹pi³a zmiana powinowactwa do jonów Co(II).

Podstaw¹ testu jest ocena reakcji barwnej znacznika DTT (ditiotreitol) z egzo-
gennym kobaltem (dodanym w nadmiarze jako CoCl2), który nie uleg³ zwi¹zaniu
przez cz¹steczki albuminy. Na rynku dostêpny jest test komercyjny � (IMA® ACB®

Test). W te�cie ACB® warto�ci IMA, po standaryzacji, wyra¿ane s¹ w jednostkach
albuminy modyfikowanej niedokrwieniem na jednostkê objêto�ci osocza lub suro-
wicy (U/mL) [39, 40].

Precyzyjny mechanizm zmian konformacyjnych w cz¹steczce albuminy nie jest
poznany. Sporne jest równie¿ miejsce wi¹zania jonów kobaltu(II). Dotychczas uwa-
¿ano, ¿e g³ównym miejscem wi¹zania Co(II) jest N-koñcowy fragment ³añcucha
albuminy i to w³a�nie w obrêbie tego fragmentu dochodzi do zmian konformacyj-
nych powoduj¹cych zanik zdolno�ci wi¹zania i transportowania jonów kobaltu(II)
[1]. Dopiero badania Mothesa i Fallera [26] wykazaly, ze czasteczka albuminy mo¿e
zwi¹zaæ 3 mole jonów Co(II). Jony te w pierwszej kolejno�ci mog¹ zostaæ wbudo-
wane w miejsca A i B albuminy, a dopiero pó�niej zwi¹zaæ siê na N-koñcu. Taki
sposób wiazania jonów kobaltu zosta³ potwierdzony w badaniach innych autorów
[42, 43].

Pewne w¹tpliwo�ci mo¿e budziæ swoisto�æ testu dla niedokrwienia miê�nia ser-
cowego, gdy¿ wzrost stê¿enia zmodyfikowanej albuminy (IMA) móg³by przynajm-
niej teoretycznie byæ obserwowany w przypadku niedokrwienia w obrêbie jakiego-
kolwiek ³o¿yska naczyniowego lub równie dobrze móg³by byæ przypisany proce-
som oksydacyjnym zwi¹zanym z uszkodzeniem innych tkanek. Fakt, i¿ stres oksy-
dacyjny towarzyszy w ró¿nym stopniu wiêkszo�ci chorób przewlek³ych, mo¿e nastrê-
czaæ trudno�ci z interpretacj¹ wyników testu ACB. Istotnym problemem w interpre-
tacji testu mo¿e byæ równie¿ wzrost stê¿enia kwasów t³uszczowych we krwi, do
którego dochodzi w przypadku licznych schorzeñ, jak równie¿ obecno�æ niektórych
leków w krwiobiegu, które mog¹ w istotny sposób wp³ywaæ na wi¹zanie jonów kobal-
tu(II), a tym samym mieæ wp³yw na wynik testu ACB.

Dlatego wa¿na jest molekularna identyfikacja g³ównych miejsc wi¹zania jonów
Co(II) w obrêbie struktury albuminy, jak równie¿ wiedza dotycz¹ca wp³ywu sub-
stancji endogennych oraz leków na to wi¹zanie. Najnowsze badania wskazuj¹, ¿e
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wi¹zanie z N-koñcem jest prawdopodobnie drugorzêdnym miejscem wi¹zania. G³ówne
miejsca s¹ zlokalizowane w przestrzeni pomiêdzy domenami I i II miejsca A i B
zidentyfikowane równie¿ jako miejsca wi¹zania kadmu(II) [44, 45].

3.6. WI¥ZANIE KOMPLEKSÓW METALI

Wi¹zanie leków z bia³kami krwi, a w szczególno�ci z albumin¹ ma istotne zna-
czenie dla ich dzia³ania farmakologicznego, poniewa¿ tylko niezwi¹zana z bia³kami
czê�æ leku mo¿e byæ czynna farmakologicznie. Prawie wszystkie kompleksy metali
wykorzystywane klinicznie dostarczane s¹ do organizmu do¿ylnie. Wi¹zanie z albu-
min¹ stanowi¹c¹ g³ówny sk³adnik osocza mo¿e mieæ istotny wp³yw na skuteczno�æ
leku poprzez regulacjê wolnej frakcji odpowiedzialnej za aktywno�æ oraz na sze-
roko rozumian¹ toksyczno�æ. Aspekt ten jest istotny zarówno podczas ustalania
dawek (kompleksy metali wi¹¿¹ siê w znacznym stopniu nieodwracalnie), jak rów-
nie¿ podczas sposobu podawania, co jest szczególnie istotne w kuracjach wielole-
kowych [46].

Jak wykazuj¹ badania wolnej frakcji leków platynowych oko³o 70�80% cispla-
tyny wi¹¿e siê z bia³kami osocza, podczas gdy drugiej generacji lek platynowy �
karboplatyna wi¹¿e siê ju¿ tylko w ok. 30% [47]. Znaczna czê�æ tych kompleksów
zwi¹zana jest nieodwracalnie (65% cisplatyny i 25% karboplatyny) i staje siê nieak-
tywna terapeutycznie. Jest to istotny problem, który musi byæ uwzglêdniony miêdzy
innym przy dawkowaniu tych leków.

Odkrycie cisplatyny jako leku przeciwnowotworowego oraz zrozumienie mecha-
nizmów dzia³ania tej grupy zwi¹zków, poprzez badanie oddzia³ywania cisplatyny
z HSA [48, 49], poci¹gnê³o za sob¹ intensywne poszukiwania innych kompleksów
metali [50�52] o lepszych w³a�ciwo�ciach przeciwnowotworowych i mniejszej tok-
syczno�ci. Szczególnie dobr¹ aktywno�æ przeciwnowotworow¹ (równie¿ wzglêdem
nowotworów niewra¿liwych na cisplatynê), a tak¿e ni¿sz¹ toksyczno�æ wykazuj¹
kompleksy rutenu(III) [53]. Kompleksy rutenu(III) z ligandem imidazolowym
(NAMI-A), oraz kompleks indazolowy [trans-HInd(RuInd2Cl4)] (KP1019) znajduj¹
siê obecnie w I i II fazie badañ klinicznych [54]. Testowane s¹ one g³ównie jako leki
antymetastatyczne [55, 56]. Istotn¹ cech¹ tych kompleksów jest zdolno�æ koordyna-
cji do apotransferyny, co staje siê naturaln¹ drog¹ dla selektywnej dostawy tej grupy
zwi¹zków do komórek nowotworowych. Natomiast istotnym problemem dotycz¹-
cym miêdzy innymi dawkowania tych potencjalnych leków, jest ich nieodwracalne
wi¹zanie z albumin¹, z któr¹ wi¹¿¹ siê w ok. 80% [57]. Ze wzglêdu na mo¿liwo�æ
silnego nieodwracalnego wi¹zania z albumin¹, kompleksy metali stosowanych
w chemioterapii jako leki lub znajduj¹ce siê w badaniach przedklinicznych i klinicz-
nych, s¹ obecnie przedmiotem intensywnych badañ.

Oddzieln¹ grupê zwi¹zków stanowi¹ kompleksy lantanowców stosowane
w medycynie g³ównie jako �rodki kontrastowe w obrazowaniu tkanek przy pomocy
rezonansu magnetycznego (MRI) jednej z bardziej skutecznych metod w medycynie.
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Dostarcza ona wysokiej rozdzielczo�ci obrazy anatomiczne i dane pozwalaj¹ce osza-
cowaæ funkcjonowanie organizmu [58]. Technika ta opiera siê na zasadach magne-
tycznego rezonansu j¹drowego (NMR), przy czym wzbudzane s¹ atomy wodoru
cz¹steczek wody zawartej w tkankach miêkkich ludzkiego organizmu. Ró¿na zawar-
to�æ wody w poszczególnych tkankach powoduje zmiany sygna³u, co na obrazie
widoczne jest w postaci zmiany barwy. Je¿eli pomiêdzy tkankami zdrowymi i cho-
rymi wystêpuje zbyt ma³y kontrast, u¿ywa siê �rodka kontrastowego, który mo¿e
znacz¹co zmieniaæ czasy relaksacji protonów wody w regionach gdzie jest rozmiesz-
czony. W dziedzinie MRI pracuje siê obecnie nad �rodkami kontrastowymi wi¹¿¹-
cymi siê z albumin¹ ludzk¹. Zwi¹zki takie przebywaj¹ d³u¿ej w ³o¿ysku naczynio-
wym i wykazuj¹ zwiêkszon¹ relaksacyjno�æ na skutek spowolnionej rotacji, dziêki
czemu znalaz³y zastosowanie w angiografii. Istnieje wiele sposobów na uzyskanie
kompleksów tego typu. Przy³¹czenie prostego ³añcucha alifatycznego do cz¹steczki
�rodka cieniuj¹cego jest czêsto wystarczaj¹ce do zwiêkszenia jej powinowactwa
wzglêdem albuminy. Dobrym tego przyk³adem jest pochodna gadolinu (Gd-DO-
TMP) z dodatkowym jedenastowêglowym ³añcuchem (Rys. 11), która oddzia³uje
z bia³kiem w co najmniej piêciu ró¿nych miejscach odpowiedzialnych w normal-
nych warunkach za wi¹zanie kwasów t³uszczowych. Stwierdzono, ¿e pochodna tego
typu przy³¹cza siê do bia³ka tym ³atwiej, im d³u¿szy jest wprowadzony do niej ³añ-
cuch wêglowy [7, 59].

Rysunek 11. Struktura Gd-C11-DOTMP. R: (CH2)10CH3 [59]
Figure 11. Structure of Gd-C11-DOTMP. R: (CH2)10CH3 [59]

Jak wykazuj¹ badania, kompleksy lantanowców mog¹ wi¹zaæ siê w domenie
IIA i IIIA albuminy. Ten rodzaj oddzia³ywania mog¹ zapewniæ m.in. podstawniki
benzyloksymetylowe, gdzie si³a wi¹zania z albumin¹ wzrasta wraz z ka¿d¹ wpro-
wadzon¹ grup¹. Otrzymane w ten sposób pochodne wykazuj¹ silne powinowactwo
do miejsca II wi¹zania (wg Sudlowa), a du¿o s³abiej oddzia³uj¹ z miejscem I [7, 58].

W praktyce medycznej stosowana jest pochodna gadolinu (MS-325) [60]
o nazwie Vasovist. Jest to pochodna Gd-DTPA z grup¹ difenylocykloheksylow¹ pe³-
ni¹c¹ rolê wektora wi¹¿¹cego siê z HSA (Rys. 12). £¹cznikiem miêdzy kompleksem
a wektorem jest kwas fosforowy, który zmniejsza swobodê rotacji zwi¹zku i którego



L. TRYNDA-LEMIESZ, K. WIGLUSZ, I. MUCHA100

³adunek wzmacnia po³¹czenie z bia³kiem. Po wprowadzeniu do krwiobiegu
MS-325 wi¹¿e siê z albumin¹ w ponad 70% [7]. Obszarem przy³¹czenia jest praw-
dopodobnie miejsce II wg Sudlowa [20].

Rysunek 12. Budowa MS-325 [20]
Figure 12. Structure of MS-325 [20]

Doniesienia literaturowe opisuj¹ nowy zwi¹zek o w³a�ciwo�ciach zbli¿onych
do Vasovistu. Jest to pochodna Gd-DTPA podstawiona przy wêglu C4 sulfafenazo-
lem. Kompleks ten wi¹¿e siê silnie z albumin¹ ludzk¹ i prawdopodobnie bêdzie
móg³ byæ wykorzystany w angiografii MRI [61]. Kolejnym interesuj¹cym z punktu
widzenia diagnostyki zwi¹zkiem jest (MP-2269), który stanowi po³¹czenie kom-
pleksu Gd-DTPA z niearomatyczn¹ lipofiln¹ grup¹: 4-pentylobicyklo[2,2,2]okta-
no-1-karboksylo-di-L-aspartylo-lizyn¹. Wspomniany �rodek cieniuj¹cy ³¹czy siê
z HSA niekowalencyjnie za pomoc¹ oddzia³ywañ hydrofobowych, które tworz¹ siê
miêdzy niearomatycznym cyklicznym ³añcuchem bocznym i bia³kiem. MP-2269
charakteryzuje siê najmniejsz¹ szybko�ci¹ wymiany miêdzy form¹ woln¹ a zwi¹-
zan¹ spo�ród wszystkich �rodków kontrastowych wi¹¿¹cych siê z albumin¹ [62].

W praktyce medycznej stosowanych jest obecnie dziewiêæ preparatów zawie-
raj¹cych jon Gd3+: Magnevist, Omniscan, Dotarem, ProHance, Gadovist, Multihance,
OptiMARK, Primovist/Eovist oraz Vasovist. Po podaniu donaczyniowym kompleksy
gadolinu s¹ szybko rozprowadzane do przestrzeni �ródmi¹¿szowej. Ich dystrybucja
jest niespecyficzna. Nie przekraczaj¹ one bariery krew�mózg. W zdecydowanej wiêk-
szo�ci s¹ wydalane w formie niezmienionej przez nerki [63].

Badania fluorescencyjne miejsc wi¹zania kompleksu gadolinu MS-325 z zasto-
sowaniem dansylo-L-asparaginy i dansylosarkozyny, czyli znaczników I i II miejsca
wi¹zania leków w cz¹steczce albuminy, wykaza³y ¿e silniejszym miejscem wi¹za-
nia jest miejsce II wg Sudlowa znajduj¹ce siê w subdomenie IIIA. Stwierdzono jed-
nak, ¿e przy du¿ym nadmiarze kompleksu zachodzi wi¹zanie w miejscu I, co potwier-
dza³oby koncepcjê o istnieniu dwóch miejsc wi¹zania o ró¿nym powinowactwie.
Preferencyjne wi¹zanie siê kompleksów gadolinu zawieraj¹cych hydrofobowe frag-
menty do miejsca II zosta³o potwierdzone tak¿e dla kompleksów z innymi ligan-
dami [20, 64].
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Znaczenie badañ dotycz¹cych zdolno�ci wi¹zania paramagnetycznych komplek-
sów Gd(III) przez albuminê wynika miêdzy innymi z tego, ¿e zwi¹zki kontrastowe
s¹ podawane do¿ylnie i oddzia³ywanie z albumin¹ mo¿e wp³ywaæ na ich w³a�ci-
wo�ci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne. Po zwi¹zaniu mo¿e zwiêkszyæ siê
czas pó³trwania �rodka kontrastowego we krwi i co za tym idzie bêdzie on d³u¿ej
przebywa³ w naczyniach. Dlatego pierwotnie zwi¹zki te by³y przewidziane do wizua-
lizacji struktur naczyniowych oraz wykrywania regionów z nieprawid³ow¹ przeni-
kalno�ci¹ tkankow¹. Wi¹zanie z albumin¹ mo¿e te¿ poprawiæ skuteczno�æ podawa-
nych �rodków, poniewa¿ czasy relaksacji protonów wody s¹ silnie zale¿ne od
ruchów wirowych kompleksu metalu [20].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat wskazuj¹ na istotn¹ rolê albuminy w nowoczesnych meto-
dach diagnostycznych. Rozwój diagnostyki laboratoryjnej ostrych zespo³ów wieñ-
cowych (OZW) wskazuje na dwa kierunki � poszukiwanie nowych markerów bio-
chemicznych oraz strategii wielomarkerowych. Spo�ród proponowanych metod
diagnostycznych najwy¿sz¹ czu³o�ci¹ rozpoznania OZW i/lub zawa³u serca na wstêp-
nym etapie diagnostyki charakteryzowa³a siê IMA (82%). Dla porównania dla tropo-
niny oraz EKG by³o to odpowiednio 20% i 45%, a ich ³¹czna ocena podwy¿sza³a
czu³o�æ do 53%. Najwy¿sz¹ czu³o�æ � 95% osi¹gnê³o po³¹czenie EKG + troponina
+ IMA [38, 65].

Albumina zmodyfikowana w ,,ognisku niedokrwienia� czyli IMA, która sta³a
siê wczesnym markerem niedokrwienia miê�nia sercowego, przebiegaj¹cego bez
martwicy komórek miocardium, wydaje siê spe³niaæ wszystkie warunki dobrego
markera, takie jak wczesne rozpoznanie zawa³u miê�nia sercowego, wysoka czu-
³o�æ i swoisto�æ w stosunku do ostrego zespo³u wieñcowego, IMA pozostaje w suro-
wicy krwi przez taki okres, aby mo¿liwe by³o ilo�ciowe ich oznaczenie.

Wa¿nym aspektem przy stosowaniu tego typu testów jest uwzglêdnienie czyn-
ników, które mog¹ mieæ wp³yw na prawid³ow¹ ocenê stanu chorego, tj. równocze-
sne stosowanie ró¿nych leków oraz wspó³istniej¹ce schorzenia przebiegaj¹ce z hipo-
albuminemi¹ czy hipercholesterolemi¹ i hipertrójglicerydemi¹.

Kompleksy lantanowców stosowane s¹ w medycynie g³ównie jako �rodki kon-
trastowe w obrazowaniu tkanek przy pomocy rezonansu magnetycznego (MRI), ale
znajduj¹ równie¿ zastosowanie jako leki (Quadramet).

W technikach diagnostycznych wykorzystuj¹cych rezonans magnetyczny bada
siê obecnie �rodki kontrastowe ze zwiêkszonym powinowactwem do albuminy.
Zwi¹zki takie przebywaj¹ d³u¿ej w ³o¿ysku naczyniowym i wykazuj¹ zwiêkszon¹
relaksacyjno�æ na skutek spowolnionej rotacji, dziêki czemu znalaz³y zastosowanie
w angiografii. Istnieje wiele sposobów na uzyskanie kompleksów tego typu, jednym
z nich jest przy³¹czenie prostego ³añcucha alifatycznego do cz¹steczki �rodka cie-
niuj¹cego co znacznie zwiêksza powinowactwo wzglêdem albuminy.
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Jak wykazuj¹ badania silniejszym miejscem wi¹zania kompleksów lantanow-
ców w cz¹steczce albuminy jest miejsce II wg Sudlowa znajduj¹ce siê w subdome-
nie IIIA, jednak przy du¿ym nadmiarze kompleksy te zajmuj¹ równie¿ miejsce I
w subdomenie IIA. Znaczenie badañ dotycz¹cych zdolno�ci wi¹zania paramagne-
tycznych kompleksów Gd(III) przez albuminê wynika miedzy innymi z tego, ¿e
zwi¹zki kontrastowe s¹ podawane do¿ylnie i oddzia³ywanie z albumin¹ mo¿e wp³y-
waæ na ich w³a�ciwo�ci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne.
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w Poznaniu. Obecnie jest s³uchaczem Studium Doktoranckiego Wydzia³u Chemii
UAM. W swojej dzia³alno�ci badawczej, zwi¹zanej z przygotowywan¹ rozpraw¹
doktorsk¹, koncentruje siê na problematyce dotycz¹cej izomeryzuj¹cych ligandów
selektywnie oddzia³uj¹cych z poczwórn¹ helis¹ DNA, wykorzystuj¹c tak¿e technikê
dializy równowagowej. Jest wspó³autorem trzech artyku³ów naukowych i kilku komu-
nikatów konferencyjnych.

Dr Agata G³uszyñska jest absolwentk¹ Wydzia³u Chemii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Obecnie jest adiunktem w Pracowni Chemii Bioanali-
tycznej Wydzia³u Chemii UAM. Tematyka jej pracy doktorskiej obejmowa³a synte-
zê stereospecyficzn¹ pochodnych oksazoliny. Obszar jej aktualnych zainteresowañ
naukowych dotyczy syntezy i charakteryzacji nowych ligandów oddzia³uj¹cych
z DNA, w aspekcie zastosowañ bioanalitycznych i biomedycznych. Jest wspó³auto-
rem szesciu artyku³ów naukowych i kilkunastu komunikatów konferencyjnych.
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ABSTRACT

Equilibrium or competition dialysis is a powerful tool for binding study of
ligands that are expected to bind to nucleic acids with selectivity related to their
structure or sequence. In the equilibrium dialysis experiment, a set of nucleic acid
samples that differ in structure and sequence is dialyzed against a test ligand solu-
tion. After equilibration, the concentration of ligand bound to each structure or
sequence is determined by UV-Vis absorption or fluorescence spectroscopy in each
dialysis unit. Since all nucleic acid samples are in equilibrium with the same free
ligand concentration, the amount of bound ligand is directly related to the ligand
binding affinity. Thus, equilibrium provides a direct measure of selectivity and iden-
tifies the nucleic acid sample, which is preferred by a particular ligand. We describe
here the principles and practice of the method. Examples of an application of the
method are limited to the discovery of small molecules that selectively recognize
the unique structural features of G-quadruplexes.

