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ABSTRACT

The main scientific publications on chemistry and techno
logy of light-sensitive materials, published by the Chemistry and 
Technology of Photographic Processes Group are listed. The 
main scientific and research activities performed in this unique 
group in Poland are presented. The technological achievements 
which have been applied in the Polish photochemical industry 
are also described. Additionally, the teaching achievements at the 
academic level of the Chemistry and Technology of Photogra
phic Processes Group are described.
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POWSTANIE I PRZEMIANY KATEDRY FOTOTECHNIKI

Katedra Fototechniki została powołana na wniosek Senatu połączonych 
wówczas uczelni Uniwersytetu i Politechniki Wrocławskiej na Wydziale Mate
matyczno-Przyrodniczym. Działalność swoją rozpoczęła 31 października 1946 r. 
w wyniku opublikowania rozporządzenia nr 319 ministra oświaty, zawartego 
w Dzienniku Urzędowym Ministerstwa Oświaty nr 11 [1], Inicjatorem utwo
rzenia tej placówki naukowo-dydaktycznej oraz jej głównym organizatorem 
i wieloletnim kierownikiem był Profesor Witold Romer (1900 1967), który 
w latach 1931 1939 kierował Katedrą Fotografii Wydziału Architektonicznego 
przedwojennej Politechniki Lwowskiej [2 5], W powojennym czasie odbudo
wy wszystkich dziedzin życia następowała również odbudowa szkolnictwa fo
tograficznego na wszystkich poziomach kształcenia oraz w różnych aspektach 
szeroko rozumianej fotografii. Pisał o tym prof. W. Romer na łamach ówczes
nej prasy fotograficznej [6], powołując się również na opinie prof. J. Bułhaka 
(1876-1950) w sprawie fotografii artystycznej i krajoznawczej [7] oraz prof. 
A. Gałeckiego (1882-1962) w sprawie fotografii użytkowej i technicznej [8]. 
Prof. W. Romer kierował wrocławską Katedrą Fototechniki do 19 kwietnia 
1967 r., kiedy to nagła śmierć przerwała jego twórczą działalność naukową 
i dydaktyczną. W tym roku kierownictwo Katedry objął ówczesny doc. dr hab. 
inż. Władysław Markocki (1910 1993) — wychowanek prof. W. Romera i jego 
bliski współpracownik jeszcze z czasów Politechniki Lwowskiej. W 1979 r. 
kierownictwo Zakładu Fototechniki przejął prof. dr inż. Adam Zaleski — jeden 
z pierwszych absolwentów wrocławskiej Katedry Fototechniki, również wy
chowanek i bliski współpracownik prof. W. Romera.

1 kwietnia 1947 r. Katedra Fototechniki przechodzi z Wydziału Matema
tyczno-Przyrodniczego do Wydziału Matematyki, Fizyki i Chemii z Oddzia
łem Chemii Technicznej Uniwersytetu i Politechniki Wrocławskiej, gdzie pozo
staje do 1 września 1951 r. [9], aby następnie po rozdzieleniu Politechniki 
i Uniwersytetu wejść w skład Wydziału Chemicznego Politechniki Wrocławskiej. 
31 sierpnia 1968 r. następuje restrukturyzacja placówek naukowych Politech
niki Wrocławskiej [10], Samodzielne katedry naukowe zostały zlikwidowane, 
a w ich miejsce utworzono instytuty naukowe. Katedra Fototechniki weszła 
wówczas do Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej Wydziału Chemicznego 
Politechniki Wrocławskiej i zmieniła nazwę na Zakład Fototechniki. W 1993 r. 
Zakład Fototechniki przeszedł do nowo powstałego Instytutu Chemii Fizycz
nej i Teoretycznej Politechniki Wrocławskiej, gdzie pozostaje do dzisiaj [11].

CHARAKTERYSTYKA DZIAŁALNOŚCI NAUKOWEJ

Na przestrzeni ponad 50-letniej historii Katedry i Zakładu Fototechniki 
powstało ponad 400 opublikowanych prac naukowych, kilkadziesiąt opraco
wań przemysłowych oraz kilka kompletnych technologii zakończonych sukce
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sem wdrożeniowym. Szczególnie cenne opracowania technologiczne dotyczyły 
nowoczesnych metod syntezy emulsji fotograficznych, produkcji unikatowych 
typów materiałów poligraficznych — wprostpozytywowych1 i infekcyjnych2, 
materiałów defektoskopowych i radiologicznych oraz emulsji do rejestracji 
torów cząstek jonizujących — tzw. emulsji jądrowych. Pracownicy Zakładu 
Fototechniki czynnie uczestniczą w wielu krajowych i kilkudziesięciu zagrani
cznych kongresach i konferencjach naukowych, publikując tam oryginalne pra
ce naukowe o fundamentalnym znaczeniu dla technologii materiałów światło
czułych.

We wrześniu 1968 r. w Zakopanem została zorganizowana przez pracow
ników Katedry, z udziałem przedstawicieli polskiego przemysłu fotochemicz
nego, międzynarodowa Konferencja Teorii i Technologii Procesu Fotograficz
nego [12]. Inicjatorem spotkania w Polsce większości uznanych w tej dziedzi
nie autorytetów z całego świata był prof. W. Romer, który niestety nie doczekał 
uczestnictwa w tej jedynej w Polsce, jak dotychczas, międzynarodowej kon
ferencji naukowej z dziedziny chemii i technologii procesu fotograficznego. 
Przez wiele lat Zakład Fototechniki współuczestniczy w organizacji krajo
wych zjazdów naukowych, sympozjów i konferencji, których celem jest wymia
na doświadczeń, szkolenie oraz popularyzacja wiedzy o fotografii w bardzo 
szerokim pojęciu. Za najbardziej owocne przedsięwzięcia należy uznać sympo
zja naukowe organizowane wspólnie z Warszawskimi i Bydgoskimi Zakładami 
Fotochemicznymi [13-18] oraz naukowe sympozja organizowane wspólnie 
z Sekcją Fotografii Naukowej Związku Polskich Artystów Fotografików z od
działem we Wrocławiu [19-24]. Wynikiem tych spotkań były wydawane dru
kiem materiały konferencyjne, które służą jako źródło oryginalnych opraco
wań rzadko poruszanych zagadnień praktyki fotograficznej, technologii i pod
stawowych zagadnień teoretycznych związanych z procesem fotograficznym. 
Są one ponadto dowodem szczególnego rodzaju entuzjazmu i chęci wspólnej 
pracy wielu ludzi, którym przyświecał cel podnoszenia kwalifikacji, populary
zacji wiedzy oraz wymiany doświadczeń na polu podstaw teoretycznych proce
sów fotograficznych i fotografii artystycznej i technicznej.

Działalność naukowa, badawcza i dydaktyczna Zakładu Fototechniki 
skupiała się głównie wokół technicznej strony procesu fotograficznego, a zwłasz
cza opartego na światłoczułości kryształów halogenków srebra. Pomimo łat

1 Materiały wprostpozytywowe, w przeciwieństwie do powszechnie używanego dwustop
niowego procesu negatyw-pozytyw, pozwalają na uzyskiwanie nie odwróconych (prostych) war
tości tonalnych obrazu fotograficznego w jednostopniowej obróbce chemicznej. Szczególne za
stosowanie mają w poligrafii, gdyż umożliwiają dwukrotne zmniejszenie zużycia materiałów foto
graficznych.

