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DeNO”™ NA SITACH MOLEKULARNYCH
ZAWIERAJACYCH MIEDZ

CZ.HI. SELEKTYWNA KATALITYCZNA REDUKCJA
NO (SKR NO) WEGLOWODORAMI.
WPLYW 02 H201 S02*

DeNOx ON COPPER-CONTAINING
MOLECULAR SIEVES

PART Ill. SELECTIVE CATALYTIC REDUCTION OF NO.
EFFECT OF 02, H20 |1 SO2

lzabela Sobczak, Maria Ziotek

Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Chemii,
ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Abstract
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DeNOXx na sitach molekularnych zawierajgcych miedz. Cz. 1l. Katalityczny rozktad NO, Wiad.
Chem., 2002, 56, (3-4), 177.
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ABSTRACT

Part | ofthis series exhibited the physico-chemical properties of Cu-containing
molecular sieves, whereas, Part Il was devoted to the DeNOx carried out via the
decomposition ofNO.

Cu-containing molecular sieves are applied not only in the decomposition of
NO but also in the selective catalytic reduction of NO with hydrocarbons
(HC-SCR). The latter is the subject of this paper. The selective reduction of NO
with hydrocarbons is a new alternative for the removal of NO from the exhausts
gases. It is addressed, among others, to the reduction of NO in the presence of
a large amount of oxygen.

Part 11l considers also the influence of 02, H20 and S02 on the activity of
Cu-catalysts in both NO reduction with hydrocarbons and NO decomposition.
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1. SELEKTYWNA KATALITYCZNA REDUKCJA NO (SKR NO)
WEGLOWODORAMI

Selektywna katalityczna redukcja NO weglowodorami przebiega w obec-
nosci nadmiaru tlenu wg schematu [1]:

NO + weglowodor + 02— - N2+ C02+ H20.

W ostatniej dekadzie przebadano wiele katalizatoréw, ktére okazaty sie ak-
tywne w tym procesie. Byla to cata gama zeolitéw modyfikowanych réznymi me-
talami, np.: Cu [2-8], Co [9-14], Fe [15-18], Pt [19-24], Pd [25], Ga [26, 27],
a takze tlenki metali: La20 3, Ce02, Sm20 3, Tm20 3lub CaO [28-30], metale na-
niesione na tlenki metali [31-34]. Sposrod tych katalizatoréw najdoktadniej prze-
badano zeolity Cu-ZSM-5, wykazujgce niemal 100% konwersje NO w tempera-
turze ~ 673 K z wysokg selektywnos$cig do N2.

Mozliwos$¢ wykorzystania zeolitu Cu-ZSM-5 w procesie selektywnej reduk-
cji NO w obecnosci tlenu, przy uzyciu takich weglowodoréw, jak: CIkE, C3HC
i C3H8, jako pierwsi, niezaleznie od siebie, przedstawili Iwamoto [35] oraz Held
i wsp. [36]. Stwierdzili, ze obecnos$é tlenu podwyzsza konwersje NO, ktora
osigga maksimum w okre$lonej temperaturze, a nastepnie spada. Temperatura,
w ktorej redukcja osigga maksimum, zalezy od rodzaju weglowodoru i wynosi,
odpowiednio, 523, 598 i 573 K w przypadku zastosowania C2H4, C3H8i C4H8.
CH4 i C2H6 okazaty sie reduktorami nieselektywnymi, tzn. fatwo reagujacymi
z tlenem.

Iwamoto i wsp. [37, 38] zbadali wptyw temperatury reakcji, stezenia tlenu
i weglowodorow w mieszaninie gazow oraz stopnia wymiany miedzi w zeolicie
Cu-ZSM-5 na aktywnos$¢ w SKR-WW. Badania wykazaty, ze bez udziatu weglo-
wodorow i tlenu konwersja tlenku azotu (1000 ppm) wynosi 25% w 673 K, a re-
akcjajest catkowicie hamowana w obecnosci 1% obj. tlenu. Dopiero wprowadze-
nie propenu (166 ppm) powoduje 100% redukcje NO w 873 K. Wzrost stezenia
propenu (1000 ppm) sprzyja przesunieciu maksimum aktywnos$ci do nizszej tem-
peratury (573 K). Dodatek ok. 1-2% tlenu zwieksza aktywnos$¢ katalizatora
Cu-ZSM-5 (przy wiekszych stezeniach tlenu aktywnos$¢ spada), podczas gdy za-
leznos$¢ konwersji NO od stezenia propenu w danej temperaturze jest liniowa.

Tnng interesujaca obserwacjg byt fakt, iz aktywnos$¢ katalizatora Cu-ZSM-5
zwieksza sie ze wzrostem zawarto$ci miedzi, osiggajac maksimum, w przeci-
wienstwie do reakcji rozktadu NO, w zakresie 80-100% wymiany jonowej. Po-
twierdzity to badania Torre-Abreu i wsp. [39] oparte na analizie probek kataliza-
tora technikami H2-TPR i TPD-NO. Wykazaty one, ze w zeolicie Cu-ZSM-5
o stosunku Cu/Al < 0,5 dominujgjony Cu2+, co sugeruje, ze jony te sg centrami
aktywnymi w SKR NO propenem. Z kolei spadek aktywno$ci katalizatora ze
wzrostem stosunku Si/Al, a co z tym zwigzane ze spadkiem stezenia centrow
kwasowych Bronsteda, dowodzi waznos$ci rowniez tych ostatnich jako centrow
aktywnych zdolnych do adsorpcji NO. O tym, ze obecno$¢ zaréwno jonow Cu2+,
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jak i centrow kwasowych Bronsteda w prébce jest istotna dla uzyskania wysokiej
konwersji NO Swiadczy tez fakt, ze tylko zeolity jonowo wymienione miedzig
z roztworu wodnego soli cechujg sie znaczng aktywnoscigw SKR-WW. Aktyw-
no$¢ spada w nastepujagcym porzadku: Cu-ZSM-5 (wymiana jonowa w roztwo-
rze) > Cu-ZSM-5 (wymiana w ciele statym) > Cu-ZSM-5 (mieszanina fizyczna
Cu/NaZSM-5 + HZSM-5) > Cu/ZSM-5 (impregnacja) [5].

Mechanizm redukcji NO przy uzyciu weglowodorow (SKR-WW) zalezy od
rodzaju katalizatora, reduktora i warunkow reakcji, ale zawsze sktada sie z kilku
etapow. Generalnie rozrdznia sie trzy mozliwe $ciezki reakcji [40, 41]:

1. Czesciowe utlenienie weglowodordéw i nastepnie reakcja z NO

HC °2N> HC* (czes$ciowo utleniony HC),
2HC* + 2NO -» N2+ 2COv+ H20 &= 10,5);

2. Utlenienie NO do N 02, ktdry jako silny czynnik utleniajacy reaguje z
weglowodorami

NO + 402 (lub MO) -> NO2,
2N02+ 2HC -> N2+ 2COv+ H20 (x=1,5);
3. Rozktad NO i regeneracja miejsc aktywnych przez weglowodory
2NO — N2+ 20(ags),
2HC + O”+nadsj —2COx + H20.

Charakterystyczne cechy procesu SKR-WW sg nastepujace:

1. Redukcja NO do N2 i utlenianie HC do COxrozpoczynajgsie w zblizonej
temperaturze (~ 453-473 K).

2. Maksimum redukcji NO jest osiggane w temperaturze 673 K, a powyzej
tej temperatury redukcja spada, poniewaz zaczyna dominowac utlenianie weglo-
wodoréw przez tlen.

3. Wyzsza szybko$¢ objetoSciowa, uzycie mniej reaktywnych weglowodo-
réw i obecnos$¢ zwigzkow hamujacych reakcje, np. wody, prowadzi do przesunie-
cia maksimum redukcji do wyzszych temperatur.

Mechanizm SKR-HC na Cu-ZSM-5 nie jest jeszcze do korica zrozumiaty.
Proponowane sg rézne formy wigzania substratow i produktdw przejsciowych
z powierzchnig katalizatora. Podsumowania réznych propozycji mechanizmu re-
akcji dokonali Fritz i Pitchon [42]:

1. Rozktad NO jako gtéwny etap procesu, tzn. NO adsorbuje sie na jonach
Cu+, a nastepnie rozktada do N2 i tlenu skoordynowanego z Cu2+ Weglowodor
wystepuje jako czynnik regenerujgcy centra aktywne.

2NO-Cu+ N2+ 20--Cu2+
90~-Cu2++ C3H6-> 9Cu++ 3C02+ 3H20.
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Zdaniem Burcha i Millingtona [43] tlen zabezpiecza redukcje miedzi do CuO.
Z kolei Cho sugeruje [44], ze weglowodory adsorbuja sie na zeolicie w niskich tem-
peraturach, co uniemozliwia adsorpcje i redukcje NO, dlatego katalizator Cu-ZSM-
-5 jest aktywny tylko wéwczas, kiedy zarowno weglowodory, jak i NO oraz tlen
majg dostep do miejsc aktywnych. Poza tym, kiedy spalanie weglowodordéw jest
catkowite, nie nastepuje odnowa centréw aktywnych i konwersja NO spada.

2. Tworzenie depozytu weglowego na powierzchni katalizatora, ktéry wyka-
zuje zdolnos$¢ do redukcji NO [45]:

XC3H6-» CA.-S,
CA.-S + 2NO —>N2+ CO, + H20,

gdzie S oznacza powierzchnie katalizatora.

Rola tlenu polega na zwiekszeniu stezenia zaadsorbowanych form NO na po-
wierzchni katalizatora, co przyczynia sie do zwiekszenia stopnia przereagowania
NO.

3. Utlenianie NO do N 02, ktéry jako bardziej aktywny od NO reaguje bez-
posrednio z weglowodorami:

NO +j O, ->NO02
18N02+ 4C3H6 -> 9N2+ 12CO, + 12H20.

Doktadny mechanizm tego typu, sktadajacy sie z 10 etapow, zaproponowat
Shelef [46]. Zgodnie z wynikami badarh XPS zeolitu Cu-ZSM-5 w obecnosci 0 2,
NO i CsHf, [47], wskazujgcymi, ze jony Cu2+w prébce skoordynowane sg z po-
zaszkieletowym tlenem (sygnat 937 eV wrazliwy na dziatanie tlenu), autor pro-
ponuje udziat Cu2+0~wraz z centrami kwasowymi Bransteda w roli centrow ak-
tywnych reakcji. Mechanizm rozpoczyna sie tworzeniem zaadsorbowanych form
azotanowych:

Z"“Cu2t0 '+ NO(g Z'Cu2#(NO,)~ads (Z - szkielet zeolitu),
Z~Cu2{N02)“ads  Z“Cu++ N02(g).
W dalszym etapie tlen regeneruje centra aktywne Cu2+0 “:
Z“Cu++ j O, ZCu2+0°‘,
a propen aktywowany jest na centrach kwasowych Bransteda:
Z~H++ C3H6 Z‘C3HA

Utworzone kationy organiczne ulegajg oligomeryzacji, a nastepnie reagujg
zNO,:
«(Z-C3Hf) » n(Z-H) + C3,H"+],

mNO, + C,,H2H#l — C,,H2,+iNnD 2m.
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Formy oligomeryczne reaguja dalej z gazowym tlenem i gazowym N0 2:

C,Hi,+, +02-»nC02+ «H20 + ET.
C,H2,+iNm0 2m+ mNO02(g) -» mN2+ nC02+ «H20 (g) + H+

Utworzone wczesniej formy azotanowe mogg takze reagowa¢ z NO w fazie
gazowej, a produkt rozktada sie do N2i 0 2:

Z_Cu2+NO)2adS + NO{g) ** Z-Cu2-(N20 3)Ids,
Z Cu2 (N20 Jads —»Z Cu“+0 + N2(g) + 0 2(g).

4. CzeSciowe utlenianie zaadsorbowanych weglowodoréw do alkoholi,
aldehydow lub ketondw, ktére cechujg sie wyzszg zdolnoscig do redukcji NO niz
weglowodory:

C3H6 s+ " 02— C30H6-S,

C30H6-S + 8NO-S -4 4N2+ 3C02+ 3H20

(S - powierzchnia katalizatora).

Nowa rodzina mezoporowatych sit molekularnych MCM-41 rowniez stata sie
obiektem zainteresowan badaczy w odniesieniu do jej zastosowania w procesie
usuwania NO. Valange i wsp. [48] podjeli sie porownania aktywnosci katalizato-
réw typu Cu,Zn-ZSM-5 i Cu,Zn-MCM-41, zawierajacych zmieszane fazy tlenko-
we miedzi i cynku, w procesie SKR NO propenem. Niestety, aktywno$¢ materia-
tu mezoporowatego byta znacznie nizsza w catym przedziale badanych tempera-
tur (473-773 K). Konwersja NO wyniosta 17% w 673 K, w poréwnaniu z 40%
w 723 K na Cu,Zn-ZSM-5 (800 ppm NO, 800 ppm C3H6, 4% obj. 0 2, przeptyw
15 I/li). To sugeruje, ze otwarta struktura sita MCM-41 trudniej generuje aktyw-
ne jony miedzi niz bardziej ograniczona objeto$¢ porow zeolitu ZSM-5. Innym
powodem nizszej aktywnosci sit MCM-41 moze tez by¢ prawdopodobne wbudo-
waniejondw Cu2+w krzemianowe $ciany materiatu z utworzeniem mniej aktyw-
nej fazy krzemianu miedzi. Wyzszg aktywnos¢ sit typu MCM-41 w tym samym
procesie uzyskali autorzy pracy [49] w przypadku katalizatora Cu-A1MCM-41,
przygotowanego przez mechaniczne zmieszanie CuCl z AIMCM-41 i kalcynacje
- 40% konwersji NO w 873 K (0,16% NO, 0,14% C3H6, 2% obj. 0 2, przeptyw
6 1/h). Z kolei aktywnos¢ katalizatora Cu-SiMCM-41 byta znikoma (8% konwer-
sji NO w 873 K). Uzyskane wyniki sugerujg, ze matryca glinokrzemianowa jest
lepszym nosnikiem dla aktywnej fazy miedzi w tej reakcji, a jony miedzi Cu2+
i Cu skoordynowane z tlenem z tetraedru glinowotlenowego sg gtownymi cen-
trami aktywnymi w SKR NO na Cu-A1MCM-41.

SKR NO weglowodorami jest metodg bardzo obiecujgca, ale wymaga wcigz
dalszych badan, zanim zostanie zastosowana w praktyce. Powaznym problemem

jest rozwigzanie negatywnego wptywu wody i S02 na aktywnos$¢ katalizatoréw
zeolitowych (rozdz. 2).
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Drugim celem prowadzonych obecnie badan jest ciggte polepszanie aktyw-
nosci i trwatosci katalizatoréw. Obiecujacg droga, biorgc pod uwage fakt, ze me-
chanizm SKR-WW jest wieloetapowy, jest skierowanie uwagi badaczy na kata-
lizatory bifunkcyjne, czyli zawierajgce dwa skladniki aktywne, petnigce rézne
funkcje katalityczne [40], Wplyw kokationu na aktywno$¢ zeolitu Cu-ZSM-5
w SKR NO etenem badali Teraoka i wsp. [50]. Stwierdzili, ze obecno$¢ Ca, Sr,
Fe, Co lub Ni podwyzsza aktywno$¢ oraz poszerza okno temperaturowe,
w ktdrym katalizator uzyskiwat wysokga aktywnos¢, nie wywiera jednak wplywu
na temperature najwyzszej redukcji NO (673 K dla wszystkich katalizatoréw).
Najwiekszy wzrost aktywnosci zaobserwowano dla CaCu-ZSM-5. Autorzy suge-
ruja, ze obecnos¢ drugiego kationu ttumi spalanie etenu przez zmiane lokalizacji,
formy i/lub stanu elektronowego miedzi.

2. WPLYW 0 2 H2 i SO, NA AKTYWNOSC KATALIZATOROW
W PROCESACH USUWANIA NO

Znaczne ilosci tlenu, pary wodnej oraz niewielkie ilosci zwigzkow siarki
(przede wszystkim dwutlenku siarki) towarzyszg emisji tlenkéw azotu, ktérych
gtownym zrédtem jest spalanie réznego rodzaju paliw kopalnych. Bardzo wazne
jest zatem, aby obecno$¢ tych zwigzkdw w mieszaninach gazowych nie wptywa-
ta ujemnie na skutecznosc¢ pracy katalizatorausuwania NO. Problem wpiywu tle-
nu, wody i zwigzkow siarki na aktywnos¢ katalizatora Cu-ZSM-5, najskuteczniej-
szego sposrod katalizatorow zeolitowych w procesie rozktadu NO i SKR NO, stat
sie przedmiotem licznych badan.

2.1. WPLYW TLENU

W przypadku SKR, zarbwno za pomoca amoniaku, jak i weglowodorow, tlen
jest konieczny do uzyskania wysokiej konwersji NO, poniewaz promuje utlenia-
nie NO do NO02lub przyczynia sie do regeneracji miejsc aktywnych katalizatora
Cu-ZSM-5 [42, 51]. Bardzo wazne jest jednak stezenie tlenu. Stwierdzono, ze
przy braku tlenu w mieszaninie gazéw katalizator nie wykazuje aktywnosci
w procesie SKR, ale juz dodatek tlenu w ilosci ok. 1% obj. prowadzi do natych-
miastowego wzrostu konwersji NO do ok. 90% (773 K, 500 ppmv NO,
900 ppmv C3H6, SV -10000 h“1) [38]. Konwersja NO pozostaje stabilna do
ok. 1,5% obj. tlenu, natomiast dalszy wzrost zawartosci 0 2 prowadzi do stopnio-
wego spadku aktywnosci katalizatora [38, 52],

Odmienny wpltyw obecnosci tlenu obserwuje sie w przypadku katalityczne-
go rozktadu NO. Jak wykazato wielu autorow [53-55] dodanie tlenu do miesza-
niny reakcyjnej zmniejsza aktywnos$¢ katalizatora Cu-ZSM-5. Spadek konwersji
NO zalezy od ilosci wprowadzonego tlenu, a takze temperatury reakcji, czasu
kontaktu i zawartosci miedzi w probce. Li i Hall [55] zaobserwowali spadek kon-



386 1. SOBCZAK, M. ZIOLEK

wersji NO ze wzrostem stezenia 0 2, przy czym dla najaktywniejszego sposrod
badanych przez nich katalizatoréw, Cu-ZSM-5-12-140, stwierdzili spadek prze-
reagowania NO w 773 K z 97 do 80%, przy 10% obj. tlenu. Konwersja NO po-
wracata do wczedniejszego poziomu po 30 minutach od usuniecia tlenu z ukia-
du. Z kolei Pirone i wsp. [54] wykazali, ze podobnie jak w przypadku reakcji bez
udziatu tlenu, aktywnos$¢ wzrasta ze wzrostem czasu kontaktu W/F, temperatury
i zawartosci miedzi w prébce. Katalizator osiggat maksymalng konwersje NO
w wyzszej temperaturze niz w nieobecnosci tlenu. Dodatkowo zaobserwowano
[53], ze dla nadmiarowo wymienionych zeolitéw negatywny wplyw tlenu jest
znacznie mniejszy niz dla prébek o stosunku Cu/Al < 0,5. Z tego wynika, ze nad-
miar miedzi w Cu-ZSM-5 przyczynia sie nie tylko do wzrostu katalitycznej ak-
tywnosci materiatu, ale takze do zwiekszenia odpornosci na negatywne dziatanie
tlenu.

Obserwuje sie wyrazny wzrost konwersji NO do N 02[54, 55] ze wzrostem
zawartosci tlenu. Pirone i wsp. [54] zaobserwowali, ze dodanie 1% 0 2 powodu-
je zmniejszenie selektywnosci do N2z 91 do 25%, przy czym zwigkszenie czasu
kontaktu W/F hamuje nieco ten proces. Zdaniem Li i Halla [55] utlenianie NO
do NO2ma miejsce w zimnej cze$ci uktadu reakcyjnego, bez udziatu katalizato-
ra. Autorzy potwierdzili to, przepuszczajac mieszaning NO + 02 (4% NO w He
i4% 0 2w He) przez pusty reaktor w temperaturze pokojowej. Natomiast Pirone
iwsp. [54] wykluczajgtaka mozliwos$¢. W przeprowadzonym przez nich podob-
nym eksperymencie (mieszanina 0,5% NO, 1% 0 2, hel) konwersja NO do N02
nie przekraczata 4% w przedziale temperatur od pokojowej do 790 K. Stad tez
ich zdaniem niekatalityczne utlenianie NO do N 02jest nieznaczne. Tym bardziej,
ze badania metodg spektroskopii w podczerwieni wyraznie wskazujgna zdolno$é
katalizatora Cu-ZSM-5 do utleniania NO do NOz [9, 56-59],

Przyczyne spadku aktywnosci katalizatora Cu-ZSM-5 w rozktadzie NO
w obecnosci tlenu prébowano wyjasni¢ za pomocg techniki TPD NO i 0 2 oraz
obliczen teoretycznych [9, 61-62]. Gervasini [62] przeprowadzit procesy wysy-
cania katalizatora Cu-ZSM-5 tlenkiem azotu, a nastepnie tlenem, i odwrotnie,
w temperaturach 298-623 K w celu wyjasnienia, czy NO i 0 2 adsorbujg sie na
tych samych centrach aktywnych. Pomiary TPD po procesach wysycania wyka-
zaly, ze adsorpcja NO i 0 2 nastepuje na tych samych centrach aktywnych (stad
hamowanie adsorpcji NO przez tlen) oraz ze konkurencja w zajmowaniu centrow
adsorpcji przez NO i O? zalezy od temperatury. W 298 K NO usuwa zaadsorbo-
wany tlen, co przejawia sie odnowieniem ksztaltu krzywej TPD odpowiadajace;j
Swiezej probce Cu-ZSM-5 po wysyceniu NO, podczas gdy w temperaturze
623 K nie nastepuje catkowite usuniecie O? przez NO. To sugeruje, Ze czastecz-
ka NO nie jest zdolna efektywnie konkurowac z zaadsorbowanym tlenem w tej
temperaturze. Przyczyng spadku aktywnosci katalizatora w rozktadzie NO
w 623 K jest wiec silniejsza adsorpcja tlenu niz NO na centrach aktywnych. Po-
nadto stwierdzono, ze w 623 K tlen usuwa zaadsorbowane formy NO typu
Cu2+N0)(N02*), uwazane za aktywne zwigzki posrednie w reakcji rozktadu NO
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[9,56,57, 62, 63]. Obliczeniateoretyczne przy uzyciu metody DFT [61] potwier-
dzajg, ze energia adsorpcji 02 na OT jest wyzsza niz energia adsorpcji NO
(773 K). Ponadto sugeruja, ze mniejszy negatywny wptyw tlenu obserwowany
w nadmiarowo wymienionych zeolitach Cu-ZSM-5 zwigzany jest z obecnoscig
w tych katalizatorach form [Cu-O-Cu]2t, gdyz najprawdopodobniej wyzsza ener-
gia adsorpcji 0 2na Cul-niz na [Cu-0-Cu]2~jest przyczyna dezaktywacji katali-
zatora zawierajgcego izolowane jony miedzi. Zwiekszeniu odpornosci kataliza-
tora Cu-ZSM-5 na dziatanie tlenu sprzyja wzrost temperatury reakcji. Powyzej
673 K, szczeg6lnie dla zeolitow o wysokim poziomie wymiany miedzi (Cu/Al >
0,5), szybkos¢ desorpcji tlenu znacznie wzrasta (od 3,7><105w 673 K do 15* 105
O/Cu w 823 K dla Cu-ZSM-5-26-166), dzieki czemu nie nastepuje zatruwanie
centrow aktywnych [64].

2.2. WPLYW WODY

Spadek konwersji NO w reakcji rozktadu tego tlenku w obecnos$ci wody za-
lezy od stopnia wymiany miedzi w zeolicie oraz od zawartosci wody w miesza-
ninie reakcyjnej [65], Dezaktywacja katalizatora jest tym wieksza, im wieksze
jest stezenie dodanej wody (ok. 60% dezaktywacji dla 2% obj. wody i 90% dla
20% obj. wody na katalizatorze z 142% wymiany na Cu, w reakcji prowadzonej
w 773 K). lwamoto i wsp. [53] oraz Hall i wsp. [55] zaobserwowali, ze efekt
dziatania wody jest catkowicie odwracalny, ale wymagany czas regeneracji jest
dtuzszy niz w przypadku zatrucia tlenem. Z kolei Zhang i Flytzani-Stephano-
poulos [65] wskazalijedynie na mozliwo$¢ czesciowego odnowienia aktywnosci
katalizatora po usunieciu wody i tylko dla zeolitow nadmiarowo wymienionych
miedzia.

Podobny wptyw wody na aktywno$¢ Cu-ZSM-5 stwierdzono w przypadku
SKR NO weglowodorami [3, 15], Nadmiarowo wymienione zeolity wykazywa-
ty spadek konwersji NO o ok. 2/3 przy 10% obj. wody [3]. Wzrost zawartosci pa-
ry wodnej do 20% obj. powodowat niemal catkowity spadek aktywnosci katali-
zatora [15], przy czym usuniecie H20 z uktadu prowadzito do przywrocenia po-
czatkowej aktywnosci zeolitu. Autorzy pracy [66] poréwnali hydrotermalng od-
pornos¢ katalizatora Cu-ZSM-5 i Cu-Ti-PILC (Pillared clays) w procesie SKR
NO przy uzyciu etenu. Oba typy katalizatorow cechowat spadek konwersji NO
w obecnos$ci wody, jednakze stopien dezaktywacji w przypadku materiatu typu
PILC byt duzo mniejszy (odpowiednio o ok. 20 i 5%).

W celu wyjasnienia negatywnego wptywu wody na aktywno$¢ katalizatora
Cu-ZSM-5 dokonano charakterystyki probek po procesach rozktadu NO i SKR
NO z udziatem pary wodnej [3, 4, 65]. W pierwszym przypadku (po rozktadzie
NO) badania STEM i XRD zeolitu Cu-ZSM-5-20-141 wskazaly na agregacjejo-
ndéw miedzi z utworzeniem fazy CuO (refleks XRD - 20 = 38,8°) o rozmiarach
ok. 20 nm oraz spadek krystalicznosci materiatu pod wptywem dziatania wody.
Jednakze analiza XPS nie wykazata zgromadzenia form tlenkowych miedzi na
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powierzchni materiatu, z czego wynika, ze tworzenie CuO musi zachodzi¢ we-
wnatrz kanatdw zeolitu. Duzy rozmiar czgsteczek CuO przyczynia sie do bloko-
wania poréw, a takze do zniszczenia struktury wokat tych czasteczek. Poza tym
zdjecia STEM wykazaly obecno$¢ agregatow glinu pozaszkieletowego, co suge-
ruje czeSciowg dealuminacje zeolitu pod wptywem H20. Powyzsze informacje
pozwalajg wnioskowa¢, ze gtéwng przyczyng spadku aktywnosci katalizatora
Cu-ZSM-5 w reakcji rozktadu NO pod wptywem dziatania pary wodnej jest two-
rzenie nieaktywnych form tlenku miedzi CuO oraz proces dealuminacji. Zhang
i Flytzani-Stephanopoulos [65] zaproponowali mechanizm dezaktywacji zeolitu
w podwyzszonej temperaturze. Wedtug nich w wyniku dziatania pary wodnej na-
stepuje tworzenie uwodnionych i zhydrolizowanych komplekséw miedzi, ktdre
maja zdolno$¢ migracji w kanatach ZSM-5:

Cu2~Z +*H20  Cu2(H20)wZ.

Jednocze$nie zachodzi protonacja zeolitu w wyniku dysocjacji H20 pod
wptywem pola elektrostatycznego kationéw Cu2+ wg reakcji:

Cu2+H20)x-Z — [Cu*(OH)"(H20)jc J+ Z-H+
oraz utworzenie Cu(OH)2:
[Cu2~(0H)'(H20 )~ ,] +-Z-H +5=tCu(OH)2+ H+Z-H ++ (x - 2)H20.

Tlenek miedzi, nieaktywny w rozkladzie NO, tworzony jest w wyniku
rozktadu Cu(OH)2:

Cu(0H)2= Cu0 + H20.

Protonacja zeolitu powoduje, Ze jest on mniej stabilny niz pierwotna forma
miedziowa i przez to bardziej sktonny do dealuminacji dziataniem pary wodnej.
Czesciowy wzrost aktywnosci katalizatora Cu-ZSM-5 po usunieciu H20 wska-
zuje, ze niektére z zachodzacych proceséw sg odwracalne, co umozliwia odbu-
dowanie aktywnych form miedzi (najprawdopodobniej procesy hydratacji).

Autorzy pracy [67] wyjasnili zatruwanie wodg mordenitu, wymienionego
miedzigw reakcji rozktadu NO, tworzeniem klasteréw miedzi. Klastery te, loka-
lizujgc sie w porach zeolitu, powodujgich blokade oraz powstawanie miedzi me-
talicznej pod wptywem wody:

2Cu+ Cu2+(OH~) + Cu0 + HT.

Doktadna charakterystyka materiatow Cu-ZSM-5 po procesie SKR weglo-
wodorami w obecnosci wody pozwolita autorom prac [3, 4] okreslic mozliwe
przyczyny dezaktywacji katalizatora dziataniem H20. Dyffaktogramy XRD nie
wykazaty tworzenia fazy CuO ani tez spadku krystalicznosci materiatu. Jednak-
ze z krzywych H2-TPR wyraznie wynikato, ze pod dziataniem pary wodnej two-
rzg sie pewne nowe formy miedzi, ktorych nie obserwowano w sSwiezej probce
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(szerokie maksima ok. 523 K i 723 K). Przez porownanie krzywych TPR katali-
zatora zdezaktywowanego pod wptywem H20 i krzywych CuA120 4/A1203 oraz
zeolitu H-ZSM-5 poddanego procesowi dealuminacji parg wodng przed wymia-
ng na miedz, maksimum powyzej 673 K przypisano CuA120 4, natomiast szero-
kie maksimum ok. 523 Kjonom miedzi rozproszonym w Al120 3. Nie zaobserwo-
wano natomiast maksimum przy 298 K, wczes$niej zarejestrowanego dla probki
przed dezaktywacjg, co wykluczyto obecnos¢ jonu [Cu-O-Cu]2l w katalizatorze
po dziataniu H?0. Badania EPR potwierdzajg obecno$¢ nowej fazy miedzi w zdez-
aktywowanym zeolicie, wskazujgc na istnienie przynajmniej dwdéch form izolo-
wanych jonéw miedzi. Wzrost intensywnosci sygnatu Swiadczy o tym, ze diama-
gnetyczny kation [Cu-O-Cu]2" ulegt przeksztatceniu w inne formy, rejestrowa-
ne w widmie EPR, ktdrymi moga by¢ jony Cu2+zdyspergowane na A120 3. Zda-
niem Yana i wsp. [3] gtéwngprzyczyng dezaktywacji katalizatora Cu-ZSM-5 pa-
rgawodngw procesie SKR NO jest dealuminacja (fatwo zachodzaca w obecnosci
protonéw tworzacych sie w zeolicie), ktdra prowadzi do wytworzenia pozaszkie-
letowych form glinu w postaci A120 3. Jednocze$nie ma miejsce tworzenie ma-
tych krystalitéw CuO (d< 4 nm, niewykrywalnych na dyfraktogramach), gtow-
nie w krzemianowej czesci zeolitu. Z czasem, gdy dealuminacja staje sie gtebsza,
powstaje coraz wigksza liczba czastek A120 3, dzieki czemu wzrasta liczbajonow
Cu2+zdyspergowanych na A120 3oraz klasterow Cu/Al20 3, a nawet zwigzkow ty-
pu CuAl120 4. Procent aktywnych, izolowanych jonéw Cu2+ maleje ze wzrostem
stopnia dezaktywacji. Tymczasem Gomez i wsp. [68] nie stwierdzili zachodzenia
dealuminacji w prébkach Cu-ZSM-5 po reakcji redukcji NO z uzyciem C3H8
w obecnosci 10% H20. W widmach 27A1 MAS NMR nie zaobserwowano sygna-
téw Swiadczacych o istnieniu glinu pozaszkieletowego, a badania metodg XRD
potwierdzity zachowanie niezmienionego stosunku Si/Al. Zdaniem autoréw dez-
aktywacja katalizatora Cu-ZSM-5 parg wodng wywotanajestjedynie przez zmia-
ne lokalizacji i koordynacjijonéw Cu2+. Z przeprowadzonych badan EPR wyni-
ka, ze w prébce po dezaktywacji ok. 30% wszystkich paramagnetycznych jonow
Cu2+ zmienia swojg koordynacje, lokujgc sie na przecieciach kanatow, tzn.
w otwartych przestrzeniach struktury zeolitu. Wg autoréw wyznaczone wartosci
g\|=2,31 iA1= 150 G odpowiadajg koordynacji znieksztatconej piramidy kwa-
dratowej.

Problem zatrucia katalizatora Cu-ZSM-5 w obecnosci wody probowano,wy-
jasnic¢ takze za pomoca obliczen teoretycznych (DFT) [61, 69, 70]. Stwierdzono,
ze adsorpcja H20 na zeolicie Cu-ZSM-5 zachodzi przez tworzenie wigzania mie-
dzy atomem O czasteczki H20 a kationem metalu oraz wigzania wodorowego
miedzy jednym z dwoch atomoéw wodoru czasteczki H20 a atomem tlenu
w szkielecie zeolitu. Adsorpcja wody wydtuza wigzania miedzy kationem meta-
lu atlenem w szkielecie, z ktérym jest zwigzany. Wydtuzenie wigzania M -0 jest
tym wieksze, im wiecej czgsteczek H20 ulega zaadsorbowaniu, co ostabia od-
dziatywanie kationu ze szkieletem. Ponadto wykazano [70], ze energia adsorpcji
H20 na Cu+/zeolicie jest wieksza niz czasteczki NO, a wiec adsorpcja NO na
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Cu7zeolicie, na ktorym zaszta preadsorpcja H20, nie bedzie korzystna pod
wzgledem energetycznym i nie doprowadzi do wytworzenia stabilnych kom-
pleksow NO z miedzia.

Bell i wsp. [69] prébowali takze okresli¢ tatwos¢ tworzenia form tlenkowych
miedzi w zeolicie Cu-ZSM-5 i Co-ZSM-5 z punktu widzenia termodynamiki. Ich
badania wskazujg, ze powstawanie wodorotlenku metalu (stan gazowy) jest ter-
modynamicznie niekorzystne, ale moze zachodzi¢ spontanicznie, jezeli kon-
cowym produktem bedzie tlenek metalu. Wedtug nich proces ten jest znacznie
tatwiejszy w przypadku Cu-ZSM-5 niz Co-ZSM-5, co moze sugerowaé wiekszg
stabilnos¢ hydrotermalng zeolitdéw zawierajgcych kobalt.

W grupach badawczych Yana i Zhanga [4, 65] przeprowadzono préby mo-
dyfikacji katalizatora Cu-ZSM-5 w celu polepszenia jego odpornosci hydroter-
malnej. Przedmiotem zainteresowania Zhanga i Flytzani-Stephanopoulos [65]
byly zeolity Cu-ZSM-5 modyfikowane cerem (oba metale wprowadzano przez
wymiane jonowg z roztworu). Badania katalitycznej aktywnosci materiatu
Ce(60)Cu(180)-ZSM-5 w rozktadzie NO z udziatem wody (2-20% obj.) wyka-
zaly, ze katalizator z dodatkiem ceru cechuje sie dwukrotnie wyzszg aktywnoscig
od katalizatora Cu(141)-ZSM-5, w tych samych warunkach. Na dyffaktogramach
rentgenowskich nie zaobserwowano sygnatu Swiadczgcego o istnieniu w probce
fazy CuO, a na zdjeciach STEM obecnos$ci agregatow pozaszkieletowego glinu.
Z tego wynika, ze cer powstrzymuje zachodzenie procesu dealuminacji przez sta-
bilizacje aktywnychjonow miedzi w sasiedztwie A107.Yan i wsp. [4] sprawdza-
li wptyw wody na aktywnos¢ katalizatora Cu-ZSM-5 modyfikowanego Na, La
i Ce przez impregnacje (M/Al = 0,5). W procesie SKR NO weglowodorami
z udziatem pary wodnej tylko prébki modyfikowane La dezaktywowaty sie wol-
niej w poréwnaniu z wyjsciowym Cu-ZSM-5. Badania metodami XRD i H2-TPR
wykazaly, ze wyzsza odpornos¢ katalizatora La/Cu-ZSM-5 zwigzana jest z fak-
tem, ze nie ulega on procesowi dealuminacji. Lantan dobrze rozproszony w zeo-
licie w postaci kationéw La(OH)2+ lub LaO+ powoduje zmniejszenie steze-
nia protonéw w zeolicie i w konsekwencji zapobiega dealuminacji. Obecnos¢
Ce nie powoduje wzrostu hydrotermalnej odpornosci katalizatora. Materiat
Ce/Cu-ZSM-5 zachowuje sie podobnie jak Cu-ZSM-5. Cer w wyniku hydrolizy
tworzy Ce(OH)3, a wiec protony zastgpione przez Ce3+ podczas modyfikacji
generowane sg ponownie podczas hydrolizy zgodnie z réwnaniem

Ce3++ 3H2 -> Ce(OH)3+ 3H+

Wprowadzenie sodu do zeolitu Cu-ZSM-5 wywiera negatywny wptyw na
odpornosc¢ katalizatora na dziatanie pary wodnej, poniewaz jony Na+promujg hy-
drolize jonéw Cu2+z utworzeniem nieaktywnych czasteczek CuO.

Ostatnio Corma i wsp. [71] stwierdzili wyzszg, w poréwnaniu z Cu-ZSM-5,
hydrotermalng stabilno$¢ nowej rodziny zeolitéw Cu-IM5 w reakcji SKR NO
propanem. Autorzy wiazg ten fakt z wiekszg stabilno$cig centréw aktywnych
(Cu2ri Cu+) w strukturze IM5. Jednak z powodu braku doktadnej identyfikacji
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struktury IM5 (sugeruje sie podobieAstwo struktury do ZSM-5) nie mozna jed-
noznacznie wyjasni¢ powoddéw obserwowanej aktywnosci i stabilnosci formy
modyfikowanej miedzig.