There are proofs for important functional roles of G-quadruplex structures in
biology (maintenance of telomeres, transcriptional regulation, and modulation of
mRNA translation). G-quadruplex DNA can exist in a variety of structural forms
that may possess numerous potential binding sites for small molecules. Therefore
equilibrium dialysis provides a useful tool for discovery of new small-molecule the-
rapeutic agents targeting G-quadruplexes.

Keywords: drug discovery; duplex; equilibrium dialysis; G-quadruplex; ligand bin-
ding; nucleic acids; structural selectivity; triplex

S³owa kluczowe: poszukiwania leków, dupleks, dializa równowagowa, G-kwadru-
pleksy, wi¹zanie liganda, kwasy nukleinowe, selektywno�æ wi¹zania liganda, try-
pleks
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

DNA � kwas deoksyrybonukleinowy
mRNA � matrycowy kwas rybonukleinowy
Cz � stê¿enie liganda zwi¹zanego
Cw � stê¿enie liganda niezwi¹zanego
Ct � ca³kowite stê¿enie liganda
Cdna � stê¿enie DNA
ssDNA � jednoniciowy DNA
dsDNA � dwuniciowy DNA
c-MYC, VEGF, RET, � oznaczenia protoonkogenów
KRAS,Bcl-2 c-KIT, � koduj¹cych bia³ka o odpowiadaj¹cych im nazwach
PDGF-A, HIF-1a
d(TTAGGG) � fragment telomerowego DNA (T-tymina, A-adenina,

G-guanina)
poli[dA] � kwas poli(deoksyadenylowy)
poli[dT] � kwas poli(deoksytymidylowy)
poli[dG] � kwas poli(deoksyguanylowy)
poli[dC] � kwas poli(deoksycytydylowy)
poli[dA-dT] � kwas poli(deoksyadenylodeoksytymidylowy)
poli[dG-dC] � kwas poli(deoksyguanylodeoksycytydylowy)
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WSTÊP

Chemioterapia to skuteczna metoda leczenia nowotworów. Obecnie jest jedn¹
z najbardziej rozwijaj¹cych siê dziedzin medycyny. Szereg leków stosowanych
w chemioterapii to organiczne zwi¹zki o ma³ej masie cz¹steczkowej (tzw. ligandy),
które oddzia³uj¹ z biopolimerami (bia³kami, kwasami nukleinowymi) hamuj¹c roz-
wój choroby. Ligandy mog¹ w ró¿ny sposób wi¹zaæ siê z biopolimerem (proces ten
zale¿y od sekwencji i struktury bia³ka lub kwasu nukleinowego), a w konsekwencji
s³abiej lub mocniej hamowaæ proliferacjê komórek nowotworowych.

Dzia³anie i transport leku zwi¹zany jest czêsto z powstawaniem wi¹zania pomiê-
dzy chemioterapeutykiem a bia³kami osocza krwi. W zale¿no�ci od powinowactwa
do tych bia³ek lek mo¿e byæ sukcesywnie uwalniany do organizmu. Zatem zarówno
w transporcie leków jak i w ich dzia³aniu wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ w³a�ciwo�ci wi¹-
¿¹ce specyfiku. Selektywno�æ wi¹zania leku do kwasów nukleinowych, jak równie¿
selektywne tworzenie siê kompleksu lek/bia³ko, mo¿na badaæ za pomoc¹ tej samej
metody nazywanej dializ¹. Pocz¹tkowo metoda dializy wykorzystywana by³a do
oczyszczania jednego rodzaju bia³ka [1]. W pó�niejszym okresie zastosowano dia-
lizê w celu oczyszczania ma³ej ilo�ci kilku bia³ek jednocze�nie, takie eksperymenty
nazwano mikrodializ¹. Z czasem zastosowanie dializy zosta³o poszerzone o badanie
wi¹zania pomiêdzy ligandem a biopolimerem (bia³kiem, kwasem nukleinowym)
[2, 3]. Eksperyment, w trakcie którego badana jest selektywno�æ oddzia³ywañ
ligand�biopolimer, nazwano dializ¹ równowagow¹ [4]. Bezdyskusyjnym atutem tej
metody jest mo¿liwo�æ badania oddzia³ywañ pomiêdzy ligandem a kilkudziesiê-
cioma próbkami biopolimerów jednocze�nie. Podstawowym celem dializy równo-
wagowej jest zatem jednoczesne zbadanie powinowactwa potencjalnego leku do
wielu próbek biopolimerów, ró¿ni¹cych siê na przyk³ad budow¹ przestrzenn¹,
w celu okre�lenia selektywno�ci oddzia³ywañ.

G³ównym celem tego artyku³u jest przedstawienie dializy równowagowej jako
metody stosowanej do badania selektywno�ci oddzia³ywañ ligand�DNA. Zastoso-
wanie dializy równowagowej w tego typu badaniach pozwala na identyfikacjê selek-
tywnych ligandów, np. w stosunku do czteroniciowego DNA (G-kwadrupleks),
które mog¹ okazaæ siê skutecznymi chemioterapeutykami.

1. DIALIZA RÓWNOWAGOWA

1.1. PODSTAWY METODY

Istnieje wiele sposobów badania oddzia³ywañ pomiêdzy cz¹steczkami zwi¹z-
ków organicznych a cz¹steczkami kwasów nukleinowych. Do najczê�ciej stosowa-
nych nale¿¹ metody spektroskopowe, w tym spektrofotometryczne i spektrofluoro-
metryczne, czy te¿ spektrometria mas. Za pomoc¹ standardowych pomiarów absorp-
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cyjnych mo¿na zaobserwowaæ zmiany w widmie liganda spowodowane dodawa-
niem kwasu nukleinowego. Czêsto wynikiem oddzia³ywañ jest efekt hipochromowy
lub przesuniêcie batochromowe dostrzegalne w widmie [5�8]. Natomiast w przy-
padku spektrometrii mas, mo¿liwe jest zaobserwowanie selektywno�ci wi¹zania
liganda do DNA poprzez detekcjê kompleksów o ró¿nej stechiometrii ligand/DNA
[9, 10]. Tak¿e w widmach dichroizmu ko³owego mo¿na zaobserwowaæ zdecydo-
wany efekt oddzia³ywañ ligand�DNA [11, 12]. Równie czêsto do badañ takich po³¹-
czeñ stosuje siê metody chromatograficzne, które jednocze�nie dostarczaj¹ infor-
macji o czysto�ci badanych zwi¹zków [13].

Szczególnie przydatn¹ technik¹ umo¿liwiaj¹c¹ zbadanie powinowactwa liganda
do kilkudziesiêciu próbek kwasów nukleinowych w jednym pomiarze, a w konsek-
wencji oszacowanie selektywno�ci wi¹zania potencjalnego chemioterapeutyku z ró¿-
nymi formami strukturalnymi DNA, jest dializa równowagowa. W eksperymencie
dializy równowagowej stosuje siê próbki oligonukleotydów ró¿ni¹ce siê sekwencj¹
lub form¹ strukturaln¹, maj¹ce jednakowe stê¿enie w przeliczeniu na podstawowy
element strukturalny danej formy kwasu nukleinowego (zasadê, parê zasad, tryplet
zasad, kwartet zasad). Próbki badanych kwasów nukleinowych umieszczane s¹
w osobnych gilzach dializacyjnych (w bardziej zaawansowanym eksperymencie
w osobnych komorach mikrodializera) zaopatrzonych w b³onê dializacyjn¹. Gilzy
z próbkami DNA umieszczane s¹ w roztworze dializacyjnym liganda. Przez mem-
branê dializacyjn¹ zachodzi proces dyfuzji cz¹steczek liganda, a¿ do osi¹gniêcia
stanu równowagi, czyli do momentu wyrównania siê stê¿enia niezwi¹zanego liganda
w komorach dializacyjnych i w roztworze zewnêtrznym oddzielonym b³on¹ dializa-
cyjn¹.

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie równowag w procesie dializy w dwóch komorach dializacyjnych.
W pierwszej komorze nast¹pi³o kompleksowanie liganda przez DNA, natomiast kwas nukleinowy
z drugiej komory nie wykazuje powinowactwa do cz¹steczek liganda

Figure 1. Schematic representation of a competition dialysis equilibrium. In a first dialysis unit DNA�
ligand interaction is strong, whereas in a second dialysis unit binding of the ligand to a nucleic
acid did not occur
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B³on¹ w komorze dializacyjnej jest membrana pó³przepuszczalna, która stanowi
przeszkodê dla cz¹steczek DNA, natomiast sk³adniki niskocz¹steczkowe (ligand,
bufor, jony soli) dyfunduj¹ przez ni¹ swobodnie. W wyniku oddzia³ywañ ligand�
DNA nastêpuje nagromadzenie siê cz¹steczek liganda w gilzach, a ca³kowite stê¿e-
nie liganda wewn¹trz gilzy uzale¿nione jest od sta³ej trwa³o�ci kompleksu ligand/
DNA [14]. Rysunek 1 przedstawia efekt procesu dyfuzji cz¹steczek liganda przez
membranê. Kwas nukleinowy w komorze pierwszej wykazuje du¿e powinowactwo
do cz¹steczek liganda, st¹d jego stê¿enie jest wiêksze ni¿ w komorze drugiej. Stê¿e-
nie liganda zwi¹zanego mierzone jest g³ównie za pomoc¹ technik spektroskopo-
wych.

1.2. EWOLUOWANIE EKSPERYMENTALNEJ CZÊ�CI METODY

Pierwsze próby wykorzystania procesu dializy do badañ oddzia³ywañ pomiê-
dzy ligandami a kwasami nukleinowymi siêgaj¹ lat siedemdziesi¹tych ubieg³ego
stulecia. Wtedy proces dializy równowagowej przeprowadzany by³ w specjalnej
komorze z trzema przegrodami, która umo¿liwia³a jednoczesne sprawdzenie kom-
pleksowania cz¹steczek liganda przez dwa kwasy nukleinowe umieszczone w dwóch
zewnêtrznych przegrodach, ró¿ni¹ce siê na przyk³ad sekwencj¹ zasad. W trzeciej
(centralnej) przegrodzie znajdowa³ siê roztwór liganda [15, 16].. W pó�niejszym
okresie zastosowano inne rozwi¹zanie umo¿liwiaj¹ce badanie powinowactwa liganda
do ponad dziesiêciu ró¿nych kwasów nukleinowych umieszczonych w oddzielnych
gilzach dializacyjnych. Eksperyment z udzia³em w³a�nie takiej ilo�ci biopolimerów
nazywany jest dializ¹ równowagow¹ pierwszej generacji [17]. W pó�niejszym czasie
ilo�æ badanych struktur DNA zwiêkszy³a siê do oko³o dwudziestu, a rozwi¹zanie to
zosta³o nazwane dializ¹ równowagow¹ drugiej generacji [18, 19]. Procedury pierw-
szej oraz drugiej generacji s¹ bardzo podobne. Do przeprowadzenia eksperymentu
u¿ywa siê tradycyjnych gilz dializacyjnych o okre�lonej wielko�ci porów w b³onie.
Gilzy umieszcza siê w zlewce, w której znajduje siê roztwór dializacyjny liganda
(roztwór liganda w buforze), w taki sposób, aby gilzy p³ywa³y na powierzchni roz-
tworu. Stê¿enie liganda wynosi przewa¿nie 1 mM lub 2 mM. Proces dializy prowadzi
siê do momentu uzyskania równowagi w roztworach, czyli zwykle oko³o 24 godzin,
mieszaj¹c zawarto�æ zlewki.

Procedura dializy równowagowej ewoluowa³a nastêpnie w kierunku kolejnego
zwiêkszenia ilo�ci badanych próbek kwasów oraz automatyzacji, by w eksperymen-
cie dializy trzeciej generacji osi¹gn¹æ liczbê dziewiêædziesiêciu sze�ciu jednocze�-
nie dializowanych próbek, co zdecydowanie powiêksza wachlarz badanych kwa-
sów nukleinowych. Poza tym, tradycyjne gilzy zosta³y zast¹pione komorami w mikro-
dializerze [20, 21] (Rys. 2).
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Rysunek 2. Mikrodializer (ang. Rapid Equilibrium Dialysis (RED) Device) firmy Pierce [22]
Figure 2. Microdialyzer for 96 samples (Rapid Equilibrium Dialysis (RED) Device)

Komory mikrodializera posiadaj¹ wiêksz¹ powierzchniê membranow¹, w wyniku
czego dyfuzja i osi¹gniêcie równowagi zachodzi szybciej. Dodatkowym atutem jest
fakt, ¿e przenoszenie roztworów z komór mo¿e odbywaæ siê za pomoc¹ multipipety,
czyli kilka próbek jest przenoszonych do/z komór jednocze�nie. Warto wspomnieæ,
¿e b³ony dializacyjne produkowane s¹ obecnie g³ównie z politetrafluoroetylenu (PTFE),
czyli materia³u, do którego nie przywieraj¹ ¿adne zanieczyszczenia, st¹d niespecy-
ficzna adsorpcja cz¹steczek liganda na membranie jest zminimalizowana. Po zakoñ-
czeniu dializy równowagowej, niezale¿nie od generacji metody, do próbek doda-
wany jest odczynnik powoduj¹cy dysocjacjê kompleksu ligand/DNA (np. dodecylo-
siarczan(VI) sodu), a nastêpnie przeprowadzany jest pomiar zawarto�ci liganda
w ka¿dej próbce. Stê¿enie liganda w danej komorze okre�lane jest za pomoc¹ ró¿-
nych metod analitycznych (zob. Rozdz. 1.3). Stê¿enie liganda zwi¹zanego (Cz) obli-
czane jest z ró¿nicy ca³kowitego stê¿enia liganda (Ct) oraz stê¿enia liganda nie-
zwi¹zanego (Cw) (Cz = Ct � Cw). Natomiast sta³a wi¹zania ligand�DNA mo¿e byæ
oszacowana wed³ug nastêpuj¹cego wzoru [20]:

K = Cz/{Cw x (Cdna � Cz)}

gdzie Cdna jest stê¿eniem DNA w przeliczeniu na jego podstawowy element struktu-
ralny (zasada, para zasad, tryplet, kwartet).

Mimo ¿e procedura eksperymentalna dializy równowagowej zosta³a bardzo
usprawniona i ulepszona, to podstawy teoretyczne procesu dyfuzji, jaki zachodzi
podczas eksperymentu, pozosta³y niezmienne. Rozwinê³a siê jedynie technika, któ-
rej ewolucja spowodowa³a, ¿e dializa równowagowa jest narzêdziem bardzo przy-
datnym i czêsto u¿ywanym w badaniu oddzia³ywañ ligand�DNA.
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2. METODY DETEKCJI LIGANDA

Dializa równowagowa jest metod¹ dostarczaj¹c¹ informacji na temat tego,
który z kwasów nukleinowych wykazuje najwiêksze powinowactwo do badanego
liganda. Wynika to z pomiarów przeprowadzanych po zakoñczeniu eksperymentu
dializy. Pomiary stê¿enia zwi¹zanego liganda mog¹ byæ wykonane kilkoma meto-
dami. Najczê�ciej stosowanymi technikami badawczymi s¹ metody spektroskopowe,
w szczególno�ci pomiar widm absorpcji w zakresie UV-Vis oraz fluorescencyjnych
widm wzbudzenia i emisji [18, 21, 23�27]. Metody spektrofotometryczne i spektro-
fluorometryczne wydaj¹ siê byæ naj³atwiejszymi w zastosowaniu, szczególnie w przy-
padku wykorzystania czytnika mikrop³ytek. Udogodnienie to polega przede wszyst-
kim na mo¿liwo�ci zastosowania multipipety automatycznej w celu przeniesienia
próbek z mikrodializera na mikrop³ytkê oraz jednoczesnej rejestracji widm dla
wszystkich próbek znajduj¹cych siê w 96 celkach mikrop³ytki. Poza tym, przepro-
wadzaj¹c pomiary absorpcyjne w ca³ym zakresie widma, mo¿liwa jest kontrola zawar-
to�ci DNA. Dodatkowo mo¿liwe jest monitorowanie ewentualnych zmian spektral-
nych w widmie liganda. Rzadziej u¿ywanymi metodami, s³u¿¹cymi do oznaczania
liganda w próbkach po eksperymencie dializy równowagowej, s¹ pomiary dichro-
izmu ko³owego. Dichroizm ko³owy wykorzystywany jest czêsto w badaniu oddzia-
³ywañ pomiêdzy optycznie czynnym ligandem a DNA. W widmie mo¿liwe jest zaob-
serwowanie enancjoselektywno�ci wi¹zania liganda [28�30]. Nietypow¹ metod¹,
aczkolwiek tak¿e stosowan¹, jest pomiar aktywno�ci promieniotwórczej, który rów-
nie¿ umo¿liwia wyznaczenie stê¿enia liganda w roztworach po dializie [19].

3. ZASTOSOWANIE DIALIZY RÓWNOWAGOWEJ DO POSZUKIWANIA
LEKÓW ANTYNOWOTWOROWYCH

3.1. RÓ¯NE FORMY PRZESTRZENNE KWASÓW NUKLEINOWYCH

Kwasy nukleinowe, w zale¿no�ci od rodzaju (DNA, RNA), sekwencji zasad
azotowych i warunków zewnêtrznych (temperatura, pH, obecno�æ innych substan-
cji) mog¹ przyjmowaæ ró¿ne struktury przestrzenne. Je¿eli obiektem badanym jest
jednoniciowe DNA (ssDNA), to jego podstawowym elementem strukturalnym jest
zasada azotowa. Wiêkszo�æ enzymów obecnych w j¹drze komórkowym dzia³a na
jednoniciowej strukturze DNA, dlatego te¿ forma ta ma znaczenie choæby w proce-
sie replikacji. W genomie jednak DNA wystêpuje g³ównie w formie dwuniciowej
(dsDNA), z regu³y w postaci helisy typu B, której podstawowym elementem struk-
turalnym jest para zasad [31]. Du¿e znaczenie ma tak¿e trójniciowa konformacja
DNA (struktura trypleksu). P³askie u³o¿enie trzech zasad po³¹czonych wi¹zaniami
Hoogsteena mo¿e dawaæ trwa³e formy strukturalne, co ma potencjalne mo¿liwo�ci
zastosowania w terapii genowej. W strukturach tych krótkie oligonukleotydy mog¹
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selektywnie oddzia³ywaæ z okre�lonymi odcinkami dsDNA, w wyniku czego nastê-
puje zahamowanie ekspresji wybranych genów [32, 33]. W terapii genowej zastoso-
wanie znalaz³y równie¿ formy czteroniciowe DNA, które nazywane s¹ G-kwadru-
pleksami (tetrapleksami, strukturami G4). Tetrapleksy to struktury utworzone przez
pojedyncz¹ niæ lub kilka nici oligonukleotydów bogatych w guaninê. Cztery cz¹s-
teczki guaniny, oddzia³uj¹c ze sob¹ za pomoc¹ wi¹zañ wodorowych, tworz¹ kwartet
guaninowy, a kilka takich kwartetów asocjuje warstwowo i powstaje struktura cztero-
niciowa nazywana G-kwadrupleksem [34�36]. G-kwadrupleksy formuje wiele pro-
motorów protoonkogenów. Regiony bogate w guaninê i tworz¹ce tetrapleksy zosta³y
znalezione m.in. w promotorach nastêpuj¹cych protoonkogenów: c-MYC, VEGF,
RET, KRAS, Bcl-2 c-KIT, PDGF-A, HIF-1a. Stabilizacja tetrapleksowej formy pro-
toonkogenu hamuje jego ekspresjê [34, 37�43].