2 Materiały infekcyjne pozwalają na uzyskiwanie skrajnie wysokich kontrastowości obrazów 
fotograficznych przez wykorzystanie zjawiska „zarażania” słabo naświetlonych kryształów halogen
ków srebra, usytuowanych w sąsiedztwie silniej naświetlonych kryształów, wywoływanych w wywo
ływaczu fotograficznym o specjalnym składzie.
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wości uzyskiwania obrazów fotograficznych, zarówno z punktu widzenia teore
tycznego, jak i technologii produkcji różnorodnych warstw światłoczułych, 
proces fotograficzny jest bardzo skomplikowany. Uzyskiwanie więc postępu 
technicznego oraz utrzymanie technologii produkcji na odpowiednio wysokim 
poziomie wymaga obszernych prac badawczych prowadzonych nie tylko w za
kładach produkcyjnych, ale również w zakładach naukowych. Jednak tematy
ka prac prowadzonych w Zakładzie Fototechniki Politechniki Wrocławskiej 
obejmowała i dotychczas obejmuje zagadnienia, których charakter wynika nie 
tylko z potrzeb rodzimego przemysłu fotochemicznego, ale również z nauko
wych zainteresowań pracowników, które przeniesione zostały m.in. z przed
wojennej Katedry Fotografii Wydziału Architektonicznego oraz Instytutu Fo
tograficznego Politechniki Lwowskiej. Obecnie profil działalności naukowej 
Zakładu Fototechniki uległ znacznemu rozszerzeniu, zwłaszcza w zakresie te
chnologii uzyskiwania emulsji fotograficznych o określonych właściwościach 
użytkowych, metod ich sporządzania oraz metod sensytometrycznego 3 i struk- 
turometrycznego4 badania właściwości obrazów fotograficznych. Obszar dzia
łalności naukowej i badawczej Zakładu Fototechniki, jaki zarysował się w cią
gu ostatnich 50 lat, obejmuje następujące zagadnienia:

— ziarnistości i rozdzielczości materiałów fotograficznych,
— technologii sporządzania halogenosrebrowych emulsji przeznaczonych 

do rejestracji torów cząstek jonizujących i promieniowania wysokoenerge
tycznego,

— technologii sporządzania skal i podziałek o wysokiej dokładności dla 
przemysłu optycznego,

— technologii sporządzania oraz badania właściwości modelowych emul
sji halogenosrebrowych zawierających kryształy o określonych formach prze
strzennych,

— rozpraszania światła w warstwach fotograficznych,
— technologii sporządzania materiałów graficznych, infekcyjnych 

i wprostpozytywowych,
— technologii sporządzania materiałów fotograficznych do holografii,
— mechanizmów kontrolowanego zarodkowania i wzrostu kryształów 

halogenków srebra,
— wpływu wybranych związków organicznych na wzrost i formy prze

strzenne kryształów halogenków srebra,

3 Sensytometria fotograficzna obejmuje metody badania i oceny właściwości użytkowych 
materiałów światłoczułych, a zwłaszcza: czułości naświetleniowej, kontrastowości, optycznej gęsto
ści minimalnej i maksymalnej, użytecznej rozpiętości naświetleń itp.

4 Strukturometria fotograficzna obejmuje metody badania i oceny nieciągłej natury obrazów 
fotograficznych. Najważniejsze z nich to: ziarnistość optyczna, zdolność rozdzielcza, ostrość kon
turowa, funkcja przenoszenia modulacji i funkcja rozpraszania światła, funkcja autokorelacji i wid
mo spektralnej gęstości mocy, wydajność kwantowa oraz stosunek sygnału do szumu w zapisie 
obrazu fotograficznego.
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— dotowania kryształów halogenków srebra jonami metali,
— metod fotografii na nośnikach niesrebrowych,
— sensybilizacji chemicznej i spektralnej emulsji fotograficznych,
— efektywności sensybilizacji spektralnej i supersensybilizacji5,
— fotograficznych metod badania żelatyn,
— automatyzacji dwustrumieniowej metody syntezy emulsji fotograficz

nych,
— sensytometrycznych i strukturometrycznych właściwości materiałów 

fotograficznych,
— metod strukturometrycznego badania obrazów fotograficznych,
— konstrukcji i budowy aparatury przeznaczonej do badań nad proce

sem fotograficznym,
— hybrydowych6 technik zapisu informacji obrazowej.

OKRES POLITECHNIKI LWOWSKIEJ 
I II WOJNY ŚWIATOWEJ

Ze względu na tematykę prac badawczych oraz powiązania osobowe 
przedwojennej Katedry Fotografii Wydziału Architektonicznego oraz Instytu
tu Fotograficznego i obecnego Zakładu Fototechniki wydaje się uzasadnione 
krótkie omówienie ważniejszych prac wykonanych w tych placówkach jeszcze 
przed II wojną światową. Pierwsza publikacja W. Romera [25], która zdobyła 
światowy rozgłos, dotyczyła tonorozdzielczej techniki, nazwanej przez autora 
izohelią. Za jej pomocą uzyskiwać można ciekawe efekty graficzne o wyjąt
kowej ekspresji i plastyce obrazu, nieosiągalne w tym czasie innymi metodami. 
W roku 1932 W. Romer uzyskuje angielski patent na nową technikę druku 
map, tzw. kartochromię [26], a w 1934 r. doktoryzuje się uzyskując, jako pierw
szy w Polsce, tytuł doktora w dziedzinie fizykochemii procesu fotograficznego
[27]. N a uwagę zasługują również dwie prace z zakresu sensytometrii foto
graficznej. Pierwsza dotyczyła wyboru kryteriów pomiaru światłoczułości
[28], druga — sensytometrii papierów fotograficznych [29]. W. Romer pub
likuje również wiele artykułów popularnonaukowych z zakresu fotografii ar
tystycznej, użytkowej i amatorskiej [30-33],

W latach 1936-1939 zostały wykonane przez W. Markockiego, w labora
torium Fabryki Materiałów Światłoczułych Alfa w Bydgoszczy, syntezy ponad 
100 barwników uczulających halogenki srebra w zakresie promieniowania

5 Supersensybilizacja jest zjawiskiem superaddytywnego działania na kryształy halogenków 
srebra dwóch barwników uczulających lub jednego barwnika i innej substancji chemiczną, których 
wspólne oddziaływanie jest bardziej efektywne niż działanie każdego z osobna.

6 Hybrydowe techniki zapisu informacji obrazowej polegają na łączeniu tradycyjnych, che
micznych metod fotograficznych z komputerową techniką zapisu, przetwarzania i przechowywania 
informacji obrazowej.
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widzialnego i podczerwieni [34]. W latach wojny W. Romer wykonał, pracując 
w angielskich laboratoriach firmy Kodak w Harrow, a następnie w lotniczych 
laboratoriach badawczych RAF-u, wiele istotnych prac, które ze względu na 
militarny charakter były publikowane tylko w formie specjalnych, wewnętrz
nych raportów [35-50] i były zastosowane w rozpoznaniu fotograficznym pod
czas lądowania aliantów we Francji w czerwcu 1944 r.

POW OJENNA DZIAŁALNOŚĆ WROCŁAWSKIEJ KATEDRY
I PÓŹNIEJSZEGO ZAKŁADU FOTOTECHNIKI

Powojenna działalność badawcza i dydaktyczna Zakładu Fototechniki 
wynikała głównie z potrzeb, zniszczonego przez wojnę, polskiego przemysłu 
fotochemicznego. Kontynuowano również prace naukowe z zakresu badań 
struktury obrazów fotograficznych. W ich wyniku opublikowano kilkadziesiąt 
prac naukowych obejmujących gruntowną analizę zjawiska ziarnistości oraz 
metod jej pomiaru wraz z konstrukcją i budową unikatowego instrumentu 
pomiarowego [51-53] nazwanego granulometrem porównawczym. Przyrząd ten, 
a także sposób pomiaru ziarnistości subiektywnej metodą optycznego zrów
nywania deseni ziarnistych cytuje się do tej pory, ponieważ pozwalał uzyskiwać 
w tamtym czasie względnie wysokie dokładności pomiaru [54, 55]. W Kated
rze Fototechniki wyprodukowano kilka sztuk tego przyrządu na potrzeby kra
jowego przemysłu fotochemicznego oraz na eksport. Część zagadnień dotyczą
cych ziarnistości i rozdzielczości obrazów fotograficznych podsumowano 
w monografii Ziarnistość i rozdzielczość obrazów fotograficznych [56], będącej 
kompendium wykładów W. Romera na Uniwersytecie Karola w Pradze. 
Wspólne prace W. Romera i A. Zaleskiego pozwoliły na sformułowanie nowe
go pojęcia współczynnika jakości materiałów fotograficznych [57], wiążącego 
w sobie dwie najważniejsze właściwości materiałów fotograficznych: światło- 
czułość i ziarnistość optyczną. Również prace W. Romera i T. Morawskiego 
wykazały, że dotychczasowe poglądy na absorpcję światła przez ziarna srebra 
zawarte w warstwie fotograficznej muszą być zmienione [58, 59]. Na uwagę 
zasługują również prace W. Romera i A. Zaleskiego poświęcone zagadnieniom 
rozdzielczości materiałów fotograficznych, pomiarowi zdolności rozdzielczej, 
opracowaniu testów pomiarowych oraz warunków optycznych pomiaru. Prace 
te znalazły zastosowanie przemysłowe oraz doprowadziły do opracowania uni
wersalnego testu pomiarowego znanego obecnie jako test rozdzielczości Rome- 
ra-Zaleskiego [60-64],

