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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

Stowa kluczowe: fosfoniany, zwigzki metaloorganiczne, fosfor
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

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)X, — halogenek fosforylu

Ph — grupa fenylowa

Pr — grupa propylowa

PX, — trihalogenek fosforu

R — podstawnik alkilowy lub arylowy
Tf — grupa trifluorometylosulfonowa
THF — tetrahydrofuran

TMEDA — tetrametyloetylenodiamina
T™MS — grupa trimetylosililowa
TMSCI — chlorotrimetylosilan

Ts — tosyl (grupa p-toluenosulfonowa)

X — chlorowiec (Cl, Br, 1)
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WSTEP

Popularne metody syntezy fosfonianéw — takie jak Abuzowa i Michaelisa-
Beckera zawodza w przypadkach, gdy celem otrzymania jest arylofosfonian. Spowo-
dowane jest to niewielkq reaktywnoscig chlorowcoarenéw w reakcjach podstawie-
nia nukleofilowego. Co prawda, przez zastosowanie wysokiej temperatury mozna
wymusi¢ podstawienie, zwlaszcza gdy nukleofil fosforowy posiada wysoka aktyw-
no$¢ (np. sol fosforynu dietylowego), jednak z drugiej strony w takich warunkach
moga nastapi¢ reakcje uboczne lub wrecz rozktad produktu.

Podstawienie chlorowca w wyniku oddziatywania P(O)X z karboanionem pro-
wadzi do powstania nowego wigzania C—P, stanowi wigc wazne uzupelnienie metody
Arbuzowa i podobnych procedur. Podstawg tej metody jest wykorzystanie zwiaz-
kéw metaloorganicznych jako gldwnych reagentéw. Réznorodnos¢ pod wzgledem
struktury i reaktywnosci zwiazkow posiadajacych wiazanie metal-wegiel sprawia,
Ze sg one czesto wykorzystywanie do otrzymywania polaczen fosforoogranicznych.
Najwigksze znaczenie maja zwiazki rtecio-, ofowio-, glino-, kadmo-, cyno- magne-
z0-, miedzio- i litoorganiczne, przy czym w syntezie fosfoniandw uzywa si¢ gtow-
nie trzech ostatnich. W pracy tej sposrdd licznych istniejacych metod wybrano gtow-
nie te, ktore sa uniwersalne i za pomocg ktérych uzyskuje si¢ najwiekszgq wydaj-
nos¢.

1. ZWIAZKI LITOORGANICZNE W SYNTEZIE FOSFONIANOW

Zwigzki litoorganiczne naleza do potaczen charakteryzujacych sie wysoka reak-
tywnoscia i czgsto sa wyjsciowymi reagentami do uzyskiwania innych pochodnych
metaloorganicznych [4].

Stabilnos¢ tych zwiazkow zalezy gldwnie od hybrydyzacji atomu wegla, z ktd-
rym lit tworzy wigzanie oraz od rodzaju atomu w pozycji 2. Proste uktady, w ktorych
atom litu jest zwiazany z atomem wegla o hybrydyzacji sp®, jak ma to miejsce
w pochodnych alkilowych, wykazuja bardzo duzg reaktywnos¢ i matg stabilnosé.
Jezeli atom wegla, na ktérym w wyniku litowania tworzy si¢ karboanion, posiada
hybrydyzacje sp® i znajduje si¢ w bezposrednim sasiedztwie heteroatomu dysponu-
jacego wolna para elektronowa, to uktad taki nie jest stabilny z uwagi na oddzialy-
wanie odpychajace dwoch wolnych par elektronowych umiejscowionych na sgsia-

dujacych atomach:
. N 8 —+> 4 N B
N W s
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W takim ukltadzie preferowana begdzie utrata anionu wodorkowego:

/,, \\\‘

N — | "N—-C® <~—> @n=C
Ny H .{)\ /

Z tego powodu w aminach tatwiej jest oderwac anion wodorkowy niz proton
z sgsiadujacego z atomem azotu wegla. Jezeli atom ten posiada hybrydyzacje sp?
wtedy preferencyjnie zachodzi 2-litowanie. Wolne pary elektronowe lezg woéwczas
w roznych plaszezyznach i ich niekorzystne oddziatywanie jest zredukowane.

/s, |
‘N
4 )
. [

Mozliwe jest rowniez 3-litowanie uktadow zawierajacych heteroatom. Trudnos-
cia, jakq napotyka sie w tym procesie, jest tendencja utworzonego karboanionu do
ulegania reakcji eliminacji z utworzeniem olefiny:

/,,'

\ __H \ _Li
—c” —c” ~c _
\(I: e \é —— T + LiN
/ N / N 7 /C\

Trend ten maleje wraz ze wzrostem wewngtrznego naprezenia w tworzacym sig
nastepczo alkenie.

Sposrdd zwiazkow metaloorganicznych, to wlasnie litopochodne posiadajq naj-
szersze spektrum zastosowan w syntezie fosfonianow.

Zwiazki litoorganiczne sg silnymi odczynnikami alkilujgcymi i arylujgcymi sto-
sowanymi do tworzenia nowego wigzania C—P. Niestety, proste, niestabilizowane
rezonansowo litopochodne (np. alkilolit) znajdujg zastosowanie jedynie w przypadku,
gdy reagent fosforowy posiada tylko jedno aktywne centrum zdolne do tworzenia
wiazania C—P [5].

Znacznie szersze jest wykorzystanie soli litowych stabilizowanych anionéw orga-
nicznych w reakcji ze zwigzkami zawierajacymi wigzanie P—X. W ten spos6b mozna
otrzymywac nie tylko fosfoniany [6], ale i fosfinotlenki [7] oraz fosforowe pochodne
cyklopentadienylowe [8] — (wigcej w rozdz. 7).

>< 1. LIN(TMS),, THF, -78°C
o)

2. (R"0),P(0)CI H*IH,0
o 3.H,0, 0 —
R
\)\(&O
R

P(O)(OR"), P(O)(OR 2
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Litowanie moze by¢ dogodng metodq otrzymywania aromatycznych fosfonia-
noéw zawierajacych azot jako heteroatom.

Przyktadowo, opracowano dogodng metode syntezy fosfonowych pochodnych
pirolu wykorzystujac tatwosé, z jaka ulega litowaniu pozycja 2 w uktadach hetero-
aromatycznych. N-Metylopirol przeksztatcony w 2-litopochodna i poddany dziata-
niu chlorofosforanu dietylowego tworzy 2-pirolilofosfonian dietylowy [9].

@\ . 1. CIP(O)(OEt), ﬂ\
N Li 2. H,0 N IIID(OEt)Z
I | o©

W analogiczny sposéb otrzymano seri¢ pochodnych 1,2,4-triazolu [10, 11]
z wydajnoscia 44-72%.

R

N—N/ /R /R
A ) —Buli /E‘ﬁ\ CIP(O)(OEY, N—N
RI™N\ 2 T THF, -78°C AN /
RSN L Rl/kN/)\ P(OEY),
I
R: Bn, Me o
R Ph, H

Z kolei litowanie pirydyny w pozycji C-3 i reakcja z chlorofosforynem dietylo-
wym prowadzi do 3-pirydylofosfonianu (wydajnos$¢ 36%) —[12].

0
Li
| N BuLi | N CIP(0)(OEY), - POED:
~ -80°C _ -80°C | _
N N

Ponadto, wykorzystujac reakcje¢ litowania-dehalogenowania mozna uzyskacé fos-
fonowe pochodne zasady pirymidynowej — uracylu [13].

)j/ _ Bl )j/ CIP(O)OEY,
)\ —7sc

OMe O o
PO:H
N Xy POEY2 Tvscl, Nal HN e
A T A
MeO N O N

H
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W podobny sposéb otrzymano analog nukleozydu posiadajacy fragment uracy-
lowy zwigzany z reszta cukrowa [14].

O O O
Br (EtO)FI>I
| /Iﬁ 1. BuLi, THF, -78°C 2 | NH
—_—
N o 2. CIP(O)(OEt), N ,&O
RO RO
o o
RO OR RO OR
1 Q
NaO),P
(NaO), | NH
TMSCI, Nal N/go
HO
o)
HO OH

W niskiej temperaturze alkinylolit jest uzytecznym odczynnikiem do syntezy
1-alkinylofosfonianow. Alkiny ulegaja reakcji metalacji pod wptywem BuLi w THF,
w obnizonej temperaturze, a utworzony acetylenek litu reaguje w nastepnym etapie
z chlorofosforanem w tych samych warunkach. Taka procedura minimalizuje uboczne
reakcje prowadzac do wysokich i odtwarzalnych wydajnosci w syntezie tej grupy
zwigzkow [15-29].

, 1. n-BuLi, -78°C, THF

H—R!——— (EtO),P—R!
2. (EtO),P(0O)Cl 5

R%: Alk, BnOCH,, PhS, Ph

Przyktadowo synteza etynylofosfonianu dietylowego zostala 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 —78°C, grupg ochronng usuwa si¢
poprzez hydrolize w rozcienczonym roztworze wodnym kwasu solnego [30-32].

1-Lito-1,1-difluorometylofosfoniany sa najczgsciej otrzymywane in situ z diflu-
orometylofosfonianéw w obecnosci LDA lub LiHDMS. Z uwagi na ich niska stabil-
no$¢ i stabe wlasciwosci nukleofilowe [33-36] te wysoce deaktywowane karbo-
aniony wymagajg obecnosci silnego elektrofila (1-rzgdowych bromkéw [37—40]
i jodkow alkilowych [25, 41], benzylowych [42] lub allilowych [37—40]) w celu
uzyskania satysfakcjonujacych rezultatow.
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(RO),P—CF,H BuLi lub LIHDMS (RO),P—CF,Li

(0] o

R'CH,-X

(RO),P—CF,CH,R'
0

X: Cl, Br, I, OTf, OTs, OAc

Wigcej wiadomosci na temat zastosowania zwiazkéw metaloorganicznych do
otrzymywania fluorowanych fosfonianow opisano w literaturze przegladowe;j [3(j)].

Gdy chlorometylofosfoniany dialkilowe sq metalowane z uzyciem n-BuLi
w temperaturze —78°C, a nastgpnie poddawane reakcji ze zwigzkiem karbonylo-
wym (aromatycznym, alifatycznym, cyklicznym) otrzymuje si¢ 1,2-epoksyalkilo-
fosfoniany z wydajnoscia 50-90% bez sladéw produktéw ubocznych [43, 44].

0
Cl Cl ZJJ\ 3 H R2
' NBULl R0y P—CH ——— = (RO)P—C—C]
- — —CH ——— —Cc—
(RORI=CH: eoc, ThF 2, T -18->20°C gt R
o) O Li o)

Przeksztalcenie alkilofosfonianéw w 1-litopochodna, poddang nastepnie reak-
cji z DMF lub N-formylomorfoling w niskiej temperaturze prowadzi do przejscio-
wej formy S-aminoalkoksydowej. W roztworze kwasnym ulega ona przemianie do
1-formyloalkilofosfonianu z wydajnoscia iloSciowa [45, 46]. Podobny rezultat uzy-
skuje si¢ uzywajac HCO,Et jako odczynnika formylujacego. Dzigki tej metodzie
mozna uzyskaé pochodne alkilowe [47], allilowe [48], benzylowe i tioetylometylo-
we [49].

R! R?
I 1. n-Buli, -78°C, THF |
(RO)P—CH = (RO),P—C—CHO
(1] . (]

O R? 3.2MHCI O R?

E*: HCO,Et, Me,NCHO, N-formylomorfolina

Fosforan trietylowy mozna tatwo przeksztatci¢ w 1-formyloalkilofosfonian bez
izolowania produktéw przejsciowych z catkowita wydajnoscig 90-94% [47, 50-52].

R’ R’
1. - | |
(EtO),P—0Et _ 2R-CHoli _ (giopp—cn —HCOEL _ (ki0),p—c—cHO
8 -78°C, THF & |1 3M HCI 8 H
|

R': Me, Et, n-Pr, i-Pr, n-Bu, i-Bu
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Wykorzystujac tatwos¢ metalowania pozycji 2 w alkilofosfonianach, wycho-
dzac z 1-chloro-1-litoalkilofosfonianu i aromatycznej iminy opracowano stereose-
lektywna metode syntezy fosfonoazyrydyn [53, 54]. Powstajacy w przewadze
(95%:5%) izomer trans mozna tatwo oddzieli¢ od formy cis na drodze chromato-
grafii kolumnowe;j.

0 0
cl_ P(OEY, —2u cl \r P(OEt),
Li
Q o)
1 11
Arl-CH=N-Ar? Ar\/ :P(OEt)z H P(OEY),
PR +
H N H Ar1: (N7 “H
|
Ar? Ar2
(2S,3R) (2539)

2. ZWIAZKI MAGNEZOORGANICZNE W SYNTEZIE FOSFONIANOW

Zwiazki Grignarda stuza do otrzymywania fosfonianow arylowych i alkilowych
w reakcji z chlorofosforynami lub chlorofosforanami dialkilowymi. Problemem jed-
nak jest uzyskanie odpowiedniej selektywnosci reakcji, poniewaz chlorofosforany
i chlorofosforyny posiadaja dwa reaktywne w stosunku do zwigzkéw metaloorga-
nicznych wigzania: P—Cli P—O [55]. Do uzyskania odpowiedniej selektywnosci wyko-
rzystuje sie labilnos¢ wiazania P—CI [56].

CF CF
*  (Et0),P(O)CI 3
_—

MgBr P(O)(OEY),

Podstawienie w estrach mieszanych arylo-alkilowych kwaséw fosfinowych
mozna réwniez przeprowadzaé z duza selektywnoscig wykorzystujac fakt wigkszej
reaktywnosci estrow fenoli, ktére sa lepszymi grupami opuszczajacymi [57].

OAr ) OCin
Ph—F, ArMgX,  pph—p
OCin Ar'

=-0Cin
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Alternatywna metoda syntezy alkinylofosfonianéw jest rozwigzanie polegaja-
ce na wykorzystaniu reaktywnosci bromkéw (najczesciej) alkinylomagnezowych
w stosunku do chlorofosforanu dialkilowego.

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

1. MeMgBr, 0°C, Et,0

H—==—SiMe, (EtO),P—==—"SiMe;
2. (Et0),P(O)CI L
o]
Na,COj; aq
——— > (Et0),P—=—H
I

O

Co wigcej, zastosowanie tej metody do syntezy wyzszych homologoéw acety-
lenu daje réwnie dobre efekty. Nie trzeba wowczas stosowaé grup ochronnych,
a bromek alkinylomagnezowy reaguje z chlorofosforanem dietylowym (stosowa-
nym najczegsciej) w temp. 0 lub —30°C, w zaleznosci od uzytego rozpuszczalnika
[59-63]. Wydajnos¢ wynosi zwykle 50—76%, przy czym zalezy ona od kolejnosci
dodawania reagentow.

o
H—— ! 1. EtMgBr, 0°C, Et,0 (RO),P—= R
2. (RO),P(O)CI IO

R: Alk, Ar
R®: Alk, CyAlk, Ar

Jodek perfluoroheksylomagnezowy generowany in situ z jodku perfluorohek-
sylowego i jodku fenylomagnezowego reaguje z chlorofosforanem dietylowym
w temperaturze —50°C dajac perfluoroheksylofosfonian dietylowy z wydajnoscia
56% [64]. Jest to przyktad ogdlnej metody otrzymywania perfluorowanych alkilo-
fosfonianow.

CFa(CFpsMgl + Cl—P(OEt), —=22 CF4(CF,)s—P(OE),
1" - I
o o

Synteza heterocyklicznych fosfoniandw mozliwa jest takze z uzyciem odczyn-
nikéw Grignarda. Wspomniano wyzej o reakcji 2-lito-N-metylopirolu z chlorofosfo-
ranem dietylowym. W analogiczny sposéb reaguje bromek 2-pirolilomagnezowy
tworzac 2-pirolilofosfonian dietylowy z wydajnoscig 30% [9].

/I L CIPO)OEY, 7
Q\MgBr 2. H,0 Q\ IIID(OEt)Z

H Ho g
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3. ZWIAZKI MIEDZIOORGANICZNE

Mimo ze zwiazki organiczne miedzi nie sg uzywane do syntezy wigzania C—P,
to sg one bardzo cenne jako odczynniki sprzegajace stuzace do funkcjonalizowania
czasteczek fosfonianow.

Traktujac 1-alkinylofosfoniany miedzianami w niskiej temperaturze, a nastgp-
nie dziatajac na produkt przejsciowy jodem uzyskuje si¢ a-jodowinylofosfoniany
z wydajnoscia 97-98% [65, 66].

| R?
P 1. R,°CuMgBr, -78°C __
2 2.1 (EtO),P R?
o) \\O

Pochodne benzylofosfonowe otrzymuje si¢ z chlorometylofosfonianow przez
sprzeganie ze zwigzkami miedzioorganicznymi uzyskanymi in situ z bromkdéw arylo-
wych [67]. Zastapienie chlorometylofosfonianu jodopochodna powoduje spadek
wydajnosci z 60% do 31%.

1. t-Buli, -78°C, THF
2. Cul, 0°C

3. (EtO),P(O)CH,Cl

(EtO),P(O)-CH,-Ar

Arylowanie mozna réwniez przeprowadza¢ wykorzystujac tatwos¢ w tworze-
niu karboanionu w 1-cyjanometylofosfonianach i sprzggajac go z halogenkiem arylo-
wym w obecnosci Cul [68, 69].

1. NaH, DMF Ar

Cul '
Et0),P-CH,-CN > (EtO),P-CH-CN
( )2(.). 2 2. Ar-X, 85-100°C (E10)F

X: Br, |

Epihalohydryny stuzg do bezposredniego wprowadzania funkcji epoksydowe;
do czasteczki fosfonianu po uprzednim wygenerowaniu karboanionu w pozycji 1.
Metoda ta daje umiarkowane wydajnosci (30—47%) [70].

1
Rt 1.n-Buli, -78°C, THF R o
| 2.Cul, -30°C, THF )\/</
(Eto)zp'CHz
1

(EtO),P
0O 3. O> \ ICI)

X

Atrakcyjna metoda syntezy 2-oksoalkilofosfonianow jest chemoselektywne acy-
lowanie a-metalowanych alkilofosfonianéw za pomoca chlorkow kwasowych.
W metodzie tej produktem przejsciowym jest 1-litopochodna, ktéra z uwagi na wysoka
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reaktywnos¢ nie moze by¢ stosowana w reakcji z chlorkiem acylowym. Dlatego
litopochodng poddaje si¢ transmetalowaniu z Cul i dopiero wtedy moze by¢ ona

traktowana odczynnikiem elektrofilowym [71-97]. Wydajno$¢ tych reakcji jest nie-
mal ilosciowa.

R’ R1
' n-BulLi Cul
- __nBuli_ Rop-cH — W
(RORP-CHy —Zgoc trr (RO, | -35°C, THF
O Li
R’ o) R
RO),P-CH o2 )WRz
(RO)P-C -35°C, THF (RO)P
O Cu le) 0

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

R1 R'] R1
' n-BuLi Cul
- EtO P CH—» EtO P CH
(EtO)ZIIDI CH;  —7gsc THE (EtO), yTym— (EtO),
le) O Li O Cu
X R" O
A (EtO), M — HS04 (EtO), p)\/u\
-35°C, THF -10°C
’ O
R™: H, Me
X: Cl, Br

W podobny sposéb uzyskuje si¢ 2-okso-a-(alkoksykarbonylo)alkilofosfoniany
uzywajac monochlorkéw kwaséw dikarboksylowych [84, 85, 99, 100].

R1 R1 R1

| n-BulLi Cul
i —»ROPCH—»ROPCH

(RORP-CHy  —7goc trr RO pec e BO2
le} O Li O Cu
R1
CI-C(O)-(CH,)n-CO,R? )ﬁf(/*
EtO),P CO,R?
-35°C, THF (EtORP hCO,
O O

R: Me, Et, i-Pr, n-Bu
R': H, Me
n: 1,2
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4. ZWIAZKI KADMO- I CYNKOORGANICZNE

Z powodu niskiej reaktywnosci, zwiazki organiczne cynku i kadmu nie znala-
zly szerokiego zastosowania w syntezie fosfonianéw. Zazwyczaj sa one stosowane
do tych samych celow, co zwiazki Grignarda jednak reakcje zachodza najczesciej
z mniejszg wydajnoscia, a produkty sa trudniejsze do wyodrgbnienia.

Zwiazkéw kadmo- i cynkoorganicznych uzywa sie takze czasem jako odczyn-
nikoéw sprzegajacych, jak ma to miejsce w syntezie funkcjonalizowanych alkilofos-
fonianow [101].

R'CH,-X
]} (1] 1"
(0] (6] (6]
M: ZnBr, CdBr
X: Cl, Br, I, OTf

Wydajno$¢ reakcji nie przekracza 64%, a produktowi gldéwnemu towarzysza
znaczne ilosci zanieczyszczen.
Ponizsze reakcje obrazuja obszar zastosowan tej grupy zwiazkow [102—106].

Br

(Et0),P—CFyznBr — —  COM _ o1 p COOH ——=, (EtO),P COOH
u Cul (kat.), THF 8 2'c'>

1. Cd, 65°C, THF

EtO),P-CF,Br
(E10)P ~CF2 2. BrCH,CH=CH,

()

(EtO)gP CFQ'CHQ'CH:CHZ
o}

0, (EtO),P CF, CH,"CHO
MeOH, CH,Cl, o)
Dietylocynk stosowany tacznie z dijodometanem przeksztalcajq 2-ketofosfo-
niany w 3-ketofosfoniany na drodze insercji grupy metylenowej (z po$rednim eta-
pem wiodacym przez karbenoid) [107].
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0
R'  Et,Zn, CH,l /\)J\
(EtO),P — " 22 (EtO),P R!
6 O CHzclz 6
R': Me, Ph
o
L2
é/lv(oa)2 EtpZn, CHylp
CHoCl, P(OEt),
(1]
0

5. ZWIAZKI METALOORGANICZNE W REAKCJACH
PRZEGRUPOWANIA

W ostatnich latach rosnace znaczenie zyskuje zastosowanie w syntezie zwigz-
kéw fosforoorganicznych przegrupowania alkoholu propargilowego [108]. Przepro-
wadzajac reakcje alkoholu propargilowego z PCl, w obecno$ci amin trzeciorzedo-
wych uzyskuje si¢ allenylofosfoniany [109]. Powstawanie tego produktu zwigzanie
jest z przegrupowaniem propargilofosfonianu zachodzacym w niektorych przypad-
kach nawet podczas przechowywania zwigzku w temperaturze pokojowej [110].

R' '
s R R
R T\_—% B /C =C= C\
O XoPa R"
xzp’D ~o

Ponizej podano przyktad zastosowania alkoholu propargilowego w reakcji otrzy-
mywania allenylofosfonianu [111].

H
0 OH " (E10),P(0)CICH,CI, OH
EtzN #\N C
"\ \
Boc Boc P(OEt),
H o

H

Ponadto, estry propargilowe moga by¢ dobrymi substratami do otrzymywania
hydroksyfosfonianow. Przegrupowanie estrow zachodzi pod wptywem silnych
zasad, na przyktad LDA [112].

OH OP(O)(OEt), | pa OH

R 2P0 S —————— R——=——{-P(O)(0EY,

R R R
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Kolejnym typem przegrupowania, w wyniku ktérego otrzymuje sie fosfoniany,
jest przegrupowanie fosforanowo-fosfonianowe. Przyktadem moze by¢ zastosowa-
nie fosforanow winylowych, na przyktad produktow reakcji Perkowa, ktére pod
wpltywem LDA przegrupowuja si¢ do f-ketofosfoniandéw [113].

o 1. LDA - P(O)(OE), 0
. 2. (Et0),P(0)CI LDA ,
R ———2—> )\/R. —_— R
R R R

P(O)(OEt),

Jezeli substratem tej reakcji jest fosforan fenolu, to produktem przegrupowania
fosforanowo-fosfonianowego begdzie odpowiedni 2-hydroksyfosfonian [114].

Li
OH OP(O)(OEY)
z CIP(O)(OEt), z -80°C _
N N N
O O
P(OEt)2

e

Zablokowanie pozycji 2 i 5 w pierscieniu pirolowym przez wprowadzenie dwoch
grup metylowych nie prowadzi do utworzenia wigzania P-N, ale do podstawienia
przy atomie wegla C-3 i nastgpczej eliminacji grupy fosfonowej [9].

9 2
P(OEt), P(OEt),
/@\ 1. CIP(O)(OE), [\
N 1. CIP(O)(OEt); - -
\ 2. H,0 N -H* N
MgBr H
|_OEt
JD\O Et
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6. ZASTOSOWANIE ZWIAZK()W METALOORGANICZNYCH
W SYNTEZIE INNYCH ORGANICZNYCH POCHODNYCH FOSFORU

Jak wskazano wyzej, zwiazki litoorganiczne znajduja szerokie zastosowanie
w syntezie fosfonianow. Jednak posiadaja one tez znaczenie w otrzymywaniu
innych zwiazkéw fosforoorganicznych. Bardzo wysoka reaktywnos$¢ pochodnych
litoorganicznych sprawia, ze selektywnos¢ reakcji spada wraz z ilo$cig grup moga-
cych ulec podstawieniu w drugim reagencie. Litowane silany stuza do otrzymywa-
nia fosfin [115-117].

Si(CHz)3 (H3C)sC (H3C)sC Si(CHz)3

Li + p—Cl ——— P

Si(CH3)s (H:0):C (H:0:C  Si(CHy)s

Sole litowe, w ktérych aniony sg stabilizowane (np. pochodne ditianu) takze
stuza do podstawienia atomu chlorowca w zwigzkach typu PX, [118] i otrzymywa-
nia szerokiej gamy pochodnych fosforoorganicznych.

PCI
L® 3 H TMEDA pCl

(IZI

P\ P.
-
X

" 7

Cl

Uzyskany tréjpierscieniowy produkt posiada ciekawe wlasciwosci, gdyz repre-
zentuje uklad antyaromatyczny. Srodkowy pierscien bardzo tatwo przylacza dwie
czasteczki wody tworzac bis-drugorz¢dowy fosfinotlenek.

(IDH
P\ H,0 P
—_—
X
i |
OH
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7, uwagi na wysokg toksycznos¢, zwiazki rtecioorganiczne nie znalazty prak-
tycznego zastosowania w chemii organicznej fosforu. Sg one uzywane tylko wtedy,
gdy inne metody zawodza. W wyniku reakeji dilakilortgci z PX, tworza sig alkilodi-
chlorowcofosfiny [119].

PCl; + BuHg ——> BuPCl,

W przypadku, gdy do atomu fosforu przytaczone sa rézne atomy chlorowcow,
mozna selektywnie wykorzystaé ich rdzng reaktywnos¢ do otrzymania pozadanego
produktu. Podejscie to zyskato praktyczne znaczenie w reakcji przytaczania reszt
olefinowych do atomu fosforu [120]. W ten sposob otrzymuje si¢ winylodibromo-
fosfing z dibromofluorofosfiny:

PFBr, + (CHy=CH);,Hg —————— CH,=CH-PBr,

Zwiazki otowioorganiczne posiadaja podobne zastosowanie jak zwiazki orga-
niczne rteci [121] i stanowig alternatywe dla potaczen rtgciowych pomimo tego, ze
rowniez charakteryzuja si¢ podobnym stopniem toksycznosci. Przyktadem reakcji
z zastosowaniem zwigzku otowioorganicznego jest synteza etylodichlorofosfiny
z PCl, i tetraetyloofowiu.

Et,Pb + PCl;——> EtPCl,

Dialkilokadm, dzigki mniejszej reaktywnosci niz zwiazki Grignarda (z ktérych
jest otrzymywany), wykazuje wigksza selektywnos$¢ w reakcjach z chlorofosfinami
[122].

— 3
2 /\/\MQBF —_— > (/\/\)sz /\/\PC|2

Zwiazki cynoorganiczne znalazly zastosowanie do tworzenia wigzania C—P
w uktadach, gdzie atom wegla o posiada hybrydyzacje sp® lub sp [123].

Jako alternatywe do odczynnikéw Grignarda stosuje si¢ zwiagzki glinoorganiczne
charakteryzujace sie wigksza selektywnoscig w reakcjach z pochodnymi posiadaja-
cymi jednoczes$nie wigzanie P—X, jak i P-O. Glinoacetylenki litu stuza do sprzega-
nia grupy fosfonowej i reszty alkinylowej [124].

(RC=C),AlLi + (R'0),P(O)CI ——— RC=CP(0)(OR'),
Zwiazki glinoorganiczne stuza takze do wprowadzaniu grupy arylowej. Reak-

cje migdzy PCI, a arenami przebiegaja w obecnosci chlorku glinu, zgodnie z mecha-
nizmem reakcji Friedla-Craftsa.
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PODSUMOWANIE

Zaskakuje stosunkowo niewielka liczba doniesien o zastosowaniu zwiazkow
metaloorganicznych w syntezie wigzania C—P. Sg to raczej reakcje uzupetniajace
popularne metody Arbuzova i Michealisa-Beckera. Tym niemniej, niektorych fos-
foniandw nie sposob otrzymac nie stosujac zwigzkéw metaloorganicznych. Sposréd
nich najwigksze znaczenie w syntezie fosfoniandéw i tworzeniu nowego wigzania
C—P posiadaja zwigzki Grignarda [125] i litoorganiczne. Jednak ze wzgledu na duza
reaktywnos$¢ obu grup odczynnikdw, synteza monopodstawionych pochodnych przez
podstawienie zachodzace na atomie fosforu (np. z uzyciem PX (OR), PX_ itp.) jest
bardzo trudna lub praktycznie niemozliwa [126]. Dlatego w takich przypadkach
zastepuje si¢ je mniej reaktywnymi —a przez to bardziej selektywnymi — zwigzkami
glino-, kadmo- lub cynkoorganicznymi. Te ostatnie znalazly zastosowanie gtéwnie
do funkcjonalizowania fosfonianow przez tworzenie nowego wigzania C—C. Nato-
miast miedziany stosuje si¢ jako reagenty sprzegajace nawet w reakcjach z tak reak-
tywnymi odczynnikami jak chlorki acylowe.
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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 [S] 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, 2024, 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

Stowa kluczowe: uwalnianie lekéw, adsorpcja, materiaty weglowe, nanorurki weg-
lowe, nanorogi
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WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

ACE — enzym konwertujacy angiotensyne (ang. angiotensin-
converting enzyme)

BCS — biofarmaceutyczna klasyfikacja lekow

BET — model Brunauera-Emmetta-Tellera

C,, — fuleren o ksztalcie dwudziestos$cianu Scigtego

CapH, — Kaptopryl (ang. Captopril)

CDDP — [Pt(NH,),CL ] — cis-diaminadichloroplatyna(II)

CNT — nanorurki weglowe (ang. carbon nanotubes)

DMF — dimetyloformamid (ang. N,N-dimethylformamide)

DSPE — distearoilofosfatydyloetanolamina

f-=CNT — nanorurki weglowe z grupami funkcyjnymi

HMDS — 1,1,1,3,3,3-heksametylodixiloksan

K10 — montmorylonit — mikroporowaty minerat ilasty z grupy
glinokrzemianow

LP-la3d — mezoporowaty material krzemionkowy o symetrii [a3d

MCM-41 — mezoporowaty materiat krzemionkowy z heksagonalnym
utozeniem cylindrycznych poréw

MCM-48 — mezoporowaty materiat krzemionkowy o regularnej struk-
turze tréjwymiarowej

MWNT — wieloscienne nanorurki weglowe (ang. mutli-walled nano-
tubes)

NIR — bliska podczerwien (ang. near-infrared)

PEG — glikol polietylenowy

PGA — poliglikolid (poli(kwas glikolowy))

PLA — polilaktyd (poli(kwas mlekowy))

SBA-15 — mezoporowaty materiat krzemionkowy z potaczonym sys-
temem poréw

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 nanorogdw (ang. oxidised single-walled
carbon nanohorn)

SWNT — jednoscienne nanorurki weglowe (ang. single-walled
nanotubes)

SWNTox — utleniona forma jednosciennych nanorurek weglowych
(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)
T™S — tetrametylosilan (ang. fetramethylsilane)

VCM — wankomycyna (ang. vancomycin)
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WPROWADZENIE

W terapii, pacjentowi podaje si¢ leki w pewnych odstgpach czasu. Jest to
konieczne, poniewaz sa one przeksztatcane za pomoca enzymow (w serii reakcji)
w metabolity i usuwane z organizmu. Takie postgpowanie powoduje ograniczong
skutecznos¢ i koniecznosé stosowania duzych dawek lekdw, co z kolei prowadzi do
wystepowania licznych efektow ubocznych. W tej sytuacji rozwigzaniem majacym
na celu poprawianie i uzyskanie lepszych efektow terapii, moze okazac sie stosowa-
nie uktadu kontrolowanego uwalniania lekow. Jego zadaniem jest dostarczenie zwiaz-
kéw w odpowiednim i jak najkrotszym czasie w $cisle okreslone miejsce, np.
w poblize komdrek nowotworowych. Jednym ze sposobdw realizacji tego zadania
jest zastosowanie no$nikow lekow. Kluczowym elementem jest uzycie odpowied-
niego materiatu nosnika, ktory przede wszystkim nie moze by¢ toksyczny. Powinien
tez dobrze wigza¢ lek i umozliwi¢ uwalnianie go w pozadanym miejscu w stezeniu
na odpowiednim poziomie (powyzej leczniczego stezenia leku, ale ponizej jego dzia-
tania toksycznego) [1]. Ponadto, nosnik taki musi spetnia¢ odpowiednie wymogi
technologiczne, gdyz wiele obiecujacych nosnikow lekdéw nie znajduje zastosowa-
nia ze wzgledu na mata wydajnos$¢ produkcji, czy tez niestabilnos¢ w organizmie
[1].

W najblizszej przysztosci w dziedzinie farmacji i biotechnologii wiele moze
zmieni¢ zastosowanie nowych nanomaterialow, jako nosnikéw do kontrolowanego
uwalniania lekow. Na tym polu rozwdj i zastosowanie nanotechnologii otwiera,
w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami, nowe perspektywy, z ktérych najwazniej-
sze to:

*  mozliwo$¢ zastosowania w terapii stabo rozpuszczalnych w wodzie lekow,

+ $cisle kontrolowane dostarczanie lekow w pozadane miejsce,

 transport lekow przez bariery blon komoérkowych,

* mozliwo$¢ uwalniania lekéw wielkoczasteczkowych,

» zastosowanie terapii ,,kombinowanej” z mozliwoscia dostarczania dwdch

lub wigkszej liczby lekow,

* mozliwos$¢ obserwacji miejsc zainfekowanych poprzez zastosowanie indy-

katoréw np. nanokrysztatéw kropek kwantowych,

» uzyskanie szybszego dzialania i lepszej efektywnosci lekow.

Pierwsze wzmianki dotyczace kumulacji i uwalniania lekoéw pochodza z roku
1960. Mowig one o zastosowania pecherzykow thuszczowych zwanych liposomami.
Liposomy to mate pecherzyki sferyczne wypetnione roztworem wodnymi i otoczone
podwojng warstwa lipidowa. Byty one stosowane w terapii genowej ze wzgledu na
zdolnos¢ przenikania przez blony biologiczne [2]. Opracowania te zainicjowaly prace
nad kolejnymi organicznymi i nieorganicznymi materiatami do kontrolowanego
uwalniania lekéw. Prace na temat uzytecznosci materiatéw polimerowych do uwal-
niania duzych czasteczek ukazaty sie w latach 70. ubieglego wieku. Bardziej zto-
zone uktady zdolne do funkcjonowania w zdefiniowanych warunkach (np. przy okres-
lonych wartosciach pH) pojawity si¢ w latach 80., gdzie badania rowniez dotyczyty
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w gltownej mierze liposomoéw. Wydluzono czas dziatania tych uktadéw poprzez
wydtuzenie okresu ich krazenia w organizmie (tzw. ,,chytre liposomy™). W latach
90. ubieglego wieku podjeto badania nad wlaczeniem/dotaczeniem glikolu polietyle-
nowego do uktadu, co wydluzato czas dzialania liposomoéw i nanoczasteczek poli-
merowych [3, 4].

W ostatnim czasie odkrywanych jest coraz wigcej nanomaterialow stosowa-
nych jako nos$niki w kontrolowanym uwalnianiu lekow. Idealny nosnik powinien
by¢ przede wszystkim biokompatybilny. Wtasciwosci biofizykochemiczne takie jak:
rozmiar, tadunek, hydrofilowos¢ powierzchni, ilo$¢ grup funkcyjnych na powierzchni
nie powinny mie¢ wpltywu na czas krazenia i biodystrybucji leku w organizmie.
Powierzchniowe grupy funkcyjne powinny poprawié ,,wychwytywanie” leku przez
receptory komorek i umozliwi¢ utworzenie kompleksu aktywnego. Pomaga to osiag-
na¢ lokalnie duze st¢zenie leku w krotkim czasie i wzmacnia efekt jego dziatania.
Rozmiar i ksztatt statych nanono$nikéw decyduje o przedostaniu si¢ zwiazku do
wnetrza komorek [4].

Prezentowane opracowanie ma na celu przedstawienie najnowszych wynikow
badan nad najbardziej rozpowszechnionymi i nowymi no$nikami lekéw stosowa-
nymi w ich kontrolowanym uwalnianiu, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na nowe
materiaty weglowe. Ich liczno$¢ (fulereny, nanorurki, grafeny, nanorogi, nanopi-
pety, nanoslimaki weglowe itd.) jak i skuteczno$¢ w obszarze uwalniania lekow
rodzi jednak pytanie na temat ich toksycznosci. Oméwienie wynikéw badan nad
toksycznoscig tych nosnikow jest dodatkowym przedmiotem niniejszego opraco-
wania.

1. MODELOWE LEKI UZYWANE
W BADANIACH NOWYCH NOSNIKOW

Powodow, dla ktérych weigz poszukuje sie nowych no$nikdéw lub matryc dla
réznego rodzaju lekéw, i pracuje nad udoskonalaniem metod kontrolowanego uwal-
niania lekarstw, jest bardzo wiele. Jednym z nich jest mata rozpuszczalnos$¢ niekto-
rych specyfikow. Stosujac r6zne medykamenty oczekuje si¢ ich natychmiastowego
dziatania, lecz zazwyczaj na efekty trzeba dlugo czeka¢. Moze to by¢ zwigzane
z szybkos$cig rozpuszczania i transportu lekarstwa do odpowiedniego miejsca w orga-
nizmie.

Leki réznig si¢ rowniez charakterem kwasowo-zasadowym i lipofilowoscia.
Czynniki te wptywajg na przynaleznos$¢ analizowanych $rodkéw do réznych grup
w biofarmaceutycznej klasyfikacji lekow (BCS).

Przedmiotem badan nad oceng zdolnosci no$nika do uwalniania lekoéw najczes-
ciej sg lekarstwa modelowe, takie jak: ibuprofen (niesteroidowy lek przeciwzapalny,
przeciwbdlowy i przeciwgoraczkowy), antypiryna (syntetyczny lek przeciwbolowy
i przeciwzapalny), gryzeofulwina (lek przeciwgrzybiczny), ranitydyna (lek stoso-
wany w chorobie wrzodowej zotadka i dwunastnicy), furosemid (lek moczopgdny,
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stosowany m.in. w leczeniu obrzgkdéw oraz wspomagajaco w leczeniu nadci$nienia
tetniczego) [5].

W literaturze mozna tez spotka¢ si¢ z pracami dotyczacymi oceny zdolnosci
kumulacji i uwalniania przez sorbenty, takich lekow jak:

gentamycyna — antybiotyk z grupy aminoglikozydow, stosowany w bakte-
ryjnych infekcjach, preparat nie wchiania si¢ z przewodu pokarmowego
i dlatego podawany jest pozajelitowo;

erytromycyna — antybiotyk z grupy makrolidéow wtasciwych, dziata silnie
bakteriostatycznie (ze wzgledu na spektrum dziatania podobnie, ale nie iden-
tyczne do penicylin), erytromycyna jest przydatna w leczeniu u os6b wyka-
zujacych alergi¢ na inne antybiotyki;

sertralina — lek typu SSRI (nowej generacji), dziatajacy antydepresyjnie,
dziatanie leku pojawia si¢ zwykle po okoto 2 tygodniach, nie powoduje on
uzaleznienia;

kaptopryl — lek obnizajacy ci$nienie tetnicze krwi, nalezy do grupy lekow
blokujacych enzym konwertaze angiotensyny Il (ACE), dobrze rozpuszcza
si¢ w wodzie, jest niestabilny ze wzgledu na obecnos¢ grupy tiolowej (ktora
ulega utlenieniu), wymaga dlugiego czasu aktywacji;

cis-platyna [Pt(NH,),Cl ] — nieorganiczny zwiazek chemiczny platyny, o dzia-
laniu cytostatycznym, stosowany jako lek w chemioterapii do leczenia kilku
rodzajéw nowotworu;

wankomycyna — antybiotyk glikopeptydowy o dziataniu bakteriob6jczym,
stosowany w ciezkich przypadkach zakazen bakteriami Gram-dodatnimi
(opornymi na inne leki przeciwbakteryjne) oraz u chorych ze znang nad-
wrazliwoscig na penicyliny i cefalosporyny;

amfoterycyna B — lek przeciwgrzybiczny zaliczany do poliendw, wywoluje
wiele dziatan niepozadanych i toksycznych.

Oprocz badan nad lekami wymienionych powyzej prowadzi si¢ rowniez bada-
nia nad kumulacjg i uwalnianiem np. witamin [6]. Ostatnio, najcz¢sciej w literatu-
rze jako modelowy lek pojawia si¢ ibuprofen — przynalezny do II klasy wg klasyfi-
kacji BCS, do ktérej naleza substancje stabo rozpuszczalne i dobrze wchianiane.
Ibuprofen jest jednym z najczesciej kupowanych i uzywanych $rodkéw przeciwbd-
lowych i przeciwzapalnych [7, 8].

2. NOSNIKI W UWALNIANIU LEKOW

2.1. POLIMEROWE NOSNIKI STALE

Zastosowanie statych nosnikéw lekow niewatpliwie umozliwito uzycie wielu
lekarstw, ktorych aplikacja ograniczona byla niemoznoscia ich transportowania
i uwalniania w miejsce stanu chorobowego. W ostatniej dekadzie obserwuje si¢
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znaczacy postep dotyczacy metod syntezy no$nikow i sposobow ich modyfikacji.
Zaréwno w badaniach laboratoryjnych jak i klinicznych szeroko stosowane sa mate-
riaty polimerowe. Najczesciej, sa to biodegradowalne nanoczasteczki ztozone z PLA,
PGA lub ich kopolimery. Powierzchnie polimeréw mozna modyfikowac tak, aby
wiaza¢ z nig czasteczki leku (kowalencyjnie lub za pomoca procesow fizycznych).
Czasteczke leku mozna réwniez wlaczy¢ do struktury nosnika na etapie syntezy
polimeru [2]. Wymienione polimery posiadaja jednak kilka wad, najwazniejszg
z nich jest niska odpornos¢ termiczna i niestabilno$¢ chemiczna. Sa one réwniez
zbyt szybko eliminowane z organizmu, co niesie pewne ograniczenia w stosowaniu
tych materiatéw w systemie kontrolowanego uwalniania lekdw.