G-kwadrupleksy mog¹ wystêpowaæ tak¿e w jednoniciowym odcinku ludzkiego
telomerowego DNA, który sk³ada siê z powtórzeñ sekwencji d(TTAGGG) [44�47].
Stabilizacja czteroniciowej struktury telomerowego DNA inhibituje dzia³anie telo-
merazy, enzymu aktywnego g³ównie w komórkach nowotworowych, który pracuje
na jednoniciowym odcinku telomerowego DNA [48, 49].
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Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie stabilizacji struktury G-kwadrupleksu przez cz¹steczki liganda. Stabi-
lizacja zachodzi w wyniku tzw. oddzia³ywañ typu �end-stacking�. Jedna lub dwie cz¹steczki
liganda ulegaj¹ asocjacji na powierzchni zewnêtrznych kwartetów guaninowych w kwadrupleksie

Figure 3. Model of end-stacking interactions of the G-quadruplex structure with one ligand molecule
(on the right) and with two ligand molecules (on the left). Ligand molecule stacks externally on
the terminal G-tetrads causing stabilization of the G-quadruplex DNA structure

Stabilizacja czteroniciowej konformacji DNA mo¿e odbywaæ siê w wyniku zwi¹-
zania organicznych zwi¹zków o ma³ej masie cz¹steczkowej (za pomoc¹ ligandów).
Poniewa¿ interkalacja cz¹steczki liganda do cz¹steczki tetrapleksu jest z regu³y nie-
korzystna energetycznie, najczêstszym oddzia³ywaniem, jakie wystêpuje w kom-
pleksie ligand/G-kwadrupleks, jest terminalna asocjacja warstwowa (ang. end-stac-
king lub p-p stacking interactions). Terminalna asocjacja warstwowa polega na
oddzia³ywaniu pomiêdzy p³aszczyzn¹ zewnêtrznego kwartetu guaninowego cztero-
niciowego DNA a cz¹steczk¹ liganda (Rys. 3). Wy¿ej wymienione przyk³ady wystê-
powania G-kwadrupleksów w genomie udowadniaj¹, ¿e bardzo wa¿ne jest badanie
selektywnego powinowactwa ligandów do czteroniciowych struktur DNA.

Jak ju¿ wcze�niej wspomniano, selektywno�æ oddzia³ywañ ligand�DNA mo¿na
badaæ za pomoc¹ dializy równowagowej. Wówczas oligonukleotydy tworz¹ce struk-
tury tetrapleksowe zestawia siê w eksperymencie dializy z innymi formami struktu-
ralnymi DNA, sprawdzaj¹c selektywno�æ wi¹zania do badanych próbek DNA. Sek-
wencje oligonukleotydów najczê�ciej wykorzystywanych w eksperymencie dializy
równowagowej przedstawiono w Tabeli 1. W�ród wymienionych struktur s¹ formy
czteroniciowe o sekwencji promotora protoonkogenu c-MYC (Tab. 1, sekwencja
Nr 10), czy te¿ telomerowego odcinka DNA (Tab. 1, sekwencja Nr 11). Je¿eli badany
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ligand wyka¿e w eksperymencie dializy równowagowej selektywne powinowactwo
do czteroniciowych struktur stanowi¹cych cel terapii genowej, mo¿na wnioskowaæ
o potencjalnej aktywno�ci przeciwnowotworowej takiego zwi¹zku.

Tabela 1. Przyk³ady kwasów nukleinowych najczê�ciej wykorzystywanych
w eksperymencie dializy równowagowej

Table 1. Examples of nucleic acids used in equilibrium dialysis experiment

Forma 
strukturalna 

Numer Polinukleotyd lub oligonukleotyd 
Podstawowy 

element 
strukturalny 

1 Poli[dA] 
jednoniciowa 

2 Poli[dT] 
zasada azotowa 

3 Poli[dA]*Poli[dT] 

4 Poli[dG]*Poli[dC] 

5 Poli[dA-dT]*Poli[dA-dT] 

6 Poli[dG-dC]*Poli[dG-dC] 

dwuniciowa 
 

7 5’-CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG-3’ 

para zasad 

8 

 
 
 
 
 

trójniciowa 

9 Poli[dT]*Poli[dA]*Poli[dT] 

tryplet zasad 

10 5’-AGGGTGGGGAGGGTGGGG-3’ 

11 5’-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3’ 
czteroniciowa 

12 
 
5’-TTGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGTT-3’ 
 

kwartet zasad 

3.2. LIGANDY STABILIZUJ¥CE CZTERONICIOWE STRUKTURY DNA

W wielu o�rodkach naukowych na �wiecie trwaj¹ intensywne badania maj¹ce
na celu projektowanie i syntezowanie nowych zwi¹zków chemicznych stabilizuj¹-
cych struktury kwasów nukleinowych, w szczególno�ci G-kwadrupleksy. Powszech-
nie wiadomo, ¿e selektywno�æ powinowactwa liganda do DNA zale¿y od wielu para-
metrów i jest g³ównie pochodn¹ czynników strukturalnych, a nawet niewielkie ró¿-
nice w budowie prostych ligandów organicznych zdolnych do tworzenia komplek-
sów z DNA, mog¹ w zasadniczym stopniu wp³ywaæ na trwa³o�æ tych po³¹czeñ. Poten-
cjalne chemioterapeutyki powinny zatem posiadaæ strukturalne powinowactwo wi¹-
zania do DNA, które jest g³ównie rezultatem obecno�ci p³askich pier�cieni aroma-
tycznych oraz kationowego ugrupowania heteroaromatycznego.
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Pomocnym narzêdziem w projektowaniu zwi¹zków mog¹cych stabilizowaæ
czteroniciowe struktury DNA jest modelowanie molekularne [50�53]. Ró¿norod-
no�æ topologiczna kwadrupleksów zale¿y od ilo�ci nici buduj¹cych strukturê (kwa-
drupleksy: mono-, bi-, tetra-molekularne) oraz od u³o¿enia pêtli ³¹cz¹cych guaniny
z kwartetu. Poznanie dok³adnego u³o¿enia pêtli mo¿liwe jest g³ównie dziêki pomia-
rom j¹drowego rezonansu magnetycznego oraz metodom krystalograficznym. Infor-
macje o strukturze wykorzystywane s¹ w metodach symulacyjnych stosowanych
w modelowaniu molekularnym. Ilo�æ efektów, jakie mog¹ wp³ywaæ na stereoche-
miê i preferencje projektowanych i syntezowanych ligandów powoduje, ¿e konieczna
jest eksperymentalna weryfikacja wyników symulacji komputerowych. Mo¿liwo�æ
weryfikacji oraz selekcji teoretycznie przewidywanych po³¹czeñ ligand�DNA daje
w³a�nie metoda dializy równowagowej.

Rysunek 4. Ligandy wykazuj¹ce w³a�ciwo�ci stabilizacji G-kwadrupleksów oraz inhibicjê telomerazy:
(a) pochodna akrydynowa, (b) pochodna N-metylomezoporfirynowa, (c) pochodna karbazolowa,
(d) pochodna chinoliniowa, (e), pochodna trioksatriangulenowa, (f) pochodna naftalenowa,
(g) pochodna fenantrenowa.

Figure 4. Compounds with G-quadruplexes� stabilization properties and inhibition of telomerase activity:
(a) acridine derivative, (b) N-methylmesoporphyrin derivative, (c) 7H-pyridocarbazole dimer,
(d) quinolinium derivative, (e) trioxatriangulenium cation, (f) naphthalene derivative, (g) phenan-
threne derivative
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W literaturze przedmiotu jest wiele doniesieñ dotycz¹cych eksperymentów dia-
lizy równowagowej, które umo¿liwi³y wskazanie ligandów najsilniej wi¹¿¹cych cz¹s-
teczki badanych oligonukleotydów. Aktywne ligandy przebadane za pomoc¹ dializy
to miêdzy innymi pochodne: akrydynowe, porfirynowe, chinoliniowe, karbazolowe
i inne [54�56] (Rys. 4).

W strukturach pochodnych akrydynowych wystêpuj¹ trzy lub wiêcej skonden-
sowanych pier�cieni aromatycznych. Zwiêkszaj¹ca siê liczba pier�cieni z regu³y pro-
centuje wzrostem powinowactwa do DNA formuj¹cego wy¿sze struktury prze-
strzenne. Trójpier�cieniowe zwi¹zki nale¿¹ce do tej grupy wykazuj¹ selektywno�æ
w stosunku do wybranych struktur dwuniciowych, selektywno�æ ta zale¿y od sekwen-
cji zasad azotowych w strukturze dupleksu, jak równie¿ od budowy ³añcucha bocz-
nego liganda [57, 58]. Natomiast akrydynowe pochodne o zwiêkszonej liczbie skon-
densowanych pier�cieni aromatycznych (Rys. 4(a)) silniej oddzia³uj¹ z G-kwarte-
tami czteroniciowego DNA. W konsekwencji, zwi¹zki piêciopier�cieniowe wyka-
zuj¹ czêsto wiêksze powinowactwo do tetrapleksowych struktur ni¿ do dsDNA, prefe-
rencyjnie wi¹¿¹c siê z oligonukleotydami o sekwencji telomerowego DNA [59�61].
Natomiast akrydynowa pochodna makrocykliczna zawieraj¹ca dziesiêæ pier�cieni
(piêciopier�cieniowy dimer), chocia¿ oddzia³uje z wewn¹trzcz¹steczkowym kwadru-
pleksem telomerowego DNA, to silniejsze powinowactwo wykazuje w stosunku do
struktury tetra molekularnej G-kwadrupleksu [62, 63].

Silne wi¹zanie z czteroniciowymi strukturami wykazuje tak¿e N-metylomezo-
porfirynowa pochodna (Rys. 4(b)). Zwi¹zek ten zosta³ przebadany wzglêdem czter-
dziestu sze�ciu próbek kwasów nukleinowych, w�ród których najsilniej wi¹¿e
G-kwadrupleksy, wykazuj¹c wyra�n¹ selektywno�æ do tych struktur [21]. Ekspery-
menty dializy z wykorzystaniem pochodnych karbazolowych (Rys. 4(c)) równie¿
wskazuj¹ na powinowactwo tych zwi¹zków do wy¿szych struktur przestrzennych
DNA [64, 65].

W�ród ligandów preferowanych przez kwasy nukleinowe o wy¿szych formach
strukturalnych s¹ te¿ pochodne chinoliny. Eksperymenty dializy dla dikarboksyamidu
2,6-N,N�-dimetylochinolinio-3-yl-pirydyny (Rys. 4(d)) wykaza³y, ¿e zwi¹zek ten
silnie wi¹¿e siê z tetrapleksami [19]. Powinowactwo do struktur czteroniciowych
wykazuje równie¿ inny zwi¹zek chinoliny, pochodna benzoindolochinolinowa [66],
natomiast pochodna 2-(2-naftylo)chinolinowa najsilniej oddzia³uje z trypleksem
bogatym w adeninê i tyminê, (poli[dA])*(poli[dT])2, wykazuj¹c selektywno�æ do tej
struktury [67].

Interesuj¹ce wyniki z pomiarów dializacyjnych otrzymano dla organicznego
kationu, który w swojej budowie posiada sze�æ skondensowanych pier�cieni aroma-
tycznych (Rys. 4(e)). Mimo rozbudowanej struktury, ligand ten wykazuje najwiêk-
sze powinowactwo do dwuniciowej helisy, a jego preferencyjn¹ interkalacjê do
dupleksów potwierdzi³y tak¿e inne metody pomiarowe [68]. Jest to dowód na to, ¿e
potencjalnie zwiêkszona powierzchnia oddzia³ywañ, uzyskana w wyniku zwiêksze-
nia liczby pier�cieni, jest tylko jednym z wielu czynników wp³ywaj¹cych na oddzia-
³ywania pomiêdzy ligandem a czteroniciowym DNA.
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Interesuj¹c¹ grup¹ ligandów, potencjalnie aktywnych w inhibicji telomerazy,
s¹ pochodne zawieraj¹ce w swojej budowie grupy policykliczne i wi¹zanie podwójne
ulegaj¹ce fotoizomeryzacji. Wstêpne badania z zastosowaniem dializy równowago-
wej wykaza³y, ¿e pochodna trans-naftalenowa (Rys. 4(f)) oddzia³uje z kwasami nukle-
inowymi selektywniej ni¿ pochodna trans-fenantrenowa (Rys. 4(g)) [69]. Oddzia³y-
wania pomiêdzy przebadanymi G-kwadrupleksami a w/w pochodnymi s¹ na tyle
silne, ¿e obydwa zwi¹zki mo¿na zakwalifikowaæ do grupy potencjalnych chemiote-
rapeutyków. Parametrem mog¹cym wp³ywaæ na powinowactwo wi¹zania do DNA
jest fotoizomeryzacja liganda. Czynnik ten mo¿na wykorzystaæ do manipulowania
selektywno�ci¹ wi¹zania do DNA.

Z przedstawionych przyk³adów wynika, ¿e dializa jest metod¹ uniwersaln¹, za
pomoc¹ której mo¿na badaæ oddzia³ywania pomiêdzy ligandami bêd¹cymi ró¿nymi
pochodnymi a kwasami nukleinowymi o wszystkich formach strukturalnych.

PODSUMOWANIE

Metoda dializy równowagowej stwarza mo¿liwo�æ badania oddzia³ywañ liganda
z kilkudziesiêcioma biopolimerami jednocze�nie, co sprawia, ¿e czas badania du¿ej
liczby kompleksów DNA/ligand zredukowany jest do minimum. Poza tym, jeden
eksperyment dostarcza informacji na temat relatywnej si³y wi¹zania ligand�biopo-
limer dla ka¿dego utworzonego kompleksu, a nawet pozwala oszacowaæ sta³¹ trwa-
³o�ci kompleksu. W eksperymencie bada siê zatem selektywno�æ oddzia³ywañ
ligand�biopolimer. Zalet¹ metody jest te¿ fakt, ¿e eksperyment dializacyjny nie jest
skomplikowany i opiera siê g³ównie na umiejêtno�ci obs³ugiwania zestawu do dia-
lizy a do analizy próbek po dializie (wyznaczanie stê¿enia liganda) mo¿na u¿yæ
ogólnie dostêpnych metod spektroskopowych. Dializa równowagowa jest metod¹
wszechstronn¹. Mo¿e byæ stosowana do badania du¿ego wachlarza próbek kwasów
nukleinowych wzglêdem ró¿norodnych ligandów.

W przysz³o�ci, eksperymentalna czê�æ dializy ewoluowaæ bêdzie z pewno�ci¹
w stronê zwiêkszenia powierzchni membrany dializacyjnej, co w konsekwencji skróci
czas zachodzenia dyfuzji. Poza tym, najprawdopodobniej postêpowaæ bêdzie auto-
matyzacja, co pozwoli na dalsze zwiêkszenie liczby badanych próbek DNA i umo¿-
liwi ilo�ciow¹ interpretacjê wyników dializy.

G³ównie dziêki swojej szybko�ci i ³atwo�ci eksperymentalnej dializa jest bar-
dzo przydatnym narzêdziem w szukaniu potencjalnych leków antynowotworowych,
tak bardzo po¿¹danych w dzisiejszych czasach.
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ABSTRACT

Conductometric titration (CT) is used as a complementary, non-specific technique
against potentiometric (pH) titration (PT). The CT + PT procedure is applied to binary-solvent
systems: HmL + Z/A + B (or HmL + Z/W + B) formed of a weak acid HmL and a pH-modifying
agent Z (e.g. NaOH, NH3 or HCl), and totally miscible organic solvents A and B (or W = H2O
and B) chosen as co-solvents, where acid-base equilibria are considered. The solvent composi-
tion in such systems is expressed by the mole fraction x of B. Concentrations of solutes: HmL
and Z are the same in the solution titrated (titrand, D) and in titrant (T) and changes in pH value
resulted only from differences in acid-base properties of solvents applied in D and T. On the
basis of results obtained from PT and CT, the functional relationships related to the solutions
of weak acids HmL (m = 1, 2, ...) were formulated, namely: (1) pKi = pKi(x) for acidity parame-
ters; (2) Lp = Lp(x) for molar conductivities, related to the species formed by di- and triprotic
acids. For this purpose, the Kohlrausch law on the independence of migrating ions has been
applied. The pKi = pKi(x) relationships were formulated for diprotic and triprotic acids
on the basis of Henderson�Hasselbalch functions and modeled with use of polynomial func-
tions. The pKi(1) and Lp(1) values were obtained by extrapolation. The approach suggested
is the essential novelty in contemporary literature related to the subject in question. This way,
the paper provides a new methodology, a new dimension (x-scale) to the problems known
hitherto.

In the experimental part, the pK1 = pK1(x) relationships were formulated for results of
mutual pH titrations: HmL/B � HmL/W or HmL/B � HmL/A, obtained for the systems not invol-
ving Z. The systems were modeled with the use of Redlich�Kister (R�K) and orthogonal (nor-
mal, shifted) Legendre polynomials. Asymmetric functions by Myers�Scott (M�S) and by
Micha³owski were also suggested for this purpose. It was stated that all approximating func-
tions fit the experimental data very well. The asymmetric functions are applicable for modeling
of more bended relationships pK1 = pK1(x), particularly when referred to the limiting x-values
in the interval < 0, 1 >. A software that enables to formulate the relationships pKi = pKi(x)
according to different approximating functions after introducing the experimental data
{(Vj, pHj) | j = 1, ..., N} obtained from PT, was also prepared, together with statistical evalu-
ation of pKi(0) and pKi(1) values, obtained by extrapolation. The results thus obtained are
presented in tables and figures.

Some criteria of validity of the results obtained according to PT for pK1(0) and pK1(1) are
also presented. The first criterion testifying about reversibility of indications of the measuring
system is a position of the point of intersection of the plots obtained in the mutual titrations.
The second criterion stems from comparison of results obtained from three pH titrations: (1)
HmL/B « HmL/W, (2) HmL/B « HmL/A and (3) HmL/A « HmL/W. The convergence of the
related plots at x = 0 and x = 1, where x = xB in (1) and (2) and x = xA in (3) testifies on account
of the calibration procedure applied for glass electrode.

Keywords: binary-solvent systems, pH titration, conductometric titration, acidity parameters,
molar conductivity, curve-fitting

S³owa kluczowe: uk³ady binarne rozpuszczalników, miareczkowanie pH-metryczne, miarecz-
kowanie konduktometryczne, parametry kwasowo�ci, przewodno�æ molowa, dopasowywanie
krzywych
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WSTEP

Znajomo�æ parametrów fizykochemicznych, dotycz¹cych dysocjacji, wspó³czyn-
nika aktywno�ci jonów wodorowych i przewodnictwa sk³adników w roztworach elek-
trolitów, w których przebiegaj¹ reakcje kwasowo-zasadowe, jest wa¿na tak z poznaw-
czego, jak i z analitycznego punktu widzenia [1].

Dysocjacjê kwasów HmL (m = 1, 2, �) w roztworach okre�laj¹ ich warto�ci
pKi = �logKi. Obecno�æ protonodonorowych grup funkcyjnych decyduje o aktyw-
no�ci biologicznej i farmakologicznej badanych moleku³. I tak, przezb³onowy trans-
port leków zale¿y od warto�ci pKi badanego leku oraz pH �rodowiska [2, 3]. Tak
wiêc warto�ci pKi maj¹ kluczowe znaczenie w zrozumieniu aktywno�ci biologicz-
nej. Znajomo�æ warto�ci pKi pomaga w wyja�nianiu reaktywno�ci i szybko�ci reak-
cji chemicznych, aktywno�ci enzymów, równowag tautomerycznych, a tak¿e w opi-
sie metod rozdzielania [4, 5]. Warto�ci pKi decyduj¹ o absorpcji, podziale miêdzy-
fazowym, metabolizmie i wydalaniu leków [6]. Zale¿no�æ funkcyjna miêdzy pKi

i struktur¹ cz¹steczek jest u¿yteczna w racjonalnym badaniu leków oraz w ocenie
biologicznych i farmaceutycznych w³a�ciwo�ci moleku³. W chemii �rodowiskowej
i geologii, warto�ci pKi decyduj¹ o rozpuszczalno�ci/lipofilno�ci zwi¹zków, a zatem
o ich dystrybucji w �rodowisku naturalnym.

Od dysocjacji kwasów oraz pH roztworów w ukladach binarnych rozpuszczal-
ników zale¿y stopieñ rozdzielenia analitów technikami chromatografii cieczowej
w odwróconym uk³adzie faz [7�10], chromatografii jonowej [11, 12], czy strefowej
elektroforezy kapilarnej [13, 14]. Warto�ci pH i pKi kwasów wp³ywaj¹ tak¿e na
kszta³t widm UV-VIS i 1H NMR tych kwasów. Odpowiednie efekty s¹ u�rednio-
nymi warto�ciami takich wielko�ci jak absorbancja (A) [15�18], przesuniêcie che-
miczne (d ) [19, 20], czas retencji (tR) lub zredukowany czas retencji (t�R) [21�24],
jak równie¿ efektywna ruchliwo�æ (me) [25, 26], wyra¿one wzorem

(1)

= A, d, tR, t�R, me; q ³ m, oraz Kq+1-k = [H+][Hk-1L
+k-1-n]/[HkL

+k-n]
Dane literaturowe dotycz¹ce pKi kwasów odnosz¹ siê g³ównie do roztworów

wodnych, rzadziej roztworów w rozpuszczalnikach organicznych lub wodno-orga-
nicznych. Z kolei wiedza dotycz¹ca zmian pK, wynikajacych ze zmiany sk³adu
w uk³adach binarnych rozpuszczalników, jest niewielka, a przy tym czêsto niepew-
na/b³êdna. Dlatego wa¿nym zagadnieniem jest opracowanie relatywnie prostej
i dostêpnej w ka¿dym laboratorium metodologii badania i matematycznego mode-
lowania uk³adów elektrolitycznych z rozpuszczalnikami binarnymi.