2.3. WPLYW SOz

Wazng czescig badan dotyczacych katalizatoréw aktywnych w procesach
usuwania NO jest sprawdzenie ich odpornosci na dziatanie SO2. lwamoto [53]
wykazat, ze S02 catkowicie zatruwa katalizator Cu-ZSM-5 w reakcji rozktadu
NO w zakresie temperatur 673-973 K. Przyczyny znacznego spadku aktywnosci
katalizatora Cu-ZSM-5 w reakcji rozktadu NO pod wptywem dziatania S02 wy-
jasniajg badania FTIR i H2-TPR przeprowadzone przez Zidtek i wsp. [72], Wy-
nika z nich, ze adsorpcja S02 blokuje aktywne w rozktadzie NO jony miedzi
Cu2+w koordynacji ptaskiej kwadratowej, a pod wptywem temperatury nastepu-
je wytworzenie form siarczanowych na powierzchni katalizatora, co powoduje je-
go trwatg dezaktywacje. Stwierdzono, ze jest to typ siarczanéw w postaci

O-s=o0

0"
(oznaczany jako typ I), ktéry w widmie IR daje pasma przy 1365 i 1385 cm-1
[73-76], a w profilu TPR maksimum w zakresie 580-600 K [72]. W przypadku
glinokrzemianowych sit mezoporowatych Cu-A1IMCM-41 adsorpcja dwutlenku
siarki prowadzi rowniez do blokowaniajonéw Cu2+, a w wyniku procesu grza-
nia nastepuje utlenienie zaadsorbowanego S02 do siarczanéw. Jednakze na po-
wierzchni sit Cu-A1MCM-41 zidentyfikowano dwa typy siarczanéw:

\

S=0

o 0o

(typ I - pasmo przy 1385 cm 1w widmie IR i maksimum przy 580 K na krzy-
wej TPR) i

0. 0

0 0

(typ Il - pasmo przy ok. 1430 cm 1w widmie IR i maksimum przy ok. 630 K na
krzywej TPR) [72],

Wedtug autoréw pracy [72] mozliwe drogi generowania siarczanéw odpo-
wiedzialnych za utrate aktywnosci miedziowych katalizatorow typu ZSM-5
i MCM-41 o matrycy glinokrzemianowej w reakcji rozktadu NO sg nastepujace:
utlenianie S02tlenem z reakcji rozktadu NO (1), utlenianie S02przez sieciowy
tlen pozaszkieletowy (ELO) (2) lub tez reakcja S02z NO z utworzeniem SO3
i N2, a nastepnie chemisorpcja SO3 z udziatem tlenu szkieletowego (3).
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Tworzenie sie siarczandéw' po dziataniu SO2 jest takze przyczyna dezaktywa-
cji miedziowych katalizatoréw zeolitowych w procesie SKR weglowodorami.
Zdaniem Arakawy i wsp. [76] S02 adsorbuje sie na jonach Cu+ w zeolicie
Cu-ZSM-5, co prowadzi do utlenienia tych jondw do Cu2* w obecnosci tlenu
i wytworzenia siarczanéw.

Mechanizm dezaktywacji katalizatora Cu-ZSM-5 pod wptywem dziatania S02
probowano wyjasni¢ za pomocg obliczen teoretycznych metodg DFT [77]. Ich wy-
niki wykazaty, ze S02wigze sie silnie z miedzigw zeolicie, przy czym preferowa-
nejest wigzanie S02 z Cu przez atom siarki (energia wigzania = 34,5 kcal/mol dla
modelu ZCuS02, gdzie Z - szkielet zeolitu). Wg autoréw termodynamicznie ko-
rzystna jest reakcja utleniania S02do SO3 z udziatem ELO (ZCuO = ZCu210 ):

ZCuO + S02-> ZCuS03,

a takze dalsza reakcja S03do siarczanow(V1):

ZCuO + S03-> ZCuS04

lub utlenianie S02do siarczanéw(VI):

ZCuS02+ 02-> ZCuS04.

Najbardziej stabilng forma siarczanow jest ta, w ktorej miedz uzyskuje koor-
dynacje ptaskg kwadratows:

Zdaniem autoréw wiasnie ta forma jest odpowiedzialna za blokowanie ak-
tywnych centréw miedziowych.

Sposrod katalizatoréw zeolitowych innych niz Cu-ZSM-5 naturalny mordenit
wymieniony miedzig réwniez okazat sie wrazliwy na zatrucie S02 (1000 ppm)
w procesie SKR C3H6[78]. Przyczyng spadku aktywnosci katalizatora, jak wyka-
zaty badania XPS, byto, podobnie jak w przypadku Cu-ZSM-5, tworzenie siarcza-
néw [7]. Stwierdzono, ze powstawaniu tych form na mordenicie sprzyja obecnos¢
miedzi w prébce, ktora przyspiesza utlenianie S02do S03. Wazng informacja by-
to takze wykazanie, ze formy siarczanowe obecne na powierzchni katalizatora mie-
dziowego nie odpowiadajgpentaakwa siarczanowi(V1) miedzi(ll) - CuS04x5H20.
Poniewaz jony Cu2+ na powierzchni zeolitu znajdujg sie w izolowanym Srodowi-
sku, a atomy tlenu grupy S04 zawierajg wolne pary elektronowe, autorzy sugeru-
ja, ze formy siarczanowe oddziatujg z jonami miedzi katalizatora.

Ostatnio doniesiono o wysokiej odpornosci na dziatanie dwutlenku siarki
w reakcji rozktadu NO mezoporowatych sit MCM-41 o matrycy niobokrzemia-
nowej modyfikowanych miedzig [72]. Badania FTIR wykazaty, ze S02nie adsor-
buje sie na kationach miedzi na powierzchni katalizatora, a wiec nie blokuje po-
wstawania aktywnych komplekséw NO z miedzig. Zaobserwowano, ze grzanie
prowadzi do wytworzeniajedynie Il typu siarczanéw
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0 @)

0] @)

(pasmo przy ok. 1430 cm 'lw widmie IR i maksimum przy ok. 630 K na krzy-
wej TPR). Z tego wynika, ze niob zlokalizowany w szkielecie sita MCM-41 prze-
ciwdziata powstawaniu siarczanow typu |

&lS:O
O/\

Forma |l siarczandw nie ma istotnego znaczenia dla adsorpcji i rozktadu NO na
Cu-NbMCM-41.

Wprowadzenie niobu do szkieletu ZSM-5 modyfikowanego nastepnie mie-
dzignie zabezpiecza przed zatruciem katalizatora przez S02 [79]. W wyniku pro-
cesu grzania nastepowato przeksztatcenie zaadsorbowanego na powierzchni sita
S02w formy siarczanowe typu |

0~ s=
—S=0

0"
(pasmo przy 1364 cm 'lw widmie IR), ktére blokujajony Cu2+ Cu5' i Cu2+)".
To sugeruje, ze odpornos¢ sita molekularnego zawierajgcego miedz na zatrucie
przez S02 zalezy nie tylko od obecnosci niobu w szkielecie sita, ale takze od
struktury materiatu.

Pojawity sie doniesienia o katalizatorach typu Cu-Ti-PILC, Ce-Cu-PILC [66]
oraz Co/A120 3[80], aktywnych i odpornych na zatrucie SO2w procesie SKR we-
glowodorami. Katalizatory typu PILC [66] cechowat nieznaczny (ok. 5%) spadek
aktywnos$ci po wprowadzeniu S02 (500 ppm), podobnie jak katalizatory typu
Co/A120 3 (30 ppm S02) [80],

Interesujgcego spostrzezenia, dotyczgcego poprawy aktywnosci katalizatora
w obecnosci S02, dokonali Perez-Ramirez i wsp. [81]. Na podstawie badan
rozktadu N20 z zastosowaniem zeolitéw typu hydrotalcytu modyfikowanych Co
lub Ni wykazali, ze odpornos¢ katalizatora na dziatanie S02jest podwyzszona
przez dodatek Mg. Zasadowy charakter tego metalu powoduje, ze S02i S03jako
czasteczki o stabej kwasowosci Lewisa adsorbujg sie gtownie na MgO, dzieki
czemu wolne sg centra aktywne reakcji.

PODSUMOWANIE

Selektywna katalityczna redukcja NO weglowodorami jest procesem wcigz
intensywnie badanym. Chociaz miedziowe formy sit molekularnych prawdopo-
dobnie nie znajdg praktycznego zastosowania w reakcji selektywnej katalitycznej
redukcji NO weglowodorami, to informacje o oddziatywaniu 02, H20 czy S02
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z katalizatorami miedziowymi, opisane w niniejszym artykule, moga by¢ przy-
datne w wypadku wielu innych proceséw utleniania i redukcji, w ktérych stosu-
je sie materiaty zawierajagce miedz.

Ostatnio uwaga badaczy skupia sie na katalizatorach zawierajacych zelazo,
ktore okazuja sie atrakcyjniejsze od katalizatorow miedziowych dla selektywnej
katalitycznej redukcji NO weglowodorami. Niektore badania wskazujg na wyzsza
odpornos¢ katalizatoréw zelazowych na zatrucie 02, H20 czy S02.
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ABSTRACT

The conversion of NADH to NAD+ and of the reverse reaction, in the
coenzyme as well as in its synthetic analogues, 1,4-dihydropyridines and 9,10-
dihydroanthracenes are discussed. Two mechanisms ofthe NADH&*"NAD* con-
version are compared: one-step hydride transfer and stepwise electron-proton-
electron transfer.

Direct characterization of transient species in the stepwise process, namely
radical cations and radicals, is based on the pulse radiolysis and laser flash
photolysis studies both in solution and low-temperature matrices. On ionization
of NADH and 1,4-dihydropyridines the stability order of the keto and enol
tautomers is inversed as compared to their neutral precursors. Both types of
radical cations are characterized and their role in the stepwise process are
discussed.
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WSTEP

Kluczowg role w biologicznych reakcjach utleniania i redukcji oraz, co za
tym idzie, gromadzenia energii i sity redukcyjnej w procesach biosyntezy odgry-
wajgnukleotydy pirydyniowe, petnigce w reakcjach enzymatycznych funkcje ko-
enzymow: dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NAD+) i jego zredukowana
forma dinukleotyd 1,4-dihydronikotynoamidoadeninowy (NADH). W procesach
komdrkowych NADH jest uzywany gtéwnie do tworzenia ATP (adenozyno-5'-
-trifosforan), podczas gdy w reakcjach biosyntezy wykorzystywanajest zreduko-
wana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH),
w ktorej grupa 2'-hydroksylowa adenozyny potgczona jest wigzaniem estrowym
z fosforanem [1,2].

NADH

W reakcjach z udziatlem koenzymow piiydyniowych utlenieniu i redukcji
ulega gtdwnie fragment 1,4-dihydropirydyniowy. Pierscien nikotynoamidowy
w reakcjach utlenienia NAD(P)H oddaje czasteczce substratu dwa elektrony
i proton, ktore sg ekwiwalentem anionu wodorkowego.

HH+
NADH + S =5=7= NAD++ SH2. 1)

Ponad 250 enzymatycznych reakcji utlenienia i redukcji jest zaleznych od
konwersji NADH ~ NAD+ i ponad 150 od konwersji NADPH ~ NADP+
NADH jest gtéwnym zrédtem elektrondw w redukcji tlenu komorkowego.
Procesowi temu towarzyszy olbrzymia zmiana energii swobodnej (AG°® =
-220 kd/mol, pH =7) [1, 2].

NADH + jO z *"* NAD++ H2. @
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W nieobecnosci katalizatoréw NADH jest czasteczkg wzglednie stabilng wo-
bec reakcji z tlenem czasteczkowym, co umozliwia niezaktdcony przebieg reak-
cji enzymatycznych. W organizmach tlenowych redukcja tlenu odbywa sie za po-
Srednictwem tancucha transportu elektrondw umiejscowionego w mitochondriach
(schemat 1).

Schemat 1

W reakcjach z réznymi organicznymi utleniaczami przeniesienie anionu wo-
dorkowego moze by¢ obserwowane nie tylko w reakcjach enzymatycznych, ale
réwniez w reakcjach termicznych, fotochemicznych lub reakcjach katalizowa-
nych przez kwasy czy jony metali, co w konsekwencji moze by¢ wykorzystane
np. w syntezie organicznej [3],

Wyro6zniajgca sie cecha reakcji enzymatycznych z udziatem koenzymow pi-
rydyniowych jest przeniesienie protonu bezposrednio na substrat bez wymiany
z innym protonem, np. protonem rozpuszczalnika. Przyktadem moze by¢ reduk-
cja aldehydu octowego do etanolu [4], Podobnie, dominujgca liczba reakcji ter-
micznych réwniez charakteryzuje sie bezposrednim przeniesieniem protonu
(w konsekwencji anionu wodorkowego) ze zredukowanego NADH na substrat,
np. tiobenzofenon [5] czy chinony [6]. Na rzecz jednoetapowego przeniesienia
anionu wodorkowego wskazujg w tych reakcjach efekty podstawnikowe, rozpu-
szczalnikowe, kinetyczne efekty izotopowe, brak wptywu na szybkos¢ reakcji pH
roztworu, stezenia tlenu czy innych zmiataczy wolnych rodnikéw [7].

Jednakze oprécz jednoetapowego mechanizmu konwersji NADH”~ NAD+
w wynikli przeniesienia anionu wodorkowego do akceptora

NADH + A+ NAD++ HA (3)

mozliwe jest rozwazenie dwoch alternatywnych mechanizméw, w ktérych etap
przeniesienia atomu wodoru lub protonu poprzedzony jest przeniesieniem elek-
tronu i powstaniem kompleksu odpowiedniego rodnikokationu donora i rodnika
akceptora elektronu:

—proces dwuetapowy (e*“-H*)

NADH + A+ [NADH’+—A"l  NAD++ HA, )
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—proces tréjetapowy (e -HT-e ):
NADH + A* -» [NADH*+—A'] -» [NAD'—AH’+] -» NAD++ HA. (5)

Reakcje, w ktorych powstajace kompleksy rodnikowe mogtyby ulega¢ sepa-
racji, powinny wyraznie rézni¢ sie od reakcji jednoetapowej obecnoscigproduk-
tow reakcji rodnikowych, wymiang protonu z rozpuszczalnikiem, inhibicja reak-
cji przez zmiatacze wolnych rodnikow' czy tlen oraz kinetycznymi efektami izo-
topowymi. Z drugiej za$ strony procesy, w ktorych kolejne etapy przeniesienia
elektronéw i protonu z utworzeniem komplekséw typu charge transfer nastepu-
ja szybciej niz dysocjacja pary rodnikowej, stajg sie niemal nierozr6znialne od
procesu jednoetapowego. Ta trudno$é rozréznienia obu mechanizméw stata sie
poczatkiem trwajgcej do dzi$ debaty nad mechanizmem konwersji NADH »
NAD+.

1. PRZENIESIENIE ANIONU WODORKOWEGO
- PROCES JEDNOETAPOWY

Bezposrednie przeniesienie anionu wodorkowego z NADH na substrat bada-
nejest zazwyczaj z wykorzystaniem zwigzkow modelujacych reaktywnos¢ koen-
zymu, takich jak pochodne 1,4-dihydropiiydyny czy 9,10-dihydroakrydyny oraz
ich podstawionych analogéw. Zwigzki te zawierajg w swojej budowie fragment
1,4-dihydropiiydynowy, kluczowy w procesach utleniania i redukcji koenzymu
NADH. Reaktywno$¢ zwigzkow modelowych z solami piiydyniowymi czy akry-
dyniowymi, flawinami, chinonami czy catg gamg innych substancji organicznych
stuzy wyjasnieniu mechanizmu konwersji NADH r*N A D +. State szybkosci tych
reakcji i ich korelacja ze statg Hammetta, potencjatem redukcji akceptora, statg
réwnowagi reakcji czy wreszcie pierwszo- i drugorzedowy efekt izotopowy po-
zwalajg wnioskowac na temat mechanizmu reakcji. Na podstawie badan takich
modelowych zwigzkow Kreevoy i wsp. [8-11] na podstawie modelu Marcusa
i zaleznosci statej szybkosci reakcji od statej rownowagi wykazuja, ze mecha-
nizm jednoetapowy jest znacznie bardziej prawdopodobny niz mechanizm wie-
loetapowy z udziatem rodnikowych produktéw posrednich. Réwniez szeroko roz-
winiete badania Buntinga i wsp. [12, 13] reakcji 1,4-dihydronikotynoamidow
z pochodnymi soli pirydyniowych i zalezno$é tych reakcji od efektu podstawni-
kowego jasno wskazujg na mechanizm przeniesienia anionu wodorkowego. Bun-
ting i in. wskazujg na korelacje statych szybkosci tych reakcji ze statg szybkosci
reakcji addycji “OH do badanych kationowych akceptoréw anionu wodorkowe-
go, ich potencjatow redukcji i powinowactwa elektronowego. Zaleznosci tych ko-
relacji od efektu podstawnikowego interpretowane sg przez autoréw jako obraz
stanu przejsciowego, w ktérym anion wodorkowy ulegajacy przeniesieniu obar-
czony jest niepetnym tadunkiem ujemnym (<5H < 1). W efekcie reakcja uzysku-
je czesSciowy charakter reakcji o mechanizmie mieszanym, faczacym proces jed-
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no- (przeniesienie anionu wodorkowego) i wieloetapowy (osobno proton i elek-
trony) w stanie przejsciowym [12]:

NADH + A+ [NAD ..H ..A] NAD++ HA. (6)

Najczestszym jednakze argumentem na rzecz mechanizmu jednoetapowego
jest brak dowodow wystepowania mechanizmu wieloetapowego. Przede wszyst-
kim jest to brak obserwacji produktow reakcji rodnikowych, ktére powinny pow-
stawac, gdyby para rodnikokation i rodnik powstajgca w procesie wieloetapowym
ulegta separacji [7], Co wiecej, nie obserwuje sie wymiany przenoszonego pro-
tonu z rozpuszczalnikiem, co powinno nastgpi¢ ze wzgledu na silnie kwasowy
charakter powstajgcego rodnikokationu i zasadowy charakter rodnika akceptora
[14, 15]. Te eksperymentalne fakty, cho¢ wskazujg co najmniej na ,,nierozerwal-
nos$¢” powstajacej pary rodnikowej, byty wielokrotnie konfrontowane z obser-
wowang rozbhieznoscig miedzy kinetycznym efektem izotopowym a znacznie
wiekszym efektem izotopowym w rozktadzie produktow [7, 16-19]. Jednak w
przypadku zwigzkow zawierajagcych grupy karbonylowe tego typu poréwnania
stajg sie catkowicie bezuzyteczne na skutek efektu mieszania (scrambling) [20].
Sam pierwszorzedowy efekt izotopowy nie jest wystarczajgcym argumentem
na rzecz odrdznienia przeniesienia anionu wodorkowego w procesie jedno-
etapowym, a procesem wieloetapowym, gdy przeniesienie protonu jest procesem
okreslajgcym catkowitg szybkos$¢ reakcji.

2. PROCES WIELOETAPOWY

Na niekorzys$¢ wieloetapowego przeniesienia anionu wodorkowego przema-
wia przede wszystkim argument, ze pierwotny proces przeniesienia elektronu jest
procesem silnie endotermicznym, podczas gdy caty proces jest egzotermiczny. Co
wiecej, state szybkosci reakcji przeniesienia elektronu przewidywane dla tak en-
dotermicznych procesow musiatyby by¢ w wielu przypadkach wielokrotnie niz-
sze niz obserwowane doswiadczalnie. Na przyktad redukcja chinondw przez
NADH nastepuje 104-106razy szybciej niz gdyby proces byt wynikiem przenie-
sienia etapowego anionu wodorkowego, w ktérym reakcja limitujgca szybkos¢
jest przeniesienie elektronu. W przypadku kationu 10-metyloakrydyniowego ta
réznica statych szybkosci siegnetabyjuz 7 rzedéw [12,21]. Przyjmuje sig, ze pro-
ces wieloetapowy moze mie¢ miejsce wéwczas, gdy zmiana energii swobodnej
w procesie przeniesienia elektronu jest nie wiekszaniz 1eV [22]. | rzeczywiscie,
w reakcjach NADH lub jego analogéw, pochodnych 1,4-dihydropirydyny czy
9,10-dihydroakrydynu, z mocnymi, jednoelektronowymi utleniaczami, takimijak
np. jony zelazicyjankowe czy kationy ferrocenowe lub rodniki i rodnikokationy
organiczne, bezsprzecznie obserwuje si¢ przeniesienie elektronu i utworzenie od-
powiednich rodnikokationéw [6, 19, 21, 27-32].
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Co wiecej, czes¢ energii niezbednej do zainicjowania procesu wieloetapowe-
go moze by¢ uzyskana w wyniku oddziatywan powstajgcych produktéw rodni-
kowych, proceséw tautomerii rodnikokationéw czy wreszcie w procesach katali-
zujacych przeniesienie elektronu np. przez stabilizacje akceptora elektronow. Do
ostatniego typu reakcji zaliczy¢ moznareakcje katalizowane przez kwasy, zacho-
dzace przez protonowanie rodnikoanionéw, ktore sg produktami przeniesienia
elektronu, ajednoczesnie silnymi zasadami. Podobnego efektu mozna oczekiwaé
réwniez w przypadku katalizy jonami metali tworzacymi podobnie silne komple-
ksy z rodnikoanionami [23, 24].

Poniewaz fotowzbudzenie czgsteczek aktywuje ich reaktywno$¢ zwigzang
z przeniesieniem elektronu réwniez w procesach fotochemicznych, proces wie-
loetapowego przeniesienia anionu wodorkowego moze by¢ dominujacy. Obser-
wacja produktow reakcji rodnikowych, jak i samych rodnikéw i rodnikokationow
w tych procesach jest bezposrednim tego dowodem [24-26],

Reaktywno$¢ rodnikokationow NADH czyjego analogéw moze by¢ réwniez
badana w wyniku ich generowania w procesach elektrochemicznych (utlenianie
anodowe) lub radiacyjnych [33-48].

2.1. REAKTYWNE PRODUKTY POSREDNIE
REAKCJI WIELOETAPOWEJ - CHARAKTERYSTYKA

Badanie produktéw posrednich jest trudne eksperymentalnie, tym bardziej
gdy sa to produkty o charakterze rodnikowym czy rodnikojonowym. Szczegol-
nie przydatng technikg jest metoda radiolizy impulsowej, ktdra w potgczeniu
z technikg matryc niskotemperaturowych stwarza unikatowe mozliwosci spektro-
skopowej identyfikacji jonéw molekularnych i $ledzenia ich szybkich reakcji [49-
-53]. Przedstawiona dalej spektroskopowa charakterystyka rodnikow i rodniko-
kationdw pochodzi z takich wtasnie badan przeprowadzonych w laboratorium au-
toréw niniejszej publikaciji.

2.1.1. Rodnikokation

Usuniecie jednego elektronu z czasteczki wydaje sie najmniejszg mozliwgjej
modyfikacja, pomijajac, by¢ moze, wzbudzenie elektronowe czgsteczki, i w zwigz-
ku z tym zasadne wydaje sie pytanie: jeden elektron wiecej, jeden elektron mniej,
czy czyni to jakgkolwiek réznice? Naturalnie, podobnie do fotowzbudzenia, usu-
niecie jednego elektronu zwieksza powinowactwo elektronowe czasteczki i, co za
tym idzie, dominujaca liczba znanych reakcji rodnikokationdw dotyczy powrotne-
go przeniesienia elektronu i ich neutralizacji. Usuniecie elektronu zmienia struktu-
re elektronowag czasteczki, powodujac, iz rodnikokationy mogaulega¢ wzbudzeniu,
absorbujac $wiatto 0 energii znacznie nizszej niz charakterystyczna dla czasteczek
neutralnych absorpcja HOMO >LUMO (przejscie elektronowe z najbogatszego



PRODUKTY POSREDNIE KONWERSJI NADH= NAD* 405

energetycznie zajetego na najubozszy energetycznie niezajety orbital czgsteczko-
wy), mianowicie odpowiadajacej separacji poziomoOw energetycznych w ramach
powtok czesciowo zapetnionych, np. HOMO-1 -» HOMO [52]. W efekcie rod-
nikokationy NADH i pochodnych 1,4-dihydropirydyny absorbujg juz w zakresie
widzialnym widma przy 550 nm, podczas gdy ich neutralne odpowiedniki majg
pasmo absorpcji zlokalizowane przy 340-360 nm [38],

Reorganizacja struktury elektronowej pocigga za sobg relaksacje struktural-
ng czasteczki, co prowadzi do nieznacznych przesunieé i zawezania obserwowa-
nych pasm absorpcji. Zmiany te dla pochodnych 1,4-dihydropirydyny sajednak-
ze niewielkie i trudne do jednoznacznej interpretacji. Proces ten jest dobrze wi-
doczny na przyktadzie tioksantenu (1H) i ksantenu (2H), analogéw 10-metylo-
akiydanu (3H), jednego z najczesciej badanych zwigzkéw modelujacych reak-
tywno$¢ NADH. Podobnie jak 10-metyloakrydan, takze czgsteczki 1H i 2H nie
sg ptaskie. Ich wygiecie mozna wyrazi¢ katem dwusciennym <P jaki tworzg ze
sobg ptaszczyzny bocznych pierscieni. Zostat on eksperymentalnie okreslony na
135+8° dla 1H [54-56], 160+6°dla 2H [54], a obliczenia B3LYP/6-31G*
(metoda oparta na teorii funkcjonatu gestosci wykorzystujgca funkcjonaty
Beckego [tréjparametrowy] oraz Lee, Yanga i Parra) wskazuja, ze w 3H wyno-
si on 149° [48].

W wyniku jonizacji obserwuje sie sptaszczenie czasteczek pochodnych 10-
-metyloakiydanu (wg obliczen dla 3H, az do 165°), cho¢ prawdopodobnie cza-
steczka staje sie catkowicie ptaska dopiero w wyniku odszczepienia protonu
i utworzenia rodnika [48]. Te zmiany konformacji czasteczki moga by¢ obser-
wowane m.in. na podstawie zmian widma elektronowego z wykorzystaniem me-
tod rozdzielczych w czasie, np. radiolizy impulsowej. Moga one by¢ réwniez ob-
serwowane metodami stacjonarnymi w $rodowisku matrycowym, ze wzgledu na
fakt, ze procesy relaksacji w sztywnym $rodowisku matryc organicznych lub ga-
z6w szlachetnych moggby¢ znacznie spowolnione lub catkowicie zahamowane.
Rys. 1 przedstawia wtasnie takg zmiane widma rodnikokationu 1H*+w wyniku
jego relaksacji strukturalnej. W tym wypadku widmo koncowe (linia przerywa-
na) jest znacznie wezsze, przesuniete w strone krétszych dtugosci fal i jest iden-
tyczne z widmem obserwowanym dla tego rodnikokationu w ciektym acetoni-
trylu.
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Rys. 1L Widmo absorpcji rodnikokationu tioksantenu (1H*+) w matrycy metylocykloheksanowej
(z dodatkiem IM 2-chlorobutanu) w 77 K. Linia przerywana pokazuje zmiany wywotane relaksa-
cja matrycy

2.1.2. Forma enolowa rodnikokationu

Opisane uprzednio zmiany strukturalne zwigzane z relaksacjg czasteczki
prowadzg do niewielkiej stabilizacji powstajgcego rodnikokationu (wg obliczen
B3LYP/6-31G* dla 3H'+jest to ok. 15 kJ/mol). Jednak znacznie wieksza stabi-
lizacja moze zosta¢ osiggnieta dla pochodnych 1,4-dihydronikotynoamidu w
wyniku przeniesienia atomu wodoru i utworzenia enolowego tautomeru. O ile
przeniesienie atomu wodoru w czasteczce neutralnej jest procesem endoter-
micznym, o tyle w przypadku rodnikokationéw sytuacja moze ulec odwroceniu
(schemat 2).

R
R’
HR,C<”0
RCWH
R’
R rZCJS'oh
HR,C"~0

Schemat 2

Jednaz najbardziej intrygujacych cech rodnikojonow jest bowiem przejawia-
jaca sie w licznych przypadkach inwersja stabilnosci tautomeréw w odniesieniu
do ich neutralnych odpowiednikdw. Dobrze poznane i udokumentowane jest
spontaniczne przeniesienie atomu wodoru w zjonizowanych orto podstawionych



PRODUKTY POSREDNIE KONWERSJI NADH= NAD* 407

ketonach aiylowych, dla ktérych proces ten jest egzotermiczny w przypadku rod-
nikokationow, lecz endotermiczny dla ich neutralnych odpowiednikdw [57-59].
Niska energia aktywacji procesu powoduje, ze zachodzi on efektywniejuz w tem-
peraturach kriogenicznych i moze by¢ obserwowany jedynie za pomocg szybkich
metod rozdzielczych w czasie. Podstawienie izotopowe przenoszonego atomu
wodoru przez atom deuteru znacznie spowalnia proces. Spontaniczne przeniesie-
nie atomu wodoru nie ogranicza sie jedynie do ketonéw arylowych z podstawni-
kami alkilowymi w pozycji orto. Donorem atomu wodoru moze by¢ zjonizowa-
na grupa hydroksylowa czy formylowa, podczas gdy grupy nitrowa i nitrozowa
mogq dziata¢ jako akceptory [57-61], Ta réznorodno$¢ zwigzkéw, dla ktérych
w wyniku usunieciajednego elektronu obserwuje sie inwersje stabilnosci, uzasa-
dnia pytanie, czy NADH rédwniez nalezy do tej grupy.

Obliczenia kwantowomechaniczne B3LYP/6-31G* dla prostych modeli
NADH, bedacych pochodnymi 1,4-dihydropirydyny z podstawnikiem C(0)-R'
w pozycji 3, gdzie R'=H, CH3,NH2, potwierdzajate hipoteze (schemat 3). Prze-
niesienie atomu wodoru w neutralnych czgsteczkach jest procesem endotermicz-
nym (80-120 kJ/mol), podczas gdy dla czasteczek zjonizowanych proces jest eg-
zotermiczny (40-60 kJ/mol). Jednakze mozna oczekiwac istotnie rdznej energii
aktywacji procesu przeniesienia atomu wodoru w rodnikokationach pochodnych
1,4-dihydropirydyny w poréwnaniu do ketonéw orfo-alkiloarylowych ze wzgle-
du na mniej korzystng geometrie pieciocztonowego stanu przejsciowego. | rze-
czywiscie, mimo inwersji stabilnosci tworzenie bardziej stabilnego tautomeru
w wyniku wewnatrzczgsteczkowego przeniesienia atomu wodoru nie jest obser-
wowane dla prostych analogéw NADH. Aby proces mogt przebiegac spontanicz-
nie, muszg by¢ spetnione odpowiednie wymagania konformacyjne. Jakie? Odpo-

Schemat 3
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wiedz na to pytanie mozna uzyskac¢, poréwnujac struktury dwdch zwigzkéw ma-
jacych grupe karbonylowg usytuowang korzystnie dla wewnatrzczasteczkowego
przeniesienia atomu wodom, I-metylo-l,4-dihydro-6,7,8,9-tetrahydro-5/i-cy-
klohepta[b]pirydyno-5-onu (4H) i 1-metylo-1,4,7,8-tetrahydro-5(6if)-chmohno-
nu (5H) ze strukturg I-metylo-3-formylo-1,4-dihydropirydyny (6H). Krystalicz-
ng strukture pierwszych dwoch zwigzkéw okreslono rentgenograficznie [45],
Rowniez obliczenia metodg B3LYP/6-31G* przewidujg struktury czgsteczek
zgodne ze strukturg krystaliczng (drobne réznice moga by¢ skutkiem oddziaty-
wan w krysztale —zob. tab. 1). W obu czgsteczkach atomy azotu i wegla C-4 wy-
chylone sg nieznacznie poza ptaszczyzne pierscienia pirydynowego. Jednakze
boczne pierscienie sg pofatdowane, co nieznacznie wptywa na pierscien pirydy-
nowy, ale zmienia orientacje grupy karbonylowej. Grupa karbonylowa wychylo-
na jest poza plaszczyzne pierscienia pirydynowego o kat 1,1° w krysztale
5H i 7,5° w krysztale 4H. Dla tych zwigzkdw minimalna odlegtos¢ O -H w kry-
sztale wynosi 2,60-2,64 A (2,55-2,56 A wedtug obliczen) ijest znacznie mniej-
sza niz odlegto$¢ 2,87 A przewidywana dla ptaskiej struktury 6H.

hhQ HH O
XK *A
Ci/

1 1
ch3 ch3 ch3
4H 5H 6H

Tabela 1. Wybrane parametry struktury wyznaczone krystalograficznie
i z obliczen

© R(0-H,) R(0---H2)
4H (wyznaczone dosw.) 75° 2,60 A 264 A
4H (obliczenia) 11,7° 2,71 A 255 A
4H*+ (obliczenia) 25,9° 2,47 A 2,86 A (©)
5H (wyznaczone dosw.) K 2/54A 2,77 A
5H (obliczenia) 19° 2,56 A 2,76 A
5H'+ (obliczenia) 2,0° 2,65 A 2,68 A
6H (obliczenia) 00° m 287A 287 A
6H*+ (obliczenia) 0,0° 2,718 A 278 A

Co wiecej, w wyniku jonizacji pojawiajg sie réwniez istotne réznice miedzy
czagsteczkami 4H i 5H. W rodnikokationie 5H*+ orientacja grupy karbonylowej
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prawie nie ulega zmianie, natomiast w 4H*‘+wychylenie wzrasta do 25,9°. Skut-
kiem tego jest znaczne skrocenie odlegtosci O-H, do 2,47 A, i zmiana orienta-
cji orbitalu p atomu tlenu, ktory przyjmuje ustawienie skierowane w strone naj-
blizszego atomu wodom przy weglu C-4 (rys. 2). W efekcie rodnikokation 4H*+

ma geometrie bardzo korzystng dla wewnatrzczgsteczkowego przeniesienia ato-
mu wodom.

SH'+ 4H+

Rys. 2. Poréwnanie struktur czasteczek 4H‘+ i 5H*+ zoptymalizowanych metodg B3LYP/6-31G*

Widma otrzymane po jonizacji omawianych zwigzkOw w matrycy argonowej
pokazane sg na rys. 3. We wszystkich przypadkach w widmie dominuje absorp-
cjarodnikokationéw odmiany ketonowej (z wyraznie zarysowang strukturg oscy-
lacyjna dla 5H'+i 6H"+). Jednak oprécz dominujagcego pasma absorpcji tych ro-
dnikokationéw w widmach wida¢ dodatkowg absorpcje charakteryzujaca sie sta-
bym szerokim pasmem w zakresie 700-900 nm i ostrym pasmem przy 450 nm.
Swiadczy to o pojawieniu sie drugiego produktu w zjonizowanej prébce, ktére-
mu towarzyszy réwniez absorpcja przy 3600 cm”1w widmie w podczerwieni,
a ktorg mozna przypisa¢ drganiu rozciggajacemu OH w rodnikokationie odmia-
ny enolowej [58]. Przypisanie wymienionych pasm absorpcji rodnikokationom
odmiany enolowej potwierdzajg wyniki obliczen metodg CASSCF/CASPT?2
(CASSCF - metoda samouzgodnionego pola zwigzana z petnym mieszaniem
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konfiguracji w ramach ograniczonego zbioru aktywnych orbitali czgsteczkowych,
CASPT2 - metoda zaburzen drugiego rzedu oparta na funkcjach falowych uzy-
skiwanych w metodzie CASSCF). Przewidujg one pierwsze przejscie elektrono-
we przy 720 nm, co jest zgodne z eksperymentalnie obserwowanym szerokim
pasmem absorpcji w zakresie 700900 nm. Drugie przejscie elektronowe, ktdre-
mu odpowiada waskie pasmo absorpcji przy 450 nm (niestety pasmo to nie jest
widoczne dla 6H*+) jest przewidziane rownie doktadnie (435 nm).

Rys. 3. Widma produktéw radiolizy 6H (a), 5H (b) i 4H (c) zamrozonych w matrycy argonowe;j
w 12 K. Widmo (c") pokazuje zmiane widma (c) z uptywem czasu

Widma uzyskane w wyniku jonizacji 5H i 6H nie ulegajg dalszym zmianom.
Powolne zmiany obserwuje sie jednak w widmie otrzymanym po jonizacji 4H.
Pasmo absorpcji rodnikokationu odmiany ketonowej (500-600 nm) bardzo wol-
no zanika z jednoczesnym wzrostem pasm absorpcji odmiany enolowej. Zmia-
nom widma elektronowego towarzyszg odpowiednie zmiany w widmie w pod-
czerwieni. Zmiany te mozna efektywnie przyspieszy¢ przez naswietlanie probki
(500-600 nm). Obserwacje te sg bezposrednim dowodem spontanicznego, we-
wnatrzczasteczkowego przeniesienia atomu wodoru. Rodnikokation 4H*+ ma
strukture szczegdlnie sprzyjajaca temu procesowi, dzieki czemu zachodzi on spon-
tanicznie. Konfiguracja tego rodnikokationu jest zblizona do konformacji trans
(grupa amidowa skrecona jest o kat 20-30° poza ptaszczyzne pierScienia), jaka
przyjmuje dihydronikotynoamidowy fragment czasteczki NADH w wiekszosci
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enzymatycznie aktywnych miejsc [62-64], A zysk energetyczny stabilizacji rod-
nikokationu powstajagcego w formie enolowej mogtby by¢ kolejnym czynnikiem
utatwiajagcym zajScie reakcji wieloetapowej w procesie przenoszenia anionu wo-
dorkowego.

2.1.3. Rodnik

Usuniecie jednego elektronu i wynikajgce stad obnizenie gestosci elektrono-
wej czasteczki powoduje istotne zwiekszenie jej kwasowosci. Rodnikokationy sg
wiec bardziej kwasowe niz ich neutralne czgsteczki macierzyste [65-70] i rozpad
wigzania C—H moze by¢ dominujaca reakcjg rodnikokationéw w obecnosci od-
powiednich zasad [71]. Tym bardziej, ze role akceptora protonu mogg odgrywac
odpowiednie rodnikoaniony (wykazujace charakter zasadowy), szczegdlnie ze sg
one generowane w bliskim sgsiedztwie rodnikokationdw. W wielu przypadkach
bezposrednie przeniesienie protonu zachodzi w parach jonowych jeszcze przed
ich dysocjacja [72-74]. Rowniez czasteczka macierzysta moze by¢ akceptorem
protonu od swojego zjonizowanego odpowiednika [75],

Powstanie rodnikokationu NADH lub zwigzkéw modelujgcych jego reak-
tywnos$¢ prowadzi wiec do szybkiego odszczepienia protonu i utworzenia rodni-
ka [25, 39-42, 76-86]. Powstajgcy w ten sposdb rodnik moze podlegac¢ reakcjom
rodnikowym, np. dimeryzacji, chyba ze szybciej utraci kolejny elektron, korczac
w ten sposéb cykl przeniesienia anionu wodorkowego. Trzeci etap reakcji wielo-
etapowej jest bowiem niezwykle egzotermiczny, a akceptorem elektronu moga
by¢ rodnikokationy o silnym powinowactwie elektronowym.

Pochodne 1,4-dihydropiiydyny réwniez tatwo odszczepiajg proton po joni-
zacji czasteczki. Eksperymenty wykonane metodg radiolizy impulsowej pokaza-
ty, ze czas zycia rodnikokationu w roztworze wodnym maleje ze wzrostem ste-
zenia neutralnego zwigzku, ktory dziatajako akceptor protonu. Zanik pierwotne-
go rodnikokationu i zwigzany z nim wzrost pasm absorpcji charakteryzujgcych
rodnik i sprotonowang czasteczke macierzystg wyraznie wida¢ w pomiarach ma-
trycowych (rys. 4). Widmo elektronowe rodnika, sktadajace sie z waskiego pas-
ma przy 500 nm i szerszego bocznego pasma od strony fal krotkich, jest charak-
terystyczne dla wszystkich badanych zwigzkdw i przypomina absorpcje rodnika
akrydylowego 3*.
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Rys. 4. Widma produktéw radiolizy 6H (A) i I-benzylo-3-acetylo-1,4-ditiydropirydyny (7H) (B)
w 2-chlorobutanie w 77 K (a) i po relaksacji probki (b) oraz radiolizy 7+w 2-propanolu w 77 K (C)

Spektroskopowa identyfikacja rodnikajest mozliwa réwniez przez redukcje
odpowiedniego kationu w matrycach alkoholowych (reakcja (8)). Przykiadowe
widmo tak otrzymanego rodnika ilustruje rys. 4C. Oprocz dtugofalowego pas-
ma absorpcji rodnik ma w widmie silniejsze pasmo ponizej 320 nm. Wyniki obli-
czen metodg CASSCF/CASPT2 przypisujg absorpcje w zakresie widzialnym
widma przejsciu elektronowemu HOMO —LUMO + 1, podczas gdy wzbudze-
nie HOMO —» LUMO jest zbyt stabe, by mogto by¢ zaobserwowane.