Inna, unikalna grupa polimerow sg dendrymery, czyli silnie rozgatezione makro-
czasteczki, ktoérych rozmiary i ksztalt moga by¢ precyzyjnie kontrolowane. Czas-
teczki leku w tych strukturach mogg zostaé¢ przytaczone do zakonczen dowolnej
warstwy dendrymeru, lub zosta¢ zaadsorbowane w przestrzeni migdzy tancuchami
polimerowymi. Czgsto stosowane sa w terapii genowej ze wzgledu na ich zdolnos¢
do wigzania czasteczek DNA (elektrostatyczne oddziatywania pomigdzy ujemnie
natadowanymi grupami fosforowymi czasteczki DNA, a dodatnio natadowanymi
grupami aminowymi polimeru) lub do kumulacji i uwalniania lekdw, np. penicyliny
lub lekéw antynowotworowych [2].

2.2. MATERIALY ZAWIERAJACE KRZEM

Alternatywnymi nosnikami lekéw sgq materiaty krzemionkowe ze wzgledu na
to, Ze s nietoksyczne, biokompatybilne i stabilne chemicznie. Materialow tych czgsto
uzywa si¢ rowniez jako substancji wspomagajacych dziatanie leku. W praktyce sto-
suje sig¢ trzy rodzaje materialow krzemionkowych: kserozele, materiaty mezoporo-
wate (takie jak MCM-41 lub SBA-15), oraz mezoporowate sferyczne materiaty krze-
mionkowe.

Kserozele to materiaty amorficzne i porowate. Uwalnianie lekoéw osadzonych
na tych nosnikach metoda zol-zel zalezy gtéwnie od struktury i porowatosci ksero-
zelu, oraz energii oddziatywan pomigdzy siecig zelu, a osadzonym lekiem. Na wlasci-
wosci preparowanego nos$nika, zwigzane z szybko$cia uwalniania leku, mozna wply-
waé poprzez modyfikacj¢ parametréw syntezy np. zmieniajgc warunki suszenia
i grzania, czy tez dodajac surfaktantu. Poniewaz otrzymany nosnik charakteryzuje
si¢ niejednorodnym rozmiarem pordéw, dlatego zazwyczaj szybkos$¢ desorpcji ogra-
niczona jest gtownie rozpuszczalnoscia leku w srodowisku uwalniania.

Wigcej zalet od zeli, wykazuja mezoporowate materiaty krzemionkowe. Duza
powierzchnia wlasciwa, obecno$¢ mezoporéw o matej dyspersji rozktadu ich szero-
kosci, dobrze zdefiniowana struktura, pozwalajg na impregnowanie zaro6wno
matych jak i duzych czasteczek leku. Szybkos¢ uwalniania leku jest gtownie kon-
trolowana dyfuzyjnie [6]. Nowe metody syntezy, biokompatybilnos¢, stabilnos¢ ter-
miczna i chemiczna, sprawiaja, ze materialy te Swietnie sprawdzajq si¢ w roli no$ni-
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kow. Potwierdzajq to liczne publikacje réznych zespotow badawczych dotyczace
tematyki [9]. Wsrdd uporzadkowanych materialéw krzemionkowych, najczesciej
stosowany jako no$nik staty, jest MCM-41 [10]. MCM-41 to uporzadkowany mate-
riat posiadajgcy heksagonalne mezopory (2—50 nm) o bardzo matej dystrybucji roz-
miarow, duzej objetosci (powyzej 1 cm?/g) i duzym polu powierzchni BET (powy-
zej 1000 m%/g). Od czasu, gdy zostal po raz pierwszy zsyntezowany w roku 1992,
stosowany jest w wielu dziedzinach, m.in. katalizie, konstrukcji sensorow, separa-
cji, sorpcji itp. [11]. Kontrolowane uwalnianie lekow jest nowa dziedzing jego wyko-
rzystania. Szybko$¢ i ilos¢ uwalnianego leku mozna w tym uktadzie kontrolowac za
pomoca kilku parametrow, takich jak: struktura i sktad no$nika, rozmiar poréw, ener-
gia oddziatywania leku z matryca. Obecno$¢ na powierzchni no$nika licznych grup
silanolowych stwarza mozliwos¢ jej modyfikacji organicznymi grupami funkcyj-
nymi odpowiednimi dla kowalencyjnego wigzania danego leku, to z kolei umozli-
wia projektowanie wielu nowych uktadéw. Rozmiar poréw mozna modyfikowac
juz na etapie syntezy. Uwalnianie lekéw z materiatdéw o mniejszych porach jest duzo
wolniejsze. Ibuprofen pi¢¢ razy wolniej uwalnia si¢ z MCM-41 majacego pory
o $rednicy 2,5 nm niz z tego samego materiatu o porach 3,6 nm, zatem zmieniajac
rozmiar poréw mozna wplywac na szybkos$¢ uwalniania leku [12, 13].

Quiinni [13] porownali dwa mezoporowate materiaty krzemionkowe jako nos-
niki CapH,. Uznali oni, ze najlepszymi materiatami do tego celu bgdg nosniki
SBA-151 MCM-41 o réznej wielkosci poréw. Tak jak i w poprzednich przypadkach
kinetyka uwalniania leku zalezata tutaj od wielkosci poréw oraz morfologii struk-
tury, najszybciej desorpcja nastegpowata z najwigkszych poréw. Badane materiaty sa
idealnymi kandydatami do uwalniania CapH,, a ilos¢ zaadsorbowanego leku zalezy
od wielkosci pola powierzchni BET. Badania wykazaty rdwniez, iz waznym czynni-
kiem jest srodowisko uwalniania i im nizsze pH tym szybciej nastepowata desorp-
cja [13].

Doadrio i inni badali szybkos¢ uwalniania gentamycyny z SBA-15 [14]. Auto-
rzy zastosowali dwie metody przygotowania materiatu, w postaci proszku i tabletki
— nieznaczne réznice w szybkosci uwalniania leku wynikaty z pewnych ograniczen
w procesie dyfuzji z materiatu w postaci tabletki — po 3 godzinach zostaje uwol-
nione 70% leku, co zapewnia maksymalng dostgpng dawke w organizmie. Jest to
wielka zaleta, poniewaz lek aplikowany w tradycyjnej postaci zawiesiny, rozpusz-
cza sie natychmiastowo, a czas jego dziatania jest znacznie krétszy [14].

Okazuje sig, ze nie tylko struktura porowata jest istotnym czynnikiem za pomoca
ktérego mozna kontrolowaé proces dyfuzji, a tym samym szybkos¢ uwalniania leku.
Pdzniejsze badania dowodza, ze rdwniez wazna jest budowa oraz rodzaj grup funk-
cyjnych znajdujacych si¢ na powierzchni nos$nika. Zastosowana przez Manzono
i inni [15] funkcjonalizacja powierzchni materiatu krzemionkowego grupami ami-
nopropylowymi miata istotny wptyw na wzrost adsorpcji ibuprofenu. Wzrost ten
powodowany jest oddzialywaniami grup karboksylowych leku z w/w grupami funk-
cyjnymi obecnymi nie tylko na powierzchni, ale takze wewnatrz mezoporow
MCM-41 [7, 15]. W celu efektywniejszej kontroli kinetyki procesu desorpcji erytro-
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mycyny wykorzystano chemiczne oddziatywania matrycy z czasteczkami leku. Auto-
rzy prac [7, 15] jako no$nik dla ibuprofenu i erytromycyny zastosowali mezoporo-
waty MCM-48 oraz L.P-1a3d z porami o $rednicach 3,6 i 5,7 nm. Badania wykazaty,
ze szybkos¢ uwalniania leku zalezy od wielko$ci porow matrycy i rozmiarow cza-
steczki leku. Im mniejsze pory lub wieksza czasteczka tym wolniejsze tempo uwal-
niania.

Gdy do powierzchni LP-1a3d przytaczono hydrofobowe tancuchy C8 nastapit
wzrost oddziatywan hydrofobowych, pomiedzy matryca krzemionkowa, a lipofilo-
wymi czasteczkami antybiotyku, ktéry spowodowat spowolnienie procesu desorp-
cji [7].

Horcajada [10] wskazat na wazna rolg¢ obecnosci roznych grup funkcyjnych
MCM-41 w szybkos$¢ uwalniania leku. Na powierzchni nosnika umieszczono gru-
py: chloropropylowa, fenylowa, benzylowa, merkaptopropylowa, cyjanopropylowa
i butylowa. Jako modelowy lek zastosowano ibuprofen. MCM-41 z polarnymi gru-
pami na powierzchni adsorbowat wiecej ibuprofenu niz materiat z grupami niepo-
larnymi. Kinetyka uwalniania leku moze przebiega¢ zgodnie z dwoma mechaniz-
mami: szybka desorpcja z zewnetrznej powierzchni i z szerokich poréw materiatu;
wolna desorpcja z wnetrza matych poréw, dla ktérych potencjatl oddziatywan
lek—por jest najwigkszy. Najwolniej ibuprofen uwalniany byt z materialu zawieraja-
cego grupy aminopropylowsa i merkaptopropylowg co, jak stwierdzono, spowodo-
wane jest tworzeniem wigzan wodorowych miedzy grupami funkcyjnymi na powierz-
chni materiatu, a grupg karboksylowg obecna w czasteczce ibuprofenu. Praca ta jest
dobrym przyktadem mozliwosci kontrolowania szybkosci uwalniania leku poprzez
swiadome wytwarzanie odpowiedniego rodzaju grup funkcyjnych na powierzchni
matrycy [10].

Nunes i in. [16] zaproponowali dwa rodzaje no$nikéw dla sertraliny. Pierwszy
nos$nik K10 moze okaza¢ si¢ przydatny w sytuacji wymagajacej dostarczenia duzego
stezenia leku w krotkim czasie, natomiast drugi z zastosowaniem MCM-41, w przy-
padku koniecznosci osiggniecia optymalnego stezenia leku na statym i zréwnowa-
zonym poziomie. Projektujac szybko uwalniajacy uktad, wykorzystano wystepowa-
nie stabych oddziatywan migedzy grupami aminowymi obecnymi w czasteczce ser-
traliny z grupami anionowymi znajdujacymi si¢ na powierzchni K10. W przypadku
za$ zastosowania MCM-41 tworzace si¢ silne wigzania wodorowe pomigdzy czas-
teczkami leku, a grupami silanolowymi materiatu krzemionkowego znacznie spo-
walniaja uwalnianie leku [16].

Inng metode wptywu na szybkos¢ uwalniania ibuprofenu z no$nikéw krzemion-
kowych zaproponowali Tang i in. [17] Modyfikacje materiatu krzemionkowego za
pomocg HMDS zastosowano po impregnacji ibuprofenem. Grupy TMS na powierz-
chni, a raczej przy wejsciach do poréw MCM-41, uniemozliwity szybka desorpcje
leku. Metoda ta jest efektywnym sposobem projektowania powierzchni nos$nika
w celu uzyskania wptywu na proces uwalniania lekow [17].
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W literaturze mozna tez spotkaé si¢ z pracami, gdzie jako nosniki lekow propo-
nuje si¢ hydrozele. Materialy te spelniajg jeden z podstawowych warunkow, jaki
stawia si¢ no$nikom lekéw —sa biodegradowalne. Strukture zelu mozna zmodyfiko-
wacé roznymi grupami funkcyjnymi, a prowadzenie procesu syntezy w obecnosci
medykamentu umozliwia wlaczenie go w strukture zelu. Enzymatyczny rozklad
hydrozelu in vivo za pomoca, np. karboksypeptydazy Y umozliwia uwolnienie leku,
co wskazuje na mozliwos¢ jego uwalniania przez karboksypeptydazy w organizmie.
Hydrozele sa stabilne tylko w okreslonym srodowisku i szybko zostaja rozktadane
przez rézne enzymy, co ogranicza czas dziatania uwalnianego leku w organizmie
[18].

Analizujac doniesienia literaturowe mozna stwierdzié, ze w przysztosci naj-
prawdopodobniej wzrosnie réwniez zainteresowanie sferycznymi materiatami krze-
mionkowymi. Posiadaja one wigksza pojemnos¢ adsorpcyjng od popularnie stoso-
wanego mezoporowatego materiatu krzemionkowego, jak na przyktad MCM-41
[2,6,19].

2.3. MATRYCE WEGLOWE

Selektywny i skuteczny no$nik lekow powinien spetnia¢ kilka warunkow,
z ktérych najwazniejszym jest jego biokompatybilno$é. Wiele uktadow, gdzie zasto-
sowano liposomy, polimerowe micele i materiaty krzemionkowe jest juz na etapie
badan klinicznych. Zapotrzebowanie na takie materiaty jest bardzo duze ze wzgledu
na ich szeroki zakres stosowania w licznych stanach chorobowych. Dlatego ciagle
poszukiwane sa nowe materialy, ktore moglyby spetni¢ oczekiwania stawiane przed
nos$nikami lekow [20]. Rozwdj nanotechnologii sprawil, iz do tego celu zaczeto
stosowac réwniez roznorodne materialty weglowe — wegle aktywne, nanorurki czy
nanorogi weglowe.

Nanorurki weglowe (CNT) posiadaja interesujace wlasciwosci fizykochemiczne,
takie jak: duza powierzchnia wlasciwa, wytrzymato$¢ mechaniczna, duze przewod-
nictwo elektryczne i termiczne. Kombinacja tych unikalnych wlasciwosci sprawia,
ze CNT sa potencjalnymi kandydatami do stosowania w réznych dziedzinach, m.in.
w biomedycynie [21].

Grupa Lacerdy jako pierwsza zwrocita uwage na mozliwosé zastosowania na-
norurek w systemach kontrolowanego uwalniania lekéw [22]. Wazna cechg nano-
rurek jest mozliwo$¢ regulowania ich biokompatybilnosci poprzez modyfikacje che-
miczne. Na przyktad, Ford i in. [23] zwracajq uwage na ogromne mozliwosci zasto-
sowan nanorururek weglowych pokrytych weglanem wapnia do produkceji kompo-
zytow do protez kosci. Cecha charakterystyczng nanorurek weglowych jest tworze-
nie peczkdw i skupisk. Dlatego mozna wyrdznic trzy sposoby lokowania lekow, jak
i innych czasteczek (np. protein lub DNA) na lub w nanorurkach [24]. Pierwsza
mozliwos$¢ to adsorpcja w przestrzeniach utworzonych pomiedzy nanorurkami. Drugg
mozliwoscig jest przylaczenie czasteczki do zewngtrznej powierzchni pojedynczej
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nanorurki. Trzecia, zamknigcie molekuty wewnatrz pojedynczej rurki — jest to moz-
liwe jedynie, gdy mamy do czynienia z rurkami otwartymi [25—27]. Ostatnio nano-
rurki wzbudzity zainteresowanie rowniez wsrdéd biologéow jako materiat do trans-
portu szczepionek i protein. Jedyng wada czystych, handlowych nanorurek jest ich
staba rozpuszczalno$¢ w wigkszosci rozpuszezalnikow. W celu jej eliminacji powierz-
chni¢ nanorurek poddaje si¢ modyfikacji. Stosowane sg gtownie dwie metody,
z ktérych pierwsza to utlenianie za pomoca st¢zonych kwaséw — prowadzace do
powstania grup np. karboksylowych ulokowanych na koncach rurki i w miejscach
wystepowania defektow [28—30]. Druga metoda to przytaczenie réznorodnych grup
funkcyjnych do $cianek i koncéw nanorurek za pomocg odpowiednich reakcji, np.
cykloaddycji. Do funkcjonalizowanych nanorunek (f~CNT) mozna przylaczy¢ rdz-
nego rodzaju aktywne czasteczki takie jak: peptydy, biatka czy kwasy nukleinowe.
Bianco i in. [31] zastosowali CNT z grupami aminowymi na powierzchni jako nos-
nik bioaktywnych peptydéw oraz do uwalniania amfoterycyny B. Zastosowanie CNT
jako nos$nika wzmoglo dzialanie uktadu immunologicznego, a w przypadku bada-
nego antybiotyku wyeliminowalo efekty uboczne wystepujace podczas stosowania
czystego leku [31]. Odpowiedni wybor reagentéw do modyfikacji powierzchni CNT
umozliwia sterowanie rozpuszczalnoscig nanorurek w zaleznosci od potrzeby
(w $rodowisku organicznym lub wodnym).

Klumpp i in. wspominaja o metodzie rozpraszania CNT w roztworze za
pomoca surfaktantow, kwasoéw nukleinowych, peptydow i polimerdéw [32]. Podejs-
cie takie umozliwia zachowanie elektronowej struktury aromatycznej rurki, a oddzia-
tywania hydrofobowe i 77 stabilizuja rozproszone CNT w roztworze. Surfaktanty,
polimery i biopolimery sg najczgsciej stosowanymi czynnikami rozpraszajacymi [32].
Zdolnos$¢ nanorurek weglowych z grupami funkcyjnymi (f-CNT) do przenikania
przez blony biologiczne sprawia, ze umozliwiaja one transport matych czasteczek
lekéw do wnetrza komorek. Pozwala to na bardziej efektywne dziatanie leku, jego
wolne i kontrolowane uwalnianie, co w efekcie prowadzi do znacznego polepszenia
jego wlasciwosci leczniczych. Analizujac wyniki badan nad kumulacjg i uwalnia-
niem zwigzkdéw z nanorurek weglowych opisywanych przez wiele os§rodkoéw badaw-
czych, mozna doj$¢ do wniosku, ze znacznemu przyspieszeniu ulegly badania nad
opracowaniem nowej grupy nosnikéw lekéw antynowotworowych. Otrzymanie
takich no$nikow powinno spowodowaé wzrost efektywnosci w walce z tymi choro-
bami, oraz zminimalizowac¢ liczne efekty uboczne, jakie wystepuja w przypadku
tradycyjnej terapii. Nowatorskie uktady kontrolowanego uwalniania umozliwiajg
uzycie takich lekow, ktére nie mogly byé wezesniej stosowane ze wzgledu na ich
toksyczno$é, czy problemy zwigzane ze sposobem ich podania (przyktadem sgq chemo-
terapeutyki przeciwnowotworowe). W organizmie cztowieka istnienie wiele obsza-
réw stanowiacych barierg dla lekéw. Dlatego cigglym problemem jest dostarczenie
leku do mézgu, pluc czy tez jego przenikanie przez szczelny nabtonek. Rozmiary
nanonos$nikéw umozliwiajg pokonanie tych barier. Szeroka gama mozliwosci funk-
cjonalizowania powierzchni CNT ufatwia sorbowanie na niej réznorodnych typow
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czasteczek. Liu i in. [33] badali adsorpcj¢ doksorubicyny na powierzchni f-SWNT.
Zaproponowany uktad kumulowat o 50-60% wigcej leku niz np. liposomy. Zastoso-
wanie SWNT jako no$nika dla doksorubicyny zwieksza efektywno$¢ jej dzialania,
redukujac przy tym do minimum efekty uboczne. Stabilno$¢ uktadu i mozliwosé
kontrolowanego uwalniania leku bezposrednio w komdrkach nowotworowych spra-
wia, Ze istniejq szanse na stosowanie go w medycynie [33].

Zastosowanie nanotechnologii w terapii genowej omawia Hughes [2]. Odpo-
wiednie rozmiary nanoukladéw transportujacych, umozliwiaja selektywne przeno-
szenie DNA lub RNA tam, gdzie nastapi¢ ma reperacja lub wymiana niewtasciwego
genu [2]. Zastosowanie nanotechnologii jako nieinwazyjnej metody w terapii geno-
wej, terapii chorob serca czy ortopedii umozliwia réwniez szybka diagnoze i obser-
wacje stanéw chorobowych. Materialy sq wprowadzane do organizmu czlowieka,
musza zatem spelnia¢ najwazniejszy i podstawowy warunek: muszg by¢ bezpieczne,
a wigc nie moga stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia i zycia [34].

Nanorogi (nanohorny) to nowy rodzaj jednosciennych grafenowych rurkopo-
dobnych materialow o $rednicy 2—5 nm i dtugosci 40-50 nm (Rys. 1 [41]).

Rysunek 1. Obraz nanorogdéw weglowych uzyskany za pomoca mikroskopu TEM (dtugo$¢ kreski odpowiada
20 nm). Rysunek opublikowany za zgoda 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. lijima, ACS Nano, 2008, 2, 213. Copyright
2008 American Chemical Society
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Cecha charakterystyczng nanorogow jest ich zdolnos$¢ do agregacji i tworzenia
sferycznych konglomeratow (np. 2000 SWNH tworzy takie agregaty o srednicy
80—-100 nm).

Synteza nanorogdw jest stosunkowo tatwa, nawet na wigksza skale. Produkt
uzyskuje si¢ z duza wydajnoscia i 0 wysokiej czystosci. Nie wymagaja oczyszczania
poniewaz w syntezie nie wykorzystuje sie katalizatorow — jak to ma miejsce w przy-
padku np. nanorurek.

SWNH sg stabilne i odporne na dziatanie srodowiska fizjologicznego, nawet
silnie kwasnego, wystepujacego w zoladku. Przestrzeniami dostgpnymi dla lekow
sg wnetrza i miejsca migdzy rurkami. Xu i in. [1] zaproponowali zastosowanie utle-
nionych nanorogéw jako nosnikéw do kumulacji i uwalniania wankomycyny (VCM),
zwigzku czegsto nazywanego antybiotykiem ,,ostatniego ratunku” i stosowanego
w ostrych infekcjach bakteryjnych. W literaturze mozna spotkaé prace gdzie stoso-
wano do tego celu polimery, jednak nie sprawdzaly si¢ one w tej roli z powodu
hydrofilowosci czasteczki leku, jak i braku homogenicznego rozproszenia zwigzku
w polimerze, co miato znaczacy wplyw na nieciggtos¢ jego uwalniania. W celu pod-
niesienia skutecznosci dziatania i wyeliminowania skutkéw ubocznych zastosowano
nanorogi impregnowane tym antybiotykiem. Stosujac prostag metode odparowania
rozpuszczalnika z sukcesem umieszczono czasteczki VCM wewnatrz nanoagrega-
tow ultenionych SWNH. Modyfikacja powierzchniowa przy uzyciu DSPE-PEG
poprawita dyspersj¢ kompleksu VCM-SWNHox w roztworze. Szybkos¢ uwalnia-
nia leku w ciagly i stabilny sposob zalezata wylacznie od energii oddziatywan VCM
z SWNHox. Utlenione nanorogi okazaly sie¢ w tym przypadku bardzo dobrym i obie-
cujacym no$nikiem [1]. Istnieje takze szereg prac, w ktorych bada si¢ uwalnianie
fulerenéw z nanorogéw. Badania te sg stymulowane zastosowaniem pochodnych
fulerenow (metanofulerenéw) w leczeniu AIDS. Yude i in. [35] stosujac nowa metodeg,
nazywang nanostracaniem, umiescili czasteczki fulerenu C,, wewnatrz utlenionych
nanorogow i badali szybkos¢ uwalniania C,, w réznych rozpuszczalnikach. Proces
desorpcji najszybciej przebiegal w toluenie, a jego szybkos¢ malata gdy zwigkszono
stezenie etanolu w roztworze [35]. Miyako i in. [36] rowniez badali utlenione nano-
rogi jako nosniki do uwalniania fulerenu C, . Uwalnianie fulerenu z wnetrza SWN-
Hox do mieszaniny woda/toluen tym razem byto przyspieszane za pomocg promie-
niowania w zakresie bliskiej podczerwieni. Molekuty fulerenu wydostawaty si¢ przez
otwory wytworzone w wyniku utleniania. Zastosowanie NIR miato istotne znacze-
nie, poniewaz w temperaturze pokojowej nastgpowata znikoma desorpcja C, .. Przed-
stawione podejscie pozwala zrozumie¢ mechanizm procesu kontrolowanej desorp-
cji leku [36].

Mozliwos¢ tatwej funkcjonalizacji nanorogéw oraz duza powierzchnia wew-
netrzna sprawia, ze zainteresowanie adsorpcjg lekow na tych materiatach wzrasta.
Dodatkowo, defekty ich struktury, na przyktad wprowadzane w tych procesach grupy
tlenowe na krawedziach, umozliwiajg kowalencyjne przytaczenie leku. Istnieje tez
mozliwo$¢é chemicznego zablokowania tych defektow, co umozliwia bardzo precy-
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zyjne uwolnienie leku tylko w okreslonym miejscu. Zademonstrowano to na przy-
ktadzie utlenionych nanorogéw, ktérych zdefektowane miejsca deaktywowano
poprzez adsorpcje octanu gadolinu, co pozwolito na lepsze kontrolowanie uwalnia-
nia C_, z wnetrza SWNHox [37].
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Nosnik na bazie nanorurki weglowej: (a) schemat reakcji wiazania, cis-platyny (Cisplatin), czyn-
nika wzrostu naskorka (EGF) oraz kropki kwantowej (Qdot) na jedno$ciennych nanorurkach
weglowych w obecnosci 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) jako czynnika
sprzggajacego; (b) schemat wiazania uktadu z komérkami nowotworowymi; (c) zdjecie wykonane
technika TEM typowego peczka utlenionych nanorurek z zaznaczona rurka pojedyncza; (d) elek-
tronowy obraz uzyskany technika TEM dla zmodyfikowanych peczkéw nanorurek weglowych
otrzymanych w reakcji, SWNT, Qdot i EGF, zob. schemat na Rys. 2(a); (e) zdjecie wykonane
technika STEM, pokazujace wiazke¢ nanorurek z naniesiona cis-platyna (biale obszary). Rysunek
opublikowany za zgoda ACS z pracy [38]

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; (¢) STEM image of
SWNT bundle showing cis-platin as the bright spots. Reprinted with permission from A.4. 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 ciaglego rozwoju medycyny, nowotwory stanowia jedna z najgroz-
niejszych grup chorob trapiacych ludzkos¢. Stworzenie odpowiedniego uktadu nosni-
kowego zawierajacego lek antynowotworowy, a tym samym zwigkszenie skutecz-
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nosci walki z rakiem jest jednym z gtéwnych zadan naukowcow i inzynierow. Bhirde
iin. [38] opisali ostatnio niezwykle interesujacy uktad ztozony z SWNT, cis-platyny
(zwiazanej kowalencyjnie z jednym z koncéw nanorurki) i czynnikiem wzrostu
naskdrka z drugiej. Uktad taki wrastajac w komdrki nowotworowe powodowal zaha-
mowanie ich rozwoju (Rys. 2).

Oprocz prac nad nanorurkami rownolegle prowadzone sa badania z zastosowa-
niem nanorogdéw. Badania in vivo i in vitro wykonane przez Ajimai in. [20] potwier-
dzity poprawe dzialania cis-platyny zaimpregnowanej na utlenionych nanorogach
(Rys. 3 [20]).

N
&

®<—"cppp

/' clusters

be Y - )
SURVTIVR” S | 220,
. i

Rysunek 3. Zdjgcia nanorogéw, wykonane za pomoca mikroskopu TEM, strzatki wskazuja klastry cis-platyny
(CDDP). Rysunek opublikowany za zgoda ACS z pracy [20]

Figure 3.  TEM images of carbon nanohorns with cis-platin complexes inside (arrows). Reprinted with
permission from [20] K. 4jima, T. Murakami, Y. Mizoguchi, K. Tsuchida, T. Ichihashi, S. lijima,
M. Yudasaka, ACS Nano, 2008, 2, 2057. Copyright 2008 American Chemical Society

Zmiana rozpuszczalnika z DMF na wode spowodowata wzrost adsorpcji leku
na SWNHox z 15 do 46%. Wykazano wigkszg skutecznos¢ takiego uktadu w nisz-
czeniu komorek rakowych ptuc, co wynika ze wzrostu stezenia leku wokét komérek
spowodowanego, zastosowaniem SWNHox jako nosnika cis-platyny. Lek byt obecny
w organizmie nawet przez 25 dni od chwili podania, a powolne uwalnianie cis-pla-
tyny zwigkszyto jej skutecznosé. Zaskakujace okazaly sie wyniki dziatania czystego
SWNHox na komoérki nowotworowe, gdyz jak wczesniej udowodniono, nanorogi
nie wykazuja wlasciwosci toksycznych w stosunku do niezainfekowanych organiz-
mow. W tym przypadku utlenione nanorogi ujawnity swoje antykancerogenne wiasci-
wosci, co moglo poprawié¢ dziatanie uktadu SWNHox.

Inng nowa grupe nosnikéw stanowig liposomy fulerenowe (buckysomes) [39,
40], stosowane gtownie do uwalniania lekéw hydrofobowych. Wykazuja one duza
efektywnos¢ w przypadku antynowotworowego paklitakselu. W przysztosci planuje
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sie dalszg funkcjonalizacje tych liposomdw poprzez nanoszenie na ich powierzch-
ni¢ tancuchéw lipidowych o réznych dtugosciach, ktore powinny zwigkszy¢ ilos¢
kumulowanego leku — w celu uzyskania kontrolowanych zmian hydrofobowosci.

3. ZAGROZENIA DLA ZDROWIA CZLOWIEKA

Obserwowany w przeciggu ostatnich dwoch dekad rozwdj nanotechnologii
i wzrost komercyjnego zainteresowania jej produktami, prowadzi do wytwarzania
materiatow o wymiarach w granicach 1-100 nm. W konsekwencji, zwigksza to moz-
liwosci kontaktu tych materialéw z cztowiekiem i Srodowiskiem — wiadomo, ze im
mniejsza czastka tym bardziej toksyczne efekty moze powodowac [41].

Tworzenie nowych materiatéw powinno by¢ poparte rownoczesnymi badaniami
nad ich potencjalnie niekorzystnym wptywem na cztowieka i Srodowisko. Nanomate-
riaty weglowe moga przenika¢ do organizmu poprzez drogi oddechowe, skore, spo-
zycie czy tez podanie w formie iniekcji. Na przyktad, wiadomo, ze inhalacja pytu
CNT powoduje u myszy przewlekle stany zapalne i tworzenie ziarniakéw ptucnych
[42]. Nanomaterialy mogg tez oddzialywaé na mikroorganizmy, rosliny lub zwie-
rzgta, jesli znajdg sie w Srodowisku, w znacznej ilosci. Ztozonos¢ ich natury oraz
potencjalne oddziatywania na cztowieka i sSrodowisko sprawiaja, ze tematyka nano-
technologii jest dos¢ rozlegta, wymaga wspolpracy chemikdéw z toksykologami, bio-
logami i inzynierami biomedycznymi [43].

Badania nad toksyczno$cia nosnikéw weglowych dostarczajg sprzecznych wyni-
kéw i powodujg bardziej stawianie nowych pytan niz udzielanie konkretnych
odpowiedzi. Ponad wszelka watpliwos¢ wykazano, ze nanorogi weglowe nie sg tok-
syczne [41].

Znajomos¢ toksycznos$ci nanorurek, bo to gtéwnie na nich sg obecnie prowa-
dzone najbardziej zaawansowane badania in vivo, oraz ich wptywu na srodowisko
jest kluczowa sprawg w ich potencjalnym zastosowaniu w nanomedycynie. Mate
rozmiary i duza powierzchnia wlasciwa wplywa na ich aktywnos¢é chemiczna, prze-
nikalno$¢ i przewodnictwo przez membrany biologiczne, przenikanie do ptuc i wchta-
nianie do komoérek, co moze w efekcie skutkowac cytotoksycznoscig tych uktadow.
Badania wstgpne pokazaty, ze wptyw na wlasciwosci toksykologiczne nanorurek
majq ich rozmiar i powierzchnia wlasciwa. Im mniejszy rozmiar CNT, tym ich
powierzchnia wlasciwa jest wigksza (jest to znany fakt, wynikajacy z prostych roz-
wazan geometrycznych [44]) — to rowniez zwieksza mozliwo$¢ oddziatywania na
zywe komorki. Udowadniano, ze jednoscienne nanorurki weglowe (SWNT) wyka-
zujg znaczacg toksycznos¢ w stosunku do komérek ludzkich i zwierzecych, zas nano-
rurki wielo$cienne umiarkowana.

Doniesienia naukowe na temat cytotoksycznosci nanorurek weglowych i innych
nanomaterialdw sg czgsto sprzeczne. Sayes i in. [45] donoszg o toksycznosci fulere-
néw i podejmuja probe jej zmniejszenia tak, aby mozna bylo zastosowa¢ C_ do
uwalniania lekow. Fuleren C_ jest toksyczny, gdyz powoduje utlenianie lipidow,
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wynikajace z tworzenia jonorodnikow tlenowych — chociaz, jak wspominajq auto-
rzy doktadny mechanizm tworzenia jonorodnikéw z udziatem fulerenu nie jest znany.
Autorzy donosza, ze im bardziej funkcjonalizowany jest C,, tym mniejsza jest jego
toksycznos¢. Odwrotnych wnioskéw dostarczaja wyniki badan Gharbi i in. [46] poka-
zujace, ze C_ nie jest toksyczny, a nawet chroni przed wolnymi rodnikami. Najnow-
sze badania w tej dziedzinie rzucajg jeszcze inne $wiatlo na omawiany problem.
Lyon i in. [47] podkreslaja, ze C, rzeczywiscie jest toksyczny dla wielu bakterii,
lecz mechanizm toksycznego dziatania nie jest do konca znany. Wczesniej sugero-
wano posredni udziat C,) w produkcji reaktywnych form tlenu — jednak badania
wspomnianych autoréw pokazaty, ze C, nie produkuje tych form bgdac samemu
utleniaczem.

Magrez i in. [48] zwracajg uwage na niedogodnosé badan nad toksycznoscia,
szczegblnie w przypadkach, gdy choroba rozwija si¢ dtuzej niz wynosi czas zycia
badanego zwierzecia. Autorzy udowadniaja, ze nanorurki s3 mniej trujace niz wtokna
weglowe czy grafit, a toksyczno$é rosnie dopiero po ich funkcjonalizacji i wytwo-
rzeniu grup karbonylowych lub karboksylowych na powierzchni materiatu. Badania
Knirscha i in. [49] pokazuja, ze oczyszczone rurki nie sg trujace, lecz powodem
toksycznosci jest amorficzny wegiel i pozostato$ci katalizatora. Dumortier i in. [50],
udowadniaja, ze funkcjonalizowane w reakcjach cykloaddycji CNT nie sa toksyczne,
natomiast toksyczne sg rurki utlenione lub amidowane, a nastepnie funkcjonalizo-
wane glikolem polietylenowym (co autorzy thumacza wptywem tych rurek na makro-
fagi i modyfikacje ich odpowiedzi na stymulacje).

Mozna wnioskowac, ze sprzecznos¢ rezultatow wynika gléwnie z zastosowa-
nia w testach, materiatow weglowych o réznej czystosci, z réoznorakimi grupami
funkcyjnymi na powierzchni, jak rdwniez z przeprowadzania badan na réznorod-
nych typach komorek hodowanych, i w odmiennych warunkach. Problem kompli-
kuje fakt, ze wlasciwosci chemiczne grup funkcyjnych, nawet tego samego typu
(np. kwasowos$¢), zwigzanych z rurkq zaleza od dtugosci jak i szerokos$ci funkcjona-
lizowanej nanorurki (tzn. kwasowo$¢ wzrasta ze wzrostem dlugosci i szerokosci)
[51]. Dodatkowym problemem jest brak scistej procedury preparatywnej prowadza-
cej do syntezy CNT o waskim rozktadzie srednic, co komplikuje mozliwos¢ porow-
nywania wynikéw. Dlatego wielu badaczy podkresla, ze przed wykonaniem badan
toksycznosci nanorurek, wazne jest blizsze poznanie ich wlasciwosci fizykoche-
micznych oraz uzywanych wezesniej metod oczyszczania [52]. Pomimo ogdlnej
opinii o potencjalnej toksycznosci CNT, mechanizm wyjasniajacy to zjawisko nie
jest dotad poznany. Wsrod hipotez pojawiaja sie i te dotyczace zaklocen metabo-
lizmu wewnatrzkomoérkowego, promowania stresu oksydacyjnego, czy niszczenia
fizycznego blon komérkowych. W jeszeze wigkszym stopniu mozliwosci wyjasnie-
nia mechanizmu toksycznosci nanorurek komplikuje fakt, stosowania nieoczysz-
czonych nanorurek zawierajacych krystality metali [53, 54].

Alternatywne prace na temat cytotoksycznosci nanorurek weglowych pro-
wadzone byly rowniez na mikroorganizmach jednokomdrkowych, np. bakteriach.
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Wyniki badan wykazaty, wiekszg toksycznos¢ SWNT w porownaniu zMWNT. Tok-
syczno$¢ ta wynikala gtownie z malych rozmiaréw rurek jednosciennych (co umoz-
liwiato ich przenikanie przez $cianki blon komoérkowych), duzej powierzchni witas-
ciwej (powodujacej wiekszy kontakt i oddziatywanie z powierzchnig komoérek), czy
tez z powodu wigkszej reaktywnos¢ rurek o matej srednicy [53].

Istnieje tez duze prawdopodobienstwo, ze powodami toksycznosci nanorurek
sq zanieczyszczenia metaliczne pochodzace z procesu ich wytwarzania, oraz mate
rozproszenie nanorurek w roztworach wodnych. Nanomaterialy weglowe sa mie-
szaning zawierajaca wegiel wielopostaciowy jak i metale (Co, Fe, Ni lub Mo) wyste-
pujace w roznych formach (czyste metale, tlenki metali, wegliki metali). Poniewaz,
czesto zanieczyszczenia i pozostalosci sa glownym czynnikiem wplywajacym na
toksycznosci materiatu, dlatego bardzo wazna jest jego fizykochemiczna charakte-
rystyka: rozmiar, ksztalt, wlasciwosci chemiczne powierzchni (hydrofobowos¢/filo-
wos¢), sktad (posta¢ i lokalizacja metalu) [55]. Wnikliwe poznanie wiasciwosci
badanego materiatu pozwala na opracowanie nowych sposobow syntezy lub mody-
fikacj¢ znanych juz metod. Zatem mozliwym staje si¢ tworzenie nowych (np. nano-
rogi), czy tez modelowych no$nikoéw o wysokiej czystosci i homogenicznej struktu-
rze [55]. Testy dotyczace toksyczno$ci nanorurek prowadzone przez liczne grupy
badawcze wielokrotnie dawaty sprzeczne wyniki badan, moze to wskazywac na zalez-
nos¢ stopnia toksycznosci od czysto$ci materiatu, ilosci materialu zastosowanego
do badan, czasu ekspozycji, sposobu aplikacji itd. Nie posiadajac scisle okreslo-
nych norm, standardowych testow weryfikujacych toksycznos¢ CNT, trudno jest
okresli¢ wptyw nanorurek na organizmy zywe. Sposobno$¢ przeprowadzenia testow
i interpretacji ich wynikdéw jest dowolna, co prowadzi do braku jednoznacznosci
w ich rzetelnej ocenie [22].

PODSUMOWANIE

System kontrolowanego uwalniania lekow zostal stworzony w celu przenosze-
nia i dostarczania lekéw do wybranego miejsca w organizmie. Pozwala to na bar-
dziej efektywne dzialanie leku, jego kontrolowane uwalnianie, a to z kolei prowadzi
do znacznego polepszenia wlasciwosci leczniczych. Wezesne badania w gtownej
mierze skupione byly na zastosowaniu materiatow krzemionkowych i polimerowych
jako nos$nikéw lekéw. Rozwdj nanotechnologii sprawit, iz do tego celu zaczeto sto-
sowacé takze roznego rodzaju materialy weglowe. Sg to materiaty biokompatybilne,
dajace si¢ modyfikowa¢ chemicznie, co pozwala na stosowanie wielu odmiennych
strategii transportowania i uwalniania lekow — w tym np. do kontrolowanego wra-
stania no$nika w miejscu, w ktorym powinien by¢ uwalniany lek [20].

Predyspozycje materiatéw weglowych do magazynowania i uwalniania lekow,
oraz zrozumienie mechanizmow rzadzacych takimi zachowaniami pozwalajg na opty-
malizacje w projektowaniu coraz to doskonalszych no$nikéw lekow. Nanotechno-
logia jest dziedzina, ktéra posiada olbrzymi potencjal do wykorzystania na polu
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nanomedycyny, a przedstawione w tej pracy badania pokazuja, ze to dopiero pocza-
tek realizacji tychze mozliwosci. Wymagany jest wysitek interdyscyplinarnych ze-
spotéw naukowcdw reprezentujacych rézne dyscypliny nauki [3].

Niemniej waznym jest, ustalenie standardow w badaniach toksycznosci tych
nowych potencjalnych no$nikdéw lekow.

Podzigkowania: Autorzy sktadaja podzigkowania Recenzentowi pracy za wni-
kliwe uwagi krytyczne, pozwalajace na znaczna poprawe zawartosci 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

Stowa kluczowe: biotechnologia przemystowa, biopaliwa, biorafinerie, biotransfor-
macje
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WSTEP

Biotechnologia, zgodnie z definicja Europejskiej Federacji Biotechnologii, to
wZintegrowane zastosowanie biochemii, mikrobiologii i inZynierii procesowej
w celu technicznego wykorzystania zdolnosci drobnoustrojow, kultur tkankowych
oraz ich czesci”. Z uwagi na zastosowania wyrdznia si¢ trzy gtdéwne obszary: bio-
technologie medyczng (tzw. ,,czerwona biotechnologia™), biotechnologi¢ rolnicza
(,,.zielona biotechnologia™) i biotechnologie przemystows (,,biata biotechnologia™).
Ta ostania dziedzina obejmuje wykorzystanie mikroorganizmoéw i enzymow w pro-
dukcji przemystowej oraz zastosowanie metod biologicznych do oczyszczania Scie-
kéw, zagospodarowania odpadow stalych i oczyszczania gazow. Najwiecej techno-
logii biochemicznych znajduje zastosowanie w przemysle: farmaceutycznym, spo-
zywezym i chemicznym. W tym ostatnim obejmuje takie obszary jak: produkcja
enzymow, biopaliw, kwaséw organicznych oraz wykorzystanie biokatalizatorow
w syntezach organicznych.

Biotechnologia przemystowa wykorzystuje surowce odnawialne, oferujac nie
tylko znaczace korzysci ekologiczne, ale takze, dzieki specyficznym cechom drobno-
ustrojoéw i biokatalizatorow, umozliwia czgsto bardziej efektywne prowadzenie pro-
cesOw przetworcezych, niz technologie chemiczne. Z tego wzgledu, uwazana jest za
bardzo wazny element restrukturyzacji przemystu chemicznego, zgodny z zasadami
Zréwnowazonego rozwoju.

Niniejszy artykul po§wigcony jest wskazaniu tych cech technologii biochemicz-
nych, ktére czynia je bardzo atrakcyjnymi dla przemystu chemicznego oraz omo-
wieniu wizji rozwoju biotechnologii przemystowej w Europie.