Równolegle w Zakładzie Fototechniki prowadzone są przez W. Markoc- 
kiego prace z zakresu syntezy tzw. emulsji jądrowych przeznaczonych do rejes
tracji torów cząstek jonizujących oraz promieniowania wysokoenergetycznego 
[65-69]. Opracowane technologie były wykorzystywane przez wiele lat w bio
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logicznych badaniach izotopowych, autoradiografii minerałów oraz produkcji 
błon dentystycznych i defektoskopowych.

Niezwykle cenne wyniki uzyskano w zakresie badań nad zarodkowaniem 
i wzrostem kryształów halogenków srebra, zwłaszcza w zakresie syntezy emul
sji modelowych metodą kontrolowanego wzrostu ostwaldowskiego7 [70, 71]. 
Po wieloletnich badaniach sprecyzowano warunki uzyskiwania modelowych 
emulsji o określonych formach przestrzennych kryształów halogenków srebra 
[72]. Prace [70-73] mają obecnie fundamentalne znaczenie w technologii syn
tezy emulsji fotograficznych i są cytowane w najpoważniejszych opracowa
niach naukowych [74]. Na podstawie uzyskanych wyników wykonano wiele 
prac eksperymentalnych z zakresu sensybilizacji spektralnej, desensybilizacji 
oraz wpływu zawartości jodków w emulsjach fotograficznych [73], Zbadano 
również wpływ rodzaju żelatyny, stężenia nadmiarowych jonów halogenowych 
i amoniaku na morfologię i kinetykę wzrostu kryształów halogenków srebra 
[75-78]. Zagadnienia syntezy emulsji fotograficznych stanowią, jak dotych
czas, główną problematykę działalności naukowej Zakładu Fototechniki.

Interesujące wyniki przyniosły prace nad rozpraszaniem światła w warst
wach fotograficznych [79-82], Zbadano wpływ rozpraszania światła na grani
czną wartość kontrastowości warstw fotograficznych oraz kształt krzywej cha
rakterystycznej [83]. Ciekawe rezultaty przyniosły również badania nad zagad
nieniem odstępstw od fotochemicznego prawa Bunsena i Roscoe’ą, zwanego 
również prawem odwrotnej proporcjonalności. W odniesieniu do badań pod
stawowych zjawisk zachodzących wskutek oddziaływania promieniowania ele
ktromagnetycznego w kryształach halogenków srebra, w wyniku czego po
wstaje tzw. fotograficzny obraz utajony, badania te stanowią źródło ważnych 
informacji [84-86].

W Zakładzie Fototechniki wykonywane są również prace naukowe i ba
dawcze z zakresu poligrafii [np. 87-100], inżynierii chemicznej [101] i zagad
nień estetycznych [np. 102], Niektóre z prac uzyskują ochronę patentową [np. 
71, 103, 120]. Publikuje się wiele prac popularnonaukowych w krajowych i za
granicznych czasopismach fotograficznych [np. 120-131] oraz wydawanych 
przy okazji Międzynarodowych Targów Fotograficznych „POLFOTO” [132, 
133] i innych spotkań popularyzujących wiedzę o fotografii.

Przez pewien czas w Zakładzie Fototechniki prowadzone były badania 
nad fotopolimerami i zastosowaniem ich do produkcji skal mikroskopowych, 
siatek dyfrakcyjnych oraz noniuszów optycznych stosowanych w maszynach 
cyfrowych [140-142]. Opracowano również technologię produkcji materiałów 
dwuazoniowych uruchomioną w Bydgoskich Zakładach Fotochemicznych 
„FOTON” [15, 142-144].

7 Wzrost kryształów halogenków srebra polegający na wykorzystaniu różnicy rozpuszczal
ności małych i dużych kryształów, prowadzony przy zachowaniu odpowiedniego stężenia reagują
cych jonów, pozwala na uzyskiwanie monodyspersyjnej populacji kryształów halogenków srebra
o założonej wielkości.
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Owocem działalności naukowej Zakładu Fototechniki są cztery monogra
fie: Teoria procesu fotograficznego W. Romera [134], Ziarnistość i rozdzielczość 
obrazów fotograficznych W. Romera [56], Chemia organiczna procesu fotografi
cznego W. Markockiego [135] oraz Systemy kontroli i regulacji wysokotem
peraturowych procesów obróbki chemicznej barwnych materiałów fotograficznych 
P. Nowaka [132], a także opracowanie przez S. Jabłonkę i A. Zaleskiego 
dwóch rozdziałów w pracy zbiorowej Informacja obrazowa [136]. Pracownicy 
Zakładu Fototechniki są ponadto współautorami podręczników, książek, haseł 
do encyklopedii techniki, skryptów oraz wielu innych opracowań naukowych 
i popularnonaukowych [np. 137-138].

W Zakładzie Fototechniki wykonano wiele prac o charakterze techno
logicznym wynikających z konkretnych potrzeb krajowego przemysłu fotoche
micznego. Opracowano nowoczesną technologię dwustrumieniowej metody 
syntezy emulsji fotograficznych przeznaczonych do czarno-białych papierów 
fotograficznych [156, 157], technologie produkcji błon graficznych konwen
cjonalnych, infekcyjnych, wprostpozytywowych oraz technologię produkcji 
materiałów do holografii. Materiały wprostpozytywowe, niezwykle poszukiwa
ne w latach 80., stanowiły prawdziwy przełom w technologii poligraficznej. 
Cenne opracowanie Zakładu Fototechniki oraz udana realizacja technologii 
emulsji wprostpozytywowych na skalę przemysłową w Bydgoskich Zakładach 
Fotochemicznych „FOTON” pozwoliła na osiągnięcie rangi światowej w tej 
branży materiałów fotograficznych [139],

Za swoją działalność w dziedzinie opracowań technologicznych Zakład 
zdobył liczne nagrody, wśród których najcenniejsze to nagroda IV stopnia 
uzyskana w 1981 r. w konkursie Naczelnej Organizacji Technicznej „Szukamy 
nowych technologii na eksport” oraz nagroda zespołowa II stopnia uzyskana 
w 1986 r. w konkursie „Mistrz techniki” organizowanym przez Radę Stołeczną 
Naczelnej Organizacji Technicznej.

Do znaczących opracowań technologicznych wdrożonych w krajowym 
przemyśle fotochemicznym należy zaliczyć:

— dwustrumieniową metodę syntezy emulsji przeznaczonych do produk
cji papierów fotograficznych, w której zastosowano prostą metodę regulacji 
kontrastowośti przez odpowiednie dozowanie soli rodu,

— dwustrumieniową metodę syntezy emulsji przeznaczonych do produk
cji konwencjonalnych oraz infekcyjnych błon graficznych,

— technologię produkqi wysokoczułych błon dentystycznych i defekto
skopowych,

— dwustrumieniową metodę syntezy emulsji wprostpozytywowych do 
produkcji unikatowych błon graficznych stosowanych w poligrafii,

— technologię syntezy emulsji stosowanych w produkcji rentgenograficz- 
nych błon przeznaczonych do diagnostyki medycznej.