W niniejszym opracowaniu sformu³owano zale¿no�ci parametrów kwasowo�ci
pKi = pKi(x) dla kolejnych stopni dysocjacji s³abego kwasu HmL (1o) od u³amka
molowego x sk³adnika B w mieszaninie rozpuszczalników A + B lub W + B, lub (2o)
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od u³amka molowego A w mieszaninie W + A, gdzie: W = H2O, A, B � rozpuszczal-
niki organiczne. Zale¿no�ci te otrzymano z wyników miareczkowania pH-metrycz-
nego w uk³adzie D + T utworzonym z titranda (roztworu miareczkowanego, D)
i titranta (roztworu miareczkuj¹cego T) (Tab. 1). Pocz¹tkowe warto�ci pH roztwo-
rów HmL w D i T ustalano dodatkiem zasady (NaOH, KOH, NH3) lub kwasu (HCl)
jako modyfikatora pH. Sk³ad i stê¿enia HmL oraz modyfikatora w D i T s¹ jedna-
kowe, a zmiany pH w trakcie miareczkowania wynikaj¹ tylko z ró¿nicy w³a�ciwo�ci
kwasowo-zasadowych rozpuszczalników u¿ytych do sporz¹dzania D i T. Zale¿no�ci
pKi = pKi(x) modelowano przy u¿yciu ró¿nych funkcji, co pozwoli³o obliczyæ war-
to�ci pKi(0) i pKi(1) w roztworach HmL zawieraj¹cych pojedynczy rozpuszczalnik:
W lub A i B. Rozszerzenie tej metody pozwoli³o na wprowadzenie wewnêtrznego
kryterium walidacyjnego dla warto�ci pKi(0) i pKi(1), opartego na u¿yciu par D + T
utworzonych z rozpuszczalników W, A i B. Przedstawiono te¿ algorytmy, maj¹ce na
celu wyznaczanie zale¿no�ci Li = Li(x) dla przewodnictw molowych jonów utwo-
rzonych przez HmL w uk³adach binarnych rozpuszczalników A + B lub W + B przy
u¿yciu technik miareczkowania konduktometrycznego i pH-metrycznego.

Tabela 1. Sk³ad titranda (D) i titranta (T) tworz¹cych uk³ad D + T; stê¿enie HmL w D i T
wynosi C mol/l (uk³ady 1�5), stê¿enie modyfikatora pH (Z) w D i T wynosi Cbi mol/l (uk³ady 4, 5)

Table 1. The composition of titrand (D) and titrant (T) forming the D+T system;
concentration of HmL in D and T equals C mol/l (systems 1�5), concentration of pH-modifier (Z)

in D and T equals Cbi mol/l (systems 4, 5)

W przyjêtych modelach zak³ada siê, ¿e uk³ady D + T s¹ homogeniczne w ca³ym
zakresie zmienno�ci u³amka molowego x sk³adnika B w mieszaninie, co oznacza
nieograniczon¹ rozpuszczalno�æ wzajemn¹ sk³adników tworz¹cych dany uk³ad binar-
nych rozpuszczalników i ca³kowit¹ rozpuszczalno�æ soli jako produktów reakcji.
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1. PRZEGL¥D METOD WYZNACZANIA PK

Metoda miareczkowania pH-metrycznego jest najczêstsz¹, referencyjn¹
[27�30] metod¹ wyznaczania pKi kwasów w zakresie warto�ci od 2 do 12. Dla kwa-
sów absorbuj¹cych promieniowanie w zakresie UV-VIS, stosuje siê równie¿ ³¹czone
techniki miareczkowania pH-metrycznego i spektrofotometrycznego [31�33]. Dla
sk³adników barwnych stosuje siê tak¿e funkcjê kwasowo�ci Hammetta [34, 35].

Podczas miareczkowania technik¹ pH 1H NMR bada siê zale¿no�æ przesuniê-
cia chemicznego d od pH [36, 37]. Technika ta jest szczególnie przydatna do wyzna-
czania pK w zakresie 0�2 [38], gdzie metoda miareczkowania potencjometrycz-
nego nie znajduje zastosowania ze wzglêdu na nieliniowo�æ charakterystyki elek-
trody szklanej. U¿ycie ww. metod jest na ogó³ limitowane stê¿eniem analizowanego
kwasu, bowiem dla zapewnienia wysokiej dok³adno�ci oznaczeñ jest po¿¹dane, by
stê¿enie to by³o wiêksze od 10�3 mol/l, najlepiej rzêdu 10�2 mol/l, czyli by masa
kwasu w pojedynczym miareczkowaniu stanowi³a w przybli¿eniu od 10�6 do 10�5

masy jednego mola u¿ytego kwasu HmL, co przy objêto�ci roztworu miareczkowa-
nego rzêdu mililitrów i MHmL rzêdu 102 g/mol daje masê HmL rzêdu miligramów,
a wiêc du¿¹ w przypadkach, gdy dysponuje siê niewielkimi ilo�ciami sk³adników
rozdzielonych technikami chromatograficznymi. Mo¿liwo�ci te oferuje w szczegól-
no�ci strefowa elektroforeza kapilarna [39, 42], gdzie stosuje siê objêto�ci analizo-
wanej próbki rzêdu mikrolitrów lub mniejsze [39] oraz wykorzystuje zale¿no�æ ich
ruchliwo�ci elektroforetycznej od pH roztworu w kolumnie kapilarnej [43, 44], co
jest podstaw¹ do�wiadczalnego wyznaczania pK1 t¹ metod¹ [4, 43�48].

Wzór (1) jest tak¿e podstaw¹ obliczeñ warto�ci pKi wymienionymi wcze�niej
metodami. Warto�ci te musz¹ byæ zwalidowane przez porównanie z warto�ciami
otrzymanymi metod¹ miareczkowania potencjometrycznego [27�29]. Metod¹ wolta-
metrii cyklicznej [49] wyznacza siê pK1 dla kwasów monoprotonowych i poliproto-
nowych, charakteryzuj¹cych siê znaczn¹ warto�ci¹ DpK = pK2 � pK1; kwasy wielo-
protonowe tego typu okre�la siê jako pseudo-monoprotonowe.

Do oszacowania pK kwasów stosuje siê tak¿e kwantowo-chemiczne metody
obliczeniowe. Wiêkszo�æ tych metod opiera siê na addytywno�ci parametrów zwi¹za-
nych z entalpi¹ swobodn¹ (ang. Linear Free Energy Relationship, LFER) [50, 51],
okre�lanej jako postulat Hammetta�Tafta [50, 52�54]. W szczególno�ci, model opra-
cowany w ramach programu komputerowego (ang. Scalable Procesor Architecture,
SPARC) [55] zawiera algorytmy obliczeniowe dla pK1, oparte na strukturze zwi¹z-
ków, wynikaj¹ce z LFER oraz rachunku zaburzeñ dla orbitali molekularnych [56].
Warto�ci pK1 s¹ tak¿e skorelowane z parametrami solwatochromowymi Kamleta�
Tafta [57].

Ró¿ne metody analizy w rozpuszczalnikach organicznych B daj¹ warto�ci pKi

niekiedy znacznie ró¿ni¹ce siê pomiêdzy sob¹. Spektakularnym przyk³adem jest tu
kwas benzoesowy w acetonitrylu, dla którego znajdujemy w literaturze warto�ci
pK1 równe 21,51 [58, 59] i 6,5 [60].
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2. CHARAKTERYSTYKA UK£ADÓW

Wyniki pomiarowe wyznaczania zale¿no�ci pKi = pKi(x) i Lp = Lp(x) przedsta-
wiane w niniejszej pracy uzyskuje siê metodami miareczkowania pH-metrycznego
i konduktometrycznego. W metodach tych, odpowiednie roztwory pe³ni¹ wzajem-
nie rolê titranda (D) lub titranta (T) (Rys. 1) o sk³adzie przedstawionym w Tabeli 1.

Rysunek 1. Schemat wzajemnych miareczkowañ w uk³adach D + T; Cbi � stê¿enie modyfikatora pH w uk³a-
dzie dla i-tej pary roztworów zastosowanych do wyznaczania zale¿no�ci pKi = pKi(x) dla i-tego
parametru kwasowo�ci

Figure 1. Scheme of reciprocal titrations in the systems D + T; Cbi � concentration of pH-modifier in i-th
D + T system applied for determination of pKi = pKi(x) for i-th acidity parameter

Uk³ady nr 1 i 2 (Tab. 1) dotycz¹ roztworów kwasu HmL w czystych rozpusz-
czalnikach: W i B (uk³ad nr 1) lub A i B (uk³ad nr 2). Przy tym zak³ada siê, ¿e kwas
HmL u¿yty przy sporz¹dzaniu D i T nie jest hydratem, np. kwas ftalowy H2L (m = 2).
Uk³ad nr 3 dotyczy m.in. przypadku kwasu cytrynowego H3L·H2O (m = 3); hydrat
ten wprowadza wodê jako sk³adnik mniejszo�ciowy wzglêdem B, co zaznaczamy tu
symbolem w + B; przy tym stê¿enie HmL w D i T jest niewielkie, np. 0.01 mol/l.
W tych warunkach, ilo�æ H2O wprowadzona do uk³adu z H3L·H2O jest porówny-
walna z zawarto�ci¹ (ok. 0,05% w MeOH lub 0,1% w Me2SO) domieszek (m.in.
H2O) wchodz¹cych w sk³ad odpowiednich rozpuszczalników A i B u¿ytych do ana-
lizy, które równie¿ zaniedbujemy w rozwa¿aniach. W uk³adzie nr 4, zawarto�æ
W = H2O pochodz¹ca z roztworu Z (modyfikator pH) jest znacznie wiêksza ni¿
w uk³adzie nr 3. Uk³ad nr 5 stanowi najogólniejsz¹ (w tym kontek�cie) postaæ uk³adu
quasi-binarnego, w którym W jest sk³adnikiem mniejszo�ciowym, dla którego nie
przewiduje siê szerokich zmian warto�ci u³amka molowego; przyjmuje siê wiêc, ¿e
VW << VB, V0W << V0A oraz V0W << V0B, VW << VA. Za³o¿enia te nie maj¹ miejsca
w uk³adach 1 i 3.
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W uk³adach nr 4 i nr 5, sk³ad D i T jest zmodyfikowany obecno�ci¹ zasady
(Z = NaOH, KOH, NH3) lub mocnego kwasu (Z = HCl). Obecno�æ Z pozwala uzys-
kaæ warunki, w których jest mo¿liwe wyznaczenie okre�lonych parametrów uk³adu.
W szczególno�ci, u¿ycie Z = NH3 zaleca siê zw³aszcza tam, gdzie sole sodowe odpo-
wiednich kwasów wytr¹caj¹ siê z roztworu A, B lub A + B, a sole amonowe odpo-
wiednich kwasów s¹ rozpuszczalne w warunkach analizy. Przy tym, Z = NH3 mo¿na
stosowaæ jako modyfikator pH w zakresie kwa�nych i obojêtnych roztworów wod-
nych, gdzie [NH3]/[NH4

+] << 1. Mocny kwas dodaje siê jako modyfikator wówczas,
gdy (a) zamiast HmL stosuje siê sól typu MkHm-kL·wH2O lub/i (b) HmL tworzy formy
HiL

+i-m (i = 0, 1,..., q; q > m). Przy sporz¹dzaniu D i T, modyfikator Z wprowadza siê
� z konieczno�ci � w postaci roztworów wodnych. Ogólnie zaleca siê zminimalizo-
wanie ilo�ci W = H2O w wyj�ciowych roztworach z A i B w D i T. Dlatego, przy
sporz¹dzaniu roztworów wyj�ciowych, HmL wprowadza siê do rozpuszczalnika orga-
nicznego jako cia³o sta³e, a nie jako roztwór wodny, a modyfikator Z wprowadza siê
w postaci roztworu wodnego o stê¿eniu wynosz¹cym oko³o 1 mol/l.

Wyznaczone do�wiadczalnie funkcje pKi = pKi(x) s¹ m.in. podstaw¹ obliczania
pKi(0) i pKi(1) dla parametrów kwasowo�ci pKi(x) kwasów organicznych HmL
w czystych rozpuszczalnikach, tworz¹cych uk³ad binarnych rozpuszczalników [61, 62].
Warunkiem otrzymania tych zale¿no�ci w ca³ym zakresie zmienno�ci x jest ca³ko-
wita wzajemna rozpuszczalno�æ A, B i W.

3. FUNKCJE x = x(V)

Rozwa¿aj¹c uk³ad nr 5 a (Tab. 1),

� HmL (C) + Z (Cbi) / W + A (jako D, objêto�æ V0 ml)

� HmL (C) + Z (Cbi) / W + B (jako T, objêto�æ V ml),

oraz stosuj¹c oznaczenia: Z � zasada (jako modyfikator pH), X = A, B, W, w (roz-
puszczalniki organiczne i woda), nX � liczba moli wyra¿ona w milimolach, rX �
gêsto�æ wyra¿ona w g/ml, MX � masa molowa wyra¿ona w g/mol, V0X i VX � objê-
to�ci substancji X zawarta w D i T wyra¿ona w mililitrach; mo¿emy sformu³owaæ
zale¿no�ci:

(2)

(3)
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(4)

V0A + V0W = V0, VB + VW = V , VA + VW = V, V0B + V0W = V0, (5)

rAB = VA/VB = V0A/V0B, rWA = VW/VA = V0W/V0A. (6)

Zale¿no�ci (5) wyra¿aj¹ upraszczaj¹ce za³o¿enie addytywno�ci objêto�ci odpo-
wiednich sk³adników tworz¹cych D i T. Dla ww. miareczkowania (5a w Tab. 1)
otrzymujemy kolejno:

(7)

(8)

Dla odwrotnego miareczkowania (patrz nr 5 b, Tab. 1) w uk³adzie
� HmL (C) + Z (Cbi) / W + B jako D (objêto�æ V0 ml)
� HmL (C) + Z (Cbi) / W + A jako T (objêto�æ V ml)

mamy kolejno:

(9)

(10)

Dla V0W = VW = 0 otrzymujemy: V0A = V0 i VB = V w (7) oraz V0B = V0 i VA = V
w (9); st¹d rWA = rWB = 0. Wzory (8) i (10) upraszczaj¹ siê wówczas do postaci

(8a)

(10a)

odnosz¹cej siê do uk³adu 2 w Tablicy 1.
Po podstawieniach: V0A = 0, V0W = V0, VW = 0, VB = V we wzorze (5) otrzymu-

jemy:

(8b)
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dla V0W = 0, V0B = V0, VA = 0, VW = V,

(10b)

(Tab. 1, uk³ad 1). Dla V0A = 0, V0W = V0, VB + VW = V, mamy: VB = V/(1 + rWB),
VW = rWBV/(1 + rWB); st¹d

(8c)

Podobnie, po podstawieniu w równaniu (5): V0B+V0W = V0, VA = 0, VW = V mamy:
V0B = V0/(1 + rWB), V0W = rWBV0/(1 + rWB), a st¹d

(10c)

(Tab. 1, uk³ad nr 3).
Wzory dla x w uk³adzie nr 4 (Tab. 1) s¹ identyczne jak dla uk³adu nr 3, z tym, ¿e

wodny roztwór Z w uk³adzie nr 4 jest dodatkowym �ród³em W.
Warto zauwa¿yæ, ¿e wzory dla miareczkowañ odwrotnych w obrêbie danego

uk³adu (Tab. 1) otrzymuje siê przez zast¹pienie V przez V0 i vice versa. Przy tym
zale¿no�ci x = x(V), sformu³owane dla zasady jako modyfikatora pH, zachowuj¹
swój kszta³t w przypadku, gdy modyfikatorem pH jest mocny kwas nieutleniaj¹cy,
typu HCl.

Nale¿y podkre�liæ (Tab. 1), ¿e stê¿enia solwatów: HmL oraz Z w D i T s¹ jedna-
kowe i równe odpowiednio C i Cbi (gdy Z jest zasad¹). Poniewa¿ przy mieszaniu
D i T, jak i przy mieszaniu sk³adników tworz¹cych D i T, mamy z regu³y do czynie-
nia z kontrakcj¹ objêto�ci, oznacza to, ¿e stê¿enia C i Cbi odpowiednich sk³adników
rosn¹ w wyniku zmieszania ich roztworów w ró¿nych rozpuszczalnikach. Efekty
kontrakcji przy wyprowadzeniu powy¿szych zale¿no�ci x = x(V) mo¿na jednak
zaniedbaæ na gruncie ograniczonej dok³adno�ci pomiarów pH. Z prostych obliczeñ
[61] wynika bowiem, ¿e niepewno�æ DpH = 0,02 w okre�leniu pH wi¹¿e siê z nie-
pewno�ci¹ stê¿enia jonów H+ równ¹ ok. 5%. Efekty kontrakcji roztworu i wynika-
j¹cy st¹d wzrost stê¿eñ ww. solwatów w mieszaninie s¹ podobnej wielko�ci, dlatego
te¿ za³o¿enia upraszczaj¹ce: C = C(x) = const i Cbi = Cbi(x) = const s¹ uzasadnione.

Wyznaczenie zale¿no�ci pKi = pKi(x) wymaga odpowiedniej konwersji zmien-
nych, w wyniku której punkty do�wiadczalne {(Vj, pHj)|j = 1, �, N}, otrzymane
z miareczkowañ pH-metrycznych, s¹ przekszta³cone w punkty {(xj, pKij)|j = 1, �, N},
gdzie pKij = pKi(pHj), (Rys. 2). W dalszym ci¹gu, punkty {(xj, pKij)|j = 1, �, N} s¹
modelowane za pomoc¹ odpowiednich zale¿no�ci funkcyjnych pKi = pKi(x). Prze-
kszta³cenie V do x za pomoc¹ zale¿no�ci funkcyjnych x = x(V), okre�lonych
dla uk³adów podanych w Tabeli 1, wymaga m.in. obliczenia warto�ci rWA i rWB
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(por. wzory 6). W tym celu nale¿y uwzglêdniæ: (a) wodê wprowadzon¹ w roztworze
Z, u¿ytym jako modyfikator pH w D i T; (b) wodê zwi¹zan¹ np. w NakHm-kL·wH2O
(w ³ 0); (c) wodê utworzon¹/zu¿yt¹ w reakcjach neutralizacji/hydrolizy.

Rysunek 2. Konwersja (V, pH) ® (x, pKi)
Figure 2. Conversion (V, pH) ® (x, pKi)

W celu przetransformowania warto�ci pH do warto�ci pKi = � logKi, stosuje siê
zale¿no�ci wyra¿one funkcjami Hendersona�Hasselbalcha (H�H) [63]. Na tej pod-
stawie oblicza siê pKi(0) i pKi(1), odniesione do roztworów HmL w czystych roz-
puszczalnikach A i B lub W i B.

4. FORMU£OWANIE FUNKCJI TYPU HENDERSONA�HASSELBALCHA
� PRZYK£ADY

4.1. WYZNACZANIE pKi DLA KWASÓW TRIPROTONOWYCH

Jako przyk³ad sformu³ujemy funkcje H�H dla kwasu cytrynowego H3L (q = n = 3)
i okre�limy granice pH ich stosowalno�ci na podstawie danych literaturowych,
pKiW = pKi(0) okre�lonych dla tego kwasu w roztworze wodnym (W) oraz informa-
cji wyszczególnionych na Rysunku 3.