1. BIOKATALIZATORY W SYNTEZACH CHEMICZNYCH

Obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie wykorzystaniem w technologiach che-
micznych mozliwosci jakie dajg biokatalizatory [1, 2]. GlFéwnymi przyczynami tego
zainteresowania sg specyficzne cechy proceséw biochemicznych. Najwazniejsza,
jest wysoka selektywnos$¢ przemian z udziatem enzyméw lub drobnoustrojow,
czgsto nieosiagalna tradycyjnymi technikami. Przemiany biologiczne zachodza
w umiarkowanych warunkach, nie wymagaja wysokich cisnien i wysokich tempera-
tur. W efekcie, z roku na rok, zwigksza sig¢ liczba technologii chemicznych wykorzy-
stujacych, chociaz na jednym etapie, biotransformacje [3, 4].

Dzigki wykorzystaniu przemian mikrobiologicznych, mozna znaczaco zmniej-
szy¢ ilos¢ powstajacych odpadow. Przyktadem moze by¢ wytwarzanie przez kon-
cern DSM cefaleksyny — pélsyntetycznego antybiotyku z grupy S-laktamowych [5].
W tradycyjnej technologii, otrzymywana mikrobiologicznie penicylina G byta prze-
twarzana w dziesigciu przemianach chemicznych. W chwili uruchomienia przemy-
stowej produkcji cefaleksyny w 1975 roku, na 1 kg produktu wytwarzano 50 kg
odpaddéw. Prace nad usprawnieniem technologii chemicznej doprowadzity do zmniej-
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szenia ilosci odpadow do 15 kg/kg w roku 1995. W tym tez roku, wprowadzono
nowa technologie, w ktdrej liczbe etapéw zmniejszono do szesciu, z czego trzy prze-
miany katalizowane byly przez enzymy. W tej technologii wytwarzano 10 kg odpa-
dow na 1 kg produktu. Dalsze doskonalenie procesu technologicznego doprowa-
dzito do obnizenia ilo$ci odpadéw do 5 kg/kg. W 2000 roku wprowadzono nowg
technologie, w ktérej kluczowy sktadnik kwas 7-aminodezacetoksycefalosporanowy
(7-ADCA) jest otrzymywany w wyniku jednostopniowego procesu mikrobiologicz-
nego. W efekcie liczbe etapéw zmniejszono do czterech, zas ilo§¢ wytwarzanych
odpadow do 2 kg/kg [5].

W wielu innych technologiach zyskano podobne efekty. Zastapienie chemicz-
nej syntezy ryboflawiny (witaminy B2), sktadajacej sie z osmiu etapow, przez jedno-
etapowgq fermentacje pozwolito na obnizenie kosztow wytwarzania i zmniejszenie
ucigzliwosci dla srodowiska. W przypadku koncernu BASF, stosujacego drozdze
Ashbya gossypii uzyskano okoto 40% redukcje kosztéw produkceji, zas w koncernie
Hoffman-LaRoche, ktory wykorzystuje bakterie Bacillus subtilis, obnizka kosztéw
w stosunku do procesu chemicznego wyniosta 50% [6, 7]. W tradycyjnej chemicz-
nej technologii wytwarzania akryloamidu z akrylonitrylu stosuje sie dwustopniowa
hydrolize: poczatkowo wobec kwasu siarkowego, a nastepnie z udziatem kataliza-
tora miedziowego. Proces enzymatyczny opracowany przez Mitsubishi Rayon Co.
Ltd przebiega jednoetapowo [5]. Wykorzystujac hydrolaze nitrylowa z unierucho-
mionych komoérek bakterii Brevibacterium imperialis, uzyskuje si¢ 100% wydaj-
nos$¢ biotransformacji i wysokie stezenia akryloamidu w cieczy — dzigki czemu pro-
ces zatezania nie jest konieczny. Skutkiem tego, zuzycie 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 CO, na jeden kg produktu,
w technologii enzymatycznej wynosi 0,3 kg/kg, zas w technologii tradycyjnej 1,5 kg
CO,/kg produktu.

Podane przyktady wyraznie ilustruja korzysci jakie mozliwe sg do uzyskania
w przemysle chemicznym i pokrewnych, dzieki zastosowaniu przemian katalizowa-
nych przez enzymy i drobnoustroje.

2. PRODUKCJA BIOPALIW

Szczegdlng rolg odgrywaja technologie biochemiczne w wytwarzaniu paliw
z surowcdw odnawialnych [7-10]. Przyczyny sklaniajace do wykorzystania odna-
wialnych zrédet energii sg powszechnie znane. Biotechnologia umozliwia wykorzy-
stanie do produkcji paliw surowcow roslinnych, a takze odpadéw z przemystu rol-
no-spozywczego. Biotechnologicznie mozna wytwarza¢ zaréwno paliwa ciekte takie
jak: etanol, butanol, biodiesel; jak i paliwa gazowe: metan, wodor [11]. Obecnie
metody biochemiczne stosowane sa do produkcji etanolu i metanu.

Zainteresowanie Unii Europejskiej paliwami pozyskanymi z surowcdéw odna-
wialnych datuje si¢ na koniec lat 90. XX wieku. W roku 1998, Parlament Europejski
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wezwal do zwigkszenia, do 2% udziatu biopaliw w przeciagu 5-ciu lat. Wydana
w roku 2003 Dyrektywa Rady Unii Europejskiej (2003/30/EC) okreslita docelowe
wskazniki udziatu biopaliw w zuzyciu paliw cieklych na: 2% w roku 2005 oraz
5,75% w 2010 roku. Tego planu nie udalo si¢ zrealizowaé¢ — w 2005 roku udzial
biopaliw wynidst okoto 1% [11]. Mimo to polityka Unii Europejskiej zmierza do
zwigkszenia wysitkow na rzecz produkcji energii odnawialnej. Przyjeta w marcu
2007 roku przez Komisj¢ Europejska strategia, zaktada, iz w roku 2020 udzial ener-
gii ze zrédet odnawialnych wyniesie 20%; w czym udziat biopaliw w zuzyciu paliw
ptynnych wyniesie 10%, zas redukcja emisji CO, w stosunku do 1999 roku wyniesie
20%.

Glowna wadg obecnie stosowanych technologii produkcji biopaliw jest wyko-
rzystanie surowcow, ktdre stuzg rowniez do produkcji zywnosci (zboza, oleje jadal-
ne) [10, 12]. Czesto biopaliwa wytwarzane z surowcoéw skrobiowych okreslane sa
mianem paliw pierwszej generacji. Zwigkszone zuzycie zb6z do produkcji biopaliw
moze powodowac wzrost cen zywnosci. Obecnie zuzycie surowcow skrobiowych
w krajach Unii Europejskiej nie przekracza 1% i nie stanowi zagrozenia dla rynku
zywnosciowego. Wzrost cen zywnosci w 2008 roku byt efektem podwyzki cen ropy
naftowej i spekulacji na rynkach surowcowych, a nie produkcji biopaliw [13].
W USA, gdzie w 2006 roku, okoto 14% kukurydzy bylo zuzywane do produkcji
etanolu; zwiekszone zuzycie spowodowato wzrost cen tego zboza [10, 14]. Rozwia-
zaniem konfliktu pomigdzy zuzyciem surowcéw dla potrzeb produkcji energii,
a zuzyciem do produkcji zywnosci sg tzw. biopaliwa drugiej generacji, czyli etanol
i estry kwasow ttuszczowych wytwarzane z surowcow lignino-celulozowych i odpa-
dow przemystowych oraz rolnych [15, 16]. Okreslenie ,,paliwa drugiej generacji”
ma na celu ich odroznienie od paliw wytwarzanych ze zbdz.

Korzysci z wykorzystania surowcéw lignino-celulozowych sa wielorakie
[8, 16—19]. Przede wszystkim, prowadza do zmniejszenia zapotrzebowania na zboza
konsumpcyjne wykorzystywane w produkcji paliw pierwszej generacji oraz do powia-
zanego z tym zmniejszenia zapotrzebowania na ziemie uprawne. Istotne znaczenie
ma mozliwos¢é wytwarzania obok paliw takze innych wartosciowych produktow, co
zostato omdwione w dalszej czgsci artykutu poswieconej biorafineriom. Na podkres-
lenie zastuguje takze udzial produkcji biopaliw w rozwoju ekonomicznym terenow
wigjskich [20]. Analizy catkowitej emisji CO, zwigzanej z wytwarzaniem paliw (na
wszystkich etapach produkcji), wykazuja wyrazng przewagg surowcow lignino-celu-
lozowych nad surowcami skrobiowymi [8, 21]. Gtéwna trudnos¢ w petnym wyko-
rzystaniu surowcow lignino-celulozowych zwiazana jest z kosztowg hydroliza
w celu otrzymania cukréw prostych, stanowiacych surowiec dla proceséw mikro-
biologicznych [22, 23].

Opublikowana w tym roku Dyrektywa UE (2009/28/EC) dotyczaca promowa-
nia energii ze zrodet odnawialnych, ktadzie nacisk na zwigkszenie produkcji biopa-
liw I generacji i zapewnienie zréwnowazonej produkcji no$nikéw energii. Stanowi
to dodatkowy bodziec do rozwoju technologii biochemicznych w Europie.
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Butanol, z uwagi na wiekszg zawarto$¢ energii, mniejsza lotnos¢ i mniejsza
higroskopijnos$¢, jest bardziej atrakcyjnym paliwem do silnikéw spalinowych niz
etanol, zwlaszcza, ze moze by¢ uzywany zarowno czysty jak i w dowolnych mie-
szankach z weglowodorami [24, 25]. Gldéwnym czynnikiem hamujacym wykorzy-
stanie butanolu otrzymywanego na drodze fermentacji surowcow odnawialnych sg
wysokie koszty produkcji wynikajace z malej wydajnosci tego procesu [26]. Buta-
nol wytwarzany jest przez klostridia, grupe bezwzglednie beztlenowych bakterii
tworzacych spory. W wyniku przemian metabolicznych klostridia wydzielaja na zew-
natrz komorek rozpuszczalniki organiczne: butanol, etanol i aceton. Rozpuszczal-
niki te dzialaja toksycznie, hamujac wzrost bakterii. Z kolei tworzenie form prze-
trwalnikowych (spor) hamuje wytwarzanie rozpuszczalnikéw. Obnizenie kosztow
produkcji butanolu bedzie mozliwe, jezeli w wyniku zastosowania technik inzynie-
rii metabolicznej uzyska si¢ szczepy bakterii o zwiekszonej produkcyjnosci oraz
wykorzysta zaawansowane techniki fermentacji, pozwalajace na wydzielanie pro-
duktéw metabolizmu podczas fermentacji [26—28].

Produkcja biopaliw ptynnych, etanolu i biodiesla, budzi pewne kontrowersje
zwigzane zaré6wno z niedostatkami stosowanych technologii jak i niepewnoscia co
do skutecznos$ci technologii znajdujacych sie obecnie w stadium badan [8, 29, 30].
Zupelnie inaczej wyglada sytuacja w przypadku produkcji biopaliw gazowych. Wyko-
rzystanie proceséw mikrobiologicznych do produkcji metanu ma dtugg tradycje [31].
Jest to technologia dojrzata, wykorzystujaca przede wszystkim surowce odpadowe
z produkcji rolnej takie jak: gnojowica, a takze osady $ciekowe i odpady komunalne
[32—-34]. Coraz wiekszym zainteresowaniem cieszy si¢ wykorzystanie upraw celo-
wych do produkcji biogazu, stosowanego w wytwarzaniu energii elektrycznej i ciepl-
nej [35, 36]. Szczegodlnie duzo instalacji biogazowych budowanych jest w Niem-
czech, czemu sprzyjaja odpowiednie regulacje prawne i preferencyjne ceny energii,
wytwarzanej ze zrodet odnawialnych [37].

O ile fermentacja metanowa jest stosowana na duza skale, to wykorzystanie
metod biologicznych do wytwarzania wodoru znajduje si¢ ciagle na etapie badan
laboratoryjnych i instalacji pilotowych [38—40]. Woddr uznawany jest za bardzo
perspektywiczny nosnik energii [41—43]. Obecne technologie produkcji wodoru,
z gazu ziemnego, wegla lub w procesach elektrolitycznych, sg ucigzliwe dla $rodo-
wiska i wykorzystuja surowce nieodnawialne. Metody biologiczne umozliwiaja pro-
dukcje wodoru z surowcoéw odnawialnych [44, 45]. Sposrod kilku sposoboéw biolo-
gicznej produkcji wodoru, obecnie najbardziej obiecujacg jest tzw. ciemna fermen-
tacja wodorowa [44]. W warunkach beztlenowych niektére bakterie wytwarzaja
woddr i lotne kwasy ttuszczowe, gtdéwnie: octowy, propionowy, mastowy. Mozliwe
jest tu wykorzystanie réznorodnych surowcdéw odpadowych jak i upraw celowych.
Wada tej technologii jest ograniczona wydajnos¢ wodoru oraz konieczno$¢ zagos-
podarowania kwasow organicznych pozostajacych w cieczy pofermentacyjnej [46].
Jedng z mozliwosci rozwiazania problemu, jest wykorzystanie takiego ptynu jako
surowca do fermentacji metanowej [45, 47].
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Innym ciekawym rozwigzaniem, bedacym przedmiotem badan laboratoryjnych
sa mikrobiologiczne ogniwa paliwowe [48—51]. Podobnie jak w ogniwach chemicz-
nych, zamieniaja one energi¢ zawartg w zwiazkach chemicznych na energi¢ elek-
tryczng. Tu w odréznieniu od ogniw chemicznych, nie stosuje si¢ kosztownych kata-
lizatoréw wykonanych z metali szlachetnych do katalizowania reakcji przebiegaja-
cych na anodzie, lecz procesy mikrobiologiczne. Niektore drobnoustroje potrafig
posrednio lub bezposrednio przekazywac na elektrodg elektrony pochodzace z utle-
niania zwiagzkéw organicznych. Uzyskiwana obecnie moc mikrobiologicznych ogniw
paliwowych jest znacznie mniejsza niz ogniw chemicznych, ale szybki postep w tej
dziedzinie wskazuje, iz w ciggu kilku lat ogniwa mikrobiologiczne moga sta¢ si¢
interesujacym sposobem wytwarzania energii i utylizacji sciekow [50, 52].

Atrakcyjna alternatywa wykorzystania ro$lin ladowych w produkcji biopaliw
jest zastosowanie organizmow fototroficznych, takich jak algi i sinice [53-57].
Organizmy te potrafiag przeksztatca¢ energie stoneczng ze znacznie wigksza spraw-
nos$cig niz rosliny ladowe. Ich hodowla moze by¢ znacznie bardziej intensywna
i zajmowac¢ mniejsze powierzchnie w poréwnaniu do obecnie wykorzystywanych
upraw celowych. Duza réznorodnos¢ metaboliczna oraz ekologiczna alg, sprzyja
selekcji szczepow dostosowanych do lokalnych warunkow. Niektore algi zawieraja
do 70% olejéw w suchej masie i stanowig bardzo dobry surowiec do produkc;ji biodie-
sla [58, 59]. Oprocz thuszczow z biomasy fotoautotrofow, mozna uzyskiwac biatka
stanowiace wartosciowg pasze dla zwierzat [60]. Réwnie interesujace jest wykorzy-
stanie alg do pochtaniania ditlenku wegla z gazow spalinowych [61]. Warto zwrocié
uwagg na fakt, iz nie tylko mikroorganizmy fototroficzne mogg by¢ wykorzysty-
wane do produkcji biodiesla, ale réwniez grzyby strzepkowe i drozdze [62].

3. BIORAFINERIE

Wykorzystanie surowcow roslinnych nie ogranicza si¢ wytacznie do produkcji
biopaliw. Moga one stuzy¢ takze do wytwarzania rdéznego rodzaju chemikaliow,
dodatkéw do zywnosci, czy polimeréw. Prowadzi to do koncepcji tzw. biorafinerii
czyli zaktadow przetwdrczych podobnych do rafinerii petrochemicznych, ale wyko-
rzystujacych surowce roslinne [63—65]. Stad mowa o przejsciu od gospodarki opar-
tej na weglowodorach do gospodarki opartej na weglowodanach [13, 66—68]. Kon-
cepcja ta ma istotne znaczenie dla przemystu chemicznego, ktéry wobec wyczerpu-
jacych si¢ zasobow surowcdw kopalnych (ropa naftowa, gaz ziemny, wegiel) i wzrostu
ich cen, musi rozwigzaé¢ kwestie przysztych zroédet surowcdéw. Wykorzystanie
metod biotechnologicznych, otwiera nowe mozliwosci produkcji réznych zwiaz-
kéw chemicznych z surowcdéw odnawialnych [69]. W raporcie opracowanym dla
Departamentu Energii USA [70] wytypowano 12 zwiazkow, otrzymywanych w wy-
niku proceséw mikrobiologicznych, ktore mogg stanowi¢ platformy do wytwarza-
nia réznych chemikaliow. Zwigzkami tymi sa: 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 przyktadu w wyniku
réznych transformacji kwasu bursztynowego mozna otrzyma¢ m.in. 1,4-butanediol,
tetrahydrofuran, 2-pirolidon, 1,4-diaminobutan, nitryl kwasu bursztynowego [71].
Oczywiscie obok wymienionych dwunastu zwiazkow, nalezy pod uwage brac¢ takze
te zwigzki, ktore obecnie sg wytwarzane metodami mikrobiologicznymi: etanol, buta-
nol, kwas mlekowy, 1,3-propanodiol. Dla przyktadu, z kwasu mlekowego mozna
otrzyma¢ w wyniku polimeryzacji biodegradowalne polimery, a takze przeksztatci¢
go do kwasu akrylowego, 1,2-propanodiolu, kwasu propionowego, kwasu pirogro-
nowego lub kwasu szczawiowego [72].

Rozwdj technologii biorafinerii wymaga rozwigzania wielu zagadnien technicz-
nych i technologicznych. Najwazniejsze z nich to [73]:

— opracowanie efektywnych technik wydzielania sktadnikéw z surowcow lig-

nino-celulozowych;

— opracowanie efektywnych metod wstgpnej obrobki biomasy roslinnej dla
proceséw fermentacyjnych i chemicznych;

— opracowanie efektywnych proceséw rozktadu celulozy, hemicelulozy oraz
lignin;

— opracowanie proceséw fermentacyjnych do mikrobiologicznego przetwa-
rzania produktow hydrolizy surowcow lignino-celulozowych;

— opracowanie prostych metod przeksztatcania surowcéw w bazowe chemi-
kalia;

— opracowanie nowych drog integracji proceséw mikrobiologicznych i che-
micznych;

— opracowanie procesow dostosowanych do duzej zmiennosci sktadu surow-
cow roslinnych;

— przeksztatcenia obecnie dziatajacych instalacji, takich jak celulozownie,
cukrownie, w biorafinerie nowej generacji;

— rozwdj elastycznych instalacji produkcyjnych zdolnych do szybkiego
dostosowywania si¢ do zmiennej sytuacji na rynkach surowcow i produk-
tow.

Produkcja biopaliw z surowcow lignino-celulozowych jak i wytwarzanie chemi-
kaliéw w biorafineriach stawiajq powazne wyzwania dla wspoétczesnej biotechnolo-
gii [74—77]. Potrzebne sa nowe preparaty enzymatyczne stuzace do efektywnej hydro-
lizy surowcow, nowe mikroorganizmy sprawnie przetwarzajace produkty hydrolizy
celulozy i hemicelulozy, a takze nowe odmiany roslin uprawnych o lepszych wiasci-
wosciach np. mniejszej zawartosci lignin [74, 78, 79].
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4. PROGRAMY ROZWOJU BIOTECHNOLOGII PRZEMYSLOWEJ
W UNII EUROPEJSKIEJ

W Europie juz od ponad 10 lat podejmowano wiele dzialan majacych na celu
stymulowanie rozwoju biotechnologii przemystowej i promowanie przedsi¢biorczosci
w tym sektorze. W 1997 roku z inicjatywy Komisji Europejskiej powstato Biotech-
nology and Finance Forum (BFF) stuzace tym celom. Rok p6zniej, BFF zorganizo-
wato w Brukseli konferencj¢ pt. ,,Promoting entrepreneurial initiatives in biotech-
nology”. W 2002 roku Komisja Europejska publikuje raport ,,Innovation and com-
petitiveness in European biotechnology”, w ktérym wzywa do zwiekszenia konku-
rencyjnosci europejskiego przemyshu biotechnologicznego w stosunku do USA.
W tym samy roku Komisja prezentuje strategi¢ rozwoju nauk biologicznych i bio-
technologii [80]. W 2004 roku z inicjatywy Komisji Europejskiej, Europejskiej Rady
Przemystu Chemicznego (ang. European Chemical Industry Council, CEFIC) oraz
Europejskiego Stowarzyszenia Bioprzemystu (ang. European Association for Bio-
industries, EuropaBio), powotano Europejska Platforme Technologiczng Zréwno-
wazonej Chemii (ang. European Technology Platform for Sustainable Chemistry,
SusChem - zob. www.suschem.org). Celem Platformy jest m.in. zwigkszenie kon-
kurencyjno$ci europejskiego przemystu chemicznego oraz wspieranie dtugofalo-
wych strategii rozwoju tego przemystu. Uczestnicy Platformy wyznaczyli trzy glowne
obszary badan i rozwoju, ktore uznali za kluczowe, a mianowicie, biotechnologi¢
przemystowa, technologie materiatlowe oraz inzynieri¢ procesowa. W opracowanej
w roku 2005 przez SusChem, perspektywie rozwoju biotechnologii przemystowej
(do roku 2025), za zasadnicze elementy uznano [81]:

— wzrost liczby i ilosci chemikaliow oraz biomaterialow produkowanych meto-

dami biotechnologicznymi;

— zwigkszenie wykorzystania surowcow odnawialnych przez przemyst;

— rozwdj technologii przyjaznych dla srodowiska i efektywnych ekonomicz-

nie;

— zwigkszenie udziatu energii otrzymywanej z biomasy;

— wzrost udziatu biorafinerii rolniczych w produkcji biotechnologicznej;

— wzrost innowacyjnosci i konkurencyjnosci przemyshu europejskiego w wy-

niku zastosowania technik biotechnologicznych;

— zwiekszenie produkcji biomasy roslinnej w wyniku zastosowania technik

zielonej biotechnologii.

W opracowanym przez SusChem w 2005 roku Strategicznym Programie
Badan [82], w zakresie biotechnologii przemystowej, wskazano na silne i stabe strony,
tej gatezi przemystu w Europie. Za czynniki wazne dla rozwoju biotechnologii prze-
mystowej uznano duzy potencjat badawczy oraz znaczacag role przemystu chemicz-
nego. W Europie znajdujq si¢ najwigksi producenci preparatow enzymatycznych
i jest dobrze rozwinigty przemyst fermentacyjny. Rozszerzenie Unii o kraje Europy
Srodkowo-Wschodniej, zwiekszyto ilo§¢ dostepnych surowcéw dla przemyshu bio-
technologicznego. Nie bez znaczenia dla rozwoju biotechnologii przemystowej ma
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tez spoleczna akceptacja. Idea zrownowazonego rozwoju najwczesniej zostata pod-
jeta w Europie, w tej dziedzinie kraje Unii sg bardziej zaawansowane niz USA
i kraje azjatyckie.

Obok czynnikéw sprzyjajacych rozwojowi biotechnologii przemyslowej,
w gospodarce europejskiej wystepuja czynniki, ktore stanowig o pewnej stabosci
tego sektora gospodarki [82]. Nalezy do nich zaliczy¢: regulowany rynek surowcow
odnawialnych i ich stosunkowo wysokie ceny, niedostatecznie efektywny system
finansowania badan rozwojowych, niedostateczng integracje réznych dyscyplin nau-
kowych w rozwigzywaniu probleméw interdyscyplinarnych, trudnosci w pozyski-
waniu kapitalu inwestycyjnego [82].

Zagrozen dla rozwoju biotechnologii przemystowej w Unii Europejskiej upa-
truje sie w przenoszeniu produkcji chemicznej poza Europe, komercjalizacji wyni-
kéw badan rozwojowych poza Unig, zanikaniu badan podstawowych oraz matej
spotecznej akceptacja dla wykorzystania organizméw modyfikowanych genetycz-
nie (ang. genetically modified organisms, GMO) [82]. Unia Europejska musi stawic¢
czola wzrastajacej konkurencji ze strony USA oraz krajéw azjatyckich (Japonia,
Chiny, Korea Poludniowa, Indie), w ktorych rozwéj biotechnologii przemystowe;j
jest silnie wspierany.

5. BIOGOSPODARKA OPARTA NA WIEDZY

W maju 2007 roku w Kolonii zorganizowano, w ramach niemieckiej prezyden-
cji, w Unii Europejskiej, konferencje pt. ,,En Route to the Knowledge-Based Bio-
Economy” na ktorej podsumowano prace szesciu grup roboczych zajmujacych sie
réznymi aspektami oddzialywania biotechnologii na gospodarke i spoleczenstwo.
Koncowy dokument konferencji, okreslany czesto mianem Dokumentu Kolon-
skiego, kresli perspektywe rozwoju biogospodarki opartej na wiedzy (ang. the Know-
ledge Based Bio-Economy, KBBE) [83]. Dokument Kolonski nie jest oficjalnym
dokumentem Rady Unii Europejskiej, jednak jest wazny, gdyz prezentuje akcepto-
wang wsrdd ekspertdw wizje rozwoju biotechnologii w Europie do roku 2030.
W wizji tej biotechnologia stanowi wazny filar gospodarki europejskiej, niezbedny
dla zréwnowazonego rozwoju, zapewnienia odpowiedniego poziomu zatrudnienia,
zaopatrzenia w energi¢ oraz odpowiedniego poziomu zycia mieszkancoéw Unii. Prze-
widuje sig, ze w roku 2030 warto$¢ produkcji biotechnologii przemystowej wynie-
sie 300 mld euro. Postgp w zakresie hodowli roslin oraz biotechnologicznych metod
przetwarzania surowcow roslinnych stanowi¢ ma podstawe biogospodarki opartej
na wiedzy. Przewiduje si¢, ze w roku 2030 okoto jednej trzeciej chemikaliéw i mate-
riatéw bedzie wytwarzana z surowcdéw pochodzenia biologicznego z zastosowaniem
zaawansowanych proceséw biotechnologicznych.

Biotechnologia moze pomdc stawic czota najwazniejszym globalnym wyzwa-
niom takim jak: starzenie si¢ spoteczenstw europejskich; wzrost populacji na Ziemi;
ograniczone zasoby surowcow, energii i wody; zmiany klimatu. Waznym narzgdziem
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ma by¢ rozwdj zréwnowazonej gospodarki wykorzystujacej procesy biologiczne.
Kluczowe dla urzeczywistnienia tej wizji jest potaczenie zaawansowanej inzynierii
bioprocesowej z wysokowydajnymi uprawami roslinnymi. Zielona biotechnologia
jest niezbedna dla zapewnienia wlasciwego zaopatrzenia w surowce, gdyz konwen-
cjonalne metody upraw, wykorzystujace intensywne nawozenie i $rodki ochrony
roslin, nie sq w stanie zapewni¢ w warunkach zrownowazonego rozwoju dostatecz-
nej podazy surowcdw. Surowce roslinne moga by¢ zrodlem enzymdw, aminokwa-
sow, farmaceutykow, wiokien, a takze stanowi¢ surowiec do produkcji biopolime-
réw, biopaliw i innych chemikaliéw [84]. Przewiduje sig, ze juz w 2020 roku, obok
obecnie stosowanej technologii gazyfikacji, enzymatyczna konwersja surowcow lig-
nino-celulozowych stanie si¢ standardowa technikg otwierajacq dostep do olbrzy-
mich zasobow surowcowych dla bioprocesow i produkcji paliw wykorzystywanych
W transporcie.

Rozwdj zielonej biotechnologii oznacza takze, nadejscie ery zindywidualizo-
wanej zywnosci, wytwarzania produktéw spozywczych o lepszych walorach zdro-
wotnych, dostosowanych do indywidualnych potrzeb konsumentéw. Personalizacja
obejmie rowniez medycyne. Dzigki nowym biofarmaceutykom i rozwojowi medy-
cyny regeneracyjnej zwiekszy si¢ zarowno skuteczno$¢ leczenia jak i liczba leczo-
nych chordb [85].

Realizacja ambitnych wizji wymaga rozwoju badan podstawowych, zwtaszcza
w zakresie nauk biologicznych i technicznych. Z kolei rozwdj nowych technologii
i technologicznych innowacji powinien przyspieszy¢ postep w badaniach podsta-
wowych. Spodziewane jest przeksztalcenie biotechnologii z dziedziny skupiajacej
si¢ na odkrywaniu zjawisk i mechanizméw procesow biologicznych (discovery
science) w dziedzing o charakterze inzynierskim, ukierunkowana na praktyczne wyko-
rzystanie wiedzy (engineering science). Dla przyktadu, spodziewane jest stworze-
nie w najblizszych latach syntetycznych komérek, zdolnych do wysokowydajnego
wytwarzania wybranych produktow [86]. Z kolei biologia systemdw, badania nad
mobzgiem oraz modelowanie zjawisk neuralnych moga stanowi¢ zaréwno inspiracje
dla r6znych innowacji technologicznych takich jak protezy inteligencji czy neuro-
podobne procesory w komputerach, jak rowniez przyczynic¢ si¢ do konsolidacji wie-
dzy o mézgu, od poziomu molekularnego po psychofizyczny.

Innowacje technologiczne, mogg pomoc rozwiaza¢ konflikty zwigzane z wyko-
rzystaniem ograniczonego arealu ziemi uprawnej do produkcji zywnos$ci i surow-
cow niezywnosciowych. Postep technologiczny moze rowniez przyczynié sie do
realizacji innej ambitnej wizji, by do roku 2030 uzyska¢ funkcjonowanie europejs-
kiego rolnictwa bez dotacji. Proponuje si¢, aby srodki przeznaczane obecnie w ra-
mach Wspdlnej Polityki Rolnej (CAP — Common Agricultural Policy) na subsydio-
wanie rolnictwa, pos§wigci¢ na wspomaganie innowacji technologicznych i badan
naukowych. Dzigki zintegrowanej produkcji zywnos$ci, materiatow i energii, moz-
liwe jest uzyskanie optacalnej produkcji rolnej i zapewnienie zrbwnowazonego roz-
woju gospodarczego [84]. Biotechnologia przemystowa odgrywa w realizacji tej
wizji kluczowa rolg.
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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

Stowa kluczowe: elektrochromatografia w uktadzie zamknigtym, elektrochromato-
grafia planarna cisnieniowa, PPEC, rozwdj PPEC, zalety i wyzwania PPEC
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

dwuwymiarowy proces chromatograficzny (ang. two
dimensional chromatographic process)
dwuwymiarowy proces ztozony 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)
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Per-
formance Liquid Chromatography)

chromatografia planarna (cienkowarstwowa) ci$nie-
niowa (ang. Overpressured Layer Chromatography)
elektrochromatografia planarna (ang. Planar Electrochro-
matography)

elektochomatografia planarna ci$nieniowa, elektrochro-
matografia planarna w uktadzie zamknigtym (ang. Pressu-
rized Planar Electrochromatography)

chromatografia planarna rotacyjna (ang. Rotation Planar
Chromatography)

chromatografia cienkowarstwowa (planarna)/wysoko-
sprawna chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin
Layer Chromatography/High Performance Thin Layer
Chromatography)
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WSTEP

Metody chromatograficzne stuza nie tylko do rozdzielania mieszanin substan-
cji oraz ich oceny jakosciowej i ilosciowe;j, ale staty si¢ narzedziem badan nad mecha-
nizmami wielu zjawisk. Sposrod metod chromatograficznych duza popularnoscia
cieszy si¢ chromatografia cienkowarstwowa (TLC/HPTLC), ktéra najczesciej wyko-
rzystuje si¢ w analizie: farmaceutycznej, biomedycznej, ochrony srodowiska, klinicz-
nej, artykutéw spozywczych, toksykologicznej itp. Duze zainteresowanie metoda
TLC wynika m.in. z mozliwosci prowadzenia procesu rozdzielania zardwno przy
zastosowaniu zaawansowanej technicznie aparatury, a takze prostych i tanich urza-
dzen. Jednakze TLC charakteryzuje si¢ kilkoma wadami, ktore ograniczajg efek-
tywno$¢ procesu separacji, takimi jak: predkos$é przeptywu fazy ruchomej zmniej-
szajaca si¢ w trakcie chromatografowania (nie mozna jej regulowac podczas pro-
cesu separacji), ograniczony dystans rozwijania chromatogramu (nie pozwala na
calkowite rozdzielenie sktadnikéw analizowanej probki). Aby zmniejszy¢ lub wyeli-
minowac te niekorzystne cechy, wykorzystuje si¢ techniki z wymuszonym przepty-
wem fazy ruchomej w zamknigtym uktadzie chromatograficznym, tj. chromatogra-
fie cienkowarstwowgq cisnieniowa (ang. Overpressured Layer Chromatography,
OPLC), rotacyjng chromatografi¢ planarna (ang. Rotation Planar Chromatography,
RPC) oraz ostatnio elektrochromatografi¢ planarna cisnieniowg (PPEC —ang. Pressu-
rized Planar Electrochromatography). W OPLC przeptyw fazy ruchomej jest wymu-
szany ci$nieniem ttoczenia pompy, w RPC jest wywotany sita odsrodkowg (wiruja-
cej plytki chromatograficznej), zas w PPEC jest generowany przez pole eklektyczne
(elektroosmoze). Ostatnia metoda zostata wprowadzona do literatury w 2004 roku
[11], trzydziesci lat po opublikowaniu pierwszej pracy na temat elektrochromato-
grafii planarnej w ukladzie otwartym [3]. Metoda PPEC stanowi nowe podejscie
wykorzystania zjawisk elektrokinetycznych do rozdzielania mieszanin substancji.
W ciagu ostatnich pigciu lat opublikowano szereg prac na temat tej metody. Niniej-
sze opracowanie stanowi podsumowanie osiagnie¢ w tym zakresie z uwzglednie-
niem prac naszego zespotu, ktory to pierwsze doniesienia na ten temat opublikowat
w 2004 roku [12].

1. ZARYS ROZWOJU METODY ELEKTROCHROMATOGRAFII
PLANARNEJ

Pomyst wykorzystania efektu elektroosmotycznego w chromatografii planar-
nej byt zaprezentowany ponad 60 lat temu [1, 2]. Za$ pierwsza publikacja przedsta-
wiajaca eksperymentalne wyniki separacji, jak wspomniano powyzej, ukazata sie
w roku 1974 [3]. W latach 90. XX wieku przeprowadzono serie prob rozwijania
chromatograméw cienkowarstwowych z odkryta warstwa adsorbentu w polu elek-
trycznym (PEC) [4—6]. Stwierdzono, Zze podczas chromatografowania faza ruchoma
ulegata wzmozonemu odparowaniu na skutek generowania ciepto Joule’a. Pomimo
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tego niekorzystnego efektu zaobserwowano w uktadach PEC wzrost sprawnosci,
skrécenie czasu rozdzielenia oraz zmiang selektywnosci rozdzielenia w poréwna-
niu do klasycznej chromatografii cienkowarstwowej. W kolejnych latach rozwoju
metody PEC zastosowano odwrocony uktad faz, w ktérym plytka chromatograficzna
byla umieszczona w urzadzeniu do rozwijania chromatograméw w pozycji piono-
wej [7] lub poziomej [8—10]. Stwierdzono znaczacy wzrost efektywnosci rozdziele-
nia w stosunku do klasycznej TLC. Jednakze niekorzystne efekty byty wcigz obecne,
np. odparowanie roztworu fazy ruchome;j i gromadzenie si¢ kropel fazy ruchome;j
na powierzchni warstwy adsorbentu. Prowadzito to do niepowtarzalnych wartosci
dystansu migracji rozdzielanych substancji i do zwigkszonego rozmywania ich stref.

Pierwsza praca o metodzie elektrochromatografii planarnej w uktadzie zamknig-
tym (PPEC) zostata opublikowana w 2004 roku [11]. Proces rozdzielenia prowa-
dzono w specjalnej komorze, w ktdrej ptytka chromatograficzna byta przykryta folig
teflonowa i ceramiczng podktadka. Wszystkie te elementy byly dociskane do siebie
pomiedzy metalowymi blokami za pomoca silownika hydraulicznego. Otrzymany
uktad separacyjny nie zawieral fazy gazowej, co odrézniato go od uktadow zwyklej
chromatografii cienkowarstwowej. Przedstawione rezultaty separacji probki testo-
wej substancji byly obiecujace, poniewaz stwierdzono wyzsza powtarzalnos¢ migracji
rozdzielanych substancji, duzo krdtszy czas separacji w porownaniu do PEC i TLC.
Rowniez w roku 2004 nasz zespol opublikowatl pracg na temat PPEC. W naszej
pracy zostat rowniez przedstawiony podobny wzrost efektywnosci rozdzielenia przy
wykorzystaniu zmodyfikowanej poziomej komory chromatograficznej DS, ktora zo-
stala zaopatrzona w specjalna przykrywe plytki chromatograficznej [12]. W tym
wariancie ptytke chromatograficzng zwilzano roztworem, ktory byl stosowany jako
faza ruchoma do rozwijania elektrochromatogramu. Zatem proces elektrochromato-
graficzny mégt by¢ prowadzony w warunkach rownowagowych od samego poczatku.
Dzigki temu uzyskano lepsza powtarzalno$¢ wartosci dystansu migracji rozdziela-
nych substancji w poréwnaniu do elektrochromatografii planarnej ze ztozem otwar-
tym. Innym urzadzeniem do rozwijania elektrochromatograméw byta konstrukcja,
w ktdrej na warstwie adsorbentu umieszczano specjalna foli¢ dociskana mosigznym
klockiem lub hydraulicznym sitownikiem pod cisnieniem p =69 bar [13, 14]. Wszyst-
kie wymienione urzadzenia (komory) nie pozwalaly w petni kontrolowaé procesu
separacji. W 2006 roku zostata opublikowana praca, w ktérej opisano konstrukcje
komory z kontrolowanym przeptywem fazy ruchome;j [15]. Ptytka chromatograficzna
byta catkowicie odizolowana od fazy gazowej, a dostarczany roztwér fazy rucho-
mej, od samego poczatku procesu, znajdowal si¢ w stanie rownowagi z warstwa
adsorbentu. Taki uktad elektrochromatograficzny pozwalat na dobranie optymalnej
predkosci przeplywu fazy ruchomej tak, by efektywno$¢ rozdzielenia badanej miesza-
niny byla optymalna. Ponadto stwierdzono, ze na szerokos¢ strefy rozdzielanych
substancji wptywajq rézne czynniki, m.in. sposéb dozowania substancji na plytke
chromatograficzna, wielkos¢ strefy startowej plamki substancji, dystans migracji
substancji.
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Najwigksze zastosowanie w elektrochromatografii planarnej znalazty uktady
z fazami odwroconymi. Przeptyw elektroosmotyczny w ukltadzie z faza stacjonarng
typu C18 jest mozliwy dzigki obecnosci resztkowych grup silanolowych na powierz-
chni ziaren adsorbentu, ktdre zaczynaja dysocjowac przy pH rownym 1,5, a przy
pH 3 i wigkszym sg juz praktycznie catkowicie zdysocjowanie. Pozwalaja one
na powstanie podwdjnej warstwy elektrycznej na granicy faz adsorbent—roztwor.
Powierzchnia czastek adsorbentu uzyskuje tadunek ujemny, za$ faza ruchoma
dodatni i w konsekwencji w polu elektrycznym przeplywa ona w kierunku katody

(Rys. 1).

®

Rysunek 1. Elektroosmotyczny przeptyw fazy ciektej w kapilarach utworzonych przez ziarna adsorbentu —
schemat
Figure 1. Schematic view of electroosmotic flow generation in capillaries formed by particles of adsorbent

AS,]_()H ﬁ LSV —()_ + H+

Profil przeptywu elektroosmotycznego fazy ruchome;j jest ptaski, w odréznie-
niu od laminarnego przeptywu eluentu, wymuszonego przez pompg, tak jak np.
w HPLC. Taki ptaski profil przeptywu fazy ruchomej przyczynia si¢ do zmniejsze-
nia poszerzania stref stezeniowych rozdzielanych substancji na ptytce chromatogra-
ficznej, dzigki temu mozna spodziewaé si¢ wigkszej sprawnosci uktadow PPEC
w poréwnaniu do uktadéw TLC.

Predkos¢ elektroosmotycznej migracji roztworu, v,,,., jest opisywana rowna-
niem Smoluchowskiego (1):

Veor = BT (E (1
n
gdzie ¢ jest przenikalno$cig dielektryczna prozni, ¢ jest stalg dielektryczna osrodka,
1 jest lepkoscia fazy ruchomej, & jest potencjatem elektrokinetycznym (dzeta),
E jest natezeniem pola elektrycznego. Wielkos$¢ potencjatu dzeta jest uzalezniona
od grubosci podwojnej warstwy elektrycznej, o, i gestosci tadunku, o, zgodnie
z rownaniem (2):

¢= @)
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Za$ grubos$¢ podwdjnej warstwy elektrycznej zalezy od stgzenia elektrolitu, c,

w fazie ruchomej:
& LE, [RT
J= 0 r 3
' 2cF? @

gdzie F jest stalq Faraday’a. W trakcie migracji fazy ruchomej wydziela si¢ porcja
energii na sposéb ciepta (ciepto Joule’a), co powoduje wzrost temperatury w ukta-
dzie. Ilos$¢ tego ciepta zwigksza si¢ ze wzrostem stezenia elektrolitu i napigciem
polaryzujacym ptytke chromatograficzna. Lepkosé osrodka cieklego jest wrazliwa
na zmiang¢ temperatury, 7, w ukladzie zgodnie z zaleznos$cig (4):

1 o exp (const/ RT) 4

Z powyzszych rozwazan wynika, ze uktad elektrochromatograficzny jest dos¢
skomplikowany i wiele czynnikéw wplywa na przebieg procesu PPEC, a w zwiazku
z tym rowniez na jako$¢ uzyskiwanego rozdzielenia mieszanin substancji.

3. APARATURA DO PPEC

W elektrochromatografii planarnej proces separacji badanej probki substancji
prowadzi si¢ w komorach zaopatrzonych w parg elektrod, do ktérych podtaczony
jest zasilacz wysokonapigciowy, wytwarzajacy pole elektryczne w obszarze plytki
chromatograficznej. W literaturze znane sq dwa warianty komor, w ktérych potoze-
nie ptytki chromatograficznej w komorze jest w pozycji poziomej lub pionowej
(Rys. 2).