Pracownicy Zakładu Fototechniki intensywnie uczestniczą w krajowych 
i międzynarodowych konferencjach i kongresach naukowych [np. 145-153].
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Wielokrotnie studenci tej specjalizacji zajmowali premiowane miejsca w mię
dzynarodowym konkursie „Fotografia Academica” w Pardubicach na najlep
szą pracę dyplomową z zakresu fotografii naukowej [np. 154, 155],

Oprócz działalności naukowej i współpracy z polskim przemysłem foto
chemicznym Zakład Fototechniki prowadzi nieprzerwanie od momentu jego 
powołania do chwili obecnej działalność dydaktyczną, specjalizując studentów 
w zakresie chemii i technologii procesów fotograficznych. Jest jedną z najstar
szych specjalizacji w Politechnice Wrocławskiej i posiada bogate tradycje dy
daktyczne i wychowawcze przekazywane z pokolenia na pokolenie przez kolej
nych profesorów. W Zakładzie istnieje skrupulatnie prowadzona biblioteka, 
w której zgromadzono unikatowe książki i opracowania, ponadto istnieje rów
nież archiwum zawierające oryginały wszystkich prac naukowych, patentów, 
opracowań technologicznych i wdrożeniowych oraz prace dyplomowe — in
żynierskie i magisterskie, doktorskie i habilitacyjne. Dyplomy ukończenia spec
jalizacji w Zakładzie Fototechniki do chwili obecnej uzyskało około 260 osób, 
7 z nich obroniło prace doktorskie w tej samej dziedzinie, dwie uzyskały 
stopień doktora habilitowanego oraz trzy osoby uzyskały tytuł profesora 
zwyczajnego. Wiele z nich uzyskało stopnie i tytuły naukowe w innych dziedzi
nach nauki.

Obecnie Zakład Fototechniki kontynuuje swą działalność naukową i ba
dawczą w zakresie technologii syntezy emulsji fotograficznych, kształtowania 
ich właściwości sensytometrycznych oraz badań właściwości strukturometry- 
cznych warstw fotograficznych. Ponadto, pod wpływem silnego rozwoju współ
czesnych, elektronicznych metod zapisu informacji obrazowej, profil działal
ności Zakładu Fototechniki ulega zmianom zmierzającym do unowocześnie
nia warsztatu dydaktyczno-naukowego i dostosowania go do wymogów przy
szłości.
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ABSTRACT

The consumption of manufactured chemical (product) has a manifold ef
fect on resources and the environment. The chemical industry undertakes many 
activities to meet the requirements of environmental protection. Two environ
mental management techniques, i.e., Life Cycle Assessment (LCA) [10] and 
Risk Assessment [13-15] are described and discussed in this paper. LCA stu
dies the environmental aspects and potential impacts throughout the product’s 
life from raw material acquisition through production, use, and disposal. Risk 
assessment is a formalized analysis of the adverse impact of some specific 
material, chemical, or procedure on humans and/or the environment. Examples 
of life cycle inventory (LCI which is part of LCA) for detergent alcohols produ
ction [12] and risk assessment for detergent surfactants use [21] are given.

Finally, some new types of chemodegradable surfactants are described This 
term has been used since 1988 [22, 23] to describe “hydrolyzable” [24, 25], 
“cleavable” [26, 27], and “destructible” [27] surfactants that contain in their 
molecules at least one functional group susceptible to chemical reactions in 
aqueous environment (Scheme 1). In such reactions, surface-active substances 
lose their chemical identity and, in many cases, surface properties as well. In 
this respect, chemodegradability is similar to primary biodegradability because 
a surface active substance is degraded in these processes to an extent that is 
environmentally acceptable [28]. This paper reports the synthesis of chemode
gradable surfactants bearing in their molecules an ester or an acetal function, 
the latter being represented by cyclic 1,3-dioxolane or 1,3-dioxane structure 
(Scheme 3).
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WPROWADZENIE

Świadomość, że konsumpcja dóbr powoduje z jednej strony wyczerpywa
nie się nieodtwarzalnych zasobów surowcowych, a z drugiej — zanieczysz
czanie środowiska naturalnego różnego rodzaju ksenobiotykami, jest dziś bar
dzo mocno ugruntowana. Toteż najważniejsze organizacje międzynarodowe: 
ONZ, OECD, UE i inne, podjęły działania owocujące powołaniem wyspec
jalizowanych agend oraz przyjęciem wielu międzynarodowych programów, słu
żących ochronie środowiska naturalnego. Czytelnik polski ma możliwość za
poznania się z tymi działaniami w najnowszych publikacjach krajowych [1-3]. 
Do zawartych tam informacji pragnę dorzucić jeszcze jedną: w 1995 r. powoła
no Międzynarodową Organizację Zarządzania Chemikaliami (ang. Internatio
nal Organization for Management of Chemicals: IOMC) [4], która opracowa
ła „Program Rozsądnego Zarządzania Chemikaliami” ; jego celem jest dostar
czanie międzynarodowym agendom mechanizmów koordynujących działal
ność obejmującą ocenę zagrożenia związkami chemicznymi.

W wielu wypadkach działania tych instytucji oraz wygenerowanych przez 
nie programów są mało skuteczne; stanowią one często, niestety, spektakularne 
gesty i są obliczone na uspokojenie opinii społeczeństw, doświadczających sku
tków rabunkowej gospodarki zasobami oraz dewastacji środowiska natural
nego. Obok tego nurtu działalności trzeba jednak dostrzec wysiłki szerokich 
gremiów naukowców, którzy wespół z czynnikami zarządzającymi przemysłem 
oraz z jego kadrą inżynierską opracowują podstawy procedur, wskazujących 
sposoby osiągania bezpieczeństwa ekologicznego produkcji. Procedury te 
uwzględniają aktualny stan wiedzy z zakresu nauk ścisłych i szeroko pojętej 
technologii oraz nauk o zarządzaniu i posługują się modelami, wymagającymi 
stosowania skwantyfikowanych parametrów, opisujących rzeczywisty stan śro
dowiska naturalnego. Są one w wielu wypadkach podstawą norm, opracowa
nych i wdrażanych przez Międzynarodową Organizację Normalizacji (ISO). 
Jedna z ostatnio opublikowanych norm jest poświęcona systemom zarządzania 
środowiskiem [5]. Norma ta wymienia narzędzia oceny środowiska:

— analizę cyklu życia produktu,
— ocenę ryzyka dla środowiska,
— ocenę produktywności środowiska,
— ocenę różnorodnych oddziaływań na środowisko,
— sprawdzanie zgodności dokumentacji stanu środowiska z obowiązują

cymi regulacjami prawnymi (tzw. audyt środowiska).
W niniejszej prezentacji pragnę się ograniczyć do omówienia pierwszych 

dwóch procedur, gdyż pozwalają one ocenić działalność przemysłu chemicz
nego z punktu widzenia zarówno jakości ekologicznej produktów, jak i proce
sów technologicznych, stosowanych do ich wytwarzania. Konkretne przykłady, 
obrazujące znaczenie tych procedur, zaczerpnąłem z sektora surfaktantów 
(związków powierzchniowo czynnych) z następujących powodów:
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(i) surfaktanty są powszechnie stosowane — jako składniki detergentów, 
różnorodnych środków czystości oraz wielu kosmetyków — w gospodarst
wach domowych, skąd ze ściekami komunalnymi trafiają — poprzez biologicz
ne oczyszczalnie ścieków — do naturalnych zbiorników wód;

(ii) jest to sektor, który może się poszczycić konkretnymi osiągnięciami 
w dziedzinie wdrażania produktów oraz procesów technologicznych o coraz 
mniejszej szkodliwości dla środowiska naturalnego. Dla przedstawicieli tej gru
py związków, tzw. surfaktantów detergentowych, dokonano inwentaryzacji cy
klu życia — najpierw w USA [6], a następnie w Europie Zachodniej [7] -  
oraz oceny ryzyka, jakie te związki stanowią dla naturalnych wód [8],