Rysunek 3. Charakterystyka kwasowo-zasadowych w³a�ciwo�ci kwasu cytrynowego (H3L) w roztworze wod-
nym

Figure 3. Characteristics of acid-base properties of citric acid in aqueous solution

Dla roztworu zawieraj¹cego H3L (C mol/l) i Z (Cbi mol/l) mamy bilanse: ³adun-
kowy i stê¿eniowe;

[H+] + [M+] = [H2L
�] + 2[HL2�] + 3[L3�] + [OH�] (11)

[H3L] + [H2L
�] + [HL2�] + [L3�] = C (12)
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[M+] = Cbi (13)
oraz zale¿no�ci;

K1 = [H+][H2L
�]/[H3L], K2 = [H+][HL2�]/[H2L

�], K3 = [H+][L3�]/[HL2�] (14)

Stosuj¹c uproszczone wyra¿enia otrzymane z (11) i (12), na podstawie zale¿-
no�ci (14) otrzymujemy wyra¿enia dla pKi (i = 1, 2, 3). I tak, w zakresie pH bliskim
pK1 i dostatecznie odleg³ym od pK2 otrzymujemy

(15)

Dla warto�ci pH zbli¿onych do pK2 i dostatecznie odleg³ych od pK1 i pK3 mamy

(16)

a dla pH bliskich pK3 w �rodowisku kwa�nym o pH dostatecznie odleg³ym od pK2

otrzymujemy

(17)

4.2. WYZNACZANIE pKI DLA KWASÓW DIPROTONOWYCH

Mo¿na wyró¿niæ 3 typy kwasów diprotonowych, a mianowicie:
� kwasy H2L 1-go typu, ze sk³adnikami H2L, HL�, L2� (q = m = 2);
� kwasy HL 2-go typu, ze sk³adnikami H2L

+, HL, L� (q = 2, m = 1);
� kwasy H2L 3-go typu, ze sk³adnikami HL�, L2� (q = 1, m = 2).

Kwas diprotonowy 1-go typu

Na przyk³ad, bilanse: ³adunkowy i stê¿eniowe dla roztworu zawieraj¹cego kwas
malonowy H2L (o stê¿eniu C mol/l oraz warto�ciach: pK1 = pK1W = 2,83 i pK2 =
pK2W = 5,69) (Rys. 4) i Z (Cbi mol/l) maj¹ postaæ:

[M+] + [H+] = [HL-] + 2[L2-] + [OH-]

[H2L] + [HL-] + [L2-] = C

[M+] = Cbi (i = 1, 2)
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Rysunek 4. Charakterystyka kwasowo-zasadowych w³a�ciwo�ci kwasu malonowego (H2L) w roztworze
wodnym

Figure 4. Characteristics of acid-base properties of malonic acid (H2L) in aqueous solution

Wyra¿enia dla K1 i K2 s¹ nastêpuj¹ce:

 oraz (18)

Z przybli¿onych równañ, sformu³owanych dla pH z otoczenia pK1, otrzymu-
jemy

(19)

natomiast dla pH z otoczenia pK2 otrzymujemy

(20)

Kwas diprotonowy 2-go typu

W tym przypadku stosujemy: (1o) mocny kwas (HCl) do osi¹gniêcia pH blis-
kiego pK1 oraz (2o) zasadê (NaOH, NH3) do osi¹gniêcia pH bliskiego pK2. Niech
HL = kwas pirydyno-3-karboksylowy (PY-3CA, pK1 = 2,03, pK2 = 4,90), cyt.
w [61] (Rys. 5). Bilanse: ³adunkowy i stê¿eniowe dla roztworu zawieraj¹cego HL
(C mol/l) i HCl (Ca = mol/l) maj¹ tu postaæ:

[H2L
+] + [H+] = [L�] + [Cl�] + [OH�]

[H2L
+] + [HL] + [L�] = C

[Cl�] = Ca

a wyra¿enia dla K1 i K2

 i (21)
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Rysunek 5. Charakterystyka kwasowo-zasadowych w³a�ciwo�ci PY-3CA (HL) w roztworze wodnym
Figure 5. Characteristics of acid-base properties of PY-3CA (HL) in aqueous solution

Dla pH z otoczenia pK1 otrzymujemy

(22)

Bilanse: ³adunkowy (dla [H+] >> [OH�]) i stê¿eniowe dla roztworu zawieraj¹-
cego HL (C mol/l) i NaOH (Cb mol/l) s¹ nastêpuj¹ce:

[H2L
+] + [Na+] + [H+] = [L�]

[H2L
+] + [HL] + [L�] = C

[Na+] = Cb

Dla pH bliskiego pK2 mamy

(23)

Ca (wzór 22) i Cb (wzór 23) s¹ stê¿eniami HCl i NaOH w D i T potrzebnymi do
osi¹gniêcia pH bliskiego pK1 i pK2, odpowiednio.

Kwas diprotonowy 3-go typu

Jest to kwas H2L typu H2SO4, w którym [H2L] = 0, [HL�] > 0, [L2�] > 0. Bilanse:
³adunkowy i stê¿eniowe dla roztworu zawieraj¹cego H2L (C mol/l) i NaOH (Cb mol/l)
s¹ nastêpuj¹ce:

[Na+] + [H+] = [HL�] + 2[L2�] (w �rodowisku kwa�nym) (24)

[HL�] + [L2�] = C

[Na+] = Cb
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Stosuj¹c K2 jak w (18), mamy

(25)

Przy Cb = 0 (tj. w nieobecno�ci NaOH), z (25) otrzymujemy

(26)

5. MODELOWANIE FUNKCJI pKI = pKI(x)

Do wyznaczenia zale¿no�ci pKi = pKi(x) w uk³adzie binarnych rozpuszczalni-
ków mo¿na pos³u¿yæ siê pojêciem nadmiarowej standardowej entalpii swobodnej
[61] wyra¿onej wzorem

(27)

gdzie:

(28)

(29)

(30)

b = RT · ln10 (31)

Z zestawienia wzorów (27)�(31) otrzymujemy zale¿no�æ

(32)

U³amek, którego warto�æ zale¿y od x, mo¿na przybli¿aæ za pomoc¹ funkcji
wielomianowych, np. wielomianem Redlicha�Kistera (R�K) [64, 65].

Wprowadzaj¹c now¹ zmienn¹

z = 1 � 2x (33)

otrzymujemy zale¿no�æ [61]

(34)



T. MICHA£OWSKI, B. PILARSKI, A. DOBKOWSKA, J. M£ODZIANOWSKI138

Obok relacji (34) mo¿na zastosowaæ [61] rozwiniêcie w postaci wielomianów
ortogonalnych Legendre�a (normalne, przesuniête), a tak¿e asymetryczne postacie
funkcji: Myersa-Scotta [66]

(35)

i zale¿no�æ zaproponowan¹ przez Micha³owskiego [61]

(36)

gdzie z Î (� 1, 1) jest tzw. parametrem sko�no�ci. Wzór (34) jest szczególnym przy-
padkiem rozwiniêcia w funkcjê wielomianow¹

(37)

Dla n = 4, wspó³czynniki: j0, j1, a0, ..., a4 równania (34) i b0,..., b6 w równaniu
(37) s¹ zwi¹zane zale¿no�ciami:

(38)

(39)

Sk¹d otrzymujemy:

(40)

Wykazano, ¿e funkcje aproksymacyjne (34)�(36) charakteryzuj¹ siê zadowala-
j¹cym, a czêsto doskona³ym dopasowaniem do punktów do�wiadczalnych dla n = 3
i 4. Funkcja (37) odpowiada wielomianowi z n = 4 we wzorze (34). Funkcje asyme-
tryczne (35) i (36) okazuj¹ siê przydatne w przypadku wyra�nie zakrzywionego prze-
biegu zale¿no�ci pKi = pKi(x) w pobli¿u koñców przedzia³u zmiennej x [61].

Do obliczeñ numerycznych przygotowano oprogramowanie pozwalaj¹ce otrzy-
maæ odpowiednie dane fizykochemiczne wraz z ich ocen¹ statystyczn¹ po wprowa-
dzeniu do komputera danych {(Vj, pHj) | j = 1,...,N} otrzymanych z miareczkowañ
pH-metrycznych.
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6. WYZNACZANIE PRZEWODNO�CI MOLOWYCH

Prawo niezale¿nego ruchu jonów jest wyra¿one wzorem Kohlrauscha

(41)

gdzie L jest przewodno�ci¹ molow¹, kc � sta³¹ naczynka konduktometrycznego,
Lp � przewodnictwem molowym jonu p-tego rodzaju,  z liczb¹ ³adunkow¹ zp.
Wzór (41) jest podobny w swej formie do wzoru wyra¿aj¹cego 2-gie prawo Beera

(42)

gdzie A jest absorbancj¹, l � d³ugo�ci¹ drogi optycznej, ep � molowym wspó³czynni-

kiem absorpcji dla .

Procedurê wyznaczania zale¿no�ci Lp = Lp(x) prze�ledzimy na przyk³adzie bada-
nia roztworów kwasu cytrynowego, H3L (q = m = 3), dla którego podano uprzednio
sposób wyznaczenia zale¿no�ci pKi = pKi(x) z wyników miareczkowañ pH-metrycz-
nych, wykonanych w uk³adzie H3L (C) + Z (Cbki) / w + B � H3L (C) + Z (Cbki) / W
(Tab. 1, uk³ad nr 4), gdzie Cbki jest i-tym stê¿eniem Z = NH3 w k-tym zakresie pomia-
rowym (k = 1, 2, 3; i = 1, 2,..., nk); pHkij jest warto�ci¹ pH w j-tym punkcie odpowia-
daj¹cym stê¿eniu Cbki dla Z w D+T.

Przewodno�æ w³a�ciw¹ tego roztworu wyra¿a wzór

(43)

Nie wszystkie zale¿no�ci Li = Li(x) (i = 1, ..., 5) bêd¹ wyznaczane równocze�nie.
W wê¿szych zakresach pH, wzór (43) mo¿na przedstawiæ w prostszych posta-

ciach. I tak, w zakresie 1 (Rys. 6) mamy:

(44)

W zakresie 2

(45)

a w zakresie 3

(46)
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Rysunek 6. Zakresy pomiarowe do wyznaczania zale¿no�ci Lp = Lp(x); k � numer zakresu
Figure 6. The measuring ranges for determination of the relationship; k � the range number

Zak³adamy przy tym, ¿e zale¿no�ci pKi = pKi(x) s¹ uprzednio znane na podsta-
wie wyników miareczkowañ pH-metrycznych. Oznaczaj¹c

(47)

oraz

(48)

obliczamy:

(49)

Niech pHkij oznacza j-t¹ warto�æ pH otrzyman¹ przy stê¿eniu Z równym Cbki

w k-tym zakresie pomiarowym (Rys. 2); k = 1, 2, 3; i = 1,..., nk; j = 1,..., Nki. Stosuj¹c
powy¿sze oznaczenia, mo¿na wzory (44)�(46) przepisaæ w postaci równañ regresji:

(44a)

(45a)

(46a)

gdzie:

(50)

Ze zmian¹ warto�ci j, której odpowiada objêto�æ Vj dodanego titranta T, zmie-
nia siê warto�æ x = xj. Zak³ada siê a priori, ¿e warto�ci Lp s¹ niezale¿ne od k oraz i.
Zak³ada siê równie¿, ¿e porcje dozowanego titranta T, a wiêc i objêto�ci Vj s¹ takie
same we wszystkich miareczkowaniach, czyli Nki = N; nie stanowi to problemu
w miareczkowaniach automatycznych.
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Warto�ci Lp s¹ wyznaczane w obrêbie poszczególnych zakresów pomiarowych.
Oznacza to, ¿e np. zale¿no�ci L2 = L2(x) s¹ wyznaczane w ka¿dym z zakresów,
natomiast L3 = L3(x) i L4 = L4(x) w dwóch zakresach pH. Z jednej strony wprowa-
dza to niejednoznaczno�æ otrzymanych wyników, z drugiej jednak strony stanowi
rodzaj kryterium walidacyjnego proponowanej metody. Zak³adaj¹c, ¿e w ka¿dym
zakresie wykonuje siê miareczkowania przy nk = n = 8 warto�ciach Cb, oznacza to
konieczno�æ wykonania minimum 3 · 8 = 24 miareczkowañ konduktometrycznych;
do oceny statystycznej pozostaje wówczas, w ka¿dym przypadku, f = 8 � 3 = 5
stopni swobody. Zak³ada siê przy tym, ¿e ró¿nice w mocy jonowej roztworów, wyni-
kaj¹ce z dodania ró¿nych ilo�ci Z do poszczególnych par roztworów tworz¹cych
uk³ady (D + T)ki, s¹ do zaniedbania przy miareczkowaniach w uk³adzie rozcieñczo-
nych roztworów D i T. Zachowanie (w przybli¿eniu) sta³ej mocy jonowej roztwo-
rów przez dodanie znaczniejszych ilo�ci elektrolitu podstawowego (np. KCl) nie
wchodzi tu w grê, a to ze wzglêdu na niewielk¹ rozpuszczalno�æ soli jonowych
w rozpuszczalnikach niewodnych. Z tych to wzglêdów zast¹piono tu wodorotlenek
sodu amoniakiem, gdy¿ cytryniany sodu wytr¹caj¹ siê z tych roztworów przy stê-
¿eniach rzêdu 10�2 mol/l. Wykonywanie miareczkowañ przy warto�ciach C rzêdu
10�3 mol/l i ni¿szych nie zaleca siê, a to ze wzglêdu na nisk¹ precyzjê miareczkowañ
i inne czynniki towarzysz¹ce pomiarom w tych warunkach analizy.

Schemat obliczeñ prze�ledzimy na bazie wzoru (44a). Warto�ci L1j, L2j i L3j

wyznaczamy metod¹ najmniejszych kwadratów, przez minimalizacjê sumy kwadra-
tów

(51)

Obliczenia te wykonujemy dla j = 1, ..., N. Podstawiaj¹c warto�ci V = Vj

z punktów {(Vj, pHkij)|j = 1, �, N} do wzorów 8c i 10c, odnosz¹cych siê do uk³adu
4, otrzymujemy st¹d punkty {(xj, Lpj)|j = 1, �, N}, które przybli¿amy wielomianem
analogicznym do (38), przedstawionym w postaci

(52)

 Warto�ci bpr (r = 1,..., 6) wyznacza siê wiêc metod¹ najmniejszych kwadratów,
z warunku minimalizacji funkcji

(53)

Wybór funkcji aproksymuj¹cej (52) jest podyktowany nastêpuj¹cymi wzglê-
dami:

1o � formalnym podobieñstwem wzorów (52) i (37), gdy¿ równanie wielomia-
nowe szóstego stopnia wzglêdem z jest, na bazie wzoru (33), równaniem wielomia-
nowym szóstego stopnia wzglêdem x;

r=0
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2o � wzór (52) (podobnie jak wzór 37) ma charakter autonomiczny � tzn. nie
ma konotacji z nadmiarow¹ funkcj¹ standardow¹ Gibbsa (wzór 27);

3o � wielomian szóstego stopnia okaza³ siê adekwatny w dotychczasowych obli-
czeniach [61, 62], wykonanych na bazie wzoru (34).

Po otrzymaniu zale¿no�ci Lp = Lp(x) mo¿na uzyskaæ � na drodze ekstrapolacji
� warto�ci Lp(0) i Lp(1). Wyniki otrzymane z ekstrapolacji s¹ tu bardziej miarodaj-
ne, gdy warto�ci brzegowe dla x objête pomiarami � czyli x1 i xN � s¹ bliskie 0 i 1,
odpowiednio. Narzuca to (wspomnian¹ wy¿ej) konieczno�æ stosowania umiarko-
wanie stê¿onych roztworów modyfikatora Z (tu: NH3). U¿ycie zbyt stê¿onych roz-
tworów modyfikatora Z nie jest jednak wskazane ze wzglêdu na trudno�ci i b³êdy
precyzji zwi¹zane z odmierzaniem ma³ych porcji (lepkich) roztworów.

7. WYNIKI DO�WIADCZALNE

Celem badañ przedstawionych w [61, 62] by³o znalezienie zale¿no�ci funkcyj-
nych pK = pK(x) dla wybranych kwasów mono- i diprotonowych w uk³adach typu 1
i 2 (Tab. 1). Kwasy diprotonowe H2L traktowano tu jak pseudo-monoprotonowe, co
jest uzasadnione wówczas, gdy ró¿nica DpK = pK2 � pK1 dla H2L jest dostatecznie
du¿a. Parametry kwasowo�ci tak traktowanych kwasów oznaczono symbolem pK
(bez indeksu).

Zakres zmian pH w trakcie miareczkowania w uk³adach typu 1 (Tab. 1) zale¿y
od rodzaju u¿ytego rozpuszczalnika B; na przyk³ad, dla B = Me2SO i HmL = PY-3CA
(kwas pirydyno-3-karboksylowy) zakres ten wynosi kilka jednostek pH; np. krzywa
1b na Rysunku 7 obejmuje ok. 4 jednostki pH. Punkt przeciêcia krzywych wzajem-
nego miareczkowania przypada dla V bliskich 3 ml, co jest jednym z dowodów na
to, ¿e uk³ad elektrod zachowuje siê w sposób odwracalny przy rosn¹cych i malej¹-
cych warto�ciach x.

Dane z Rysunek 7 mo¿na przedstawiæ we wspó³rzêdnych (x, pH) (Rys. 8) lub
(x, pK) (Rys. 9). W tym celu zastosowano wzory (8b) i (10b) oraz zale¿no�æ [61]

pK = 2pH + log(C � 10�pH). (54)

Przebieg krzywych na Rysunku 7 obejmuje tak¿e warto�ci V > 3 ml, a wiêc we
wspó³rzêdnych (x, pH) i (x, pK(x)) odpowiednie punkty pokrywaj¹ pewien wspólny
zakres x. Stopieñ na³o¿enia siê tych fragmentów stanowi inne kryterium oceny odwra-
calno�ci wskazañ uk³adu pomiarowego. Z Rysunków 8 i 9 wynika, ¿e fragmenty
krzywych 3 nak³adaj¹ siê niemal doskonale, a dla krzywych 2 i 1 w zadowalaj¹cym
stopniu
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Rysunek 7. Punkty do�wiadczalne {(Vj, pHj)|j = 1, �, N}, N = 635, zestawione z miareczkowañ pH-metrycz-
nych: 1a � PY-3CA/Me2SO ® PY-3CA/W; 1b � PY-3CA/W ® PY-3CA/Me2SO; 2a � PY-3CA/
Me2SO ® PY-3CA/MeOH; 2b � PY-3CA/ MeOH ® PY-3CA/Me2SO; 3a � PY-3CA/ MeOH ®
PY-3CA/W; 3b � PY-3CA/W ® PY-3CA/MeOH; V0 = 3 mL dla D, C = 0.01 mol/l dla PY-3CA;
W = H2O; MeOH = alkohol metylowy; Me2SO = dimetylosulfotlenek (DMSO)

Figure 7. Experimental points {(Vj, pHj)|j = 1, �, N}, N = 635, collated from pH titrations: 1a � PY-3CA/
Me2SO ® PY-3CA/W; 1b � PY-3CA/W � PY-3CA/Me2SO; 2a � PY-3CA/Me2SO � PY-3CA/MeOH;
2b � PY-3CA/ MeOH � PY-3CA/Me2SO; 3a � PY-3CA/ MeOH ® PY-3CA/W; 3b � PY-3CA/W
® PY-3CA/MeOH; V0 = 3 mL for D, C = 0.01 mol/l for PY-3CA; W = H2O; MeOH = methyl
alcohol; Me2SO = dimethylsulphoxide (DMSO)

Rysunek 8. Punkty {(xj, pHj)|j = 1, �, N} dla miareczkowañ: 1 � PY-3CA/Me2SO « PY-3CA/W;
2 � PY-3CA/Me2SO « PY-3CA/MeOH; 3 � PY-3CA/MeOH « PY-3CA/W

Figure 8. Points {(xj, pHj)|j = 1, �, N} for titrations: 1 � PY-3CA/Me2SO « PY-3CA/W; 2 � PY-3CA/
Me2SO « PY-3CA/MeOH; 3 � PY-3CA/MeOH « PY-3CA/W

V, ml
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Rysunek 9. Uk³ady skonwertowanych punktów (1exp, 2exp, 3exp) oraz odpowiednie krzywe aproksymuj¹ce
(1, 2, 3) typu R-K (wz. 34) dla miareczkowañ: (1) PY-3CA/W « Me2SO; (2) PY-3CA/MeOH «
PY-3CA/Me2SO; (3) PY-3CA/W « PY-3CA/MeOH

Figure 9. The sets of converted points (1exp, 2exp, 3exp) and the related approximating functions (1, 2, 3)
of R-K type (Eq. 34) for titrations: (1) PY-3CA/W « Me2SO; (2) PY-3CA/MeOH « PY-3CA/
Me2SO; (3) PY-3CA/W « PY-3CA/MeOH

Uk³ad punktów do�wiadczalnych {(xj, pKij)|j = 1, �, N} na Rysunku 8 aprok-
symowano, dla ka¿dego z powy¿szych uk³adów, za pomoc¹ funkcji R-K (wzór 34).