Obecnie rozwdj metody PPEC jest $cisle zwiazany z udoskonalaniem i uspraw-
nianiem rozwigzan konstrukcyjnych komor. Pierwsze konstrukcje komor dotyczyty
elektrochromatografii planarnej w uktadzie otwartym. Warstwa adsorbentu w tych
komorach byta w kontakcie z faza gazowa. Zatem uktad taki posiadat cechy uktadu
zwyktej chromatografii cienkowarstwowej. Pierwsza komora do elektrochromato-
grafii planarnej w uktadzie zamknigtym zostata opracowana przez Nuroka i in. [11].
Autorzy przedstawili urzadzenie, w ktérym, w trakcie separacji, plytka chromato-
graficzna byla umieszczona w komorze w pozycji pionowej. Warstwa adsorbentu
byla przykryta przez foli¢ z tworzywa sztucznego i ceramiczng podktadke, ktore
dociskano metalowym blokiem za pomocg sitownika hydraulicznego. Druga wersja
tej komory zostata zaopatrzona w wezownice stuzacg do dostarczania cieczy chto-
dzacej, w celu minimalizowania efektu wzrostu temperatury ptytki chromatogra-
ficznej [16]. W obu wersjach przestawianych komor dolny i gorny fragment ptytki
chromatograficznej nie byly przykryte folig plastikowa.
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Rysunek 2. Uproszczony schemat zestawu do rozwijania elektrochromatogramow planarnych w uktadzie zamk-
nigtym na plytce chromatograficznej ustawionej w pozycji poziomej (a) i pionowej (b); komora
do PPEC (1), zasilacz wysokonapigciowy (2), plytka chromatograficzna (3), elektroda (4), zbior-
nik fazy ruchomej (5), kabina zabezpieczajaca (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 konstrukeji komory w uktadzie zamknigtym, zaproponowanej przez
nasz zespoél, zostata zaadaptowana komora do chromatografii cienkowarstwowe;j,
model DS-II-10x10 (Chromdes, Lublin) [12]. Warstwa adsorbentu na ptytce byta
odizolowana od fazy gazowej specjalng przykrywa. Jedynie konce plytki chromato-
graficznej nieznacznie wystawaly poza przykrywe w poblizu miejsca kontaktowa-
nia si¢ ze szklanymi dystrybutorami fazy ruchomej. Takie rozwigzania techniczne,
powyzej omawianych komér, pozwalaty na prawie catkowite wyeliminowanie paro-
wania fazy ruchome;j z plytki chromatograficznej [12].

Dopiero w nastgpnej wersji naszej komory mozliwos¢ parowania fazy rucho-
mej zostala kompletnie wyeliminowana, poniewaz plytka chromatograficzna byta
catkowicie przykryta przez pokrywe. Byla to zupetnie nowa konstrukcja komory,
w ktorej zastosowano dodatkowe uktady dostarczania i odbierania fazy ruchome;j
odpowiednio do i z ptytki chromatograficznej [15]. Wersja ta zostala nieznacznie
zmodyfikowana, co zostato opisane w ostatniej naszej pracy (Rys. 3) [17].
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Rysunek 3. Komora do elektrochromatografii planarnej, przekroj wzdtuzny (a) i przekroj poprzeczny (b);
metalowa podstawa (1), korpus z Tarnoformu® (2), nozki (3), blok teflonowy (4), podktada siliko-
nowa (5), folia teflonowa (6), ramka na plytk¢ chromatograficzna (7), ptytka chromatograficzna
(8), korpus pokrywy z poliacetalu (9) korpus pokrywy ze stali (10), kulka stalowa (11), otwér na
termopar¢ (12), prowadnica ramki ptytki chromatograficznej (13), korek komory elektrodowej
(14), wejscie/wyjscie fazy ruchomej (15), facznik kanalu przeptywowego (16), kanat fazy rucho-
mej (17), trzon elektrodowy (18), elektroda (19), ptytka szklana uzupetniajaca (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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Plytka chromatograficzna (8) zostata umieszczona w komorze w pozycji pozio-
mej na foli teflonowej (6) z warstwg adsorbentu skierowana ku dotowi. Korpus
komory zostat wykonany z poliacetalu (Tarnoform®) (2) odpornego na odksztatce-
nia i wzmocniony warstwa stali hartowanej (1). Wewnatrz korpusu znajdowal si¢
blok teflonowy (4) zaopatrzony w kanaty (17) dostarczajace i odbierajace roztwor
fazy ruchomej z ptytki chromatograficznej. W korpusie komory umieszczono bloki
elektrodowe z elektrodami (19). Nowe rozwigzanie konstrukcji komory pozwolito
na pomiar predkosci przeptywu fazy ruchomej w trakcie trwania procesu. Byto to
bardzo korzystne rozwiazanie, poniewaz umozliwialo prowadzenie procesu separa-
cji w optymalnych warunkach szybko$ci migracji fazy ruchomej. Kompletne urza-
dzenie do ci$nieniowej elektrochromatografii planarnej z opisang komora jest sche-
matycznie przedstawione na Rysunku 4. W naszym zakladzie zostaly zaprojekto-
wane wersje komor na ptytki chromatograficzne o dlugosci 5, 101 20 cm.

27

24 23 21

Rysunek 4. Schemat urzadzenia do cisnieniowej elektrochromatografii planarnej: komora elektrodowa (22),
zasilacz wysokonapigciowy (23), amperomierz (24), mikropipeta (25), pompy do przemywania
komor elektrodowych (26), zbiornik $ciekéw (27); kreskowana linia oznacza obudowg 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. EFEKTYWNOSC PROCESU ELEKTROCHROMATOGRAFII
PLANARNEJ CISNIENIOWEJ

4.1. CZAS SEPARACJI W METODZIE PPEC

W klasycznej chromatografii cienkowarstwowej predkos¢ przeptywu czota fazy
ruchomej nie jest stata. Ponizsze rownanie opisuje jak zmienia si¢ dystans migracji,
Z, frontu eluentu w chromatografii cienkowarstwowej w funkcji czasu:

Z,= K19 (5)

gdzie «k jest wartoscia stata, za$ ¢ oznacza czas migracji czola fazy ruchome;.

Front fazy ruchomej pokonuje kolejne odcinki ptytki chromatograficznej w coraz
dtuzszym czasie. Rozwijanie klasycznych chromatograméw cienkowarstwowych na
dystansie dtuzszym niz kilkanascie centymetrow jest procesem dtugotrwatym, zwtasz-
cza gdy faza ruchoma wykazuje wysoka lepkos¢. Dodatkowo rozwijanie chromato-
gramu na dtugim dystansie powoduje, ze strefy rozdzielanych substancji stajq si¢
coraz szersze i w konsekwencji obserwuje si¢ duzy spadek sprawnosci uktadu [18].
Predkosci migracji fazy ruchomej w TLC nie mozna regulowacé, a przynajmniej moz-
liwos¢ ta jest bardzo ograniczona [19]. Natomiast w PPEC predkos¢ przeptywu fazy
ruchomej mozna bardzo tatwo zmieniaé w dos$¢ szerokim zakresie. Na przyklad,
jezeli napigcie polaryzujace wynosito do 3,5 kV, w przypadku ptytki o dtugosci 10 cm,
stwierdzono, ze predkos¢ przeptywu fazy ruchomej w trakcie procesu PPEC byta
stata oraz wprost proporcjonalna do nat¢zenia pola elektrycznego przytozonego do
ptytki chromatograficzne;.

Dla wiekszych wartosci napiecia polaryzujacego przyrosty predkosci fazy ru-
chomej byly wigksze, z powodu zmniejszenia lepkosci roztworu fazy ruchome;j, na
skutek wzrostu temperatury [15]. Szybko$¢ migracji fazy ruchomej, wywotana efek-
tem elektroosmotycznym, jest znacznie wieksza od wywotanej dziataniem sit kapi-
larnych, co bezposrednio przektada si¢ na czas separacji probki. Pordwnanie tych
wartosci przedstawiono w Tabeli 1.

Ponadto na Rysunku 5 sa przedstawione przyktadowe chromatogramy otrzy-
mane metodami TLC i PPEC. Chromatogram TLC zostat otrzymany w ciggu 7,5 min.
Natomiast w tych samych warunkach sktadu jakosciowego i ilo§ciowego fazy rucho-
mej oraz stacjonarnej, rozdzielenie tej samej mieszaniny testowej metodg PPEC
zostato osiagnigte w ciagu 0,5 min. Podobnych przyktadow w literaturze jest wiecej
[11]. Na podstawie tych danych wida¢, ze proces separacji metodg cisnieniowej
elektrochromatografii planarnej moze by¢ kilkanascie razy, krétszy od procesu
metodg klasycznej chromatografii cienkowarstwowej, przy zachowaniu wigkszej
jakosci rozdzielenia.
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Tabela 1. Wartosci czasu migracji fazy ruchomej w uktadach TLC i PPEC na ptytce chromatograficzne;j
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)

Dystans migragji Czas[min]
fazy [rr;’]fnh]"me’ o PPEC PPEC PPEC
(1,5kV) (3kV) (45kV)

15 1,08 0,94 0,42 0,20
30 2,67 187 0,84 0,39
45 5,25 2,81 1,26 0,59
60 9,00 3,75 1,68 0,78
75 14,00 4,68 2,10 0,98
90 19,00 5,62 2,53 1,17
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Rysunek 5. Chromatogramy mieszaniny ztozonej z propyfenazonu (1), kofeiny (2), paracetamolu (3), metoda
TLC - 7.5 min (a) i PPEC — 0,5 min (b); ptytka HPTLC RP-18 W (Merck), faza ruchoma 20%
acetonitrylu w buforze (pH = 4,1), napiecie polaryzujace — 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

Sprawnos¢ uktadéw cisnieniowej elektrochromatografii planarnej charaktery-
zuje si¢ niska wysokoscia potki teoretycznej, porownywalng do wysokosci potki
w analogicznych uktadach HPLC. Czynniki wplywajace na wysokos¢ potki teore-
tycznej w PPEC sa te same jak w innych technikach chromatograficznych. Wysoka
sprawnos¢ uktady PPEC niewatpliwie zawdzigczajq elektroosmotycznemu przepty-
wowi fazy ruchomej. Cecha charakterystyczng tego przeptywu jest, wspomniany
powyzej, ptaski profil. Wektory predkosci przeptywu fazy ruchomej w przekroju
kapilar utworzonych przez przestrzenie miedzyziarnowe warstwy adsorbentu sg prak-
tycznie jednakowe, w przeciwienstwie do wektoréw przeplywu wymuszonego cisnie-
niem np. w chromatografii kolumnowej cieczowej (HPLC) (Rys. 6). W konsekwen-
cji rozmycie pasm stezeniowych nie jest tak duze jak w innych metodach chromato-
graficznych, w ktérych przeptyw fazy ruchomej jest laminarny, np. HPLC.

Rysunek 6. Profile przeptywu fazy ruchomej w kapilarach ztoza uktadéw 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 catkowita szerokos¢
pasma substancji zalezy m.in. od szerokosci plamki startowej badanej substancji.
W klasycznej chromatografii cienkowarstwowej do nanoszenia substancji na plytke
wykorzystuje si¢ automatyczne dozowniki, za pomocg ktorych probke mieszaniny
substancji nanosi si¢ w postaci aerozolu. Takie postgpowanie pozwala na otrzyma-
nie bardzo waskiej strefy startowej substancji, ok. 1 mm. Szerokos$¢ plamki starto-
wej jest bardzo waznym czynnikiem wptywajacym na koncowa sprawnos¢ uktadu
separacyjnego, zwlaszcza gdy dystans migracji jest stosunkowo krétki. Na przyktad
dla dziesigciomilimetrowego dystansu migracji w uktadzie PPEC, udziat szerokosci
plamki startowej w koncowej wariancji piku stanowit 20-25%. Jednakze im dys-
tans migracji substancji byt dtuzszy, ten udzial stawatl si¢ coraz mniejszy i wynosit
mniej niz 5% dla dystansu migracji ok. 30 mm [20].

W klasycznej wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej najnizsza
warto$¢ wysokosci potki uzyskuje sie, jezeli dystans migracji czota fazy ruchome;j
wynosi ok. 40 mm [18]. W elektrochromatografii planarnej cisnieniowej wydtuze-
nie dystansu migracji nie powoduje zmian wysokosci potki. Sprawnos¢ w duzej
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mierze zalezy od predkosci przeptywu fazy ruchome;j [20], podobnie jak w chroma-
tografii HPLC. Najnizsza wysokos¢ potki teoretycznej uzyskana podczas separacji
w optymalnych warunkach przeptywu elektroosmotycznego fazy ruchomej wyno-
sifa ok. 10 um. Wartos¢ ta odpowiada dwukrotnie wigkszej wartosci srednicy ziarna
adsorbentu, ktéra wynosi 5—6 pm na ptytkach do wysokosprawnej chromatografii
cienkowarstwowej (HPTLC). Zalezno$¢ pomiedzy wysokoscia potki teoretyczne;j,
a $rednicg ziarna adsorbentu jest podobna jak w technikach kolumnowych. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze na ptytkach chromatograficznych znajduje si¢ sktadnik wia-
zacy ziarna adsorbentu. Sktadnik ten jest zazwyczaj polimerem organicznym i z pew-
noscia bierze udziat w procesie chromatograficznym, przyczyniajac si¢ w pewnym
stopniu do zmniejszenia sprawnosci uktadu. Zestawione chromatogramy separacji
tej samej probki w tym samym uktadzie chromatograficznym metodg TLC i PPEC
jednoznacznie wskazuja, ze sprawnos$¢ uktadow elektrochromatograficznych jest
wysoka w odniesieniu do klasycznej chromatografii cienkowarstwowej (Rys 7).

| L LI DL DL | UL L L
0 10 20 30 40 0 10 20 30
mm mm

Rysunek 7. Separacja testowej mieszaniny na ptytkach LiChrospher RP-18; TLC, czas procesu 24 min (a),
PPEC, czas procesu | min, napigcie polaryzujace 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)
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4.3. ZMIANA SELEKTYWNOSCI ROZDZIELENIA UKLADOW PPEC
W POROWNANIU DO UKEADOW CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWEJ

Migracja substancji w uktadzie PPEC jest wynikiem oddzialywan miedzyczas-
teczkowych substancji ze sktadnikami fazy ruchomej i stacjonarnej oraz migracji
czasteczek obdarzonych tadunkiem w polu elektrycznym (elektroforeza). Migracja
substancji, ktorych czasteczki nie posiadajg tadunku lub ich wypadkowy tadunek
wynosi zero, zalezy jedynie od elektroosmotycznej predkosci fazy ruchomej oraz
ich podziatu pomigdzy dwie fazy. Dystans migracji substancji, ktorych czasteczki
sg obdarzone tadunkiem (jony), moze by¢ dluzszy jezeli kierunek elektroforetycz-
nej migracji jest zgodny z elektroosmotycznym kierunkiem przeplywu fazy rucho-
mej. Natomiast jezeli elektroforetyczny kierunek migracji substancji jest przeciwny,
wtedy jej dystans migracji jest krotszy lub odwroécony w stosunku do kierunku prze-
ptywu fazy ruchomej. Rozdzielanie substancji jonowych metoda PPEC prowadzi
zatem do zmiany selektywnosci rozdzielenia w stosunku do metod TLC lub HPLC.
Taka cecha uktadow PPEC jest pozadana, poniewaz pozwala na uzyskanie dodatko-
wych zmiany selektywnosci rozdzielenia substancji, ktorych strefy sa potozone blisko
siebie lub naktadaja sie w uktadach chromatografii cieczowe;j.

Rysunek 8 przedstawia chromatogram substancji czynnych preparatu Neopy-
rin Asa: kwasu acetylosalicylowego, paracetamolu oraz kofeiny rozdzielanych me-
todgq TLC. Jak wida¢, w tym uktadzie chromatograficznym nie udato si¢ uzyskac
pelnej separacji. Dzigki zastosowaniu elektrochromatografii planarnej uzyskano
zmiang selektywnosci i catkowite rozdzielenie badanej mieszaniny (zob. Rys. 8)
[21]. Nalezy zaznaczy¢, ze pik kwasu acetylosalicylowego znajduje si¢ po lewej
stronie punktu startowego, w przeciwienstwie do dwoch pozostatych pikow. Ozna-
cza to, ze sktadniki badanej mieszaniny moga znajdowacé si¢ po obydwu stronach
punktu startowego, co jest niewatpliwa zaleta elektrochromatografii planarnej w
poréwnaniu do elektrochromatografii kapilarnej, gdzie sktadniki badanej mieszani-
ny moga by¢ rejestrowane, tylko gdy wedruja 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); ptytka TLC RP-18 (Merck), faza ruchoma 60% acetonitrylu w buforze,
pH = 3,8, napigcie polaryzujace 2,0 kV (czarna strzatka 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 chromatogramdw jest atrakcyjng metodg prowa-
dzenia procesu separacji technikg TLC i takze innymi technikami chromatograficz-
nymi (np. HPLC, GC). W praktyce laboratoryjnej mozna znalez¢ przyktady tacze-
nia dwoch roznych metod chromatograficznych np. HPLC i TLC. Takie zestawienie
pozwala na zwigkszenie efektywnos$ci rozdzielenia badanej probki. Najczgsciej wyko-
rzystuje si¢ t¢ metode w przypadku uzyskania niepelnego rozdzielenia mieszanin
bardzo skomplikowanych w procesie jednowymiarowej separacji. W wielowymiaro-
wym rozwijaniu chromatograméw TLC, kierunek migracji czota fazy ruchomej po
kazdym jednostkowym etapie ulega zmianie. Ponadto w kazdym etapie do rozwija-
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nia mozna wykorzysta¢ inny roztwoér fazy ruchomej, o zmienionym sktadzie jakos-
ciowym i/lub ilo$ciowym.

Jak wezesniej wspomniano metoda PPEC oferuje nowa jako$¢ prowadzenia
separacji w stosunku do metody TLC, a mianowicie charakteryzuje si¢ wysoka spraw-
noscig, krotkim czasem prowadzenia procesu, ale przede wszystkim oferuje zmiang
selektywnosci rozdzielenia substancji. Te zalety cisnieniowej elektrochromatografii
planarnej powoduja, ze potaczenie jej z metoda TLC w jeden dwuwymiarowy pro-
ces separacji moze zwigekszy¢ efektywnos¢ rozdzielenia skomplikowanej miesza-
niny [23]. Po raz pierwszy zastosowanie elektrochromatografii planarnej i zwyklej
chromatografii planarnej do dwukierunkowego rozdzielenia przedstawit Panchag-
nula i in., ktérzy zastosowali t¢ metode do rozdzielania fosfopeptydow [24].

Rysunek 9. Fotografia chromatograméw mieszaniny barwnikow 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, napigcie polaryzujace 2,5 kV (b); 2D HPTLC/PPEC, faza
ruchoma 75% acetonitrylu w buforze, pH = 9,2, napigcie polaryzujace 2,5 kV (c); sktadniki mie-
szaniny: rodamina 6G (1), PAR (2), bigkit patentowy (3), zielen brylantowa (4), azorubina (5),
blekit brylantowy (6), czerwien allura (7), czern 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 chromatograméw planarnych z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cienkowarstwowej i cisnieniowej elektrochroma-
tografii planarnej (2D HPTLC/PPEC) nasz zesp6t ostatnio zaprezentowat na przy-
ktadzie rozdzielania mieszaniny barwnikéw testowych (Rys. 9) [17]. Pierwszy etap
separacji probki byt przeprowadzony metoda HPTLC, za$ drugi metoda PPEC. Pro-
ces dwuwymiarowy zostat przeprowadzony przy wykorzystaniu ptytki chromato-
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graficznej HPTLC RP18W (Merck) o wymiarach 5 x 20 cm. Przy czym rozwijanie
chromatogramu cienkowarstwowego zostato wykonane w poprzek ptytki chromato-
graficznej (5 cm), a rozwijanie elektrochromatogramu planarnego wzdtuz plytki
(20 cm). Przeprowadzenie procesu separacji metodg chromatografii cienkowarstwo-
wej, wykorzystujac dlugos¢, 20 cm, ptytki chromatograficznej, nie jest realizowane
w praktyce laboratoryjnej — wymagatoby wielogodzinnego rozwijania chromato-
gramu, a to skutkowatoby pogorszeniem rozdzielenia, szczegdlnie przy wykorzy-
staniu plytek HPTLC. Z zaprezentowanego chromatogramu wynika, ze dwuwymia-
rowa separacja metodami HPTLC i PPEC pozwala na znaczny wzrost efektywnosci
rozdzielania badanej probki. Efekt ten mozna bylo uzyska¢ dzigki bardzo zréznico-
wanej selektywnosci rozdzielenia substancji w obu pojedynczych procesach. Meto-
da 2D moze w przysztosci znalez¢ szerokie zastosowanie w praktyce laboratoryjne;j
do rozdzielania skomplikowanych mieszanin substancji, szczego6lnie pochodzenia
biologicznego.

PODSUMOWANIE

Elektrochromatografia planarna cisnieniowa jest bardzo obiecujaca metoda
separacji mieszanin substancji, charakteryzujaca si¢ krotkim czasem procesu roz-
dzielania, wysokg sprawnos$cia, mozliwoscig prowadzenia separacji na dtugim dystan-
sie oraz odmienng, w poréwnaniu do klasycznych metod chromatograficznych, selek-
tywnoscig rozdzielenia. Te zalety PPEC, $wiadcza o korzystnych mozliwosciach
zastosowania tej techniki szczegdlnie w analizie farmaceutycznej i biomedyczne;.
Jednakze na obecnym etapie rozwoju tej metody nie mozna jej jeszcze zastosowaé
w praktyce laboratoryjnej z uwagi na wymagania, zwigzane z wytwarzaniem prze-
znaczonych do niej ptytek chromatograficznych oraz skonstruowaniem aparatury
w pelni 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 Ca*", Zn*", Co** and Cu*, toxic Cd*" and Ni*', and drug-derived Au* and Pt*".
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 Pt** and Au* complexes interaction. HSA had been indicated to be a physiological carrier of
Co*" 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(Il) 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 Co?" 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

Stowa kluczowe: albumina ludzka, wiazanie metali przez albuming, markery biochemiczne,
albumina modyfikowana niedokrwieniem
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WSTEP

Albumina, jako gléwne biatko osocza krwi pelni w organizmie cztowieka wiele
waznych funkcji, jedng z nich jest zdolnos$¢ przytaczania i transportu do tkanek
docelowych wielu endogennych i egzogennych ligandow.

Albumina moze by¢ markerem prognostycznym w wielu stanach chorobowych,
w ktorych obserwowany jest przede wszystkim spadek jej stezenia zwigzany z zabu-
rzong synteza, ze zwigkszonym zapotrzebowaniem lub utratg z organizmu. Oprécz
zmian ilosciowych, albumina moze pod wplywem réznych czynnikow rowniez ule-
ga¢ modyfikacjom strukturalnym. Dochodzi wowczas do réznorodnych zmian fizyko-
chemicznych w strukturze bialka prowadzacych do zaburzen jej aktywnosci biolo-
gicznej i wlasciwosci farmakokinetycznych, w tym do obnizenia zdolnosci wiaza-
nia jondw metali przejsciowych. Tego typu zaburzenia obserwuje si¢ miedzy innymi
w przebiegu niedokrwienia mig$nia sercowego, a albumina, ktorej czasteczka pod
wplywem stresu oksydacyjnego ulegta zmianom strukturalnym, nazywana jest albu-
ming modyfikowang niedokrwieniem (ang. ischemia modified albumin, IMA). Obni-
zona zdolnos¢ IMA do wiazania jondw kobaltu postuzyta do opracowania wczes-
nego markera niedokrwienia mie$nia sercowego [1].

Ze wzgledu na zdolno$¢ wigzania jondw metali albumina moze by¢ stosowana
jako chipy biosensorowe do wykrywania i ilosciowego oznaczania takich jonow jak
Cd*, Ni*, Zn*" [2]. W optymalnych warunkach chipy umozliwiajg oznaczenie ste-
zenia Cd*" na poziomie 1 ppb.

Zdolnos¢ albuminy do odwracalnego wigzania ligandéw wykorzystywana jest
w medycynie w wielu innych przypadkach. Jak wykazuja najnowsze badania [3, 4],
u pacjentow cierpigcych na reumatoidalne zapalenie stawow czesto wystepuje hipo-
albuminemia, ktora jest gléwnie powodowana przez zwigkszone zuzycie albuminy
w ogniskach zapalnych. Ze wzgledu na specyficzny metabolizm komérek mazio-
wych, zwigkszony pobdr albuminy staje si¢ prawdopodobnie istotnym zrédtem pokry-
wajgcym zapotrzebowanie na azot oraz energie. Wyraznie wzrasta przepuszczal-
nos¢ bariery pomiedzy krwig a stawami, w ktorych rozwija si¢ proces zapalny.
W badaniach przedklinicznych [4] z zastosowaniem metod scyntygraficznych i lasero-
optycznych wykazano intensywna akumulacj¢ albuminy w ogniskach reumatycz-
nych, co powoduje, ze albumina staje si¢ atrakcyjnym przenosnikiem lekéw prze-
ciw reumatoidalnemu zapaleniu stawow. Badania z Metotreksatem przytaczonym
do albuminy wskazuja na znacznie wigksza aktywnos¢ tego leku [3]. Albumina znaj-
duje réwniez zastosowanie w scyntygrafii perfuzyjnej ptuc, czyli badaniu polegaja-
cym na ocenie ukrwienia ptuc. Albuming w postaci mikrosfer znakuje si¢ technetem
(*™Tc) i podaje dozylnie. U 0s6b zdrowych wystepuje rOwnomierne rozmieszczenie
znacznika, natomiast w stanach patologicznych obserwuje si¢ obszary, do ktérych
znacznik, a wiec i krew nie dociera [5]. Biatko to moze by¢ rowniez markerem
prognostycznym w réznych stanach chorobowych, gdzie obserwuje si¢ spadek jego
stezenia. Hipoalbuminemia jest charakterystyczna dla wielu procesow patologicz-
nych, m.in. choréb watroby, nowotwordéw i ostrej sepsy. Jedna z powszechnie stoso-
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wanych w medycynie metod diagnostycznych jest obrazowanie rezonansu magne-
tycznego (MRI). W 40-50% badan MRI stosowane sa srodki kontrastowe, ktore
oddzialuja z czasteczkami wody i skracajg czasy relaksacji T1 i/lub T2. Szczegdlnie
interesujace wydaja si¢ by¢ $rodki kontrastowe wigzace si¢ z albumina, poniewaz
po zwiazaniu zwiazki te przebywaja dhuzej w lozysku naczyniowym i wykazuja
zwiekszong relaksacyjnos$¢ na skutek spowolnionej rotacji, dzieki czemu znajduja
zastosowanie w angiografii [6]. W praktyce medycznej stosowana jest pochodna
gadolinu z grupa difenylocykloheksylowa petniaca role wektora wiazacego sie¢
z albuming (Vasovist). Po wprowadzeniu do krwioobiegu zwigzek ten wiaze sig¢
z albuming w ponad 70% [7].

Badania dotyczace poszukiwania nowych metod diagnostycznych oraz zwigz-
kéw kontrastowych obejmuja miedzy innymi transport oraz metabolizm tych zwigz-
kow wewnatrz organizmu. Albumina jest biatkiem, ktore odgrywa istotng role
w transporcie licznych endo- i egzogennych ligandéw, dlatego tez znajomos¢ miej-
sca i sposobdw koordynacji metali w czasteczce albuminy moze by¢ wykorzystana
zaréwno do projektowania nowych metod diagnostycznych, jak réwniez srodkéw
kontrastowych oraz lekdw.

1. WEASCIWOSCI I FUNKCJE ALBUMINY LUDZKIEJ

Ludzka albumina (ang. Auman serum albumin, HSA) jest gtéwnym biatkiem
osocza, syntetyzowanym w watrobie w ilosci 200—400 mg/kg m.c./dobg. U zdro-
wego dorostego cztowieka stezenie albuminy w osoczu utrzymuje si¢ na poziomie
3,5-5,0 g/dl (ok. 0,6 mmol/l) [8]. Naruszenie poziomu albumin w osoczu zakléca
wszystkie procesy zwigzane z filtracjq i przenikaniem wody przez $ciany naczyn
krwionos$nych. Spadek stezenia albumin w osoczu ponizej 0,14 mmol/l powoduje
nadmierng ucieczke ptynu z tozyska naczyniowego i powstawanie obrzekdéw. Biolo-
giczny okres poéttrwania tego biatka wynosi wg réznych zrédet 19-21 dni [8, 9].
Niewielka ilo$¢ albuminy (~ 2 g) jest przechowywana w watrobie, wigkszos¢ uwal-
niana jest do krwiobiegu. W przyblizeniu 30—40% albuminy pozostaje w kompart-
mencie osoczowym, a reszta zlokalizowana jest w tkankach migsni i skéry. Albu-
mina przenika do przestrzeni okolonaczyniowej z predkoscia 5%/h i wraca do
naczyn krwionosnych w rownowaznej ilosci droga limfatyczng [10]. Albumina
nalezy do tych biatek, ktorych funkcje zostaly stosunkowo dobrze poznane. Jest to
biatko wielofunkcyjne, jedna z jego podstawowych funkcji jest utrzymanie prawi-
dltowego cis$nienia osmotycznego krwi oraz zapewnienie optymalnego pH osocza.
Odpowiada réwniez za transport licznych zwigzkéw endo- i egzogennych. Do naj-
wazniejszych zwiazkéw endogennych transportowanych przez albuming naleza: nie-
zestryfikowane kwasy thuszczowe, hem (uwalniany w trakcie hemolizy), bilirubina
(z61ty barwnik powstajacy w procesie rozpadu hemoglobiny), tyroksyna (hormon
tarczycy), jony metali. Biatko to umozliwia przenoszenie zwigzkow stabo rozpusz-
czalnych lub nierozpuszczalnych w wodzie, chroni ligandy przed nadmiernym kata-
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bolizmem, stanowi rezerwuar wielu substancji, ktore z chwilg odlaczenia si¢ od
biatka staja si¢ aktywne [8].

Albumina jest rowniez czynnikiem antyoksydacyjnym [11, 12]. Moze dziata¢
bezposrednio jako zmiatacz RFT (reaktywne formy tlenu) w organizmie lub w spo-
sob posredni przez wigzanie i transportowanie tzw. zmiataczy wolnych rodnikow,
badz przez izolacj¢ jondw metali przej$ciowych wykazujacych wtasciwosci prook-
sydacyijne.

Posrednia aktywnos¢ antyoksydacyjna albuminy wynika migdzy innymi z jej
zdolnos$ci do transportowania wigzacej si¢ z duzym powinowactwem bilirubiny. Taka
zwigzana z albuming bilirubina staje si¢ inhibitorem peroksydacji lipidow. In vitro
albumina wykazuje ochrone antyoksydacyjng przeciwko utleniajacemu dziataniu
tetrachlorku wegla i toksyn mocznicowych [13], co moze mieé znaczenie w lecze-
niu niewydolno$ci watroby i nerek. /z vivo albumina peini dodatkowo role wspoma-
gajaca dla innych substancji bedacych przeciwutleniaczami, takich jak wspomniana
wczesniej bilirubina czy tlenku azotu [14].

Badania ostatnich lat wskazujq na wtasciwos$ci przeciwzapalne albuminy. Gru-
py tiolowe albuminy mogg sygnalizowa¢ komérkom zapalnym zmiany regulatoro-
we zalezne od ich stanu redoks [15]. Ponadto albumina powoduje wzrost poziomu
wewnatrzkomorkowego glutationu [16], a tworzenie reszt kwasu sulfonowego przez
Cys-34 moze rowniez by¢ kluczowym czynnikiem decydujacym o odpowiedzi ko-
morkowej, na co wskazuja badania wptywu tych grup na funkcje sygnalizacji ko-
morkowej [17].

2. STRUKTURA ALBUMINY — MIEJSCA WIAZANIA LIGANDOW

Czasteczka HSA sklada si¢ z trzech, uktadajacych sie na ksztatt serca, o-heli-
kalnych domen (I-111), z ktérych kazda dzieli si¢ na dwie subdomeny A i B (Rys. 1).
Pierwsze szes$¢ helis w kazdej domenie nalezy do subdomen A, podczas gdy pozo-
state cztery helisy odpowiadaja subdomenom B. Subdomeny poruszaja sie wzgle-
dem siebie za posrednictwem elastycznych petli zbudowanych z reszt proliny, co
umozliwia dostosowanie budowy czasteczki albuminy do wigzania duzej ilosci roz-
norodnych ligandow [9].

W sktad czasteczki biatka wchodzi wiele aminokwasoéw zawierajacych atomy
donorowe, ktore moga by¢ miejscami koordynacji. Najczesciej spotykanymi ligan-
dami w biatkach sa: grupa tiolowa cysteiny, azot imidazolowy histydyny, grupy kar-
boksylowe kwasow glutaminowego i asparaginowego oraz fenolanowa grupa tyro-

zyny.
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Rysunek 1. Struktura czasteczki ludzkiej albuminy osoczowej [18], PDB lao6
Figure 1. Crystal structure of human serum albumin [18], PDB lao6

W obrebie czasteczki HSA wyszczegdlniono sze$é gtdéwnych miejsc wigzacych,
ktére dla niskich lub terapeutycznych stezen ligandow wykazuja wysoka specyficz-
no$é. Miejsca te rdznig sie¢ migdzy sobg wielkoscia i polarnoscia, dzigki czemu czas-
teczki o roznych strukturach i o réznych rozmiarach moga jednoczesnie wigzaé si¢
z czgsteczkq albuminy. Najlepiej scharakteryzowanymi miejscami wigzania sg znajdu-
jace sie w subdomenie I1A i [IIA dwa miejsca o wysokim powinowactwie zardwno
do lekow, jak rowniez ligandow endogennych. Nazwane sg one miejscami Sudlowa
[ i II. Miejsce | obejmuje wszystkie szes¢ helis subdomeny 1A oraz petle nalezaca
do subdomeny IB (aminokwasy 148—154). Wnetrze kieszeni ma zasadniczo charak-
ter niepolarny, cho¢ zlokalizowane sa w nim rowniez dwa niewielkie obszary polar-
ne: pierwszy tworza Tyr150, His242 i Arg257, a drugi — Lys195, Lys199, Arg218
i Arg222. Leki wiaza sie z regionem hydrofobowym, a ponadto oddziatujg z amino-
kwasami nalezacymi do obszaréow polarnych (wigzania wodorowe). Zwiazki przy-
taczajace si¢ selektywnie do miejsca I posiadajg zwykle centralnie umiejscowiony
element anionowy lub elektronegatywny. Naleza do nich m.in.: warfaryna, fenylbu-
tazon i oksyfenbutazon [19]. Miejsce Il obejmuje szes¢ helis subdomeny Il1A i przy-
pomina swa budowg miejsce I, mimo ze jest od niego znacznie mniejsze. Zawiera
tylko jeden obszar o charakterze polarnym. Leki, takie jak: diazepam, ibuprofen czy
diflunizal, przylaczaja sie do srodkowej czgsci kieszeni i zwracajg si¢ w strone
obszaru polarnego przynajmniej jednym ze swoich atomow tlenu. Miejsce 11 jest
selektywne dla zwiazkéw z peryferyjnie zlokalizowang grupa elektronegatywna [19].
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Do waznych endogennych ligandow transportowanych przez albuming naleza
kwasy ttuszczowe. W czgsteczce albuminy mozna wyr6znic¢ siedem miejsc wigza-
cych dlugotancuchowe kwasy ttuszczowe (ang. fatty acids, FA). Miejsca wigzania
oznaczone sg odpowiednio jako FA1-FA7. Obszary FA1-FAS wchodza w elektro-
statyczne/polarne oddziatywania z grupa karboksylowa kwasu. Z kolei miejsca FA6
i FA7 nie wykazuja tego typu interakcji i charakteryzujq si¢ mniejsza sitq wigzania.
Stwierdzono, ze region FA7 umiejscowiony jest w obrebie miejsca I wigzania,
a obszary FA3 i FA4 — w obrebie miejsca 11 [20].

Przy wysokim stgzeniu jeden zwigzek moze zajmowac wiecej miejsc w czas-
teczce albuminy, wigzac si¢ w gtownym potozeniu z duzym powinowactwem jak
i rowniez w potozeniu drugorzednym i trzeciorzednym jednak juz z odpowiednio
mniejszym powinowactwem. Potozeniom innym niz pierwszorzedne poswigca sig
jednak zdecydowanie mniej uwagi, poniewaz ilosci danego zwigzku nie sg prak-
tycznie nigdy na tyle wysokie by ich czasteczki zajmowatly te potozenia [21, 22].

Oddziatywania migdzy albuming a ligandem moga mie¢ bardzo r6zny charak-
ter, np. sil Van der Waalsa, sil elektrostatycznych, wigzan wodorowych czy oddzia-
tywan hydrofobowych. W niektorych przypadkach, migdzy biatkiem a ligandem
tworzg si¢ nieodwracalne wigzania kowalencyjne [23, 24].

3. WIAZANIE JONOW METALI I KOMPLEKSOW METALI
— ZNACZENIE W DIAGNOSTYCE I TERAPII

Albumina posiada zdolno$¢ swoistego wigzania wielu metali, zaréwno tych
niezbednych dla funkcjonowania organizmu jak réwniez tych, ktore wykazuja dzia-
fanie toksyczne.

L

SA

Rysunek 2. Schemat miejsc wiazania jonow metali w obrebie czasteczki HSA [26]
Figure 2. Scheme of the metal binding sites in HSA [26]
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Na szczegdlng uwage zastuguje wigzanie jonow: Cu?', Ni?*, Co*', Zn?', Cd*
oraz Au'. Z dotychczasowych badan wynika, ze istniejq cztery rézne miejsca wigza-
nia jondw metali w obrebie czasteczki HSA: N-koniec, Cys34 oraz tzw. miejsca A
i B [25,26] (Rys. 2).

3.1. N-KONIEC

Najlepiej scharakteryzowanym miejscem wigzania jonow metali w obrebie czas-
teczki albuminy jest N-koncowy fragment tego biatka, sktadajacy si¢ z sekwencji
trzech aminokwasow Aspl-Ala2-His3 (tzw. motyw ATCUN). Uwaza sig, ze klu-
czowa role w wigzaniu metali przejsciowych odgrywa reszta aminokwasowa His3,
mniej jasny jest natomiast udziat Aspl i Ala2. Albuminy gatunkéw nie posiadaja-
cych His w pozycji 3 (np. albumina psia i $winska gdzie His zostata zastgpiona Tyr)
w warunkach fizjologicznych nie wiaza jonéw metali na N-koncu [27]. N-koncowy
fragment albuminy umozliwia koordynacje metalu poprzez cztery ligandy azotowe
pochodzace z imidazolowego pierscienia His3, N-terminalnej grupy aminowej Aspl
i dwoch zdeprotonowanych grup amidowych Ala2 i His3. Utworzony w ten sposéb
kompleks HSA-metal moze przyjmowaé koordynacje¢ tetraedryczng badz ptaska
kwadratowa [1, 28].

Rysunek 3. Propozycja sposobu wiazania jondw metali do N-konca czasteczki HSA [28]
Figure 3. Proposed structure of the metal binding site to N-terminal of HSA [28]
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Sposréd jonow metali wigzacych sie do N-konca na szczeg6lng uwage zastu-
guje endogenny jon Cu(ll) i toksyczny Ni(Il), poniewaz czasteczka albuminy wigze
je mocniej i bardziej specyficznie niz inne metale [27, 29].

3.2. CYSTEINA 34

Kolejnym waznym miejscem wigzania jonow metali przez albuming jest obszar
zawierajacy cysteing znajdujaca si¢ w polozeniu 34. Badania krystalograficzne wska-
zuja, ze Cys34 znajduje si¢ na powierzchni czasteczki biatka w ptytkiej szczelinie
pomigdzy helisami h2 i h3 subdomeny IA i jest otoczona przez tancuchy boczne
Pro35, Asp38, His39, Glu82, Val77 i Tyr84 (Rys. 4). Cys34 jest jedyna cysteing
w obrgbie tego bialka posiadajaca wolna grupe tiolowa, podczas gdy pozostate
34 reszty cysteinowe uczestnicza w tworzeniu siedemnastu mostkoéw disulfidowych.
Wolnej grupie sulthydrylowej albumina zawdziecza wlasciwosci antyoksydacyjne.
Wolna Cys34 moze wigzac jony srebra, platyny, rteci, kadmu, miedzi i ztota, na
réznych stopniach utlenienia (Rys. 5).

Rysunek 4. Struktura kieszeni wiazacej w HSA zawierajaca Cys34, PDB 1bm0 [30]
Figure 4. The structure of binding pocket of HSA including Cys34, PDB 1bm0 [30]



92 L. TRYNDA-LEMIESZ, K. WIGLUSZ, I. MUCHA

o Au-PEL,

|
Cys34

Auranofin
_

h1

Cys34 w formie natywnej HSA Cys34 wyeksponowana

Rysunek 5. Zmiany strukturalne w obrgbie domeny IA. Propozycja wiazania ztota 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]

Oprocz jonow metali Cys34 przylacza réwniez ponad 80% catkowitej ilosci
tlenku azotu(Il) z osocza, leki tiolowe oraz obecng we krwi cysteing i glutation
(poprzez tworzenie mostkoéw disiarczkowych). Struktury krystaliczne albuminy
wolnej od kwasow ttuszczowych i albuminy fizjologicznej zwigzanej z kwasami
thuszczowymi wskazujq na wyrazng zmiane konformacji pod wptywem wigzania
kwasow ttuszczowych. Uwaza sig, ze ta zmiana konformacji ma wptyw na reaktyw-
no$¢ Cys34, gdyz na skutek zmian reszta sulthydrylowa staje si¢ bardziej dostgpna.
Zgodnie z przewidywaniami wzrost reaktywno$ci Cys34 obserwuje si¢ wraz ze wzro-
stem wysycenia czasteczki biatka kwasami ttuszczowymi [32, 33].

3.3. MIEJSCEAIB

W obrgbie czasteczki HSA znajduje si¢ szesnascie reszt histydynowych, jed-
nak na podstawie dostgpnych obrazow struktury krystalicznej albuminy wydaje sie,
ze istnieje tylko jeden region, gdzie reszty histydyn leza wystarczajaco blisko siebie
aby mogt by¢ stworzony okreslony model koordynacyjny. Miejsce to zlokalizowane
jest w przestrzeni pomiedzy domenami I i I1. Pierwsza zaproponowana mozliwoscia
koordynacji jonu metalu w przestrzeni pomiedzy domenami I i Il jest wykorzystanie
jako ligandow azotowych His105 i His146 z domeny I oraz His247 pochodzace;j
zdomeny II [34] (Rys. 6). Obszar HSA w poblizu tych reszt histydynowych obfituje
w karboksylowe reszty kwasow asparaginowego i glutaminowego (Asp107, Asp108,
Asp240, Asp249, Glu252, Asp255, Asp256, Asp259), ktére sg potencjalnymi ligan-
dami niezbgednymi do zwigzania jonow metali w tym miejscu. Otaczajace jon metalu
ligandy przyjmuja koordynacjg tetraedryczna, jednakze jest rtowniez prawdopodobna
wyzsza liczba koordynacyjna z dodatkowymi ligandami tlenowymi [35].
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Rysunek 6. Propozycja sposobu wigzania jonow Cd(II) i Zn(Il) do HSA (miejsce A) [34]
Figure 6. Proposal for the shared Cd(Il) and Zn(Il) binding site in HSA (site A) [34]

Dalsze badania tego miejsca przedstawione w pracy Sadlera i Vilesa wskazujg
na to, ze jon metalu skoordynowany jest za posrednictwem azotowych ligandéw
His67, His247 oraz ligandow karboksylowych Asn99 i Asp249, ktore tworza koor-
dynacje znieksztatconej bipiramidy trygonalnej z pustym wigzaniem ekwatorialnym,
zajmowanym przez czasteczke wody lub jon Cl™ z osocza [34].