1. ANALIZA CYKLU ŻYCIA PRODUKTU

Wytwarzanie i konsumpcja określonego produktu wywiera bezpośredni 
wpływ na środowisko naturalne poprzez:

— zużycie surowców niezbędnych do jego wytwarzania (surowce energo- 
chemiczne, odnawialne [biomasa], nieorganiczne),

— wydobycie, przeróbkę i utylizację surowców do wytwarzania energii, 
potrzebnej do realizacji procesów produkcyjnych oraz zużywanej w środkach 
transportu,

— emisję gazów, pyłów, ścieków i odpadów stałych,
— bezpośrednie oddziaływanie — w trakcie i po wykorzystaniu — na 

poszczególne ekosystemy, złożone z określonej biocenozy i jej biotopu.
Ponadto każdy proces technologiczny czy jednostka świadcząca określone 

usługi wywiera na środowisko wpływ, objawiający się występowaniem efektu 
cieplarnianego, kwaśnych deszczów, dewastacją gleby polegającą na utracie jej 
biologicznej aktywności itp.; wszystko to oddziałuje szkodliwie na człowieka, 
zwierzęta, rośliny i ich otoczenie.

Poczynając od końca lat 60. zaczęto rozwijać procedury, starające się 
uchwycić ilościowo wpływ wymienionych czynników na środowisko naturalne. 
Zapoczątkowały je Midwest Research Institute (Kansas City, USA) oraz Fran
klin Associates Ltd., które dokonały w 1969 r. pierwszej analizy cyklu życia 
opakowań, stosowanych przez Coca-Cola Comp. [9]. Metodyka ta, nosząca 
stosowaną dotąd w USA nazwę Resource and Environmental Profile Analysis 
(akronim — REPA), była następnie rozwijana zarówno w USA, jak i — nieco 
później — w Europie Zachodniej, gdzie jest znana jako analiza (ocena) cyklu 
życia produktu (ang. Life Cycle Assessment — LCA). ISO wydała ostatnio 
normę, definiującą strukturę LCA, tj. poszczególne jej fazy i ich wzajemne 
powiązania [10]. Jak widać z rys. 1, LCA obejmuje 3 fazy. Zaczyna się ona od 
zdefiniowania celu i zakresu badanego procesu (lub usługi) oraz funkcji, jakie 
założony cel ma spełnić. Kolejny etap obejmuje inwentaryzację cyklu życia 
produktu (ang. Life Cycle Inventory — LCI), polegającą na ilościowym ze-
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Rys. 1. Struktura i fazy analizy cyklu życia produktu [10]

stawieniu materiałów i energii, zużywanych i wytwarzanych w danym procesie 
produkcyjnym poprzez wszystkie jego fazy, poczynając od wydobycia surow
ców, ich transportu, zamiany na energię, materiały, produkty pośrednie, pro
dukt finalny, aż do jego zużycią zawrotu do powtórnego wykorzystania (re- 
cykl) lub innego sposobu zagospodarowania (usuwania), łącznie z zagospoda
rowaniem i/lub unieszkodliwieniem emisji do atmosfery i zbiorników wód oraz 
odpadów stałych; obiektem inwentaryzacji cyklu życia może być także „pro
dukt” jednostek usługowych. Obydwie te fazy są dostatecznie jasno sprecyzo
wane; istnieją też wiarygodne dane ilościowe, niezbędne do przeprowadzenia 
inwentaryzacji cyklu życia produktu. Trzeci etap: analiza oddziaływań na śro
dowisko (ang. Life Cycle Impact Assessment — LCIA), stawiająca sobie za cel 
skorelowanie danych uzyskanych z inwentaryzacji z rzeczywistym oddziaływa
niem badanego procesu na środowisko (poprzez tzw. kategorie oddziaływania 
i ich indykatory), znajduje się w trakcie ustaleń i dopracowania, gdyż brak jest 
zgodności w gronach ekspertów co do obiektywnych wskaźników ilościowych, 
mogących służyć do przeprowadzania takiej analizy. Wyniki każdego etapu, 
a zwłaszcza dwóch pierwszych, poddawane są procedurom interpretacyjnym 
celem identyfikacji rozwiązań (lub możliwości), prowadzących do ulepszenia 
analizowanych procesów z punktu widzenia ochrony środowiska.

Typowa metodyka przeprowadzania inwentaryzacji cyklu życia produktu 
wymaga zdefiniowania, na wstępie, schematu ideowego procesu, obejmującego 
wszystkie jego stadia. Ogólny schemat, ukazujący cały cykl życia produktu „od 
kołyski do grobu” (ang. cradle-to-grave), przedstawia rys. 2 [9]. Surowce natu
ralne, niezbędne do wytworzenia określonego produktu, zwykło się w LCI 
dzielić na dwie kategorie: na surowce zużywane do produkcji niezbędnych 
półproduktów i materiałów i, w końcu, do produktu finalnego oraz na surow
ce, zużywane do produkcji energii, przy czym ich zapotrzebowanie (zużycie) 
odnosi się zazwyczaj do 1000 kg produktu; podział ten przedstawiono schema
tycznie na rys. 3 [7]. Energię całkowitą, tzw. sumaryczną, niezbędną do wytwo-
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Energia Energia Energia Energia Energia

Rys. 2. Ogólny schemat ideowy dystrybucji produktu (według [9])

rżenia 1000 kg produktu i wyrażoną w GJ, dzieli się na 3 składowe: energię 
zmagazynowaną w przetwarzanym surowcu, energię zużywaną do realizacji 
wszystkich etapów procesu produkcyjnego (energia procesowa) oraz energię, 
zużywaną przez środki transportu [7, 11]. Energiom tym przyporządkowuje 
się tzw. profile energetyczne, tj. podaje zapotrzebowanie na poszczególne suro
wce energochemiczne (gaz ziemny, ropa naftowa, węgiel, biomasa itp.). Przed
stawiony na rys. 2 ogólny schemat ideowy jest znacznie bardziej rozbudowany 
w każdym konkretnym wypadku; staje się wtedy swoistą „mapą”, która służy

Rys. 3. Podział surowców i energii zużywanych w procesach wytwarzania produktów chemicznych
(według [7])
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komputerowi do przeprowadzenia odpowiednich obliczeń. Uzyskane dane ilo
ściowe gromadzi się w postaci zestawień — najczęściej tabelarycznych — za
wierających wszystkie elementy badanego procesu.

Znaczenie LCI ilustruje przykład, dotyczący otrzymywania tzw. alkoholi 
detergentowych. Przemysł syntezy surfaktantów ma do dyspozycji kilka rodza
jów alkoholi alifatycznych, otrzymywanych z tłuszczów roślinnych: oleju koko
sowego, oleju palmowego, oleju z ziaren palmy, o długości łańcuchów węg
lowodorowych, odpowiednio, C12/C 14, C16/C 18 i C12/C 14, a ponadto alkoho
le syntetyczne, otrzymywane w procesie okso (tzw. alkohole okso) lub metodą 
Zieglera (tzw. alfole). Alkohole te stanowią surowiec — również w Europie — 
do otrzymywania cennych surfaktantów: oksyetylenowanych alkoholi, siarcza
nów alkilowych oraz siarczanów eteroalkoholi, a ostatnio także alkilopoli- 
glukozydów, powszechnie stosowanych w detergentach i kosmetykach. W tab. 1

Tabela 1. Zużycie energii do produkcji długołańcuchowych alkoholi 
[GJ/1000 kg alkoholi] (opracowano na podstawie danych zawartych w [12])

Energia Energia Energia Energia 
Źródło alkoholi procesowa transportu surowców sumaryczna

[GJ] [% ] [GJ] [%] [GJ] [% ] [GJ]

Olej kokosowy* 16,8 20,6 2,30 2,81 62,5 76,6 81,6
Olej palmowy 14,0 23,1 1,86 3,06 44,9 73,8 60,8
Olej z nasion

palmowych 22,0 30,6 1,93 2,69 48,0 66,7 72,0
Alkohole

syntetyczne** 34,6 38,0 1,21 1,33 55,3 60,7 99,1

* Łącznie do produkcji estrów metylowych kwasów tłuszczowych i al
koholi.