Dopasowanie funkcji R-K do punktów do�wiadczalnych jest zadowalaj¹ce,
a w niektórych przypadkach doskona³e, np. dla uk³adów z kwasem fumarowym (FA),
przedstawionych na Rysunku 10. Stopieñ dopasowania krzywych zale¿y od war-
to�ci n we wzorze (34) i jest wystarczaj¹cy dla n = 3 i 4 (Rys. 11).

Krzywe na Rysunkach 8�10 wykre�lono przy za³o¿eniu, ¿e B = Me2SO w uk³a-
dach rozpuszczalników (W, Me2SO) i (MeOH, Me2SO) oraz B = MeOH w uk³adzie
rozpuszczalników (W, MeOH). Wynika st¹d, ¿e x = 0 odpowiada roztworom odpo-
wiednich kwasów w czystej W, a wiêc pocz¹tkowi krzywych 1 i 3, natomiast x = 1
odpowiada roztworom tych kwasów w czystym Me2SO, czyli koñcowi krzywych 1
i 2. Zbie¿no�æ punktów we wspó³rzêdnych (x, pK), jest zadowalaj¹ca na Rysunku 9
i doskona³a na Rysunku 10.
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Rysunek 10. Uk³ady skonwertowanych punktów (1exp, 2exp, 3exp) oraz odpowiednie krzywe aproksymujace
(1, 2, 3) typu R-K (wzór 34) dla miareczkowañ: (1) FA/W « FA/Me2SO; (2) FA/MeOH «
FA/Me2SO; (3) FA/W « FA/MeOH; N = 635

Figure 10. Sets of converted points (1exp, 2exp, 3exp) and the related approximating curves (1, 2, 3) of R-K
type (Eq. 34) for titrations: (1) FA/W « FA/Me2SO; (2) FA/MeOH « FA/Me2SO; (3) FA/W «
FA/MeOH; N = 635

Rysunek 11. Dopasowanie funkcji R-K do wyników miareczkowania PY-3CA/W « PY-3CA/MeOH przy n = 1
i n = 4

Figure 11. The fit of R-K function to the results of the titration PY-3CA/W « PY-3CA/MeOH at n = 1
and n = 4
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146Tabela 2. Warto�ci parametrów we wzorze (34) oraz pK(0) i pK(1) otrzymane z miareczkowañ z HmL = PY-3CA we wskazanych uk³adach rozpuszczalników

dla n = 1, 2, 3 i N = 635
Table 2. The values of parameters in Eq. 34, and pK(0), pK(1) values obtained from titrations with H mL = PY-3CA in indicated solvent systems for n = 1, 2, 3

and N = 635

Układ/System χWB n ϕ0  ϕ 1 α 0  α 1 α 2 α 3  pK(0) ± s pK(1) ± s 

9.3582 –4.1782 –0.8596 –0.8111 –0.7435 –0.7901 5.18 ± 0.02 13.54 ± 0.02 
3 

9.5355 –4.3488 –0.9541 –0.9277 –0.6205 –0.8208 5.19 ± 0.02 13.88 ± 0.02 

9.4180 –4.2954 –0.8909 –0.8456 –1.0394 5.12 ± 0.03 13.71 ± 0.03 
2 

9.5976 –4.4705 –0.9866 –0.9635 –0.9290 5.12 ± 0.03 14.07 ± 0.03 

9.1315 –4.1402 –0.6666 –1.2884 4.99 ± 0.07 13.27 ± 0.07 

PY–3CA/H2O+Me2SO 3.9293 

1 
9.3416 –0.3318 –0.7861 –1.3414 

 

 

5.01 ± 0.06 13.67 ± 0.06 

9.5688 –3.9386 0.3510 –1.3024 0.6247 0.1278 5.63 ± 0.04 13.51 ± 0.04 
3 

9.5854 –3.9384 0.3293 –1.3715 0.5544 0.2357 5.65 ± 0.06 13.52 ± 0.06 

9.5640 –3.9192 0.3531 –1.2977 0.6483 5.64 ± 0.04 13.48 ± 0.04 
2 

9.5767 –3.9025 0.3332 –1.3630 0.5978 5.67 ± 0.06 13.48 ± 0.06 

9.7396 –3.9588 0.2141 –1.1960 5.78 ± 0.06 13.70 ± 0.06 

PY–3CA/MeOH+Me2SO 1.7517 

1 
9.7385 –3.9390 0.2050 –1.2692 

 

 

5.79 ± 0.07 13.68 ± 0.07 
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Tabela 2. Ci¹g dalszy
Table 2. Continuation

5.5019 –0.1762 0.0274 –0.5271 –0.3148 –0.0718 5.33 ± 0.01 5.68 ± 0.01 
3 

5.4571 –0.1286 0.0570 –0.5424 –0.3875 –0.0544 5.33 ± 0.01 5.59 ± 0.01 

5.5055 –0.1872 0.0257 –0.5295 –0.3323 5.32 ± 0.01 5.69 ± 0.01 
2 

5.4598 –0.1369 0.0557 –0.5443 –0.4007 5.32 ± 0.01 5.60 ± 0.01 

5.4158 –0.1574 0.0955 –0.6078 5.25 ± 0.02 5.57 ± 0.02 

PY–3CA/H2O+MeOH 2.2431 

1 
5.3517 –0.1010 0.1399 –0.6387 

 

 

5.24 ± 0.02 5.45 ± 0.02 
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148Tabela 3. Warto�ci parametrów we wzorze (34) oraz pK(0) i pK(1) otrzymane z miareczkowañ

z HmL = FA we wskazanych uk³adach rozpuszczalników dla n = 4 i N = 635
Table 3. The values of parameters in Eq. 34, and pK(0), pK(1) values obtained from titrations

with HmL = FA in indicated solvent systems for n = 4 and N = 635

Układ/ System ϕ0 ϕ 1 α 0 α 1 α 2 α 3 α 4 pK(0) ± s pK(1) ± s 

7.7080 –4.6837 0.0525 –0.0282 –0.1085 –0.7516 –0.5544 3.02 ± 0.02 12.39 ± 0.02 

FA/H2O + Me2SO 

7.6775 –4.6889 0.0921 –0.0068 –0.2565 –0.8616 –0.2517 2.99 ± 0.02 12.37 ± 0.02 

8.0856 –4.2907 0.2268 0.1152 –0.4180 0.1440 0.6150 3.79 ± 0.02 12.38 ± 0.02 

FA/MeOH + Me2SO 

8.0679 –4.2934 0.2949 0.0991 –0.7263 0.1516 1.1302 3.77 ± 0.02 12.36 ± 0.02 

3.4045 –0.3370 1.1150 –0.8004 –0.0275 –0.7408 0.1483 3.07 ± 0.007 3.74 ± 0.007 

FA/H2O + MeOH 

3.3939 –0.3421 1.1270 –0.8051 –0.0619 –0.6898 0.2863 3.05 ± 0.007 3.74 ± 0.007 
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Mo¿liwo�æ porównania wyników otrzymanych dla pK(0) i pK(1) w uk³adach ró¿-
nych rozpuszczalników dostarcza � ³¹cznie z doskona³ym dopasowaniem funkcji
aproksymuj¹cych � kryterium wiarogodno�ci otrzymanych wyników, a wiêc �wiad-
czy na rzecz (wewnêtrznej) walidacji proponowanej metody. Powtarzalno�æ otrzy-
manych wyników potwierdzaj¹ dane liczbowe zawarte w Tabelach 2 i 3. Warto�ci
odchylenia standardowego s obliczono ze wzoru s = (s2(n))1/2, gdzie s2(n) jest warian-
cj¹, wyra¿on¹ wzorem

(55)

Niektóre rozpuszczalniki organiczne oddzia³uj¹ specyficznie z uk³adem elek-
trod, co powoduje nieregularny przebieg krzywych zale¿no�ci pH = pH(x) oraz
pK = pK(x); zjawisko to stwierdzono m.in. w uk³adzie BA/MeCN « BA/W (MeCN
= acetonitryl) (Rys. 12). Jednak nawet i w tych przypadkach warto�ci pK1(0) i pK1(1)
s¹ powtarzalne w serii miareczkowañ w tym uk³adzie, mimo stosunkowo du¿ej war-
to�ci funkcji dopasowuj¹cej; �wiadczy to o solidno�ci/odporno�ci (robustness)
metody.

Rysunek 12. Zale¿no�ci pK = pK(x) wykre�lone dla wyników miareczkowania PY-3CA/W « PY-3CA/MeCN;
exp � punkty skonwertowane, a � krzywa aproksymuj¹ca R-K (wzór 34)

Figure 12. The pK = pK(x) relationships plotted for results of titration PY-3CA/W « PY-3CA/MeCN;
exp � converted points, a � approximating function R-K (Eq. 34)
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Table 4. The values of parameters in Eq. 34, and pK(0), pK(1) values obtained from titrations BA/W « BA/MeCN for N = 635 and different n values

n ϕ0 ϕ 1 α0 α 1 α 2 α 3 α 4 pK(0) ± s pK(1) ± s 

4 6.3926 –2.1989 –0.4172 1.5739 0.1052 –0.3477 –0.0955 4.19 ± 0.03 8.59± 0.03 

3 6.3856 –2.1964 –0.4086 1.5797 0.0076 –0.3769  4.19 ± 0.03 8.58 ± 0.03 

2 6.4053 –2.2499 –0.4168 1.5606 –0.0319   4.16 ± 0.04 8.66 ± 0.04 

1 6.3970 –2.2464 –0.4104 1.5508    4.15 ± 0.04 8.64 ± 0.04 
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Przedstawione w Tabelach 2�4 warto�ci pK(0), odniesione do wodnych roz-
tworów odpowiednich kwasów, s¹ zgodne z danymi literaturowymi. Warto�ci dla
pK(1), odniesione do roztworów tych kwasów w odpowiednich rozpuszczalnikach
organicznych s¹ nieznane w literaturze.

Z powy¿szych danych wynika, ¿e równanie R-K jest wystarczaj¹ce dla mode-
lowania zale¿no�ci pK = pK(x) w przypadku regularnego uk³adu punktów w tym
uk³adzie wspó³rzêdnych. W wielu przypadkach krzywych o nieregularnym kszta³-
cie stwierdzono przydatno�æ wzoru (36).

Warto�æ pK1W = 2,03 dla uprotonowanej formy (H2L
+) PY-3CA [61] jest sto-

sunkowo ma³a. Tak wiêc dla roztworu PY-3CA mamy [H2L
+] << [HL], a wiêc HL

mo¿na tu traktowaæ jako s³aby kwas pseudomonoprotonowy, przy czym wyznaczona
warto�æ pK(0) = pK2W. Z kolei, dla FA warto�æ DpK = pK2W � pK1W = 4,44 � 3,03 =
1,41 [67] przewy¿sza warto�æ �log(0,05) = 1.3, odnosz¹c¹ siê do b³êdu zwi¹zanego
z precyzj¹ pomiarów pH.

UWAGI KOÑCOWE

W pracy przedstawiono algorytmy, umo¿liwiaj¹ce wyznaczenie zale¿no�ci
pKi = pKi(x) parametrów kwasowo�ci (pKi) kwasów mono- i poliprotonowych (HmL)
w funkcji u³amka molowego (x) jednego z rozpuszczalników (ozn. B) tworz¹cego
z A lub/i B uk³ad binarnych/mieszanych rozpuszczalników. W tym celu zastoso-
wano funkcje typu Hendersona-Hasselbalcha, pozwalaj¹ce na oddzielne traktowa-
nie poszczególnych pKi kwasu poliprotonowego w celu wyznaczenia zale¿no�ci
pKi = pKi(x) oraz zaproponowano now¹, oryginaln¹ metodê wzajemnego miarecz-
kowania pH-metrycznego w uk³adzie par roztworów: titranda (D) i titranta (T), ró¿-
ni¹cych siê tylko rozpuszczalnikiem. W sk³ad roztworów tworz¹cych i-t¹ parê D + T
wchodz¹: HmL i zasada (NaOH, KOH lub NH3) lub kwas (HCl), u¿yte jako modyfi-
kator pH; stê¿enia HmL i modyfikatora pH s¹ jednakowe w D i T. Punkty pomiarowe
otrzymane z miareczkowañ pH pokrywaj¹ niemal ca³y przedzia³ zmienno�ci x,
a warto�ci pKi(0) i pKi(1) otrzymuje siê przez ekstrapolacjê. Do modelowania uk³a-
dów tego typu stosuje siê odpowiednio zmodyfikowane i przedstawione w pracach
[61, 62] oryginalne zale¿no�ci funkcyjne, wykorzystuj¹ce m.in. równania Redlicha-
Kistera (R-K) i ich zmodyfikowane formy z parametrem asymetryczno�ci. Do aprok-
symacji mo¿na u¿yæ tak¿e funkcje z (zwyk³ymi, przesuniêtymi) wielomianami orto-
gonalnymi Legendre�a (LOP) lub proste funkcje wielomianowe.

Zaproponowano tak¿e modelowanie zale¿no�ci funkcyjnych Lp = Lp(x) dla prze-
wodnictw molowych jonów, na podstawie wyników miareczkowañ: konduktome-
trycznego i potencjometrycznego. Miareczkowanie potencjometryczne dostarcza
zale¿no�ci pKi = pKi(x), które s¹ nastêpnie wykorzystane w modelach, sformu³owa-
nych na bazie wzoru Kohlrauscha.

W obliczeniach przyjêto, ¿e pH = �log[H+], tj. za³o¿ono, ¿e wspó³czynnik aktyw-
no�ci jonów H+ wynosi g = 1. To za³o¿enie upraszczaj¹ce, stosowane tak¿e �
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z konieczno�ci � we wcze�niejszej literaturze przedmiotowej, np. [68], wynika
z praktycznej niemo¿liwo�ci jednoczesnego wyznaczenia zale¿no�ci: pKi = pKi(x)
i g = g (x).

W czê�ci eksperymentalnej przedstawiono wyniki dotychczasowych badañ,
w których zastosowano ww. modele do wyznaczania sta³ych równowagi kwasów
diprotonowych, traktowanych jako kwasy pseudo-monoprotonowe. To rozwi¹zanie
wynika³o z faktu, ¿e w odpowiednich parach roztworów, tj. D i T, nie stosowano
modyfikatora pH. Przedstawiono tu m.in. propozycjê wewnêtrznej walidacji metody
pomiarowej i otrzymanych st¹d wyników, polegaj¹c¹ na zastosowaniu trzech par
roztworów w uk³adach binarnych rozpuszczalników: W + B, W + A i A + B, gdzie
W = H2O, a A i B s¹ rozpuszczalnikami organicznymi, o nieograniczonej rozpusz-
czalno�ci wzajemnej.

Proponowane rozwi¹zania dotycz¹ce zale¿no�ci pKi = pKi(x) i Lp = Lp(x) s¹
nowo�ci¹ w literaturze przedmiotowej. Oprócz walorów poznawczych, praca dostar-
cza propozycje realizacji badañ, których wyniki mog¹ znale�æ zastosowanie m.in.
w analizie chemicznej do rozdzielania sk³adników technik¹ HPLC (ang. High Perfor-
mance Liquid Chromatography) w odwróconym uk³adzie faz (zw³aszcza w elucji
gradientowej), chromatografii jonowej i strefowej elektroforezie kapilarnej. Innym
obszarem zastosowania wyników tych badañ s¹ techniki analizy spektralnej:
UV-VIS i 1H NMR. Znajomo�æ pKi kwasów jest wa¿na w aspekcie aktywno�ci farma-
kologicznej, transportu przezb³onowego oraz metabolizmu leków i uk³adów biolo-
gicznych, w których przebiegaj¹ reakcje kwasowo-zasadowe sprzê¿one z reakcjami
redoks.
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„Tak¿e te – pisa³ w ¯ywocie cz³owieka poczciwego ojciec naszej literatury,
Miko³aj Rey – i dziwne lekarstwa, i z dziwnemi przezwiski nasta³y. A kto s³ycha³ za
starych wieków kankry, karbunku³y, antraxy, francuzy, i z dziwnemi potomki; albo
tak¿e w lekarstwach: bolus armenum, ira pigra, terra sigillata, rumbarbarum, reu-
ponticum hermodactilorum, alkibinarum, a ktoby je wyliczy³?” [1]. ¯eby objaœniæ
wszystkie te terminy, trzeba by napisaæ ca³¹ rozprawê. Tutaj zajmiemy siê tylko
dwiema nazwami z listy Reya: bolus armenum i terra sigillata. By³y to szeroko
u¿ywane w dawnej medycynie glinki lecznicze, zwane te¿ ziemiami pieczêtnymi.
Do u¿ywanych jeszcze w staro¿ytnoœci ziem leczniczych nale¿a³a ziemia lemnijska,
wydobywana na wyspie Lemnos na Morzu Egejskim. Tak o niej pisa³ F. Drzewiñski
w wydanych w 1816 roku Pocz¹tkach mineralogii: „Terra lemnia (bolus): w staro-
¿ytnoœci poczytywany by³ za bardzo skuteczne lekarstwo przeciwko rozmaitym choro-
bom. Kap³ani tej wyspy zbierali go, obmywali z piasku, dawali jego massom foremne
kszta³ty okr¹g³awe i wyciskali na nich pieczêæ Dyanny z wyobra¿eniem kozy, albo
herb panuj¹cego lub zarz¹dcy wyspy, i st¹d pochodz¹ jego nazwiska: Terra sigi-
llata, Sphragis, Sphragid, itd.” [2].

W œredniowieczu s³ynê³a w Europie lecznicza glinka czerwonawego koloru,
pochodz¹ca z Armenii, zwana bolus armenum, figuruj¹ca na liœcie Miko³aja Reya.
W wieku XVI odkryto pod Strzegomiem na Œl¹sku rodzim¹, bardzo aktywn¹
ziemiê. Znano j¹ pod nazw¹ Terra sigillata Strigonensis. Jej odkrywc¹ by³ strze-
gomski lekarz i alchemik Johannes Schulz, zwany Janem Montanusem (Jan Górnik,
1532–1604), osobisty lekarz i doradca cesarza Rudolfa II, znanego opiekuna alche-
mików. Glinka znajdowa³a siê w zwietrzelinach ska³ w porzuconych sztolniach ko-
palni z³ota w Strzegomiu, w pobli¿u miasta, na jednym z trzech bazaltowych wznie-
sieñ – wzgórzu Œw. Jerzego – w dawnej kopalni z³ota Montanus odkry³ swoj¹ zie-
miê. W 400-lecie œmierci odkrywcy, historyk strzegomski Krzysztof Kaszub wyda³
ksi¹¿eczkê poœwiêcon¹ odkryciu. W tej wielce interesuj¹cej ksi¹¿ce znaleŸæ mo¿na
sporo szczegó³ów dotycz¹cych odkrycia [3]. Zdobycie tej ksi¹¿ki kosztowa³o nas
nie ma³o trudu. Wprawdzie ukaza³a siê drukiem zaledwie piêæ lat temu, ale nigdzie
nie mo¿na by³o ju¿ jej dostaæ. Wybraliœmy siê wiêc autem do Strzegomia, ale i tam
ani w miejscowej ksiêgarni, ani nawet u Autora, nie zachowa³ siê choæby jeden
egzemplarz druku. Na domiar z³ego, wracaj¹c omal nie wpadliœmy, wyprzedzaj¹c
samochód ciê¿arowy na w¹skiej, leœnej drodze, pod nadje¿d¿aj¹cego z przeciwka
tira, a potem jeszcze ugrzêŸliœmy w zasadzce czekaj¹cej na kierowców na staro-
miejskim rynku w Œwidnicy. Tymczasem pani Joasia Czyrek z naszej Wydzia³owej
Biblioteki sprowadzi³a bez trudu, posi³kuj¹c siê poczt¹ elektroniczn¹, tê ksi¹¿kê
z Biblioteki Miejskiej w Strzegomiu.

Ale wróæmy do Jana Montanusa. W roku 1568 Montanus napisa³ na zlecenie
Strzegomskiej Rady Miejskiej broszurê, prezentuj¹c¹ tê strzegomsk¹ ziemiê jej w³as-
noœci i lecznicze zastosowania. Nosi ona tytu³: Judicium de terra sigillata Strigo-
nensi. Broszura mia³a pos³u¿yæ propagowaniu ziemi strzegomskiej jako leku.
W krajowych zbiorach bibliotecznych nie ma tej pozycji. W Bibliotece Uniwersy-
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teckiej we Wroc³awiu zachowa³o siê natomiast kolejne jej wydanie, z roku 1597. Na
Rysunku 1 przedstawiamy tytu³ow¹ stronicê tej broszurki. Z niej wyjêliœmy jedn¹
stronicê tekstu, który tu podajemy w polskim t³umaczeniu. Jej treœæ dotyczy ogól-
nych wiadomoœci o ziemiach pieczêtnych, a oparta ona jest, co wydaje siê szczegól-
nie interesuj¹ce, na pogl¹dach Paracelsusa.