W kwasnym S$rodowisku rodniki powstajace w reakcji (8), czyli reakcji
poczatkujgcej powrotng, etapowg konwersje NAD+ NADH, moga ulegaé
protonowamu, tworzgc bardziej stabilng forme enolowg rodnikokationu. Nie
obserwuje sie natomiast tworzenia rodnikokationéw formy ketonowej w wyniku
protonowama rodnika (w analogach nie majgcych grupy karbonylowej, jak np.
pochodne 10-metyloakrydanu, nie obserwuje sie procesu protonowania).
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2.1.4. Mechanizm etapowej transformacji NADH = NAD+
i ich modelowych odpowiednikdéw

Wyniki badan zwigzkow modelowych jednoznacznie sugerujgudziat dwdéch
tautomerycznych form rodmkokationow w etapowej (elektron-proton-elektron)
transformacji NADH ~ NAD+. W reakcji utleniania udziat obu form jest moz-
liwy, gdy wewnatrzczgsteczkowe przeniesienie atomu wodoru jest procesem
szybszym niz dysocjacja rodnikokationu. Reakcja odwrotna przebiega wytacznie
z udziatem bardziej stabilnej formy enolowej, a proces reketonizacji moze mie¢

miejsce dopiero w neutralnej czasteczce, zamykajagc w ten sposob cykl reakcji
przedstawionych ogolnie na schemacie 4.

)

Xl
(NADH)

OH

+e~

enol-XH enol-XH-+
Schemat 4

PODSUMOWANIE

Przedstawione mechanizmy konwersji NADH NAD+, jednoetapowego
przeniesienia anionu wodorkowego lub wieloetapowego przeniesienia elektron-
-proton-elektron wystepujaw reakcjach termicznych z udziatem koenzymow pi-
rydyniowych. Z punktu widzenia wydajnosci tych reakcji, reakcji ubocznych
i z punktu widzenia ,,bezpieczeristwa” organizméw zywych mechanizm jedno-
etapowy jest znacznie korzystniejszy. Powstajgce w reakcji wieloetapowej rodni-
kowe produkty posrednie mogg bowiem prowadzi¢ do reakcji ubocznych, w tym
tak niebezpiecznych dla komdrki, jak tworzenie rodnikoanionu ponadtlenkowe-
go. Jednakze i w przypadku reakcji wieloetapowej powstajgce produkty posred-
nie moga by¢ dosc¢ silnie powigzane, nie ulegajac separacji przed zakonczeniem
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kolejnych etapow reakcji. Zastosowanie silnych jednoelektronowych utleniaczy
moze prowadzi¢ do zmiany mechanizmu jednoetapowego w wieloetapowy. In-
wersja stabilnosci formy enolowej i ketonowej rodnikokationow NADH i jego
pochodnych czyni mechanizm wieloetapowy bardziej skomplikowanym, ale
energetycznie mniej wymagajgcym.

Prace wykonano w ramach grantu KBN nr 3T09A/122/18.
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ABSTRACT

The article deals with the anion recognition. The aim of this review was to
stress that the anion recognition is becoming more and more rapidly expanding
field of the ion recognition and modem chemistry in general.

First, the general characteristics ofthe anions were given, including the size,
shape, pH dependence and hydration (see Tab. 1). These parameters were com-
pared with the respective ones for cations. The importance of the anions for
the biological processes was shown on some most representative examples, like
inorganic phosphate ions. The biological mechanisms ofthe “arginine fork” [18],
and phosphate/sulfate recognition selectivity were used to show the importance
of hydrogen .bonding [11-17], The synthetic cycle of the ATP exemplified the
uniqueness of the rotary synthesis based on anion recognition [24]. The discovery
ofthe mechanism ofthe rotary synthesis was awarded the Nobel Prize in chemistry
in 1997. The biological membranes and their role in the ion recognition (binding
and transportation) were briefly introduced.

The most spectacular examples of the molecular recognition were compared
with the current achievements of supramolecular chemists. Starting from the
pioneering work of Park and Simmons [1] to the very recent dendrimeric struc-
tures [65, 66], the anion receptors were reviewed. The authors were not trying to
introduce any artificial classification of receptors, because in most ofthe cases at
least two types ofnon-covalent interactions participate in the recognition process.
The usefulness of this approach was discussed on the example ofpolyammonium
receptors recognizing the anions by inseparable electrostatic and H-bonding
interactions. The following groups of receptors were described: guanidinium,
polyamines/polyammonium, metaloorganic (tin, boron, mercury, ferrocenium,
cobaltocenium), metal complexes, porphyrines, expanded porphyrines (saphyri-
nes), calix[n]arenes, catenane, cyclodextrine, and gold nanoparticles.
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WSTEP

W uktadach biologicznych rozpoznawanie anionéw odgrywa co najmniej tak
samo wazng role jak rozpoznawanie kationoéw, jednak liczba dostepnych synte-
tycznych receptoréw aniondw jest znacznie mniejsza niz receptoréw kationow.
Mimo ze pierwsza publikacja dotyczaca rozpoznawania anionéw halogenkowych
za pomocg katapinanddw (ang. catapinands) (rys. 1) autorstwa Parka i Simmon-
sa [1] nkazata sie zaledwie rok po pionierskiej pracy C.J. Pedersena dotyczacej
eterow koronowych [2], dalszy rozwoj chemii supramolekulamej anionéw i ka-
tionow byt nieréwnomierny. Z przyczyn opisanych dalej rzadko udaje sie wyko-
rzysta¢ doSwiadczenia zdobyte przy badaniach rozpoznawania kationéw do kon-
struowania receptoréw anionow.

NH+— (CH29— HN+

Rys. 1 Struktura pierwszego syntetycznego ,receptora” anionéw, katapinandu (1,11-diazabi-
cvklo[9.9,9]nonakosanu). W kompleksie utworzonym z udziatem jonéw halogenkowych anion
znajduje sie pomiedzy atomami wodoru

Do badania rozpoznawania molekularnego mogg by¢ stosowane wszelkie
metody analityczne pozwalajgce na uzyskanie informacji o strukturze badanego
indywiduum, takie jak spektroskopie: IR, NMR, MS, fluorescencja, potencjome-
tria oraz wiele innych technik. Wyniki badan rozpoznawania molekularnego znaj-
duja coraz wiecej zastosowan o rosngcym znaczeniu praktycznym. Wykraczajg
one znacznie poza wspomaganie syntezy organicznej, bedgce poczatkowym ob-
szarem zastosowan chemii supramolekulamej [2],

1. WEASCIWOSCI ANIONOW

Atwood i wsp. wypunktowali cztery najwazniejsze roznice miedzy kationa-
mi a anionami, decydujace o trudnosciach w konstrukcji receptoréw anionow [3]:

1. Aniony majg w poréwnaniu z kationami zazwyczaj wieksze rozmiary [4],
np. promienjonu fluorkowego, jednego z najmniejszych anionéw, jest poréwny-
walny z promieniem kationu potasowego majgcego cztery powtoki s. Miejsca
wigzace w receptorach anionow muszg mie¢ zatem odpowiednio wieksze rozmia-
ry niz w receptorach kationdw.

2. W przypadku anionéw notuje sie wielkg r6znorodno$é ksztattow, rozmia-
row i tadunkéw. Zwiegksza to wymagania geometryczne co do miejsca wigzace-
go receptora, ale jednoczes$nie moze by¢ zrodtem wysokiej selektywnosci. Naj-
czesciej spotykane wsrdd amondw ksztatty to: liniowy (Nj, CN-, SCN'), ptaski
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(COf-, NO3), kulisty (CI", F', Br"), tetraedryczny (PO]*, SO]“, C104), a nawet
oktaedryczny (Fe(CN)g“, Co(CN)]“) [5],

3. W poréwnaniu z kationami aniony sg silniej hydratowane. Wynika to
gtéwnie z mozliwosci tworzenia przez aniony silnych wigzarh wodorowych z wo-
da. Wptywa to, po pierwsze, na rzeczywiste rozmiary anionéw, a po drugie na
utrudnione przenoszenie przez wodno-organicznggranice faz. Model opisujacy se-
lektywnos$¢ rozpoznawania w uktadach dwufazowych zaktada, ze jest ona funkcjg
dwoch sktadowych: rozpoznawania w uktadzie jednofazowym i transportu przez
granice faz [6]. W tab. 1pordwnano entalpie hydratacji dla wybranych anionéw.

4. Wiele jonéw o duzym znaczeniu biologicznym moze wystepowac¢ w rdz-
nych formach, o stopniu protonowania zaleznym od pH. Taka zalezno$¢ ma cze-
sto ogromne znaczenie dla ich poprawnego filologicznego funkcjonowania, ale
moze by¢ przyczyngwielu trudnosci przy konstrukcji receptoréw syntetycznych.
Jednym z najwazniejszych probleméw jest protonowanie i deprotonowanie
miejsc wigzacych receptora. Nalezy zatem pamieta¢ o takim zaprojektowaniu re-
ceptora, aby pKagrup odpowiedzialnych za kompleksowanie anionu miescito sie
w zakresie pH odpowiadajgcym istnieniu rozpoznawanego anionu, centra wigza-
ce receptora znajdowaty sie w formie aktywnej. Jedynym ograniczeniem dla pH
w przypadku kationow jest zazwyczaj ich hydroliza.

Okreslenie ,,rozpoznawanie anionéw” zawiera w sobie zawsze okreslony cel,
ktdremu stuzy utworzenie kompleksu receptor-substrat. Moze by¢ nim rozdzie-
lanie sktadnikdw mieszaniny, zmiana reaktywnosci chemicznej [8], stabilizowa-
nie nietrwatych struktur (reakcje katalityczne), synteza niekowalencyjna [9] czy
wreszcie generowanie informacji o utworzeniu kompleksu [10]. Ta ostatnia funk-
cja stanowi podstawe wykorzystania rozpoznawania anionéw w chemii analitycz-
nej. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na to, ze pojecie receptor jest dos¢ szerokie.
W zaleznosci od metody analitycznej receptor musi spetnia¢ wiele wymogéw do-
datkowych, dotyczacych np. wartosci statych trwatosci tworzonych z substratem
kompleksow czy kinetyki reakcji kompleksowania. Dalej przedstawiono wybra-
ne przyktady receptorow wykorzystujgcych rozne rodzaje oddziatywan niekowa-
lencyjnch. Liczba mozliwych klasyfikacji receptoréw jest bardzo duza, wiec wy-
bér najciekawszych receptoréw z koniecznosci musi by¢ subiektywny. Dlatego
przedstawiony tu podziat nie jest ani obiektywny, ani wyczerpujgcy, ma na celu
jedynie poréwnanie dotychczasowych, najciekawszych zdaniem autoréw, doko-
nan chemikéw supramolekulamych ze znanymi dotgad przyktadami rozpoznawa-
nia w uktadach biologicznych.

2. ROZPOZNAWANIE ANIONOW W UKELADACH BIOLOGICZNYCH
Na wstepie czesci poSwieconej rozpoznawaniu aniondéw w uktadach biolo-

gicznych warto podkresli¢ kilka najwazniejszych faktow Swiadczacych o znacze-
niu tego procesu w biologii i medycynie:
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» wiekszos$¢ substratéw i kofaktorow enzymatycznych to aniony,

* choroba Alzheimera moze by¢ skutkiem ztego funkcjonowania biatek wig-
zacych aniony,

« choroba genetyczna mukowiscydoza (cysticfibrosis) polega na rozregulo-
waniu tzw. kanatow chlorkowych,

« trifosforan adenozyny (ATP) i kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA), naj-
wazniejsze przenosniki energii i informacji w przyrodzie, sg polianionami,

* nowotwory zwigzane sg z niekontrolowanymi zmianami w DNA.

Niezwykle istotna rola, jakg odgrywajg w naturze czastki zawierajace grupy
fosforanowe, skionita wielu badaczy do zainteresowania sie naturalnymi mecha-
nizmami rozpoznawania tych jonéw. Intensywnym badaniom mechanistycznym
poddano szczegOlnie procesy selektywnego rozpoznawania jonéw fosforano-
wych(V) i siarczanowych(V1) w uktadach biologicznych. Mimo takiej samej, te-
traedrycznej konfiguracji i bardzo zblizonej hydrofilowosci tych jonéw (tab. 1)
w naturze btedy w rozpoznawaniu zdarzajg sie rzadko. Zespdt Christiansona
przeanalizowat dane krystalograficzne z Cambridge Structural Database (CSD)
dla znanych kompleksow jonéw fosforanowych(V), karboksylanowych i siarcza-
nowych?”). Stwierdzono, ze selektywnos$¢ rozpoznawaniajondw moze po cze-
$ci wynika¢ z kierunkowosci wigzan typu donor-akceptor pary elektronowe;j
(ang. electron pair acceptor-electron pair donor, EPA-EPD). Donorem pary
elektronéw w jonie fosforanowym jest wigzanie P=0, w ktérym atomowi tlenu
przypisuje sie hybrydyzacje sp lub posrednig sp-sp2. Wobec tego wspomniana
wolna para elektronowa musi znajdowac sie pod katem 120-180° wzgledem wig-
zania P=0. Wydawac by sie mogto, ze usytuowanie wolnej pary elektronowej
w grupie S=0 powinno by¢ zblizone do usytuowania takiej pary w grapie
P=0. Jednak na podstawie badan zaréwno teoretycznych [11], jak i praktycz-
nych [12] stwierdzono rdznice w geometrii wigzania jonu fosforanowego(V)
i siarczanowego(VT) przez takie same ligandy. Obserwowano je zaré6wno w kom-
pleksach stabilizowanych gtéwnie przez wigzania typu EPA-EPD, jak i przez
wigzania wodorowe.

Tabela 1. Wartosci entalpii hydratacji wybranych anionéw [7]

Anion P cr Br no3 clo4  Sof-  pol-
Entalpia hydratacji
[IfJ-m)él-]] ) 51° -367 -336 -312 -246 -1035 -2879

Biatko wigzace jony siarczanowe(VI) (ang. sulfate-binding protein, SBP)
z bakterii Salmonella typhimurium [13] kompleksuje substrat przez sie¢ 7 wiazan
wodorowych. Miejsce wigzace biatka znajduje sie 0,7 nm pod jego ,,powierzch-
nig” ijest dobrze odizolowane od wptywu otoczenia, a skompleksowany jon jest
catkowicie zdehydratowany. Dodatkowg stabilizacje ze strony oddziatywan jon-
-dipol przypisuje sie obecnosci czterech a-helis z N-koncami zwréconymi w kie-
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runku miejsca wigzgcego. Zblizone strukturalnie do SBP biatko wigzgce jony fo-
sforanowe(V) (ang. phosphate-binding protein, PBP) wigze substrat za pomocg
12 wigzan wodorowych [14], Biatko PBP sktada sie z pojedynczego taincucha po-
lipeptydowego o masie 34400 D. W jednej czasteczce biatka znajduje sie jedno
miejsce wigzgce jony fosforanowe, dzieki ktéremu biatko tworzy z jonem fosfo-
ranowym kompleks o statej trwatosci okoto 106 mol-dm*“3. Gtownym zrodiem
selektywnos$ci rozpoznawania H2POg i HPO”- wzgledem SO|” jest mozliwos¢
tworzenia dodatkowego wigzania miedzy atomem tlenu z grupy karboksylowej
biatka, pochodzacej od reszty kwasu asparaginowego (Asp56 na rys. 2), a ato-
mem wodom anionu fosforanowego(V). W jonie siarczanowym(VI) nie ma do-
nora wodom, dlatego w miejscu wigzacym biatka SBP nie ma aminokwasu za-
wierajacego grupy, ktore sg akceptorami wigzania wodorowego. Obecno$¢ wspo-
mnianej grupy karboksylowej powoduje ponadto elektrostatyczne odpychanie jo-
néw catkowicie zdeprotonowanych, takich jak SO4“ [15]. Kwas siarkowy(Y)
jest znacznie silniejszym kwasem Bronsteda niz fosforowy(VT) i dlatego w wa-
runkach fizjologicznych jon HSO4 praktycznie nie wystepuje. Jony monowodo-
ro- lub diwodorofosforanowe(V) sg kompleksowane ok. 105razy silniej niz siar-
czanowe”!).

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie struktury centrum wigzacego biatka PBP z uwidocznionymi
wigzaniami wodorowymi [15]



424 K. WOJCIECHOWSKI. Z. BRZOZKA

Wedtug Chakrabartiego [16] og6lngregutg w przyrodzie jest, ze oksoaniony
sg wigzane $rednio za pomocg 7 (+3) wigzan wodorowych, z ktérych 5 (+3) po-
chodzi od czasteczek biatek, areszta od czasteczek wody. Tak czeste wystepowa-
nie wigzan wodorowych w naturze wynika prawdopodobnie z faktu posiadania
przez wiekszo$¢ aminokwasdw fragmentow mogacych by¢é zaréwno donorami,
jak i akceptorami wigzan wodorowych. Kim i wsp. [17] wykonali serie obliczen
ab initio w celu zbadania mozliwosci rozpoznawania kationéw i anionéw przez
cykliczne tetra- i heksapeptydy. Stwierdzono, ze grupy karboksylowe i aminowe
w zaleznosci od tadunku substratu orientujg sie do $rodka lub na zewnatrz wne-
ki oligopeptydow.

Ciekawy mechanizm zwany ,widelcem argininowym” (ang. argininefork)
[18] wykorzystywany jest w biatku HIV-1 Tat, ktdre dzieki obecnos$ci grupy gu-
anidynowej aminokwasu argininy rozpoznaje petle w strukturze RNA (rys. 3).

Rys. 3. Schematyczne przedstawienie mechanizmu rozpoznawania petli RNA przez ,,widelec argi-
ninowy” (ang. argininefork) biatka HIV-1 Tat

Rownie interesujgce sa wyniki badan nad reakcjami enzymatycznymi. Na
rys. 4 przedstawiono schematycznie mechanizm reakcji przeniesienia grupy fo-
sforanowej miedzy difosforanem(V) adenozyny (ADP) a kreatyng za pomocag Ki-
nazy kreatynowej. Jak w kazdej reakcji enzymatycznej kluczowym etapem jest
skompleksowanie obu substratow w najkorzystniejszym dla reakcji wzajemnym
ustawieniu. Fosforan(V) adenozyny jest utrzymywany w centrum wigzgcym en-
zymu dzieki koordynacji zjonem magnezu w tym enzymie oraz wigzaniu wodo-
rowemu miedzy resztg imidazolowg histydyny a protonem (3 grupy fosforano-
wej(V). Natomiast grupa guanidynowa kreatyny tworzy wigzanie wodorowe
z grupgtiolowa cysteiny.

W uktadach biologicznych niezwykle wazngrole w rozpoznawaniu anionéw
odgrywajg jony metali grup gtéwnych, np. Ca2+, Mg2+ Na przyktad difosfo-
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enzym
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Rys. 4. Schematyczne przedstawienie mechanizmu dziatania kinazy kreatynowej. Cys - cysteina,
His - histydyna, Rib - ryboza, Ad - adenina

ran(V) guanozyny (GDP) wigzany jest przez biatko Ran w jadrach komadrek eu-
kariotycznych dzieki sprzezeniu wigzan wodorowych oraz koordynacyjnych z jo-
nem magnezu. Ponadto geometria koordynacyjnajonu magnezu nadaje recepto-
rowi odpowiedni do kompteksowania ksztatt centrum wigzacego. Dzieki temu
donory i akceptory wigzan wodorowych stajg sie komplementarne i tworzg wy-
soce selektywnag sie¢ wigzan. W trakcie konstruowania receptoréw syntetycznych
rzadko jednak wykorzystuje sie whasciwosci metali grup gtownych, czesciej sie-
gajac po metale przejsciowe [19].

Dobrze opisano réwniez wiele mechanizméw kooperatywnego wigzania ka-
tiondw i anionéw. Jednym z lepiej znanych przyktaddéw jest rozpoznawanie jo-
néw zelaza i weglanowych przez biatko laktoferryne. Skompleksowanie jonu we-
glanowego znacznie poprawia trwato$¢ powstatego kompleksu z jonem zela-
za(lll), dzieki wigzaniom wodorowym, ale takze oddziatywaniom elektrostatycz-
nym i EPA-EPD.

2.1. BLONY BIOLOGICZNE

Bardzo waznym procesem zwigzanym z rozpoznawaniem jonow jest ich
transport przez btony biologiczne. Mimo ze struktura tak_ch membran stabilizo-
wana jest tylko przez oddzialywania niekowalencyjne, jest ona niezwykle trwa-
ta Biony biologiczne petnig funkcje ochronng, a takze uczestniczg w transporcie
zar6wno masy, jak i informacji chemicznej. Budowe btony biologicznej przedsta-
wia schematycznie rys. 5.

Btona biologiczna sktada sie z podwojnej warstwy fosfolipidow, ktorych
grupy hydrofilowe zwrocone sg w kierunku faz wodnych po obu stronach mem-
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brany, tj. do wnetrza i na zewnatrz komorki. Struktura membrany utrzymywana
jest dzieki oddziatywaniom hydrofobowym pomiedzy stykajagcymi sie ze sobg
grupami lipofilowymi. Grubos$¢ warstwy wynosi ok. 4 nm. Czesci hydrofilowe
membrany pokryte sg dodatkowg warstwa biatkowg o grubosci ok. 2 nm z kaz-
dej strony.

Rys. 5. Schematyczne przedstawienie struktury bilipidowej btony biologicznej. Fragmenty hydro-
filowe (,,gtowki”") zwrécone sa na zewnatrz, a lipofilowe (,,0gony”) do $rodka btony

2.2. TRANSPORT PRZEZ BLONY BIOLOGICZNE

Dokfadniejsze badania struktury bton biologicznych ujawnity ich tzw. niecig-
gta i dynamiczng strukture opisywang modelem Singera i Nicolsona [20]. Dzie-
ki takiej strukturze transport substratéw przez btony moze sie odbywaé wedtug
jednego z czterech gtdwnych mechanizmow:

1. Transport pasywny, dzieki dyfuzji niewymuszonej, zgodny z gradientem
aktywnosci substratu po obu stronach membrany. Mechanizm ten ma w prakty-
ce znikome znaczenie.

2. Przenikanie przez pory w strukturze btony. Pory powstajgw miejscach na-
gromadzenia sie polienowych zwigzkéw makrocyklicznych o budowie amfifilo-
wej. Fragmenty polienowe jako hydrofobowe skierowane sg do hydrofobowej
czesci btony, a poliolowe —hydrofitowej. Dzieki temu pory tworzg sie w Kierun-
ku prostopadtym do ptaszczyzny membrany, umozliwiajgc transport substratow.
Pory tworzy¢ moga np. alametycyna [21] czy amfoterycyna [22].

3. Transport przez kanaty jonowe (ang. ion chaméis). Tworzaje helisy oli-
gopeptydow ustawione w ten sposdb, by czesci hydrofobowe znalazty sie na ze-
wnatrz kanatu, tzn. w kierunku warstwy lipidowej. Do $rodka kanatu skierowa-
ne sg natomiast grupy karbonylowe (np. (3-helisa gramycydyny [23]). Transport
przez kanaty jonowe moze by¢ sterowany chemicznie tub elektrycznie. Przykta-
dem transportu sterowanego elektrycznie (ang. voltage-regulated) jest tzw.
pompa sodowo-potasowa, czyli mechanizm odpowiedzialny za utrzymywanie
gradientu stezen jonow sodu i potasu w celu spolaryzowania membrany. Dzieki
takiej polaryzacji mozliwe jest przekazywanie sygnatdw przez neurony.

4. Transport aktywny za pomocg no$nikéw (jonoforéw, ang. carrier lub
ionophore). Moga to by¢ zaréwno peptydy lub biatka transportujace - zdolne do
przemieszczania sie wzdtuz btony, jak i zwigzane z powierzchnig btony. Najbar-
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dziej znanym przyktadem naturalnego jonoforu jest walinomycyna, no$nikjonow
potasowych.

Kanaty jonowe posredniczg w wiekszos$ci proceséw zyciowych, tj. przecho-
wywaniu i transporcie energii, przenoszeniu i przetwarzaniu informacji. Najlep-
szym przyktadem moze by¢ tu trifosforan adenozyny (ATP), ktéry z chemiczne-
go punktu widzeniajest jonem o tadunku 4 . Réwniez inne formy fosforanu(V)
adenozyny, ktore uczestnicza w procesach wymiany energii, sg anionami.
Z punktu widzenia rozpoznawania aniondéw szczegOlnie interesujacy jest mecha-
nizm dziatania enzymu syntazy ATP wspomagajacego synteze ATP4- z ADP3
(diwodorofosforanu(V) adenozyny) i fosforanu(V) nieorganicznego, tj. fosfory-
lacje oksydatywng (ang. oxidative phosphorylation). Po zwigzaniu ADP i grupy
fosforanowej(V) nastepuje obroét (ang. rotary catalysis) czesci receptora pod
wplywem przeptywu protonéw (rys. 6), a nastepnie uwolnienie jonu ATP4“,
Za badanie mechanizmdw syntezy i transportu ATP trzech badaczy: P.D. Boyer,
J.E. Walker, J.C. Skou uhonorowano Nagroda Nobla w 1997 r. [24],

Rys 6. Schematyczne przedstawienie mechanizmu dziatania syntezy ATP. Fragment FOjest unie-

ruchomiony w membranie, a fragment Fh w ktdrym syntezowany jest ATP4 , umieszczony jest na

zewnatrz membrany i obraca sie pod wptywem przeptywu protonéw Obrét czeéci Y nastepuje we-

wnatrz cylindra utworzonego przez podjednostki a i [i, rézniace sie powinowactwem do obu form:
ATP4 i ADP3 [25]
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3. RECEPTORY SYNTETYCZNE

Ponizej wymieniono trzy, najwazniejsze z punktu widzenia rozpoznawania,
cechy aniondw, ktére powinny by¢ brane pod uwage podczas projektowania re-
ceptorow:

a) zwykle wieksze rozmiary anionow w pordwnaniu z kationami sg przyczy-
ng wiekszej podatnosci aniondéw na oddziatywania polaryzacyjne (szczegdlnie
dyspersyjne). Za to ich oddziatywanie na drodze elektrostatycznej jest mniejsze
niz dla kationéw, poniewaz tadunek elektryczny jest zdelokalizowany na wiek-
szym obszarze.

b) aniony sg zwykle zasadami z punktu widzenia teorii Lewisa, cho¢ znane
sg tez czastki o fadunku ujemnym pozbawione wolnej pary elektronowej, ktore
z formalnego punktu widzenia nie sg klasyfikowane jako zasady Lewisa, jak np.
anion tetrafenyloboranowy, B(C6H5)4 [7]. Aby receptor zawierajgcy w swej
strukturze jon metalu mogt kompleksowac aniony dzieki oddziatywaniom EPA-
-EPD, jon ten musi mie¢ co najmniej jeden niezapetniony orbital zdolny do przy-
jecia pary elektronowej od anionu. Okresla sie to mianem koordynacyjnego nie-
wysycenia. Wolne jony metalu nie mogg by¢ jednak stosowane jako receptory,
mimo znacznego niewysycenia koordynacyjnego, ze wzgledu na zbyt duzg licz-
be miejsc wigzacych i brak mozliwosci kontroli stechiometrii i geometrii kom-
plekséw. Oddziatywania EPA-EPD metal-anion dla metali bloku d sg silniejsze
niz oddziatywanie elektrostatyczne.

c) aniony proste moga by¢ jedynie akceptorami wigzania wodorowego,
a aniony ztozone w postaci czesciowo sprotonowanej —réwniez donorami takich
wigzan.

Nie udato sie dotad zsyntezowac receptora zdolnego do rozpoznawania anio-
now w Srodowisku wodnym tylko za pomocg sieci wigzan wodorowych, jak
w opisanych powyzej biatkach SBP czy PBP. Problem ten mogtby by¢ rozwigza-
ny prawdopodobnie jedynie przez stworzenie receptora zdolnego do tworzenia
wneki o specyficznych whasciwosciach solwatacyjnych, jak ma to miejsce w cen-
trach wigzgcych enzymow czy biatek. W takim wypadku, mimo ze caly proces
rozpoznawania nastepuje w wodzie, lokalna (w miejscu wigzagcym) polamosc
Srodowiska jest niska. Na przyktad we wspomnianych biatkach SBP i PBP anion
kompleksowany jest catkowicie zdehydratowany i znajduje sie ok. 0,8 nm pod
»powierzchnig” biatka. Wigzania wodorowe sg ostabiane przez obecno$¢ substan-
cji polarnych, np. wody. Problem lokalnego otoczenia byt bardzo intensywnie ba-
dany na pokrewnym przyktadzie odwracalnego wigzania tlenu przez hemoglobi-
ne i mioglobine. Podobnie jak w przypadku wigzania anionow, nie udato sie
stworzy¢ dotad receptora tak selektywnego i trwatego jak biatka naturalne, gtdw-
nie ze wzgledu na trudnosci w odtworzeniu lokalnego $rodowiska centrum
wigzgcego [26]. Taki efekt osiggng¢ mozna najlepiej poprzez tworzenie struktur
wyzszego rzedu, ktorych przyktady opisano w kofAcowej czesci przegladu.
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3.1. WYBRANE PRZYKLADY SYNTETYCZNYCH RECEPTOROW ANIONOW

Tylko w przypadku nielicznych par receptor—substrat udziatjednego typu od-
dziatywania w procesie rozpoznawania jest dominujacy. Istnienie okreslonych
grup funkcyjnych moze by¢ zrédtem wystepowania wielu r6znych typéw oddzia-
tywan, np. obecnos¢ pierscieni aromatycznych powoduje zaréwno oddziatywanie
71-71stacking, jak i hydrofobowe, a dodatkowo, je$li obecne sgjony, réwniez elek-
trostatyczne. Juz w przypadku wspomnianego na poczatku tego rozdziatu pierw-
szego poliamoniowego syntetycznego receptora anionoéw - katapinandu, kom-
pleks z anionem jest stabilizowany zaréwno przez oddziatywanie elektrostatycz-
ne z tadunkiem dodatnim na protonowanym atomie azotu, jak i przez wigzanie
wodorowe z tym protonem. Warto zaznaczyé¢, ze zadne z tych oddziatywan nie
moze wystepowac¢ samodzielnie: tadunek elektryczny pojawia sie dopiero po
sprotonowaniu, co jest rGwnoznaczne z wprowadzeniem donora wigzania wodo-
rowego. Wspdélng wadg receptorow poliamoniowych jest zaleznos¢ selektywno-
$ci rozpoznawania aniondéw od pH, poniewaz tylko forma protonowana moze
kompleksowaé aniony. Zwykle zakres pH protonowania grup aminowych
w zwigzkach tej klasy pokrywa sie z zakresem protonowania anionow, szczegol-
nie fosforanowych(V) i weglanowych.

Tak silnej zaleznosci od pH $rodowiska nie wykazuja receptory zawierajgce
grupy guanidynowe, ktorych pKa wynosi znacznie powyzej 7([). Ugrupowanie
guanidynowe dos$¢ czesto wystepuje w zwigzkach pochodzenia biologicznego.
Wchodzi ono w sktad aminokwasu argininy, petnigc tam funkcje zaréwno recep-
torowa, jak i strukturalng (stabilizuje trzeciorzedowg strukture biatek przez two-
rzenie wigzan z grupami karboksylowymi). Ze wzgledu na obecno$¢ atoméw wo-
doru rozpoznawanie moze opierac sie na kombinacji dwoch rownolegtych wigzan
wodorowych i oddziatywania kulombowskiego, jak przedstawiono to na rys. 7.

H
O— H—N
O---H-N
H
Rys. 7. Schematyczna reprezentacja rownolegtego wigzania miedzy jonem guanidyniowym a kar-
boksylanowym

Jednak oddziatywania kulombowskie nie moga juz tak silnie stabilizowac
kompleksu receptor-substrat, jak w kompleksach receptoréw poliamoniowych, ze
wzgledu na znaczng delokalizacje tadunku dodatniego w jonie guanidyniowym.
Podobne donorowo-akceptorowe wihasciwosci maja tez grupy mocznikowe i tio-f

(*) Np. pKadlajonu guanidyniowego przedstawionego narys. 7 wynosi 13,5.
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mocznikowe, nie majg jednak formalnego tadunku elektrycznego. Interesujacy
przyktad receptora guanidynowego zmodyfikowanego podstawnikami zapewnia-
jacymi dodatkowsg stabilizacje kompleksu z anionem przedstawili Schmidtchen
i wsp. [27]. Receptor przedstawiony na rys. 8 tworzy z substratem pare jonowg
i wigzanie wodorowe z udziatem kationu guanidyniowego. Dzigki obecnosci
dwoch centrow asymetrii w czasteczce receptora mozna go byto zastosowaé do
rozdzielenia mieszanin racemicznych kwasoéw karboksylowych [28].

Rys. 8. Struktura ,,receptora” guanidynowego zawierajacego dwa centra asymetrii

Aby otrzymac receptor natadowany dodatnio, mozna réwniez poddac proto-
nowaniu atomy azotu w pier$cieniach aromatycznych, jak w przypadku ,,rozsze-
rzonych” porfiryn (ang. expanded porphyrins), zwanych safirynami. Sessler
i wsp. [29] zsyntezowali safiryne przedstawiong na rys. 9, w ktérej wnetrzu po
sprotonowaniu dwéch pirolowych atomoéw azotu moze zosta¢ skompleksowany
anion fluorkowy.

Rys. 9. Struktura safiryny w formie dwuprotonowanej

Podobnie jak poprzednio, oddziatywaniom elektrostatycznym towarzyszy tu
tworzenie wigzan wodorowych, poniewaz wszystkie atomy wodoru skierowane
sg do $rodka wneki. W wyniku modyfikacji czasteczki safiryny Sessler i wsp.
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otrzymali receptor zdolny do rozpoznawania monofosforanu(V) guanozyny
(GMP) [30]. Po sprotonowaniu jednego atomu azotu receptor przyjmuje fadunek
+1, ktéry kompensowany jest przez tadunek grupy fosforanowrej(V). Komplekso-
wanie tej grupy jest dodatkowo stabilizowane przez wigzania wodorowe z atoma-
mi wodoru protonowanych grup pirolowych. Modyfikacja polegata na kowalen-
cyjnym (poprzez grupe amidowg) dowigzaniu cytozyny, jak przedstawiono na
rys. 10. W ten sposob wprowadzono do struktury receptora zaréwno donory, jak
i akceptory dla wigzan wodorowych, ktdre tworzg sie z purynowg czescig GMP.
Po kowalencyjnym dotgczeniu safiryny do matrycy polimerowej Sessler i wsp.
wykorzystalijej zdolnoSci kompleksotworcze w stosunku do nukleotydow do ce-
[6w chromatograficznych [31].

Rys. 10. Struktura kompleksu utworzonego miedzy safirynga monofosforanem(V) guanozyny (GMP)

Klasyczne porfiryny nawet po sprotonowaniu nie wykazujg zadnych wiasci-
wosci kompleksujgcych w stosunku do anionéw, prawdopodobnie ze wzgledu na
zbyt mate rozmiary wneki wigzacej [7]. Jednak po skompleksowaniu kationu me-
talu przez porfiryne moze ona stuzy¢ jako receptor anionéw dzieki oddziatywa-
niom kulombowskim i EPA-EPD z jonem metalu. Jagessar i wsp. [32] rozbudo-
wali szkielet porfiryny cynkowej o podstawniki zawierajace grupy difenylomocz-
nikowe, zyskujagc w ten sposéb dodatkowg stabilizacje kompleksu z anionami
przez wigzania wodorowe (rys. 11). W ostatnich latach rosnie réwniez zaintere-
sowanie zwigzkami z grupy kaliks[4]piroli. Mimo znacznego podobienstwa do
porfiryn majg one zdolno$¢ kompleksowania anionéw [33].



432 K. WOJCIECHOWSKI, Z. BRZOZKA

R

Rys. 11. Struktura porfiryny cynkowej z podstawnikami mocznikowymi w pozygach mezo-

Lehn i wsp. [34] zaproponowali receptor zdolny do rozpoznawaniajonéw
ATP4* za pomoca wigzan kulombowskich oraz oddziatywan n-n stacking. Od-
dziatywania kulombowskie zachodzg miedzy tadunkami ujemnymi grup fosfora-
nowych(V) a protonowanymi atomami azotu, oddziatywania typu n-n stacking
za$ sg odpowiedzialne za strukture kompleksu, prowadzgc do rownolegtego usta-
wienia reszty adeninowej ATP4' i grupy akrydynowej receptora (rys. 12). Kom-
pleksowaniu towarzyszy zmiana wtasciwosci luminescencyjnych receptora, cze-
go prawdopodobng przyczynajest oddziatywanie n-n stacking.

Rys. 12. Struktura kompleksu utworzonego miedzy ,,receptorem” poliamoniowym ajonem ATP4

Schmidtchen [35] zsyntezowal receptor zawierajgcy czwartorzedowe atomy
azotu, ktorego strukture przedstawiono narys. 13. Ladunek dodatni zlokalizowa-
ny jest na atomach azotu, choc¢ nie sg one protonowane. Skutkiem takiego rozwia-
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zaniajest brak mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych, ale dzieki tetraedrycz-
nej konfiguracji czwartorzedowych atomow azotu receptor ma posta¢ zamknie-
tej klatki. Aniony we wnetrzu receptora moga by¢ stabilizowane przez kombina-
cje oddziatywan kulombowskich, jon-dipol i hydrofobowych. Zbadano mozliwo-
$ci wspomagania reakcji katalitycznych przez receptory tej grupy i udowodnio-
no, ze przy dostatecznie duzych rozmiarach receptora mozliwe jest jednoczesne
skompleksowanie we wnetrzu klatki dwoch reagentéw i przeprowadzenie reak-
cji podstawienia nukleofilowego [36],

Oddziatywania dipolowe moga rowniez decydowac o selektywnosci wzgle-
dem anionéw. Gellman i wsp. [37] opisali receptor przedstawiony na rys. 14,
zdolny do tworzenia trzech wigzanjon-dipol miedzy grupami S=01P =0 a anio-
nem, np. chlorowca.”Mozliwe jest rowniez wzmocnienie sity oddziatywania mie-
dzy receptorem a anionem przez skompleksowanie kationu amoniowego w obre-
bie tej samej czasteczki. Zapewnia to dodatkowg kulombowskg stabilizacje
wigzania.

Rys. 13. Struktura ,,receptora” tetraalkilo- Rys. 14. Struktura ,receptora” kompleksuja-
amoniowego cego aniony dzieki oddziatywaniom jon-dipol

Bardzo liczng grupg receptorow sg zwiazki zawierajgce kowalencyjnie zwig-
zany atom metalu lub skompleksowany kation tego metalu o tadunku skompen-
sowanym przez tadunek tiganda organicznego. W przypadku rozpoznawania sub-
stratow przez takie receptory dominujacy jest udziat oddziatywan zwigzanych
z przeniesieniem elektronu, tj. EPA-EPD. Jednak rola atomu lub jonu metalu
rzadko ogranicza sie tylko do tworzenia wigzan niekowalencyjnych. Atomy ijo-
ny metalu obecne w receptorach czesto decyduja o ich strukturze geometrycznej,
co ma istotne znaczenie dla trwatosci kompleksu.