** 82% alkoholi okso, 18% alfoli.

zestawiono energię zużywaną do produkcji omawianych alkoholi [12]. Zebra
ne dane wskazują, że najbardziej energochłonna jest produkcja syntetycznych 
alkoholi z surowców petrochemicznych; dotyczy to zarówno energii proceso
wej, jak i sumarycznej. Na drugim miejscu, pod względem zapotrzebowania na 
energię sumaryczną, plasują się alkohole, otrzymywane z oleju kokosowego, 
przy czym trzy czwarte tej energii stanowi energia zmagazynowana w surowcu. 
Energia zużywana w środkach transportu stanowi niewielki ułamek energii 
całkowitej; jej zużycie jest jednak co najmniej dwukrotnie większe w wypadku 
alkoholi tłuszczowych niż alkoholi syntetycznych, co jest związane z lokaliza
cją plantacji drzew palmowych (Malezja, Filipiny, USA).

Interesujących informacji dostarcza również zestawienie emisji zanieczyszczeń 
do środowiska naturalnego, związanych z produkcją omawianych alkoholi (tab. 2). 
Największe ilości substancji zanieczyszczających atmosferę powstają przy 
produkcji długołańcuchowych alkoholi syntetycznych, przy czym gros tych za-
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Tabela 2. Emisje do atmosfery i zbiorników wód oraz odpady stałe [kg/1000 kg alkoholi] 
(opracowano na podstawie danych zawartych w [12])

Emisje do 
atmosfery

Źródło alkoholi proce- ze
sowe sPalania 

paliw

Olej kokosowy 247,41* 866,99*
Olej palmowy 686,39 981,98
Olej z nasion

palmowych 733,34 50,52
Alkohole

syntetyczne*** 445,46 2041,64

Emisje do wód Odpady stałe

proce- . proce- K
sowe spalania sowe spalania 

paliw paliw

15,32* 1,15* 19,8** 31,9*»
9,88 2,55 25,1 24,4

10,85 1,53 43,8 35,7

33,14 3,03 10,6 61,0

* Produkcja estrów metylowych kwasów oleju kokosowego.
** Łącznie: produkcja estrów metylowych i alkoholi.

*** 82% alkoholi okso, 18% alfoli.

nieczyszczeń pochodzi ze spalania paliw. Procesy te charakteryzują się ponadto 
stosunkowo dużą ilością odpadów stałych, pochodzących również ze spalania 
paliw. Kolejne miejsce pod względem emisji do atmosfery zajmuje produkcja 
alkoholi z oleju palmowego. Emisje związków do zbiorników wód naturalnych 
są największe przy produkcji alkoholi z oleju kokosowego: są to emisje związa
ne z procesem technologicznym; udział zanieczyszczeń wód związanych ze spa
laniem paliw jest we wszystkich procesach niewielki. W art podkreślenia jest też 
fakt, iż największa, łączna ilość odpadów stałych, powstaje przy produkcji 
alkoholi z oleju z nasion palmowych, przy czym udział odpadów procesowych 
jest tu największy spośród rozpatrywanych procesów.

Omówiona w dużym skrócie metodyka przeprowadzania inwentaryzacji 
cyklu życia produktu oraz wyniki tej inwentaryzacji, przedstawione na jednym 
zaledwie przykładzie, pozwalają dostrzec zalety tej procedury w kategoriach 
ilościowych; ukazuje ona:

— oddziaływanie danego produktu na środowisko naturalne, pokazu
jąc wielkości zużycia różnego rodzaju surowców jako materiałów/reagentów 
i nośników energii oraz emisje szkodliwych i bezużytecznych substancji i od
padów;

— pozwala zidentyfikować krytyczne węzły procesu technologicznego 
i ukazuje możliwości wprowadzenia usprawnień i/lub nowych rozwiązań;

— umożliwia ocenę perspektyw rozwoju produkcji danego wyrobu (albo 
usługi) na tle innych, realizowanych procesów;

— daje materiał do racjonalnej i obiektywnej dyskusji na temat sku
tków dla środowiska naturalnego, wynikających z konsumpcji określonych 
dóbr.
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2. OCENA RYZYKA

Analiza cyklu życia nie jest oceną ryzyka dla środowiska naturalnego, 
związanego ze stosowaniem danego produktu. LCA dostarcza wprawdzie iloś
ciowych informacji dotyczących emisji substancji do atmosfery i wód natural
nych, jednakże nie wystarczają one do wyznaczenia stężeń poszczególnych za
nieczyszczeń; wymaga to zebrania danych, odnoszących się do zdefiniowanego 
obszaru geograficznego oraz do określonego przedziału czasu. Ocena ryzyka 
przedstawia sformalizowaną analizę niekorzystnego oddziaływania określone
go związku, materiału lub procesu technologicznego na człowieka oraz na 
poszczególne składniki rozpatrywanego ekosystemu. Stawia sobie za cel ozna
czenie występującego lub przewidywanego — w danej części ekosystemu
— stężenia i porównanie uzyskanych wartości ze stężeniami, nie wywołującymi 
ujemnego wpływu na przedstawicieli badanej biocenozy.

Znaczenie oceny ryzyka dla ochrony środowiska naturalnego jest powsze
chnie rozumiane, toteż stanowi ona ważny element procesu zarządzania środo
wiskiem. Odzwierciedleniem tego było powołanie do życia w 1994 r. Między
rządowego Forum Bezpieczeństwa Chemicznego (ang. Intergovernmental Fo
rum on Chemical Safety — IFCS), którego zadaniem jest inicjowanie i popiera
nie prac — na różnych szczeblach — dotyczących oceny ryzyka i bezpieczeńst
wa chemicznego [4]. W EWG (obecnie Unii Europejskiej) opracowano dyrek
tywy i wytyczne, określające tryb i metody oceny progów ryzyka [13-15] 
w odniesieniu do wszystkich składników biosfery: powietrza, wód i gleb, oraz 
różnych skal przestrzennych: lokalnych lub regionalnych, a wyspecjalizowane 
agendy (np. European Inventory of Existing Chemical Substances oraz Inter
national Uniform Chemicals Information Database) gromadzą dostępne dane 
ekotoksykologiczne, toksykologiczne i fizykochemiczne stosowanych substan
cji (aktualnie dla około 100 000). Ze względu na dostępność udokumentowa
nych danych liczbowych, obecnie oceny ryzyka dotyczą ekosystemów wody 
i powietrza, w mniejszym stopniu gleb.

W procedurach wyznaczania ryzyka wyróżnia się kilka etapów. Są one 
podobne przy określaniu niebezpieczeństwa zarówno dla ludzi, jak i dla bio
cenoz, zasiedlających określone ekosystemy [16]. Jednakże zestawy danych, 
niezbędnych do wyznaczenia progów ryzyka są — w obydwu porównywanych 
wypadkach — różne. W wypadku ekosystemów, celem postępowania jest wy
znaczenie ilościowej zależności między stężeniem nie wywołującym negatyw
nego działania na daną biocenozę a przewidywanym stężeniem tejże substancji 
w badanym ekosystemie. Wyznaczenie przewidywanego stężenia substancji 
w środowisku, nie wywołującego ujemnych skutków w odniesieniu do głów
nych przedstawicieli biocenozy (ang. Predicted No Effect Concentration
— PNEQ  wymaga dysponowania danymi dotyczącymi ekotoksyczności, tj. 
toksyczności ostrej i chronicznej tej substancji. Obecnie dysponujemy zbiorami
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takich danych dla wielu związków, w tym dla związków powierzchniowo czyn
nych, dla których wyznaczono parametry toksyczności ostrej i chronicznej 
względem najważniejszych przedstawicieli biocenozy wód: bakterii, glonów, 
skorupiaków i ryb, wyrażone stężeniem wywołującym określony skutek [17], 
oraz tzw. współczynniki bezpieczeństwa [18]. Na podstawie tych danych wy
znacza się metodami ekstrapolacyjnymi wartości PNEC [19].