„O tej prawdziwej ziemi pieczêtnej
Teofrastus Paracelsus mówi przede wszys-
tkim to, ¿e – jak siê wydaje – u¿y³ jej do
swej przemiany bo¿ek morski Glaukon (ze
wzglêdu na jej – przez wielu dawnych i
nowych badaczy – po¿¹dane i poszukiwa-
ne ziele gelautium, jak to wspaniale wyœpie-
wa³ Owidiusz Naso, ów znakomity badacz
przyrody).

Ona jest prawdziwym wapnem meta-
licznym, nie pierwszym, nie drugim, lecz
trzecim, ostatecznym, i to specjalnie wydzie-
lonym; jest to jakby proszek ziemny, od-
pieniony i odt³uszczony ze wszystkich z³o-
¿onych kopalin, przeciw truciŸnie, œnieci
zbo¿owej, i rozdrobniony prawie do (kon-
systencji) ziemi; znany jest tylko niektórym
kopaczom w kopalniach. Posiada smarow-
noœæ na kszta³t metalicznego myd³a, nie jest
nim jednak, i podobny jest do wapna z³ota,
albo kamienia wapna z³ota, jest tak¿e po-

dobny do bia³ego nalotu górskiego (glin-
ki), zaiste:

Ca³kowicie pusta,
Niczego w siebie nie przyjmuj¹ca,
Tak¿e nie zawieraj¹ca w sobie trucizny.
St¹d jest to najlepsza ochrona przed wszelkim
Truj¹cym podziemnym powietrzem, przez które wielu
Cierpi.
Dziêki temu jest po¿yteczna dla górników w kopalniach,
Przyci¹ga wszystko, tak¿e powietrze szkodliwe dla
Przebywaj¹cych wy¿ej
I wszelk¹ truciznê, wydaje tak¿e piêkny zapach.
U¿ywa siê jej jak znakomitego bezoaru,
Albo odtrutki (pogromcy trucizny).
Or³a przyjê³a za swój znak.

Rysunek 1. Strona tytu³owa druku J. Montanusa o
ziemi pieczêtnej strzegomskiej



OKRUCHY XV. O STRZEGOMSKIEJ ZIEMI PIECZÊTNEJ 159

Czysta w ³ugu górskim, obecna w niektórych kopalinach, we wszystkich kolo-
rach, tych oczywiœcie, jakie maj¹ istniej¹ce kopaliny i minera³y, jest natomiast pró¿-
na” [4].

Nie mo¿na powiedzieæ, byœmy ten tekst rozumieli dzisiaj, ale zapewne nie rozu-
miano go równie¿ w przesz³oœci. Zawi³ym jêzykiem mia³ on epatowaæ czytelników,
wzbudzaæ podziw i szacunek dla kryj¹cej siê (jak wierzono) w tych zawi³oœciach
tajemnicy. Co jednak nas dziœ mo¿e zainteresowaæ, to fakt, ¿e Montanus przedsta-
wia siê tu jako zwolennik nauk Paracelsusa. Dodajmy, ¿e kilkakrotnie powo³uje siê
w swojej broszurze na tego s³awnego lekarza.

Dla naszych potrzeb musimy wyjaœniæ, czym by³ wspominany w tym tekœcie
bezoar, a w odniesieniu do Terra sigillata „znakomity bezoar”. Nazywano tak kuli-
ste konkrecje, znajdywane w ¿o³¹dkach prze¿uwaczy. Mia³y dzia³aæ moczopêdnie
i napotnie, st¹d bra³o siê przekonanie, ¿e bezoar sprzyja uwalnianiu organizmu od
trucizny. W wieku XVI, kiedy wielkiego znaczenia nabra³y leki mineralne, pojawi³o
siê wiele preparatów antymonowych, które, z uwagi na podobieñstwo dzia³ania,
nazwano tak¿e bezoarami. By³o wiêc Bezoardicum lunare, mieszanina tlenku anty-
monu z chlorkiem srebra, uzyskiwana przez dzia³anie azotanem srebra na „mas³o
antymonowe” (SbCl3). By³o Bezoardicum solare (Sb2O4 ze œladami metalicznego
z³ota), znano Bezoardicum venereum, Bezoardicum saturninum, Bezoardicum mar-
tiale, itd. Jeœli przytaczamy tutaj te miana, to dlatego, ¿e kryj¹ siê w nich przecie¿
jakieœ pierwociny systematycznego nazewnictwa chemicznego, opartego na nazwach
planet – patronów poszczególnych metali.

Odkrycie strzegomskiej ziemi pieczêtnej, które przynios³o kasie miejskiej okreœ-
lone profity, wywo³a³o ca³¹ seriê podobnych odkryæ w innych miastach œl¹skich.
Wkrótce wiêc potem swoje ziemie lecznicze oferowa³a Legnica, Z³otoryja, Piotro-
wice, Janowice, Srebrna Góra i Mas³ów.

Odkrycie ziemi leczniczej s³awê przynios³o g³ównie Strzegomiowi. W wyda-
nym w 1612 roku, w Krakowie, poemacie hutniczym Walentego RoŸdzieñskiego,
„Officina terraria, abo huta i warstat z kuŸniami szlachetnego dzie³a ¿elaznego”,
w którym RoŸdzieñski zawar³ szereg wiadomoœci o kopalinach œl¹skich, znalaz³a
siê te¿ wiadomoœæ o strzegomskiej ziemi pieczêtnej. Ale najpierw kilka s³ów o auto-
rze tego przedziwnego dzie³ka. Wywodzi³ siê on ze „staro¿ytnego rodu Hercygów”,
a jego ojciec nazywa³ siê Jakub Brusek. Urodzi³ siê oko³o roku 1560, dzia³a³ na
Œl¹sku Opolskim, by³ wspó³w³aœcicielem kuŸnicy ¿elaza w RoŸdzieniu (dzisiaj –
Katowice-Szopienice), i st¹d wzi¹³ nazwisko. Jego poemat zachowa³ siê w jedy-
nym, unikalnym egzemplarzu. Odkry³ ten druk profesor Roman Pollak, w latach
jeszcze trzydziestych. Poemat niewprawnymi rymami s³awi œl¹sk¹ ziemiê pieczêtn¹
tak:

„Nadto, czasów niedawnych Terra sigillata
Zjawia³a siê w tej ziemi, rzecz godniejsza z³ota,
Która niewymownie ma dziwn¹ w³asnoœæ w sobie
Przeciw jadom, truciŸnie i ka¿dej chorobie.
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Lepsza jest z doœwiadczenia ni¿ lemneñska ona,
Któr¹ z onych tam starych z szybow wybieraj¹
Z wielkim kosztem, przez morze z lemneñskiej insu³y,
W ktorej siê okazowa³ czasem fa³sz niema³y.
Rodzi siê ta szlachetna ziemia we œwidnickim
Ksiêstwie, u Ostrej Góry, na gruncie strzegomskim,
W górach starych a w szybiech, tam, kêdy przed laty
Niegdy kopali abo brali kruszec z³oty,
Któr¹ z onych tam starych szybow wybieraj¹
A z dozorem urzêdu zaraz z niej dzia³aj¹
Ko³acki tak okr¹g³e, jako talerzyki,
Na których zaœ pieczêci¹ miejsk¹ czyni¹ znaki” [5].

Rzeczywiœcie, strze-
gomsk¹ ziemiê pieczêtowa-
no wizerunkiem trzech
wzgórz, gdzie j¹ odkryto. Na
Rysunku 2 przedstawiamy
wizerunek preparatów ziemi
strzegomskiej, zapo¿yczony
z dzie³ka K. Kaszuba.
Wspó³czesny RoŸdzieñskie-
mu B. Keckermann, s³awny
uczony gdañski, te¿ wymie-
ni³ ziemiê œl¹sk¹ wœród ziem

medycznych, obok leoniñskiej i ormiañskiej [6]. Nie wiemy natomiast, jaki rodzaj
ziemi sprzedawano na pocz¹tku XVI wieku w poznañskiej aptece, której inwentarz
z 1528 roku siê zachowa³. W zasobach apteki by³o pó³tora libry terra sigillata, po
szeœæ groszy za librê, (libra to funt aptekarski, licz¹cy 12 uncji) [7].

S³awa ziemi strzegomskiej i jej odkrywcy trwa³a i póŸniej. Przebywaj¹cy
w Lesznie lekarz i przyrodnik, autor wielu podrêczników dla szkó³ œrednich i wy-
¿szych, Jan Jonston (1603–1675), tak pisa³ w dziele „O sta³oœci natury” (Naturae
constantia, 1632):

„A wiêc ziemia œl¹ska jest podobna do armeñskiej czy lemnijskiej, a nawet jest
bardziej wartoœciowa od nich. Odkrywca jej, Johannes Montanus Silesius, który
napisa³ o niej ksi¹¿kê, twierdzi, ¿e „za zrz¹dzeniem Boga i natury z³oto przemieni³o
siê w znakomity lek, pomocny zw³aszcza przeciwko truciznom i jadom, nie mniej
skutecznym ni¿eli lekarstwa, które za wielk¹ cenê przyrz¹dza siê ze z³ota wêgiers-
kiego” [8].

Leszno le¿a³o tu¿ za œl¹sk¹ granic¹. Tam s³awa ziemi strzegomskiej mog³a bez
trudu docieraæ. Inaczej by³o w g³êbi Polski, gdzie poszukiwano w³asnych ziem lecz-
niczych. Krótki ich opis znajdujemy w s³awnym dziele Gabriela Rz¹czyñskiego,

Rysunek 2. Wizerunek preparatów handlowych
Terra sigillata Strigoniensis
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(1664–1737) profesora kolegiów jezuickich w ró¿nych miejscowoœciach kraju. Czy-
tamy tam:

„ZIEMIE UZDRAWIAJ¥CE s¹ to – zdaniem wielu – pierwociny metaliczne,
niezdolne do stopienia siê w doskona³y metal ze wzglêdu na brak pierwiastka rtê-
ciowego. Nazywaj¹ siê uzdrawiaj¹cymi, poniewa¿ zachowuj¹c postaæ ziemi, wyka-
zuj¹ si³ê lecznicz¹, szczodrze im nadan¹ przez Stwórcê natury. TERRA SIGILLATA
jest to t³usta, ciê¿ka glinka o zapachu ziemi i ostrym smaku. Raz ma barwê czer-
won¹, raz bia³¹, ciemn¹, ¿ó³t¹, albo inn¹. Czêsto uformowana jest w kulki. Jest ozna-
czana pieczêciami oraz wizerunkami i st¹d nazywana jest pieczêtn¹. Nazywano j¹
tak¿e Lemnijsk¹, od wyspy Lemnos, a tak¿e Milton Lemnia, Pieczêæ Lemnijska
(Sigillum Lemnium), Sphragis, i tak dalej. Posiada wielk¹ moc przeciw zarazie, z³oœ-
liwym gor¹czkom, dyzenterii z biegunk¹, uk¹szeniom jadowitych zwierz¹t. Na brze-
gach Wis³y, pod Warszaw¹, kopie siê tê ziemiê, ale poniewa¿ ma mniejsz¹ si³ê,
Tylkowski SJ w Mineralogia curiosa powiada, ¿e stosuje siê j¹ w podwójnych daw-
kach. Taka sama kopana jest na Wzgórzu Cmentarnym na Przedmieœciu Œwiêtego
Wojciecha w Poznaniu. U¿ywa³ jej doktor medycyny, od którego mam tê informa-
cjê. W Inflantach jest koloru czerwonego, ukszta³towana w pastylki o wadze jednej
drachmy, ma wielkie wziêcie. BOLUS ARMENIA (glinka ormiañska) oznacza zie-
miê przywiezion¹ z Armenii, w istocie jest to substancja ziemna, barwy od blado
¿ó³tej do czerwonawej, albo te¿ innej, ciê¿ka, t³usta, krucha. Wysusza siê w najwy¿-
szym stopniu, i wedle przepisu Galena, Nattiolego, Brasawola, leczy dyzenteriê,
katary, ropne wyrzuty na twarzy. Mówi¹, ¿e znajduje siê j¹ na Babiej Górze, w po-
bli¿u Krakowa i w Karpatach. Ziemiê s³u¿¹c¹ leczeniu wydobywaj¹ na polskim
Spiszu, pod miastem Waral mieszkañcy Podhradia” [9].

Jak podaje K. Kaszub, pierwsze badania sk³adu chemicznego ziemi strzegom-
skiej wykona³ we Wroc³awiu, w roku 1856, F.W. Jaekel. Uzna³ on ziemiê strzegom-
sk¹ za mieszaninê tlenków glinu, krzemu, wapnia i magnezu. Wynik ten niczego nie
mówi³ o tym, sk¹d siê wziê³y lecznicze w³asnoœci tej ziemi. Odpowiedzi mog¹ jed-
nak udzieliæ badania sk³adu mineralogicznego strzegomskiej terra sigillata. Bada-
nia takie, na 21 próbkach ziemi pieczêtnej, wykonali W. Kowalski i A. Wiewiórka.
G³ównym sk³adnikiem próbek okaza³ siê montmorillonit, minera³ glinokrzemianowy.
Szeroko s¹ znane sorpcyjne w³asnoœci tego minera³u, jego bardzo wysoka pojem-
noœæ wymiany jonowej i sk³onnoœæ do wch³aniania wody. Wysuszony w temperatu-
rze 200°C montmorillonit wch³ania wodê w takim samym stopniu jak P2O5. To
w sposób oczywisty t³umaczy pomocn¹ rolê ziemi strzegomskiej w biegunkach,
a tak¿e zatruciach truciznami mineralnymi.

W próbkach strzegomskiej terra sigillata stwierdzono obecnoœæ uwodnionego
szczawianu wapnia. Jego pochodzenie nie by³o dla badaczy jasne. I tutaj chcemy siê
podzieliæ w³asnym na ten temat domys³em. Byæ mo¿e na pod³o¿u montmorillonito-
wym w starych sztolniach ¿y³y sobie kolonie jednokomórkowych grzybów. Jak wia-
domo, produkcja szczawianu wapnia jest charakterystyczn¹ cech¹ ich metabolizmu.
W swoim czasie przekona³ siê o tym nasz niedawno zmar³y kolega, profesor
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Andrzej Zab¿a. Wpad³ on na pomys³ niezwyk³y. Interesowa³y go feromony owadzie
i zada³ sobie pytanie, czy czasami feromony owada, którym siê zajmowa³ (nie pamiê-
tam, o jaki gatunek owadzi chodzi³o) nie s¹ produktami metabolizmu ¿yj¹cych
w jego przewodzie pokarmowym grzybów. Uruchomi³ wiêc u siebie w zak³adzie
hodowle tych mikroorganizmów. I rzeczywiœcie, w hodowli pojawi³y siê bia³e krysz-
ta³ki jakiegoœ zwi¹zku. Có¿, kiedy analiza rentgenowska wykaza³a, ¿e by³ to szcza-
wian wapnia.

Zreszt¹, przecie¿ od wieków znany jest „kamieñ piwny”, osadzaj¹cy siê w pojem-
nikach na piwo. Jest to te¿ czysty szczawian wapnia.
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oprawa miêkka, foliowana, cena 59,90 z³.

Podkreœlenie czynników decyduj¹cych o wygl¹dzie, elegancji stosowane by³o od dawna przez ró¿ne
kultury. Trendy w pielêgnacji cia³a, w³osów, twarzy, zmienia³y siê wraz z histori¹ ludzkoœci. Kosmetolo-
gia obecnie, stanowi interdyscyplinarn¹ prê¿nie rozwijaj¹c¹ siê dziedzinê badañ. Ze wzglêdu na swoj¹
specyfikê anga¿uje specjalistów z bardzo wielu dziedzin: chemików, biologów, fizyków. O dynamice
rozwoju tej dyscypliny wiedzy œwiadczy m.in. pokaŸna rozbudowa bazy dydaktycznej i laboratoryjnej.

Ksi¹¿ka Chemia piêkna autorstwa Marcina Molskiego to nowoczesna interesuj¹ca publikacja
z zakresu chemii kosmetycznej, adresowana do studentów wy¿szych szkó³ kosmetycznych, medycznych,
studentów chemii i biologii, a tak¿e profesjonalistów z bran¿y kosmetycznej – szczególnie zainteresowa-
nych sk³adnikami zawartymi w kosmetykach i preparatach leczniczych wp³ywaj¹cych na organizm
i urodê cz³owieka.

Autor rozpoczyna podrêcznik od interesuj¹cego szkicu historycznego oraz przedstawienia obec-
nego stanu wiedzy z chemii ogólnej. Kolejna czêœæ ksi¹¿ki przedstawia charakterystykê pierwiastków
i zwi¹zków nieorganicznych w kosmetyce – tu na uwagê czytelnika mo¿e zas³ugiwaæ zarówno charakte-
rystyka makroelementów uczestnicz¹cych w procesach metabolicznych, pe³ni¹cych funkcjê budulca
(koœci, w³osów, zêbów), jak i opis roli mikroelementów pe³ni¹cych funkcjê katalizatorów, regulatorów
w procesach przemiany materii.

W porównaniu z bogactwem substancji mineralnych, wêgiel stanowi g³ówny budulec zwi¹zków
wchodz¹cych w sk³ad organizmów ¿ywych. W obszernym rozdziale Kosmetyczna chemia organiczna
zawarty jest przegl¹d najwa¿niejszych zwi¹zków organicznych i ich zastosowanie w kosmetyce. Zrozu-
mienie znaczenia po³¹czeñ organicznych (alkoholi, fenoli, eterów, aldehydów, ketonów, kwasów karbo-
ksylowych i ich pochodnych, sacharydów), wchodz¹cych w sk³ad wa¿niejszych kosmetyków jest nie-
zwykle istotne.

Nie bez znaczenia jest te¿ DNA pe³ni¹cy rolê noœnika informacji genetycznej organizmów ¿ywych,
RNA czy nukleotyd ATP. W preparatach kosmetycznych stosuje siê hydrolizaty kwasów nukleinowych
jako substancje nawil¿aj¹ce i ograniczaj¹ce transepidermaln¹ utratê wody.

Bardzo cennym rozdzia³em Chemii piêkna jest omówienie funkcji sk³adników kosmetycznych, zna-
czenia i wykorzystania surowców roœlinnych w kosmetyce. Wœród nich, wa¿ne w kosmetologii
to naturalne i organiczne substancje przeciwdrobnoustrojowe (cenne olejki eteryczne i ich aktywne kom-
ponenty). Nie bez znaczenia s¹ preparaty stosowane do barwienia w³osów i skóry, oraz substancje pro-
mieniochronne, czy te¿ powierzchniowo czynne (myd³a, detergenty, emulgatory).

Substancje zapachowe wyczuwane zmys³em powonienia mog¹ wywieraæ ogromny wp³yw na samo-
poczucie cz³owieka. W ksi¹¿ce, w klasie materia³ów zapachowych autor omówi³ zwi¹zki zapachowe
syntetyczne oraz pochodzenia roœlinnego. Kolejn¹ grupê stanowi¹ kompozycje zapachowe pochodzenia
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zwierzêcego takie jak: pi¿mo, cybet, kastoreum i ambra. W produkcji perfum substancje te wykorzysty-
wane s¹ jako utrwalacze zapobiegaj¹ce zbyt szybkiemu ulatnianiu aromatu.

Marcin Molski w swoim podrêczniku omówi³ te¿ niektóre substancje egzogenne, m.in. witaminy
oraz tak zwane quasi-witaminy, substancje o potencjalnym zastosowaniu leczniczym lub kosmetycznym.

W kolejnej czêœci publikacji poœwieconej substancjom naturalnym oraz bogatemu Ÿród³u zwi¹z-
ków biologicznie czynnych stanowi¹cych podstawê produkcji kosmetyków; autor oprócz szczegó³owego
omówienia takich surowców jak bursztyn, czosnek, dro¿d¿e, zielona herbata, produkty pszczele; opisuje
mo¿liwoœci ich stosowania.

Ju¿ œredniowieczni jatrochemicy i alchemicy produkowali eliksiry m³odoœci destyluj¹c, ekstrahuj¹c
i maceruj¹c przeró¿ne roœliny, jady, tkanki zwierzêce i minera³y. Wspó³czeœni naukowcy wykrywaj¹
coraz to inne substancje hamuj¹ce starzenie siê organizmu. Temu zagadnieniu autor poœwiêci³ rozdzia³
Eliksiry m³odoœci – z poznawczego punktu widzenia neurotoksyna botulinowa (botoks), kwas boswe-
liowy czy te¿ embrioblasty (komórki pierwotne zarodkowej tkanki ³¹cznej) zas³uguj¹ na szczególn¹
uwagê i zainteresowanie czytelnika.