Atom metalu w zwigzkach metaloorganicznych ma formalny tadunek elek-
tryczny rdwny zeru. Wynika to z kowalencyjnego charakteru wigzania z atomem
wegla pochodzagcym z czesci organicznej. Mimo istnienia takiego wigzania
<w atomie metalu pozostajgniezapetnione orbitale, dzigki ktérym receptor two-
rzy¢ moze z anionami kompleksy EPA-EPD. Metaloorganiczne analogi zwigz-
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kéw makrocyklicznych nazywane sg czesto ,,antykoronami (ang. anticrown), ze
wzgledu na umiejscowienie akceptoréw par elektronowych w pozycjach zajmo-
wanych przez donory par elektronowych w eterach koronowych. Najlepiej zba-
dang pod tym wzgledem grupa receptoréw sg zwigzki cynoorganiczne. Newcomb
i wsp. [38] zsyntezowali cynooigamczny analog zwigzku makrocyklicznego
przedstawiony na rys. 15.

Rys. 15. Struktura makrocyklicznego ,,receptora” cynoorganicznego

Dzieki obecnosci dwoch akceptoréw par elektronowych mozliwe byto skom-
pleksowanie dwoch aniondw we wnetrzu struktury makrocyklicznej receptora.
W tej samej grupie badawczej zsyntezowano réwniez cynoorganiczne analogi
pierwszego katapinandu [39], ktérych struktury przedstawia rys. 16.

mCHX
X=Cl -HO0>
X — Sn -(CH2w *Sn— X
«=6,8 10,12
(CH2)«'

Rys. 16. Struktura makrobicyklicznego ,,receptora” cynoorganicznego

W przeciwienstwie do katapinandu otrzymany analog nie oddziatuje z anio-
nami ani elektrostatycznie, ani poprzez wigzania wodorowe, ale dzieki wigzaniu
typu EPA-EPD. Dowiedziono, ze skompleksowany anion fluorkowy znajduje sie
we wnetrzu struktury receptora, miedzy dwoma atomami cyny [40].

Podobnym zainteresowaniem chemikow projektujgcych receptory anionow
cieszg sie zwigzki boroorganiczne. Bor, mimo ze nie jest metalem, ma korzystne
wiasnosci kwasowe w ujeciu teorii Lewisa i moze stuzyé¢jako akceptor pary elek-
tronowej. Interesujacy przyktad potgczenia oddziatywan EPA-EPD z elektrosta-
tycznymi przedstawili Reetz i wsp. [41], Opisany przez nich receptor sktada sie
z eteru koronowego i czesci boroorganicznfej (rys. 17). Po skompleksowaniu jo-
nu K+ przez czes¢ eterowg oddziatywanie jonu F~z pustym orbitalem boru jest
wzmacniane o sktadowga kulombowska oddziatywania jonéw K+oraz F".
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Szczego6lnie duze nadzieje wigze sie ze zwigzkami rtecioorganicznymi, ze
wzgledu na unikatowe witasciwosci atomu rteci. Ma on w takich zwigzkach az
dwa puste orbitale p (ustawione prostopadle do siebie i do osi wigzania), zdolne
do przyjecia dwdch par elektronowych. Interesujagcy dowod rozpoznawania anio-
ndw przez zwigzki tej klasy przedstawili Hawthome i wsp. Stwierdzili, ze obec-
no$¢ anionéw chlorkowych w trakcie syntezy merkurokarboranu (rys. 18) jest
konieczna, aby zapobiec powstawaniu produktéw oligomerycznych [42]. W jed-
nym ze stanow przejsciowych reakcji muszg sie zatem tworzy¢ kompleksy
z anionami, dzieki ktorym cykliczny produkt tetrameryczny jest stabilny.

Rys. 17. Struktura ditopowego ,receptora” Rys. 18. Struktura ,,receptora” rtecioorga-
boroorganicznego nicznego, [12]merkurokarborandu-4

Opisane zwigzki metaloorganiczne rzadko majg zastosowanie praktyczne ze
wzgledu na ich duzg wrazliwo$é na obecnos$é tlenu i wody. W wielu przypadkach
zar6wno syntezy, jak i badania wasciwosci zwigzkéw metaloorganicznych mu-
szg by¢ prowadzone w bardzo specyficznych warunkach. Czesto znacznie fa-
twiejszym sposobem wprowadzenia metalu do struktury receptora jest niekowa-
lencyjne zwigzanie jonu metalu z heteroatomami, gtéwnie O, N, S. W trakcie
wigzania aniondw tworzg sie wtedy tzw. kompleksy kaskadowe (ang. cascade
complexes): zasada Lewisa-kwas Lewisa-zasada Lewisa. Niekowalencyjnie im-
mobilizowany jon metalu moze petni¢ takg samg funkcje jak metal zwigzany
kowalencyjnie, tzn. decydowa¢ o geometrii receptora i by¢ akceptorem pary
elektronowej. Dodatkowo, ze wzgledu na czesciowo jonowy charakter wigzan
z heteroatomami, metal ma zawsze czgstkowy tadunek dodatni. Dzieki niemu
energia oddzialywania takich receptorow z anionami jest sumg skiadowej
elektrostatycznej i typu kwas-zasada Lewisa. Podstawowym warunkiem decydu-
jacym o przydatnosci komplekséw kaskadowych jako receptoréw jest jednak
duza szybkos¢ reakcji kompleksowania anionu.
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Do konstrukcji takich receptorow mogg by¢ uzyte zwigzki poliamoniowe,
zdolne do kompleksowania kationéw. W takim wypadku zwigzanie jonu metalu
ma na celu stworzenie nowego receptora, mozna wiec traktowac taki proces ja-
ko podwdjne rozpoznawanie. Lehn i wsp. [43] wykorzystali w tym celu kompleks
miedzi(ll) z azaeterem koronowym, OBISDIEN-em. Pokazali, ze taki receptor
moze rozpoznawac aniony imidazolanowe, ktére tworzgtgcznik miedzy dwoma
jonami miedzi. OBISDIEN (rys. 19) w p6zniejszych pracach zespotu Lehna [44]
stosowano jako receptor anionéw rowniez w postaci protonowanej, wykorzystu-
jac oddziatywania elektrostatyczne i wodorowe. Po sprotonowaniu wzrastat
udziat wigzan wodorowych w rozpoznawaniu anionéw, ale jednocze$nie zanika-
fa stabilizacja wynikajgca z oddziatywan EPA-EPD.

Wiasciwosci receptorowe OBISDIEN-u wykorzystano w reakcjach utleniania
skoordynowanego anionu [45]. Po skompleksowaniu dwaéchjonéw Co(lll) powsta-
ty receptor moze wigza¢ np. jony fosforanowe(HI). Jednoczesnie dzieki wiasci-
wosciom kwasowym (wg Lewisa) jony kobaltu moga przyjmowac pare elektrono-
w3 od czasteczki tlenu [46]. Konsekwencjgutworzenia takiego kompleksu (rys. 20)
byto katalityczne utlenienie anionu fosforanowego(ll1) do fosforanowego(V).

Rys. 19. Struktura OBISDIEN-u Rys. 20. Schematyczne przedstawienie mechaniz-
mu utlenianiajonow fosforanowych(I11) do fosfora-
nowych(V) przez kompleks Co2-OBISDIEN-02

Inny przyktad zastosowania receptora anionéw do celéw katalitycznych po-
kazano na rys. 21. Po skompleksowaniu dwoch jonéw Co(lll) receptor moze ka-
skadowo wiazac¢ estry fosforanowe i wspomagac ich hydrolize [47],

W grupie Pecoraro zsyntezowano oraz zbadano witasciwosci receptorowe
zwigzku stanowigcego analog eteru koronowego (ang. metatlocrown). Cztery
identyczne jednostki oksymowe potgczone zostaty przezjony cynku(ll), by stwo-
rzy¢ odpowiednik eteru 12-korona-4 przedstawiony na rys. 22. We wnetrzu
receptora udato sie skompleksowaé dwa jony OH" dzieki oddziatywaniom
EPA-EPD [48]. Heteroatomy znajdujgce sie w poblizu centrow metalicznych
moga takze tworzy¢ wigzania wodorowe.

Tabushi i wsp. [49] umiejetnie potaczyli oddziatywania elektrostatyczne,
EPA-EPD i hydrofobowe, modyfikujac czasteczke P-cyklodekstryny za pomoca
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Rys. 21. Struktura ,receptora” katalizuja- Rys. 22. Struktura ,,receptora” Zn-12-korona-4
cego hydrolize estrow fosforanowych po
skompleksowaniu jonéw Co(lll)

triaminy. Z jej udziatem receptor mégt kompleksowac jon cynku(H), ktéry z kolei
zapewniat elektrostatyczng stabilizacje rozpoznawania lipofilowych anionéw kar-
boksylanowych znajdujgcych sie w hydrofobowej wnece cyklodekstiyny. Schema-
tycznie przebieg reakcji kompleksowania anionu przedstawiono na rys. 23.
Podobnie jak protonowane aminy, rdwniez kationy metali w kompleksach
cyklopentadienylowych, np. kobaltocenie i ferrocenie, moga oddziatywa¢ elek-
trostatycznie. Beer i wsp. [50] opisali receptor zawierajgcy grupy amidowe (zdol-
ne do tworzenia wigzan wodorowych) oraz reszty kobaltocenowe (dzieki ktorym
anion moze by¢ stabilizowany elektrostatycznie we wnece receptora) (rys. 24).

Zn-
0]
Rys. 23. Schematyczne przedstawienie mecha- Rys. 24. Struktura ,,receptora” kobaltoceno-
nizmu kompleksowania anionu przez (3-cyklo- wego z grupami amidowymi

dekstryne modyfikowang triaming
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Na podstawie badan krystalograficznych autorzy sugeruja rowniez istnienie
wigzan wodorowych miedzy anionem a protonami grup cyklopentadienylowych.
Prawdopodobnie zdolnos¢ tworzenia takich wigzan jest cechg wspdlng recepto-
réw zawierajacych grupy metalocenowe. Stwierdzono jednak, ze obecnos$¢ samej
grupy metalocenowej nie wystarcza do osiggniecia zadowalajacej selektywnosci
wigzania anionow, potrzebna jest dodatkowa stabilizacja wigzania, np. ze strony
grup amidowych [51].

W tej samej grupie badawczej [52] zsyntezowano receptor, w ktérym oprocz
wspomnianych juz grup amidowej i kobaltocenowej znalazt sie eter azakorono-
wy (rys. 25). Dziekijego obecnosci czgsteczka moze skompleksowac kation, zy-
skujgc dodatkowg kulombowskg stabilizacje energii wigzania anionu.

Rys. 25. Struktura ,,receptora” kobaltocenowego z grupami amidowymi i eterem azakoronowym

W rezultacie innego potgczenia tych samych grup funkcyjnych skonstruowa-
no przetaczalny (ang. switchable) receptor dla anionéw chlorkowych [53], ktére-
go strukture pokazano na rys. 26.

Rys. 26. Schemat kompleksowania soli potasowej przez ,,receptor” kobaltocenowy z podstawnika-
mi eterowymi
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W tym przypadku jednak kation metalu kompleksowanego przez czesc ete-
rowg nie stabilizuje elektrostatycznie anionu, a raczej ,,wigcza/wytgcza” mozli-
wosc¢ jego kompleksowania. Wykorzystano tu zdolno$¢ jonow potasu do tworze-
nia komplekséw typu ,sandwicz” (ang. sandwich complexes) z niektérymi etera-
mi koronowymi. Skompleksowanie jonu potasu powoduje zblizenie dwéch pod-
stawnikdéw eterowych do siebie, co wprowadza przeszkody steryczne dla
kompleksowania anionu w obszarze miedzy kobaltocenem a grupg amidowsa.
Wyniki dalszych badan potwierdzity, ze efekt ten nie wystepuje w przypadku
uzycia pochodnej pozbawionej podstawnika koronowego, ktérej strukture poka-
zano na rys. 27b. Anion w tym przypadku jest stabilizowany przez oddziatywa-
nia kulombowskie z cze$cig tris(bipirydylo)rutenowa. a nie przez kation K~ jak
poprzednio. Stwierdzono, ze dla receptora bez eteru koronowego obecno$¢ jonéw
potasu nie wptywa na selektywno$¢ rozpoznawania aniondw. Analogiczny recep-
tor przedstawiony na rys. 27a wykazuje zalezno$¢ selektywnos$ci rozpoznawania
aniondéw od obecnosci jondéw potasu [54],

3)

b)

Rys. 27. Struktury zwigzkoéw tris(bipirydylo)rutenowych wykorzystanych do badania zjawiska
przetaczania zdolnosci receptorowych w stosunku do anionéw: a) ,,receptor” z fragmentem kom-
pleksujacym K+ b) ,,receptor” niekompleksujacy K+

Beer i wsp. [55] pokazali réwniez inny przyktad sterowania wiasciwosciami
receptorowymi, oparty na reakcji redoks ferrocenu. Budowe receptora przedsta-
wiono na rys. 28. Po utlenieniu jonu Fe(ll) do Fe(lll) czasteczka uzyskuje tadu-
nek dodatni i, oprécz tworzenia wigzania wodorowego przez grupe amidowa, re-
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ceptor oddziatuje z substratem elektrostatycznie. Udziat tej ostatniej sktadowej
jest na tyle duzy, ze moze zmienia¢ selektywno$¢ rozpoznawania anionow.

Fe

Rys. 28. Struktura przeliczalnego ,,receptora” ferrocenowego sterowanego reakcjami redoks

Opisano rowniez wiele receptordw, w ktérych jony metali, oprécz mozliwo-
$ci oddziatywania z anionami w drodze oddziatywan EPA-EPD lub kulombow-
skich, wymuszajg okreslong strukture receptoréw. Hydrofobowa wneka utworzo-
na z jednostek heteroaromatycznych potgczonych w narozach jonem metalu o ko-
ordynacji ptaskiej kwadratowej zapewnia stabilizacje struktury kompleksu
z anionem: kulombowskga (zmniejszona gesto$¢ elektronowa w czesci aromatycz-
nej), hydrofobowag i ewentualnie n-Kstacking (w przypadku anionéw aromatycz-
nych). Wiele sposrod takich receptoréw zastosowano do budowy' skomplikowa-
nych struktur geometrycznych, kt6re zostaty przedstawione w wizjonerskich ar-
tykutach przeglagdowych [np. 56]. Ich opis wykraczajednak poza ramy niniejsze-
go przegladu.

W grupie Atwooda i Steeda [57] zsyntezowano metalizowany (ang. metalla-
ted) kaliks[4]aren zdolny do kompleksowania anionéw tetrafluoroboranowych
we wnece kaliksarenu dzieki umiejscowieniu punktowych tadunkoéw dodatnich
w postaci komplekséw rjjon-dipol (n-cation) rodu i irydu. Strukture receptora
irydowego pokazano narys. 29. Skompleksowany przez niego anion znajduje sie
w polu elektrycznym czterech jonéw, a poniewaz znajduje sie przy tym we wne-
ce kaliksarenu, moze takze oddziatywac¢ hydrofobowo z atomami wneki. Pudde-
phatti wsp. [58] stwierdzili, ze wtasciwosci nukleofilowe tak skompleksowanych
anionéw zmienity sie znaczgco w poréwnaniu z wolnymi anionami.

Rys. 29. Struktury ,,receptoréw” powstatych przez metalizowanie p jonami irydu kaliksarendw [59]
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Sessler, Vagtle i wsp. [60] zaproponowali jako receptor amondw [2]katenan,
w ktorym tetraedryczna geometria centrum wigzgcego zostata wymuszona przez
oddziatywania n-nsiacking (rys. 30) pomiedzy ogniwami katenanu. Dzieki umie-
jetnemu potaczeniu grup donorowych i akceptorowych uzyskano wysokie state
trwatosci tworzonych przez receptor komplekséw z anionami. Niestety, dotad nie
udato sie uzyska¢ wydajnosci syntezy katenanu wyzszej niz 4%.

Rys. 30. Struktura [2]katenanu rozpoznajacego aniony (po lewej) z uwidoczniong tetraedryczng
geometrig centrum wigzgcego powstajagcego kompleksu (po prawej)

3.2. RECEPTORY SYNTETYCZNE WZOROWANE NA NATURALNYCH

W koncowej czesci przegladu przedstawione zostaly najciekawsze przykta-
dy receptoréw wzorowanych na receptorach naturalnych badz wykorzystujgcych
motywy strukturalne znane z biomimetyki. Z przyktadow tych wynika, ze na$la-
dowanie natury nie zawsze musi by¢ bardzo pracochtonne, czasami najistotniej-
szajest umiejetno$¢ obserwacji naturalnych mechanizméw rozpoznawania i wia-
Sciwe wykorzystanie zgromadzonej wiedzy.

Z punktu widzenia rozpoznawania anionow szczego6lnie obiecujgce jest za-
stosowanie ugrupowan sulfonamidowych [61]. Reinhoudt i wsp. [62] wykorzy-
stali wtasciwosci donorowo-akceptorowe receptora przedstawionego na rys. 31
do rozpoznawania anion6w. Dzigki obecnosci pierscieni aromatycznych i oddzia-
tywaniom typu K-n stacking receptor nawet w nieobecnos$ci substratu tworzy
wneke z umiejscowionymi w niej zaréwno donorami, jak i akceptorami wigzan
wodorowych.
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Rys. 31. Struktura .jeceptora” sulfonamidowego

De Mendoza i wsp. zsyntezowali tetraguanidynowy receptor (rys. 32) zdol-
ny do tworzenia podwojnej helisy wokot anionow siarczanowych(VT) [63]. Struk-
tura helisy utrzymywana jest dzieki sieci wigzan wodorowych.

Rys. 32. Struktura ,receptora” tetraguanidynowego tworzacego podwdjng helise wokdt jonow
siarczanowych(V1)

W wielu grupach prowadzone sg prace nad wykorzystaniem specyficznych
wiasciwosci dendrymerow. W poblizu $rodka dendrymeru, gdzie gesto$é upako-
wania grup funkcyjnych jest najwieksza, lokalna polamos$¢ srodowiska jest inna
niz w objetosci roztworu. Z tego wzgledu czesto dendrymery wymienia sie jako
potencjalne narzedzia badan biomimetycznych [64]. Vogtle, Stephan i wsp. za-
proponowali lipofilowy dendrymer przedstawiony na rys. 33, zawierajgcy grupy
mocznikowe jako receptory anionéw dla celéw ekstrakcyjnych [65].

W zespole Astruca rowniez prowadzone sg badania nad dendrymerycznymi
receptorami anionéw. W gateziach dendrymerow umieszczono grupy amido-fer-
rocenowe, ktore odgrywaty role centrow wigzacych. Selektywnos$¢ rozpoznawania
poszczegOlnych jonéw zmieniata sie dla kolejnych generacji dendrymeru [66].
Podobny efekt uzyskano zastepujgc jadro dendrymeru przez nanoczastke ztota
(ang. gold nanoparticle). Reszty amidoferrocenowe umieszczono na kofcu cza-
steczki alkilotiolu tak, ze na skutek samoorganizacji (ang. self-assembly) tworzy
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sie struktura pokazana na rys. 34. Podobnie jak opisany wczes$niej dendrymer,
agregat taki ma zdolno$¢ rozpoznawania anionow [67],

Rys. 33. Struktura ,,receptora” dendrymerycznego z grupami mocznikowymi

Rys. 34. Schematyczne przedstawienie struktury .receptora” zawierajgcego grupy amidoferrocenowe,
powstatego dzieki samoorganizacji
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Sellergren i wsp. [68] zastosowali samoorganizujgce sie monowarstwy (ang.
self-assembling monolayers) na podtozu ztotym jako receptory oligonukleoty-
doéw. Zalety stosowania monowarstw wynikajg z ich podobieAstwa strukturalne-
go do opisanych wcze$niej kanatdw jonowych (ang. ion-channels), ktérych rola
W rozpoznawaniu i transporcie amondw jest bardzo duza. Zrédtem selektywno-
Sci kompleksowania w proponowanych przez autor6w receptorach sg gtow-
nie oddziatywania kulombowskie i wodorowe (od grupy guanidynowej) oraz
n-nstacking (rys. 35).

H . H
H—NisZ-iIN—H

(CH), n=258
(CH2,0 (CHYio (CH2jo (CH2),0
[ | |
S S S
Au

Rys. 35. Struktura monowarstwy bis(benzamidynowej) na ztocie zastosowanej do rozpoznawania
oligonukleotydéw

Douglas i Young przedstawili niezwykle ciekawy przykiad wykorzystania
wiasciwosci receptorowych naturalnego ptaszcza biatkowego wirusa fasolnika
chinskiego, cowpea chlorotic mottle virus (CCMV), ztozonego ze 180 jednostek
biatkowych [69], Ma on zdolno$¢ samoorganizacji, tworzac ,,kapsute” o Sredni-
cy 15 nm. W zaleznos$ci od pH pory w strukturze , kapsuty” moga sie otwierac
lub zamykaé. Autorzy wykorzystali te wiasciwos¢ do sterowania procesem kom-

pleksowania aniondw polioksometalanowych [70]. Rys. 36 przedstawia zdjecia
mikroskopowe ,kapsuty”.
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Rys. 36. Zdjecie z mikroskopu elektronowego przedstawiajgce ptaszcz biatkowy wirusa
CCMY: a) w niskim pH, b) w podwyzszonym pH, po otwarciu poréw w strukturze [70]

PODSUMOWANIE

W niniejszym przegladzie przedstawiono wybrane najnowsze osiggniecia
chemikow supramolekulamych w coraz szybciej rozwijajacej sie dziedzinie roz-
poznawania anionéw. Poréwnanie finezji dziatania przedstawionych wybranych
receptorow naturalnych i syntetycznych wcigz wypada zdecydowanie na korzysé
tych pierwszych. Spore nadzieje budzi jednak fakt, ze coraz czesciej badacze sie-
gaja po rozwigzania, jakie stosuje Natura, a nawet zaczynajg sie postugiwac jej
narzedziami.

Praca byta finansowana przez Komitet Badan Naukowych w ramach grantéw
Nr 3TO9A 114 19 oraz 7 TO9A 041 21.
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Dr hab. Teresa Kotek ukonczyta studia na Wydziale Chemii Politechniki Wro-
ctawskiej w 1967 r. Prace doktorska obronita w Instytucie Chemii Organicznej
i Fizycznej tej Uczelni w 1975 r., a w 2000 r. uzyskata stopien doktora habilito-
wanego w zakresie biotechnologii. Od ukonfczenia studidw pracuje w Katedrze
Chemii Akademii Rolniczej we Wroctawiu.

Prowadzita badania, ktorych celem byto okreslenie zaleznosci miedzy stereo-
chemig czasteczki substratu a przebiegiem reakcji chemicznej. Od dwudziestu lat
jej zainteresowania badawcze koncentrujg sie na przebiegu przeksztatcen mikro-
biologicznych substratow izoprenoidowych.
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ABSTRACT

Enzymatic conversion of a carbon-hydrogen to a carbon-hydroxyl bond is
a key part ofthe biosynthesis and oxidative metabolism in living organisms from
bacteria to humans. Biocatalytic hydroxylations are also widely used in organic
synthesis, especially to introduce the desired function to the site ofthe molecule,
which is difficult to obtain by chemical methods.

Biocatalytic hydroxylations are most often performed by cytochrome P450-
dependent monooxygenases. In a catalytic cycle, one oxygen atom from oxygen
molecule is incorporated into water and the other is incorporated into the sub-
strate.

Cytochrome P450 is known to catalyze hydroxylations, epoxidations, N-, S-,
and O-oxidations, dealkylation, and dehalogenations.

The mechanism of the hydroxylation reaction has been explored in the con-
text of synthetic applications, selection of the substrate, and enzyme-substrate
interaction.

Models involving defined spatial relationships between the mode of substrate-
enzyme binding and hydroxylation sites have rationalized the regio- and stereo-
chemistry of hydroxylation.

Many ofthe steps in sequence of the oxidation reactions are well characteri-
zed, but the identity of the final oxidant and the reaction mechanism are still not
well understood.

Recent developments in the area of biohydroxylation have been focused
on the use of new biocatalysts and substrates for C-H activation, the use of
recombinant strains of yeast and bacteria expressing desired hydroxylase enzymes.
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WSTEP

Hydroksylacja enzymatyczna jest wieloetapowq reakcja, ktérg schematycz-
nie przedstawia rownanie

RH + 02+ 2e +2H+ H20 + ROH.

W wyniku dziatania enzymdw z grupy monooksygenaz, katalizujgcych te
reakcje, jeden atom dwuatomowej czasteczki tlenu jest wigzany w czasteczke
wody, a drugi wbudowywany do hydroksylowanego substratu. Z monooksygena-
zg wspotdziata zazwyczaj drugi enzym dostarczajgcy rownowaznikow redukuja-
cych.

Reakcje enzymatycznej hydroksylacji odgrywajawazngrole w organizmach
zywych w procesach biosyntezy (np. podczas przeksztatcenia cholesterolu do
glukokortykoiddw i hormondw ptciowych [1]), w procesach biodegradacji oraz
sgjedng z gtdwnych drog metabolizmu ksenobiotykow. Wiele z nich usuwanych
jest z organizmu w postaci bardziej polarnych hydroksypochodnych badz ich ko-
niugatow [2], Enzymy hydroksylujgce biorg wiec udziat w procesach detoksyka-
cji, chociaz niekiedy produkty hydroksylacji wykazujg wyzszg toksycznos$¢ niz
odpowiednie substraty.

Wiasciwosci katalityczne enzymow hydroksylujgcych sg od dawna wykorzy-
stywane w biotransformacjach. Biotransformacje to katalizowane przez enzymy
reakcje chemiczne, w wyniku ktdrych nastepuje przeksztatcenie okreslonegofrag-
mentu substratu. Jako Zrédta biokatalizatoréw stosowane sg drobnoustroje, rosli-
ny wyzsze, bardzo rzadko ssaki.

Znaczenie syntetyczne enzymatycznych hydroksylacji polega gtéwnie na
tym, ze umozliwiajg one otrzymanie produktéw niedostepnych lub trudno dostep-
nych w klasycznej syntezie chemicznej. Najwazniejsze jest tu regio- i stereospe-
cyficzne (w tym enancjospecyficzne) dziatanie biokatalizatorow, ich zdolnosé
wprowadzenia grupy funkcyjnej w nieaktywowang pozycje substratu, a takze ta-
godne warunki, w ktorych przebiegajg te reakcje. Wykorzystywane poczatkowo
gtéwnie do otrzymania lekow reakcje tego typu sg obecnie coraz powszechniej
stosowane, m.in. do otrzymywania zwigzkow stosowanych w agrotechnice. Po-
nizej podano przyktady przeksztatcen ilustrujgce praktyczne znaczenie enzyma-
tycznych hydroksylacji.

ZNACZENIE PRAKTYCZNE HYDROKSYLACJI
ENZYMATYCZNYCH

Znany niesteroidowy lek o dziataniu przeciwzapalnym (5)-naproksen moze
by¢ uzyskany z prochiralnego substratu, w wyniku enancjoselektywnego utlenie-
nia (5)-enancjotopowej grupy metylowej przez szczep Cordyceps militaris (sche-
mat 1). Czysto$¢ optyczna otrzymanego produktu wynosi 99,5% [3].
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S-naproksen

Schemat 1

Hydroksylacja grupy metylowej paczulolu przez enzymy watrobowe psa lub
krolika prowadzi do otrzymania z 70% wydajnoscig cennego pdtproduktu dla
przemystu perfumeryjnego (schemat 2), podczas gdy w opracowanych syntezach
chemicznych nie udato si¢ uzyska¢ wydajnosci przekraczajacej 6% [4].

Najwazniejsza ze wzgledu na znaczenie terapeutyczne i ekonomiczne jest
nadal mikrobiologiczna hydroksylacja steroiddw, ktora chronologicznie bytajed-
ng z pierwszych reakcji biotransformacji zastosowanych w praktyce [5], Zacho-
dzace w kulturze Curvularia lunata przeksztatcenie korteksolonu do hydrokorty-
zonu jest przykiadem selektywnego wprowadzenia grupy funkcyjnej w nieakty-
wowang pozycje substratu (schemat 3). Dzieki zastosowaniu biokatalizatora (za-
miast 37-etapowej syntezy) Kkilkudziesieciokrotnie zmniejszyty sie koszty
produkcji hydrokortyzonu i w podobnym stopniu zwiekszyta sie ilos¢ zwigzku
otrzymywanego z dostepnej bazy surowcowej, co pozwolito na powszechne te-
rapeutyczne zastosowanie hydrokortyzonu.

Schemat 3



454 T. KOLEK

Utlenianie kwasu izomastowego przedstawione na schemacie 4 ilustruje zna-
czenie enancjoselektywnego dziatania enzymu. Oba enancjomery kwasu (3-hy-
droksyizomastowego majg zastosowanie jako ,,chiralne bloczki’ w syntezie wi-
tamin (a-tokoferol), zwigzkow zapachowych i lekéw [6, 7].

Pseudomonas Candida

COOH outide COOH [ygose COOH

HO
Schemat 4

Regioselektywnos¢ hydroksylacji enzymatycznych wykorzystywana jest do
otrzymywania 2- i 6-hydroksypochodnych kwasu nikotynowego. Reakcje te za-
chodzg z tak dobrg wydajnosciag, ze mozliwe jest wykorzystanie otrzymanych
zwigzkow jako potproduktéw nie tylko w farmacji, lecz rowniez w agrotechnice
[8, 9] (schemat 5).

Mena 23/3-3c [ - w COOH Achromobacter

-N'

xylosoxidans

Schemat 5

Otrzymywanie z dobrg wydajnoscig kwasu P-hydroksy-(3-metylomastowego
(schemat 6), w wyniku przeksztatcenia kwasu P-metylomastowego przez szczep
Galactomyces reessii (w roztworach o stezeniu substratu 20g/l) [10], jest konku-
rencyjne wobec metody chemicznej wymagajgcej stosowania podchlorynu. Kwas
(3-hydroksy-P-metylomastowy syntezowany jest w organizmach ssakéw i roslin
z leucyny. Jego dziatanie biologiczne ma pewne podobienstwa do witamin, m.in.
fagodzi skutki stresu zwigzanego z wysitkiem fizycznym, urazami, powoduje
u 0séb uprawiajgcych ¢wiczenia fizyczne szybszy wzrost masy miesni i wspoma-
ga uktad odpornosciowy.

.0 p
HC \ 1 Galactomyces h3C \ 11
"CH- CH?- C
HX*" \ reessii H3C"""q CH2 C\
OH on OH
Schemat 6

Otrzymywanie hydroksypochodnych kwasu nikotynowego czy p-metyloma-
stowego w procesie biotransformacji jest konkurencyjne wobec klasycznych syn-
tez, nie tylko ze wzgledu na wyzszg wydajno$¢ produktow, lecz réwniez ze
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wzgledu na ochrone $rodowiska. Niekorzystny wptyw na $rodowisko majg za-
réwno stosowane w chemicznej syntezie odczynniki, jak i powstajgce z nich od-
pady oraz produkty uboczne.

Po inkubacji w kulturze szczepu Beameria sulfurescens artemisininu (skfa-
dnika rosliny leczniczej Arthemisia annua o aktywnosci antymalarycznej) otrzy-
mano hydroksypochodna, w ktérej zachowane zostato nietrwate ugrupowanie
nadtlenkowe (schemat 7) [11], Jednakze nawet w warunkach procesu biotransfor-
macji ugrupowanie to czesto ulega dekompozycji [12],

HOH2C

h3

OCONHPh

H3C

1 R= cc-H, R-OCONHPh
2.R=0 0]

Schemat 7

Zainteresowanie reakcjami biohydroksylacji wynika rowniez z ich udziatu
w metabolizmie prowadzacym do dezaktywacji, a niekiedy wzrostu aktywnosci
leku.

Badania nad dziataniem lucanthonu, leku stosowanego w terapii motylicy
watrobowej, wskazywaty, ze za aktywnos¢ terapeutyczng odpowiedzialnyjestje-
go metabolit. Nie izolowano jednak aktywnego metabolitu z moczu zwierzat,
ktorym wczesniej podawano lek. W wyniku transformacji przez szczep Aspergil-
lus sclerotiorum (schemat 8) otrzymano hycanthon - metabolit wykazujacy 10-
-krotnie wyzszg aktywnos¢ terapeutyczngniz lucanthon [13] (schemat 8).

Hycanthonu nie identyfikowano u ssakow, poniewaz jest nietrwaty w Srodowi-
sku kwasnym. Kolejne, prowadzone w odpowiednich warunkach doswiadczenia
wykazaty obecnos¢ tego zwigzku w moczu ssakow, ktérym uprzednio podano lek.
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Schemat 8

Ustalenie struktury i oznaczenie aktywnosci biologicznej hycanthonu pozwo-
lito rowniez na wyjasnienie, dlaczego strukturalnie podobne do lucanthonu zwigz-
ki bez grupy metylowej przy C-4 nie wykazywaty aktywnosci biologicznej.

W wyniku wprowadzenia grupy hydroksylowej do czasteczki naturalnego
produktu otrzymuje sie niekiedy pochodne o wyzszej badz zmienionej aktywno-
Sci terapeutycznej. W tym celu prowadzone sg badania nad przeksztatceniami ta-
ksami w kulturach grzybdw strzepkowych charakteryzujgcych sie zdolnos$cig hy-
droksylujaca [14].

Mikrobiologiczne hydroksylacje wykorzystywane sg rdwniez w badaniach
nad okresleniem szlaku biosyntezy lekow pochodzenia naturalnego, co ma zna-
czenie dla opracowania wydajnych metod pozyskania tych zwigzkéw. Schemat 9
przedstawia wynik doswiadczen transformacji prekursora taksolu w kulturze
szczepu Absidia coerula [15]-

Schemat 9

Reakcje enzymatycznej hydroksylacji odgrywaja wazng role w oddziatywa-
niach ekosystemowych. Wyjasnienie, dlaczego niektdre szczepy tego samego ga-
tunku réznig sie patogennoscia wobec tego samego gospodarza wykazaty znacze-
nie aktywnosci monooksygenazy P450 dla rozwoju mikroorganizmu w $rodowi-
sku naturalnym [16] (schemat 10). Nectria haematococca (ptciowa forma grzy-
ba Fusarium solani) jest patogenem m.in. groszku ogrodowego. Stwierdzono, ze
w przeciwienstwie do innych niepatogennych szczepdéw tego gatunku fitoaleksy-
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na-pisatina indukuje u N. haematococca synteze cytochromowej oksygenazy,
zdolnej do hydroksylacji CH30-metylowej grupy pisatiny (schemat 10).

Powstajgca hydroksypochodna ulega kolejnej przemianie do fenolu, ktéry
jest stosunkowo mato toksyczny wobec grzybow.

CH30

MONOOKSYGENAZY CYTOCHROMOWE P450

Enzymatyczne hydroksylacje najczesciej katalizowane sg przez monooksy-
genazy cytochromowe P450. Systematyczne badania enzyméw tej grupy rozpo-
czety sie pod koniec lat 50, kiedy zidentyfikowano w mikrosomach watrobowych
szczura i Swini pigment, ktdrego zredukowana forma w obecnosci tlenku wegla
charakteryzowata sie maksimum absorpcji przy 450 nm [17].

Stwierdzono obecnos¢ enzyméw z maksimum absorpcji przy 450 nm we
wszystkich tkankach ssakéw (najwiecej w watrobie, nerkach, ptucach, gruczotach
dokrewnych), w owadach, grzybach, bakteriach i w rodlinach. Oprécz hydroksy-
lacji katalizujg one epoksydacje, S-, N-, O-utlenienie i sg odpowiedzialne za licz-
ne procesy dealkilacji i dehalogenacji [18]. Rdwnolegle z rozpoznaniem reakcji
katalizowanych przez monooksygenazy cytochromowe P450 prowadzono bada-
nia nad okresleniem ich budowy, poznaniem mechanizmu dziatania i specyficz-
nosci substratowej enzymu.
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Chociaz monooksygenazy cytochromowe P450 sg powszechnie spotykane,
a ich zdolnosci katalityczne od dawna wykorzystywano w biotransformacjach na
skale przemystowag, wcigz nie sg do konca poznane. Ustalenie mechanizmu reak-
cji hydroksylacji i struktury katalizujgcych je enzymow jest trudne, poniewaz
przewazajgca cze$¢ enzymow’ zwigzana jest z btonami komérkowymi, co utru-
dnia ich izolowanie w warunkach, ktére pozwalajg réwnoczesnie na zachowanie
aktywnosci enzymatycznej [19].

Najwiecej informacji 0 monooksygenazach P450 zgromadzono w badaniach
nad rozpuszczalng bakteryjng hydroksylazg P450camz Pseudomonas putida. Ka-
talizuje ona selektywng 5-eggo hydroksylacje D-kamfory - swoistego dla niej
substratu. Reakcja ta jest pierwszym etapem asymilacji D-kamfory jako Zrddia
wegla przez wymieniony szczep.

Rozpuszczalnos¢ jest wazng wiasciwoscig hydroksylazy P450cam, poniewaz
umozliwia uzyskanie krystalicznej formy enzymu, a to pozwala na zastosowanie
metod rentgenograficznych do okresleniajego budowy przestrzennej [20].

Poznanie struktur przestrzennych: enzymu, jego kieszeni substratowej, natu-
ralnego kompleksu enzym-substrat (D-kamfora), kompleksu enzym-substrat
z pochodnymi kamfory, a takze wyniki badan przeksztatcen kamfory ijej pochod-
nych dostarczyly informacji o ,,zasadach dziatania” tej hydroksylazy [21].

Dla regio- i stereoselektywnos$ci hydroksylacji D-kamfory istotne znaczenie
ma zwigzanie substratu wigzaniem wodorowym, kt6re tworzy grupa karbonylo-
wa substratu z grupg hydroksylowag tyrozyny 96, a takze oddziatywania hydrofo-
bowe czgsteczki substratu z resztami aminokwasdw w otoczeniu centrum aktyw-
nosci enzymu. Wymienione czynniki utrzymuja czasteczke substratu w takim po-
tozeniu, ze 5-egzo atom wodoru znajduje sie najblizej tlenu [Fe=0]+3. Role
wigzania wodorowego, miedzy substratem a grupg hydroksylowg w tancuchu
aminokwasu obecnego w kieszeni substratowej, dla selektywnosci hydroksylacji
wykazaty wyniki przeksztatcen D-kamfory przez mutant P450cara, w ktérym ty-
rozyna 96 zostata zastgpiona przez fenyloalaninge. W transformacji D-kamfory
przez zmutowany enzym obok 5-egzo-hydroksy-D-kamfory jako gtéwnego pro-
duktu powstawaty réwniez C3-, C6- i C9-hydroksypochodne [22].

Cytochromy P450 ssakow, najwczes$niej rozpoznana grupa tych enzymow,
byly intensywnie badane ze wzgledu na ich role w biosyntezie [23] oraz w me-
tabolizmie naturalnych i ksenobiotycznych zwigzkéw [24], Z powodu trudnosci,
jakie napotykajg préby izolowania i otrzymania krystalicznej postaci hydroksy-
laz P450 ssakdw, nie jest dotychczas znana budowa przestrzenna zadnego enzy-
mu tej grupy.

Na podstawie sekwencji kodujacych je nukleotydéw zostata okreslona pierw-
szorzedowa struktura wielu hydroksylaz P450 ssakow [25]. Zauwazono, ze prawdo-
podobne, drugorzedowe struktury cytochroméw P450 ssakéw (opracowane na pod-
stawie znanej sekwencji aminokwasow) wykazujg duze podobienstwa do bakteryj-
nego cytochromu z P. putida pod wzgledem liczby helis cci procentowego udziatu
aminokwasow w tych strukturach, jaki zawartosci struktur P-harmonijkowych [26].
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Chociaz nie jest znana budowa przestrzenna cytochroméw P450 ssakdw; sporo
informacji o zalezno$ciach miedzy selektywnoscig substratowa, regiospecyficzno-
Scig dziatania enzymu i wykazywang aktywnoscig enzymatyczng uzyskano na pod-
stawie wynikow przeksztatcen substratow steroidowych przez naturalne i imitowa-
ne enzymy tej grupy [27], Wykorzystanie przestrzennej budowy P450camjako mo-
delu dla cytochromowych hydroksylaz P450 ssakéw pozwolito na wyjasnienie nie-
ktorych réznic wiaSciwosci katalitycznych naturalnych enzyméw' i ich mutantow.