Drugą wielkość niezbędną do oceny ryzyka, tj. przewidywane stężenie 
badanej substancji w środowisku (ang. Predicted Environmental Concentration
— PEC), można albo oznaczyć eksperymentalnie, prowadząc monitoring tej 
substancji w badanym obszarze, albo wyliczyć na drodze komputerowych sy
mulacji, stosując odpowiednie modele teoretyczne. Eksperymentalne wyznacze
nie stężeń w określonym ekosystemie nie zawsze jest jednak możliwe, głównie 
z braku odpowiednich czułych i dokładnych metod analitycznych. Z tego 
względu, a także w wypadku nowych związków chemicznych wprowadzanych 
do środowiska korzysta się często z modeli teoretycznych, pozwalających na 
symulację losu badanej substancji w środowisku (w powietrzu, wodzie i glebie) 
i według opracowanych algorytmów wylicza się przewidywane stężenie PEC. 
Jednym z takich modeli, służących do teoretycznego wyznaczania wartości 
PEC dla związków powierzchniowo czynnych w wodach, jest program HAZ- 
CHEM [20],

Z wartości PEC oraz PNEC określa się progi ryzyka według zależności

PEC < 1  (?).
PNEC

Stopniowe dochodzenie do pożądanej wartości tego ilorazu przedstawia sche
mat na rys. 4 [21], Śledząc losy substancji trafiającej do badanego ekosystemu, 
wyznacza się wartości PEC, wyniki badań ekotoksyczności i ich dalsze statys
tyczne opracowanie prowadzą natomiast do wartości PNEC. Ocena ryzyka 
jest — jak wynika z przedstawionego schematu — procesem iteracyjnym. Jeśli 
iloraz PEC/PNEC jest mniejszy od jedności, to substancja (produkt) nie stano
wi zagrożenia dla środowiska; jeśli jest większy od jedności, to przedstawione 
na schemacie postępowanie trzeba powtórzyć, dobierając bardziej realistyczne 
dane. Może to dotyczyć zarówno wartości PNEC (np. posłużenie się stężeniami 
toksyczności chronicznej zamiast ostrej z jednoczesnym zastosowaniem łagod
niejszych współczynników bezpieczeństwa), jak i wartości PEC — w tym wypa
dku w procedurach symulacyjnych dobiera się coraz ostrzejsze parametry, cha
rakteryzujące obecność substancji w środowisku.

Wyniki oceny ryzyka związanego z obecnością związku chemicznego (pro
duktu, wyrobu) w określonym ekosystemie stanowią ważny element zarządza
nia środowiskiem. Są one podstawą podejmowania decyzji o dopuszczeniu 
nowych chemikaliów do stosowania, a także stanowią narzędzie selekcji i wy
cofywania już stosowanych związków (produktów); dają wreszcie impuls do 
poszukiwania nowych związków o mniejszym stopniu ryzyka.
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Rys. 4. Schemat procedury oceny ryzyka (według [21])

3. PRODUKTY O MAŁEJ UCIĄŻLIWOŚCI
d l a  Śr o d o w is k a  n a t u r a l n e g o :

SURFAKTANTY CHEMODEGRADOWALNE

W każdym sektorze przemysłu chemicznego, produkującym chemikalia znaj
dujące praktyczne zastosowania, a także w placówkach badawczych pracujących 
na rzecz przemysłu, prowadzi się prace poszukiwawcze mające na celu wdrożenie 
do praktyki nowych produktów o coraz mniejszej uciążliwości dla środowiska 
naturalnego. Pozostając na gruncie związków powierzchniowo czynnych należy 
wymienić nową grupę surfaktantów, spełniających wymóg małego ryzyka dla eko
systemów wodnych. Pojawiły się ostatnio liczne doniesienia, opisujące syntezę 
i właściwości tzw. surfaktantów chemodegradowalnych. Termin ten, wprowadzony 
do międzynarodowego obiegu w 1988 r. [22, 23], obejmuje związki, określane 
dotąd angielskimi terminami: „hydrolyzable” [24, 25], „cleavable” [26, 27] i „de
structible surfactants” [27]. Są to związki zawierające w swej cząsteczce celowo 
wbudowane ugrupowanie, podatne na reakcje chemiczne (schemat 1).
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R (CH2>n 0
R - grupa alkilowa 
X - grupa hydrofitowa 
L - grupa labilna (reaktywna)

n = O, 1 ; —S—S—; —CONH—; —COO—;

-F̂ SiO—, —SO2CH2CH2O— 

Schemat 1

Istotą takiej struktury związku jest to, że po użyciu może on być łatwo 
rozłożony na fragmenty, nie wykazujące aktywności powierzchniowej; ponadto 
zazwyczaj jeden z tych fragmentów jest trudno rozpuszczalny w wodzie (a więc 
ulega eliminacji), drugi — rozpuszczalny — podlegając biodegradacji, nie jest 
szkodliwy dla biocenozy wód. W tym sensie istnieje podobieństwo między 
degradacją chemiczną tych surfaktantów a biodegradacją wstępną (ang. primary 
biodégradation), w wyniku której cząsteczka związku powierzchniowo czynne
go traci swoją identyczność chemiczną [28], Te właściwości powodują, że nie
które z omawianych surfaktantów mają już zastosowanie praktyczne, a ponad
to będą mogły służyć jako dogodne media do prowadzenia syntez związków, 
zwłaszcza organicznych, gdyż pozwalają uniknąć wielu kłopotów, występują
cych często w czasie izolowania związku z mieszaniny reakcyjnej (pienienie, 
emulgowanie) [29], Mogą one również znaleźć zastosowanie w procesach roz
działu mieszanin różnych związków (np. białek), wymagających stosowania 
związków powierzchniowo czynnych [30].

Spośród wielu labilnych grup funkcyjnych, wprowadzanych do cząsteczek 
surfaktantów chemodegradowalnych (schemat 1), ugrupowania disiarczkowe 
[26, 31], siloksanowe [32] i sulfoetylenowe [33] nie zwróciły — jak dotąd
— większej uwagi badaczy i przemysłu. Najbardziej eksploatowane są ugrupo
wania estrowe i acetalowe, ponieważ podlegają one stosunkowo łatwo hydro
lizie, odpowiednio, zasadowej i kwasowej.

3.1. SURFAKTANTY ZAWIERAJĄCE UGRUPOWANIE ESTROWE

Przykładem związków zawierających ugrupowanie estrowe, są ostatnio 
wprowadzone na rynek czwartorzędowe sole amoniowe. W związkach (II—IV) 
ugrupowanie hydrofobowe łączy się z resztą cząsteczki poprzez grupę karbo
ksylową (schemat 2), a nie bezpośrednio z atomem azotu, jak w typowym związ
ku (I) [34], Po użyciu, związek (II) poddaje się hydrolizie zasadowej, uzyskując 
kwasy karboksylowe oraz odpowiedni aminopolialkohol. Obydwa fragmenty
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nie stanowią zagrożenia do biocenozy wód: kwasy karboksylowe podlegają 
łatwo biochemicznej (3-oksydacji, aminoalkohol zaś ulega biodegradacji cał
kowitej powodującej jego szybką eliminaq’ę ze środowiska (schemat 2), [35], 
Dokonano też syntez IV-rzędowych soli amoniowych (III), zawierających
— obok ugrupowania estrowego — grupę amidową [36], oraz betain (IV), 
zawierających dwa lub trzy ugrupowania estrowe [37], Związki te mają dobre 
właściwości zmiękczania tkanin.