Obecnos¢ kwasow tluszczowych (miejsce FA2) na granicy subdomeny 1 A 11
A, zaburza wiazanie jondw metali. Grupa karboksylowa kwasu oddziatuje z Arg257
i Ser287 (subdomena Il A) oraz z Tyr150 (subdomena I B) i grupa metylowa z sub-
domeny I A, powodujac przesunigecie His247 i Asp249 i oddzielenie reszty His67
i Asn99. Prowadzi to do obnizonej zdolnosci wiazania Cd** lub Zn*" [25, 36].

Miejsce A jest miejscem o wysokim powinowactwie do jonéw metali znajduja-
cych si¢ na drugim stopniu utlenienia takich jak Zn(II), Cd(II), Ca(II), Cu(II), Ni(II)
(Rys. 7). Badania wykazatly, ze dla jonow Zn(Il) i Cd(II) stanowi ono pierwszo-
rzedne miejsce wiazania, a dla jonéw Cu(ll) i Ni(Il) jest to miejsce drugorzedne
[25, 37].

Najnowsze badania wskazuja na istnienie dodatkowego obszaru w obrebie czas-
teczki HSA wiazacego jony metali (tzw. miejsca B). Obszar ten wykazuje rowniez
powinowactwo do jonow Cd(II), jednak stanowi on drugorzedne miejsce ich wigza-
nia. Pojawity si¢ sugestie wskazujace na przytaczania w tym obszarze biatka jonow
Ca(Il). Doktadna lokalizacja miejsca B nie jest jednak jeszcze znana. Przewidywa-
nia dotyczace usytuowania tego miejsca w czasteczce albuminy sugeruja, 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 lao6] [25]
Figure 7. Location and modelled structure of the high-affinity zinc-binding site on albumin [PDB lao6] [25]

3.4. WIAZANIE OSOCZOWEJ ALBUMINY LUDZKIEJ (HSA)
Z JONAMI KOBALTU(II)

W zwiazku z opracowaniem, istotnego dla diagnostyki niedokrwienia mig$nia
sercowego, testu ACB (ang. Albumin Cobalt Binding) wykorzystujacego zdolnosé
albuminy osocza do wigzania jondw Co(ll), niezwykle wazna stata si¢ molekularna
identyfikacja gtdownych miejsc wigzania tych jondw w obrebie czasteczki albuminy
oraz wiedza dotyczaca wptywu zaréwno ligandéw endogennych jak i lekow na to
wiazanie.

Najnowsze wyniki badan E. Mothersa i P. Fallera [26] wskazuja na to, ze co
najmniej trzy mole Co(Il) moga wiaza¢ si¢ specyficznie do trzech réznych miejsc
wiazania metali znajdujacych si¢ w obrebie czasteczki albuminy (Rys. 8). Pierwsze
dwa mole Co*" wigzg prawdopodobnie do miejsca A i B. Dopiero trzeci mol przyta-
cza si¢ do N-terminalnego miejsca wigzania jonow metali. Spos$rdd czterech pozna-
nych dotychczas miejsc wigzania catkowicie wykluczono jedynie mozliwos¢ kowa-
lencyjnego wigzania si¢ jonéw Co(ll) do Cys34 [26]. Poniewaz jeszcze do niedawna
uwazano, ze jedynym miejscem wigzania jonow Co(ll) jest N-koncowy fragment
lancucha albuminy, te najnowsze doniesienia, jakoby jony Co(ll) nie wiazaly sig¢
preferencyjnie do N-konca czasteczki HSA, lecz pierwszorzgdnie przytaczaty si¢ do
miejsc A i B, majg istotne znaczenie dla dalszych badan nad testem ACB.
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Rysunek 8. Trzy mozliwe miejsca wiazania jonéw Co(Il) w czasteczce HSA [26]
Figure 8. Three possibilities of the cobalt-binding sites in HSA [26]

Zaproponowano wczesniej, ze jony Cd(II) i Zn(II) skoordynowane do miejsca
A, najprawdopodobniej za pomocg czterech reszt aminokwasowych (His67, His247,
Asn99, Asp249) i czasteczki wody, tworza kompleksy o geometrii znieksztalconej
bipiramidy trygonalnej z dwoma resztami histydynowymi w pozycjach aksjalnych.
Przypuszcza sig, ze podobna moze by¢ koordynacja jonow Co(Il). Proponowane
ligandy otaczajace jon Co(ll) tworzg znieksztatcona konfiguracje oktaedryczna
(Rys. 9). Wciaz jednak nie ma doktadnego potwierdzenia, czy Co(ll) wigze si¢ do
miejsca A w taki sam sposob jak jony Cd(Il) i Zn(1l).

Rysunek 9. Proponowany model wiazania jonéw Co(Il) do miejsca A czasteczki HSA [PDB 1ao06] na podsta-
wie pracy Stewarta [36]
Figure 9.  Proposed model of Co(Il) binding site of HSA (site A) [PDB lao6] according to Stewart [36]
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Jak wynika z badan, wigzanie jonéw Co(Il) do albuminy jest procesem szcze-
golnie ztozonym, ze wzgledu na mozliwo$¢ wigzania przynajmniej w trzech miejs-
cach struktury czasteczki albuminy. Miejsca te sa réwniez dostgpne dla innych
jonow, ktérych wigzanie moze jako$ciowo zmienia¢ sposob wigzania Co(lIl) [26, 36].

3.5. OKSYDATYWNIE ZMODYFIKOWANA ALBUMINA (IMA)
JAKO WSKAZNIK NIEDOTLENIENIA MIESNIA SERCOWEGO

Albuminy modyfikowane niedokrwieniem (ang. ischemia modified albumin,
IMA) sa nowym markerem cieszacym si¢ duzym zainteresowaniem w nowoczesnej
diagnostyce kardiologicznej [38—40]. Przypuszcza sie, ze niedokrwienie mig$nia
sercowego powoduje zmiany konformacyjne albuminy objawiajace si¢ obnizeniem
zdolno$ci do wigzania i transportowania metali przejsciowych. Czynnikami powo-
dujacymi te zmiany sa prawdopodobnie zwigzane z niedokrwieniem i nastgpujaca
po nim reperfuzja, kwasica, zmniejszong prg¢znoscia tlenu oraz zaburzeniami funk-
cjonowania pompy sodowej i wapniowej, a przede wszystkim nasilony stres oksy-
dacyjny. Czasteczki albuminy, ktore ulegly modyfikacji konformacyjnej w wyniku
kontaktu z reaktywnymi formami tlenu okreslono jako albumina modyfikowana nie-
dokrwieniem — IMA.

Markery wykorzystywane obecnie w diagnostyce biochemicznej zawatu migs-
nia sercowego nie mogg by¢ wykorzystane w diagnostyce przejsciowego, odwracal-
nego niedokrwienia migesnia sercowego przebiegajacego bez martwicy miocardium,
poniewaz pojawiajq si¢ one w poznej fazie niedokrwiennego uszkodzenia migénia
serca, kiedy deficyt tlenowy prowadzi do powstania ognisk martwicy, w wyniku
ktérej obumierajace komorki stajg si¢ zrodtem tych markeréw (Rys. 10).

IMA cTn
CK-MB
Myo
A A
poczatek niedokrwienia poczatek martwicy migénia sercowego

Rysunek 10. Dynamika zmian st¢zenia IMA w pordwnaniu z innymi wskaznikami martwicy migsnia 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 kardiologéw skierowana jest obecnie na poszukiwanie markerow
niedokrwienia mig$nia sercowego wyraznie wyprzedzajacych powstawanie ognisk
martwiczych w niedokrwionym migsniu sercowym. Wyniki przeprowadzonych do-
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tychczas badan wskazuja, ze role wczesnego markera niedokrwienia migsnia serco-
wego przebiegajacego bez martwicy komoérek miocardium moze spetni¢ oznacze-
nie w osoczu obecnosci frakcji ,,albuminy zmodyfikowanej w ognisku niedokrwie-
nia”, czyli IMA.

W celu oceny stopnia modyfikacji niedokrwiennej czasteczek albuminy zostat
opracowany test ACB pozwalajacy na ilosciowg oceng tych zmian. Test wykorzy-
stuje zdolno$¢ albuminy do wigzania jonow Co(Il). Zmiany konformacyjne albu-
miny znajdujacej si¢ w ognisku niedokrwienia powoduja obnizenie zdolnos$ci wia-
zania tych jonow. Im wigksze niedokrwienie, tym wigksze zmiany strukturalne
i tym mniejsza ilo§¢ zwiazanego kobaltu. Niewatpliwa zaletq oznaczania IMA jest
to, ze zmiana wlasciwosci albuminy nastepuje w krotkim czasie, tzn. wystarczy krot-
kotrwale niedokrwienie, by nastgpita zmiana powinowactwa do jonéw Co(II).

Podstawa testu jest ocena reakcji barwnej znacznika DTT (ditiotreitol) z egzo-
gennym kobaltem (dodanym w nadmiarze jako CoCl,), ktory nie ulegt zwigzaniu
przez czasteczki albuminy. Na rynku dostepny jest test komercyjny — (IMA® ACB®
Test). W tescie ACB® wartosci IMA, po standaryzacji, wyrazane sa w jednostkach
albuminy modyfikowanej niedokrwieniem na jednostke objgtosci osocza lub suro-
wicy (U/mL) [39, 40].

Precyzyjny mechanizm zmian konformacyjnych w czasteczce albuminy nie jest
poznany. Sporne jest rOwniez miejsce wigzania jonéw kobaltu(Il). Dotychczas uwa-
zano, ze gldéwnym miejscem wigzania Co(ll) jest N-koncowy fragment tancucha
albuminy i to wlasnie w obrgbie tego fragmentu dochodzi do zmian konformacyj-
nych powodujacych zanik zdolnosci wigzania i transportowania jonéw kobaltu(Il)
[1]. Dopiero badania Mothesa i Fallera [26] wykazaly, ze czasteczka albuminy moze
zwiazac¢ 3 mole jonow Co(ll). Jony te w pierwszej kolejnosci moga zosta¢ wbudo-
wane w miejsca A i B albuminy, a dopiero pozniej zwigza¢ si¢ na N-koncu. Taki
sposdb wiazania jonéw kobaltu zostat potwierdzony w badaniach innych autorow
[42, 43].

Pewne watpliwosci moze budzi¢ swoistos¢ testu dla niedokrwienia migsnia ser-
cowego, gdyz wzrost stezenia zmodyfikowanej albuminy (IMA) moglby przynajm-
niej teoretycznie by¢ obserwowany w przypadku niedokrwienia w obrebie jakiego-
kolwiek tozyska naczyniowego lub rownie dobrze méglby by¢ przypisany proce-
som oksydacyjnym zwigzanym z uszkodzeniem innych tkanek. Fakt, iz stres oksy-
dacyjny towarzyszy w roznym stopniu wiekszosci chorob przewleklych, moze nastre-
czaé trudnosci z interpretacja wynikow testu ACB. Istotnym problemem w interpre-
tacji testu moze by¢ réwniez wzrost stezenia kwasow ttuszczowych we krwi, do
ktorego dochodzi w przypadku licznych schorzen, jak réwniez obecnos¢ niektérych
lekow w krwiobiegu, ktore moga w istotny sposob wpltywaé na wigzanie jonow kobal-
tu(1l), a tym samym mie¢ wptyw na wynik testu ACB.

Dlatego wazna jest molekularna identyfikacja gtéwnych miejsc wigzania jonow
Co(Il) w obrebie struktury albuminy, jak réwniez wiedza dotyczaca wptywu sub-
stancji endogennych oraz lekéw na to wigzanie. Najnowsze badania wskazuja, ze
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wigzanie z N-koncem jest prawdopodobnie drugorzednym miejscem wigzania. Gtowne
miejsca sg zlokalizowane w przestrzeni pomiedzy domenami I i Il miejsca A i B
zidentyfikowane rowniez jako miejsca wigzania kadmu(ll) [44, 45].

3.6. WIAZANIE KOMPLEKSOW METALI

Wigzanie lekow z biatkami krwi, a w szczegdlno$ci z albuming ma istotne zna-
czenie dla ich dziatania farmakologicznego, poniewaz tylko niezwiazana z biatkami
czg$¢ leku moze by¢ czynna farmakologicznie. Prawie wszystkie kompleksy metali
wykorzystywane klinicznie dostarczane sa do organizmu dozylnie. Wiazanie z albu-
ming stanowigcg gtowny skladnik osocza moze mie¢ istotny wptyw na skutecznosé
leku poprzez regulacje wolnej frakcji odpowiedzialnej za aktywno$¢ oraz na sze-
roko rozumiang toksycznosé. Aspekt ten jest istotny zaréwno podczas ustalania
dawek (kompleksy metali wigza si¢ w znacznym stopniu nicodwracalnie), jak row-
niez podczas sposobu podawania, co jest szczeg6lnie istotne w kuracjach wielole-
kowych [46].

Jak wykazujq badania wolnej frakcji lekow platynowych okoto 70-80% cispla-
tyny wigze si¢ z bialkami osocza, podczas gdy drugiej generacji lek platynowy —
karboplatyna wiaze sie juz tylko w ok. 30% [47]. Znaczna czes$¢ tych kompleksow
zwigzana jest nieodwracalnie (65% cisplatyny i 25% karboplatyny) i staje si¢ nieak-
tywna terapeutycznie. Jest to istotny problem, ktory musi by¢ uwzgledniony migedzy
innym przy dawkowaniu tych lekow.

Odkrycie cisplatyny jako leku przeciwnowotworowego oraz zrozumienie mecha-
nizmoéw dziatania tej grupy zwigzkdéw, poprzez badanie oddzialywania cisplatyny
z HSA [48, 49], pociagnelo za sobg intensywne poszukiwania innych komplekséw
metali [50-52] o lepszych wlasciwosciach przeciwnowotworowych i mniejszej tok-
sycznosci. Szczegdlnie dobra aktywnos¢ przeciwnowotworowa (rowniez wzgledem
nowotworow niewrazliwych na cisplatyng), a takze nizsza toksyczno$¢ wykazuja
kompleksy rutenu(lll) [53]. Kompleksy rutenu(lll) z ligandem imidazolowym
(NAMI-A), oraz kompleks indazolowy [frans-HInd(Rulnd,Cl,)] (KP1019) znajduja
si¢ obecnie w | i Il fazie badan klinicznych [54]. Testowane sg one gtdwnie jako leki
antymetastatyczne [55, 56]. Istotng cechg tych komplekséw jest zdolno$¢ koordyna-
cji do apotransferyny, co staje sie naturalng droga dla selektywnej dostawy tej grupy
zwigzkow do komoérek nowotworowych. Natomiast istotnym problemem dotycza-
cym migdzy innymi dawkowania tych potencjalnych lekéw, jest ich nieodwracalne
wiazanie z albumina, z ktéra wigza si¢ w ok. 80% [57]. Ze wzgledu na mozliwosé
silnego nieodwracalnego wigzania z albuming, kompleksy metali stosowanych
w chemioterapii jako leki lub znajdujace sie w badaniach przedklinicznych i klinicz-
nych, sg obecnie przedmiotem intensywnych badan.

Oddzielng grupe zwiazkow stanowig kompleksy lantanowcow stosowane
w medycynie gldwnie jako srodki kontrastowe w obrazowaniu tkanek przy pomocy
rezonansu magnetycznego (MRI) jednej z bardziej skutecznych metod w medycynie.
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Dostarcza ona wysokiej rozdzielczo$ci obrazy anatomiczne i dane pozwalajace osza-
cowac funkcjonowanie organizmu [58]. Technika ta opiera si¢ na zasadach magne-
tycznego rezonansu jadrowego (NMR), przy czym wzbudzane sg atomy wodoru
czasteczek wody zawartej w tkankach migkkich ludzkiego organizmu. R6zna zawar-
tos¢ wody w poszczegolnych tkankach powoduje zmiany sygnalu, co na obrazie
widoczne jest w postaci zmiany barwy. Jezeli pomiedzy tkankami zdrowymi i cho-
rymi wystepuje zbyt maty kontrast, uzywa si¢ srodka kontrastowego, ktéry moze
znaczaco zmienia¢ czasy relaksacji protonéw wody w regionach gdzie jest rozmiesz-
czony. W dziedzinie MRI pracuje sie obecnie nad srodkami kontrastowymi wiaza-
cymi si¢ z albuming ludzka. Zwigzki takie przebywajq dtuzej w tozysku naczynio-
wym i wykazujg zwigkszona relaksacyjno$¢ na skutek spowolnionej rotacji, dzigki
czemu znalazly zastosowanie w angiografii. Istnieje wiele sposobdw na uzyskanie
komplekséw tego typu. Przytaczenie prostego tancucha alifatycznego do czasteczki
$rodka cieniujacego jest czesto wystarczajace do zwigkszenia jej powinowactwa
wzgledem albuminy. Dobrym tego przyktadem jest pochodna gadolinu (Gd-DO-
TMP) z dodatkowym jedenastoweglowym tancuchem (Rys. 11), ktora oddziatuje
z biatkiem w co najmniej pieciu ré6znych miejscach odpowiedzialnych w normal-
nych warunkach za wigzanie kwasow tluszczowych. Stwierdzono, ze pochodna tego
typu przylacza si¢ do biatka tym tatwiej, im dtuzszy jest wprowadzony do niej tan-
cuch weglowy [7, 59].
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Rysunek 11. Struktura Gd-C, -DOTMP. R: (CH,),
Figure 11.  Structure of Gd-C ,-DOTMP. R: (CH
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Jak wykazuja badania, kompleksy lantanowcéw moga wigzaé si¢ w domenie
A i IIIA albuminy. Ten rodzaj oddziatywania moga zapewni¢ m.in. podstawniki
benzyloksymetylowe, gdzie sita wigzania z albuming wzrasta wraz z kazda wpro-
wadzong grupa. Otrzymane w ten sposéb pochodne wykazuja silne powinowactwo
do miejsca Il wigzania (wg Sudlowa), a duzo stabiej oddziatujg z miejscem [ [7, 58].

W praktyce medycznej stosowana jest pochodna gadolinu (MS-325) [60]
o nazwie Vasovist. Jest to pochodna Gd-DTPA z grupa difenylocykloheksylowa pet-
nigcg role wektora wigzacego si¢ z HSA (Rys. 12). Lacznikiem miedzy kompleksem
a wektorem jest kwas fosforowy, ktory zmniejsza swobode rotacji zwigzku i ktérego
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tadunek wzmacnia potaczenie z biatkiem. Po wprowadzeniu do krwiobiegu
MS-325 wigze si¢ z albuming w ponad 70% [7]. Obszarem przylaczenia jest praw-
dopodobnie miejsce 11 wg Sudlowa [20].
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Rysunek 12. Budowa MS-325 [20]
Figure 12.  Structure of MS-325 [20]

Doniesienia literaturowe opisuja nowy zwigzek o wlasciwosciach zblizonych
do Vasovistu. Jest to pochodna Gd-DTPA podstawiona przy weglu C, sulfafenazo-
lem. Kompleks ten wigze si¢ silnie z albuming ludzka i prawdopodobnie bedzie
mogl by¢ wykorzystany w angiografii MRI [61]. Kolejnym interesujgcym z punktu
widzenia diagnostyki zwiazkiem jest (MP-2269), ktory stanowi polaczenie kom-
pleksu Gd-DTPA z niearomatyczng lipofilna grupa: 4-pentylobicyklo[2,2,2]okta-
no-1-karboksylo-di-L-aspartylo-lizyng. Wspomniany srodek cieniujacy taczy sie
z HSA niekowalencyjnie za pomoca oddziatywan hydrofobowych, ktére tworza si¢
migdzy niearomatycznym cyklicznym tancuchem bocznym i biatkiem. MP-2269
charakteryzuje si¢ najmniejszg szybkoscia wymiany migdzy forma wolng a zwia-
zang sposrod wszystkich srodkow kontrastowych wigzacych sie z albuming [62].

W praktyce medycznej stosowanych jest obecnie dziewigé preparatdéw zawie-
rajacych jon Gd*": Magnevist, Omniscan, Dotarem, ProHance, Gadovist, Multihance,
OptiMARK, Primovist/Eovist oraz Vasovist. Po podaniu donaczyniowym kompleksy
gadolinu sa szybko rozprowadzane do przestrzeni srédmiazszowej. Ich dystrybucja
jestniespecyficzna. Nie przekraczaja one bariery krew—mozg. W zdecydowanej wigk-
szo$ci s wydalane w formie niezmienionej przez nerki [63].

Badania fluorescencyjne miejsc wigzania kompleksu gadolinu MS-325 z zasto-
sowaniem dansylo-L-asparaginy i dansylosarkozyny, czyli znacznikow I i Il miejsca
wiazania lekdw w czasteczce albuminy, wykazaly ze silniejszym miejscem wiaza-
nia jest miejsce Il wg Sudlowa znajdujace sie w subdomenie I1IA. Stwierdzono jed-
nak, ze przy duzym nadmiarze kompleksu zachodzi wiazanie w miejscu I, co potwier-
dzatoby koncepcje o istnieniu dwoch miejsc wigzania o réznym powinowactwie.
Preferencyjne wiazanie si¢ kompleksow gadolinu zawierajacych hydrofobowe frag-
menty do miejsca Il zostalo potwierdzone takze dla komplekséw z innymi ligan-
dami [20, 64].
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Znaczenie badan dotyczacych zdolnosci wigzania paramagnetycznych komplek-
sow Gd(III) przez albumine wynika migdzy innymi z tego, ze zwiazki kontrastowe
sg podawane dozylnie i oddziatywanie z albuming moze wplywaé na ich witasci-
wosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne. Po zwigzaniu moze zwiekszy¢ si¢
czas poéttrwania srodka kontrastowego we krwi i co za tym idzie bedzie on dtuzej
przebywal w naczyniach. Dlatego pierwotnie zwiazki te byly przewidziane do wizua-
lizacji struktur naczyniowych oraz wykrywania regionéw z nieprawidtowa przeni-
kalnoscia tkankowa. Wigzanie z albuming moze tez poprawi¢ skutecznos$¢ podawa-
nych $rodkéw, poniewaz czasy relaksacji protonow wody sg silnie zalezne od
ruchéw wirowych kompleksu metalu [20].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat wskazuja na istotna rol¢ albuminy w nowoczesnych meto-
dach diagnostycznych. Rozwoj diagnostyki laboratoryjnej ostrych zespotow wien-
cowych (OZW) wskazuje na dwa kierunki — poszukiwanie nowych markeréow bio-
chemicznych oraz strategii wielomarkerowych. Sposrod proponowanych metod
diagnostycznych najwyzsza czutoscig rozpoznania OZW i/lub zawatu serca na wstep-
nym etapie diagnostyki charakteryzowata si¢ IMA (82%). Dla porownania dla tropo-
niny oraz EKG bylo to odpowiednio 20% i 45%, a ich laczna ocena podwyzszata
czutos¢ do 53%. Najwyzsza czutos¢ — 95% osiagneto potaczenie EKG + troponina
+ IMA [38, 65].

Albumina zmodyfikowana w ,,ognisku niedokrwienia” czyli IMA, ktora stata
sie wezesnym markerem niedokrwienia migsnia sercowego, przebiegajacego bez
martwicy komorek miocardium, wydaje si¢ spetnia¢ wszystkie warunki dobrego
markera, takie jak wczesne rozpoznanie zawatu migs$nia sercowego, wysoka czu-
tos¢ i swoistos¢ w stosunku do ostrego zespotu wiencowego, IMA pozostaje w suro-
wicy krwi przez taki okres, aby mozliwe bylo ilosciowe ich oznaczenie.

Waznym aspektem przy stosowaniu tego typu testow jest uwzglednienie czyn-
nikéw, ktére moga mie¢ wptyw na prawidlowa oceng stanu chorego, tj. rownocze-
sne stosowanie réznych lekéw oraz wspolistniejace schorzenia przebiegajace z hipo-
albuminemig czy hipercholesterolemia i hipertrdjglicerydemis.

Kompleksy lantanowcow stosowane sa w medycynie gtownie jako srodki kon-
trastowe w obrazowaniu tkanek przy pomocy rezonansu magnetycznego (MRI), ale
znajdujg réwniez zastosowanie jako leki (Quadramet).

W technikach diagnostycznych wykorzystujacych rezonans magnetyczny bada
si¢ obecnie $rodki kontrastowe ze zwigkszonym powinowactwem do albuminy.
Zwiazki takie przebywaja dtuzej w lozysku naczyniowym i wykazujq zwigkszong
relaksacyjno$¢ na skutek spowolnionej rotacji, dzigki czemu znalazty zastosowanie
w angiografii. Istnieje wiele sposobow na uzyskanie kompleksow tego typu, jednym
z nich jest przylaczenie prostego tancucha alifatycznego do czasteczki srodka cie-
niujacego co znacznie zwieksza powinowactwo wzgledem albuminy.
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Jak wykazujq badania silniejszym miejscem wigzania komplekséw lantanow-
cOw w czasteczee albuminy jest miejsce Il wg Sudlowa znajdujace si¢ w subdome-
nie IlIA, jednak przy duzym nadmiarze kompleksy te zajmuja réwniez miejsce 1
w subdomenie [IA. Znaczenie badan dotyczacych zdolnosci wigzania paramagne-
tycznych kompleksow Gd(III) przez albumine wynika miedzy innymi z tego, ze
zwiazki kontrastowe sq podawane dozylnie i oddziatywanie z albuming moze wpty-
wac na ich wlasciwosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne.
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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

Stowa kluczowe: poszukiwania lekow, dupleks, dializa réwnowagowa, G-kwadru-
pleksy, wigzanie liganda, kwasy nukleinowe, selektywnos$¢ wiazania liganda, try-
pleks
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

dna

ssDNA

dsDNA

c-MYC, VEGF, RET,
KRAS,Bcl-2 ¢-KIT,
PDGF-A, HIF-1a.
d(TTAGGG)

poli[dA]
poli[dT]
poli[dG]
poli[dC]
poli[dA-dT]
poli[dG-dC]

kwas deoksyrybonukleinowy

matrycowy kwas rybonukleinowy

stezenie liganda zwigzanego

stezenie liganda niezwigzanego

catkowite stezenie liganda

stezenie DNA

jednoniciowy DNA

dwuniciowy DNA

oznaczenia protoonkogenow

kodujacych biatka o odpowiadajacych im nazwach

fragment telomerowego DNA (T-tymina, A-adenina,
G-guanina)

kwas poli(deoksyadenylowy)

kwas poli(deoksytymidylowy)

kwas poli(deoksyguanylowy)

kwas poli(deoksycytydylowy)

kwas poli(deoksyadenylodeoksytymidylowy)

kwas poli(deoksyguanylodeoksycytydylowy)
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WSTEP

Chemioterapia to skuteczna metoda leczenia nowotworow. Obecnie jest jedng
z najbardziej rozwijajacych si¢ dziedzin medycyny. Szereg lekéw stosowanych
w chemioterapii to organiczne zwiazki o malej masie czasteczkowej (tzw. ligandy),
ktore oddziatuja z biopolimerami (biatkami, kwasami nukleinowymi) hamujac roz-
woj choroby. Ligandy moga w r6zny sposob wigza¢ sie z biopolimerem (proces ten
zalezy od sekwencji i struktury biatka lub kwasu nukleinowego), a w konsekwencji
stabiej lub mocniej hamowac proliferacj¢ komoérek nowotworowych.

Dziatanie i transport leku zwigzany jest czgsto z powstawaniem wigzania pomig-
dzy chemioterapeutykiem a biatkami osocza krwi. W zaleznosci od powinowactwa
do tych biatek lek moze by¢ sukcesywnie uwalniany do organizmu. Zatem zaro6wno
w transporcie lekow jak i w ich dzialaniu wazna rolg odgrywaja wtasciwosci wia-
zace specyfiku. Selektywnos$¢ wigzania leku do kwaséw nukleinowych, jak réwniez
selektywne tworzenie si¢ kompleksu lek/biatko, mozna bada¢ za pomoca tej same;j
metody nazywanej dializa. Poczatkowo metoda dializy wykorzystywana byta do
oczyszczania jednego rodzaju biatka [1]. W pdZniejszym okresie zastosowano dia-
liz¢ w celu oczyszczania matej ilosci kilku biatek jednoczesnie, takie eksperymenty
nazwano mikrodializa. Z czasem zastosowanie dializy zostato poszerzone o badanie
wiazania pomiedzy ligandem a biopolimerem (biatkiem, kwasem nukleinowym)
[2, 3]. Eksperyment, w trakcie ktérego badana jest selektywnosé¢ oddzialywan
ligand—biopolimer, nazwano dializa réwnowagowa [4]. Bezdyskusyjnym atutem tej
metody jest mozliwos¢ badania oddzialywan pomigdzy ligandem a kilkudziesig-
cioma proébkami biopolimeréw jednoczesnie. Podstawowym celem dializy réwno-
wagowej jest zatem jednoczesne zbadanie powinowactwa potencjalnego leku do
wielu prébek biopolimerdw, roznigecych si¢ na przyktad budowsa przestrzenna,
w celu okreslenia selektywnosci oddziatywan.

Glownym celem tego artykutu jest przedstawienie dializy réwnowagowej jako
metody stosowanej do badania selektywnos$ci oddziatywan ligand—DNA. Zastoso-
wanie dializy rwnowagowej w tego typu badaniach pozwala na identyfikacje¢ selek-
tywnych ligandéw, np. w stosunku do czteroniciowego DNA (G-kwadrupleks),
ktére moga okazac si¢ skutecznymi chemioterapeutykami.

1. DIALIZA ROWNOWAGOWA

1.1. PODSTAWY METODY

Istnieje wiele sposobéw badania oddziatywan pomiedzy czasteczkami zwigz-
kéw organicznych a czasteczkami kwasow nukleinowych. Do najczesciej stosowa-
nych naleza metody spektroskopowe, w tym spektrofotometryczne i spektrofluoro-
metryczne, czy tez spektrometria mas. Za pomocg standardowych pomiaréw absorp-
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cyjnych mozna zaobserwowa¢ zmiany w widmie liganda spowodowane dodawa-
niem kwasu nukleinowego. Czesto wynikiem oddziatywan jest efekt hipochromowy
lub przesuniecie batochromowe dostrzegalne w widmie [5—8]. Natomiast w przy-
padku spektrometrii mas, mozliwe jest zaobserwowanie selektywnosci wigzania
liganda do DNA poprzez detekcje kompleksdéw o réznej stechiometrii ligand/DNA
[9, 10]. Takze w widmach dichroizmu kotowego mozna zaobserwowa¢ zdecydo-
wany efekt oddzialywan ligand—DNA [11, 12]. Rownie czesto do badan takich pota-
czen stosuje si¢ metody chromatograficzne, ktore jednoczes$nie dostarczajg infor-
macji o czystosci badanych zwiazkow [13].

Szczegolnie przydatng technika umozliwiajaca zbadanie powinowactwa liganda
do kilkudziesieciu prébek kwaséw nukleinowych w jednym pomiarze, a w konsek-
wencji oszacowanie selektywnosci wigzania potencjalnego chemioterapeutyku z roz-
nymi formami strukturalnymi DNA, jest dializa rownowagowa. W eksperymencie
dializy réwnowagowe;j stosuje si¢ probki oligonukleotyddw rozniace si¢ sekwencja
lub formg strukturalng, majace jednakowe stezenie w przeliczeniu na podstawowy
element strukturalny danej formy kwasu nukleinowego (zasade, parg zasad, tryplet
zasad, kwartet zasad). Probki badanych kwaséw nukleinowych umieszczane sg
w osobnych gilzach dializacyjnych (w bardziej zaawansowanym eksperymencie
w osobnych komorach mikrodializera) zaopatrzonych w blone dializacyjna. Gilzy
z prébkami DNA umieszczane sq w roztworze dializacyjnym liganda. Przez mem-
bran¢ dializacyjng zachodzi proces dyfuzji czasteczek liganda, az do osiagnigcia
stanu réwnowagi, czyli do momentu wyrdwnania sie st¢zenia niezwigzanego liganda
w komorach dializacyjnych i w roztworze zewnetrznym oddzielonym btong dializa-

cyjna.

- |3

—

Rysunek 1. Schematyczne przedstawienie rownowag w procesie dializy w dwoch komorach dializacyjnych.
W pierwszej komorze nastapito kompleksowanie liganda przez DNA, natomiast kwas nukleinowy
z drugiej komory nie wykazuje powinowactwa do czasteczek 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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Btona w komorze dializacyjnej jest membrana potprzepuszczalna, ktdra stanowi
przeszkode dla czasteczek DNA, natomiast sktadniki niskoczasteczkowe (ligand,
bufor, jony soli) dyfundujq przez nig swobodnie. W wyniku oddziatywan ligand—
DNA nastepuje nagromadzenie si¢ czasteczek liganda w gilzach, a catkowite steze-
nie liganda wewnatrz gilzy uzaleznione jest od stalej trwatosci kompleksu ligand/
DNA [14]. Rysunek 1 przedstawia efekt procesu dyfuzji czasteczek liganda przez
membrane. Kwas nukleinowy w komorze pierwszej wykazuje duze powinowactwo
do czasteczek liganda, stad jego stezenie jest wigksze niz w komorze drugiej. Steze-
nie liganda zwigzanego mierzone jest gléwnie za pomocg technik spektroskopo-
wych.

1.2. EWOLUOWANIE EKSPERYMENTALNEJ CZESCI METODY

Pierwsze proby wykorzystania procesu dializy do badan oddziatywan pomig-
dzy ligandami a kwasami nukleinowymi siegaja lat siedemdziesigtych ubieglego
stulecia. Wtedy proces dializy réwnowagowej przeprowadzany byl w specjalnej
komorze z trzema przegrodami, ktéra umozliwiata jednoczesne sprawdzenie kom-
pleksowania czasteczek liganda przez dwa kwasy nukleinowe umieszczone w dwéch
zewngtrznych przegrodach, rozniace sie na przyklad sekwencjg zasad. W trzeciej
(centralnej) przegrodzie znajdowatl si¢ roztwoér liganda [15, 16]. W pdzniejszym
okresie zastosowano inne rozwigzanie umozliwiajace badanie powinowactwa liganda
do ponad dziesigciu réznych kwaséw nukleinowych umieszczonych w oddzielnych
gilzach dializacyjnych. Eksperyment z udziatem wtasnie takiej ilosci biopolimeréow
nazywany jest dializq rownowagowa pierwszej generacji [17]. W pdzniejszym czasie
ilo$¢ badanych struktur DNA zwiekszyta si¢ do okoto dwudziestu, a rozwigzanie to
zostato nazwane dializa rownowagowa drugiej generacji [18, 19]. Procedury pierw-
szej oraz drugiej generacji sq bardzo podobne. Do przeprowadzenia eksperymentu
uzywa si¢ tradycyjnych gilz dializacyjnych o okreslonej wielkosci poréw w blonie.
Gilzy umieszcza si¢ w zlewce, w ktoérej znajduje si¢ roztwor dializacyjny liganda
(roztwor liganda w buforze), w taki sposob, aby gilzy ptywaty na powierzchni roz-
tworu. Stezenie liganda wynosi przewaznie 1 uM lub 2 uM. Proces dializy prowadzi
si¢ do momentu uzyskania rownowagi w roztworach, czyli zwykle okoto 24 godzin,
mieszajac zawartos¢ zlewki.

Procedura dializy réwnowagowej ewoluowata nastgpnie w kierunku kolejnego
zwigkszenia ilo$ci badanych probek kwasdéw oraz automatyzacji, by w eksperymen-
cie dializy trzeciej generacji osiaggnac liczbg dziewigcdziesigciu szesciu jednoczes-
nie dializowanych prébek, co zdecydowanie powigksza wachlarz badanych kwa-
sow nukleinowych. Poza tym, tradycyjne gilzy zostaly zastapione 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 posiadaja wigksza powierzchnie membranowa, w wyniku
czego dyfuzja i osiggniecie rownowagi zachodzi szybciej. Dodatkowym atutem jest
fakt, ze przenoszenie roztwordw z komor moze odbywac si¢ za pomoca multipipety,
czyli kilka prébek jest przenoszonych do/z komér jednoczes$nie. Warto wspomniec,
ze btony dializacyjne produkowane sa obecnie glownie z politetrafluoroetylenu (PTFE),
czyli materiatu, do ktérego nie przywieraja zadne zanieczyszczenia, stad niespecy-
ficzna adsorpcja czasteczek liganda na membranie jest zminimalizowana. Po zakon-
czeniu dializy rownowagowej, niezaleznie od generacji metody, do probek doda-
wany jest odczynnik powodujacy dysocjacje kompleksu ligand/DNA (np. dodecylo-
siarczan(VI) sodu), a nastepnie przeprowadzany jest pomiar zawartosci liganda
w kazdej probee. Stezenie liganda w danej komorze okreslane jest za pomoca roz-
nych metod analitycznych (zob. Rozdz. 1.3). Stgzenie liganda zwigzanego (C) obli-
czane jest z roznicy calkowitego stgzenia liganda (C) oraz stezenia liganda nie-
zwigzanego (C ) (C,= C — C ). Natomiast stata wigzania ligand-DNA moze by¢
oszacowana wedtug nastgpujacego wzoru [20]:

K=C/{C_x(C, —C)}

gdzie C_ jest stgzeniem DNA w przeliczeniu na jego podstawowy element struktu-
ralny (zasada, para zasad, tryplet, kwartet).

Mimo ze procedura eksperymentalna dializy rownowagowej zostata bardzo
usprawniona i ulepszona, to podstawy teoretyczne procesu dyfuzji, jaki zachodzi
podczas eksperymentu, pozostaly niezmienne. Rozwineta sie jedynie technika, kto-
rej ewolucja spowodowata, ze dializa rownowagowa jest narzedziem bardzo przy-
datnym i czesto uzywanym w badaniu oddziatywan ligand—DNA.
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2. METODY DETEKCJI LIGANDA

Dializa réwnowagowa jest metoda dostarczajacg informacji na temat tego,
ktéry z kwasoéw nukleinowych wykazuje najwigksze powinowactwo do badanego
liganda. Wynika to z pomiaréw przeprowadzanych po zakonczeniu eksperymentu
dializy. Pomiary st¢zenia zwigzanego liganda moga by¢ wykonane kilkoma meto-
dami. Najczesciej stosowanymi technikami badawczymi sq metody spektroskopowe,
w szczegdlnosci pomiar widm absorpcji w zakresie UV-Vis oraz fluorescencyjnych
widm wzbudzenia i emisji [18, 21, 23—27]. Metody spektrofotometryczne i spektro-
fluorometryczne wydaja si¢ by¢ najlatwiejszymi w zastosowaniu, szczegolnie w przy-
padku wykorzystania czytnika mikroptytek. Udogodnienie to polega przede wszyst-
kim na mozliwos$ci zastosowania multipipety automatycznej w celu przeniesienia
probek z mikrodializera na mikroptytke oraz jednoczesnej rejestracji widm dla
wszystkich probek znajdujacych si¢ w 96 celkach mikroptytki. Poza tym, przepro-
wadzajac pomiary absorpcyjne w catym zakresie widma, mozliwa jest kontrola zawar-
tosci DNA. Dodatkowo mozliwe jest monitorowanie ewentualnych zmian spektral-
nych w widmie liganda. Rzadziej uzywanymi metodami, stuzacymi do oznaczania
liganda w prébkach po eksperymencie dializy rownowagowej, sa pomiary dichro-
izmu kotowego. Dichroizm kotowy wykorzystywany jest czgsto w badaniu oddzia-
tywan pomiedzy optycznie czynnym ligandem a DNA. W widmie mozliwe jest zaob-
serwowanie enancjoselektywnosci wigzania liganda [28-30]. Nietypowa metoda,
aczkolwiek takze stosowana, jest pomiar aktywnosci promieniotworczej, ktory row-
niez umozliwia wyznaczenie st¢zenia liganda w roztworach po dializie [19].

3. ZASTOSOWANIE DIALIZY ROWNOWAGOWEJ DO POSZUKIWANIA
LEKOW ANTYNOWOTWOROWYCH

3.1. ROZNE FORMY PRZESTRZENNE KWASOW NUKLEINOWYCH

Kwasy nukleinowe, w zaleznosci od rodzaju (DNA, RNA), sekwencji zasad
azotowych i warunkoéw zewnetrznych (temperatura, pH, obecnos$¢ innych substan-
cji) mogg przyjmowac rozne struktury przestrzenne. Jezeli obiektem badanym jest
jednoniciowe DNA (ssDNA), to jego podstawowym elementem strukturalnym jest
zasada azotowa. Wigkszos¢ enzymow obecnych w jadrze komorkowym dziata na
jednoniciowej strukturze DNA, dlatego tez forma ta ma znaczenie cho¢by w proce-
sie replikacji. W genomie jednak DNA wystepuje gtdéwnie w formie dwuniciowe;j
(dsDNA), z reguly w postaci helisy typu B, ktérej podstawowym elementem struk-
turalnym jest para zasad [31]. Duze znaczenie ma takze trojniciowa konformacja
DNA (struktura trypleksu). Plaskie utozenie trzech zasad polaczonych wigzaniami
Hoogsteena moze dawac¢ trwate formy strukturalne, co ma potencjalne mozliwos$ci
zastosowania w terapii genowej. W strukturach tych krétkie oligonukleotydy moga
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selektywnie oddziatywac z okreslonymi odcinkami dsDNA, w wyniku czego naste-
puje zahamowanie ekspresji wybranych genéw [32, 33]. W terapii genowej zastoso-
wanie znalazty réwniez formy czteroniciowe DNA, ktére nazywane sa G-kwadru-
pleksami (tetrapleksami, strukturami G4). Tetrapleksy to struktury utworzone przez
pojedyncza ni¢ lub kilka nici oligonukleotydéw bogatych w guaning. Cztery czas-
teczki guaniny, oddziatlujac ze soba za pomocg wiazan wodorowych, tworza kwartet
guaninowy, a kilka takich kwartetow asocjuje warstwowo i powstaje struktura cztero-
niciowa nazywana G-kwadrupleksem [34—36]. G-kwadrupleksy formuje wiele pro-
motordéw protoonkogendéw. Regiony bogate w guaning i tworzace tetrapleksy zostaty
znalezione m.in. w promotorach nastepujacych protoonkogenéw: c-MYC, VEGEF,
RET, KRAS, Bcl-2 ¢c-KIT, PDGF-A, HIF-1a. Stabilizacja tetrapleksowej formy pro-
toonkogenu hamuje jego ekspresje [34, 37—43].