Zgromadzone dotychczas informacje o wtasciwosciach katalitycznych natu-
ralnych i zmutowanych hydroksylaz ssakow wskazujg ze aminokw asy o kluczo-
wym znaczeniu dla katalitycznych wiasciwosci enzymu wystepujg w réznych
cytochromach P450 ssakow w podobnych potozeniach.

Stwierdzenie obecnosci, a zwtaszcza izolowanie i oczyszczanie mikrobiolo-
gicznych monooksygenaz cytochromowych nastreczato wiele trudnosci zwigza-
nych z malg zawartoscig enzymu w komérce i sktonnoscig do odszczepiania
komponentu hemowego podczas oczyszczania. W pierwszych doswiadczeniach,
ktérych celem byta identyfikacja obecnos$ci cytochromu P450 w grzybach zdol-
nych do hydroksylacji steroidéw, nie uzyskiwano pozytywnych wynikéw [28].

Udziat cytochromdw' P450 w mikrobiologicznych hydroksylacjach kseno-
biotycznych steroidow wykazaty kolejne badania, w ktérych na obecno$é cyto-
chromu P450 wskazywato maksimum absorpcji (w obecnosci tlenku wegla) przy
450 nm po zredukowaniu ditionianem oraz zmiana aktywnosci hydroksylazy
w obecnosci specyficznych inhibitorow: tlenku wegla, miconasolu, ketoconasolu,
metylraponu, p-chlororteciobenzoesanu (P-CMB). Dzieki opracowaniu nowych
metod i warunkéw izolowania, oczyszczania i rozdzielania mikrobiologicznych
hydroksylaz oznaczono masy molekularne kilku enzymow tej grupy i rozdzielo-
no uktad hydroksylujacy na poszczeg6lne komponenty. W nielicznych doswiad-
czeniach po potgczeniu rozdzielonych frakcji uzyskano uktad wykazujacy aktyw-
nos$¢ hydroksylujaca [29, 30].

BUDOWA SUBSTRATU
A REGIOSELEKTYWNOSC HYDROKSYLACII

Badania nad przebiegiem hydroksylacji przez nienaruszone kultury mikroor-
ganizmow dostarczyty wielu informacji o warunkach prowadzenia reakcji i ro-
dzaju enzymoéw (konstytutywne czy indukowane) odpowiedzialnych za prze-
ksztatcenia. Transformacje mikrobiologiczne steroidéw, ze wzgledu na ich budo-
wle (duza, sztywna czasteczka) oraz stabilno$¢ zarowno substratow, jak i ich me-
tabolitow, pozwolity na zgromadzenie informacji o czynnikach wptywajacych na
selektywnos¢ substratowg enzymu i regioselektywnos$¢ hydroksylacji [19],

Stwierdzono, ze zdolnosci hydroksylujace wykazuja przede wszystkim grzy-
by strzepkowe, a réznorodnos$¢ ich enzymow pozwala na znalezienie szczepow
zdolnych do hydroksylacji dowolnej pozycji szkieletu steroidowego.
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Poréwnanie przebiegu transformacji substratow steroidowych w kulturze
szczepu Calonectria decora wskazuje, jak budowa substratu wptywa na regiose-
lektywnos¢ hydroksylacji szkieletu steroidowego [31]. Miedzy innymi z substra-
tow z funkcja tlenowg przy C-3 otrzymywano 12p,15P-dihydroksypochodne,
a ip,6a-dihydroksypochodne byty gtdwnymi produktami substratow zawieraja-
cych podstawniki tlenowe na C-17 (schemat 11). Taki przebieg hydroksylacji
substratéw z funkcjgtlenowg na C-3 i C-17 Swiadczy o skierowujacym wyplywie
obecnej w substracie funkcji tlenowej na pozycje wprowadzanej grupy hydroksy-
lowej.

1P

Réznice w regioselektywnosci hydroksylacji w kulturze C. decora mozna
wyjasni¢, przyjmujac nastepujace zatozenia:

» obecne w substracie funkcje tlenowe biorg udziat w tworzeniu kompleksu
enzym-substrat,

» mozliwe jest r6zne utozenie czasteczki substratu w kieszeni substratowej
i w kompleksie enzym-substrat,
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* hydroksylacja ré6znych pozycji w substracie steroidowym moze by¢ prowa-
dzona przez ten sam uktad enzymatyczny.

Jezeli w kompleksie z udziatem funkcji tlenowej przy C-3 hydroksj*owane
sg pozycje 12P- i 15a-, to w odpowiednich kompleksach 17-okso-substratow
prawdopodobna jest hydroksylacja la- i/lub 6(3-. Hydroksylacja pozycji 1(3-
i 6a-, zamiast przewidywanych la- i 6(3-, moze by¢ zwigzana z ich ekwatorial-
ng konfiguracjg. Z wyjatkiem 6£- wszystkie pozycje hydroksylowane przez
C. decora byty ekwatorialne; 6(3-aksjalny alkohol powstawat tylko w transforma-
cji 4-estren-3-onu, w ktorym pozycja ta miata allilowe potozenie.

W ptyw czynnikow stereoelektronowych na regioselektywno$¢ hydroksylacji
widoczny jest, gdy poréwnuje sie przeksztatcenia 4-en-3-okso i 5-en steroidéw
w kulturze szczepu Fusarium cutmorum. Androstendion hydroksylowany byt do
mieszaniny 6(3- i 15a-hydroksypochodnych, 4-metoksy-androstendion ulegat se-
lektywnej 6(3-hydroksylacji, a DHEA selektywnej 7a-hydroksylacji [32-34],

Whiosek, ze ten sam uktad enzymatyczny moze hydroksylowaé r6zne pozy-
cje szkieletu steroidowego w wyniku roznego utozenia czasteczki substratu
w kompleksie enzym-substrat,” sformutowany na podstawie analizy przebiegu
transformacji przez kultury mikroorganizmow, znalazt potwierdzenie w bada-
niach przeksztatcen przez preparaty enzymatyczne i/lub wyizolowane enzymy.

Progesteron transformowany byt do analogicznej mieszaniny 11(3-i 14a-hy-
droksypochodnych, zaréwno przez nienaruszone kultury Cochliobolus lunatus,
jak i wyizolowany z tego mikroorganizmu enzym [35],

Po transformacji korteksolonu przez hydroksylaze izolowang z C. tunata
otrzymywano mieszanine 11(3- i 14a-monohydroksypochodnych; frakcje enzy-
matyczne otrzymane w kolejnych etapach oczyszczania enzymu i czysty enzym
dawaty mieszaniny o statej proporcji lip-: 14a- alkoholi wynoszacej 2 :1 [36],

Atomy wodoru lip- i 14a- w kompleksach I i Il (schemat 11) znajdujg sie
w analogicznym potozeniu wobec centrum aktywnego enzymu.

Schenkman proponuje analogiczng interpretacje dla hydroksylacji prowa-
dzonej przez wyizolowany cytochrom P450 ssaka. Cytochrom P4502C11- wa-
trobowy, konstytutywny enzym szczura [37], hydroksyluje testosteron w pozy-
cjach 2a- i 16a-; atomy wodoru 2a- i 16a- w kompleksach I i IV (schemat 11)
moga znajdowac sie w ekwiwalentnych potozeniach wobec centrum aktywnego
enzymu.

Wyniki wielu badar wskazujg na znaczne podobienstwa budowy przestrzen-
nej centrum aktywnego hydroksylaz cytochromowych P450, niezaleznie od tego,
ze ich struktury pierwszorzedowe wykazujg znaczne réznice [38].

Znana budowa centrum aktywnego P450camjest wykorzystywana jako mo-
delowa dla innych hydroksylaz cytochromowych P450. Przyktadem jest hydro-
ksylacja insektycydu - karbofuranu. Metoda modelowania molekularnego
w oparciu o przestrzenng budowe centrum aktywnego P450camwykazata, ze naj-
bardziej prawdopodobna jest hydroksylacja karbofuranu przy C-3. Stwierdzono
doswiadczalnie, ze nie wykazujgca aktywnos$ci C3-hydroksypochodna jest gtow-
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nym metabolitem powstajgcym z karbofuranu w wyniku dziatania systemu enzy-
matycznego muchy [39], Odporno$¢ owada na obecno$¢ karbofuranu wynikata
z dezaktywacji tego insektycydu w wyniku hydroksylacji. Postuluje sie, aby
przyjmujac jako wzorzec budowe przestrzenng cytochromu P450cam, wykorzy-
sta¢ metode modelowania molekularnego do zaprogramowania struktury insek-
tycydu, ktéry nie bedzie dezaktywowany przez system enzymatyczny muchy.

MECHANIZM HYDROKSYLACJI
Z IDZIALEM HYDROKSYLAZ CYTOCHROMOWYCH P450

Monooksygenazy cytochromowe P450 zawierajghem jako grupe prostetycz-
ng i wspotdziatajg z NAD(P)H-reduktazami. Izolowane z roznych zrodet uktady
transportujgce elektrony do hydroksylaz tej grupy wykazujg znaczne roznice, ale
mechanizm ich dziataniajest analogiczny [40],

Pierwszym etapem reakcji jest utworzenie kompleksu enzym-substrat, co
zwigzane jest z rGwnoczesnym przesunieciem czasteczki wody - szdstego aksjal-
nego liganda hemowego zelaza (schemat 12). W wyniku zmiany dielektryczno-
Sci srodowiska hemu po odejsciu czasteczki wody, zelazo w utworzonym kom-
pleksie enzym-substrat znajduje sie w wysoko spinowym stanie, ktérego poten-
cjat oksydacyjno-redukcyjny pozwala na pobranie elektronu od donora. Po przy-
jeciu elektronu czasteczkowy tlen wigze sie z kationem zelaza(ll) jako szosty,
aksjalny ligand. Nastepnie kompleks enzym-substrat-tlen przyjmuje drugi elek-
tron, po czym powstaje czasteczka wody i produkt hydroksylacji. Szybko$¢ prze-
miany po przyjeciu drugiego elektronujest bardzo duza i nie udato sie zarejestro-
wac poszczegolnych jej etapéw. Schemat 12 przedstawia cykl katalityczny reak-
cji, ktory moze by¢ postulowany na podstawie wynikow wielu badan [41 i cyto-
wane tam pozycje literaturowe].

Stwierdzono, ze cytochromy P450 katalizujg reakcje hydroksylacji w obec-
nosci utleniaczy, m.in. jodozobenzenu (bez udziatu zarowno NADPH, jak i 0 2),
z taka samg regio- i stereoselektywnoscig, jaka jest obserwowana w naturalnym
procesie (schemat 13).

Na tej podstawie zaktada sie, ze czynniki hydroksylujace w obu przemianach
sg takie same. Utleniajaca forma enzymu w obecnos$ci jodozobenzenu ma jeden
atom tlenu [Fe—0]+J, a taka sama forma w normalnym procesie hydroksylacji
moze powstawac jako wynik reakcji

[Fe+3—0—CT—H ]+ H +—»H20 + [Fe=0]+3,

Na udziat [Fe+3—0O—0O—H] w omawianym cyklu katalitycznym wskazuje
otrzymywanie stechiometrycznych ilosci H20 2w doswiadczeniach z watrobowy-
mi, mikrosomalnymi cytochromami P450, do ktérych dodano NADPH w obec-
nosci 0 2, a w Srodowisku brak byto odpowiedniego substratu.



HYDROKSYLACJE ENZYMATYCZNE 463

Hn /H
0]
E—Fe M B R E—Fe
—_OH- R—H ‘R—H
R—OH H:0
Vil u\ft
E—Fe—OH i
E—Fe -02 Fe- .
O
R R—H
v |
1
E—Fe*
r_ -i+3 H>* f \
E—Fe —O- = T0  Twmol R—Hy Oi
: - 9 h\
" R—H R —H r oh/
Schemat 12
+ H2O
O-0-H
Schemat 13

Poszukiwanie odpowiedzi na pytania, ktéra z podanych na schemacie 14 me-
zomerycznych struktur utleniajgcego stanu [Fe=0]+3 jest odpowiedzialna za
przeksztatcenie wigzania C—H w C—O—H ijaki jest mechanizm tego procesu,
trwa od ponad dwudziestu lat.
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Problem, czy obecna w uktadach biologicznych porfiryna dostarcza tylko
czterech koordynacyjnych ligandéw, czy tez ma udziat w regulowaniu utleniaja-
cego stanu zelaza przez dostarczenie elektronu, jest wcigz nierozstrzygniety. Sko-
niugowany uktad wigzan Kporfiryny jest odpowiedni do stabilizacji powstajace-
go kationorodnika.

Jest prawdopodobne, ze faktycznym utleniaczem jest znacznie korzystniej-
sza energetycznie forma FeT4=0 (schemat 14: c, d), powstajgca w wyniku do-
starczenia elektronu przez ukiad porfirynowy.

[E- Fe=0]8 »E-Fe=0 « »E-Fe-O'

+E-Fe=0 +E-Fe =0*
c * d
Schemat 14

Utlenienie wigzania C—H d 0o C —O —H moze zachodzi¢ z udziatem karbo-
anionu, karbokationu lub rodnika. Rodnikowy charakter tej reakcji, szczegdlnie
gdy hydroksylacja zachodzi w nieaktywowanej pozycji, jest najbardziej prawdo-
podobny. Jednak przebieg reakcji enzymatycznych, w ktérych utlenienie wigza-
nia C—H zachodzito z zachowaniem stereochemii hydroksylowanej pozycji,
przemawiat za innym niz rodnikowy mechanizmem reakcji.

Na podstawie znanych reakcji, w ktérych reaktywne karbeny CH2byty wsta-
wiane do wigzan C—H, bez produktow izomeryzacji, postulowano analogiczny
udziat aktywnej formy oksenowej w reakcjach hydroksylacji i wbudowywanie
atomu tlenu do wigzania C—H. Dopiero wyniki badan deuterowanych substratéw
wykazaty, ze chociaz reakcje enzymatycznej hydroksylacji zachodzg zazwyczaj
z zachowaniem konfiguracji, towarzyszy im réwniez niekiedy izomeryzacja
w pozycji hydroksylowanej. | tak po transformacji D-kamfory deuterowanej
W pozycji 5-egzo, przez izolowany z P. putida cytochrom P450cam, otrzymywa-
no réwniez produkt hydroksylacji z deuterem w potozeniu 5-endo (schemat 15).

Na rodnikowy mechanizm enzymatycznej hydroksylacji wskazywaty wyni-
ki prac z watrobowymi, mikrosomalnymi cytochromami P450 [42 i cytowane
tam piSmiennictwo].

Z metylocyklopropanu izolowano jedng hydroksypochodng, podczas gdy
z dwupierScieniowego substratu otrzymywano mieszanine dwoch alkoholi,
z ktérychjeden (15%) moze powstawa¢ w wyniku rodnikowego przegrupowania
(schemat 16).

Stata szybkosci przegrupowania rodnika metylocyklopropanowego ma war-
tos¢ 1 x 108 s"1, a odpowiedni rodnik z drugiego substratu (bicykliczny, napre-
zony) jest mniej trwaty i stata szybkosci przegrupowania tego rodnika wynosi
2 x 109s-1.Z metylocyklopropanu otrzymywano jeden produkt, a z dicykliczne-
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Schemat 15
CHd
Jt= 1-108 8!
[>— CH®HH
OH
fc=2-10 s
+
OH
85% 15%
Schemat 16

go substratu mieszaning hydroksypochodnych. R6znice w przebiegu transforma-
cji obu substratow mozna uzasadni¢ zatozeniem, ze szybko$¢ rekombinacji karbo-
rodnikéw w procesie hydroksylacji (V11, schemat 12) jest wieksza niz 1 * 108s-1.
Na podstawie procentowego udziatu produktu przegrupowania w mieszaninie po-
wstatej z dicyklicznego substratu mozna szacowaé wartos¢ szybkosci rekombi-
nacji rodnikéw w enzymatycznej hydroksylacji na 2 x 1010s“1[41].

W reakcjach katalizowanych przez hydroksylazy cytochromowe P450
szczura i krélika obserwowano podobne do opisanych uprzednio réznice w prze-
biegu przeksztatcen substratdw cyklopropanowych i bicyklopentanowych, co
przemawia za rodnikowym mechanizmem reakcji hydroksylacji enzymatycz-
nych [42].
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Poniewaz state szybkosci reakcji uzyskano posrednio (poréwnujac sktad pro-
duktow reakcji i trwatos¢ odpowiednich rodnikéw), a dla niektérych substratow
oszacowane na tej podstawie state szybkosci sg znacznie wyzsze niz przecietne,
wcigz proponowane sg inne, mozliwe mechanizmy reakcji hydroksylacji enzyma-
tycznej [43].

Na podstawie wynikow ostatnio prowadzonych badan, w ktdrych doktadnej
analizie poddano ilosciowy udziat produktéw z zachowang strukturg i przegrupo-
wanych, powstajgcych w transformacjach prowadzonych przez kilka r6znych hy-
droksylaz P450 ssakéw, postulowany jest mechanizm hydroksylacji z udziatem
kationu "O—H (schemat 17). Zgodnie z tym mechanizmem utlenienie wigzania
C —H nastepuje w wyniku elektrofilowego ataku kationu tO —H [44].

H R~+ . H

Schemat 17

Rozwazany jest rowniez dwustopniowy proces, w ktorym zachodzi réwno-
czesna migracja atomu wodoru i grupy alkilowej, a utworzona grupa hydroksy-
lowa staje sie szostym ligandem kationu hemowego zelaza (schemat 18) [45],

0 O R 6 R HO R HO.......R \/
Z» 'K —» ' —» 'R — 'R —» f
Schemat 18

Prowadzone obecnie badania dotyczace biohydroksylacji majg na celu jed-
noznaczne ustalenie mechanizmu reakcji oraz otrzymanie biokatalizatoréw zdol-
nych do prowadzenia pozadanej reakcji lub o wyzszej aktywnosci dzieki mozli-
wosciom, jakie stwarza rozwoj biologii molekularnej. Obiecujgce sg wyniki prac
nad konstruowaniem rekombinacyjnych szczepdw drozdzy i bakterii w drodze
ekspresji pozgdanej hydroksylazy, np. ssaka [46].

Reakcje enzymatycznej hydroksylacji sg wcigz postrzegane jako atrakcyjna,
skuteczna metoda funkcjonalizacji nieaktywowanej pozycji substratu oraz deal-
kilacji i dehalogenacji. Ostatnia z wymienionych reakcja ma kluczowe znaczenie
dla neutralizacji zanieczyszczen srodowiska [47],
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ABSTRACT

The paper is a review ofthe methods of synthesis ofamlodypine (1), 3-ethyl-
5-methyl-2-(2-aminoethoxymethyl)-4-(2-chlorophenyl)-I,4-dihydro-6-methyl-
pyridino-3,5-dicarboxylate, a modem drug belonging to the calcium antagonists
group. The synthesis of amlodypine is a multistep process. A Williamson reac-
tion with the formation of a compound with an ether bond (5) is usually the first
step. This reaction is followed by a Hantzsch reaction with the formation of
a correspondingly substituted dihydropyridine ring. Two routes of the realization
of this step, which limits the overall process yield, are described. Chlorobenzoic
aldehyde (8) and 4-(2-RN-ethoxy) ethyl acetylacetate (5) are substrates in both
routes. Nitrogen in the dihydropyridine ring originates either from methyl amino-
crotonate (7) (route I) or from ammonium acetate (11) (by amination of 5)
(route Il). Amlodypine (1) is formed in the third step after deprotecting the ami-
no group or introducing the amino group into the molecule. The formation of
amlodypine benzenosulfonate (2) can follow or it can be combined w'ith the third
step.

There are two valid patents in Poland concerning the preparation of amlo-
dypine benzenosulfonate (2) of Pfizer and of Lek Polska. A patent application of
Adamed is under consideration of the Patent Office.
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WPROWADZENIE

Zwigzki z grupy 1,4-dihydropiiydyn do lecznictwa wprowadzono w potowie
lat 70. Jest to szczegOlnie dynamicznie rozwijajaca sie grupa antagonistow wap-
nia [1], ktérych dziatanie polega na blokowaniu tzw. wolnego kanatu wapniowe-
go biony komérkowej, co utrudnia przeptyw jonéw Ca2’ do wnetrza komorki
i ma zasadniczy wptyw na funkcjonowanie komdrek miesnia sercowego oraz
miesni gtadkich.

Do najbardziej znanych lekéw z tej grupy naleza: Nifedypina, Nitredypina,
Nimodypina, Nikardypina, Felodypina czy Nilwadypina oraz od roku 1994 Am-
lodypina. Ich farmakologiczne spektrum dziatania jest szerokie. Stosuje sie je
w leczeniu: choroby wiefAcowej, wad serca, wtérnych skurczéw naczyn mdzgo-
wych, zaburzen neurologicznych oraz pierwotnego i wtdérnego nadcis$nienia tet-
niczego.

Amlodypina, 2-(2-aminoetoksymetylo)-4-(2-chlorofenylo)-1,4-dihydro-6-
-metylo-pirydyno-3,5-dikarboksylan-3-etylu-5-metylu (1), najnowoczes$niejszy
obecnie lek przeciwko nadcis$nieniu tetniczemu oraz chorobie niedokrwiennej
serca, zajmuje jedno z czotowych miejsc na liscie klasyfikujgcej leki pod wzgle-
dem warto$ci sprzedazy (czwarta pozycja w 1998 r. —2,575 min USD, wzrost
sprzedazy o 16,7% wzgledem roku poprzedniego).

W porownaniu z pozostatymi zwigzkami grupy dihydropirydyn amlodypina
rzadziej powoduje dziatania niepozgdane oraz interakcje z innymi lekami. Jezeli
interakcje wystepujg - majatagodniejszy przebieg.

Amlodypine stosuje sie jako sktadnik lekéw w postaci soli z kwasami zawie-
rajagcymi farmaceutycznie dopuszczalne aniony: chlorek, bromek, siarczan, fosfo-
ran, octan, maleinian, fumaran, mleczan, winian, cytrynian, glukonian i benzeno-
sulfonian [2].

AmI'\*"N H 3 +CeH5S03
2

Stwierdzono, ze benzenosulfonian amlodypiny (2) wykazuje wiele cech ko-
rzystniejszych od pozostatych znanych jej soli, a ponadto dobrze tgczy sie z in-
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nymi sktadnikami receptur, dlatego jest szczeg6lnie odpowiedni do sporzadzania
preparatow farmaceutycznych [3-5].

Celem niniejszego opracowania jest przeglad stosowanych metod syntezy
amlodypiny oraz poréwnanie ich optacalnosci i czystosci patentowej w Polsce.

1. OTRZYMYWANIE AMLODYPINY
1.1 WARIANTY SYNTEZY AMLODYPINY

Kilkuetapowy proces syntezy amlodypiny (rys. 1) przewaznie zaczyna sie od
otrzymania zwigzku z wigzaniem eterowym, czesto majgcym juz takze zabezpie-
czong grupe aminowg. Odpowiednio podstawiony RN-etanol (3) poddaje sie re-
akcji Williamsona z 4-chloroacetylooctanem etylu (4), otrzymujac 4-(2-RN-eto-
ksy)-acetylooctan etylu (5) [6].

Drugi etap to, realizowana w dwoch wariantach, reakcja Hantzscha [7]. We-
dtug wariantu | synteza pochodnej amlodypiny (6) polega na kondensacji
4-[2-RN-etoksyJacetylooctanem etylu (5) z 3-aminokrotonianem metylu (7) i al-
dehydem 2-chlorobenzoesowym (8). Wedtug wariantu Il przed syntezg zwigzku
(6) przeprowadza sie reakcje acetylooctanu metylu (9) z aldehydem chloroben-
zoesowym (8) w celu otrzymania 2-(2-chlorobenzylideno)acetylooctanu metylu
(10). W tym przypadku synteza zwigzku zawierajacego podstawiony pierscien di-
hydropirydynowy (6) polega na aminowaniu 4-(2-RN-etoksy)-acetylooctanu ety-
lu (5) octanem amonu (11) i nastepnie reakcji z otrzymanym wczes$niej 2-(2-chlo-
robenzylideno)acetylooctanem metylu (10).

W trzecim etapie odbezpiecza sie lub wprowadza do czasteczki grupe ami-
nowg [2-5, 8-12], Etap ostatni, tgczony czesto z trzecim [8,9], to utworzenie so-
li, np. benzenosulfonianu [5, 8, 9, 13].

Grupe aminowg mozna wprowadzi¢ juz na samym poczatku tworzenia cza-
steczki amlodypiny (przed utworzeniem wigzania eterowego) lub w koricowej fa-
zie procesu. W pierwszym przypadku musi by¢ ona odpowiednio zabezpieczona,
a nastepnie odbezpieczona. Druga mozliwo$¢ wymaga wczesniejszego wprowa-
dzenia do czgsteczki prekursora grupy aminowej, a nastepnie przeksztatcenia go
W grupe aminowa.

1.2. ZABEZPIECZANIE | ODBEZPIECZANIE GRUPY AMINOWEJ

Jesli podstawowym surowcem do syntezy amlodypiny jest tani i tatwo do-
stepny 2-aminoetanol (12), to grupe aminowgnalezy przed syntezg zabezpieczyc,
a w koncowej fazie syntezy odbezpieczyé. Jednym ze sposobow zabezpieczania
grupy aminowej jest przeprowadzenie jej w ugrupowanie aminowe wyzszego
rzedu -NHR lub -NR2. W patencie firmy Pfizer [2] opisano sposéb otrzymywa-
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. JO-/
i=a- N(CH2C&H92, b - NHC(C&H)3;c- n d- N3e-Cl; f-1;g —zamiast -CH2—Rn: -Ch

0 "\

Rys. 1. Warianty syntezy benzenosulfonianu amlodypiny
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nia amlodypiny z N,N-dibenzylo-2-aminoetanolu (3a), ktéry mozna fatwo otrzy-
mac przez reakcje aminoetanolu (12) z chlorkiem benzylu (13) [14]:

H° 'A N H 2+ 2CICHXGEH5 K~ g &dn N(CHZ6HI2
12 13 14

Po przeprowadzeniu syntezy zwigzku 6a w etanolu (wg wariantu I) odbez-
piecza sie grupe aminowa przez redukcje wodorem na katalizatorze palladowym:

Aml'/ M"N(CH2C6H52 H/Rd >m j
6a

W patencie firmy LEK [9] opisano zabezpieczanie grupy —NH2 grupg try-
tylowa, przez reakcje aminoetanolu (12) z trifenylochlorometanem (14) w izopro-
panolu wobec lub bez dietyloaminy:

NHEt2/i-PrOH
12 + C1C(CHH 53 Inci NHC (C6H 5)3

14 3b

Po przeprowadzeniu syntezy pochodnej amlodypiny 6b (wg wariantu I,
w metanolu wyd. ok. 10%) odbezpiecza sie grupe aminowg przez hydrolize wod-
nometanolowym roztworem kwasu benzenosulfonowego, otrzymujac bezposre-
dnio benzenosulfonian amlodypiny (2) bez wydzielania amlodypiny wr postaci
wolnej aminy (1):

AmKA, =\ VHC(C6H")3 CeHsSOnMEOH HO A 7
6b

Innym sposobem zabezpieczenia grupy —NH?2 jest przeprowadzenie jej
w N-podstawiong pochodna ftalimidowa (3b) przez reakcje aminoetanolu (12)
z bezwodnikiem ftalowym (15) [15]:

Zabezpieczenie to wykorzystano przy przeprowadzaniu syntezy zwigzku (6¢)
zaréwno wedtug wariantu | [4] w izopropanolu (wyd. ok. 30%), jak i wedtug wa-
riantu Il [12] w etanolu (wyd. 54%), odbezpieczajac grupe ftalimidowgw 6c¢ jed-
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nym z trzech sposobdw [4, 12]: w reakcji z metyloaming w etanolu, w reakcji
z wodzianem hydrazyny lub przez hydrolize z uzyciem wodorotlenku potasu,
a nastepnie kwasu solnego:

1.3. ZASTOSOWANIE PREKURSORA GRUPY AMINOWEJ

Jako substrat do syntezy amlodypiny mozna wykorzysta¢ pochodng etanolu
podstawiongw pozycji 2 grupa, ktéra w koricowej fazie syntezy mozna tatwo wy-
mieni¢ na grupe aminowa.

Wygodnym prekursorem grupy aminowej moze by¢ mniej reaktywna grupa
azydkowa. Substratem do syntezy zwigzku z ugrupowaniem eterowym (5d) jest
wtedy 2-azydoetanol (3d) otrzymywany np. z 2-chloroetanolu (3e) [16]:

HO NaNyetoH  HO.
Cl N3
3e 3d

Pochodngamlodypiny z grupg azydkowa w miejsce aminowej (6d) otrzyma-
no w etanolu zaréwno wedtug wariantu |, jak i I, z wydajnoscig odpowiednio
30% oraz ok. 20%. Grupe azydkowag w 6d redukuje sie wodorem na katalizato-
rze palladowym badz tez cynkiem i kwasem solnym [3]:

H2/Pd
lub Zn/HCI

Prekursorem grupy aminowej moze by¢ tez atom fluorowca [8], W tym przy-
padku wyjsciowym substratem jest rowniez 2-chloroetanol (3e), ktory poddaje sie
reakcji z 4-bromoacetylooctanem etylu (16), wobec wodorku sodu w tetrahydro-
furanie, w celu otrzymania 4[2-chloroetoksy]acetylooctanu etylu (5e):
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Jest to jedyna metoda, w ktdrej stosuje sie pochodng 4-bromowg acetylooc-
tanu etylu (16) w miejsce 4-chlorowej (4). Zwiazek 5e przeksztatca sie nastepnie
w reakcji Hantzscha (wariant I) w jodopochodng amlodypiny (6f).

Na zwigzek (6f) dziata sie heksametylenotetraming (HMT) w acetonitrylu,
a nastepnie kwasem benzenosulfonowym, w $rodowisku butanotowo-wodnym,
uzyskujac bezposrednio benzenosulfonian amlodypiny (2):

metoda a: 1) Nal, 2) 7,3) 8

1) HMT/MeCN
?1C6HsS03n n-BUORTO
5e

metoda b: 1)7,2) 8,3) Nal

Kolejnym sposobem na wprowadzenie grupy aminowej do czasteczki amlo-
dypiny jest zastosowanie pochodnych acetalowych [10]. Substrat do syntezy
zwigzku z wigzaniem eterowym - dietoksyetanol (3g) - otrzymuje sie, reduku-
jac dietoksyoctan etylu (17) borowodorkiem sodu w 1,2-dietoksyetanie:

17 39

Pochodng amlodypiny z grupg acetalowgw miejscu aminowej (6g) otrzymy-
wano zarowno wedtug I, jak i Il wariantu syntezy Hantzscha. Proces prowadzo-
no w toluenie, uzyskujgc odpowiednio 37% i 67% wydajnosci. Zamiane grupy
acetalowej na aminowg przeprowadza sie w dwdéch etapach. Pod dziataniem chlo-
rowodorku hydroksyloaminy zwigzek (6g) przeksztatca sie w oksym (18), ktéry
nastepnie katality cznie redukuje sie wodorem wobec palladu do amlodypiny (1):

0- NHnOH*HCI A m KAAV H,/Pd
A /X 'N—OH 1
2 POROWNANIE OPLACALNOSCI

WYBRANYCH METOD OTRZYMYWANIA AMLODYPINY

Poszczeg6lne warianty metod otrzymywania amlodypiny r6znig sie pod wie-
loma wzgledami. R6zne sg surowce, rozmaitymi sposobami przeprowadza sie po-
szczegOlne etapy procesu. Ma to w duzej mierze znaczenie patentowe, z drugiej
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jednak strony wptywa na koszt wytwarzania produktu, optacalnos¢ procesu che-
micznego zalezy bowiem w zasadniczy spos6b od jego wydajnosci i od cen su-
rowcow. W odniesieniu do proces6w majgcych istotne znaczenie handlowe, a do
takich niewatpliwie nalezy produkcja amlodypiny, zdobycie wiarygodnych infor-
macji o wydajnosciach, potrzebnych do przeprowadzenia analizy ekonomicznej,
jest trudne. Na podstawie dostepnych danych literaturowych zestawiono wydaj-
nosci poszczegdlnych etapdw procesu i obliczono catkowite wydajnosci otrzymy-
wania benzenosulfonianu amlodypiny ré6znymi metodami. Mimo ze wyniki te sg
tylko przyblizone, to ich zestawienie jest dla technologa analizujgcego proces nie-
watpliwie pozyteczne. Wyraznie widac, ze etapem limitujagcym proces jest utwo-
rzenie pierscienia dihydropirydynowego (reakcja Hantzscha) (tab. 1).

Tabela 1. Poréwnanie wydajnosci poszczegélnych etapdw syntezy benzenosulfonianu amlodypiny
w zaleznosci od sposobu zabezpieczenia grupy aminowej lub rodzaju prekursora

Grupa

upa 5 § T = 5 E E
= zabezpieczajaca = S g g g g &
= S X & = 8 &
S lub prekursor 2 2 & 8 g g = =
8 T 8 & = = @2 @2 - -
= Etap syntezy % = = - - T » »

benzenosulfonianu 2 EE L 3 B e £ 3
i 2 € /& & 3 z 3
Reakcja Wydajnosé [%] [2-5, 7-11, 14-16]
3 Zabezpieczenie aminoetanolu 97 88 88

5 Synteza Williamsona
- utworzenie wigzania eterowego
6 Synteza Hantzscha - utworzenie pierscienia

74 97 97 66 66 67 67 71 71

- . 54 30 12 39 37 66
dihydropirydynowego
1 Synteza amlodyplpy - odbezp_leczerpe 20 80 16 61 61
lub wprowadzenie grupy aminowej
2 Synteza benzenosulfonianu amlodypiny 6 8 60 83 8 50 50 83 83
Sumaryczna wydajnos¢ 2 4 14 28 13 9 4 13 16 29

Dla pieciu metod, odznaczajgcych sie tatwo dostepnymi i wzglednie tanimi
surowcami, poréwnano koszty substratow na podstawie ich cen hurtowych
(rys. 2). Najnizszy ,,koszt surowcdw” charakteryzuje metody, w ktorych grupe
aminowg zabezpiecza sie w formie imidu ftalowego. Wynika to ze stosunkowo
wysokich wydajnosci procesu oraz odpowiednio niskich cen surowcow. Zabez-
pieczenie grupg azydkowa wydaje sie drozsze, co wynika z wysokiego kosztu ka-
talizatora uzywanego do redukcji grupy azydkowej, moze jednak okazaé sie
atrakcyjne w przypadku rozwigzania problemu regeneracji i wielokrotnego
uzycia palladu.

W Farmakopei europejskiej [17] wérdd czterech mozliwych zanieczyszczen
zasady amlodypiny (1) wymienione sg zwiazki (19) i (20) (rys. 3) mogace po-
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wstawac jedynie w procesie, w ktérym do zabezpieczenia grupy aminowej uzy-
wa sie bezwodnika ftalowego. Pozostate dwa zwigzki (21) i (22) irys. 3) mogg
powstawacé niezaleznie od zastosowanej metody syntezy 1. Biorgc pod uwage
réwniez najnizszy koszt surowcéw, wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze wia-
$nie bezwodnik ftalowy stosuje sie do zabezpieczania grupy aminowej w prze-
mystowym procesie otrzymywania amlodypiny.

Zabezpieczenie (prekursor) grupy aminowej/wariant syntezy

Rys. 2. Poréwnanie kosztéw surowcow w syntezie amlodypiny réznymi metodami

Rys. 3. Zanieczyszczenia benzenosulfonianu amlodypiny wymienione w Farmakopei europejskiej
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3. SYTUACJA PATENTOWA W POLSCE

W kraju amlodypina w formie zasady (1) nie jest dotychczas produkowana.
Wytwarzanie benzenosulfonianu amlodypiny (2), bedacego sktadnikiem aktyw-
nym lekéw z amlodyping, chronione jest na terenie Polski na rzecz dwoch pro-
ducentow, firmy Pfizer PL 149532 i firmy Lek PL 173645 (ochrona patentowa
moze by¢ przedtuzona odpowiednio do 3.04.2002 i do 17.11.2013). W toku po-
stepowania patentowego jest zgtoszenie firmy Adamed P325757 (1998).

Wedtug firmy Pfizer [5], ktéra jako pierwsza opatentowalta otrzymywanie
benzenosulfonianu amlodypiny (2), amlodypine w postaci zasady (1) poddaje sie
reakcji z roztworem kwasu benzenosulfonowego lub jego soli amonowej w obo-
jetnym rozpuszczalniku, a nastepnie wyodrebnia sie produkt finalny (2).

Wytwarzanie benzenosulfonianu amlodypiny (2) metoda firmy Lek [9] pole-
ga na bezposredniej reakcji amlodypiny zabezpieczonej grupa trytylowa (6b)
z kwasem benzenosulfonowym w metanolu.

Wedtug opublikowanego zgtoszenia firmy Adamed [13] benzenosulfonian
amlodypiny (2) mozna otrzymac¢ z soli amlodypiny, takich jak: chlorki, bromki,
octany, chlorooctany i azotany, poddajac je reakcji wymiany z benzenosulfo-
nianem metalu alkalicznego.

Firma Pfizer, wiasciciel pierwszego patentu na wytwarzanie benzenosulfo-
nianu amlodypiny, jest producentem leku ,,oryginalnego” sprzedawanego pod na-
zwa ,Norvasc”. Wprowadzenie na polski rynek dwéch pozostatych lekéw gene-
rycznych zawierajgcych amlodypine: ,,Amlopinu” firmy Lek oraz ,Amlozeku”
firmy Adamed, stato sie mozliwe dzieki p6zniejszym wynalazkom [9, 13], omi-
jajacym konieczno$¢ stosowania w procesie produkcyjnym amlodypiny w formie
wolnej zasady.

Warto$¢ polskiego rynku amlodypiny to 105 min ztotych (IV kw. 2000 - 1l
kw. 2001). Dominujaca pozycje zajmuje ,,Amlozek” polskiej firmy Adamed -
78% udziatu w catosci sprzedazy, za nim ,,Novarse” - 14%, oraz ,,Amlopin” -
8%.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] J. Mielcarek, Farmacja Polska, 1999. 55 (10), 471.

[2] S.F. Campbell, P.E. Cross, J.K.  Stubbs, PL 140278, 1983,CA:105:42661.
[3] S.F. Campbell, P.E. Cross, J.K.  Stubbs, PL 140575, 1983,CA:105:42661.
[4] S.F. Campbell, P.E. Cross, J.K.  Stubbs, PL 141830, 1983,CA:105:42661.

[5] E. Davison, J.I. Wells, PL 149532, 1987, CA: 110:121408.

[6] C.B. Troostwijk, R.M. Kellogg, J. Chem. Soc. Chem. Commun., 1977, 932.

[7] A. Hantzsch, Justus Liebigs Ann. Chem., 1882, 215, 1

[8] D. Bozsing, L.G. Kovanyi, G. Simig, EP 0902016, 1999, CA 130:P252247v.

[9] B. Furlan, A. Copar, A. Jeriha, PL 173645, 1993, CA: 122:81125.
[10] G.L. Karup, H.F. Preikscha, S.B. Padersen, WO 99/25688, 1999, CA 131:5189b.
[11] J.E. Arrowsmith, S.F. Campbell, P.E. Cross, J. Med. Chem., 1986, 29, 1696.