Fitohormony – wykazuj¹ce dzia³anie hormonalne to kolejna grupa zwi¹zków przeciwdzia³aj¹ca
spadkowi aktywnoœci fibroblastów, komórek odpowiedzialnych za syntezê kolagenu, elastyny i kwasu
hialuronowego. Zwi¹zki stosowane do wyg³adzania zmarszczek i niwelowania symptomów starzenia siê
skóry twarzy (implanty z kolagenu, kwasu hialuronowego i mlekowego) s¹ wa¿ne w pielêgnacji skóry.
Czytelnik znajdzie bardzo interesuj¹ce rozwa¿ania na temat substancji pobudzaj¹cych system odpor-
noœciowy organizmu (tak zwane immunostymulatory kosmetyczne) takich chocia¿by jak cynk, selen,
aloes.

Mimo ¿e dynamiczny rozwój nauki w zakresie mo¿liwoœci wykorzystania bogactwa œwiata roœlin-
nego jest ogromny, to jednak to, co wiemy o roœlinach egzotycznych, jest niewspó³mierne do tego, czego
jeszcze nie wiemy. Czêœæ ksi¹¿ki Chemia piêkna stanowi informacja o roœlinach amazoñskich i andyjs-
kich (ich budowie, zawartoœci zwi¹zków chemicznych oraz leczniczym zastosowaniu w formie ró¿nych
preparatów kosmetycznych). Na uwagê czytelnika zas³uguje zamieszczony na koñcu ksi¹¿ki praktyczny
s³ownik naturalnych i syntetycznych sk³adników kosmetycznych stanowi¹cy nowatorskie zestawienie
nomenklatury INCI zatwierdzonej przez Komisjê Europejsk¹.

Chemia piêkna stanowi bardzo cenn¹ pozycjê na polskim rynku wydawniczym, daj¹c¹ czytelni-
kowi bogaty, obiektywny materia³ informacyjny o sk³adnikach i zwi¹zkach chemicznych (m.in. ich budo-
wie) zawartych w kosmetykach wp³ywaj¹cych na urodê oraz dobre samopoczucie.

O ponadprzeciêtnych walorach recenzowanej ksi¹¿ki stanowi aktualnoœæ i ranga podjêtej tematyki,
poziom naukowy, spójnoœæ podrêcznika. Uznanie budzi logiczna sekwencja rozwa¿añ, interesuj¹ca treœæ
poszczególnych rozdzia³ów.

Chemia piêkna jest wartoœciowym i nowatorskim podrêcznikiem. Polecam j¹ w zasadzie wszyst-
kim jako bardzo pomocn¹ w dociekaniach na temat wiedzy z chemii ogólnej, chemii stosowanej w ¿yciu
codziennym w higienie, kosmetyce, w dzia³aniach profilaktycznych lub/i leczniczych.

Jadwiga So³oducho
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Malcolm Sainsbury, Chemia zwi¹zków heterocyklicznych, Wydawnictwo Naukowe PWN War-
szawa 2009. T³umaczenie z jêzyka angielskiego (Zbigniew Zawadzki). ISBN 978-83-01-15620-6.
Str. 147, oprawa miêkka, lakierowana, cena 39 PLN.

Tytu³ orygina³u: Heterocyclic Chemistry© The Royal Society of Chemistry, Cambridge 2001.

Chemia zwi¹zków heterocyklicznych Malcolma Sainsbury’ego jest t³umaczeniem ksi¹¿ki tego¿ auto-
ra, wydanej w jêzyku angielskim w roku 2001 przez The Royal Society of Chemistry. W swojej istocie
opracowanie odzwierciedla indywidualne spojrzenie autora na chemiê tej grupy zwi¹zków. Jest to dzie³o
niezbyt obszerne, licz¹ce zaledwie 147 stron, ale ma swoj¹ zaletê jako podrêcznik bo daje siê bez znu¿enia
przeczytaæ od pocz¹tku do koñca. Zwa¿ywszy na ogromn¹ liczebnoœæ zwi¹zków heterocyklicznych, ich
znaczenie przemys³owe i wa¿n¹ rolê, któr¹ odgrywaj¹ w procesach zachodz¹cych w organizmach ¿ywych;
wiedza o nich powinna stanowiæ wa¿ny element wykszta³cenia chemików na poziomie akademickim. Nie-
stety narastaj¹ce ostatnimi czasy sp³ycenie norm edukacji chemicznej powoduje zubo¿enie kszta³cenia
w tej dziedzinie.

Recenzowana ksi¹¿ka zape³nia lukê wœród polskojêzycznych podrêczników poœwiêconych tej tema-
tyce. Ostatni polskojêzyczny podrêcznik wydano piêtnaœcie lat temu – w miêdzyczasie na rynku wydawni-
czym ukaza³o siê kilka ksi¹¿ek anglojêzycznych, a poœród nich doskona³a ksi¹¿ka T. Eicher, S Hauptmann
„The Chemistry of Heterocycles” Wiley-VCH Weinheim 2003 – podrêczniki te nie s¹ zbyt rozpowszech-
nione, w gronie polskich czytelników.

Autorzy zwiêz³ych podrêczników chemii zwi¹zków heterocyklicznych zmuszeni s¹ dokonaæ daleko
id¹cej selekcji materia³u z pominiêciem innych, niekiedy nie mniej wa¿nych zagadnieñ co na ogó³ staje siê
przedmiotem dyskusji. Tak jest i w tym przypadku. Autor ograniczy³ swoje rozwa¿ania g³ównie do zwi¹z-
ków heteroaromatycznych z jednym heteroatomem. Wyj¹tek stanowi rozdz. 8 poœwiêcony niearomatycz-
nym zwi¹zkom o czterocz³onowych pierœcieniach. Innym zwi¹zkom niearomatycznym poœwiêcono zaled-
wie krótkie wzmianki w kilku rozdzia³ach. W pozosta³ych siedmiu rozdzia³ach omówione zosta³o nazew-
nictwo i zagadnienia ogólne, w tym aromatycznoœæ (rozdz. 1), pirydyna, chinolina i izochinolina (rozdz. 2
i 3), sole piryliowe, piranony, zredukowane pirany, sacharydy i wêglowodany (rozdz. 4), sole benzopiry-
liowe, kumaryny i chromony (rozdz. 5), pirol, furan i tiofen (rozdz. 6) i ich analogi ze skondensowanym
pierœcieniem benzenowym (rozdz. 7). Ograniczenie omawianych zwi¹zków do heterocykli z jednym hete-
roatomem zawê¿a prezentowan¹ wiedzê z pominiêciem tak wa¿nych grup jak diazole czy diazyny. Inna
u³omnoœæ podrêcznika wynika z faktu i¿ jego pierwotna wersja zosta³a opracowana przed dziesiêciu laty
przez co literatura Ÿród³owa do której odsy³any jest czytelnik jest na ogó³ niezbyt aktualna. Niektóre
z przytoczonych reakcji np. wyczerpuj¹ce metylowanie Hofmanna (ss. 39, 130) maj¹ ju¿ tylko znaczenie
historyczne. Natomiast szkoda, ¿e pominiêto wa¿ne wspó³czesne sposoby tworzenia pierœcieni heterocy-
klicznych, oparte o reakcje cykloaddycji czy te¿ wykorzystanie do tego celu zwi¹zków palladu (0).

Do lektury podrêcznika zachêca logiczna i przejrzysta narracja zilustrowana dobrze opracowanymi
przyk³adami reakcji. Zaprezentowanemu materia³owi towarzysz¹ zadania, których rozwi¹zania przytoczono
na koñcu ksi¹¿ki. Podrêcznik pozbawiony jest b³êdów merytorycznych, a jego t³umaczenie dobrze oddaje
myœl autora i co wa¿ne, jest dobrze dopracowane pod wzglêdem jêzykowym i redakcyjnym. U¿yta nomen-
klatura jest poprawna – odpowiada regu³om obowi¹zuj¹cym w polskim nazewnictwie chemicznym.

Uwa¿am, ¿e ksi¹¿kê Malcolma Sainsbury’ego mo¿na poleciæ wszystkim tym, którzy pragn¹ rozsze-
rzyæ swoj¹ wiedzê z chemii organicznej poza zakres materia³u programowego, omawianego w podstawo-
wych podrêcznikach tego przedmiotu. Polecam j¹ g³ównie studentom studiuj¹cym na kierunkach chemii,
farmacji, biochemii oraz wyk³adowcom opracowuj¹cym wyk³ady monograficzne.

Przekazany mi do oceny egzemplarz ksi¹¿ki po dwukrotnym przeczytaniu zamieni³ siê w stos luŸ-
nych kartek, co nie wystawia najlepszego œwiadectwa polskiemu Wydawcy, tym bardziej ¿e nie jest to
pierwszy jego podrêcznik niedopracowany pod wzglêdem technicznym.

Jacek M³ochowski
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Podziêkowania za wspó³pracê w roku 2009

Redakcja Wiadomoœci Chemicznych, w imieniu ca³ego Komitetu Redakcyjnego
sk³ada serdeczne podziêkowania wszystkim osobom i instytucjom za zaanga¿owa-
nie oraz aktywnoœæ na rzecz rozwoju Czasopisma w roku 2009.

W ubieg³ym roku uzyskaliœmy wsparcie finansowe od:
– Wydzia³u Chemicznego Politechniki Œl¹skiej w Gliwicach,
– Wydzia³u Chemii Politechniki Wroc³awskiej,
– Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Gdañskiego,
– Wydzia³u Chemicznego Politechniki £ódzkiej,
– Wydzia³u Chemii Uniwersytetu Wroc³awskiego,
– Instytutu Niskich Temperatur i Badañ Strukturalnych PAN we Wroc³awiu,
– J. M. Rektora Uniwersytetu Wroc³awskiego;
w bie¿¹cym roku, jako pierwszy oœrodek wspar³ nasze czasopismo,
– Wydzia³ Chemiczny Politechniki Rzeszowskiej.
Jesteœmy wdziêczni wszystkim w/w, za przy³¹czenie siê do akcji wspierania

Czasopisma poprzez zamieszczania informacji o swojej dzia³alnoœci na forum Wia-
domoœci Chemicznych.

Jednoczeœnie zachêcamy inne polskie oœrodki chemiczne, aby równie¿ zechcia³y
uczestniczyæ w tej inicjatywie promuj¹cej naukê w Polsce.

Podziêkowania dla pani Barbary Latko
za pe³nienie funkcji sekretarza redakcji Wiadomoœci Chemicznych

Sk³adamy wyrazy podziêkowania Pani Barbarze Latko za kilkuletni¹ pracê
w pe³nieniu obowi¹zków sekretarza naszej redakcji. Dziêkujemy za ogromne zaan-
ga¿owanie, profesjonalizm i znakomit¹ organizacjê pracy.
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Informacje bie¿¹ce

Informujemy, ¿e od roku 2010, rezygnujemy z przesy³ana do Autorów bezp³at-
nych odbitek manuskryptu – w zamian bêdziemy przesy³aæ elektroniczn¹ wersjê
opublikowanej pracy. Decyzja ta zosta³a podjêta na proœbê wielu autorów jak rów-
nie¿ ze wzglêdu na obni¿enie kosztów wydawania czasopisma.

Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2010

Redakcja miesiêcznika PTCh „Wiadomoœci Chemiczne” zawiadamia, ¿e
wysokoœæ prenumeraty rocznej „Wiadomoœci Chemicznych” za 2010 r. wynosi
168 z³ dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratorów indywidualnych oraz 78 z³
dla bibliotek szkó³ œrednich i podstawowych. Nale¿noœæ za prenumeratê prosimy
przekazywaæ na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzia³ we Wroc³awiu

pl. Powstañców Œl. 9, 50-950 Wroc³aw
Redakcja „Wiadomoœci Chemiczne”

NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata „Wiadomoœci Chemicznych” dla cz³onków PTCh, po³¹czona
z op³at¹ sk³adek cz³onkowskich, jest znacznie ni¿sza i przedstawia siê nastêpuj¹co:

– prenumerata „Wiadomoœci Chemicznych” na rok 2010 wraz ze sk³adk¹
cz³onkowsk¹, w ramach której dostarczany jest „Orbital”, wynosi 70 z³
(sk³adka – 50 z³, prenumerata – 20 z³);

– emeryci, doktoranci oraz studenci p³ac¹ 35 z³ (sk³adka – 15 z³, prenume-
rata – 20 z³); a nauczyciele szkó³ œrednich i podstawowych p³ac¹ 40 z³
(sk³adka – 20 z³, prenumerata – 20 z³).

Cz³onkowie PTCh, którzy zechc¹ zaprenumerowaæ „Wiadomoœci Chemiczne” na
podanych tu warunkach, proszeni s¹ o wnoszenie op³at na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA

NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458



Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych” informuje, ¿e s¹ u nas do nabycia
nastêpuj¹ce pozycje „Biblioteki Wiadomoœci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 z³
Podstawowa terminologia stereochemii oraz S³ownik podstawowych terminów

w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 z³

Nomenklatura wêglowodanów. Zalecenia 1996, t³um. i red. T. Soko³owska
i A. Wiœniewski, cena 18 z³

I.Z. Siemion, Bronis³aw Radziszewski i lwowska szko³a chemii organicznej, cena
18 z³

K. Maruszewski, Fizykochemia moleku³ zamkniêtych w zeolitach i zol-¿elach,
cena 18 z³

Praca zbiorowa, Uporz¹dkowane materia³y mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 z³

Skorygowana nomenklatura rodników, jonów, jonorodników i podobnych indywi-
duów chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Soko³owska i A. Wiœniewski,
cena 15 z³

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czêœæ pierwsza,
cena 18 z³

M. Zab³ocka-Malicka, Ruchliwoœæ jonów w podwójnych uk³adach stopionych soli,
cena 8 z³.

Praca zbiorowa, Nanomateria³y, red. D. Hreniak, W. £ojkowski, W. Strêk,
M. Suszyñska, cena 25 z³.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe – nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Paœciak, W. Strêk, cena 20 z³

Glosariusz nazw klas zwi¹zków organicznych i reaktywnych produktów poœrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaŸmierczak
i J. Gawroñski, cena 16 z³.

Od substacji prostych do ¿ycia. Œwiat RNA – pocz¹tki ¿ycia na Ziemi, Zdzis³aw
Chilmonczyk, cena 18 z³.

Profesor Bogus³awa Je¿owska-Trzebiatowska. 1908–1991 w setn¹ rocznicê uro-
dzin,

cena 12,00 z³.
Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ I, cena 17,50 z³.
Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ II, cena 17,50 z³.

Ksi¹¿ki wysy³amy na koszt zamawiaj¹cego. Zamówienia prosimy kierowaæ
pod adresem: Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroc³aw. Op³aty nale¿y wnosiæ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroc³aw,
Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



„Wiadomoœci Chemiczne” publikuj¹ artyku³y przegl¹dowe, dotycz¹ce wszystkich dziedzin
chemii i wczeœniej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie mog¹ byæ wydane gdzie indziej.

Treœæ artyku³ów powinna odpowiadaæ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglêdniaæ najnowsze
osi¹gniêcia z dziedziny, której artyku³ dotyczy.

„Wiadomoœci Chemiczne” nie przyjmuj¹ do druku oryginalnych prac w³asnych. W wyj¹tko-
wych przypadkach mog¹ zostaæ wydane prace przegl¹dowe dotycz¹ce dorobku w³asnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata wa¿nej nagrody) albo prace podsumuj¹ce dorobek
Instytutu, Wydzia³u itp. Zamiar z³o¿enia takiego artyku³u do druku powinien byæ jednak wczeœniej
uzgodniony z Redakcj¹.

Ponadto w serii „Biblioteka Wiadomoœci Chemicznych” publikowane s¹ prace, bêd¹ce z za³o-
¿enia d³u¿szymi artyku³ami przegl¹dowymi lub monografiami poœwiêconymi wa¿nym i aktualnym
problemom wspó³czesnej chemii. Autorzy, którzy chcieliby dla „Wiadomoœci Chemicznych” taki
artyku³ napisaæ, powinni wczeœniej skontaktowaæ siê z Redakcj¹ i przes³aæ poczt¹ elektroniczn¹
(e-mail: wchem@wchuwr.pl) lub zwyk³¹ informacjê zawieraj¹c¹ tytu³ przygotowywanej publika-
cji oraz przybli¿on¹ liczbê stron, tabel i rysunków itp.

W ramach nowej serii wydawniczej „WCh” pod nazw¹ „Habilitacje” mog¹ byæ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwa¿ywszy, ¿e zgodnie z ustaw¹,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omówieniem w jêzyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (równie¿ w kolorach) obydwu tych wariantów. W zale¿-
noœci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagañ Autorów,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztów druku z Autorami lub Instytucjami zlecaj¹cymi
druk.

Prace nale¿y przesy³aæ do Redakcji poczt¹ elektroniczn¹ (e-mail: wchem@wchuwr.pl) oraz
równolegle – poczt¹ zwyk³¹ (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakcji „Wiadomoœci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroc³aw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z do³¹czon¹ p³yt¹ CD, zawieraj¹c¹ tekst, tabele i ilustracje.

Tekst powinien byæ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artyku³y nale¿y opracowywaæ zwiêŸle i nie zamieszczaæ nadmiaru szczegó³ów, odsy³aj¹c Czytel-
nika do piœmiennictwa oryginalnego, które powinno uwzglêdniaæ najnowsze prace z dziedziny, któ-
rej dotyczy artyku³.

Maszynopis nie powinien przekraczaæ 25 stron, wliczaj¹c wykaz piœmiennictwa w przypadku
krótkiego przegl¹du, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
„Wiadomoœci Chemicznych”. Strona powinna zawieraæ 1800 znaków (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znaków oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytu³em polskim, nale¿y umieœciæ tytu³ w jêzyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(ów) oraz spis rozdzia³ów. Dalej powinno siê znale¿æ obszerne streszczenie
pracy w jêzyku angielskim (do 2700 znaków, z cytowaniem piœmiennictwa i odsy³aczami do tabel
i rysunków w tekœcie) oraz wykaz s³ów kluczowych, osobno w jêzyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysy³anie tekstów angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy do³¹czyæ krótk¹ (do 150 wyrazów) notkê biograficzn¹, zawie-
raj¹c¹ tytu³y naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autorów, w tym
aktualne zdjêcie. Nades³anie tych informacji bêdziemy traktowaæ jako zgodê na ich publikacjê.

Rysunki (mog¹ byæ kolorowe, ale trzeba siê liczyæ z dop³at¹ do druku) w formie wydruku
nale¿y przes³aæ w dwóch egzemplarzach. Musz¹ mieæ odpowiedni¹ formê graficzn¹, by w razie
potrzeby nadawa³y siê do reprodukcji. Na odwrocie nale¿y wpisaæ o³ówkiem nazwisko autora
i numer rysunku – ten sam, który w odpowiednim miejscu zosta³ wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie do³¹czyæ podpisy pod rysunki w jêzyku polskim i angielskim. Osobno nale¿y do³¹-

REGULAMIN  DLA  AUTORÓW



czyæ ponadto jeden komplet wzorów i schematów, narysowanych oddzielnie w formie nadaj¹cej siê
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-bia³e nale¿y zapisaæ w formacie .doc, .cdr,
.jpg, .tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe – w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczoœæ rysunków
≥ 300 dpi. Ka¿dy z rysunków zapisaæ w oddzielnym pliku.

Tabele nale¿y ponumerowaæ cyframi arabskimi, a ich tytu³y w jêzyku polskim i angielskim
zapisaæ nad tabelami.

Piœmiennictwo nale¿y zestawiæ w kolejnoœci cytowania w tekœcie: powinno ono zawieraæ
kolejno inicja³y imion i nazwisko, skrót tytu³u czasopisma zgodny z przyjêtymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreœlony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyk³ad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrótów wa¿niejszych czasopism chemicznych jest podany w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jeœli czêœæ piœmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nale¿y podawaæ szczegó³owo wykazu tego piœmiennictwa, lecz cyto-
waæ odnoœne wydawnictwo.

O przyjêciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjêciem decyzji wszyst-
kie prace s¹ przesy³ane recenzentom. Artyku³y niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowuj¹c kopiê maszynopisu.

Autorzy zobowi¹zani s¹ do wykonania jednej korekty tekstu.
Autor wskazany w liœcie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drog¹ elektroniczn¹

plik opublikowanej pracy w formacie pdf.
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