G-kwadrupleksy moga wystepowac takze w jednoniciowym odcinku ludzkiego
telomerowego DNA, ktory sktada si¢ z powtdrzen sekwencji d(TTAGGG) [44—47].
Stabilizacja czteroniciowej struktury telomerowego DNA inhibituje dziatanie telo-
merazy, enzymu aktywnego glownie w komdrkach nowotworowych, ktéry pracuje
na jednoniciowym odcinku telomerowego DNA [48, 49].
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Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie stabilizacji struktury G-kwadrupleksu przez czasteczki liganda. Stabi-
lizacja zachodzi w wyniku tzw. oddziatywan typu ,.end-stacking”. Jedna lub dwie czasteczki
liganda ulegaja asocjacji na powierzchni zewnetrznych kwartetow 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
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Stabilizacja czteroniciowej konformacji DNA moze odbywac sie¢ w wyniku zwia-
zania organicznych zwigzkéw o matej masie czasteczkowej (za pomoca liganddw).
Poniewaz interkalacja czasteczki liganda do czasteczki tetrapleksu jest z reguly nie-
korzystna energetycznie, najczestszym oddziatywaniem, jakie wystgpuje w kom-
pleksie ligand/G-kwadrupleks, jest terminalna asocjacja warstwowa (ang. end-stac-
king lub 77 stacking interactions). Terminalna asocjacja warstwowa polega na
oddziatywaniu pomig¢dzy ptaszczyzng zewnetrznego kwartetu guaninowego cztero-
niciowego DNA a czasteczka liganda (Rys. 3). Wyzej wymienione przyktady wyste-
powania G-kwadrupleksow w genomie udowadniaja, ze bardzo wazne jest badanie
selektywnego powinowactwa ligandow do czteroniciowych struktur DNA.

Jak juz wezesniej wspomniano, selektywno$¢ oddzialywan ligand—DNA mozna
badac¢ za pomoca dializy rownowagowej. Wowczas oligonukleotydy tworzace struk-
tury tetrapleksowe zestawia si¢ w eksperymencie dializy z innymi formami struktu-
ralnymi DNA, sprawdzajac selektywnos¢ wiazania do badanych probek DNA. Sek-
wencje oligonukleotydow najczegsciej wykorzystywanych w eksperymencie dializy
rownowagowej przedstawiono w Tabeli 1. Wsr6d wymienionych struktur sa formy
czteroniciowe o sekwencji promotora protoonkogenu c-MYC (Tab. 1, sekwencja
Nr 10), czy tez telomerowego odcinka DNA (Tab. 1, sekwencja Nr 11). Jezeli badany
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ligand wykaze w eksperymencie dializy rownowagowe;j selektywne powinowactwo
do czteroniciowych struktur stanowiacych cel terapii genowej, mozna wnioskowac
o potencjalnej aktywnosci przeciwnowotworowe;j takiego zwigzku.

Tabela 1. Przyklady kwasow nukleinowych najczgsciej wykorzystywanych
w eksperymencie dializy rownowagowej
Table 1. Examples of nucleic acids used in equilibrium dialysis experiment

Forma Podstawowy
strukturalna Numer Polinukleotyd lub oligonukleotyd element
strukturalny
1 Poli[dA]
jednoniciowa zasada azotowa
2 Poli[dT]
3 Poli[dA]*Poli[dT]
4 Poli[dG]*Poli[dC]
dwuniciowa 5 Poli[dA-dT]*Poli[dA-dT] para zasad
6 Poli[dG-dC]*Poli[dG-dC]
7 5-CAATCGGATCGAATTCGATCCGATTG-3'
T—T-CTTTCTCTCCTCC-3’
8 | 5’- GAAAGAGAGGAGG-3’
tréjniciowa C—CTTTCTCTCCTCC-5 tryplet zasad
9 Poli[dT]*Poli[dA]*Poli[dT]
10 5-AGGGTGGGGAGGGTGGGG-3’
-, 11 5-AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGG-3’
czteroniciowa kwartet zasad
12 5-TTGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGTT-3

3.2. LIGANDY STABILIZUJACE CZTERONICIOWE STRUKTURY DNA

W wielu osrodkach naukowych na §wiecie trwajg intensywne badania majace
na celu projektowanie i syntezowanie nowych zwigzkéw chemicznych stabilizuja-
cych struktury kwasow nukleinowych, w szczegoélnosci G-kwadrupleksy. Powszech-
nie wiadomo, ze selektywnos$¢ powinowactwa liganda do DNA zalezy od wielu para-
metréw i jest gtownie pochodng czynnikow strukturalnych, a nawet niewielkie roz-
nice w budowie prostych ligandéw organicznych zdolnych do tworzenia komplek-
sow z DNA, moga w zasadniczym stopniu wptywac na trwatos¢ tych potaczen. Poten-
cjalne chemioterapeutyki powinny zatem posiada¢ strukturalne powinowactwo wia-
zania do DNA, ktdre jest gtownie rezultatem obecnos$ci ptaskich pierscieni aroma-
tycznych oraz kationowego ugrupowania heteroaromatycznego.
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Pomocnym narzedziem w projektowaniu zwiazkéw mogacych stabilizowac
czteroniciowe struktury DNA jest modelowanie molekularne [50-53]. Réznorod-
no$¢ topologiczna kwadrupleksow zalezy od ilosci nici budujacych strukture (kwa-
drupleksy: mono-, bi-, tetra-molekularne) oraz od ulozenia petli taczacych guaniny
z kwartetu. Poznanie doktadnego utozenia petli mozliwe jest gtownie dzieki pomia-
rom jadrowego rezonansu magnetycznego oraz metodom krystalograficznym. Infor-
macje o strukturze wykorzystywane sa w metodach symulacyjnych stosowanych
w modelowaniu molekularnym. llo$¢ efektow, jakie mogg wpltywaé na stereoche-
mig i preferencje projektowanych i syntezowanych ligandéw powoduje, ze konieczna
jest eksperymentalna weryfikacja wynikow symulacji komputerowych. Mozliwos¢
weryfikacji oraz selekcji teoretycznie przewidywanych potaczen ligand—DNA daje
wlasnie metoda dializy rownowagowej.

Rysunek 4. Ligandy wykazujace wlasciwosci stabilizacji G-kwadrupleksow oraz inhibicj¢ telomerazy:
(a) pochodna akrydynowa, (b) pochodna N-metylomezoporfirynowa, (¢) 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, (¢) 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 doniesien dotyczacych eksperymentéw dia-
lizy rownowagowej, ktore umozliwity wskazanie ligandéw najsilniej wigzacych czas-
teczki badanych oligonukleotydéw. Aktywne ligandy przebadane za pomoca dializy
to migdzy innymi pochodne: akrydynowe, porfirynowe, chinoliniowe, karbazolowe
i inne [54-56] (Rys. 4).

W strukturach pochodnych akrydynowych wystepuja trzy lub wigcej skonden-
sowanych pierscieni aromatycznych. Zwigkszajaca si¢ liczba pierscieni z reguty pro-
centuje wzrostem powinowactwa do DNA formujacego wyzsze struktury prze-
strzenne. Trojpierscieniowe zwiazki nalezace do tej grupy wykazuja selektywnosé
w stosunku do wybranych struktur dwuniciowych, selektywnos¢ ta zalezy od sekwen-
cji zasad azotowych w strukturze dupleksu, jak rowniez od budowy tancucha bocz-
nego liganda [57, 58]. Natomiast akrydynowe pochodne o zwigkszonej liczbie skon-
densowanych pierscieni aromatycznych (Rys. 4(a)) silniej oddziatuja z G-kwarte-
tami czteroniciowego DNA. W konsekwencji, zwiazki pigciopier§cieniowe wyka-
zuja czesto wigksze powinowactwo do tetrapleksowych struktur niz do dsDNA, prefe-
rencyjnie wigzac si¢ z oligonukleotydami o sekwencji telomerowego DNA [59-61].
Natomiast akrydynowa pochodna makrocykliczna zawierajaca dziesigé pierscieni
(pigciopierscieniowy dimer), chociaz oddzialuje z wewnatrzczasteczkowym kwadru-
pleksem telomerowego DNA, to silniejsze powinowactwo wykazuje w stosunku do
struktury tetra molekularnej G-kwadrupleksu [62, 63].

Silne wigzanie z czteroniciowymi strukturami wykazuje takze N-metylomezo-
porfirynowa pochodna (Rys. 4(b)). Zwiazek ten zostat przebadany wzglgdem czter-
dziestu szesciu probek kwasdéw nukleinowych, wsroéd ktorych najsilniej wiaze
G-kwadrupleksy, wykazujac wyrazng selektywno$é¢ do tych struktur [21]. Ekspery-
menty dializy z wykorzystaniem pochodnych karbazolowych (Rys. 4(c)) réwniez
wskazuja na powinowactwo tych zwiazkow do wyzszych struktur przestrzennych
DNA [64, 65].

Wsrod ligandow preferowanych przez kwasy nukleinowe o wyzszych formach
strukturalnych sa tez pochodne chinoliny. Eksperymenty dializy dla dikarboksyamidu
2,6-N,N’-dimetylochinolinio-3-yl-pirydyny (Rys. 4(d)) wykazaly, ze zwiazek ten
silnie wigze si¢ z tetrapleksami [19]. Powinowactwo do struktur czteroniciowych
wykazuje rdwniez inny zwigzek chinoliny, pochodna benzoindolochinolinowa [66],
natomiast pochodna 2-(2-naftylo)chinolinowa najsilniej oddzialuje z trypleksem
bogatym w adening i tyming, (poli[dA])*(poli[dT]),, wykazujac selektywnos¢ do tej
struktury [67].

Interesujace wyniki z pomiardéw dializacyjnych otrzymano dla organicznego
kationu, ktory w swojej budowie posiada szes¢ skondensowanych pierscieni aroma-
tycznych (Rys. 4(e)). Mimo rozbudowanej struktury, ligand ten wykazuje najwigk-
sze powinowactwo do dwuniciowej helisy, a jego preferencyjng interkalacje do
dupleksow potwierdzity takze inne metody pomiarowe [68]. Jest to dowdd na to, ze
potencjalnie zwigkszona powierzchnia oddziatywan, uzyskana w wyniku zwigksze-
nia liczby pierscieni, jest tylko jednym z wielu czynnikéw wptywajacych na oddzia-
tywania pomigdzy ligandem a czteroniciowym DNA.
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Interesujaca grupg ligandow, potencjalnie aktywnych w inhibicji telomerazy,
sa pochodne zawierajace w swojej budowie grupy policykliczne i wigzanie podwojne
ulegajace fotoizomeryzacji. Wstepne badania z zastosowaniem dializy réwnowago-
wej wykazaly, ze pochodna trans-naftalenowa (Rys. 4(f)) oddzialuje z kwasami nukle-
inowymi selektywniej niz pochodna trans-fenantrenowa (Rys. 4(g)) [69]. Oddziaty-
wania pomiedzy przebadanymi G-kwadrupleksami a w/w pochodnymi sa na tyle
silne, ze obydwa zwiazki mozna zakwalifikowaé do grupy potencjalnych chemiote-
rapeutykéw. Parametrem mogacym wplywaé na powinowactwo wigzania do DNA
jest fotoizomeryzacja liganda. Czynnik ten mozna wykorzysta¢ do manipulowania
selektywnoscia wigzania do DNA.

Z przedstawionych przyktadow wynika, ze dializa jest metoda uniwersalna, za
pomoca ktdérej mozna badac¢ oddziatywania pomigdzy ligandami bedacymi roznymi
pochodnymi a kwasami nukleinowymi o wszystkich formach strukturalnych.

PODSUMOWANIE

Metoda dializy rownowagowej stwarza mozliwo$¢ badania oddziatywan liganda
z kilkudziesigcioma biopolimerami jednoczesnie, co sprawia, ze czas badania duzej
liczby komplekséw DNA/ligand zredukowany jest do minimum. Poza tym, jeden
eksperyment dostarcza informacji na temat relatywne;j sity wigzania ligand—biopo-
limer dla kazdego utworzonego kompleksu, a nawet pozwala oszacowac statg trwa-
tosci kompleksu. W eksperymencie bada sie zatem selektywnos¢ oddziatywan
ligand—biopolimer. Zaleta metody jest tez fakt, ze eksperyment dializacyjny nie jest
skomplikowany i opiera si¢ gtéwnie na umiejetnosci obstugiwania zestawu do dia-
lizy a do analizy prébek po dializie (wyznaczanie st¢zenia liganda) mozna uzy¢
ogoblnie dostepnych metod spektroskopowych. Dializa rownowagowa jest metoda
wszechstronna. Moze by¢ stosowana do badania duzego wachlarza prébek kwasow
nukleinowych wzgledem réznorodnych ligandow.

W przysztosci, eksperymentalna cze$¢ dializy ewoluowaé bedzie z pewnoscia
w strong zwigkszenia powierzchni membrany dializacyjnej, co w konsekwencji skroci
czas zachodzenia dyfuzji. Poza tym, najprawdopodobniej postgpowac bedzie auto-
matyzacja, co pozwoli na dalsze zwigkszenie liczby badanych prébek DNA i umoz-
liwi ilosciowgq interpretacj¢ wynikéw dializy.

Glownie dzigki swojej szybkosci i tatwosci eksperymentalnej dializa jest bar-
dzo przydatnym narzedziem w szukaniu potencjalnych lekéw antynowotworowych,
tak bardzo pozadanych w dzisiejszych czasach.



120 . CZERWINSKA, A. GLUSZYNSKA, B. JUSKOWIAK

PODZIEKOWANIA

Praca finansowana czg$ciowo w ramach Grantu MNiSzW nr N204 004 32/
0254.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] V.A. Gault and N.H. McClenaghan Eds, Understanding Bioanalytical Chemistry, Wiley, 2009.

[2] Y. Gu, G. Wang, J. Sun, Y. Jia, M. Xu, W. Wang, Biol. Pharm. Bull., 2006, 29, 951.

[3] N.J. Waters, R. Jones, G. Williams, B. Sohal, J. Pharm. Sci., 2008, 97, 4586.

[4] D. Sheehan, Physical Biochemistry: Principles and Applications, Wiley, 2000.

[5] B.Juskowiak, E. Gat¢zowska, S. Takenaka, Spectrochim. Acta Part A, 2003, 59, 1083.

[6] B.Juskowiak, E. Galgzowska, N. Koczorowska, T.W. Hermann, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004,
14, 3627.

[7] L. Madry, E. Galezowska, A. Gluszynska, T.W. Hermann, M. Zabel, B. Juskowiak, Polish J. Chem.,
2006, 80, 921.

[8] A. Tarushi, G. Psomas, C. P. Raptopoulou, D.P. Kessissoglou, J. Inorg. Biochem., 2009, 103, 898.

[9] B.Juskowiak, M. Chudak, S. Takenaka, Int. J. Mass. Spectrom., 2003, 229, 225.

[10] B. Chu, G. Yuan, J. Zhou, Y. Ou, P. Zhu, Drug. Dev. Res., 2008, 69, 235.

[11] M. Gay, A.M. Montana, V. Moreno, M.-J. Prieto, R. Llorens, L. Ferrer, J. Inorg. Biochem., 2005,
99, 2387.

[12] K. Triantafillidi, K. Karidi, J. Malina, A. Garoufis, Dalton Trans., 2009, 32, 6403.

[13] M. del Toro, R. Gargallo, R. Eritja, J. Jaumot, Anal. Biochem., 2008, 379, 8.

[14] M.J. Waring, J.B. Chaires, DNA Binders and Related Subjects, Springer-Verlag New York, LLC
Publisher, 2005.

[15] W. Muller, D.M. Crothers, M.J. Waring, Eur. J. Biochem., 1973, 39, 223.

[16] M. McClellan Becker, P.B. Dervan, J. Am. Chem. Soc., 1979, 101, 3664.

[17] J. Ren, J.B. Chaires, Biochemistry, 1999, 38, 16067.

[18] F. Rosu, E. De Pauw, L. Guittat, P. Alberti, L. Lacroix, P. Mailliet, J.-F. Riou, J.-L. Mergny,
Biochemistry, 2003, 42, 10361.

[19] C. Granotier, G. Pennarun, L. Riou, F. Hoffschir, L.R. Gauthier, A. De Cian, D. Gomez,
E. Mandine, J.-F. Riou, J.-L. Mergny, P. Mailliet, B. Dutrillaux, F.D. Boussin, Nucleic Acids Res.,
2005, 33, 4182.

[20] P.A. Ragazzon, N.C. Garbett, J.B. Chaires, Methods, 2007, 42, 173.

[21] P. Ragazzon, J.B. Chaires, Methods, 2007, 43, 313.

[22] Product Catalog [online] Thermo Fisher Scientific — Pierce Protein Research Products 2009
[dostep 22-12-2009]. Dostepny w internecie
http://www.piercenet.com/products/browse.cfm?fldID=8C6CA217-75C3-4019-AE9C-D48FF4CO0EC6.

[23] J. Markovits, B. Gaugain, J. Barbet, B.P. Rogues, J.B. Le Pecq, Biochemistry, 1981, 20, 3042.

[24] K.C.Bible, R.H. Bible, Jr., T.J. Kottke, P.A. Svingen, K. Xu, Y.-P. Pang, E. Hajdu, S.H. Kaufmann,
Cancer Res., 2000, 60, 2419.

[25] M.-J. Fernandez, B. Wilson, M. Palacios, M.-M. Rodrigo, K.B. Grant, A. Lorente, Bioconjugate
Chem., 2007, 18, 121.

[26] J. Hooda, D. Bednarski, L. Irish, S.M. Firestine, Bioorg. Med. Chem., 2006, 1, 1902.

[27] X. Shi, J.B. Chaires, Nucleic Acids Res., 2006, 34, 1.



DIALIZAROWNOWAGOWA 121

[28] H. Xu, Y. Liang, P. Zhang, F. Du, B.-R. Zhou, J. Wu, J.-H. Liu, Z.-G. Liu, L.-N. Ji, J. Biol. Inorg.
Chem., 2005, 10, 529.

[29] C.-W. Jiang, Inorg. Chim. Acta, 2005, 358, 1231.

[30] C.B. Spillane, J.A. Smith, J.L.. Morgan, F.R. Keene, J. Biol. Inorg. Chem., 2007, 12, 819.

[31] G.M. Blackburn, M.J. Gait, D. Loakes and D.M. Williams Eds, Nucleic Acids in Chemistry and
Biology, RSC Publishing, Cambrige 2006.

[32] M. Faria, C. Giovannangeli, J. Gene Med., 2001, 3, 299.

[33] P. Simon, F. Cannata, J.-P. Concordet, C. Giovannangeli, Biochimie, 2008, 90, 1109.

[34] J. Seenisamy, S. Bashyam, V. Gokhale, H. Vankayalapati, D. Sun, A. Siddiqui-Jain, N. Streiner,
K. Shin-ya, E. White, W.D. Wilson, L.H. Hurley, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 2944.

[35] S. Burge, G.N. Parkinson, P. Hazel, A.K. Todd, S, Neidle, Nucleic Acids Res., 2006, 34, 5402.

[36] T.-M. Ou, Y.-J. Lu, J.-H. Tan, Z.-S. Huang, K.-Y. Wong, L.-Q. Gu, ChemMedChem, 2008, 3, 690.

[37] S.M. Nelson, L.R. Ferguson, W.A. Denny, Cell & Chromosome, 2004, 3, 1.

[38] S.Rankin, A.P. Reszka, J. Huppert, M. Zloh, G.N. Parkinson, A.K. Todd, S. Ladame, S. Balasubra-
manian, S. Neidle, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 10584.

[39] D. Sun, K. Guo, J.J. Rusche, L.H. Hurley, Nucleic Acids Res., 2005, 33, 6070.

[40] J. Dai, T.S. Dexheimer, D. Chen, M. Carver, A. Ambrus, R.A. Jones, D. Yang, J. Am. Chem. Soc.,
2006, 128, 1096.

[41] D. Yang, L.H. Hurley, Nucleos. Nucleot. Nucleic Acids, 2006, 25, 951.

[42] J. Eddy, N. Maizels, Nucleic Acids Res., 2006, 34, 3887.

[43] Y. Qin, L.H. Hurley, Biochimie, 2008, 90, 1149.

[44] A.T. Phan, K.N. Luu, D.J. Patel, Nucleic Acids Res., 2006, 34, 5715.

[45] K.N. Luu, A.T. Phan, V. Kuryavyi, L. Lacroix, D.J. Patel, J. Am. Chem. Soc., 2006, 128, 9963.

[46] S. Haider, G.N. Parkinson, S. Neidle, Biophys. Journal, 2008, 95, 296.

[47] J. Dai, M. Carver, D. Yang, Biochimie, 2008, 90, 1172.

[48] FE. Lavelle, J.-F. Riou, A. Laoui, P. Mailliet, Crit. Rev. Oncol. Hem., 2000, 34, 111.

[49] A.M. Zahler, J.R. Williamson, T.R. Cech, D.M. Prescott, Nature 1991, 350, 718.

[50] M.A. Read, S. Neidle, Biochemistry, 2000, 39, 13422.

[51] Y.Ma, T.-M. Ou, J.-Q. Hou, Y.-J. Lu, J.-H. Tan, L.-Q. Gu, Z.-S. Huang, Bioorg. Med. Chem., 2008,
16, 7582.

[52] V.P. Zambre, P.R. Murumkar, R. Giridhar, M.R. Yadav, J. Chem. Inf. Model. 2009, 49, 1298.

[53] S.M. Haider, S. Neidle, Biochem. Soc. Trans., 2009, 37, 583.

[54] S. Neidle, G. Parkinson, Drug Discov., 2002, 1, 383

[55] A.D. Moorhouse, S. Haider, M. Gunaratnam, D. Munnur, S. Neidle, J.E. Moses, Mol. BioSyst.,
2008, 4, 629.

[56] M. Franceschin, Eur. J. Org. Chem., 2009, 2225.

[57] B.G. Siim, K.O. Hicks, S.M. Pullen, P.L. van Zijl, W.A. Denny, W.R. Wilson, Biochem. Pharm.,
2000, 60, 969.

[58] M.J. Fernandez, B. Wilson, M. Palacios, M.-M. Rodrigo, K.B. Grant, A. Lorente, Bioconjugate
Chem., 2007, 18, 121.

[59] R.A. Heald, C. Modi, J.C. Cookson, I. Hutchinson, C.A. Laughton, S.M. Gowan, L.R. Kelland,
M.F.G. Stevens, J. Med. Chem., 2002, 45, 590.

[60] H. Baruah, U. Bierbach, Nucleic Acids Res., 2003, 31, 4138.

[61] M.-K. Cheng, C. Modi, J.C. Cookson, I. Hutchinson, R.A. Heald, A.J. McCarroll, S. Missailidis,
F. Tanious, W.D. Wilson, J.-L. Mergny, C.A. Laughton, M.F.G. Stevens, J. Med. Chem., 2008, 51,
963.

[62] M.-P. Teulade-Fichou, C. Hounsou, L. Guittat, J.-L.. Mergny, P. Alberti, C. Carrasco, C. Bailly,
J.-M. Lehn, W.D. Wilson, Nucleos., Nucleot. Nucleic Acids, 2003, 22, 1483.



122 . CZERWINSKA, A. GLUSZYNSKA, B. JUSKOWIAK

[63] M.-P. Teulade-Fichou, C. Carrasco, L. Guittat, C. Bailly, P. Alberti, J.-L. Mergny, A. David,
J.-M. Lehn, W.D. Wilson, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 4732.

[64] J. Ren, C. Bailly, J.B. Chaires, FEBS Letters, 2000, 470, 355.

[65] C. Carrasco, F. Rosu, V. Gabelica, C. Houssier, E. De Pauw, C. Garbay-Jaureguiberry, B. Roques,
W.D. Wilson, J.B. Chaires, M.J. Waring, C. Bailly, ChemBioChem, 2002, 3, 1235.

[66] P.Alberti, P. Schmitt, C.-H. Nguyen, C. Rivalle, M. Hoarau, D.S. Grierson, J.-L. Mergny, Bioorg.
Med. Chem. Lett., 2002, 12, 1071.

[67] J.B. Chaires, J. Ren, M. Henary, O. Zegrocka, G.R. Bishop, L. Strekowski, J. Am. Chem. Soc.,
2003, 125, 7272.

[68] J.Reynisson, G.B. Schuster, S.B. Howerton, L.D. Williams, R.N. Barnett, C.L. Cleveland, U. Land-
man, N. Harrit, J.B. Chaires, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 2072.

[69] 1. Czerwinska, B. Juskowiak, Polish J. Chem., 2009, 83, 1227.

Praca wplyngta do Redakeji 22 grudnia 2009



WIADOMOSCI 2010, 64, 1-2
chemiczne PLISSN 0043-5104

MODELOWANIE MATEMATYCZNE
I BADANIA FIZYKOCHEMICZNE
ROWNOWAG KWASOWO-ZASADOWYCH
W UKLADACH BINARNYCH
ROZPUSZCZALNIKOW

MATHEMATICAL MODELLING
AND PHYSICOCHEMICAL STUDIES
ON ACID-BASE EQUILIBRIA IN BINARY-SOLVENT
SYSTEMS

Tadeusz Michalowski'*, Bogustaw Pilarski?,
Agnieszka Dobkowska?, Janusz Mlodzianowski?

! Wydzial Inzynierii i Technologii Chemicznej, Politechnika Krakowska,
ul. Warszawska 24, 31-155 Krakow,
2PPHU. Cerko s.c.
ul. Afrodyty 9, 80-299 Gdansk
*e-mail: michalot@o2.pl

Abstract

Wstep

1. Przeglad metod wyznaczania pK

2. Charakterystyka uktadéw

3. Funkcje x =x(V)

4. Formutowanie funkcji typu Hendersona-Hasselbalcha - przyktady
4.1.  Wyznaczanie pK, dla kwasow triprotonowych
4.2, Wyznaczanie pK, dla kwasow diprotonowych

5. Modelowanie funkcji pK; = pK(x)

6. Wyznaczanie przewodno$ci molowych

7. Wyniki dos§wiadczalne

Podsumowanie

Pismiennictwo cytowane




124 T. MICHALOWSKI, B. PILARSKI, A. DOBKOWSKA, J. MLODZIANOW S SKI

Dr hab. Tadeusz Michatowski — chemik, Wydziat Inzy-
nierii i Technologii Chemicznej Politechniki Krakowskiej

Dr farm. Bogustaw Pilarski — prezes Firmy ,,Cerko”,
Gdansk

Mgr inz. Agnieszka Dobkowska — technolog w Firmie
,,Cerko”

Dr inz. Janusz Mlodzianowski — fizyk, Wydzial Mate-
matyki i Fizyki Uniwersytetu Gdanskiego, pracownik Fir-
my ,,Cerko”




MODELOWANIE MATEMATYCZNE I BADANIA FIZYKOCHEMICZNE 125

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: H L +Z/A +B (or H L +Z/W + B) formed of a weak acid H_L and a pH-modifying
agent Z (e.g. NaOH, NH, or HCI), and totally miscible organic solvents A and B (or W = H,0
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: H L
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 H L (m =1, 2, ...) were formulated, namely: (1) pK, = pK.(x) for acidity parame-
ters; (2) A, = Ap(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 pK, = pK,(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 pK,(1) and A 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 pK| = pK (x) relationships were formulated for results of
mutual pH titrations: H L/B —H_L/W or H L/B —H_L/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
Michatowski 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 pK, = pK(x), particularly when referred to the limiting x-values
in the interval <0, 1 >. A software that enables to formulate the relationships pK, = pK.(x)
according to different approximating functions after introducing the experimental data
{(V, pH) [j =1, ..., N} obtained from PT, was also prepared, together with statistical evalu-
ation of pK,(0) and pK,(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 pK (0) and pK (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)
H L/B <> H L/W, (2) H L/B <> H L/A and (3) H_L/A <> H _L/W. The convergence of the
related plots at x =0 and x = 1, where x = x;; in (1) and (2) and x =X, 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

Stowa kluczowe: uktady binarne rozpuszczalnikow, miareczkowanie pH-metryczne, miarecz-
kowanie konduktometryczne, parametry kwasowosci, przewodnos¢ molowa, dopasowywanie

krzywych
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WSTEP

Znajomo$¢ parametrow fizykochemicznych, dotyczacych dysocjacji, wspotczyn-
nika aktywnosci jonow wodorowych i przewodnictwa sktadnikow w roztworach elek-
trolitow, w ktorych przebiegaja reakcje kwasowo-zasadowe, jest wazna tak z poznaw-
czego, jak i z analitycznego punktu widzenia [1].

Dysocjacje kwaséw H L (m =1, 2, ...) w roztworach okreslajg ich wartosci
pK, = —logK.. Obecnos¢ protonodonorowych grup funkcyjnych decyduje o aktyw-
nosci biologicznej i farmakologicznej badanych molekut. I tak, przezbtonowy trans-
port lekow zalezy od wartosci pK, badanego leku oraz pH srodowiska [2, 3]. Tak
wiec wartosci pK. maja kluczowe znaczenie w zrozumieniu aktywnosci biologicz-
nej. Znajomos¢ wartosci pK, pomaga w wyjasnianiu reaktywnosci i szybkosci reak-
cji chemicznych, aktywnosci enzymdw, rownowag tautomerycznych, a takze w opi-
sie metod rozdzielania [4, 5]. Wartosci pK, decyduja o absorpcji, podziale migdzy-
fazowym, metabolizmie i wydalaniu lekéw [6]. Zalezno$¢ funkcyjna migdzy pK.
i struktura czasteczek jest uzyteczna w racjonalnym badaniu lekéw oraz w ocenie
biologicznych i farmaceutycznych wlasciwosci molekut. W chemii srodowiskowe;j
i geologii, wartosci pK, decyduja o rozpuszczalnosci/lipofilnosci zwiazkéw, a zatem
o ich dystrybucji w srodowisku naturalnym.

Od dysocjacji kwasow oraz pH roztworéw w ukladach binarnych rozpuszczal-
nikéw zalezy stopien rozdzielenia analitow technikami chromatografii cieczowe;j
w odwréconym uktadzie faz [7-10], chromatografii jonowej [11, 12], czy strefowe;j
elektroforezy kapilarnej [13, 14]. Wartosci pH i pK, kwaséw wplywaja takze na
ksztatt widm UV-VIS i 'H NMR tych kwasow. Odpowiednie efekty sg usrednio-
nymi warto$ciami takich wielkos$ci jak absorbancja (A) [15—18], przesunigcie che-
miczne (0) [19, 20], czas retencji (t,) lub zredukowany czas retencji (t;) [21-24],
jak réwniez efektywna ruchliwos¢ (x) [25, 26], wyrazone wzorem

a4y 1008 K -i.pH
i=1

q log K,H —i-pH (1
1+ 1,10

i:

X=A 0t Uy piqtm orazK | = [H][H,_L™]/[H L™"]

Dane literaturowe dotyczace pK, kwasow odnosza si¢ gtéwnie do roztworéw
wodnych, rzadziej roztworéw w rozpuszczalnikach organicznych Iub wodno-orga-
nicznych. Z kolei wiedza dotyczaca zmian pK, wynikajacych ze zmiany sktadu
w uktadach binarnych rozpuszczalnikdw, jest niewielka, a przy tym czesto niepew-
na/btedna. Dlatego waznym zagadnieniem jest opracowanie relatywnie prostej
i dostgpnej w kazdym laboratorium metodologii badania i matematycznego mode-
lowania uktadéw elektrolitycznych z rozpuszczalnikami binarnymi.

W niniejszym opracowaniu sformutowano zalezno$ci parametrow kwasowosci
pK, = pK(x) dla kolejnych stopni dysocjacji stabego kwasu H L (1°) od utamka
molowego x sktadnika B w mieszaninie rozpuszczalnikdw A + B lub W + B, lub (2°)
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od utamka molowego A w mieszaninie W + A, gdzie: W =H,O, A, B —rozpuszczal-
niki organiczne. Zalezno$ci te otrzymano z wynikdw miareczkowania pH-metrycz-
nego w ukladzie D + T utworzonym z titranda (roztworu miareczkowanego, D)
i titranta (roztworu miareczkujacego T) (Tab. 1). Poczatkowe wartosci pH roztwo-
row H L w D i T ustalano dodatkiem zasady (NaOH, KOH, NH,) lub kwasu (HCI)
jako modyfikatora pH. Sktad i stezenia H_L oraz modyfikatora w D i T sa jedna-
kowe, a zmiany pH w trakcie miareczkowania wynikajq tylko z r6znicy wtasciwosci
kwasowo-zasadowych rozpuszczalnikéw uzytych do sporzadzania D i T. Zaleznosci
pK, = pK,(x) modelowano przy uzyciu réznych funkcji, co pozwolito obliczy¢ war-
tosci pK(0) i pK (1) w roztworach H_L zawierajacych pojedynczy rozpuszczalnik:
W lub A i B. Rozszerzenie tej metody pozwolito na wprowadzenie wewnetrznego
kryterium walidacyjnego dla wartosci pK.(0) i pK (1), opartego na uzyciu par D + T
utworzonych z rozpuszczalnikéw W, A i B. Przedstawiono tez algorytmy, majace na
celu wyznaczanie zaleznosci A, = A(x) dla przewodnictw molowych jonéw utwo-
rzonych przez H_L w ukfadach binarnych rozpuszczalnikéw A + B lub W + B przy
uzyciu technik miareczkowania konduktometrycznego i pH-metrycznego.

Tabela 1. Sklad titranda (D) i titranta (T) tworzacych uktad D + T; stezenie H Lw D i T
wynosi C mol/l (uktady 1-5), stezenie modyfikatora pH (Z) w D i T wynosi C,; mol/l (uktady 4, 5)
Table 1. The composition of titrand (D) and titrant (T) forming the D+T system;
concentration of H L in D and T equals C mol/I (systems 1-5), concentration of pH-modifier (Z)
in D and T equals C,, mol/l (systems 4, 5)

T b T A
a HuL/W H.L/B 8b
] b H.L/B HuL/W 10b
a H.L/A H.L/B 8a
? b H.L/B HaL/A 10a
a HuL/W HuL/w +B 8¢
’ b H,L/w +B HoL/W 10¢
a H,L+Z/W H,L+Z/w+B 8c
* b HoL + Z/w+B HuL + Z/W 10¢
a H,L+ Z/w+A H.,L+Z/w+B 8
’ b HoL + Z/w+B HuL + Z/w + A 10

W przyjetych modelach zaktada sie, ze uktady D + T sag homogeniczne w calym
zakresie zmiennosci utamka molowego x sktadnika B w mieszaninie, co oznacza
nieograniczong rozpuszczalno$¢ wzajemna sktadnikow tworzacych dany uktad binar-
nych rozpuszczalnikéw i catkowita rozpuszczalno$é soli jako produktow reakcji.
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1. PRZEGLAD METOD WYZNACZANIA PK

Metoda miareczkowania pH-metrycznego jest najczestsza, referencyjna
[27-30] metoda wyznaczania pK, kwaséw w zakresie wartosci od 2 do 12. Dla kwa-
sow absorbujacych promieniowanie w zakresie UV-VIS, stosuje si¢ rowniez taczone
techniki miareczkowania pH-metrycznego i spektrofotometrycznego [31-33]. Dla
sktadnikow barwnych stosuje si¢ takze funkcje kwasowosci Hammetta [34, 35].

Podczas miareczkowania technikg pH 'H NMR bada sie zaleznos¢ przesunig-
cia chemicznego dod pH [36, 37]. Technika ta jest szczegdlnie przydatna do wyzna-
czania pK w zakresie 0-2 [38], gdzie metoda miareczkowania potencjometrycz-
nego nie znajduje zastosowania ze wzgledu na nieliniowo$¢ charakterystyki elek-
trody szklanej. Uzycie ww. metod jest na ogét limitowane stezeniem analizowanego
kwasu, bowiem dla zapewnienia wysokiej doktadnosci oznaczen jest pozadane, by
stezenie to bylo wieksze od 10~ mol/l, najlepiej rzedu 10 mol/l, czyli by masa
kwasu w pojedynczym miareczkowaniu stanowita w przyblizeniu od 10° do 107
masy jednego mola uzytego kwasu H_L, co przy obj¢tosci roztworu miareczkowa-
nego rzedu mililitréw i M, rzedu 10* g/mol daje mas¢ H_L rzedu miligramow,
a wiec duza w przypadkach, gdy dysponuje si¢ niewielkimi ilo§ciami sktadnikow
rozdzielonych technikami chromatograficznymi. Mozliwosci te oferuje w szczegdl-
nosci strefowa elektroforeza kapilarna [39, 42], gdzie stosuje si¢ objgtosci analizo-
wanej probki rzedu mikrolitréw lub mniejsze [39] oraz wykorzystuje zaleznos¢ ich
ruchliwosci elektroforetycznej od pH roztworu w kolumnie kapilarnej [43, 44], co
jest podstawa doswiadczalnego wyznaczania pK, ta metoda [4, 43—48].

Wzor (1) jest takze podstawa obliczen wartosci pK, wymienionymi wczesniej
metodami. Wartosci te musza by¢ zwalidowane przez pordwnanie z wartosciami
otrzymanymi metoda miareczkowania potencjometrycznego [27-29]. Metodq wolta-
metrii cyklicznej [49] wyznacza si¢ pK, dla kwaséw monoprotonowych i poliproto-
nowych, charakteryzujacych si¢ znaczng wartoscia ApK = pK, — pK; kwasy wielo-
protonowe tego typu okresla sie jako pseudo-monoprotonowe.

Do oszacowania pK kwasow stosuje sie takze kwantowo-chemiczne metody
obliczeniowe. Wigkszos$¢ tych metod opiera si¢ na addytywnosci parametrow zwiaza-
nych z entalpia swobodna (ang. Linear Free Energy Relationship, LFER) [50, 51],
okreslanej jako postulat Hammetta—Tafta [50, 52—54]. W szczegdlno$ci, model opra-
cowany w ramach programu komputerowego (ang. Scalable Procesor Architecture,
SPARC) [55] zawiera algorytmy obliczeniowe dla pK,, oparte na strukturze zwiaz-
kow, wynikajace z LFER oraz rachunku zaburzen dla orbitali molekularnych [56].
Wartosci pK, sa takze skorelowane z parametrami solwatochromowymi Kamleta—
Tafta [57].

Ro6zne metody analizy w rozpuszczalnikach organicznych B dajg wartosci pK,
niekiedy znacznie rozniace si¢ pomiedzy soba. Spektakularnym przyktadem jest tu
kwas benzoesowy w acetonitrylu, dla ktérego znajdujemy w literaturze wartosci
pK, réwne 21,51 [58, 59]1 6,5 [60].
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2. CHARAKTERYSTYKA UKEADOW

Wyniki pomiarowe wyznaczania zaleznosci pK, = pK (x) i A= Ap(x) przedsta-
wiane w niniejszej pracy uzyskuje si¢ metodami miareczkowania pH-metrycznego
i konduktometrycznego. W metodach tych, odpowiednie roztwory petnig wzajem-
nie rolg titranda (D) lub titranta (T) (Rys. 1) o sktadzie przedstawionym w Tabeli 1.

H,L + Z/w+B < H,L + Z/wt+A
C Cbi C Cbi
moll  molll mol/l mol/l
- D
D <« T
Titrant T (V)
!
v
Titrand D (Vo)

Rysunek 1. Schemat wzajemnych miareczkowani w uktadach D + T; C, . — stezenie modyfikatora pH w ukfa-
dzie dla i-tej pary roztworéw zastosowanych do wyznaczania zaleznosci pK, = pK(x) dla i-tego
parametru kwasowosci

Figure 1. Scheme of reciprocal titrations in the systems D + T, C,, — concentration of pH-modifier in i-th
D + T system applied for determination of pK, = pK,(x) for i-th acidity parameter

Uktady nr 1 i 2 (Tab. 1) dotycza roztworow kwasu H L w czystych rozpusz-
czalnikach: W i B (uktad nr 1) lub A i B (uktad nr 2). Przy tym zaktada sie, ze kwas
H_L uzyty przy sporzadzaniu D i T nie jest hydratem, np. kwas ftalowy H,L (m = 2).
Uktad nr 3 dotyczy m.in. przypadku kwasu cytrynowego H.L-H,O (m = 3); hydrat
ten wprowadza wodg jako sktadnik mniejszo$ciowy wzgledem B, co zaznaczamy tu
symbolem w + B; przy tym stezenie H L w D i T jest niewielkie, np. 0.01 mol/l.
W tych warunkach, ilos¢ H,O wprowadzona do ukfadu z H,L-H,O jest pordwny-
walna z zawarto$cia (ok. 0,05% w MeOH lub 0,1% w Me,SO) domieszek (m.in.
H,0) wchodzacych w sktad odpowiednich rozpuszczalnikéw A i B uzytych do ana-
lizy, ktore rowniez zaniedbujemy w rozwazaniach. W uktadzie nr 4, zawartos¢
W = H,O pochodzaca z roztworu Z (modyfikator pH) jest znacznie wigksza niz
w uktadzie nr 3. Uktad nr 5 stanowi najogoélniejsza (w tym kontekscie) postaé uktadu
quasi-binarnego, w ktorym W jest sktadnikiem mniejszosciowym, dla ktérego nie
przewiduje sie szerokich zmian wartosci utamka molowego; przyjmuje si¢ wigc, ze
Vi <<V, Vo, <<V oraz Vi, <<V .,V <<V,. Zalozenia te nie maja miejsca
w uktadach 11 3.

0B’



130 T. MICHALOWSKI, B. PILARSKI, A. DOBKOWSKA, J. MLODZIANOW SKI

W uktadach nr 4 i nr 5, sktad D i T jest zmodyfikowany obecnoscig zasady
(Z=NaOH, KOH, NH,) lub mocnego kwasu (Z = HCI). Obecno$¢ Z pozwala uzys-
ka¢ warunki, w ktorych jest mozliwe wyznaczenie okreslonych parametréw uktadu.
W szczeg6lnosci, uzycie Z = NH, zaleca si¢ zwlaszcza tam, gdzie sole sodowe odpo-
wiednich kwaséw wytracaja sie z roztworu A, B lub A + B, a sole amonowe odpo-
wiednich kwaséw sa rozpuszczalne w warunkach analizy. Przy tym, Z =NH, mozna
stosowac jako modyfikator pH w zakresie kwasnych i obojetnych roztworéw wod-
nych, gdzie [NH,]/[NH,] << 1. Mocny kwas dodaje si¢ jako modyfikator wowczas,
gdy (a) zamiast H_L stosuje si¢ sol typu M\H | L-@H,O lub/i (b) H_L tworzy formy
HL"™(i=0,1....,q; 9> m). Przy sporzadzaniu D i T, modyfikator Z wprowadza si¢
— z koniecznosci — w postaci roztworéw wodnych. Ogoélnie zaleca sie¢ zminimalizo-
wanie ilosci W = H,O w wyjsciowych roztworach zAi B w D i T. Dlatego, przy
sporzadzaniu roztwordw wyjsciowych, H L wprowadza si¢ do rozpuszczalnika orga-
nicznego jako ciato state, a nie jako roztwdr wodny, a modyfikator Z wprowadza si¢
W postaci roztworu wodnego o stezeniu wynoszacym okoto 1 mol/l.