AMLODYPINA - ANTAGONISTA WAPNIA 481

[12] L. Coppi, Y. Gansaz Guuen, J. Campon Prado. WO QC'24714, 2000, CA 132:308245d.
[13] M. Wiostowski, M. Wieczorek. WO 99 52873, 1999, CA 131:291315f.

[14] D.J. Dupre, J. Elks. B.A. Hems, J. Chem. Soc., 1949, 500.

[15] J. Wenker, J. Am. Chem. Soc., 1937, 59, 422.

[16] B. Carboni, M. Vaultier, Tetrahedron, 1987, 43 (8), P89.

[17] European Farmacopeia, Supplement 2001.

Praca wptyneta do Redakcji 31 lipca 2001






WIADOMOSCI -002. 56. 56
chemiczne pl iss\ 0043-5104

NIE MA PROBLEMU
SRODOWISKOWYCH ESTROGENOW

ENVIRONMENTAL ESTROGENS
ARE NOT A PROBLEM

Przemystaw Mastalerz

50-525 Wroclaw, ul. Gliniana 23/17

Abstract

Wprowadzenie

1. Czy nalezy sie bac roslinnych i syntetycznych estrogenéw?
2. Problem zmniejszajacej sie ptodnosci mezczyzn

3. Efekt synergistyczny

4. Syntetyczne estrogeny i rak sutka u kobiet

PiSmiennictwo cytowane



484

P. MASTALERZ

Przemystaw Mastalerz urodzit sie w 1925 r., w latach
1947-1951 studiowat chemie na Uniwersytecie Wro-
ctawskim. Doktorat z biochemii uzyskat w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN w 1959 r.
Habilitowat sie w zakresie chemii na Politechnice Wro-
ctawskiej w 1967 r. Tytut profesora nauk chemicznych
otrzymat w 1977 r., a od 1991 r. jest na emeryturze.

Zainteresowania naukowe: chemia i biochemia kwa-
sow aminoalkanofosfonowych oraz biogenne zwigzki
halogenoorgamczne, propagowanie wiedzy ekologicz-
nej.

Wypromowat 10 doktoréw, z ktérych 3 sie habilitowato. Jest autorem 5 pod-

recznikdéw akademickich z dziedziny chemii, 2 monografii ksigzkowych i 5 arty-
kutow przeglagdowych oraz ok. 100 oryginalnych prac naukowych. W roku
akademickim 1980/81 byt wyktadowcg chemii organicznej na Southern Illinois
University w Carbondale w USA.
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ABSTRACT

In ecological literature the term *“environmental estrogens” refers to indu-
strial compounds which contaminate the environment and have estrogen-like bio-
logical activity. In a strict sense the term should include also estrogens produced
by plants (phytoestrogens) but these are scarcely mentioned by environmental-
ists who all their attention concentrate on man-made chemicals.

The first observation of hormonal activity of an industrial chemical dates
back to 1950 when Burlington et al. reported that DDT affects the secondary sex
characterics of male birds [3], Similar observations multiplied in later years but
the observed effects were always weak or very weak and did not attract much in-
terest. The situation changed when environmentalists became aware of the huge
propaganda potential of estrogenic activity of pesticides such as DDT and begun
using that activity as one of the tools helping their efforts to bring about a ban of
man-made pesticidal compounds. In many ecological publications the hormonal
activity of industrial compounds was suitably enlarged and horrifying scenarios
were developed, some ofthem predicting even the end of mankind due to cancer
and catastrophic reduction of fertility [4-7]. As usual, the mass media are hap-
pily helping to ring the alarm bells.

Fortunately there are several reasons to dismiss the environmental estrogens
scare. First of all, plants such as rice, wheat, cabbage, potatoes and many other
contain substantial amounts of compounds with estrogenic activity but are eaten
daily without harm. And there are no scientific grounds to believe that industrial
estrogens are more harmful than phytohormones.

Some specific and very recent developments in the field of environmental
estrogens include the fertility of males, the alleged synergistic potentiation of
weak estrogens and the problem of their cancerogenic activity. The problem of
fertility emerged with a publication by Danish scientists [13] who claimed that the
sperm counts in otherwise healthy men are very rapidly decreasing. For obvious
reasons the problem received much attention and the Danish publication was
followed by several papers on sperm counts, e.g. [14, 15]. However, no one was
able to confirm the claims of Danish scientists.

The problem of synergism ended with a scandal. The paper claiming a thou-
sandfold increase of estrogenic activity when mixtures are applied instead of sin-
gle compounds [16] was retracted [21] and one of the authors admitted cheating
(Science, 2001, 294, 763).

Finally, the accusation that DDE (one of the metabolites of DDT) is respon-
sible for breast cancer in women [22] was convincingly disproved [23-25]. And
so ended the environmental estrogens scare.
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WPROWADZENIE

Estrogenami nazywamy zeriskie hormony piciowe: estron, estradiol i estriol,
wydzielane przez jajniki i nadnercza. Naturalne estrogeny zwierzece sg steryda-
mi. Estrogenng aktywnos¢ wykazujg liczne niesterydowe zwigzki naturalne i syn-
tetyczne. Jednym z estrogendw syntetycznych jest dietylostilbestrol.

OH

OH

estriol dietylostilbestrol

Estron, estradiol i estriol sguzywane w lecznictwie. Do niedawna lekiem sto-
sowanym w leczeniu hormonalnych zaburzen u kobiet byt réwniez dietylostilbe-
strol, ale zostat wycofany z powodu podejrzenia o dziatanie rakotworcze [1]. Z te-
go samego powodu zakazano réwniez stosowania dietylostilbestrolu w hodowli
bydta, nierogacizny i drobiu, gdzie przez wiele lat byt uzywany jako bardzo sku-
teczny przyspieszacz przyrostu wagi zwierzat [2],

W ekologicznej literaturze termin ,,$rodowiskowe estrogeny” odnosi sie do
zanieczyszczajacych $rodowisko zwigzkéw pochodzenia przemystowego, ktére
maja aktywnos$¢ estrogenng. W Scistym znaczeniu termin tej obejmuje takze
estrogenne substancje wytwarzane przez rosliny (fitoestrogeny). Roslinne estro-
geny jednak rzadko sg wspominane przez ekologéw, ktérzy catg swojg uwage
koncentrujg na zwigzkach wytwarzanych w fabrykach chemicznych.

Do 1950 r. estrogeny pozostawaty w sferze zainteresowan tylko fizjologow,
lekarzy i hodowcéw zwierzat. Sytuacja ta zmienita sie, gdy zaobserwowano $la-
dowe dziatanie hormonalne chlorowanych insektycydéw, a przede wszystkim
DDT [3]. Od tego momentu jeszcze bardziej nasilita sie propagandowa kampa-
nia przeciwko DDT, a hormonalne dziatanie tego insektycydu stato sie jednym
z najpowazniejszych argumentéw w walce organizacji ekologicznych o zakaz
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produkcji i stosowania DDT i innych srodkéw ochrony ro$lin. Paul Ehrlich, zna-
ny autor przepowiedni, ktére nigdy sie nie sprawdzity', w jednej ze swoich ksig-
zek pisze dostownie:

W zrastajgca liczba dowodow' Swiadczy o tym. ze niektore syntetyczne zwigz-
ki wykazujg strukturalne podobieAstwo do naturalnych hormonéw' i w sub-
telny, podstepny sposéb mogga zaburza¢ normalny rozwoj zwierzat i ludzi.

Zwiazki te moga stanowi¢ potencjalnie gigantyczne zagrozenie catej ludz-
kosci [4].

Podobne stanowisko zajmujg autorzy innych ksigzek propagujacych zagro-
zenia ludzkosci przez syntetyczne zwigzki nasladujace naturalne hormony estro-
genne [5, 6]. Szczegolnie duzy wptyw na opinie publiczng wywarta ksigzka pod
wymownym tytutem Our Stolen Future (Nasza skradziona przysztos¢) [5].
Jej autorzy przewidujg rozmaite nieszczescia, m.in. to, ze hormonalnie aktywne
insektycydy i inne produkty przemystu chemicznego spowoduja bezptodnosc
mezczyzn i doprowadzg do wymarcia catej ludzkosci.

Ksigzka J. Thomtona [6] jest szczegdlnie niebezpieczna, poniewaz jest fron-
talnym atakiem nie tylko na syntetyczne zwigzki o dziataniu hormonalnym, ale
takze na wszystkie zwigzki chloru, bez zadnego wyjatku. Autor, ni mniej ni wie-
cej, domaga sie catkowitego zakazu produkcji chloru i wszystkich jego zwigz-
kéw organicznych. Organizacje ekologiczne, zachecone sukcesami w postaci
wprowadzenia zakazu produkcji i uzywaniaDDT w 1972 . [8], freonéw w 1987 .
[9] i tzw. POP(’) [10] w maju 2001 r., Zagdajg coraz wiecej, a ich dotychczasowe
sukcesy kazg sie obawia¢ nowych rygorystycznych zakazéw o coraz powazniej-
szych konsekwencjach ekonomicznych. Mozna temu zapobiec tylko przez lepsze
poinformowanie spoteczenstwa o zagrozeniach przez syntetyczne zwigzki chloru.

1. CZY NALEZY SIE BAC ROSLINNYCH
| SYNTETYCZNYCH ESTROGENOW?

Niektdre produkty przemystowe, m.in. DDT i PCB, dziatajg podobnie do
hormonow estrogennych. Wedtug alarmistycznych publikacji objawia sie to np.
tym, ze samice narazone na dziatanie niektorych zwigzkéw chloroorganicznych
wydajg na Swiat wiecej osobnikow pitci zenskiej niz meskiej, a u meskich osob-
nikéw wystepuje zanik organdw piciowych [9] i zmniejszenie zdolnosci do repro-
dukcji. DDT i PCB zostaly uznane za zakazane w latach 70. i od tego czasu ich
stezenie w Srodowisku systematycznie maleje. Powstajg zatem pytania, dlaczego
dopiero teraz organizacje ekologiczne podnoszg alarm i kazg nam sie ba¢ tych
zwigzkow i czy szerzone przez ekologéw obawy rzeczywiscie sg uzasadnione?

(") Persistent Organie Pollutants (organiczne zanieczyszczenia dtugo przebywajace w $rodo-
wisku).
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Cl CI Cl

cI clI cl ¢l

DDT Dekachlorobifenyl
(jeden z PCB)

Okazuje sie, ze ekologiczne alarmy nie znajdujg najmniejszego nawet uza-
sadnienia. Miedzy innymi dowodzg tego fakty i niepodwazalne obserwacije,
przedstawione dalej. Jednym z powaznych argumentéw przeciwko szerzeniu stra-
chu przed syntetycznymi estrogenami jest obecno$¢ znacznych ilosci naturalnych
substancji estrogennych w licznych roslinach jadalnych, ktére spozywamy w du-
zych ilosciach [7, 9], (tabl. 1). Ekolodzy jednak nie ostrzegajg nas przed spozy-
waniem chleba, kapusty, ziemniakéw i innych produktéw rolnych. Wedtug eko-
logobw substancje naturalne nie stwarzajg zagrozenia, nawet gdy majg podobne
dziatanie do rzekomo groznych substancji syntetycznych, i dlatego calg swoja
uwage zwrocili w strone zwigzkéw chemicznych wytwarzanych przez przemyst.
Takie stanowisko jest wynikiem przeswiadczen, ktore nie majg zadnych podstaw
naukowych.

Tabela 1 Przyktady roslin zawierajacych substancje estrogenne [9]

Zboza Jarzyny Owoce Uzywki
jeczmien kapusta jabtka kawa
pszenica szpinak czeresnie whisky
ryz soja $liwki
zyto ziemniaki

marchew

Spozywamy wielokrotnie wiecej estrogenow roslinnych niz produkowanych
przez przemyst, poniewaz stezenia przemystowych zanieczyszczen naszej diety
sg znikomo mate w poréwnaniu ze stezeniami estrogen6w w roslinach. Mimo du-
zego spozycia tylko w wyjatkowych przypadkach obserwuje sie skutki dziatania
roslinnych estrogendéw. Na przyktad z powodu duzej zawartosci estrogenéw
nadmierne spozycie soi moze powodowac zaburzenia cyklu miesigczkowego
u kobiet [9], Niktjednak z tego powodu nie przestrzega przed spozywaniem soi.
Wrecz przeciwnie, zwolennicy jarskiej kuchni przescigajg sie w kulinarnych pro-
pozycjach wykorzystujgcych rézne produkty sojowe.

Skoro fitoestrogeny nie sg szkodliwe, to zanieczyszczajgce Srodowisko estro-
geny pochodzenia przemystowego nie mogg by¢ powodem do obaw; poniewaz
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ich estrogenne dziatanie jest bardzo stabe, a ponadto wystepujg one w bardzo ni-

skich stezeniach. Z naszg dietg wchianiamy kilkadziesigt milion6w razy mniej

estrogennych substancji pochodzenia przemystowego niz naturalnych estrogenéw7
roslinnych [11].

Jeszcze bardziej uderzajace jest poréwnanie z pigutkami zapobiegajgcymi
cigzy. Kazda taka pigutka zawiera tadunek estrogenow sze$¢ miliardow' razy
wiekszy od tadunku codziennie wchtanianego z pozywieniem z powodu zanie-
czyszczen estrogenami przemystowymi. Jak wobec tego uzasadnié szerzenie stra-
chu przed syntetycznymi estrogenami, ktdre rzekomo majg tak potezne dziatanie,
ze zagrazaja samemu istnieniu ludzkosci?

Nietatwo jednak dyskutuje sie z ekowojownikami, poniewaz oni nigdy nie
rezygnujg ze swoich pogladéw. Colbom, Dumanoski i Myers odpierajg zarzuty
przez ucieczke w nieznane [5]. Piszg po prostu, ze na temat syntetycznych estro-
gendéw wiemy jeszcze zbyt mato, zeby wyciggac ostateczne wnioski. Niedosta-
teczna wiedza nie przeszkadza im jednak w histerycznym szerzeniu strachu, az

do przewidywania rychtej zagtady ludzkosSci przez zawarte w pozywieniu synte-
tyczne estrogeny.

2. PROBLEM ZMNIEJSZAJACEJ SIE PLODNOSCI MEZCZYZN

Propagatoréw?7strachu przed syntetycznymi estrogenami zanieczyszczajacy-
mi Srodowisko spotkaty trzy bardzo oczywiste i wielkie kompromitacje. Najpierw
zdemaskowane zostaty ich kkamstwa w sprawie zmniejszajgcej sie liczby plemni-
kow, nastepnie okazato sie, ze w rzeczywistosci nie ma synergistycznego dziata-
nia mieszanin estrogenow, a potem udowodniono, ze nie sg prawdziwe twierdze-
nia o rakotwdrczym dziataniu estrogennych srodkow ochrony roslin. Zacznijmy
od liczby plemnikow. W ostawionej ksigzce [5] znajdujemy taki akapit:

Najbardziej dramatycznym i zatrwazajgcym sygnatem, swiadczacym, ze syn-
tetyczne estrogeny juz wyrzadzity wielkg szkode, jest duze zmniejszenie sie
liczby plemnikéw w ludzkiej spermie w ciggu ostatnich 50 lat.

Twierdzenie to jest oparte na publikacji duiskich uczonych [13]. Zawarta w tej
publikacji informacja o dramatycznie zmniejszonej liczbie plemnikéw obiegta na-
tychmiast caty Swiat, nagto$niona przez czekajgce na takie sensacje srodki maso-
wego przekazu. Nie trzeba dodawac, ze wiadomos$¢ ta zostata tez entuzjastycznie
przyjeta przez organizacje ekologiczne, ktore skwapliwie wykorzystaty jg do wia-
snych propagandowych celéw. Greenpeace, ktdry nie cofa sie przed niczym w po-
goni za popularnoscig i sktadkami naptywajgcymi od otumanionych ludzi, zamie-
Scit w gazetach ogtoszenie, przedstawiajgce mtodego mezczyzne z bardzo matym
penisem. Podpis gtosit: ,,Nawet w potowie nie jeste$ takim mezczyzng, jakim byt
twoj ojciec” [9]. Walczac z ekowojownikami, dobrze jest wiedzie¢, na jakim po-
ziomie intelektualnym jest przeciwnik.



490 P MASTALERZ

Zanim obalona zostata publikacja [13], ukazaly sie jeszcze trzy nastepne,
w tym samym duchu. Potem jednak nastapita reakcja uczonych. Zebrano duzo in-
formacji z r6znych krajow o iloSci plemnik6éw w spermie i przeanalizowano da-
ne z publikacji [13]. Efekt byt druzgocacy: autorom publikacji [13] udowodnio-
no duze btedy w statystycznej analizie wynikow, a ponadto stwierdzono, ze od
1970 r. (odkad istniejg godne zaufania dane statystyczne na ten temat), nie nastg-
pito na Swiecie zmniejszanie si¢ liczby plemnikéw w spermie [14, 15]. To wyja-
$nia sprawe i nie wymaga dalszych dyskusji. Przy okazji jednak znéw ujawnita
sie znana skadinad brzydka cecha ekowojownikéw: gdy spotykaja sie z krytyka,
ktdérej nie mogaq obali¢ przez przytoczenie argumentéw naukowych, to krytyku-
jacym autorom zarzucajg, Ze piszg nieprawde, poniewaz pozostajg na zoidzie
przemystowych sponsoréw [9].

3. EFEKT SYNERGISTYCZNY

Jakjuz wspomniano, nie musimy sie obawiaé syntetycznych estrogenéw, po-
niewaz dziatajg one tysigce razy stabiej od estronu i dietylostilbestrolu, a ponad-
to ich stezenie w naszym pozywieniu jest bardzo niewielkie. Jednak w 1996 r.,
ku wielkiej, choé¢ krétkotrwatej radosci ekowojownikéw, ukazat sie artykut o sy-
nergistycznym powiekszaniu aktywnosci syntetycznych estrogenéw [16]. Wedtug
tej pracy estrogeny, ktdre majg stabe dziatanie, gdy sg podawane pojedynczo, sta-
ja sie tysigce razy silniejsze, gdy dziatajgw mieszaninie z innymi, rownie staby-
mi estrogenami. Wynikato stad, ze nawet stabe, nieszkodliwe estrogeny w sprzy-
jajacych okolicznosciach mogg mie¢ dziatanie bardzo silne i moga zagrozi¢ nor-
malnemu funkcjonowaniu organizmow zwierzecych.

Juz samo opublikowanie artykutu [16] w ,,Science”, naukowym tygodniku
0 ogromnym prestizu, wystarczyto, by publikacji tej zapewni¢ swiatowy rozgtos.
W trwajacej w tamtych latach dyskusji na temat zakazu produkcji i stosowania
zwigzkdéw z grupy POP(2) publikacja [16] odegrata duzg role, poniewaz w bar-
dzo istotnym stopniu wspomogta zwolennikdw zakazu.

(2) Skrét POP oficjalnie zaistniat w ostatniej dekadzie XX w., gdy pojawit sie w dokumentach
ONZ. Znajdujemy go np. w dokumencie UNEP (United Nations Environmental Programme) doty-
czacym przygotowan do zakazu produkcji i uzywania zwigzkéw zaliczonych do grupy POP
[17]. Prace przygotowawcze, polegajace gtéwnie na organizowaniu licznych i kosztownych konferen-
cji miedzynarodowych, zakonczyty sie konferencjgw Sztokholmie w maju 2001 r., na ktérej przed-
stawiciele 127 krajow uroczyscie podpisali dokument nazywany Konwencjg sztokholmska w sprawie
POP [18]. Konwencja ta zakazuje lub drastycznie ogranicza produkcje, stosowanie tub emisje do $ro-
dowiska 12 zwigzkow chloroorganicznych. Sato insektycydy (DDT i polichlorowane weglowodory
cykloalifatyczne - aldiyna, dieldryna, endiyna, chlordan, heptachlor, mireks, toksafen i gameksan)
oraz polichlorowane pochodne bifenylu (PCB), dioksyny i dibenzofuranu. W angielskim pi$miennic-
twie ekologicznym zwigzki te sg okreslane jako ,,the dirty dozen” [19], a polscy ekolodzy nazywajq
je .parszywadwunastka” [20], Konwencja sztokholmska wtasciwie tylko zatwierdzita i nadata wyso-
kg range urzedowa postanowieniom uchwalonym wczesniej na konferencji w Johannesburgu.
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Rados$¢ ekologow, przekonanych, ze nareszcie znalezli mocny, naukowy ar-
gument potwierdzajacy postulowane przez nich wielkie zagrozenie ludzkosci
syntetycznymi estrogenami, szybko jednak ustgpita ogromnemu rozczarowaniu.
Publikacja [16] ukazata sie w 1966 r., ajuz rok pozniej zaczely' pojawiac sie licz-
ne gtosy uczonych, ktérzy twierdzili, ze nie moga powtdrzy¢ opisanych tam do-
Swiadczen. Innymi stowy, jest to publikacja fatlszywa. Fatszywo$¢ w sposob osta-
teczny potwierdzito odwotanie tej publikacji przez jej autorow [21]. Finat tej
sprawy nastgpit jesienig 2001 r., kiedy to amerykanska agencja U.S. Public
Health Service, ktdra sfinansowata publikacje [16], po oficjalnych dochodzeniach
uznata, ze jeden z jej autoroéw, Stephen F. Arnold, dopus$cit sie naukowego fat-
szerstwa (Science, 2001, 294, 763). Arnold przyznat sie do winy i przez pie¢ lat
nie bedzie finansowany przez Public Health Service.

Jest rzeczg znamienng i bardzo smutng, ze w literaturze dotyczacej réznych
zagadnien ekologicznych wiele jest nieprawdziwych publikacji, ale ich autorzy
najczesciej nie przyznajg sie do btedow.

W kwestiach ekologicznych bywa czesto tak, ze tezy uznane za fatszywe dtu-
go pokutujgw pisSmiennictwie i znajdujg postuch w politycznych organach odpo-
wiedzialnych za ochrone $rodowiska. Tak byto i w przypadku synergistycznego
dziatania estrogenéw. Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (EPA, Envi-
ronment Protection Agency) uznata, ze brak doSwiadczalnych dowodéw estro-
gennego efektu synergistycznego bynajmniej nie oznacza, ze efekt taki nie moze
istnie¢, moze tylko nie zostat jeszcze odkryty. Zgodnie z takim przekonaniem
EPA oswiadczyta, ze nie zmienia swego stanowiska w sprawie szkodliwosci $ro-
dowiskowych estrogenéw [9]. Trudno jednak nie zauwazy¢, ze jest to przekona-
nie co najmniej dziwne. Nie pierwszy to jednak raz EPA data swiadectwo lekce-
wazenia opinii naukowych.

4. SYNTETYCZNE ESTROGENY | RAK SUTKA U KOBIET

Jednym z najbardziej istotnych elementéw kampanii strachu przed estroge-
nami jest twierdzenie, ze obecne w naszym pozywieniu pozostatosci po synte-
tycznych srodkach ochrony roslin spowodowaty wzrost zachorowan kobiet na ra-
ka sutka. Sprawa miata swoj poczatek w 1993 r., gdy grupa uczonych opubliko-
wata prace, wedtug ktorej istnieje zwigzek miedzy zawartoscig DDE we krwi ko-
biet i zachorowalnoscigna raka piersi [22](3).

(3) DDE jest metabolitem DDT o wzorze

ca
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Autorzy tej publikacji zaalarmowali opinie publiczng, zwracajac uwage, ze
z powodu wystepowania estrogennych pestycydéw w ludzkim pozywieniu ich ra-
kotwdrcze dziatanie moze mie¢ dalekosiezne skutki. Wyrazili tez poglad, ze wy-
niki ich badan powinny zmobilizowaé wtadze do dziatarh zapobiegawczych.
Organizacjom ekologicznym nie trzeba byto silniejszych bodzcow do podniesie-
nia alarmu. Do szerzenia strachu wnet przytgczyly sie wszystkie srodki przeka-
zu, nie wytgczajac solidnego na og6t i rozsadnego miesiecznika ,,Scientific Ame-
rican” [23].

Przy' powierzchownej analizie moze sie wydawaé, ze wywotywanie nowo-
twordéw przez sSrodowiskowe estrogeny ma silne podstawy teoretyczne, wiadomo
bowiem, ze ilo$¢ estrogendéw wytwarzanych przez organizm kobiety pozostaje
w zwigzku z zachorowaniami na nowotwory. Rozsgdne mogtoby sie zatem wy-
dawac twierdzenie, ze obecne w pozywieniu syntetyczne substancje o estrogen-
nym dziataniu zwiekszajg catkowity tadunek estrogenow w kobiecym organizmie
i moga przyczyniac sie do zachorowan na raka. Rzeczywistos¢ jest jednak inna
i 0 wiele bardziej skomplikowana [24].

Istnieje kilka wazkich argumentow; ktore nie pozwalajg na przyjecie twier-
dzenia, ze srodowiskowe estrogeny zwiekszajg liczbe zachorowan na raka. Sg to
nastepujace argumenty:

1. DDT i produkty jego degradacji sg stabymi estrogenami, a jesli chodzi
0 ich zwigzek z nowotworami, to w doswiadczeniach na zwierzetach zaobserwo-
wano tylko tyle, ze hamuja rozw6j guzoéw' rakowych [25],

2. Rosliny zawierajg estrogeny, ale nigdy nie zauwazono, zeby jarska dieta
sprzyjata rozwojowi nowotworow sutka.

3. Nie zaobserwowano zwiekszonej zachorowalnosci na nowotwory u ko-
biet, ktdre w pracy zawodowej byty narazone w ciggu wielu lat na dziatanie
duzych dawek DDT i innych zwigzkéw chloroorganicznych [25],

4. Liczba nowych przypadkéw raka sutka zwieksza sie, podczas gdy juz od
kilkunastu lat zmniejsza sie stezenie DDT i jego metabolitéw w' $rodowisku
1w zywnos$ci [26]. Spadek stezenia jest oczyw istg konsekwencjg zakazu stoso-
wania DDT do zwalczania owadow, obowigzujagcego w wiekszosci krajow na
Swiecie mniej wiecej od potowy lat 70. Nie wydaje sie rozsadne przypuszcze-
nie, ze zmniejszajace sie stezenie szkodliwego czynnika powoduje zwiekszone
skutki.

Juz w 1994 r., czyli wkrotce po ukazaniu sie publikacji [22], ktéra spowodo-
wata tyle niepotrzebnego zametu, ukazata sie wazna praca, ktdrej autorzy wyra-
Znie stwierdzajg, ze istniejgce obserwacje nie pozwalajgna wycigganie wnioskow
o rakotworczym dziataniu DDE [27]. Takg samg opinie znajdujemy w cytowa-
nym juz raporcie National Research Council [25]. Do 2000 r. ukazato sie ok. dzie-
sieciu publikacji, ktére zgodnie stwierdzaja, ze nie ma zwigzku miedzy zachoro-
waniami na raka sutka a stezeniem DDE albo DDT.

Oprocz DDT, DDE i PCB takze inne chloroorganiczne insektycydy byty podej-
rzewane o wywotywanie nowotworow sutka, ale w szeroko zakrojonych badaniach
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nie stwierdzono rakotwdrczego dziatania dieldryny, hexachlorocykloheksanu i lin-
danu [28]. W publikacji [25] czytamy: ,,Analiza przeprowadzonych dotad badan
dowodzi, ze DDT, DDE, TCDD i PCB nie wywotujg nowotworow sutka”.

Cl

Cl

TCDD
(tetrachlorodibenzodioksyna)

Okazuje sie zatem, ze obawy o wywotywanie nowotworéw' przez pestycydy
0 stabym dziataniu estrogennym sg bezpodstawne. Podobnie bezpodstawne sg
obawy 0 zmniejszanie sie ptodnosci mezczyzn i o zwiekszanie estrogennego
dziatania przez efekt synergistyczny. Mimo niezaprzeczalnych downddéw nieist-
nienia tych zjawisk sg one trescig ksigzek i licznych mniejszych publikaciji,
a zwlaszcza tych, ktore sg rozpowszechniane przez $rodki masowego przekazu
1przez Internet [29],

Straszenie rakiem fatwo znajduje postuch u ludzi i dlatego bez skruputow jest
wykorzystywane przez ekologiczne organizacje, ktére w ten niegodziwy sposéb
zdobywajg popularno$é. Trudno jestjednak z tym walczy¢, bo Srodki masowego
przekazu odmawiajg publikowania wypow iedzi obalajgcych fatlszywe przekona-
nia ekologiczne. Prawdy mozna doszukac sie tylko w czasopismach naukowych,
ale kto czyta te czasopisma, oprocz garstki zainteresowanych uczonych?
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ABSTRACT

Plasma spectrométrie techniques: inductively coupled plasma-atomic emis-
sion spectrometry (ICP-AES) and inductively coupled plasma-mass spectro-
metry (ICP-MS) are rapidly becoming the most important analytical tools for the
determination of trace amounts of elements. High speed, excellent detection
limits, wide dynamic range and possibility of accurate multi-element analysis
make the techniques particularly suited to the determination of ppb and sub-ppb
levels of the analytes in complex matrices. Mass spectrometric methods offer
unique capability of rapid isotopic ratios measurements.

Plasma techniques have found wide applications in analysis of geological,
environmental and clinical samples. They have proved to be very useful in
spéciation studies due to extremely low sensitivities offered and the ease of
on-line combination with separation techniques, in particular with chromatography.

A brief review of ICP-AES and ICP-MS techniques is presented in the
paper. The possibility and limitations of the techniques as analytical tools are
discussed. The most important analytical parameters are collected in Table 1
Detailed characteristics of equipment used (Figs 2, 5): sample introduction
systems, analyzers (Figs 4a, b and Figs 7-9) and detectors [18, 30, 43] are
given. The discussion of experimental parameters, including the choice of ana-
lytical wavelengths (ICP-AES) and isotopes (ICP-MS), is presented. The main
physical, matrix, chemical and spectral interferences occurring in analysis of
real samples are characterized.
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1. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA TECHNIK ICP-AES IICP-MS

Wprowadzone w ostatnich dekadach techniki analityczne wykorzystujgce
plazme indukcyjnie sprzezong (ICP - ang. inductively coupledplasma)jako Zrédto
wzbudzenia i jonizacji szybko zdobyly wiodgcg role w analizie instrumentalnej
gtéwnie dzieki niskim granicom detekcji (rzedu ppb), mniejszym w poréwnaniu
z innymi technikami interferencjami, oraz duzej szybkosci wykonywania analiz.

Mianem plazmy okresla sie zjonizowany gaz o odpowiednio duzej koncen-
tracji czastek natadowanych, ewzwi-obojetny elektrycznie, tzn. ojednakowej licz-
bie tadunkéw dodatnich i ujemnych. Plazme mozna rozpatrywac jako zbior cza-
stek obojetnych, jonéw dodatnich i elektronéw. Stosunek iloSciowy poszczegdl-
nych postaci zalezy od warunkéw wzbudzenia i temperatury plazmy. Plazmajest
uktadem nie bedgcym w stanie rownowagi [1], To, gdzie konczy sie gaz, azaczy-
na plazma, jest sprawg umowng. Jako granice miedzy nimi mozna uzna¢ stan,
w ktérym liczba czastek obdarzonych tadunkiem jest na tyle duza, ze zaczyna
zmienia¢ wasciwosci materii [2].

Plazma indukcyjnie sprzezona okazata sie doskonatym zrodtem wzbudzenia
orazjonow dla czutych i selektywnych analitycznych technik detekcji: atomowej
emisyjnej spektrometrii (AES - ang. atomie emission spectrometry) [3-6] i spek-
trometrii mas (MS - ang. mass spectrometry) [4, 7-12]. We wstepnie zjonizowa-
nym $rodowisku (najczesciej argonu), zapoczatkowanym przez wytadowanie
iskrowe z transformatora Tesli, zmienne w czasie pole magnetyczne (27,56 MHz
lub 40,68 MHZz) indukuje przeptyw pradu. Towarzyszy temu wytwarzanie duzych
ilosci ciepta. Drgajgce elektrony wywotujg intensywngjonizacje gazu i powsta-
wanie plazmy. Aby wywotaé efekt samopodtrzymywania sie plazmy, potrzebne
jest ciggte dostarczanie energii z cewki indukcyjnej. Nazwa ICP wywodzi sie
wiasnie stad, ze plazma jest podtrzymywana przez indukcyjne ogrzewanie prze-
ptywajgcego gazu. Plazma sprzezona indukcyjnie jest widoczna jako intensyw-
nie Swiecgce wytadowanie o charakterystycznym ksztatcie (rys. 1). W plazmie

Rys. 1. Schemat plazmy indukcyjnie wzbudzonej: 1'- cewka indukcyjna, 2 - strefa wstepnego

ogrzewania, 3 —strefa gtdwnego wzbudzenia, 4 —kanat analityczny, 5 —wstepny obszar promie-

niowania, 6 - strefa analityczna, 7 - pi6éropusz plazmowy (zimny stozek plazmy); 5 i 6 tworza.
razem tzw. kanat centralny
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wyrézniamy kilka stref, ktére sg tatwo rozroznialne po wprowadzeniu do niej
prébki zawierajacej itr, dzieki réznicom w zabarwieniu.

Pierwszg publikacje na temat mozliwosci wykorzystania plazmy do celow
analitycznych opublikowat Greenfield z Birmingham (Anglia) w 1964 r. [13],
Praca dotyczyta potaczenia plazmy indukcyjnie sprzezonej z detekcjg optyczna
(ICP-AES). Réwnolegle z pracami Greenfielda, Dickinson i Fassel zajmowali sig
metodami doprowadzania prébek do plazmy w postaci rozpylonych roztworéw
[14]. Poczatkowo technika ICP-AES nie dawata lepszych wynikéw niz znana
i powszechnie stosowana ptomieniowa atomowa absorpcyjna spektrometria
(FAAS). Prowadzono jednak dalsze badania nad udoskonaleniem techniki. Bada-
nia dotyczyty m.in. obnizenia poziomu szumow, bardziej ekonomicznego wyko-
rzystania strumieni Ar, zastosowania innych rodzajow gazow, optymalizacji
ksztattu palnika oraz réznych metod doprowadzania probki do plazmy. Intensyw-
ne prace nad rozwojem aparatury umozliwity wprowadzenie w latach 70. pierw-
szych handlowo dostepnych aparatow wykorzystujgcych technike ICP-AES.
W aparatach tych stosowano pionowe ustawienie plazmy, w okresie pézniejszym
wprowadzono takze aparaty z poziomym ustawieniem palnika plazmowego.

Potaczenie plazmy indukcyjnie sprzezonej ze spektrometrem masowym po
raz pierwszy zastosowat Gray w 1978 r. [15]. Pierwsze komercyjne instrumenty
wykorzystujgce technike ICP-MS pojawity siew 1983 r.

Za pomocg technik ICP-AES i ICP-MS mozna oznaczaé prawie wszystkie
pierwiastki uktadu okresowego. Technikami tymi nie oznacza sie: gazoéw szla-
chetnych, pierwiastkow zbyt radioaktywnych lub o krotkim czasie pottrwania
oraz atomoéw H, C, O, N, F. W obu omawianych technikach istnieje mozliwo$é
analizowania prdébek statych, ciektych, gazowych, organicznych i nieorganicz-
nych. Wysokie temperatury (do 10000 K) zapewniajg duza wydajnos¢ wzbudze-
nia ijonizacji oraz niewielkie interferencje chemiczne. W temperaturze ok. 6000 K
wiekszos$¢ pierwiastkdw jest w 90% zjonizowana. Sgto gtownie jony dodatnie,
pojedynczo natadowane. W mniejszym stopniu jonizacji ulegajg takie pierwiast-
ki, jak: As (52%), Se (33%), S (14%) i F (9 * 10“4%).

Techniki ICP-AES i ICP-MS sg technikami wielopierwiastkowymi. Liczba
oznaczanychjednoczesnie pierwiastkow zalezy od mozliwosci technicznych apa-
ratury, rodzaju analizowanych probek, stosowanych metod ich przygotowania
oraz wymaganej jakosci otrzymywanych wynikéw. Czas potrzebny do rejestracji
sygnatu pojedynczej probki zalezy gtdwnie od: liczby oznaczanych pierwiastkdw,
stosowanego czasu integracji i rodzaju analizatora. W technice ICP-AES pomiar
moze trwa¢ od 30 s do kilkunastu minut. Przy pomiarze réwnoczesnym czas
potrzebny do detekcji ok. 30 pierwiastkow (liczba pierwiastkdw zalezy od licz-
by dostepnych szczelin wyjsciowych) wynosi ok. 1-2 min, podczas gdy do ozna-
czenia tej samej liczby pierwiastkbw za pomoca spektrometru sekwencyjnego
ok. 15 min. Srednio na taki pomiar w technice ICP-AES (analiza réwnoczesna)
zuzywa sie ok. 2-3 mL roztworu, natomiast przy analizie sekwencyjnej ok.
30 mL. W technice ICP-MS pomiar sygnatu wszystkich pierwiastkdw zajmuje
ok. 2-3 min i zuzywa sie ok. 3-4 mL roztworu.
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Techniki ICP-AES i ICP-MS cechujg sie szerokim zakresem prostoliniowo-
Sci krzywej kalibracyjnej (3-6 rzedéw wartosci stezenia). W technice ICP-AES
analityczny zakres stezen [16] obejmuje zwykle stezenia od ng/g (ppb) do kilku
procent, natomiast w technice ICP-MS od pg/g (ppt) do |Xg/g (ppm). Obnizenie
czutosci w stosunku do optymalnej jest najczesciej spowodowane efektami ma-
trycowymi lub zle dobranymi warunkami pomiaru.

W celu scharakteryzowania metody analitycznej czesto podaje sie tylko dol-
ng granice, tzw. granice wykrywalnosci (DL - ang. detection limit). Granica wy-
krywalnosci jest czesto definiowana jako minimalne stezenie analitu (pierwiast-
ka oznaczanego) w probce, dla ktérego uzyskiwany sygnat (y) rowny jest warto-
$ci sygnatu tta (vB) zwiekszonego zwykle o trzy odchylenia standardowe (SDB)
tha [17]:

y =yB+ 3SDB lub, po odpowiednim przeksztatceniu, DL = 3SDB/u,

gdzie a oznacza wspodtczynnik kierunkowy krzywej kalibracyjnej.

Rzeczywista granica wykrywalnosci zalezy od wielu czynnikow, m.in. od ro-
dzaju i stezenia matrycy, rodzaju uzywanych kwasow, czystosci stosowanych od-
czynnikdw, sposobu doprowadzania prébki do plazmy oraz stanu technicznego
aparatury. Parametry te mogg mie¢ rowniez wptyw na stabilno$¢ warunkéw pa-
nujagcych w plazmie, a tym samym na precyzje pomiarow.

Precyzja odzwierciedla stopien rozrzutu poszczeg6lnych wynikéw (x() od wy-
niku $redniego (asr) obliczonego z n pomiaréw. Jest ona okreslana przez wzgled-
ne odchylenie standardowe (RSD) [17]. Precyzja moze by¢ krotko- lub dtugoter-
minowa. Pierwsza wyznaczana jest przez kilkakrotny pomiar tej samej wartosci
w krotkim odstepie czasu (zwykle jeden pomiar za drugim). Precyzja krétkotermi-
nowa waha si¢ na ogét w przedziale 0,1-3% (ICP-MS), 0,3-2% (ICP-AES). Pre-
cyzja dlugoterminowa kontrolowana jest przy uzyciu standardéw wewnetrznych
lub przez pomiar sygnatu tej samej probki w dtuzszym okresie (kilku godzin). Dla
obydwu technik plazmowych precyzja dlugoterminowa jest zwykle < 5%.