Wyznaczone doswiadczalnie funkcje pK, = pK (x) sa m.in. podstawa obliczania
pK,(0) i pK,(1) dla parametrow kwasowosci pK (x) kwasow organicznych H_L
w czystych rozpuszczalnikach, tworzacych uktad binarnych rozpuszczalnikow [61, 62].
Warunkiem otrzymania tych zaleznosci w calym zakresie zmiennosci x jest catko-
wita wzajemna rozpuszczalnos¢ A, Bi W.

3. FUNKCIJE x = x(V)
Rozwazajac uktad nr 5 a (Tab. 1),
*« H L(CO)+Z(C,)/ W +A (ako D, objetos¢ V ml)
*« HL(C)+Z(C,)/W +B (jako T, objetos¢ V ml),

oraz stosujgc oznaczenia: Z — zasada (jako modyfikator pH), X = A, B, W, w (roz-
puszczalniki organiczne i woda), n, — liczba moli wyrazona w milimolach, p, —
gestos¢ wyrazona w g/ml, M, — masa molowa wyrazona w g/mol, ViV, — obje-
tosci substancji X zawarta w D i T wyrazona w mililitrach; mozemy sformutowaé
zaleznosci:

X:XB:n—B )
HB+HA+HW
-M

PR -Mp
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pw -Mp
AWB =" 4

PR -Mw
V0A+VOW:VO’VB+VW:V’VA+VW:\/’VOBJ’_VOW:VO, (5)
I‘AB = VA/VB = VOA/VOB’ I.WA = VW/VA = VOW/VOA' (6)

Zaleznosci (5) wyrazaja upraszczajace zatozenie addytywnosci objetosci odpo-
wiednich skladnikéw tworzacych D i T. Dla ww. miareczkowania (5a w Tab. 1)
otrzymujemy Kolejno:

Dy Yoa o Yow HVw 7)
X VB VB
(1+I’WA)'V
x= (8)
(I+rwa)-(I+xwB - twp) - V+(+1wB) - (XAB +XwB ‘Twa ) Vo
Dla odwrotnego miareczkowania (patrz nr 5 b, Tab. 1) w ukladzie
« HL(C)+Z(C,)/W +B jako D (objetos¢ V, ml)
« HL(C)+Z(C,)/W+AjakoT (objetos¢ V ml)
mamy kolejno:
1 \Y Vow + V-
_:1+XAB'_A+XWB'M 9)
X Vo Vo
= (+1wa)-Vo 0
(1+1wa)- (14w twp)- Vo + (1 +1wp)-(tas + tws Twa) V(10

DlaV , =V, =0otrzymujemy: V , =V iV, =Vw(7)orazV =V iV, =V
w (9); stad r,, =1, = 0. Wzory (8) i (10) upraszczaja si¢ wowczas do postaci

=¥ (8a)
V+yxas-Vo
Vo (10a)

X=—"
Vo+xaB-V

odnoszacej sie do uktadu 2 w Tablicy 1.
Po podstawieniach: V, =0,V =V V=0,V =V we wzorze (5) otrzymu-
jemy:

\Y%

X=———
V+rws Vo

(8b)
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dlaV,,=0,V,, =V, V,=0,V, =V,

Vo

X=—"——
Vo +xws -V

(10b)

(Tab. I, ukfad 1). Dla V , =0, V=V, V. + Vo =V, mamy: V, = V/(1 +r,),
Vi = T V/(1 +1,.); stad

\Y%
X =
(I+xws tws) V+xws (I+1wg) Vo

(80

Podobnie, po podstawieniu w réwnaniu (5): V ,+V =V V, =0,V =V mamy:
Vs = V(1 + 150, Vi, =1, V(1 +1,,), a stad

Vo
X =
(I+xws twB) Vo +xwn (1 +1wp)-V

(10¢)

(Tab. 1, uktad nr 3).

Wzory dla x w uktadzie nr 4 (Tab. 1) sa identyczne jak dla ukladu nr 3, z tym, ze
wodny roztwor Z w ukladzie nr 4 jest dodatkowym zrodtem W.

Warto zauwazy¢, ze wzory dla miareczkowan odwrotnych w obrebie danego
ukfadu (Tab. 1) otrzymuje si¢ przez zastagpienie V przez Vi vice versa. Przy tym
zaleznosci x = x(V), sformutowane dla zasady jako modyfikatora pH, zachowuja
swoj ksztalt w przypadku, gdy modyfikatorem pH jest mocny kwas nieutleniajacy,
typu HCIL.

Nalezy podkresli¢ (Tab. 1), ze stgzenia solwatow: H L orazZ w D i T sa jedna-
kowe i réwne odpowiednio C i C, (gdy Z jest zasada). Poniewaz przy mieszaniu
DT, jak i przy mieszaniu sktadnikéw tworzacych D i T, mamy z reguty do czynie-
nia z kontrakcja objetosci, oznacza to, ze stezenia C i C,, odpowiednich skfadnikow
rosng w wyniku zmieszania ich roztworéw w roéznych rozpuszczalnikach. Efekty
kontrakcji przy wyprowadzeniu powyzszych zaleznosci x = x(V) mozna jednak
zaniedbac na gruncie ograniczonej doktadnosci pomiaréw pH. Z prostych obliczen
[61] wynika bowiem, ze niepewnos$¢ ApH = 0,02 w okresleniu pH wiaze si¢ z nie-
pewnoscig stezenia jondw H rdowna ok. 5%. Efekty kontrakcji roztworu i wynika-
jacy stad wzrost stezen ww. solwatoéw w mieszaninie sa podobnej wielkosci, dlatego
tez zalozenia upraszczajace: C = C(x) = const i C,, = C_(x) = const sg uzasadnione.

Wyznaczenie zaleznosci pK, = pK (x) wymaga odpowiedniej konwersji zmien-
nych, w wyniku ktorej punkty doswiadczalne {(v, ij)[j =1, ..., N}, otrzymane
z miareczkowan pH-metrycznych, sg przeksztatcone w punkty {(xj, pKlj)[j =1,...,,N},
gdzie pK; = pK,(pH), (Rys. 2). W dalszym ciagu, punkty {(xj, ijj)[j =1,...,N}sa
modelowane za pomocg odpowiednich zaleznosci funkcyjnych pK. = pK (x). Prze-
ksztatcenie V do x za pomocg zaleznosci funkcyjnych x = x(V), okre$lonych

dla uktadéw podanych w Tabeli 1, wymaga m.in. obliczenia wartosci r, i1y,
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(por. wzory 6). W tym celu nalezy uwzglednié: (a) wode wprowadzong w roztworze
Z, uzytym jako modyfikator pH w D i T; (b) wod¢ zwigzang np. w Na H | L-wH,O
(= 0); (c) wodg utworzong/zuzyta w reakcjach neutralizacji/hydrolizy.

x=x(V)
{(V;, pH) |j=1,....N} ——> {(x;, pKy) [j=1,....N}
pK; = pKi(pH)

Rysunek 2. Konwersja (V, pH) — (x, pK)
Figure 2. Conversion (V, pH) = (x, pK))

W celu przetransformowania wartosci pH do wartosci pK. = —logK,, stosuje si¢
zalezno$ci wyrazone funkcjami Hendersona—Hasselbalcha (H—H) [63]. Na tej pod-
stawie oblicza si¢ pK(0) i pK (1), odniesione do roztworé6w H_L w czystych roz-
puszczalnikach Ai B lub Wi B.

4. FORMULOWANIE FUNKCJI TYPU HENDERSONA-HASSELBALCHA
— PRZYKLADY

4.1. WYZNACZANIE pK, DLA KWASOW TRIPROTONOWYCH

Jako przyktad sformutujemy funkcje H-H dla kwasu cytrynowego H.L (q=n = 3)
i okreslimy granice pH ich stosowalnosci na podstawie danych literaturowych,
pK,, = pK(0) okreslonych dla tego kwasu w roztworze wodnym (W) oraz informa-
cji wyszczegdlnionych na Rysunku 3.

Sktadniki dominujace:

. 2 3-
Predominating species: HsL HL HL L

pK]W:?).lS psz:4.77 pK3w:6.40 pH

v

Rysunek 3. Charakterystyka kwasowo-zasadowych wlasciwosci kwasu cytrynowego (H,L) w roztworze wod-
nym
Figure 3. Characteristics of acid-base properties of citric acid in aqueous solution

Dla roztworu zawierajacego H,L (C mol/l) i Z (C,. mol/l) mamy bilanse: fadun-
kowy i stezeniowe;

[H]+ [M]=[H,L]+2[HL*]+ 3[L*] + [OH] (11)

[H,L] + [HL]+ [HL=] + [L¥]=C (12)
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[M]=C, (13)
oraz zaleznosci;

K, =[H]HL)/[HL], K, = [H]HL*}/[H,L], K, = [H][L> J/[HL*>] (14)

Stosujac uproszczone wyrazenia otrzymane z (11) i (12), na podstawie zalez-
nosci (14) otrzymujemy wyrazenia dla pK. (i= 1, 2, 3). I tak, w zakresie pH bliskim
pK, i dostatecznie odleglym od pK, otrzymujemy

C-Cpy—107PH
Cpy +107PH

pK; =pH+log (15)

Dla wartosci pH zblizonych do pK, i dostatecznie odlegtych od pK i pK, mamy

2C—Cpy
K, =pH+log——=
PK; = pH+log T2 (16)

a dla pH bliskich pK, w $rodowisku kwasnym o pH dostatecznie odlegtym od pK,
otrzymujemy

3C-Cps
K; =pH+log——>=
pPK3=p gcb3—2c (17)
4.2. WYZNACZANIE pK, DLA KWASOW DIPROTONOWYCH
Mozna wyréznié 3 typy kwasoéw diprotonowych, a mianowicie:
* kwasy H,L 1-go typu, ze skfadnikami H,L, HL", L*>* (@ = m = 2);

* kwasy HL 2-go typu, ze skfadnikami H,L", HL, L" (@ =2, m = 1);
+ kwasy H,L 3-go typu, ze skladnikami HL", L* (=1, m =2).

Kwas diprotonowy 1-go typu
Na przyktad, bilanse: tadunkowy i stezeniowe dla roztworu zawierajacego kwas
malonowy H,L (o stezeniu C mol/l oraz warto$ciach: pK, = pK,, = 2,83 i pK, =
pK,, = 35,69) (Rys. 4) i Z (C,, mol/l) maja postac:
[M"]+ [H]=[HL]+2[L*] + [OH]
[H,L]+[HL]+[L*]=C

[M]=C, (i=1,2)
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Sktadniki dominujace:

- 2-
Predominating species: KL HL L

| | >
I I >

pKw=2.83 pKow=5.69 pH

Rysunek 4. Charakterystyka kwasowo-zasadowych wlasciwosci kwasu malonowego (H,L) w roztworze
wodnym
Figure 4. Characteristics of acid-base properties of malonic acid (H,L) in aqueous solution

Wyrazenia dla K| i K, sa nastgpujace:

:m—Hm oraz K2 =

L 18
[H,L] [HL] (15)

Z przyblizonych rownan, sformutowanych dla pH z otoczenia pK,, otrzymu-
jemy

C—Cpy —107PH
pKlsz+logb1—H (19)
Cbl +107P
natomiast dla pH z otoczenia pK, otrzymujemy
2C-C
K, =pH +log ———02 (20)
pky=p g Cop —C

Kwas diprotonowy 2-go typu

W tym przypadku stosujemy: (1°) mocny kwas (HCI) do osiagniecia pH blis-
kiego pK, oraz (2°) zasad¢ (NaOH, NH,) do osiagnigcia pH bliskiego pK,. Niech
HL = kwas pirydyno-3-karboksylowy (PY-3CA, pK, = 2,03, pK, = 4,90), cyt.
w [61] (Rys. 5). Bilanse: tadunkowy i stgzeniowe dla roztworu zawierajacego HL
(C mol/l) i HCI (C, = mol/I) maja tu postac:

[HL]+[H]=[L]+[CI]+[OH]
[HL]+[HL]+[L]=C
[CI]=C,
a wyrazenia dla K, i K,

[H+HHL]i K _[HL]

K, =
L] 0 [HL]

ey
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Sktadniki dominujace:

+ -
Predominating species: HL HL L

pKIW:2~O3 pKZW:4~90 pH

v

Rysunek 5. Charakterystyka kwasowo-zasadowych wiasciwosci PY-3CA (HL) w roztworze wodnym
Figure 5.  Characteristics of acid-base properties of PY-3CA (HL) in aqueous solution

Dla pH z otoczenia pK, otrzymujemy

_10~PH
pK; =pH +log C, —10

c-C,+107PH 22

Bilanse: tadunkowy (dla [H"] >> [OH™]) i stezeniowe dla roztworu zawieraja-
cego HL (C mol/l) i NaOH (C,_ mol/l) sg nastepujace:

[H,L]+ [Na'] + [H] = [L7]
[H,L]+ [HL]+ [LT]=C
[Na'] =C,

Dla pH bliskiego pK, mamy

pK, =pH +log G (23)
Co

C, (wzér 22) i C, (wz6r 23) sa stezeniami HCl i NaOH w D i T potrzebnymi do

osiagnigcia pH bliskiego pK, i pK,, odpowiednio.
Kwas diprotonowy 3-go typu
Jestto kwas H,L typu H,SO,, w ktérym [H,L] =0, [HL"] >0, [L*]> 0. Bilanse:
tadunkowy i stgzeniowe dla roztworu zawierajacego H,L (C mol/l) i NaOH (C, mol/l)
s nastgpujace:

[Na*] + [H] = [HL"] + 2[L*] (w $rodowisku kwasnym) (24)

[HL]+[L*]=C

[Na']=C,
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Stosujac K, jak w (18), mamy

2C-Cy—107PH
pK, =pH+log b q (25)
C,-C+107P
Przy C, = 0 (j. w nieobecnosci NaOH), z (25) otrzymujemy
2c-107PH
K, =pH+log———
PKy =pH +log~ 26)

5. MODELOWANIE FUNKCJI pK, = pK (x)

Do wyznaczenia zaleznosci pK, = pK(x) w ukfadzie binarnych rozpuszczalni-
kéw mozna postuzyé si¢ pojeciem nadmiarowej standardowej entalpii swobodnej
[61] wyrazonej wzorem

AGPE = AGY - AGYy ; (27)
gdzie:
AG? =b-pK; (28)
AGiy i =(1-x)-AGj; +x-AGjp (29)
AGiy =b-pKja, AG{g =b-pKip (30)
b=RT - Inl0 (31)

Z zestawienia wzorow (27)—(31) otrzymujemy zaleznos¢

AGPE
pK; =(1-x) pKjp +x-pKjp +—

(32)

Utamek, ktoérego wartos¢ zalezy od x, mozna przybliza¢ za pomoca funkcji
wielomianowych, np. wielomianem Redlicha—Kistera (R—K) [64, 65].
Wprowadzajac nowa zmienng

z=1-2x (33)
otrzymujemy zaleznos$¢ [61]

2 k
PK; = @oi + @y -z +(1-2°)- 3 - (34)
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Obok relacji (34) mozna zastosowac [61] rozwinigcie w postaci wielomianow
ortogonalnych Legendre’a (normalne, przesuniete), a takze asymetryczne postacie
funkcji: Myersa-Scotta [66]

PKi = @p; + ¢y - Z+ Zk o ik * Z (35)

i zalezno$¢ zaproponowana przez Michatowskiego [61]

k
Z
PK; = @g; + ¢y 'Z+(1—22)'ZE=00Hk [m) (36)

gdzie z € (— 1, 1) jest tzw. parametrem skosnosci. Wzdr (34) jest szczegdlnym przy-
padkiem rozwinigecia w funkcje wielomianowa

PK, =Y oby - x* (37)

Dlan =4, wspélczynniki: ¢, ¢, «,, ..., a, robwnania (34) i b,..., b, w rownaniu
(37) sa zwiazane zalezno$ciami:

1 6 ] 1 6 .
®o; =bo; +§'Zk=0bik’ i = _E.Zkzobik ’ o
1
ag; = _6714'(16b21 +24bs; +28by; +30bs; +31bg;) 5 oy = 3_2'(41331 +8by; +11bs; +13bg; ) 5 (39)

1
i = —3_2'(2b4i +5bs; +8bg;) 5 a3 = 31—2’(b5i +3bg;) 5 oy = —é'ba

Skad otrzymujemy:
PK;(0) =bjg 1 pK;(1)= ZE:O bik (40)

Wykazano, ze funkcje aproksymacyjne (34)—(36) charakteryzuja sie zadowala-
jacym, a czgsto doskonatym dopasowaniem do punktéw doswiadczalnych dlan =3
i 4. Funkcja (37) odpowiada wielomianowi z n = 4 we wzorze (34). Funkcje asyme-
tryczne (35) i (36) okazuja si¢ przydatne w przypadku wyraznie zakrzywionego prze-
biegu zaleznosci pK, = pK(x) w poblizu kofnicow przedziatu zmiennej x [61].

Do obliczen numerycznych przygotowano oprogramowanie pozwalajace otrzy-
mac¢ odpowiednie dane fizykochemiczne wraz z ich oceng statystyczna po wprowa-
dzeniu do komputera danych {(Vj, pHJ.) |j=1,..,.N} otrzymanych z miareczkowan
pH-metrycznych.
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6. WYZNACZANIE PRZEWODNOSCI MOLOWYCH
Prawo niezaleznego ruchu jonow jest wyrazone wzorem Kohlrauscha

Like=x= k=2 A, {X"] (41)
p P

gdzie L jest przewodnosciag molowa, k — stala naczynka konduktometrycznego,
A - przewodnictwem molowym jonu p-tego rodzaju, X %> 7 liczba tadunkowa, z.
Wzor (41) jest podobny w swej formie do wzoru Wyrazajqcego 2-gie prawo Beera

All=Y e, X" (42)
p
gdzie A jest absorbancja, | — dtugo$cig drogi optyczne;j, & - molowym wspotczynni-
kiem absorpcji dla XIZ)P.

Procedurg wyznaczania zalezno$ci A =A(x) przesledzimy na przyktadzie bada-
nia roztworow kwasu cytrynowego, H,L (q = m = 3), dla ktérego podano uprzednio
sposob wyznaczenia zaleznosci pK., = pK (x) z wynikéw miareczkowan pH-metrycz-
nych, wykonanych w ukfadzie H,L. (C) + Z (C, ) /w+B-H,L(C)+Z(C, )/ W
(Tab. 1, uktad nr 4), gdzie C, , jest i-tym stgzeniem Z = NH, w k-tym zakresie pomia-
rowym(k=1,2,3;i=1,2,..,n); pH,; jest wartoscig pH w j-tym punkcie odpowia-
dajacym stgzeniu C, . dla Z w D+T.

Przewodno$¢ wlasciwa tego roztworu wyraza wzor

k=Ay-[H ]+ Ay -[NH, ]+ Az - [HyL ]+ Ag - [HL2 7]+ Ag - [LP7] (43)

Nie wszystkie zaleznosci A, = A(x) (i=1, ..., 5) beda wyznaczane rownoczesnie.
W wezszych zakresach pH, wzor (43) mozna przedstawi¢ w prostszych posta-
ciach. I tak, w zakresie 1 (Rys. 6) mamy:

k=A;-[H ]+ A, -[NHs ]+ Az [H,L7] (44)
W zakresie 2
Kk=Ay-[NHy ]+ Az -[HyL ]+ Ay -[HL27] (45)
a w zakresie 3

k=Ay - [NH ]+ Ay [HL2 ]+ Ag[LP7] (46)
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k 1 2 3
pKiw=3.15  pKow=4.90 pKsw=6.40 pH

Rysunek 6. Zakresy pomiarowe do wyznaczania zaleznosci A, = A X); k — numer zakresu
Figure 6.  The measuring ranges for determination of the relationship; k — the range number

Zaktadamy przy tym, ze zaleznosci pK, = pK (x) sa uprzednio znane na podsta-
wie wynikow miareczkowan pH-metrycznych. Oznaczajac

y=[H"]=10"PH (47)
oraz

0, —10PKs y? 0, —10PK2+PK3 ,WZ’ 05 = 10PK1+PK2+pK;3 .\V3 (48)

obliczamy:
CDZ =[H2L_]=62 C/(63 +62 +91 +1) 5 (Dl =[HL2_]=91 C/(93 +92 +61 +1), (49)
Dy =[HL?"]=C/(05+0, +6; +1)

Niech pH,; oznacza j-ta warto$¢ pH otrzymang przy stezeniu Z rownym C, .
w k-tym zakresie pomiarowym (Rys. 2); k=1,2,3;i=1,..,n;j=1,..,N .. Stosujac
powyzsze oznaczenia, mozna wzory (44)—(46) przepisa¢ w postaci rownan regresji:

Kpij = Ay Wigj T Agj - Cppi + Azj- Doy + &34 (44a)
K2ij = A Choi + Azj - @opij + Agj- Ppoj + 2 (45a)
K35, = Ao Cpgi + Agj - Dp345 + Asj- Pozij + €3 (46a)
gdzie:
Vi = 10 PHi Oy = 1070 Ly 0 =10 KGR 2
O = 107K (X)) +PKo (x))+pKs3 (x ) ‘\Vkij3 (50)

Ze zmiang wartosci j, ktorej odpowiada objetosé Vv, dodanego titranta T, zmie-
nia sie wartos$¢ x = X, Zaktada si¢ a priori, ze wartosci /1p sg niezalezne od k oraz i.
Zaktada si¢ réwniez, ze porcje dozowanego titranta T, a wiec i objetosci V,sa takie
same we wszystkich miareczkowaniach, czyli N,. = N; nie stanowi to problemu
w miareczkowaniach automatycznych.
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Wartosci A sgwyznaczane w obrgbie poszczegdlnych zakresdw pomiarowych.
Oznacza to, ze np. zaleznosci A, = A(X) sa wyznaczane w kazdym z zakresow,
natomiast A, = A,(x) i A, = A,(x) w dwoch zakresach pH. Z jednej strony wprowa-
dza to niejednoznaczno$¢ otrzymanych wynikéw, z drugiej jednak strony stanowi
rodzaj kryterium walidacyjnego proponowanej metody. Zaktadajac, ze w kazdym
zakresie wykonuje si¢ miareczkowania przy n, = n = 8 wartosciach C,, oznacza to
konieczno$¢ wykonania minimum 3 - 8 = 24 miareczkowan konduktometrycznych;
do oceny statystycznej pozostaje wowczas, w kazdym przypadku, f=8 -3 =5
stopni swobody. Zaktada si¢ przy tym, ze r6znice w mocy jonowej roztworow, wyni-
kajace z dodania réznych ilosci Z do poszczegbdlnych par roztwordw tworzacych
uktady (D +T), , sa do zaniedbania przy miareczkowaniach w uktadzie rozcienczo-
nych roztworéw D i T. Zachowanie (w przyblizeniu) statej mocy jonowej roztwo-
row przez dodanie znaczniejszych ilosci elektrolitu podstawowego (np. KCl) nie
wchodzi tu w gre, a to ze wzgledu na niewielka rozpuszczalnosé soli jonowych
w rozpuszczalnikach niewodnych. Z tych to wzgledéw zastapiono tu wodorotlenek
sodu amoniakiem, gdyz cytryniany sodu wytracajq si¢ z tych roztworéow przy ste-
zeniach rzedu 102 mol/l. Wykonywanie miareczkowan przy wartosciach C rzedu
1073 mol/linizszych nie zaleca sie, a to ze wzgledu na niskg precyzje miareczkowan
i inne czynniki towarzyszace pomiarom w tych warunkach analizy.

Schemat obliczen przesledzimy na bazie wzoru (44a). Wartosci A A, i A
wyznaczamy metoda najmniejszych kwadratéw, przez minimalizacje sumy kwadra-
tow

. n 2
SS(j) =D X (Agj-wiij + Agj - Crpi + Az oy — Kyj5) (51)

Obliczenia te wykonujemy dla j = 1, ..., N. Podstawiajac wartosci V =V,
z punktow {(v, kag)U =1, ..., N} do wzoréw 8c i 10c, odnoszacych si¢ do uktadu
4, otrzymujemy stad punkty {(x, A4 )[j =1, ..., N}, ktére przyblizamy wielomianem
analogicznym do (38), przedstawionym w postaci

A ZK_O pr X! (52)

Wartos$ci bpr (r=1,..., 6) wyznacza si¢ wigc metodg najmniejszych kwadratoéw,
z warunku minimalizacji funkcji

SS(p) = Z(Z e X ) (53)

Wybér funkeji aproksymujacej (52) jest podyktowany nastgpujacymi wzgle-
dami:
— formalnym podobienstwem wzoréw (52) i (37), gdyz réwnanie wielomia-
nowe szostego stopnia wzgledem z jest, na bazie wzoru (33), rOwnaniem wielomia-
nowym szostego stopnia wzgledem x;
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2° — wzor (52) (podobnie jak wzor 37) ma charakter autonomiczny — tzn. nie
ma konotacji z nadmiarowg funkcjg standardowg Gibbsa (wzoér 27);

3°—wielomian szo6stego stopnia okazat si¢ adekwatny w dotychczasowych obli-
czeniach [61, 62], wykonanych na bazie wzoru (34).

Po otrzymaniu zaleznosci A = A (x) mozna uzyskaé — na drodze ekstrapolacji
— wartos$ci 4.0) i A D). Wyniki otrzymane z ekstrapolacji sg tu bardziej miarodaj-
ne, gdy wartosci brzegowe dla x objete pomiarami — czyli x| i X —sg bliskie 0i 1,
odpowiednio. Narzuca to (wspomniang wyzej) koniecznos¢ stosowania umiarko-
wanie stgzonych roztworéw modyfikatora Z (tu: NH,). Uzycie zbyt stezonych roz-
tworéw modyfikatora Z nie jest jednak wskazane ze wzgledu na trudnosci i btedy
precyzji zwigzane z odmierzaniem matych porcji (lepkich) roztworéw.

7. WYNIKI DOSWIADCZALNE

Celem badan przedstawionych w [61, 62] bylo znalezienie zalezno$ci funkcyj-
nych pK = pK(x) dla wybranych kwaséw mono- i diprotonowych w uktadach typu 1
i2 (Tab. 1). Kwasy diprotonowe H,L traktowano tu jak pseudo-monoprotonowe, co
jest uzasadnione wowczas, gdy roznica ApK = pK, — pK, dla H,L jest dostatecznie
duza. Parametry kwasowosci tak traktowanych kwasow oznaczono symbolem pK
(bez indeksu).

Zakres zmian pH w trakcie miareczkowania w uktadach typu 1 (Tab. 1) zalezy
od rodzaju uzytego rozpuszczalnika B; na przykfad, dlaB=Me SOiH L=PY-3CA
(kwas pirydyno-3-karboksylowy) zakres ten wynosi kilka jednostek pH; np. krzywa
1b na Rysunku 7 obejmuje ok. 4 jednostki pH. Punkt przeciecia krzywych wzajem-
nego miareczkowania przypada dla V bliskich 3 ml, co jest jednym z dowodéw na
to, ze uktad elektrod zachowuje si¢ w sposéb odwracalny przy rosnacych i maleja-
cych wartos$ciach x.

Dane z Rysunek 7 mozna przedstawié¢ we wspotrzednych (x, pH) (Rys. 8) lub
(%, pK) (Rys. 9). W tym celu zastosowano wzory (8b) i (10b) oraz zaleznos¢ [61]

pK = 2pH + log(C — 10"1). (54)

Przebieg krzywych na Rysunku 7 obejmuje takze wartosci V > 3 ml, a wigc we
wspotrzednych (x, pH) i (X, pK(x)) odpowiednie punkty pokrywaja pewien wspolny
zakres x. Stopien natozenia si¢ tych fragmentéw stanowi inne kryterium oceny odwra-
calno$ci wskazan uktadu pomiarowego. Z Rysunkow 8 i 9 wynika, ze fragmenty
krzywych 3 naktadajq si¢ niemal doskonale, a dla krzywych 2 i 1 w zadowalajacym
stopniu
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Rysunek 7. Punkty doswiadczalne {(V}, pHJ)U =1,...,N}, N=635, zestawione z miareczkowan pH-metrycz-
nych: la — PY-3CA/Me,SO — PY-3CA/W; 1b — PY-3CA/W — PY-3CA/Me,SO; 2a — PY-3CA/
Me,SO — PY-3CA/MeOH; 2b — PY-3CA/ MeOH — PY-3CA/Me,SO; 3a — PY-3CA/ MeOH —
PY-3CA/W; 3b — PY-3CA/W — PY-3CA/MeOH; V=3 mL dla D, C = 0.01 mol/I dla PY-3CA;
W = H,0; MeOH = alkohol metylowy; Me,SO = dimetylosulfotlenek (DMSO)

Figure 7. Experimental points { (VJ, pHJ)U =1, ..., N}, N =635, collated from pH titrations: la — PY-3CA/
Me, SO — PY-3CA/W; 1b—PY-3CA/W > PY-3CA/Me,SO; 2a—-PY-3CA/Me,SO > PY-3CA/MeOH;
2b — PY-3CA/ MeOH > PY-3CA/Me,SO; 3a — PY-3CA/ MeOH — PY-3CA/W; 3b — PY-3CA/W
— PY-3CA/MeOH; V, =3 mL for D, C = 0.01 mol/l for PY-3CA; W = H,0; MeOH = methyl
alcohol; Me,SO = dimethylsulphoxide (DMSO)
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Rysunek 8. Punkty {(x], pHI)[j =1, ..., N} dla miareczkowan: 1 — PY-3CA/Me, SO <> PY-3CA/W;
2 —PY-3CA/Me,SO <> PY-3CA/MeOH; 3 — PY-3CA/MeOH <> PY-3CA/W

Figure 8. Points {(x}, pHJ)[i =1, ..., N} for titrations: 1 — PY-3CA/Me,SO «> PY-3CA/W; 2 — PY-3CA/
Me,SO <> PY-3CA/MeOH; 3 — PY-3CA/MeOH <> PY-3CA/W
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Rysunek 9. Uktady skonwertowanych punktow (1exp, 2exp, 3exp) oraz odpowiednie krzywe aproksymujace
(1,2, 3) typu R-K (wz. 34) dla miareczkowan: (1) PY-3CA/W <> Me,SO; (2) PY-3CA/MeOH <>
PY-3CA/Me,SO:; (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 <> Me,SO; (2) PY-3CA/MeOH <> PY-3CA/
Me,SO; (3) PY-3CA/W <> PY-3CA/MeOH

Uktad punktéw doswiadczalnych {(xj, pKij)[j =1, ..., N} na Rysunku 8 aprok-
symowano, dla kazdego z powyzszych uktadéw, za pomoca funkcji R-K (wzdr 34).

Dopasowanie funkcji R-K do punktéw doswiadczalnych jest zadowalajace,
aw niektorych przypadkach doskonate, np. dla uktadow z kwasem fumarowym (FA),
przedstawionych na Rysunku 10. Stopien dopasowania krzywych zalezy od war-
tosci n we wzorze (34) i jest wystarczajacy dlan =314 (Rys. 11).

Krzywe na Rysunkach 8-10 wykreslono przy zalozeniu, ze B=Me,SO w ukfa-
dach rozpuszczalnikow (W, Me,SO) i (MeOH, Me SO) oraz B =MeOH w uktadzie
rozpuszczalnikow (W, MeOH). Wynika stad, ze x = 0 odpowiada roztworom odpo-
wiednich kwaséw w czystej W, a wigc poczatkowi krzywych 1 i 3, natomiast x = 1
odpowiada roztworom tych kwasow w czystym Me, SO, czyli koncowi krzywych 1
i 2. Zbieznos¢ punktéw we wspdtrzednych (x, pK), jest zadowalajaca na Rysunku 9
i doskonata na Rysunku 10.
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Rysunek 10. Uktady skonwertowanych punktéw (1exp, 2exp, 3exp) oraz odpowiednie krzywe aproksymujace
(1, 2, 3) typu R-K (wzér 34) dla miareczkowan: (1) FA/W <> FA/Me,SO; (2) FA/MeOH «>
FA/Me,SO; (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/Me,SO; (2) FA/MeOH <> FA/Me,SO; (3) FA/W <>
FA/MeOH; N = 635
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Rysunek 11. Dopasowanie funkcji R-K do wynikow miareczkowania PY-3CA/W <> PY-3CA/MeOH przy n = 1
in=4

Figure 11.  The fit of R-K function to the results of the titration PY-3CA/W <> PY-3CA/MeOH at n = 1
andn=4



Tabela 2. Warto$ci parametrow we wzorze (34) oraz pK(0) i pK(1) otrzymane z miareczkowan z H_L = PY-3CA we wskazanych uktadach rozpuszczalnikéw
dlan=1,2,3iN=635
Table 2. The values of parameters in Eq. 34, and pK(0), pK(1) values obtained from titrations with H L = PY-3CA in indicated solvent systems forn=1, 2, 3

and N = 635
Uktad/System X n do é1 ao ai as as pK(0) £s pK(1) +s
9.3582 -4.1782 —0.8596 -0.8111 —0.743 -0.7901 5.18 + 0{02 13.54 +
3
9.5355 —4.3488 —-0.9541 -0.927Y —0.62( —-0.8208 5.19 + 0{02 13.88 £
9.4180 —4.2954 —0.8909 —0.8456 —-1.034 5.12 +0.p3 13.71 +
PY-3CA/HO+Me&SO 3.9293 | 2
9.5976 —4.4705 —0.9866 —-0.963% —-0.929 5.12 +0.03 14.07 £
9.1315 —-4.1402 —0.6666 -1.2884 4.99 +0.0[7 13.27+0
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 0.624 0.1278 5.63 £ 0J04 1351 +
3
9.5854 -3.9384 0.3293 -1.371 0.554. 0.2357 5.65 + 0J06 13.52 +
9.5640 -3.9192 0.3531 -1.2977 0.648 5.64 +£0.04 13.48 £ ().
PY-3CA/MeOH+MgSO 1.7517 2
9.5767 —-3.9025 0.3332 -1.363 0.597 5.67 £0.06 13.48 £ (.
9.7396 —3.9588 0.2141 -1.196 5.78 + 0.0p 13.70+0
1
9.7385 —3.9390 0.2050 -1.2692% 5.79 +0.07 13.68 + 0.07

DISMONVIZAOTA T ‘VISMONE0A 'V TSIV g TISMOTVHOIN 'L
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Tabela 2. Ciag dalszy
Table 2. Continuation

5.5019 -0.1762 0.0274 -0.5271 -0.3148 -0.07]L8 5.33 £ 0|01 5.68 +
3
5.4571 —-0.1286 0.0570 —0.5424 —-0.3815 —-0.05¢44 5.33 £ 0|01 559+
5.5055 -0.1872 0.0257 —0.5291 -0.3343 5.32+0.01 5.69+0
PY-3CA/HO+MeOH 22431 | 2
5.4598 —-0.1369 0.0557 —0.544 —-0.4047 5.32+0.01 5.60+0
5.4158 -0.1574 0.0955 -0.607 5.25+0.0p 5.57+0.
1
5.3517 —-0.1010 0.1399 —0.6387 5.24 +0.02 5.45+0.02

[AISIAdOYNH [INN M (HMOTSANTZ Y [TOOTONHIHLOII NfOMZOY AMALIHdSYHd
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Tabela 3.

Wartosci parametrow we wzorze (34) oraz pK(0) i pK(1) otrzymane z miareczkowan
z H_ L = FA we wskazanych ukfadach rozpuszczalnikow dlan =4 i N = 635

Table 3. The values of parameters in Eq. 34, and pK(0), pK(1) values obtained from titrations
with H L = FA in indicated solvent systems for n = 4 and N = 635

D.02

D.02

.02

.02

Uktad/ System do d1 ao ai as as ay pK(0) £ s pK(1) £s
7.7080 —4.6837 0.0525 —-0.0282 -0.108 —-0.7516 —-0.55944 3.02 + 0{02 12.39 +
FA/H,O + MeSO
7.6775 —4.6889 0.0921 —0.0064 —-0.256 —-0.8616 -0.2917 2.99 + 0{02 12.37 +
8.0856 —4.2907 0.2268 0.1152 —-0.418 0.1440 0.6150 3.79+0.p2 12.38 + (
FA/MeOH + MeSO
8.0679 —4.2934 0.2949 0.0991 —0.726 0.1516 1.1302 3.77 £0.p2 12.36 £
3.4045 -0.3370 1.1150 —0.8004 -0.027| -0.7408 0.1483 3.07 £ 0.007 3.74+0
FA/H,O + MeOH
3.3939 —-0.3421 1.1270 —0.8051 —-0.061 —0.6898 0.28153 3.05 +0.007 3.74+0

007

007
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Mozliwo$¢ poréwnania wynikow otrzymanych dla pK(0) i pK(1) w uktadach roz-
nych rozpuszczalnikéw dostarcza — facznie z doskonatym dopasowaniem funkcji
aproksymujacych — kryterium wiarogodnosci otrzymanych wynikow, a wigc swiad-
czy na rzecz (wewnetrznej) walidacji proponowanej metody. Powtarzalno$¢ otrzy-
manych wynikéw potwierdzaja dane liczbowe zawarte w Tabelach 2 i 3. Wartosci
odchylenia standardowego s obliczono ze wzoru s = (s*(n))'?, gdzie s*(n) jest warian-
cja, wyrazong wzorem

> (K —pK (x jom)?

2
s“(n)=
(@) N-n-3

(35)

Niektére rozpuszczalniki organiczne oddziatujg specyficznie z uktadem elek-
trod, co powoduje nieregularny przebieg krzywych zaleznosci pH = pH(x) oraz
pK =pK(x); zjawisko to stwierdzono m.in. w uktadzie BA/MeCN <> BA/W (MeCN
= acetonitryl) (Rys. 12). Jednak nawet i w tych przypadkach warto$ci pK,(0) i pK (1)
sa powtarzalne w serii miareczkowan w tym uktadzie, mimo stosunkowo duzej war-
tosci funkcji dopasowujacej; swiadczy to o solidnosci/odpornosci (robustness)
metody.

8
75 !
7
7 2

exp

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1

X

Rysunek 12. Zalezno$ci pK = pK(x) wykreslone dla wynikéw miareczkowania PY-3CA/W <> PY-3CA/MeCN;
exp — punkty skonwertowane, a — krzywa aproksymujaca R-K (wzor 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)



Tabela 4. Wartosci parametrow we wzorze (34) oraz pK(0) i pK(1) otrzymane z miareczkowan BA/W <> BA/MeCN przy N =330 i r6znych n

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

do 91 o) a. a» as as pK(@0) +s pK(1) s
6.3926 —2.1989 -0.4172 1.5739 0.1052 —0.3477 —0.0955 4.19 £0.03 8.59+ 0.03
6.3856 —2.1964 —0.4086 1.5797 0.0074 -0.3769 4.19 +0.08 8.58 £0.03
6.4053 —2.2499 —-0.4168 1.5606 -0.031 4.16 £ 0.04 8.66 £ 0.04
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 wartosci pK(0), odniesione do wodnych roz-
tworow odpowiednich kwaséw, sa zgodne z danymi literaturowymi. Wartosci dla
pK(1), odniesione do roztwordéw tych kwaséw w odpowiednich rozpuszczalnikach
organicznych sa nieznane w literaturze.

Z powyzszych danych wynika, ze rownanie R-K jest wystarczajace dla mode-
lowania zaleznosci pK = pK(x) w przypadku regularnego uktadu punktéw w tym
uktadzie wspotrzednych. W wielu przypadkach krzywych o nieregularnym ksztat-
cie stwierdzono przydatnos$¢ wzoru (36).

Wartos¢ pK = 2,03 dla uprotonowanej formy (H,L") PY-3CA [61] jest sto-
sunkowo mata. Tak wigc dla roztworu PY-3CA mamy [H,L"] << [HL], a wigc HL
mozna tu traktowac jako staby kwas pseudomonoprotonowy, przy czym wyznaczona
warto$¢ pK(0) = pK,,.. Z kolei, dla FA wartos¢ ApK = pK,, —pK,, =4,44-3,03 =
1,41 [67] przewyzsza wartos¢ —log(0,05) = 1.3, odnoszacg sie do btedu zwigzanego
Z precyzja pomiaréw pH.

UWAGI KONCOWE

W pracy przedstawiono algorytmy, umozliwiajgce wyznaczenie zaleznosci
pK. = pK(x) parametrow kwasowosci (pK.) kwaséw mono- i poliprotonowych (H_L)
w funkcji ulamka molowego (x) jednego z rozpuszczalnikéw (ozn. B) tworzacego
z A lub/i B uktad binarnych/mieszanych rozpuszczalnikéw. W tym celu zastoso-
wano funkcje typu Hendersona-Hasselbalcha, pozwalajace na oddzielne traktowa-
nie poszczego6lnych pK. kwasu poliprotonowego w celu wyznaczenia zaleznosci
pK, = pK(x) oraz zaproponowano nowg, oryginalng metod¢ wzajemnego miarecz-
kowania pH-metrycznego w uktadzie par roztwordw: titranda (D) i titranta (T), r6z-
nigcych sie tylko rozpuszczalnikiem. W sktad roztworéw tworzacych i-ta parg D + T
wchodza: H_L i zasada (NaOH, KOH lub NH,) lub kwas (HCI), uzyte jako modyfi-
kator pH; stezenia H_L i modyfikatora pH sa jednakowe w D i T. Punkty pomiarowe
otrzymane z miareczkowan pH pokrywaja niemal caly przedzial zmiennosci x,
a wartosci pK,(0) i pK (1) otrzymuje si¢ przez ekstrapolacj¢. Do modelowania ukfa-
dow tego typu stosuje si¢ odpowiednio zmodyfikowane i przedstawione w pracach
[61, 62] oryginalne zaleznos$ci funkcyjne, wykorzystujace m.in. rownania Redlicha-
Kistera (R-K) i ich zmodyfikowane formy z parametrem asymetrycznosci. Do aprok-
symacji mozna uzy¢ takze funkcje z (zwyktymi, przesunietymi) wielomianami orto-
gonalnymi Legendre’a (LOP) lub proste funkcje wielomianowe.

Zaproponowano takze modelowanie zaleznosci funkcyjnych A= Ap(x) dla prze-
wodnictw molowych jondéw, na podstawie wynikow miareczkowan: konduktome-
trycznego i potencjometrycznego. Miareczkowanie potencjometryczne dostarcza
zaleznosci pK, = pK(x), ktore sq nastgpnie wykorzystane w modelach, sformutowa-
nych na bazie wzoru Kohlrauscha.

W obliczeniach przyjeto, ze pH =—log[H"], tj. zatlozono, ze wspdtczynnik aktyw-
nosci jonéw H' wynosi ¥ = 1. To zalozenie upraszczajace, stosowane takze —
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z konieczno$ci — we wczesniejszej literaturze przedmiotowej, np. [68], wynika
z praktycznej niemozliwosci jednoczesnego wyznaczenia zaleznosci: pK. = pK.(x)
Ly=y(x).