W tab. 1przedstawiono podstawowe parametry analityczne obu omawianych
teclmik.

Tabela 1. Poréwnanie wybranych parametréw analitycznych technik ICP-AES i ICP-MS

Parametr ICP-AES ICP-MS
Granicawykrywalnoscing «g 1 -0,5-100 -7 m10~4- 5m10-'
Zakres prostoliniowosci 105 105
Precyzja (RSD) 0,3-2% 1-3%
Interferencje

—spektralne Srednie Srednie

—matrycowe Srednie Srednie
Stezenie soli w roztworze 2-kilkanascie%* 0,1-0,4%
Czas pomiaru jednocz. 5-30 pierw./min jednocz. 2-6 min

sekwen. 1-2 pierw. / min
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cd. tab. 1

Zuzycie probki 2-7 mL w zaleznosci 1-3 mL
! od rodzaju analizatora
Analiza wielopierwiastkowa [ sekwencyjna lubjednoczesna  sekwencyjna lub jednoczesna

Relatywny koszt instrumentu 1 wysoki bardzo wysoki
Koszty eksploatacyjne wysokie, gtéwnie koszt argonu, bardzo wysokie, gtdwnie koszt
regularna wymiana palnika argonu, regularna wymiana

palnika i stozkow

* Przy stezeniu przekraczajacym kilkanascie % plazma z reguty gasnie lubjej stabilnos¢ jest bardzo mata. Moga sie réw-
niez pojawic silne efekty pamieciowe uktadu.

2. TECHNIKA ICP-AES
2.1. APARATURA STOSOWANA W TECHNICE ICP-AES

Przyrzad do pomiaru technikg ICP-AES sktada sie z nastepujacych elemen-
tow: systemu doprowadzania probki, zrédta promieniowania, analizatora, detek-
tora, komputerowego systemu zbierania i przetwarzania danych (rys. 2).

system zrodio .
doprowadzania . . analizator detektor
orobi promieniowania
1
system
przetwarzania
danych

Rys. 2. Schemat blokowy instrumentu wykorzystywanego w technice ICP-AES

2.1.1. Sposoby doprowadzania prébki do plazmy

2.1.1.1, Nebulizacja. Prébka jest najczesciej doprowadzana do plazmy w po-
staci aerozolu ciecz-gaz otrzymywanego w procesie nebulizacji pneumatycznej
[18]. Roztwor probki podawany jest do nebulizera przez pompe perystaltyczna.
W nebulizerach pneumatycznych aerozol moze by¢ wytwarzany w wyniku gwat-
townego rozprezania gazu (nebulizer koncentryczny), zderzania sie¢ roztworu
z ptyngcym prostopadle do niego gazem (nebulizer krzyzowy) lub w inny spo-
s6b (np. nebulizer Babingtona, rowkowy). Aby zapewni¢ stabilnos¢ plazmy,
wieksze krople powinny ulec kondensacji w komorach mgielnych. Wydajnos¢
nebulizacji pneumatycznej wynosi ok. 1-2%. W wyniku wprowadzania do
plazmy wiekszych ilosci rozpuszczalnika w postaci aerozolu nastepuje schiadza-
nie plazmy, co z kolei obniza wydajno$¢ atomizacji i jonizacji.

Wade te usuwajg nebulizery ultradzwiekowe, w ktérych aerozol powstaje
w wyniku drgan membrany. Przez ogrzewangrure jest on kierowany do konden-
sera rozpuszczalnika. W ten spos6b do plazmy wprowadzany jest suchy aerozol
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(ciato state-gaz) i nie traci sie energii na proces desolwatacji. Nebulizery te ce-
chuje wieksza wydajno$¢ nebutizacji. Nebulizer ultradzwiekowy jestjednak bar-
dzo wrazliwy na rodzaj i stezenie matrycy oraz charakteryzuje sie silniejszym
efektem pamieciowym [19, 20].

2.1.1.2. Generowanie lotnych wodorkéw. W metodzie tej do zakwaszonej
prébki dodawany jest czynnik redukujacy, najczesciej NaBH4 [21], W wyniku
reakcji miedzy kwasem a odczynnikiem redukujgcym powstaje atomowy wodér,
tworzacy z wieloma pierwiastkami lotne w temperaturze pokojowej wodorki. Sg
one przenoszone do plazmy przez gaz no$ny. Wykorzystujgc lotnos¢ poszczegol-
nych wodorkéw, moznaje oddzieli¢ od matrycy, a przez to zmniejszy¢ efekty ma-
trycowe. Szybkos¢ doprowadzania probki tg metodgjest ok. 10 razy wieksza niz
przy stosowaniu rozpylaczy pneumatycznych; efektywnos¢ dochodzi do 100%.
Technike mozna stosowac do oznaczania pierwiastkéw tworzacych lotne wodor-
ki, np. Sb, As, Bi, Ge, Pb, Se, Te, Sn [22], Podstawowg wadg tej metody jest
niestabilno$¢ plazmy, kiedy razem z wodorkami do plazmy wprowadzany
jest nieprzereagowany kwas. Ostatnio szczeg6towo badano proces transportu do
plazmy wielu metali (Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Ti, Zn) w ciggtym
uktadzie generowania wodorkow [23],

2.1.1.3. Odparowanie elektrotermiczne. Innym sposobem doprowadzania
prébki do plazmy jest zastosowanie potgczenia z piecem grafitowym [24] lub
innym elektrochemicznym uktadem stosowanym do odparowywania niewiel-
kich ilosci cieczy lub probek statych. Prébke umieszcza sie na podtozu, np. gra-
fitowym, ktore jest ogrzewane oporowo. Odparowywana probka jest wprowa-
dzana do plazmy razem z gazem no$nym. Zaletg metody sg niskie granice de-
tekcji, rzedu kilku ppb, wada - mniejsza precyzja [25]. llo$¢ probki potrzebna
do analizy moze by¢ bardzo mata. Utrudnienie stanowi koniecznos¢ dostosowy-
wania warunkow temperaturowych przy odparowywaniu do rodzaju analizowa-
nej probki oraz w przypadku analizy ciat statych niejednorodno$¢ analizowane-
go materiatu.

2.1.1.4. Metody bezposrednie. Prébki state i ciekte mozna wprowadzaé do
plazmy metodami bezposrednimi. Stosuje sie dwie techniki [18]: wprowadzanie
prébki na nosniku (elektrodzie grafitowej) —w przypadku doprowadzania probek
statych do obszaru wytadowania, oraz bezposrednie wstrzykiwanie prébki w ob-
szar wytadowania za pomocg umieszczonej wewnatrz palnika kapilaiy - w przy-
padku doprowadzania probek ciektych.

W metodach tych podstawowym problemem, podobnie jak przy wytadowa-
niu iskrowym czy tukowym, jest odparowywanie materiatu elektrody oraz two-
rzenie zwigzkow trudno wzbudzajacych sie ze sktadnikami powietrza otaczajg-
cego plazme. Podstawowe zalety obu technik to blisko 100% efektywno$¢ trans-
portu prébki do plazmy oraz jej mate zuzycie.
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2.1.1.5. Ablacja. Ablacja (albo inaczej proces erozji) polega na odparowy-
waniu (sublimacji) materiatu z powierzchni probki w wyniku wytadowania
tukowego lub iskrowego. Odparowuna cze$¢ jest transportowana do plazmy
w strumieniu argonu. Aby unikng¢ oddziatywania probki z powietrzem, wytado-
wanie przeprowadza sie w atmosferze czystego argonu.

Ablacja laserowa jest nowoczesng technika, w ktérej prébka ulega odparo-
waniu pod wptywem oddziatywania wigzki laserowej. Jest stosowana przede
wszystkim do bezposredniego doprowadzania probek statych do plazmy [26,27],
Podstawowa przewaga ablacji laserowej nad klasyczna to mozliwos¢ bardzo pre-
cyzyjnego odparowania materiatu badanego z mozliwoscia regulacji gtebokosci,
z ktérej nastepuje odparowanie. Metoda ta doskonale nadaje sie do mikroanaliz,
przy czym prébka nie musi mie¢ whasciwosci przewodzacych.

2.1.2. Palniki

Typowy palnik stosowany w technikach plazmowych sktada sie z trzech kon-
centrycznie ustawionych rurek - jedna wewnatrz drugiej (rys. 3). Pierwsze dwie
rurki sg kwarcowe, sSrodkowa cze$¢ moze by¢ wykonana z materiatu ceramiczne-
go. Jest ona nazywana iniektorem. Wokot gornej czesci palnika zamontowana jest
miedziana cewka indukcyjna chtodzona od wewnatrz wodg. Najczesciej wykorzy-
stuje sie moc cewki z zakresu 0,8-1,5 kW. Wewnatrz kazdej z rurek przeptywu gaz.
Schemat palnika z wyszczeg6lnieniem stosowanych w ICP-AES strumieni gazo-
wych pokazano na rys. 3. Utozenie palnika moze by¢ pionowe lub poziome.
Plazme mozna ,,obserwowac” na dwa sposoby: wzdtuz jej osi (obserwacja kanatu
centralnego) lub prostopadle do niej (obserwacja okreslonego fragmentu plazmy).
Pierwszy sposdb obserwacji wykorzystuje sie, gdy palnik ustawiony jest poziomo,
drugi przy ustawieniu pionowym. Dostepne sg réwniez spektrometry umozliwiaja-
ce obserwacje plazmy obydwiema metodami rownoczes$nie.

kierunek
obserwacji plazmy
< =

-«— rury kwarcowe (palnik)

gaz plazmowy
gaz pomocniczy

aerozol = roztwdr prébki + gaz nosny

Rys. 3. Budowa palnika stosowanego w technikach plazmowych
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2.1.3. Analizator

Zadaniem analizatora jest rozdzielenie ztozonego widma emitowanego przez
pierwiastki ze strefy wzbudzenia na sktadowe o réznych dtugosciach fal. Dwa
najczesciej wykorzystywane w spektrometrach ICP-AES analizatory to: poli-
i monochromator [28], Spektrometr ICP-AES moze zawiera¢ obydwa analizato-
ry réwnoczesnie. Polichromator umozliwia rozdzielenie fal z zakresu 170-
850 nm, monochromator z zakresu 160-500 nm. Promieniowanie dociera do ana-
lizatora przez Swiattowody lub szklang tube przemywang w przeciwpradzie azo-
tem (zapobiega to pochtanianiu promieniowania przez tlen w zakresie 190-200
nm). Swiattowody nie moga by¢ stosowane przy dtugosciach fal ponizej 200 nm.

2.1.3.1. Polichromator. Najcze$ciej wykorzystywany w ICP-AES polichro-
mator skfada sie z ukladu Paschen-Riinge umieszczonego na kole Rowlanda
(rys. 4a). Polichromator umozliwia pomiar wielu sygnatéw w tym samym czasie,
dlatego urzadzenie majgce tego typu analizator nazywa sie spektrometrem row-
noczesnym. W polichromatorze wyizolowana wigzka Swiatta skupianajest przez
soczewke znajdujgcg sie przed szczeling wejsciowa i kierowana na nieruchomg
siatke dyfrakcyjng, na ktdrej nastepuje rozszczepienie wigzki promieniowania.
Siatka dyfrakcyjna sktada sie z okreslonej liczby rowkoéw wykonanych na mate-
riale odbijajgcym (np. Al) naniesionym na podfoze szklane lub kwarcowe. Uzy-
skane wigzki promieniowania przechodza nastepnie przez szczeliny wyjsciowe
rozmieszczone na kole Rowlanda. Ich rozmieszczenie zalezy od rodzaju oznacza-
nych pierwiastkow i wybranych linii analitycznych. Szczelin wyj$ciowych jest na
0g6t 20-40.

Rys. 4a. Schemat polichromatora typu Paschen-Riinge stosowanego w technice ICP-AES
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Pomiar promieniowania o dtugosciach fal ponizej 200 nm (np. Al, P) wyma-
ga, aby spektrometr znajdowat jest w komorze prézniowej lub w komorze prze-
plukiwanej argonem albo azotem. Promieniowanie o dtugosciach fal powyzej
500 nm (np. Na, K) kierowane jest na specjalne lustro, ktére odbija je w kierun-
ku dodatkowej siatki dyfrakcyjnej. Jest to tzw. uktad flat-field [29] lub inaczej
maty polichromator. Rozszczepione promieniowanie przechodzi przez szczeliny
wyjsciowe do detektorow. Uktad ten znajduje sie wewnatrz kota Rowlanda ijest
wyposazeniem dodatkowym.

Wada polichromatordw jest to, ze linie analityczne muszg by¢ wybrane przed
montazem spektrometru. Istnieje mozliwo$¢ analizowania réwniez innych linii
niz podane przez producenta, jednak w bardzo ograniczonym zakresie. Wadgjest
takze koszt aparatu zwigzany z koniecznoscia instalowania fotopowielacza dla
kazdej wybranej linii. Niedogodnosci te rekompensuje mozliwo$¢ pomiaru wie-
lu pierwiastkéw w krotkim przedziale czasowym, a co za tym idzie - nizszy koszt
analizy oraz mozliwos$¢ stosowania standardow7wewnetrznych.

2.1.3.2. Monochromator. Monochromator umozliwia pomiar promieniowania
o dowolnej dtugosci fali z zakresu 160-500 nm. Stanowi to podstawowag zalete
w stosunku do polichromatora. Kazda wydzielona wigzka promieniowania jest
kolejno kierowana do detektora, dlatego spektrometry zawierajgce monochroma-
tor nazywa sie spektrometrami sekwencyjnymi. Najcze$ciej spotykanym typem
monochromatora jest monochromator Czemy-Tumer (rys. 4b). Skupione na so-
czewce wejsciowej promieniowanie kierowane jest w monochromatorze na lu-
stro, ktére odbijaje w kierunku siatki dyfrakcyjnej. W tym przypadku siatkajest
elementem ruchomym. Jest ona ustawiana komputerowo pod odpowiednim ka-
tem, tak ze do drugiego lustra dociera tylko promieniowanie o odpowiedniej dtu-
gosci fali. Po odbiciu jest ono kierowane ku szczelinie wyjsciowej, za ktorg znaj-
duje sie detektor. Mozliwa jest tez opcja, w ktorej siatka jest nieruchoma, a de-

Rys. 4b. Schemat monochromatora typu Czemy-Tumer stosowanego w technice ICP-AES
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tektor porusza sie bardzo szybko i precyzyjnie ustawia przy wybranej szczelinie
wyjsciowej. Pierwszy system nazywa sie poszukiwaniem piku, szczytu (ang.
peak search), drugi bezposredniego odczytu (ang. direct reading). Wadg mono-
chromatorow jest mniejsza szybkos¢ detekcji. Czas analizy wydtuza sie wraz
z liczbganalizowanych pierwiastkow i wymaga wiekszej iloSci roztworu niz przy
analogicznym pomiarze za pomocg polichromatora. Koszt analizy jest wiekszy,
ale za to mozliwa jest detekcja dowolnej linii z podanego wczesniej zakresu
widma. Uktad pomiarowy jest prostszy i tanszy.

2.1.4. Detektor

Zadaniem detektora jest przetworzenie uzyskanego sygnatu na sygnat elek-
tryczny. Najczesciej spotykanym detektorem w technice ICP-AES jest fotopowie-
lacz [18]. Skiada sie on z fotoczutej katody i anody rozdzielonych przez kilka lub
kilkanascie elektrod zwanych dynodami. Padajgcy foton wybija z fotokatody fo-
toelektron, ktory uderzajgc w pierwszgdynode, wybija dwa do pieciu elektronéw
wtdrnych, te z kolei uderzajg w nastepng dynode i efekt wybijania elektron6w po-
wtarza sie. lo$¢ elektrondw wtdrnych rosnie lawinowo, tak ze koricowy wspét-
czynnik wzmocnienia wynosi 106-108. Wytworzony sygnat elektryczny jest pro-
porcjonalny do natezenia promieniowania docierajgcego do detektora, a wiec pro-
porcjonalny do stezenia pierwiastka w plazmie.

Stosuje sie takze detektor CID (ang. Charge Injection Device) [30]. Jest to
tablica fotodiodowa sktadajgca sie z 10000 lub wiecej elementow Swiattoczutych
utozonych obok siebie na pojedynczym ,,chipie” krzemowym. Jedna lub dwie ta-
kie tablice pozwalajg monitorowac jednoczes$nie wszystkie interesujgce dtugosci
fal. Analiza jakoSciowa odbywa sie przez naktadanie ,map” pierwiastkéw na
uzyskane widmo spektralne.

2.2. OPTYMALIZACJA WARUNKOW POMIARU

W celu uzyskaniajak najdoktadniejszych wynikéw analiz nalezy zoptymali-
zowac warunki pomiaru dang technika analityczng. Optymalizacja sprowadza sie
do takiego dobrania warunkéw oznaczania analitu, aby intensywno$¢ mierzone-
go sygnatu byla jak najwieksza. Wazna jest nie tylko bezwzgledna wielko$¢
sygnatu, ale rowniez stosunek intensywnosci sygnatu do intensywnosci tla. Tm
wieksza jest intensywno$¢ tha, tym bardziej jego fluktuacje wptywajg na uzyski-
wany sygnat analityczny, powodujgc wieksze jego wahania.

W analizie wielopierwiastkowej optymalizacjajest kompromisem. Nie opty-
malizuje sie¢ warunkow dla kazdego pierwiastka osobno, gdyz taka analiza
wymagataby kazdorazowej zmiany parametrow, co z kolei znacznie wydtuzato-
by czas i koszt analizy. W przypadku analizy pierwiastkow trudno wykrywalnych
lub wystepujacych w matych ilosciach warunki dobiera sie gtdwnie pod katem
ich detekcji. Dla tych samych pierwiastkbw mozna uzyska¢ rézne warunki
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optymalne w zaleznos$ci od tego, jaki rodzaj probki bedzie mierzony (np. gleby,
wody). Jest to wynikiem réznic w poziomie zawartosci oznaczanych pierwiast-
kow, rodzaju matrycy, sposobu przygotowania prébki itp.

Znalezienie warunkéw optymalnych nie jest prostym zadaniem, ze wzgledu
nato, zejeden parametrjest Scisle powigzany z drugim. Najprostszym sposobem,
ale i najmniej doktadnym, jest przyjecie pewnego uproszczenia, mianowicie ze
optymalizuje sie kolejne parametry wedtug ich waznosci (wywieranego wptywu
na intensywno$¢ uzyskiwanego sygnatu) przy standardowych ustawieniach in-
nych parametréw. Za standardowe nalezy rozumie¢ wartosci zalecane przez pro-
ducenta lub najczesciej przytaczane w literaturze [31-33]. Po znalezieniu opti-
mum dla pierwszego parametru ustala sie jego wartos¢, po czym wyznacza sie
optymalng warto$¢ dla nastepnego parametru. Decyzja, w jakiej kolejnosci opty-
malizowac parametry, jest dos¢ istotna.

2.2.1. Parametry pomiaru technikg ICP-AES

Przed przystgpieniem do pomiaréw technikg ICP-AES nalezy zdecydowaé
sie, przy jakiej dtugosci fali chcemy oznacza¢ dany pierwiastek, okresli¢ miejsce
pomiaru tta, a nastepnie zoptymalizowa¢ parametry instrumentalne, takie jak:
wysoko$¢ obserwacji, szybkos$¢ przeptywu gazéw, moc generatora czestotliwo-
Sci radiowej oraz ilos¢ podawanej prébki w czasie.

2.2.1.1. Wybar linii analitycznych. Wyb6r linii analitycznych jest jednym
z wazniejszych etapdw przed przystgpieniem do pomiardw. Z duzej liczby
uzyskiwanych linii widmowych zwykle tylko kilka nadaje sie do wykorzystania
jako linie analityczne. Podstawowe kryteria, ktorymi nalezy sie kierowaé przy
wyborze linii analitycznych, to:

- promieniowanie o wybranej dtugos¢ fali musi by¢ mozliwe do zmierzenia
za pomoca posiadanego aparatu,

- linia analityczna powinna by¢ wybierana sposrdd najbardziej intensyw-
nych; szczegdlnie dotyczy to oznaczania pierwiastkdw wystepujagcych w préb-
kach w ilosciach $ladowych,

- tlo wystepujace przy danej dtugosci fali i w miejscu jego pomiaru (okoli-
ce wybranej linii) powinno by¢ stabilne; jezeli tho ma ksztatt wypukty lub wkle-
sty, to podczas pomiardw niewielki dryf sygnatlu w czasie moze powodowac
znaczne roznice w mierzonych wartosciach,

- przed wyborem linii analitycznej dobrze jest zna¢ przyblizony sktad anali-
zowanej probki, tak aby méc przewidzieé mozliwe interferencje; wybierane linie
analityczne powinny by¢ od nich'wolne. Jezeli interferencji tych nie da sie umk-
nac¢, to stosunek intensywnosci wybranej linii do intensywnosci linii interferenta
powinien by¢ jak najwiekszy, poniewaz wtedy btad pomiaru bedzie najmniejszy,

- linia analityczna powinna by¢ tak wybrana, aby oznaczane stezenie analitu
miescito sie w zakresie prostoliniowym krzywej kalibracji dla danej dtugosci fali.
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2.2.1.2. Dobér warunkoéw obserwacji plazmy. Przy poziomym ustawieniu
plazmy sygnat zbierany jest z kanatu centralnego plazmy. Aby uzyskac¢ najbar-
dziej intensywny sygnat, wykonuje sie tzw. centrowanie xy palnika (wzdtuz osi
a iy), polegajgce na takim ustawieniu palnika, a wtasciwie osi plazmy, aby znaj-
dowata sie idealnie na wyprost szczeliny wejsciowej analizatora. Wtedy sygnat do-
cierajacy do detektorajest najsilniejszy. Natomiast gdy plazma obserwowanajest
z boku, przeprowadza sie tzw. optymalizacje wysokos$ci obserwacji plazmy. Wy-
sokos¢ obserwacji okresla sie jako odlegtos¢ w mm ponad gérnym zwojem cew-
ki indukcyjnej. Przy pionowym ustawieniu palnika plazme ,,obserwuje” sie na
wysokosci 10-20 mm. W obszarze tym mozna mierzy¢ zaréwno linie atomowe,
jak ijonowe. W strefie ponizej 10 mm wystepuje silne promieniowanie pocho-
dzace od ,,otoczki” argonowej. W obszarze powyzej 20 mm obniza sie tempera-
tura plazmy i zaczyna dochodzi¢ do proceséw rekombinacji. W tej strefie mierzy
sie wytacznie linie atomowe pierwiastkéw o niskich potencjatach wzbudzenia.

Nie zawsze wysokos$¢ obserwacji dobiera sie tak, aby otrzymaé najbardziej
intensywny sygnat. Zwigzane jest to z rozktadem temperatur panujacych w pla-
zmie [34], Czasami bardziej optaca sie wybraé taka wysokos$¢ obserwaciji, przy
ktérej intensywnos$¢ sygnatu nie jest maksymalna, ale za to mierzony sygnatjest
bardziej stabilny.

2.2.1.3. Optymalizacja szybkosci przeptywow gazéw. Gaz nos$ny jest gazem,
ktéry ma najwieksze znaczenie spos$rdéd wszystkich stosowanych gazéw w tech-
nice ICP. Gaz ten przeptywa przez $rodkowa czes$¢ palnika z szybkosScia
0,3-2 L/min. Przeptyw gazu nosnego zalezy od rodzaju stosowanego nebulizera.
Za jego pomocg prébka transportowana jest do plazmy. Szybko$¢ przeptywu
wplywa na czas, w ktorym analit przebywa w obszarze wytadowania plazmowe-
go. Przez zmniejszenie szybkosci przeptywu gazu nosnego mozna zwigkszy¢
czuto$¢ oznaczania. Przeptyw mozna regulowac tylko w granicach stabilnosci
pracy nebulizera. Nie zawsze stosowanie diugiego czasu przebywania analitu
w plazmiejest korzystne. W przypadku duzej zawartosci pierwiastkdw tatwo ule-
gajacych jonizacji (np. Al, Ca), ktore obnizajg temperature plazmy, korzystne jest
stosowanie wiekszych przeptywow gazu nosnego, tak aby zmniejszy¢ mozliwos$¢
jonizacji. Przeptyw gazu no$nego zwiazany jest takze z potozeniem palnika [34]
oraz mocg generatora czestotliwosci radiowej [35],

W palniku plazmowym wykorzystuje sie jeszcze kilka gazéw, w tym gaz
chtodzacy i gaz pomocniczy. Przeptyw tych gazéw nie majuz tak duzego wpty-
wu na intensywnos¢ sygnatu, jak gaz nosny, jednak one rowniez mogg podlegac
optymalizacji.

Gaz chtodzacy (przeptyw 5-20 L/min) jest wykorzystywany do chtodzenia
Scianek palnika oraz zasilania plazmy. Dostarcza on atoméw Ar, kt6re, ulegajac
jonizacji, podtrzymujgjej istnienie. Maty przeptyw jest stosowany, gdy wymaga-
ny jest dtugi czas przebywania analitu w plazmie, natomiast duzy, gdy stosujemy
np. sprzezenie techniki ICP-AES z chromatografig gazows.
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Gaz pomocniczy nie musi by¢ stosowany w kazdej analizie. Jego zadaniem jest
utrzymywanie plazmy z daleka od iniektora. Wykorzystuje sie go np. przy analizie
prébek organicznych, aby zapobiec osadzaniu sie sadzy na $ciankach palnika.

W niektdrych aparatach stosowane sg rowniez inne gazy, ktore zwykle maja
za zadanie chroni¢ iniektor przed bezposrednim kontaktem z probka.

2.2.1.4. Moc generatora czestotliwosci radiowej. Zmiana mocy generatora
powoduje zmiane temperatur panujacych w plazmie. Im wyzszajest moc przyto-
zona do cewki, tym wyzsza temperatura panuje w strefie wytadowania plazmo-
wego. Powoduje to wzrost efektywnosci procesu wzbudzenia ijonizacji. Najcze-
Sciej moc waha sie w zakresie 0,8-1,5 kW. Niskie wartosci stosuje sie przy
pomiarach pierwiastkow tatwo wzbudzanych lub gdy chcemy np. ostabi¢ wptyw
interferentow przez ich stabsze wzbudzenie. Moc ok. 1,5 kW jest wykorzystywa-
na w analizie prédbek zawierajgcych duzg ilos¢ substancji organicznych, ktére
powoduja silne ochtodzenie plazmy. W analizie materiatéw nieorganicznych moc
generatora wynosi na ogot 1,0-1,2 kW.

2.2.1.5. Inne parametry. Istniejgjeszcze inne parametry mogace wptywac
najakos$¢ otrzymywanych wynikéw. Sato: napiecie fotopowielacza, czas integra-
cji oraz ilos¢ pobieranej do pomiaru probki.

Wybor napiecia fotopowielacza zalezy od wielkosci mierzonego sygnatu.
Przy pomiarach probek, w ktorych pierwiastki wystepujg w bardzo matych ilo-
Sciach i/lub intensywnos¢ sygnatu jest mata, stosuje sie wysokie napiecia. Niskie
napiecia stosuje sie w badaniach probek z duzg zawarto$cig oznaczanego pierwia-
stka lub w przypadku analitow o intensywnych liniach analitycznych.

Czas integracji, czyli czas pomiaru intensywnosci promieniowania przy danej
dtugosci fali, ma wptyw na precyzje pomiaru. Im jest on dtuzszy, tym precyzjajest
wieksza, jednak wigze sie to réwnoczes$nie z wydtuzeniem czasu analizy, a tym
samym zwieksza jej koszty. Zwiekszenie liczby powto6rzeri danego pomiaru takze
powoduje wydtuzenie czasu analizy, ale rowniez poprawia precyzje oznaczen.

llo$¢ podawanej probki nie ma wiekszego wptywu na mierzony sygnat. Wraz
ze zmniejszaniem sie szybkosci przeptywu obserwuje sie stopniowy spadek in-
tensywnosci sygnatu. Zwykle przy stosowaniu standardowej wielkos$ci palnikow
przeptyw prébki ustala sie na poziomie 1-1,5 mL/min.

3. TECHNIKA ICP-MS
3.1. APARATURA STOSOWANA W TECHNICE ICP-MS

Schemat blokowy przyrzadu do pomiaru technikg ICP-MS jest przedstawio-
ny na rys. 5 i sktada sie z nastepujagcych elementow: systemu doprowadzania
prébki, zrédta jondw, interfejsu oraz soczewek elektrostatycznych, analizatora,
detektora, komputerowego systemu zbierania i przetwarzania danych.
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system Zrodio
wprowadzania S interfejs analizator
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przetwarzania detektor
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Rys. 5. Schemat blokowy instrumentu wykorzystywanego w technice ICP-MS

3.1.1. Metody doprowadzania probki do plazmy

Z wyjatkiem wprowadzania bezposredniego, wszystkie wymienione w rozdzia-
le 2.1.1 sposoby doprowadzania probki do plazmy sg stosowane réwniez w techni-
ce ICP-MS [36-40]. W wiekszosci przypadkéw probka doprowadzanajest do pla-
zmy w wyniku nebulizacji pneumatycznej przy uzyciu tych samych typéw nebuli-
zer6u' co w technice ICP-AES. Coraz czeSciej wykorzystuje sie mikronebulizeiy,
ktére zwiekszajg wydajnos¢ nebulizacji oraz zmniejszajg zuzycie prébki [41, 42],

3.1.2. Palniki

W technice ICP-MS palnik ma takg samg budowe jak opisywany w rozdzia-
le 2.1.2 dla techniki ICP-AES, jest tylko mniejszy. Stosowane gazy to: gaz nos-
ny, plazmowy i pomocniczy. Ustawienie palnika jest wytgcznie poziome.

3.1.3. Interfejs i soczewki

W skitad interfejsu wchodzg dwa stozki: pierwszy zwany probnikiem, drugi
zgarniaczem (rys. 6). Sa one wykonane najczesciej z niklu, poniewaz jest on sto-

zgamiacz prébnik

soczewki
cylindryczne

zatrzymywacz
fotonéw

Rys. 6. Schemat interfejsu oraz soczewek elektrostatycznych
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sunkowo odporny na korozjg chemiczng i ma dobre przewodnictwo cieplne. Przy
pracy z substancjami organicznymi stosuje sie stozki platynowe. Stozki stanowig
rodzaj kontrolowanej ,,nieszczelnosci”, przez ktérgjony z plazmy sg transporto-
wane (zasysane) ze strefy o cisnieniu atmosferycznym do strefy o cisnieniu ok.
10"5 bar, wymaganej do prawidtowej pracy analizatora. Srednica otworéw nie
przekracza | mm. Za stozkami znajduje sie jedna lub kilka soczewek elektrosta-
tycznych, ktdre majg za zadanie ukierunkowa¢ otrzymang wigzkg jondw réwno-
legle do osi analizatora. W niektérych analizatorach sa one poprzedzone metalo-
wym dyskiem, tzw. foton stop, ktérego rolgjest zatrzymywanie fotonow i czgstek
obojetnych.

3.1.4. Analizator

Zadaniem analizatora jest rozdzieli¢ docierajgce do niego jony tak, aby mozli-
wa byta jakosciowa i iloSciowa analiza badanej prébki. Stosowane sa: analizator
kwadrupolowy, analizator czasu przelotu oraz sektorowy analizator magnetyczno-
-elektrostatyczny. Pierwszyjest filtrem mas i rozdzielajony w zaleznosci od stosun-
ku masy do tadunku (mlz), drugi rozdzielajony w czasie, trzeci w przestrzeni.

3.1.4.1. Analizator kwadrupolowy. Analizator kwadrupolowy stosowany
jest w wiekszosci dostepnych na rynku instrumentow, jezeli nie jest wymagana
wysoka rozdzielczos¢ i duza doktadnos¢ [8]. Jony rozdzielane sg z doktadnoscia
do 1 Da, zakres pomiaru mas - do 4000 Da [43]. Mata rozdzielczo$¢ i doktad-
no$¢ sa rekompensowane przez niewielki rozmiar (20-30 cm) analizatora,
niewielkg mase w poréwnaniu z innymi analizatorami, prostg budowe i oczywi-
Scie nizszg cene. Skanowanie widma jest w petni elektiyczne, bardzo szybkie,
zwykle 100 ms na caty zakres mas.

+Q

jony

-0

Rys. 7. Schemat analizatora kwadrupolowego
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Analizator kwadrupolowy zbudowany jest z czterech réwnolegtych pretéw,
tworzacych w idealnym przekroju hiperbole, do ktérych przytozone jest odpowie-
dnie napiecie (iys. 7), przy ktérym tylko jony o odpowiednim stosunku m/z ma-
ja stabilng trajektorie wzdtuz pretéw, pozostate ulegajg roztadowaniu na elektro-
dach inie docierajg do detektora.

3.1.4.2. Analizator czasu przelotu. Analizator czasu przelotu wykorzystuje
wiasciwos¢, ze jony o tej samej energii kinetycznej, ale o réznej masie porusza-
ja sie zrdzng predkoscig [44,45]. Czastki 0o mniejszych masach docierajg do de-
tektora w krétszym czasie, dzieki czemu nastepuje rozdziatjondw w czasie (rys. 8).
Konieczne jest impulsowe wprowadzanie jonow, aby unikng¢ sytuacji, w ktérej
jony o réznych warto$ciach mlz dotartyby réwnoczeénie do detektora.

soczewka elektrostatyczna

3.1.4.3. Analizator elektromagnetyczny. Analizator elektromagnetyczny jest
kombinacjg dwoch analizatorow, z ktdrych kazdy rozdziela jony w inny sposéb
(rys. 9). W sektorze elektrostatycznym jony rozdzielane sg w zaleznosci od ich
energii kinetycznej, niwelujgc urten sposéb dyspersje energiijonow. Sektor ma-
gnetyczny rozdzielajony o tej samej energii kinetycznej wzgledem ich mas. Eli-
minuje on rozbiezno$¢ wiazkijonow (kierunkow, w ktérych poruszajg sie jony).
Dzigki potgczeniu obu analizatorow w jeden uktad mozna uzyskaé bardzo duza
rozdzielczos¢. Analizator elektromagnetyczny jest stosowany w wysoko rozdziel-
czych spektrometrach masowych (HR ICP-MS - ang. high resolution inductive-
ly coupledplasma mass spectrometry) [38, 46]. Interesujace poréwnanie mozli-
wosci detekcji przy uzyciu analizatora kwadrupolowego i analizatora wysoko-
rozdzielczego na przyktadzie oznaczania otowiu w réznych matrycach przedsta-
wili ostatnio Encinar i in. [47],
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3.1.5. Detektor

Najczesciej spotykanym detektorem w technice ICP-MS jest powielacz elek-
tronowy. Jego zasada dziatania jest zblizona do dziatania fotopowielacza.
Swoim ksztattem przypomina rure w postaci rogu [43]. Napiecie przytozone
miedzy dwoma koricami rury spada stopniowo wzdtuz calej jej dtugosci. Jony do-
cierajgce przed detektor sg bardzo silnie przyciggane przez odpowiednig dynode
wysokonapieciowg i powodujg wybijanie z niej elektronéw. Te z kolei uderzajac
w dynode ciagta, wybijajg z niej X elektron6w wtornych, ktérych ilos¢ rosnie
lawinowo. Wspdiczynnik wzmocnienia osigga warto$¢ 106-108.

3.2. OPTYMALIZACIJA WARUNKOW POMIARU

W technice ICP-MS zrddtem informacji sa jony powstajgce w plazmie.
W wiekszosci przypadkéw podstawg analizy jakosciowej jest wystepowanie
sygnatu przy okreslonym stosunku masy do tadunku (m/z), natomiast w analizie
ilosciowej wykorzystywane jest natezenie wigzki jonow analitu. Celem optyma-
lizacji warunkéw pomiam jest uzyskanie jak najwiekszej liczby jon6w analitu
w plazmie, a tym samym uzyskanie jak najbardziej intensywnego sygnatu.

3.2.1. Parametry pomiaru technikg ICP-MS

3.2.1.1. Wybér izotopu do pomiaru. Sposéb pomiam jest powigzany po-

$rednio lub bezposrednio z masg atomowg analitu. Wigkszo$¢ pierwiastkow ma
wiecej niz jeden stabilny izotop. Przed przystgpieniem do pomiaréw nalezy wiec
zdecydowac, ktory izotop bedzie stanowit podstawe oznaczania analitu. Podczas
wyboru izotopu nalezy zwr6ci¢ uwage na nastepujgce parametry:

-jaka jest zawartos¢ procentowa danego izotopu w przyrodzie (wybiera sie
na og64 izotop o najwiekszym rozpowszechnieniu w srodowisku naturalnym),
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—jak silnie i czy w ogdle sygnat danego izotopu moze by¢ zaktécony. Waz-
na jest nie tylko liczba interferentéw, ale takze ich rodzaj. W przypadku wyste-
powania interferencji izobarycznych mozna bowiem zastosowaé korekcje mie-
dzyizotopowa, podczas gdy interferencje pochodzgce od argonu lub rozpuszczal-
nika moga by¢ trudne do wyeliminowania (zob. rozdziat 4.4.2),

-przewidywane stezenie oznaczanego pierwiastka powinno miesci¢ sie
w zakresie prostoliniowosci krzywej kalibracji dla danego izotopu.

3.2.1.2. Optymalizacja parametrow pomiarowych. Podobnie jak w tech-
nice ICP-AES, przed pomiarami technikg ICP-MS przeprowadza si¢ optymaliza-
cje warunkéw pomiarowych. W technice ICP-MS najczesciej optymalizuje sie
nastepujace parametry: szybkos$¢ przeptywu gazu nosnego, moc generatora cze-
stotliwosci radiowej, napiecie przytozone do ,soczewek” oraz czas integracji.

W technice ICP-MS decydujgcg role odgrywa gaz nosny. Jego rola i stoso-
wane przeptywy sg podobne jak w ICP-AES, jednak w ICP-MS szybkos¢ prze-
ptywu gazu nosnego nie zalezy od wysokosci obserwacji, poniewaz utozenie pal-
nika jest poziome. Przeptyw gazu no$nego nie moze by¢ zbyt maly, poniewaz
sprzyja to powstawaniu interferencji spektralnych, wynikajacych z tworzenia sie
jonéw podwojnie natadowanych. Zbyt szybki przeptyw ostabia efektywnos$é za-
chodzenia procesu jonizacji oraz sprzyja tworzeniu sie tlenkow. Interferencje te
zostang opisane w rozdziale 4.3.

Moc generatora zasilajgcego cewke ma takie samo oddziatywanie na proce-
sy zachodzace w plazmie jak w przypadku techniki ICP-AES (zob. rozdziat
2.2.14).

W technice ICP-MS jony po przejsciu przez stozki z obszaru o ci$nieniu at-
mosferycznym do obszaru o obnizonym cisnieniu muszg zostaé zogniskowane
na osi analizatora. Stuzg do tego soczewki elektrostatyczne. Soczewka elektrosta-
tycznajest to pole elektryczne wytworzone pomiedzy odpowiednio uksztattowa-
nymi elektrodami [48], Elektrody maja ksztatt wspdtosiowych walcow. W nie-
ktérych rozwigzaniach konstrukcyjnych stosowana jest tylko jedna elektroda.
Przez regulacje napiecia przyktadanego do elektrod mozna wptywaé na intensyw-
nos$¢ sygnatu pochodzgcego od analitu. Wielko$¢ napieciajest rozna w zalezno-
§ci od masy mierzonych izotopéw. Z upltywem czasu ,soczewki” ulegajg
zabrudzeniu i optima przesuwajg sie ku wyzszym warto$ciom.

4. CZYNNIKI ZAKLOCAJACE ORAZ SPOSOBY ICH KOREKCJI

Poczatkowo sgdzono, ze ze wzgledu na wysokie temperatury panujgce w pla-
zmie techniki wykorzystujace plazme indukcyjnie sprzezong powinny by¢ wol-
ne od zaktocen. Okazato siejednak, ze rzeczywiscie zmniejszyty sie wptywy che-
miczne, ale nadal duzym problemem sg interferencje spektralne. Oprécz interfe-
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rencji spektralnych wystepujg takze inne czynniki przeszkadzajace: interferencje
fizyczne, efekty matrycowe i interferencje chemiczne [49-51],

4.1. INTERFERENCIJE FIZYCZNE

Interferencje fizyczne zwigzane sg z wiasciwosciami fizycznymi roztworu.
Podczas analizy prébek o duzej gestosci, lepkosci, zawierajacych duze ilosci roz-
puszczonych soli, ze zr6znicowang wielkoscig czastek (lub zmiang tych parame-
trow w czasie) moze dochodzi¢ do nieréwnomiernej pracy nebulizera Do plazmy
moze by¢ wprowadzana niejednakowa ilo$¢ badanej substancji, co z kolei moze
powodowac wahania sygnatu. Duza ilo$¢ soli moze krystalizowac na $ciankach
palnika lub powodowac zatykanie stozkéw. Przy pomiarze technikg ICP-AES
maksymalne dopuszczalne stezenie soli w roztworze jest na poziomie 20%, ale
tylko w przypadku bardzo prostych soli (zob. tab. 1). W przypadku ICP-MS war-
tos¢ tajest duzo mniejsza i wynosi ok. 0,4%. Podobnie duza ilo$¢ wegla (np. przy
pracy z substancjami organicznymi) powoduje szybkie zanieczyszczenie palnika
oraz stozkéw. Od stanu, w ktérym sie one znajduja, zalezy jako$¢ uzyskiwanych
wynikow. Aby zmniejszy¢ ilos¢ tworzacej sie sadzy, czesto do gazu nosnego do-
daje sie tlen.

Interferencje fizyczne mozna zmniejszy¢ przez: rozcienczenie prébki, zbli-
zenie wiasciwosci fizycznych wzorcéw do wiasciwosci analizowanych prébek,
zastosowanie pompy perystaltycznej (nie niweluje ona zmian zwigzanych z lep-
kosScig, ale utatwia rownomierne podawanie probki) oraz uzycie odpowiedniego
typu nebulizera.

4.2. EFEKTY MATRYCOWE

Interferencje matrycowe zwigzane sg z wptywem pierwiastkow matrycy na
intensywnos$¢ mierzonego sygnatu. Wielkos¢ tego wptywu zalezy od potencjatéw
jonizacji poszczegélnych pierwiastkdw. Duzg role odgrywa tu stezenie pierwia-
stkéw o niskich potencjatach jonizacji, np. Mg, Ca, ktére obecne w prébce w du-
zych ilosciach powodujg obnizanie temperatury plazmy, przez co zmniejsza sie
praw dopodobienstwo wzbudzenia pierwiastkdw o wyzszych potencjatach wzbu-
dzenia [35]. Zbyt duze stezenie soli moze prowadzi¢ do zgaszenia plazmy. Efekt
zwigzany z wptywami matrycowymi to najczesciej podwyzszenie poziomu ob-
serwowanego tia.

Istotny wptyw na uzyskiwane wyniki moze mie¢ rodzaj i ilos¢ obecnych
w probce kwasow. Wptyw tenjest powigzany z gestoscig kwasu oraz z potencja-
tami jonizacji pierwiastkow kwasotw 6rczych, np. S (10,42 eV), P (10,43 eV), CI
(13,01 eV) i N (14,51 eV) [52], Kwas siarkowy i fosforowy powodujgbardzo sil-
ne ochtadzanie plazmy [35]. Kwasy te majg duzg gestos¢, co dodatkowo wywo-
tuje interferencje fizyczne. W przypadku analizy metodg ICP-MS stezenie kwa-
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séw w probce nie powinno przekracza¢ 10%, natomiast w ICP-AES nie powin-
no by¢ wieksze od 20%. Niekiedy nawet mate stezenia kwasow moga powodo-
wacé duze zmiany intensywnosci sygnatu.

Rozpuszczalniki organiczne generalnie powodujg drastyczne ochtadzanie
plazmy, jednak efekt ten w duzym stopniu zalezy od stosunku C/O.

Negatywny wplyw’ matrycy mozna minimalizowa¢ przez: rozcienczenie
prébki, optymalizacje warunkdw pomiaru, zastosowanie wzorca wewnetrznego -
pozwala on unikng¢ wptywu wahan plazmy na intensywnos$¢ sygnatu, poniewaz
w takim samym stopniu wptywajg one na analit, co i na standard wewnetrzny,
dopasowanie matrycy, tzn. sporzadzenie roztwordéw kalibracyjnych o sktadzie ta-
kim samym jak matryca w prébce lub bardzo zblizonym, zastosowanie metody
dodatku wzorca (analiza ilosciowa tg metodg jest czasochtonna), zastosowanie
korekcji tta statego, uzycie interferenta buforujgcego [16] lub przez zastosowa-
nie metody rozcienczen izotopowych, ktora jest mozliwa tylko wtedy, gdy pier-
wiastek ma co najmniej dwa stabilne izotopy.

4.3. INTERFERENCJE CHEMICZNE

Interferencje chemiczne zwigzane sg z oddziatywaniami chemicznymi ana-
litu z innymi sktadnikami prébki oraz postacig, w jakiej analit wystepuje w ba-
danej probce.

4.3.1. Interferencje chemiczne w technice ICP-AES

Procesem niepozadanym z analitycznego punktu widzeniajest rekombinacja
oraz tworzenie sie zwigzkow miedzy réznymi pierwiastkami obecnymi w pla-
zmie a otaczajagcym plazme powietrzem. Procesy te powodujg zmniejszanie sie
liczby jonow i atomdw, przez co spada intensywno$¢ mierzonego sygnatu. Po-
wstajace zwigzki mogg pochtaniaé cze$¢ promieniowania oraz emitowac¢ wiasny
sygnat. Wymienione procesy zachodzg gtownie w piéropuszu plazmowym. Przy
pionowym ustawieniu palnika interferencji tych czesciowo unika sie przez opty-
malizacje wysokos$ci obserwacji. W przypadku poziomego ustawienia palnika
problem ttumienia promieniowaniaprzez zimny stozek plazmy rozwigzano dzie-
ki zastosowaniu strumienia sprezonego powietrza, przeptywajgcego prostopadle
do pidropusza, powodujgcego jego ,,$cinanie”. Stosowane sg rowniez przedtuzo-
ne palniki plazmowe, ktére izolujg plazme od niekorzystnego wptywu powietrza.

4.3.2. Interferencje chemiczne w technice ICP-MS

W technice ICP-MS problemem sg nie tylko zwigzki powstajgce na skutek
kontaktu plazmy z powietrzem (gtdwnie tlenki), ale rowniez tworzenie sig jon6w
podwojnie natadowanych. Tlenki powstajg przede wszystkim w obszarze miedzy
plazma a stozkami, podczas gdy jony podwdjnie natadowane tworzone sg w pla-
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zmie. llo$¢ kazdego z osobna zwykle nie przekracza 3-6% iw decydujagcym stop-
niu zalezy od mocy generatora czestotliwosci radiowej (zbyt niska moc powodu-
je, ze temperatura plazmy jest nizsza i sprzyja tworzeniu sie tlenkéw; za wysoka
zwieksza wydajnos$¢ procesu jonizacji, przez co ro$nie liczbajonéw M+) oraz
przeptywu gazu nosnego (zbyt maty przeptyw gazu no$nego prowadzi do wzro-
stu ilosci jondw M+'t, zbyt duzy do zwiekszenia ilosci jonéw MCT) [53],

Interferencje chemiczne mozna zminimalizowaé przez optymalizacje oby-
dwu parametréw. Parametry te dobiera sie tak, aby uzyska¢ maksymalng inten-
sywnos$¢ sygnatu dlajonow pojedynczo natadowanych.

4.4. INTERFERENCJE SPEKTRALNE
4.4.1. Interferencje spektralne w technice ICP-AES

W technice ICP-AES wystepujg réznego typu interferencje spektralne. Sgto
najczesciej:

—tto state (rys. 10a), ktore polega na zmianie intensywnosci tta w obecnosci
interferenta. Moze ono ulega¢ podwyzszeniu i obnizeniu. Korekcja polega na po-
miarze sygnatu tta po jednej ze stron piku i odjeciu uzyskanej wartosci od catko-
witej intensywnosci sygnatu zmierzonej dla wybranej linii.

—tto zmienne (rys. 10b), ktore jest najczesciej wynikiem obecnosci w okoli-
cy analizowanej linii silnej linii innego pierwiastka. Efekt naktadania sie sygna-
téw nazywa sie czesto ,,ogonowaniem”. Gdy interferencja nie jest duza, stosuje
sie korekcje polegajacq na pomiarze intensywnosci tta po obu stronach piku,
wyznaczeniu prostej przechodzacej przez te punkty i odjeciu od catkowitej
uzyskanej intensywnosci tta wyznaczonego z tej prostej. Im bardziej wybrana li-
nia analityczna lezy na zboczu innego piku, tym wiekszy btad popetnia sie przy
zatozeniu prostoliniowych zmian tta. Stosuje sie przyblizenia krzywymi wyzsze-
go rzedu, ale najczesciej do pomiaréw wybiera sie po prostu mna linie.

—bezposrednie naktadanie sie linii przedstawione jest na rys. 10c. Mozliwe
jest, ze teoretycznie w tym samym miejscu obserwuje sie sygnaty kilku pierwia-

Rys. 10a-c. Typy interferencji spektralnych w technice ICP-AES
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stkdw rownoczesnie, szczegdlnie przy uzyciu aparatdéw o nieduzej rozdzielczo-
Sci. Korekcja polega na pomiarze ,,fikcyjnego” stezenia analitu wywotywanego
przez okreslone stezenie innego pierwiastka i wyznaczeniu krzywych korekcji be-
dacych funkcjgtych dwoch stezen, po czym od uzyskanego stezenia analitu odej-
muje sie (dodaje) stezenie wyznaczone z krzywej korekcji. Jest to tzw. korekcja
miedzypierwiastkowa. Mozna jg stosowac tylko wtedy, gdy istnieje mozliwos¢
réwnoczesnego pomiaru stezen obydwu pierwiastkow.

4.4.2. Interferencje spektralne w technice ICP-MS

W technice ICP-MS wystepujg dwa podstawowe typy interferencji spektral-
nych: interferencje izobaryczne i interferencje poliatomowe.

Wiegkszo$¢ pierwiastkbw ma wiecej niz jeden stabilny izotop. Poniewaz
wspotczesne instrumenty ICP-MS nie majg mozliwosci rozréznienia dwoch izo-
topow z doktadnoscig przekraczajgcg 1(T4 Da, mozliwe jest wiec, ze w tym sa-
mym miejscu widma masowego obserwuje sie sygnaty pochodzace od réznych
izotopow. Takie interferencje nazywa sie izobarycznymi. Do ich niwelowania sto-
suje sie korekcje miedzypierwiastkowa.

W technice ICP-MS wystepuja réwniez tzw. interferencje poliatomowe. Gdy
jony rozdzielane sg na podstawie stosunku masy do tadunku (m/z), pojawia sie
problem z rozréznieniem struktur o tym samym m/z, a o réznym sktadzie. Teore-
tycznie kazdy izotop pierwiastka ma swojg wtasng mase, wiec i stosunek m/zjest
niepowtarzalny. Zeby rozrézni¢ np. sygnaty 56Fe i 56ArO, wymagana jest roz-
dzielczo$¢ R = 2500, a do rozréznienia 80Se i 80Ar2: R —9700 [8]. Rozdzielczos¢
(R) jest ilorazem masy m i szerokosci piku Am mierzonej na wysokosci 5% lub
10% jego maksymalnej amplitudy [8].

Gtéwnym zrddiem interferencji poliatomowych sg: woda, argon oraz kwasy
stosowane do przygotowania prébki, w mniejszym stopniu otaczajace plazme po-
wietrze. W przypadku roztworow wodnych czesto tworzg sie takie potgczenia,
jak: 170H, 180H2, 80Ar2, 320 2, 41ArH, 80ArO. Rozpuszczalniki organiczne sg bo-
gatym zrédiem wegla- 28CO, 52ArC; kwasy mineralne za$ dostarczajg duzej ilo-
§ciN, CI, S, P- 5250, 52cioh, 52C1N.

Teoretycznie state interferencje poliatomowe powstajgce miedzy sktadnika-
mi zawartymi zaréwno w $lepej probie, jak i w mierzonym roztworze moga zo-
sta¢ skorygowane przez odjecie sygnatu tta od sygnatu analitu. Metoda ta spraw-
dza sie przy zatozeniu, ze np. wszystkie atomy chloru znajdujace sie w probce po-
chodzg wytgcznie od kwasu solnego zastosowanego do rozktadu prébki, a nie sg
naturalnym sktadnikiem probki. Wtedy bowiem ilos¢ interferenta w odnos$niku
i w mierzonym roztworzejest inna, awiec korekcja niejest doktadna Innym spo-
sobem korekcjijest, podobnie jak dla interferencji izobarycznych, korekcja mie-
dzypierwiastkowa. ROwniez zastosowanie komory zderzeniowej pozwala mini-
malizowac interferencje poliatomowe [54]. Szczeg6towa dyskusje interferencji
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spektralnych i niespektralnych przy zastosowaniu analizatora kwadrupolowego
i wysokorozdzielczego przedstawiono w publikacjach [46, 49, 50],

PODSUMOWANIE

Wprowadzenie indukcyjnie sprzezonej plazmy do analizy instrumentalnej
byto duzym przetomem. Techniki wykorzystujace jg stwarzajg ogromne mozli-
wosci i sg powszechnie stosowane przez analitykow. Umozliwiajg jednoczesne
oznaczanie kilkudziesieciu pierwiastkow z duzg doktadnoscig i precyzjg. Uniwer-
salnos¢ technik polega na tym, ze mozna badac¢ probki state, ciekte i gazowe,
organiczne i nieorganiczne. Poza tym bardzo czesto mozna oznacza¢ analit
w obecnosci kilkunastu innych pierwiastkéw w probce bez koniecznosci jego wy-
dzielania. Sprzezenie technik detekcji z etapami wstepnego rozdzielenia prébki,
np. z metodami chromatograficznymi, jest z powodzeniem stosowane do ozna-
czania ultrasladowych ilosci pierwiastkow w analizie specjacyjne;j.

W technikach plazmowych duzym problem podczas analizy sg interferencje
spektralne. Interferencje te wystepuja zaréwno w technice ICP-AES, jak iw ICP-
-MS, ale w przypadku tej ostatniej sa bardziej ucigzliwe (interferencje poliatomo-
we). Interpretacja wynikéw wymaga doswiadczenia, zwtaszcza przy pracy z bar-
dzo ztozonymi prébkami (o bogatej matrycy). Nieuwzglednienie wptywow ma-
trycy i interferencji spektralnych moze prowadzi¢ do tego, ze uzyskiwane wyni-
ki bedg obarczone duzym btedem.

Czas potrzebny na przygotowanie probki do pomiaru jest ,,waskim gardtem”
technik plazmowych. Jest to najdtuzszy etap podczas catej analizy. Bez wzgledu
na spos6b doprowadzania probki do plazmy ulega ona zawsze catkowitemu
zniszczeniu.

Zaletg omawianych technik plazmowych jest stosunkowo niewielka ilo$¢ po-
trzebnej do pomiaru prébki. Do wykonania pojedynczego pomiaru wystarcza ok.
2 mL w technice ICP-MS iok. 3 mL w ICP-AES. W krotkim czasie mozliwy jest
pomiar sygnatu kilkunastu pierwiastkdw. Zastosowanie mikronebulizeréw
w ICP-AES(MS) pozwala zredukowac objeto$¢ roztwordw do kilkudziesieciu pL
oraz zwiekszy¢ wydajnos¢ procesu nebulizaciji.

Techniki ICP-AES i ICP-MS wzajemnie sie uzupetniajgpod wzgledem moz-
liwych do oznaczen stezed. Za pomocg ICP-MS mierzy sie stezenia od kilkuna-
stu pg/g (ppt) do kilkudziesieciu ng/g (ppb) [55]. Zastosowanie mniej czutego in-
strumentu - ICP-AES z pionowym ustawieniem palnika - pozwala mierzy¢ ste-
zenia od pg/g (ppm) do kilkunastu %. Jezeli natomiast chcemy mierzy¢ z duzg
doktadnoscig zakres stezeh ng/g (ppb) - pg/g (ppm), to najbardziej przydatna be-
dzie technika ICP-AES z poziomym ustawieniem palnika. Szeroki zakres prosto-
liniowosci krzywych kalibracji daje mozliwos$¢ oznaczania réznych wielkosci ste-
zen w jednej prébce bez koniecznosci jej rozcienczania.
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Wszechstronno$¢ i inne wymienione wczesniej zalety technik ICP-AES i ICP-
-MS sprawiajg, ze sg one chetnie wykorzystywane w laboratoriach badawczych.
Techniki te nie sgjednak panaceum na wszystkie problemy analityczne i nie zawsze
ich stosowanie jest uzasadnione [56]. Trzeba sie rowniez liczy¢ z wysoka ceng in-
strumentu i oprzyrzadowania niezbednego do wykonywania pomiaru. Jest ona
odczuwalna zarowno przy kupnie aparatury, jak i przy jej eksploatacji [8].
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Wspomnienia, wspomnienia. Im bardziej sie starzejemy, tym mocniej opre-
sjonujg nasze wolne godziny. Byto to chyba wiosng 1957 r.? Przechodzac przez
dzikie targowisko rozlokowane za dzisiejsza Halg Targowg przy ul. Piaskowej,
znalaztem u samozwanczego bukinisty stare niemieckie wydanie Fausta Goethe-
go. Zblizata sie Wielkanoc i wtasnie zapadtem najaka$ ciezka grype. Nasza ko-
lonia miodych asystentow zajmowata kilka pokoi w porzuconym przez admini-
stracje Uniwersytetu budynku, gdzie byt niedawno jeszcze dom studencki prawni-
kow. Ten dom zdewastowata zima 1955/56 - miescit sie w oficynie budynku,
ktéry dzi$ zajmuje Wroctawski Oddziat PAN. Wiec teraz zostatem zupetnie sam
w tym budynku, bo moi koledzy wyjechali, gdzie kto mdgt. Lezac w lekkiej go-
raczce, wzigtem sie za Fausta. Klarowny wiersz Goethego czyta sie dobrze, na-
wet przy $redniej znajomosci jezyka. Szybko wiec doszedtem do tego miejsca,
w ktorym wiosenne wielkanocne powietrze wypedza z miasta na taki i do pobli-
skich laséw barwny ttum mieszczan. | wtedy wiasnie za moim oknem odezwaty
sie naraz wszystkie dzwony Wroctawia. Bo we Wroctawiu tez byta wtedy Nie-
dziela Wielkanocna. Ten tekst Goethego i te dzwony stanowity razem niezwykia
game. Silne pomszenie, ktéremu wéwczas ulegtem, jeszcze dzi$ wraca do mnie
odlegtym echem, kiedy wspominam te chwile. Ale niedtugo potem utkngtem
w tekscie na dobre. Nieco dalej opowiada bowiem Faust o swoim ojcu, lekarzu.
Modwi, jak to on wraz ze swymi uczniami preparowat jakie$ lekarstwo, ktérym,
chcac leczyé, usmiercat niechcacy swoich ufnych pacjentéw. Goethe doktadnie
opisuje przebieg preparacji tajemniczego leku, ale sprébujcie to zrozumie¢! Bo
Goethe, przeciwnie do wspotczesnego czytelnika, dobrze znat symboliczny jezyk
alchemii i wtasnie w tym jezyku calg sprawe opisat. Dla wspdtczesnych mu rzecz
byta zrozumialsza. Wyksztatcony czytelnik XV 111 w. miatjakie takie pojecie o al-
chemicznych symbolach. Ale jakakolwiek powszechniejsza znajomo$¢ tego pet-
nego tajnych znakow jezyka catkowicie przeciez zanikta. Spojrzmy zresztg sami
na tekst oryginatu:

Mein Vater war ein dunkler Ehremann,

Der uber die Natur und ihre heil’gen Kreise,
In Redlichkeit, jedoch aufseine Weise,

Mit grillenhafter Muhe sann;

Der, in Gesellschaft von Adepten,

Sich in die schwarze Kiiche schloss

Und, nach unendlichen Rezepten,

Das Widrige zusammengoss.

Da ward ein rother Leu, ein kithner Freier,
Im lauen Bad der Lilie vermahlt,

Und beide dann mit offnem Flammenfeuer
Aus einem Brautgemach ins andere gequelt.
Erschien darauf mit bunten Farben

Die junge Koénigin im Glas.

Hier war die Arznei, die Patienten starben,
Und niemand fragte: wer genas?

So haben wir mit héllischen Latwergen
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In diesen Talem, diesen Bergen,

Weit schlimmer ais die Pest getobt.

Ich habe selbst den Gift in Tausende gegeben;
Sie welkten hin, ich muss erleben,

Dass man die frechen Morder lobt.

A oto polski przektad tego fragmentu, piora samego Emila Zegadtowicza:

Ogotem biorac byt to cztowiek sprawiedliwy,

ktory wierzyt w te swoje obtgkancze dziwy,

Wierzyt - wiec byt spokojny i czysty w sumieniu.

Owe lwy i lilije, Zenione w ptomieniu,

Na tozu madejowym rozciagat i smazyt,

Az krolewne rumiang w retorcie uwarzyt.

Lecz gorzej, kiedy chorych tym wywarem leczyt,

Bo¢, rzecz jasna, nikogo tym nie zabezpieczyt

Przed $miercia, wprost przeciwnie, duzo zdziatat ztego.
Umierali, nie wiedzac przez kogo i z czego...

To bardzo tadny przektad. C6z, kiedy trudno go nazwac¢ wiernym. Z 22 wer-
sow oryginatu pozostato tylko dziesie¢, a i tak trudna do wyrozumienia prepara-
cja zostata przez ttumacza catkowicie zamazana. A przeciez Goethe zapewne
dobrze wiedziat, o czym pisat.

Szwajcarski historyk chemii H.E. Fierz-Dawid byt zdania, ze caty ten frag-
ment odnosi sie do alchemicznej alegorii Arisleusa, ktdraw symboliczny sposéb
przedstawia synteze cynobru. Na te alegorie mozna sie natkng¢ w licznych alche-
micznych tekstach. Cynobrem jest wedtug Fierz-Dawida ,,rumiana krélewna” po-
ematu. Produkt ten otrzymywano w reakcji rteci z siarkg. Najpierw powstawat
czarny siarczek rteci (ten etap procesu nazywano ,,nigredo”), ktory, sublimowa-
ny w retorcie, przeksztatcat sie w czerwony cynober (etap ,,rubedo”). Taka inter-
pretacja tekstu Goethego nie wydaje siejednak zasadna. Przeciez poeta wyraznie
pisze, ze chodzi mu o preparacje leku, a takim cynober nie byt. Aby lepiej zro-
zumieé, o co poecie mogto chodzi¢, wykorzysta¢ warto dwie ksigzki: stara histo-
rie chemii Koppa [1] i wspdtczesny leksykon terminow i symboli alchemicznych
Schneidera [2],

Dwa skiadniki operacji chemicznej prowadzonej w ,czarnej kuchni”
(,,schwarze Kuche™) przez doktora Fausta zostaty doktadnie przez poete okreslo-
ne. Jednym jest ,,czerwony lew”, bedacy ,,dzielnym zalotnikiem” (,,ein roter Leu,
ein kiithner Freier”). Ten poddawany jest na letniej tazni (,,im lauen Bad”; mogta
to by¢ taznia wodna albo stabo ogrzana taznia piaskowa) ,,zaslubinom” z ,lilig”.
A potem z mieszaniny reakcyjnej wydobywany jest ostrym ptomieniem produkt
reakcji, ,,die junge Koénigin”. Pojawia sie ona w retorcie (im Glas) w otoczeniu
barwnych koloréw.

»Czerwony lew Paracelsusa” to jedna z wielu nazw alchemicznych siarczku
antymonu. Substancja ta byta za$ substancjg wyjsciowg w syntezie lekow anty-
monowych. W szczeg6lnosci stuzyta do otrzymywania tzw. antimonium diapho-
reticum, ulubionego i naduzywanego leku epoki jatrochemii. Lek ten byt stoso-
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wany od poczatkow XVII w. Wytwarzano go, kilkakrotnie stapiajac siarczek an-
tymonu z saletrg. Prawie na pewno preparacje tego wiasnie leku przedstawit
Goethe w Faus$cie. Taka interpretacja sugeruje, ze pod kryptonimem lilia” ukryt
poeta nic innego, jak saletre. Pewnie urzekt go kontrast ,,czerwonego Iwa” i bia-
tej ,lilii”. Na te ceche saletry zwraca uwage przynajmniej kilka jej nazw alche-
micznych, jak ,,sapo alba” (biate mydto), ,,sulphur alboum” (biata siarka) i wre-
szcie niemiecki ,Weisser Drache” (biaty smok). W reakcji siarczku antymonu
z saletrg powstawat antymonian potasu. On wiasnie byt lekiem jatrochemikéw.
Dziatajac na ten produkt kwasami, siarkowym i octowym, otrzymywano kwas
antymonowy, inny wziety lek.

A teraz o zaSlubinach w retorcie. To tez bardzo stara alchemiczna alegoria.
Reakcje chemiczng wyobrazano sobie jako mitosne potgczenie pierwiastka me-
skiego z zenskim. W akcie mitosnym partnerzy reakcji ponosi¢ mieli $mierc,
a z ich martwych ciat rodzita sie ,mtoda krélewna”. Taka antropomorfizacja
w mysleniu o przeksztatceniu chemicznym wiasciwa jest alchemii. Wydaje sie
nawet, ze alegorie aktu mitosnego brali oni dostownie, przypisujacjej realne zna-
czenie. Zdaja sie to potwierdzaé liczne ryciny w manuskryptach alchemicznych.
Dla przyktadu podaje tu jedng z takich rycin. Na wielu podobnych rysunkach zi3-
czona w uscisku para to krol i krélowa. Dobitnie o tym $wiadczg korony, jakie
majg na gtowach. Ich $mier¢ prowadzi do narodzin mtodej krélewny.

Podobne rozumienie reakcji chemicznej napotka¢ moznajeszcze i w tekstach
XIX-wiecznych. Oto np. opis reakcji cynku z kwasem siarkowym wziety z Za-
rysufilozofii natury warszawskiego lekarza i filozofa Henryka Levittoux:

Kazda czasteczka powierzchni cynku [...] potaczy sie z atomem kwasorodu wody. ktry
tez w droge ku sile w tej chwili sie podnidst i zespolg sie razem, dajac poczatek nowego
zwigzku, ciata niedokwasem cynku zwanego. Zadziwiajacy fenomen, ktéry, przy poczeciu
istot organicznych zwierzecych przypomina coitus, a ktory przy catej fizycznosci tego aktu
u cztowieka w chwilijego poczeciajest i uczuciem, jest sercem [3],

Wroémy jednak do tekstu Goethego. Powstajacy w reakcji ,,czerwonego lwa”
z ,lilig” produktjest, jak widzieliSmy, ostrym ogniem ,,przepedzany” zjednej na-
rzeczenskie komory do drugiej (,,beide dann mit offnem Flammenfeuer aus einem
Brautgemach in andere geguelt”). | wtedy wiasnie pojawia sie owa ,,mtoda
krélewna” w otoczeniu barwnych kolorow (,,mit bunten Farben). Tak tez musia-
to by¢; podczas tej operacji w gardle retorty osadzaty sie w postaci barwnych,
biatych przechodzacych w z6tte i czerwone pasow, ,.kwiaty antymonowe” (Flo-
res antimonii). Byty to tlenki i siarczki antymonu, sublimujace z mieszaniny re-
akcyjnej.

W swoim poemacie Goethe do$¢ doktadnie opisat wiec preparacje antimo-
nium diaphoreticum.

Taka interpretacja tekstu Goethego wydaje mi sie najbardziej prawdopodob-
na. Trzebajednak powiedzie¢, ze nazwy ,,czerwony lew” uzywano nie tylko dla
siarczku antymonu, ale —niekiedy —r6wniez dla kwasu azotowego. Znana byta
inna od tutaj opisanej metoda otrzymywania antimonium diaphoreticum, polega-



528 1.Z. SIEMION

jaca na kilkakrotnym oddestylowywaniu kwasu azotowego znad zadanego nim
»masta antymonowego”, tj. trichlorku antymonu. Doktor Faust mogt, wsréd
innych ,niezliczonych recept” uzy¢ i takiej recepty, by otrzymaé swdj lek
antymonowy. Tyle, ze przy takim postepowaniu nie tworzytby sie w gardle
retorty nalot ,kwiatow antymonowych”. Tekst Goethego opisuje wiec raczej te
starszg metode syntezy leku.

Alegoria reakcji chemicznej. Z rekopisu: Pretiosissimum Donutn
Dei (per) Georgium Aurach, XVII w., Biblioteka Arsenatu, Paryz
(S. Klossowski de Rola, Alchemy, New York 1973)

W tym miejscu pojawi¢ sie moze u Czytelnika pytanie, czy rzeczywiscie wia-
domosci chemiczne poety byty tak gruntowne, by jego wierszom przypisywac ja-
ka$ chemiczng realno$¢? Ot6z Goethe niewatpliwie dobrze znatjezyk dziet alche-
micznych. We wczesnym okresie zycia urzekta go ars magna alchemikéw Prze-
bywajac na studiach w Lipsku poeta ciezko zaniemdgt iw 1768 r. powrocit do ro-
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dzinnego domu we Frankfurcie nad Menem. Tam zaprzyjaznit sie z panig Zuzan-
na von Klettenberg, réwniez cierpigca na przewlektg chorobe. Obydwoje leczytten
sam lekarz, J.F. Metz, cichy wyznawca alchemii. Goethego ujgt sobie przepisaniem
skutecznego leku, wiasnej produkcji. Obydwoje za$ chorych zachecal, by samo-
dzielnie zabrali sie do pracy nad esencjami leczniczymi. Przyjaciotka Goethego
miatajuz pewne w takich pracach doswiadczenie. Eksperymentowata z solami ze-
laza. Razem z Goethem zaczeta studiowaé wydangw 1760 r. ksiege G. von Wellin-
ga Opus mago-cabalisticum et theosophicum. Niezauwazalnie dla siebie Goethe
utongt w alchemiczno-kabalistycznej literaturze. Czytat wiec, jak wspomina dzie-
ta Paracelsusa, Bazylego Valentinusa, van Helmonta, Starckeya i innych alchemi-
kéw. Specjalnie za$ urzekta go wydana bezimiennie ksiega Auera catena Homeri,
prawdziwa biblia ruchu Rézokizyzowcow. W $lad za tym poszty wihasne proby eks-
perymentalne. ,,Najbardziej - wspominat potem poeta - zajat mnie tzw. Liquor Si-
licum (szkto wodne), ktéry powstaje jako przejrzyste szkto, gdy stapia sie piasek
kwarcowy z odpowiednig iloscigtugu, a ktéry rozptywa sie na powietrzu, przecho-
dzac w klarowng ciecz. Ten, kto sam to cho¢ raz wytworzyt i ogladat wiasnymi
oczyma, ten nie bedzie potepia¢ kogos, kto wierzy w ziemie dziewiczg i moznosé
dziatania na niej i przez nig” [4], Wyjasni¢ tu trzeba, ze ,,ziemia dziewicza” (terra
virginea) oznaczata ,pierwszg materie” (imateria prima) alchemikéw. Tak wiec
Goethe musiat doktadnie wiedzieé, co tez preparowat doktor Faust.

Jak juz wspomnielisSmy, leki antymonowe byty w powszechnym uzyciu od
poczagtku XVII w. Uchodzaca za pierwsza, gazeta polska ,,Merkuriusz Polski”
donosita np. z Paryza pod datg ,,18 februari 1661”: ,,Krol i krélowa sprowadzili
sie do Vincennes do kardynata Mazariniego, ktory tam niebezpiecznie chory le-
zy. Dano mu po dwa razy wina antymonialnym proszkiem przyprawionego, po
ktérym poczat sie lepiej mie¢” [5].

W naszym kraju tez wtedy leczono takimi specjatami. Wezmy np. do reki
tom wydawanego w potowie XV III wieku w Warszawie, przez lekarza i wydaw-
ce Mitzlera de Kolofa, czasopisma naukowego ,,Acta Litteraria Regni Poloniae
et Magni Ducatus Lithuaniae”. Mitzler znany jest z gorliwego propagowania na
tamach swoich wydawnictw wiasnej produkcji ,,cudownego balsamu” na niemal
wszystkie choroby. W ,Acta Litteraria” donosit, ze udato mu sie wyleczy¢ z uka-
szenia przez weza lekiem sporzgdzonym z ,siarki antymonialnej ekstrahowanej
octem winnym zjej szkia” i tynktury ,,aurum volatile”. ,,Szkto siarki antymonial-
nej”, vitrum antimonii, byto mieszaning tlenkéw i siarczkéw antymonu. Te bra-
zowo0z0Hg, szklistg mase otrzymywano, szybko stapiajgc wilgotny siarczek anty-
monu. Aurum za$ potabile, inaczej aurumfulminans lub aurum sclopetans - to
ztoto piorunujgce, amoniakalny kompleks ztota [6].

W tym samym tomie ,,Acta Litteraria” znajduje sie artykut lekarza z Leszna,
Jeremiasza Neifelda (1721-1773), o leczeniu 15-letniej dziewczynki z ,,gorgczki
kataralnej”. Lekarz aplikowat jej mieszanine sproszkowanego pizma i ,,antymo-
nu diaforetycznego”, a wiec tego leku, ktdrego preparacje opisat Goethe [7]. Byt
to bowiem straszny dla chorych czas lekow mineralnych. Cytowany juz wyzej
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Mitzler de Kolof pisat wtedy: ,,C8z doprawdy lepiej moze postuzy¢ do korygo-
wania wiasciwych gruczotéw i limfy, jak merkunusz stodki?” [8] (,,stodki mer-
kuriusz” to kalomel, Hg2CI2). Uzywanie w lecznictwie preparatow antymono-
wych utrzymato sie w jakiej$ mierze do kofAca XI1X w. Zwiaszcza emetyku, wi-
nianu potasowo-antymonowego, leku o bardzo starej historii. O nim tak pisat
w 1840 r. krakowski lekarz i biolog, J6zef Majer:

Skutecznos¢ tego $rodka w zapaleniach, zwtaszcza bton surowiczych i $luzowych, daw-
no znana jest lekarzom [...] Jakimby sposobem $rodek ten skutkowat w zapaleniach, Sniadec-
ki nie odwaza sie thumaczy¢, przekonany jest tylko, iz wiadza ta nie zawista od zadraznienia
zotadka i sprawionego przez to odciagnienia; bo jakze wielkim musiatoby by¢ to zadraznie-
nie, azeby zdotato sttumic, jak to czasem bywa, nawet najgwattowniejsze zapalenie ptuc? [...]
Mniej upowszechnione, chociazjuz od Barkhausena i wielu lekarzy angielskich usilnie zale-
cone, jest uzycie emetyku w obtedzie pijakéw [9].

Jak wiec stwierdziliSmy, Goethe dobrze musiat wiedzie¢, o czym pisat, opo-
wiadajac o pracach Fausta-seniora. Wspotczesni mu czytelnicy dzieta nie mieli
tez zapewne trudnos$ci w zrozumieniu tekstu poematu. OSwiecony czytelnik
XVII w. byt w jakiej$ mierze obyty z jezykiem pism alchemicznych. Takie sa-
mo stwierdzenie mozna odnies¢ i do tekstow polskich. W ciekawej rozprawce pt.
0 chemii w Polsce, opublikowanej w 1826 r., F.X. Kurowski przytacza np. naste-
pujacy passus z wiersza ksiedza Krasickiego:

Franciszek, przed tern pieniacz, teraz alchemista,
Dmucha co raz na wegle, przy piecyku siedzi:
Zageszcza i rozwilza, przerzedza i cedzi:

Petne proszkéw chemicznych szafy i stoliki,
Wszedzie torty, retorty, banie, alembiki.

Juz postrzegt w ogniu gwiazde - a kto gwiazde zoczy,
Albo gtowe Meduzy, albo ogon smoczy,

Juz ten wygrat. Winszuje, ale nie zazdroszcze.

(I. Krasicki, Zto$¢ ukryta ijawna)

Kurowski nie zaopatrzyt tego tekstu w zadne objasnienia [10], Tekst byt wte-
dy zrozumiaty. Dzi$ nie ujedziemy tu bez komentarza. ,,Zobaczy¢ gwiazde” - to
przeciez co$ wprost z laboratorium alchemicznego. W postaci srebrzystej gwia-
zdy krystalizowat metaliczny antymon. Siarczek antymonu ogrzewano z potazem
1 opitkami Zelaza, a nastepnie kilkakrotnie przetapiano zredukowany, metaliczny
produkt z potazem. Czysty metal krystalizowat po ozigbieniu w postaci gwiazdy.
Sniadecki w swoim podreczniku chemii radzit, by do reakcji braé mieszanine
8 czesci siarczku antymonu, 6 —kamienia winnego i 3 —saletry albo tez prazy¢
siarczek z ,,potowg co do wagi opitkdw zelaznych, a potem dodac¢ czwarte czesé
saletry”. ,,Po ostudzeniu - pisatl - znajdziemy metal na spéd zebrany, wskazujg-
cy na powierzchni sie¢ lub plecionke do gwiazdy podobng” [11], Te ,,gwiazde
antymonowe” nazywali alchemicy regulus antimonii stellatus.

Z kolei figurujacy w wierszu Krasickiego ,,ogon smoczy” to jedna z bardzo
wielu nazw rteci. To cauda draconis alchemikéw. Gorzej natomiast wyglada
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sprawa ,,gtowy Meduzy”. W leksykonie termindw alchemicznych nie znalaztem
czegos$ takiego w dostownym brzmieniu. Wprawdzie nazwa ,,glowa” wystepuje
dos¢ czesto w réznych kontekstach, zwtaszcza jako caput mortuum, a wiec ,,tru-
pia gtowa” czy tez ,,gtowa $miertelnych”, ale przeciez niejako ,,glowa Meduzy”.
Wydaje sie, ze Krasicki potraktowat te glowe Meduzy jako rodzaj poetyckiej opo-
zycji do ,,ogona smoka”. Termin za$ caput mortuum magt odegrac jaka$ role
w tworzeniu tej opozycji, bo przeciez Meduza swoim spojrzeniem zadawata
$mierc. Jesli za$ chodzi o termin caput mortuum, to oznaczat on pozostato$¢ w re-
torcie, jakg uzyskiwano wydestylowujac kwas siarkowy z ,,zielonego witriolu”
(siarczan zelaza). Byty nig oczywiscie tlenki zelaza. Do wyszydzenia praktyk
adeptdw alchemii uzyt wiec poeta jezyka alchemikéw. Dzi$ jego wersy zdajg sie
czystg poetycka fantazjg, ale tylko dlatego, ze znajomo$é uzytego w wierszu je-
zyka zagineta i zrozumiate dla wspétczesnych tresci musimy odcyfrowywac, ni-
czym tajemnicze rebusy.
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