W czgsdci eksperymentalnej przedstawiono wyniki dotychczasowych badan,
w ktorych zastosowano ww. modele do wyznaczania stalych rownowagi kwaséw
diprotonowych, traktowanych jako kwasy pseudo-monoprotonowe. To rozwigzanie
wynikato z faktu, ze w odpowiednich parach roztwordw, tj. D i T, nie stosowano
modyfikatora pH. Przedstawiono tu m.in. propozycje wewnetrznej walidacji metody
pomiarowej i otrzymanych stad wynikow, polegajaca na zastosowaniu trzech par
roztworéw w ukladach binarnych rozpuszczalnikow: W + B, W + Ai A + B, gdzie
W =H,0, a A i B sa rozpuszczalnikami organicznymi, o nieograniczonej rozpusz-
czalnosci wzajemne;j.

Proponowane rozwigzania dotyczace zaleznosci pK. = pK(x) i A= Ap(x) sq
nowoscia w literaturze przedmiotowej. Oprocz walorow poznawczych, praca dostar-
cza propozycje realizacji badan, ktérych wyniki moga znalez¢ zastosowanie m.in.
w analizie chemicznej do rozdzielania sktadnikow technika HPLC (ang. High Perfor-
mance Liquid Chromatography) w odwroconym uktadzie faz (zwtaszcza w elucji
gradientowej), chromatografii jonowe;j i strefowej elektroforezie kapilarnej. Innym
obszarem zastosowania wynikow tych badan sa techniki analizy spektralne;j:
UV-VIS i 'HNMR. Znajomos¢ pK, kwasow jest wazna w aspekcie aktywnosci farma-
kologicznej, transportu przezblonowego oraz metabolizmu lekéw i uktadow biolo-
gicznych, w ktdrych przebiegaja reakcje kwasowo-zasadowe sprzezone z reakcjami
redoks.
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Ignacy Z. Siemion, urodzony w 1932 r., ukonczyt studia
chemiczne na Uniwersytecie Moskiewskim w 1955 r. Dok-
torat nauk technicznych na Politechnice Wroctawskiej —
1964. Doktor habilitowany nauk chemicznych — 1968.
Profesor nadzwyczajny — 1974, profesor zwyczajny — 1981.
Byl kierownikiem Zaktadu Chemii Organicznej Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Wtasne zaintere-
sowania badawcze: chemia i stercochemia peptydow
i bialek. Wypromowat 23 doktoréw chemii, z ktérych trzech
si¢ habilitowato. Autor 8 ksiazek, 275 prac oryginalnych
i ponad 120 artykutéw przegladowych oraz dotyczacych
historii nauki. W latach 1983-1994 Redaktor Naczelny ,,Wiadomos$ci Chemicz-
nych”. Obecnie opiekun Gabinetu Historii Chemii Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego.

Alicja Szastynska-Siemion, profesor zwyczajny w Insty-
tucie Studiow Klasycznych, Sroédziemnomorskich i Orien-
talnych Uniwersytetu Wroctawskiego. Autorka licznych
prac z zakresu literatury starogreckiej oraz jej recepcji
w Polsce i nowozytnej Europie, zwlaszcza roznych ga-
tunkow liryki i epigramatu, m.in. ksiazki poswigcone;j
najwigkszej poetce greckiej p.t. Muza z Mityleny. Safona
(Ossolineum, Wroctaw 1994). Wspoétautorka pracy
o XVIII-wiecznym Iwowskim chemiku, Ignacym Jézefie
Martinowicsu i ttumaczka z jgzyka lacinskiego obszer-
nych partii jego podrgcznika chemii.
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,Takze te — pisat w Zywocie czlowieka poczciwego ojciec naszej literatury,
Mikotaj Rey —i dziwne lekarstwa, i z dziwnemi przezwiski nastaty. A kto stychat za
starych wiekdéw kankry, karbunkuty, antraxy, francuzy, i z dziwnemi potomki; albo
takze w lekarstwach: bolus armenum, ira pigra, terra sigillata, rumbarbarum, reu-
ponticum hermodactilorum, alkibinarum, a ktoby je wyliczyl?” [1]. Zeby objaénié
wszystkie te terminy, trzeba by napisa¢ cala rozprawg. Tutaj zajmiemy si¢ tylko
dwiema nazwami z listy Reya: bolus armenum i terra sigillata. Byty to szeroko
uzywane w dawnej medycynie glinki lecznicze, zwane tez ziemiami piecze¢tnymi.
Do uzywanych jeszcze w starozytnosci ziem leczniczych nalezata ziemia lemnijska,
wydobywana na wyspie Lemnos na Morzu Egejskim. Tak o niej pisal F. Drzewinski
w wydanych w 1816 roku Poczqtkach mineralogii: ,,Terra lemnia (bolus): w staro-
zytno$ci poczytywany byt za bardzo skuteczne lekarstwo przeciwko rozmaitym choro-
bom. Kaptani tej wyspy zbierali go, obmywali z piasku, dawali jego massom foremne
ksztalty okragtawe i wyciskali na nich piecze¢ Dyanny z wyobrazeniem kozy, albo
herb panujacego lub zarzadcy wyspy, i stad pochodza jego nazwiska: Terra sigi-
llata, Sphragis, Sphragid, itd.” [2].

W $redniowieczu styngta w Europie lecznicza glinka czerwonawego koloru,
pochodzaca z Armenii, zwana bolus armenum, figurujaca na liscie Mikotaja Reya.
W wieku XVI odkryto pod Strzegomiem na Slasku rodzima, bardzo aktywna
ziemi¢. Znano ja pod nazwa Terra sigillata Strigonensis. Jej odkrywca byt strze-
gomski lekarz 1 alchemik Johannes Schulz, zwany Janem Montanusem (Jan Gornik,
1532—-1604), osobisty lekarz i doradca cesarza Rudolfa II, znanego opiekuna alche-
mikow. Glinka znajdowata si¢ w zwietrzelinach skal w porzuconych sztolniach ko-
palni ztota w Strzegomiu, w poblizu miasta, na jednym z trzech bazaltowych wznie-
sief — wzgorzu Sw. Jerzego — w dawnej kopalni ztota Montanus odkryt swoja zie-
mi¢. W 400-lecie $mierci odkrywcy, historyk strzegomski Krzysztof Kaszub wydat
ksiazeczke poswigcona odkryciu. W tej wielce interesujacej ksiazce znalez¢ mozna
sporo szczegotdw dotyczacych odkrycia [3]. Zdobycie tej ksiazki kosztowato nas
nie mato trudu. Wprawdzie ukazata si¢ drukiem zaledwie pig¢ lat temu, ale nigdzie
nie mozna bylo juz jej dosta¢. Wybrali§my si¢ wigc autem do Strzegomia, ale i tam
ani w miejscowe] ksiggarni, ani nawet u Autora, nie zachowal si¢ chocby jeden
egzemplarz druku. Na domiar ztego, wracajac omal nie wpadliSmy, wyprzedzajac
samochod cigzarowy na waskiej, lesnej drodze, pod nadjezdzajacego z przeciwka
tira, a potem jeszcze ugrzezliSmy w zasadzce czekajacej na kierowcow na staro-
miejskim rynku w Swidnicy. Tymczasem pani Joasia Czyrek z naszej Wydziatowej
Biblioteki sprowadzita bez trudu, positkujac si¢ poczta elektroniczna, t¢ ksiazke
z Biblioteki Miejskiej w Strzegomiu.

Ale wr6¢my do Jana Montanusa. W roku 1568 Montanus napisat na zlecenie
Strzegomskiej Rady Miejskiej broszure, prezentujaca te strzegomska ziemig jej wias-
nos$ci i lecznicze zastosowania. Nosi ona tytul: Judicium de terra sigillata Strigo-
nensi. Broszura miala postuzy¢ propagowaniu ziemi strzegomskiej jako leku.
W krajowych zbiorach bibliotecznych nie ma tej pozycji. W Bibliotece Uniwersy-
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teckiej we Wroctawiu zachowato si¢ natomiast kolejne jej wydanie, z roku 1597. Na
Rysunku 1 przedstawiamy tytutowa stronicg tej broszurki. Z niej wyjeliémy jedna
stronicg tekstu, ktéry tu podajemy w polskim ttumaczeniu. Jej tre$¢ dotyczy ogo6l-
nych wiadomosci o ziemiach pieczetnych, a oparta ona jest, co wydaje si¢ szczegol-
nie interesujace, na pogladach Paracelsusa.
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Rysunek 1. Strona tytutowa druku J. Montanusa o
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,»O tej prawdziwej ziemi pieczgtnej
Teofrastus Paracelsus mowi przede wszys-
tkim to, ze — jak si¢ wydaje — uzyl jej do
swej przemiany bozek morski Glaukon (ze
wzgledu na jej — przez wielu dawnych i
nowych badaczy — pozadane i poszukiwa-
ne ziele gelautium, jak to wspaniale wyspie-
wat Owidiusz Naso, 6w 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 odttuszczony ze wszystkich zto-
zonych kopalin, przeciw truciznie, $nieci
zbozowej, i rozdrobniony prawie do (kon-
systencji) ziemi; znany jest tylko niektorym
kopaczom w kopalniach. Posiada smarow-
nos$¢ na ksztalt metalicznego mydta, nie jest
nim jednak, i podobny jest do wapna zlota,
albo kamienia wapna ztota, jest takze po-

dobny do biatego nalotu gérskiego (glin-
ki), zaiste:

Takze nie zawierajaca w sobie trucizny.
Stad jest to najlepsza ochrona przed wszelkim
Trujacym podziemnym powietrzem, przez ktore wielu

Cierpi.

Dzigki temu jest pozyteczna dla goérnikow w kopalniach,
Przyciaga wszystko, takze powietrze szkodliwe dla

Przebywajacych wyzej

I wszelka trucizne, wydaje takze pigkny zapach.
Uzywa sig¢ jej jak znakomitego bezoaru,

Albo odtrutki (pogromcy trucizny).

Orla przyjeta za swoj znak.
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Czysta w tugu gorskim, obecna w niektorych kopalinach, we wszystkich kolo-
rach, tych oczywiscie, jakie maja istniejace kopaliny i mineraty, jest natomiast proz-
na” [4].

Nie mozna powiedzie¢, bySmy ten tekst rozumieli dzisiaj, ale zapewne nie rozu-
miano go rowniez w przesztosci. Zawitym jezykiem mial on epatowac czytelnikow,
wzbudzaé podziw i szacunek dla kryjacej si¢ (jak wierzono) w tych zawitosciach
tajemnicy. Co jednak nas dzi$ moze zainteresowac, to fakt, ze Montanus przedsta-
wia si¢ tu jako zwolennik nauk Paracelsusa. Dodajmy, ze kilkakrotnie powotuje si¢
W swojej broszurze na tego stawnego lekarza.

Dla naszych potrzeb musimy wyjasni¢, czym byt wspominany w tym tekscie
bezoar, a w odniesieniu do Terra sigillata ,,znakomity bezoar”. Nazywano tak kuli-
ste konkrecje, znajdywane w zotadkach przezuwaczy. Miaty dziata¢ moczopednie
i napotnie, stad brato si¢ przekonanie, ze bezoar sprzyja uwalnianiu organizmu od
trucizny. W wieku X VI, kiedy wielkiego znaczenia nabraty leki mineralne, pojawilo
si¢ wiele preparatow antymonowych, ktore, z uwagi na podobienstwo dziatania,
nazwano takze bezoarami. Bylo wigc Bezoardicum lunare, mieszanina tlenku anty-
monu z chlorkiem srebra, uzyskiwana przez dziatanie azotanem srebra na ,,masto
antymonowe” (SbCl,). Byto Bezoardicum solare (Sb,0, ze $ladami metalicznego
ztota), znano Bezoardicum venereum, Bezoardicum saturninum, Bezoardicum mar-
tiale, itd. Jesli przytaczamy tutaj te miana, to dlatego, ze kryja si¢ w nich przeciez
jakie$ pierwociny systematycznego nazewnictwa chemicznego, opartego na nazwach
planet — patrondéw poszczegolnych metali.

Odkrycie strzegomskiej ziemi pieczgtnej, ktore przyniosto kasie miejskiej okres-
lone profity, wywotalo cala seri¢ podobnych odkry¢ w innych miastach $laskich.
Wkrotce wige potem swoje ziemie lecznicze oferowata Legnica, Ztotoryja, Piotro-
wice, Janowice, Srebrna Gora 1 Mastow.

Odkrycie ziemi leczniczej stawe przyniosto glownie Strzegomiowi. W wyda-
nym w 1612 roku, w Krakowie, poemacie hutniczym Walentego Rozdzienskiego,
»Officina terraria, abo huta i warstat z kuzniami szlachetnego dzieta zelaznego”,
w ktorym Rozdzienski zawarl szereg wiadomosci o kopalinach $laskich, znalazta
si¢ tez wiadomos¢ o strzegomskiej ziemi pieczgtnej. Ale najpierw kilka stoéw o auto-
rze tego przedziwnego dzietka. Wywodzit si¢ on ze ,,starozytnego rodu Hercygoéw”,
a jego ojciec nazywat si¢ Jakub Brusek. Urodzit si¢ okoto roku 1560, dziatal na
Slasku Opolskim, byt wspotwlascicielem kuznicy zelaza w Rozdzieniu (dzisiaj —
Katowice-Szopienice), i stad wziat nazwisko. Jego poemat zachowatl si¢ w jedy-
nym, unikalnym egzemplarzu. Odkryt ten druk profesor Roman Pollak, w latach
jeszcze trzydziestych. Poemat niewprawnymi rymami stawi $laska ziemig pieczetna
tak:

,Nadto, czasow niedawnych Terra sigillata
Zjawiala si¢ w tej ziemi, rzecz godniejsza zlota,
Ktoéra niewymownie ma dziwna wtasnos¢ w sobie
Przeciw jadom, truciznie i kazdej chorobie.
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Lepsza jest z doswiadczenia niz lemnenska ona,
Ktora z onych tam starych z szybow wybieraja

Z wielkim kosztem, przez morze z lemnenskiej insuty,
W ktorej si¢ okazowat czasem fatsz niemaly.

Rodzi si¢ ta szlachetna ziemia we $widnickim
Ksigstwie, u Ostrej Gory, na gruncie strzegomskim,
W gorach starych a w szybiech, tam, kedy przed laty
Niegdy kopali abo brali kruszec zloty,

Ktora z onych tam starych szybow wybieraja

A z dozorem urzedu zaraz z niej dziataja

Koftacki tak okragte, jako talerzyki,

Na ktorych za$ pieczgcia miejska czynia znaki” [5].

Rzeczywiscie, strze-
gomska ziemi¢ pieczgtowa-
no wizerunkiem trzech
wzgorz, gdzie ja odkryto. Na
Rysunku 2 przedstawiamy
wizerunek preparatow ziemi
strzegomskiej, zapozyczony
z dzietka K. Kaszuba.
Wspolczesny Rozdzienskie-
mu B. Keckermann, stawny
uczony gdanski, tez wymie-
nit ziemig $laska wsrod ziem
medycznych, obok leoninskiej i ormianskiej [6]. Nie wiemy natomiast, jaki rodzaj
ziemi sprzedawano na poczatku XVI wieku w poznanskiej aptece, ktorej inwentarz
z 1528 roku sig¢ zachowal. W zasobach apteki byto pottora libry terra sigillata, po
sze$¢ groszy za libre, (libra to funt aptekarski, liczacy 12 uncji) [7].

Stawa ziemi strzegomskiej i jej odkrywcy trwata i pozniej. Przebywajacy
w Lesznie lekarz i przyrodnik, autor wielu podrgcznikow dla szkot srednich 1 wy-
zszych, Jan Jonston (1603—1675), tak pisat w dziele ,,0 statosci natury” (Naturae
constantia, 1632):

,»A wigc ziemia $laska jest podobna do armenskiej czy lemnijskiej, a nawet jest
bardziej wartosciowa od nich. Odkrywca jej, Johannes Montanus Silesius, ktory
napisat o niej ksiazke, twierdzi, ze ,,za zrzadzeniem Boga i natury ztoto przemienito
si¢ w znakomity lek, pomocny zwlaszcza przeciwko truciznom i jadom, nie mniej
skutecznym nizeli lekarstwa, ktére za wielka ceng przyrzadza si¢ ze ztota wegiers-
kiego™ [8].

Leszno lezato tuz za $laska granica. Tam stawa ziemi strzegomskiej mogta bez
trudu docieraé. Inaczej byto w glebi Polski, gdzie poszukiwano wiasnych ziem lecz-
niczych. Krotki ich opis znajdujemy w stawnym dziele Gabriela Rzaczynskiego,

Rysunek 2. Wizerunek preparatow handlowych
Terra sigillata Strigoniensis



OKRUCHY XV. O STRZEGOMSKIEJ ZIEMI PIECZETNE]J 161

(1664—1737) profesora kolegiow jezuickich w réznych miejscowosciach kraju. Czy-
tamy tam:

ZIEMIE UZDRAWIAJACE sa to — zdaniem wielu — pierwociny metaliczne,
niezdolne do stopienia si¢ w doskonaty metal ze wzgledu na brak pierwiastka rte-
ciowego. Nazywaja si¢ uzdrawiajacymi, poniewaz zachowujac postac ziemi, wyka-
zuja site lecznicza, szczodrze im nadana przez Stworcg natury. TERRA SIGILLATA
jest to tlusta, cigzka glinka o zapachu ziemi i ostrym smaku. Raz ma barwg czer-
wona, raz biata, ciemna, z6lta, albo inna. Czg¢sto uformowana jest w kulki. Jest ozna-
czana pieczeciami oraz wizerunkami i stad nazywana jest pieczgtng. Nazywano ja
takze Lemnijska, od wyspy Lemnos, a takze Milton Lemnia, Piecze¢ Lemnijska
(Sigillum Lemnium), Sphragis, itak dalej. Posiada wielka moc przeciw zarazie, ztos-
liwym goraczkom, dyzenterii z biegunka, ukaszeniom jadowitych zwierzat. Na brze-
gach Wisty, pod Warszawa, kopie si¢ t¢ ziemig, ale poniewaz ma mniejsza sile,
Tylkowski SJ w Mineralogia curiosa powiada, ze stosuje si¢ ja w podwojnych daw-
kach. Taka sama kopana jest na Wzgoérzu Cmentarnym na Przedmiesciu Swigtego
Wojciecha w Poznaniu. Uzywat jej doktor medycyny, od ktorego mam te informa-
cje. W Inflantach jest koloru czerwonego, uksztattowana w pastylki o wadze jedne;j
drachmy, ma wielkie wzigcie. BOLUS ARMENIA (glinka ormianska) oznacza zie-
mi¢ przywieziona z Armenii, w istocie jest to substancja ziemna, barwy od blado
z6Mtej do czerwonawej, albo tez innej, cigzka, thusta, krucha. Wysusza si¢ w najwyz-
szym stopniu, i wedle przepisu Galena, Nattiolego, Brasawola, leczy dyzenterig,
katary, ropne wyrzuty na twarzy. Mowia, ze znajduje si¢ ja na Babiej Gorze, w po-
blizu Krakowa i w Karpatach. Ziemig stuzaca leczeniu wydobywaja na polskim
Spiszu, pod miastem Waral mieszkancy Podhradia” [9].

Jak podaje K. Kaszub, pierwsze badania sktadu chemicznego ziemi strzegom-
skiej wykonat we Wroctawiu, w roku 1856, F.W. Jackel. Uznat on ziemig strzegom-
ska za mieszaning tlenkow glinu, krzemu, wapnia i magnezu. Wynik ten niczego nie
mowit o tym, skad sig¢ wziety lecznicze whasnosci tej ziemi. Odpowiedzi moga jed-
nak udzieli¢ badania sktadu mineralogicznego strzegomskiej terra sigillata. Bada-
nia takie, na 21 probkach ziemi pieczgtnej, wykonali W. Kowalski i A. Wiewiorka.
Glownym sktadnikiem probek okazat si¢ montmorillonit, minerat glinokrzemianowy.
Szeroko sa znane sorpcyjne wlasnosci tego mineratu, jego bardzo wysoka pojem-
no$¢ wymiany jonowej i sktonno$¢ do wchtaniania wody. Wysuszony w temperatu-
rze 200°C montmorillonit wchtania wodg w takim samym stopniu jak P,O.. To
W sposob oczywisty tlumaczy pomocna rolg ziemi strzegomskiej w biegunkach,
a takze zatruciach truciznami mineralnymi.

W probkach strzegomskiej ferra sigillata stwierdzono obecno$¢ uwodnionego
szczawianu wapnia. Jego pochodzenie nie byto dla badaczy jasne. I tutaj chcemy si¢
podzieli¢ wlasnym na ten temat domystem. By¢ moze na podtozu montmorillonito-
wym w starych sztolniach zyty sobie kolonie jednokomorkowych grzybow. Jak wia-
domo, produkcja szczawianu wapnia jest charakterystyczna cecha ich metabolizmu.
W swoim czasie przekonat si¢ o tym nasz niedawno zmarty kolega, profesor
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Andrzej Zabza. Wpadt on na pomyst niezwykty. Interesowaly go feromony owadzie
i zadatl sobie pytanie, czy czasami feromony owada, ktérym si¢ zajmowat (nie pamig-
tam, o jaki gatunek owadzi chodzito) nie sa produktami metabolizmu zyjacych
w jego przewodzie pokarmowym grzyboéw. Uruchomil wigc u siebie w zaktadzie
hodowle tych mikroorganizmow. I rzeczywiscie, w hodowli pojawily sig biale krysz-
tatki jakiego$ zwiazku. Coz, kiedy analiza rentgenowska wykazala, ze byt to szcza-
wian wapnia.

Zreszta, przeciez od wiekdw znany jest ,.kamien piwny”, osadzajacy si¢ w pojem-
nikach na piwo. Jest to tez czysty szczawian wapnia.
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Marcin Molski, Chemia pigkna, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2009. Wyd. 2, str. 420,
oprawa migkka, foliowana, cena 59,90 zt.

Podkreslenie czynnikoéw decydujacych o wygladzie, elegancji stosowane byto od dawna przez rézne
kultury. Trendy w pielggnacji ciala, wlosow, twarzy, zmieniaty si¢ wraz z historia ludzkosci. Kosmetolo-
gia obecnie, stanowi interdyscyplinarng preznie rozwijajaca si¢ dziedzing badan. Ze wzglgdu na swoja
specyfike angazuje specjalistow z bardzo wielu dziedzin: chemikow, biologéw, fizykow. O dynamice
rozwoju tej dyscypliny wiedzy $wiadczy m.in. pokazna rozbudowa bazy dydaktycznej i laboratoryjne;j.

Ksiazka Chemia piekna autorstwa Marcina Molskiego to nowoczesna interesujaca publikacja
z zakresu chemii kosmetycznej, adresowana do studentow wyzszych szkot kosmetycznych, medycznych,
studentow chemii i biologii, a takze profesjonalistow z branzy kosmetycznej — szczegdlnie zainteresowa-
nych sktadnikami zawartymi w kosmetykach i preparatach leczniczych wptywajacych na organizm
i urodg czlowieka.

Autor rozpoczyna podrecznik od interesujacego szkicu historycznego oraz przedstawienia obec-
nego stanu wiedzy z chemii ogdlnej. Kolejna czgs$¢ ksiazki przedstawia charakterystyke pierwiastkow
i zwiazkow nieorganicznych w kosmetyce — tu na uwagg czytelnika moze zastugiwaé zaréwno charakte-
rystyka makroelementow uczestniczacych w procesach metabolicznych, petniacych funkcjg¢ budulca
(kosci, wlosow, zgbow), jak i1 opis roli mikroelementow pelniacych funkcjg katalizatorow, regulatorow
w procesach przemiany materii.

W poréownaniu z bogactwem substancji mineralnych, wegiel stanowi glowny budulec zwiazkow
wchodzacych w sktad organizmow zywych. W obszernym rozdziale Kosmetyczna chemia organiczna
zawarty jest przeglad najwazniejszych zwiazkoéw organicznych i ich zastosowanie w kosmetyce. Zrozu-
mienie znaczenia polaczen organicznych (alkoholi, fenoli, eterow, aldehydow, ketonow, kwaséw karbo-
ksylowych i ich pochodnych, sacharydoéw), wchodzacych w sktad wazniejszych kosmetykow jest nie-
zwykle istotne.

Nie bez znaczenia jest tez DNA petniacy rolg nosnika informacji genetycznej organizméw zywych,
RNA czy nukleotyd ATP. W preparatach kosmetycznych stosuje si¢ hydrolizaty kwaséw nukleinowych
jako substancje nawilzajace i ograniczajace transepidermalng utrat¢ wody.

Bardzo cennym rozdziatem Chemii piekna jest omowienie funkcji sktadnikow kosmetycznych, zna-
czenia i wykorzystania surowcoéw roslinnych w kosmetyce. Wsrdd nich, wazne w kosmetologii
to naturalne i organiczne substancje przeciwdrobnoustrojowe (cenne olejki eteryczne i ich aktywne kom-
ponenty). Nie bez znaczenia sg preparaty stosowane do barwienia wtosow i skory, oraz substancje pro-
mieniochronne, czy tez powierzchniowo czynne (mydta, detergenty, emulgatory).

Substancje zapachowe wyczuwane zmystem powonienia moga wywiera¢ ogromny wptyw na samo-
poczucie czlowieka. W ksiazce, w klasie materiatdbw zapachowych autor omowit zwiazki zapachowe
syntetyczne oraz pochodzenia roslinnego. Kolejna grupg stanowia kompozycje zapachowe pochodzenia
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zwierzgcego takie jak: pizmo, cybet, kastoreum i ambra. W produkcji perfum substancje te wykorzysty-
wane sa jako utrwalacze zapobiegajace zbyt szybkiemu ulatnianiu aromatu.

Marcin Molski w swoim podrgczniku omowit tez niektore substancje egzogenne, m.in. witaminy
oraz tak zwane quasi-witaminy, substancje o potencjalnym zastosowaniu leczniczym lub kosmetycznym.

W kolejnej czgsci publikacji poswieconej substancjom naturalnym oraz bogatemu zrodhu zwiaz-
kow biologicznie czynnych stanowiacych podstawe produkcji kosmetykow; autor oprocz szczegoétowego
omowienia takich surowcow jak bursztyn, czosnek, drozdze, zielona herbata, produkty pszczele; opisuje
mozliwosci ich stosowania.

Juz $redniowieczni jatrochemicy i alchemicy produkowali eliksiry mtodosci destylujac, ekstrahujac
i macerujac przerozne rosliny, jady, tkanki zwierzgce i mineraty. Wspotcze$ni naukowcey wykrywaja
coraz to inne substancje hamujace starzenie si¢ organizmu. Temu zagadnieniu autor poswigcit rozdziat
Eliksiry mlodosci — z poznawczego punktu widzenia neurotoksyna botulinowa (botoks), kwas boswe-
liowy czy tez embrioblasty (komorki pierwotne zarodkowej tkanki tacznej) zasluguja na szczegoélng
uwagg i zainteresowanie czytelnika.

Fitohormony — wykazujace dziatanie hormonalne to kolejna grupa zwiazkow przeciwdziatajaca
spadkowi aktywnosci fibroblastow, komorek odpowiedzialnych za syntezg kolagenu, elastyny i kwasu
hialuronowego. Zwiazki stosowane do wygladzania zmarszczek i niwelowania symptomow starzenia sig
skory twarzy (implanty z kolagenu, kwasu hialuronowego i mlekowego) sa wazne w pielgegnacji skory.
Czytelnik znajdzie bardzo interesujace rozwazania na temat substancji pobudzajacych system odpor-
no$ciowy organizmu (tak zwane immunostymulatory kosmetyczne) takich chociazby jak cynk, selen,
aloes.

Mimo ze dynamiczny rozwdj nauki w zakresie mozliwosci wykorzystania bogactwa $wiata roslin-
nego jest ogromny, to jednak to, co wiemy o roslinach egzotycznych, jest niewspoimierne do tego, czego
jeszcze nie wiemy. Czg$¢ ksiazki Chemia piekna stanowi informacja o ro$linach amazonskich i andyjs-
kich (ich budowie, zawartosci zwiazkéw chemicznych oraz leczniczym zastosowaniu w formie réznych
preparatow kosmetycznych). Na uwagg czytelnika zastluguje zamieszczony na koncu ksiazki praktyczny
sfownik naturalnych i syntetycznych sktadnikow kosmetycznych stanowiacy nowatorskie zestawienie
nomenklatury INCI zatwierdzonej przez Komisj¢ Europejska.

Chemia pigkna stanowi bardzo cenna pozycj¢ na polskim rynku wydawniczym, dajaca czytelni-
kowi bogaty, obiektywny materiat informacyjny o sktadnikach i zwiazkach chemicznych (m.in. ich budo-
wie) zawartych w kosmetykach wplywajacych na urodg oraz dobre samopoczucie.

O ponadprzecigtnych walorach recenzowanej ksiazki stanowi aktualno$¢ i ranga podjetej tematyki,
poziom naukowy, sp6jnos¢ podregcznika. Uznanie budzi logiczna sekwencja rozwazan, interesujaca tres¢
poszczegdlnych rozdziatow.

Chemia piekna jest wartosciowym i nowatorskim podrgcznikiem. Polecam ja w zasadzie wszyst-
kim jako bardzo pomocna w dociekaniach na temat wiedzy z chemii ogoélnej, chemii stosowanej w zyciu
codziennym w higienie, kosmetyce, w dziataniach profilaktycznych lub/i leczniczych.

Jadwiga Sotoducho
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Malcolm Sainsbury, Chemia zwiqzkow heterocyklicznych, Wydawnictwo Naukowe PWN War-
szawa 2009. Tlumaczenie z jgzyka angielskiego (Zbigniew Zawadzki). ISBN 978-83-01-15620-6.
Str. 147, oprawa migkka, lakierowana, cena 39 PLN.

Tytut oryginatu: Heterocyclic Chemistry® The Royal Society of Chemistry, Cambridge 2001.

Chemia zwiqzkow heterocyklicznych Malcolma Sainsbury’ego jest ttumaczeniem ksiazki tegoz auto-
ra, wydanej w jezyku angielskim w roku 2001 przez The Royal Society of Chemistry. W swojej istocie
opracowanie odzwierciedla indywidualne spojrzenie autora na chemig tej grupy zwiazkow. Jest to dzieto
niezbyt obszerne, liczace zaledwie 147 stron, ale ma swoja zaletg jako podrecznik bo daje si¢ bez znuzenia
przeczyta¢ od poczatku do konca. Zwazywszy na ogromna liczebnos$¢ zwiazkow heterocyklicznych, ich
znaczenie przemysltowe i wazna rolg, ktoéra odgrywaja w procesach zachodzacych w organizmach zywych;
wiedza o nich powinna stanowi¢ wazny element wyksztalcenia chemikéw na poziomie akademickim. Nie-
stety narastajace ostatnimi czasy sptycenie norm edukacji chemicznej powoduje zubozenie ksztatcenia
w tej dziedzinie.

Recenzowana ksiazka zapetnia luke wsrod polskojezycznych podrgeznikow poswigconych tej tema-
tyce. Ostatni polskojgzyczny podrgeznik wydano pigtnascie lat temu — w migdzyczasie na rynku wydawni-
czym ukazalo si¢ kilka ksiazek anglojgzycznych, a posrod nich doskonata ksigzka T. Eicher, S Hauptmann
,.The Chemistry of Heterocycles” Wiley-VCH Weinheim 2003 — podrgczniki te nie sa zbyt rozpowszech-
nione, w gronie polskich czytelnikow.

Autorzy zwigztych podrecznikow chemii zwiazkow heterocyklicznych zmuszeni s dokonaé daleko
idacej selekcji materiatu z pominigciem innych, niekiedy nie mniej waznych zagadnien co na ogot staje sig¢
przedmiotem dyskusji. Tak jest i w tym przypadku. Autor ograniczyt swoje rozwazania gtéwnie do zwiaz-
kow heteroaromatycznych z jednym heteroatomem. Wyjatek stanowi rozdz. 8 poswigcony niearomatycz-
nym zwiazkom o czterocztonowych pierscieniach. Innym zwiazkom niearomatycznym poswigcono zaled-
wie krotkie wzmianki w kilku rozdziatach. W pozostatych siedmiu rozdziatach omowione zostato nazew-
nictwo i zagadnienia ogdlne, w tym aromatycznos$¢ (rozdz. 1), pirydyna, chinolina i izochinolina (rozdz. 2
i 3), sole piryliowe, piranony, zredukowane pirany, sacharydy i wgglowodany (rozdz. 4), sole benzopiry-
liowe, kumaryny i chromony (rozdz. 5), pirol, furan i tiofen (rozdz. 6) i ich analogi ze skondensowanym
pier$cieniem benzenowym (rozdz. 7). Ograniczenie omawianych zwiazkow do heterocykli z jednym hete-
roatomem zawgza prezentowang wiedz¢ z pominigciem tak waznych grup jak diazole czy diazyny. Inna
utomno$¢ podrecznika wynika z faktu iz jego pierwotna wersja zostata opracowana przed dziesigciu laty
przez co literatura zrodtowa do ktorej odsytany jest czytelnik jest na ogét niezbyt aktualna. Niektore
z przytoczonych reakcji np. wyczerpujace metylowanie Hofmanna (ss. 39, 130) maja juz tylko znaczenie
historyczne. Natomiast szkoda, ze pominigto wazne wspotczesne sposoby tworzenia pierScieni heterocy-
klicznych, oparte o reakcje cykloaddycji czy tez wykorzystanie do tego celu zwiazkéw palladu (0).

Do lektury podrgcznika zachgca logiczna i przejrzysta narracja zilustrowana dobrze opracowanymi
przyktadami reakcji. Zaprezentowanemu materialowi towarzysza zadania, ktorych rozwiazania przytoczono
na koncu ksigzki. Podrgeznik pozbawiony jest blgdow merytorycznych, a jego thtumaczenie dobrze oddaje
mys$l autora i co wazne, jest dobrze dopracowane pod wzglgdem jezykowym i redakcyjnym. UZyta nomen-
klatura jest poprawna — odpowiada regutom obowiazujacym w polskim nazewnictwie chemicznym.

Uwazam, ze ksiagzk¢ Malcolma Sainsbury’ego mozna poleci¢ wszystkim tym, ktorzy pragna rozsze-
rzy¢ swoja wiedzg z chemii organicznej poza zakres materiatu programowego, omawianego w podstawo-
wych podrecznikach tego przedmiotu. Polecam jg glownie studentom studiujacym na kierunkach chemii,
farmacji, biochemii oraz wyktadowcom opracowujacym wyktady monograficzne.

Przekazany mi do oceny egzemplarz ksiazki po dwukrotnym przeczytaniu zamienit si¢ w stos luz-
nych kartek, co nie wystawia najlepszego $wiadectwa polskiemu Wydawcy, tym bardziej ze nie jest to
pierwszy jego podregcznik niedopracowany pod wzglgdem technicznym.

Jacek Mtochowski
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INFORMACJE REDAKCIJI ,,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Podzigkowania za wspélprace w roku 2009

Redakcja Wiadomosci Chemicznych, w imieniu catego Komitetu Redakcyjnego
sktada serdeczne podzickowania wszystkim osobom i instytucjom za zaangazowa-
nie oraz aktywnos$¢ na rzecz rozwoju Czasopisma w roku 2009.

W ubiegtym roku uzyskali§my wsparcie finansowe od:

—  Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej w Gliwicach,

— Wydziatu Chemii Politechniki Wroctawskiej,

— Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego,

— Wydziatu Chemicznego Politechniki Lodzkie;j,

— Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego,

— Instytutu Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu,

— J. M. Rektora Uniwersytetu Wroctawskiego;

w biezacym roku, jako pierwszy osrodek wspart nasze czasopismo,

— Wydziat Chemiczny Politechniki Rzeszowskiej.

Jestesmy wdzigezni wszystkim w/w, za przylaczenie si¢ do akcji wspierania
Czasopisma poprzez zamieszczania informacji o swojej dziatalnosci na forum Wia-
domosci Chemicznych.

Jednoczes$nie zachgcamy inne polskie o$rodki chemiczne, aby rowniez zechcialy
uczestniczy¢ w tej inicjatywie promujacej nauk¢ w Polsce.

Podzigkowania dla pani Barbary Latko
za pehienie funkcji sekretarza redakcji Wiadomosci Chemicznych

Sktadamy wyrazy podzigkowania Pani Barbarze Latko za kilkuletnia prace
w pelnieniu obowiazkow sekretarza naszej redakcji. Dzigkujemy za ogromne zaan-
gazowanie, profesjonalizm i znakomita organizacjg pracy.
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Informacje biezace

Informujemy, ze od roku 2010, rezygnujemy z przesytana do Autorow bezptat-
nych odbitek manuskryptu — w zamian bedziemy przesyltac elektroniczng wersje
opublikowanej pracy. Decyzja ta zostala podjgta na prosbg wielu autorow jak row-
niez ze wzgledu na obnizenie kosztow wydawania czasopisma.

Redakcja ,, Wiadomosci Chemicznych”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2010

Redakcja miesigcznika PTCh ,,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysokos$¢ prenumeraty rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 2010 r. wynosi
168 z1l dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych oraz 78 zi
dla bibliotek szkoét srednich i podstawowych. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy
przekazywac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstancow Sl1. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkow PTCh, potaczona

z optata sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia si¢ nastepujaco:

—  prenumerata ,,Wiadomos$ci Chemicznych” na rok 2010 wraz ze sktadka

cztonkowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 70 zt
(sktadka — 50 zt, prenumerata — 20 zt);

— emeryci, doktoranci oraz studenci ptaca 35 zt (sktadka — 15 zt, prenume-

rata — 20 zl); a nauczyciele szkot §rednich i podstawowych ptaca 40 zi
(sktadka — 20 zt, prenumerata — 20 zt).

Czionkowie PTCh, ktérzy zechca zaprenumerowac ,,Wiadomosci Chemiczne” na
podanych tu warunkach, proszeni sa o0 wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA
NRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia
nastgpujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminow
w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

Nomenklatura weglowodanow. Zalecenia 1996, ttum. i red. T. Sokotowska
1 A. Wisniewski, cena 18 zt

I.Z. Siemion, Bronistaw Radziszewski i Iwowska szkota chemii organicznej, cena
18 zt

K. Maruszewski, Fizykochemia molekul zamknietych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzqdkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 zt

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt

M. Zablocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwdjnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zl.

Praca zbiorowa, Nanomateriaty, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zi.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe — nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Pasciak, W. Strek, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwiqzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. Kazmierczak
1J. Gawronski, cena 16 zt.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk, cena 18 zt.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setnq rocznice uro-

dzin,
cena 12,00 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czesé I, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ 11, cena 17,50 zt.

Ksiazki wysytamy na koszt zamawiajacego. Zamdwienia prosimy Kierowac
pod adresem: Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN DLA AUTOROW

,»Wiadomosci Chemiczne” publikuja artykuly przegladowe, dotyczace wszystkich dziedzin
chemii i wezeéniej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w ,,Wiadomos$-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie moga by¢ wydane gdzie indzie;j.

Tres¢ artykutéw powinna odpowiada¢ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglednia¢ najnowsze
osiagnigcia z dziedziny, ktorej artykut dotyczy.

,»Wiadomosci Chemiczne” nie przyjmuja do druku oryginalnych prac wiasnych. W wyjatko-
wych przypadkach moga zosta¢ wydane prace przegladowe dotyczace dorobku witasnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata waznej nagrody) albo prace podsumujace dorobek
Instytutu, Wydziatu itp. Zamiar ztozenia takiego artykutu do druku powinien by¢ jednak wczesniej
uzgodniony z Redakcja.

Ponadto w serii ,,Biblioteka Wiadomo$ci Chemicznych” publikowane sa prace, bedace z zato-
zenia dtuzszymi artykutami przegladowymi lub monografiami poswigconymi waznym i aktualnym
problemom wspdtczesnej chemii. Autorzy, ktdrzy chcieliby dla ,,Wiadomo$ci Chemicznych” taki
artykut napisa¢, powinni wczesniej skontaktowac si¢ z Redakcja i przesta¢ poczta elektroniczna
(e-mail: wechem@wchuwr.pl) lub zwykta informacj¢ zawierajaca tytul przygotowywanej publika-
cji oraz przyblizona liczbg stron, tabel i rysunkow itp.

W ramach nowej serii wydawniczej ,, WCh” pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie z ustawa,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omowieniem w jezyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (rowniez w kolorach) obydwu tych wariantow. W zalez-
no$ci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagan Autoréw,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z Autorami lub Instytucjami zlecajacymi
druk.

Prace nalezy przesyta¢ do Redakcji poczta elektroniczna (e-mail: wechem@wchuwr.pl) oraz
rownolegle — poczta zwykla (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakcji ,,Wiadomos$ci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroctaw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z dotaczona ptyta CD, zawierajaca tekst, tabele i ilustracje.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artykuty nalezy opracowywaé zwigzle i nie zamieszcza¢ nadmiaru szczegotow, odsytajac Czytel-
nika do pi$miennictwa oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, kto-
rej dotyczy artykut.

Maszynopis nie powinien przekraczac 25 stron, wliczajac wykaz pismiennictwa w przypadku
krétkiego przegladu, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
,,Wiadomosci Chemicznych”. Strona powinna zawiera¢ 1800 znakow (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znakow oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(6w) oraz spis rozdzialow. Dalej powinno sig znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakow, z cytowaniem pismiennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stéw kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysylanie tekstow angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy dotaczy¢ krotka (do 150 wyrazow) notke biograficzng, zawie-
rajaca tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym
aktualne zdjecie. Nadestanie tych informacji bedziemy traktowaé jako zgodg na ich publikacjg.

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale trzeba sig liczy¢ z doptata do druku) w formie wydruku
nalezy przesta¢ w dwoch egzemplarzach. Musza mie¢ odpowiednia formeg graficzna, by w razie
potrzeby nadawaty si¢ do reprodukcji. Na odwrocie nalezy wpisa¢ otowkiem nazwisko autora
i numer rysunku — ten sam, ktéry w odpowiednim miejscu zostal wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie dotaczy¢ podpisy pod rysunki w jezyku polskim i angielskim. Osobno nalezy dota-



czy¢ ponadto jeden komplet wzoréw i schematdw, narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-biate nalezy zapisa¢ w formacie .doc, .cdr,
Jjpg, -tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkow
2300 dpi. Kazdy z rysunkow zapisa¢ w oddzielnym pliku.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi, a ich tytuty w jezyku polskim i angielskim
zapisa¢ nad tabelami.

PisSmiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnoSci cytowania w teks$cie: powinno ono zawieraé
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,,Wiadomos-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli czgs$¢ pismiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nalezy podawac szczegbélowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cyto-
wac odno$ne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszyst-
kie prace sa przesylane recenzentom. Artykuly niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowujac kopi¢ maszynopisu.

Autorzy zobowiazani sa do wykonania jednej korekty tekstu.

Autor wskazany w licie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje droga elektroniczna
plik opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
,» Wiadomos$ci Chemicznych”
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