Istnieje wiele innych grup surfaktantów o charakterze estrów — należą do 
nich np. siarczany alkilowe, siarczany eteroalkoholi, fosforany alkilowe, estry 
kwasów karboksylowych i polioli, oksyetylenowane kwasy karboksylowe i in
ne. Nie są one jednak syntezowane i stosowane w tym celu, aby je po użyciu 
poddawać rozkładowi chemicznemu i dlatego nie zalicza się ich do omawianej, 
nowej generacji surfaktantów.

3.2. SURFAKTANTY ZAWIERAJĄCE UGRUPOWANIE ACETALOWE

Ugrupowaniem chętnie wprowadzanym do cząsteczki związku powierz
chniowo czynnego jest ugrupowanie acetalowe. Jest ono obecne w alkilopoli- 
glikozydach — nowej grupie niejonowych surfaktantów, wprowadzonych na 
rynek światowy z początkiem lat 90. przez firmę Henkel (Niemcy). Ich wdroże
nie do praktyki wynikało jednak z tendencji do oparcia syntez związków che
micznych — tam, gdzie to jest ekonomicznie i ekologicznie uzasadnione — na 
tzw. surowcach odnawialnych (w tym wypadku są to glukoza lub jej małocząs- 
teczkowe oligomery oraz alkohole tłuszczowe); odznaczają się one łatwą bio- 
degradowalnością i mają właściwości, predestynujące je do stosowania w środ
kach do pielęgnacji ciała. Nie są one jednak produkowane z myślą o ich chemi
cznej degradacji i dlatego nie będą tu  omawiane.

Ugrupowanie acetalowe tworzy się głównie w reakcji związków karbo- 
nylowych: aldehydów i ketonów z alkoholami mono- i wielo wodorotleno
wymi. Grupa acetalowa jest trwała w środowisku obojętnym i alkalicznym, 
łatwo zaś ulega hydrolizie w środowisku kwaśnym, odtwarzając wyjściowe 
reagenty: aldehydy (ketony) oraz alkohole mono- i/lub wielo wodorotlenowe. 
Długołańcuchowe aldehydy alifatyczne stanowią produkty pośrednie w bio
chemicznych procesach co-oksydacji końcowych grup metylowych łańcuchów 
węglowodorowych i są dalej enzymatycznie utleniane do kwasów karboksy
lowych [38], a te — jak zaznaczono (schemat 2) — ulegają P-oksydacji, prze
biegającej w każdej żywej komórce [39]. Tak więc surfaktanty te są produk
tami mało uciążliwymi dla środowiska naturalnego; ostatnio doniesiono, że 
związki zawierające ugrupowanie 1,3-dioksolanowe w cząsteczce ulegają bio
degradacji równie szybko co laurynian sodu (mydło) [40], znacznie szybciej
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zaś aniżeli dodecylobenzenosulfonian sodu, powszechnie stosowany w de
tergentach.

Acetale mają zbyt słaby charakter hydrofilowy i nie są dostatecznie dobrze 
rozpuszczalne w wodzie [41]. Z tego względu acetale mogą stanowić jedynie 
półprodukty hydrofobowe do syntez surfaktantów i to tylko wówczas, gdy 
zawierają dodatkowo reaktywne ugrupowanie, pozwalające na wprowadzenie 
odpowiednio silnej grupy hydrofitowej do ich cząsteczek. Wymóg ten spełniają 
głównie acetale cykliczne — pochodne 1,3-dioksacyklanów. Związki te uzys
kuje się najłatwiej w reakcji długołańcuchowych aldehydów — rzadziej keto
nów — z odpowiednimi poliolami; w reakcji 1,2-dioli powstają diastereomery- 
czne cis- i trans-dwupodsta wionę-1,3-dioksolany (V), 1,3-diole zaś tworzą cis- 
i trans- 1,3-dioksany (VI) (schemat 3). Zarówno długołańcuchowe aldehydy, jak 
i poliole są obecnie dostępne na rynku: aldehydy uzyskuje się w reakcjach 
hydroformylowania olefin (proces okso), poliole zaś są bądź pochodzenia natu
ralnego (gliceryna z rozszczepiania olejów roślinnych, cukry proste), bądź są 
otrzymywane syntetycznie w procesach kondensacji aldołowej małocząstecz- 
kowych aldehydów (l,l,l-tris(hydroksymetylo)propan(etan), 2,2-bis(hydroksy- 
metylo)propanodiol-l,3). Pochodne 1,3-dioksacyklanów można ponadto uzys
kiwać w kilku innych reakcjach.

III

ho h2c

HOHC—X

h o h 2c x
i

HOHjC/
,CHX

F)

Schemat 3

3 — Wiadomości Chemiczne 3-4/98
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3.2.1. Pochodne 1,3-dioksoIanów

W pierwszych próbach otrzymywania surfaktantów, pochodnych 1,3-dio- 
ksacyklanów, zwrócono uwagę na glicerynę — najprostszy, dostępny triol. 
W zależności od zastosowanego związku karbonylowego tworzy ona różne 
produkty: w reakcji z ketonami powstają 2,2-dialkilo-4-hydroksymetylo-l,3-dio- 
ksolany (VII), użycie aldehydów zaś prowadzi do powstania mieszaniny cis- 
i trans-2-alkilo-4-hydroksymetylo-1,3-dioksolanów (VII) oraz cis- i trans-2-al- 
kilo-5-hydroksy-l,3-dioksanów (VIII), (schemat 4).

CH-OH 
I 2
CHOH + 
I
CH2OH

ht
- h2o

RCHO

Hł
-HoO

R1 = R2  = CnH2 n + 1

O-iRV
R2X0-

^CH2OH

"h

cis + trans-Vll

R O - i OHHX _ J ,c h 2o h  +

' h

cis ■ trans-Vll

H
cis * trans-WH

Schemat 4

Pochodne 1,3-dioksolanów (VII) znalazły zastosowanie do syntez odpo
wiednich siarczanów (IX) [43], sulfonianów (X) [44], IV-rzędowych soli amo
niowych (XI) [45] oraz niejonowych surfaktantów (XII) [43] i (XIII) [46], 
(schemat 5).

Gliceryna może być też użyta do konstrukcji pierścienia 1,3-dioksolano- 
wego, zawierającego jeden podstawnik alkilowy przy węglu C2 pierścienia. 
Dokonano syntez niejonowych surfaktantów, poddając 2,2-dimetylo-4-acetok- 
symetylo-l,3-dioksolan reakcji transacetalizacji długołańcuchowymi aldehyda
mi, a następnie hydrolizie grupy octanowej; uzyskane 2-alkilo-4-hydroksyme- 
tylo-l,3-dioksolany (XIV), zanieczyszczone jednak pochodnymi 1,3-dioksanu, 
poddano reakcji z oksiranem, otrzymując odpowiednie pochodne oligooksyety- 
lenowe (XV) [47, 48] (schemat 6). Wspomnieć też wypada o patencie niemiec
kim [24], w którym doniesiono o addycji oksiranu do 4-składnikowego produ
ktu, powstałego w reakqi długołańcuchowych aldehydów z gliceryną (schemat 
4); jest to odosobniony przykład stosowania takiej mieszaniny do syntez sur
faktantów.

Surfaktanty zawierające pierścień 1,3-dioksolanowy w cząsteczce syntezuje 
się częściej z ketonów aniżeli z aldehydów, przy czym stosuje się dwie strategie
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CH3V ° -
RCHO + c h 3 o H -(CH3)2CO i-i q _
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Schemat 6

syntez. Jeden sposób polega na stosowaniu chlorowcoketonów, które w re
akcji z długołańcuchowymi 1,2-diolami tworzą 2-(chlorowcoalkilo)-2-mety- 
lo-4-alkilo-l,3-dioksolany; w reakcji z szeregiem amin uzyskano z nich liczne 
IV-rzędowe sole amoniowe, w tym np. sole pirydyniowe (XVI) [27, 49], (sche
mat 7). W reakcji 1-O-alkilogliceryny z ketoestrami tworzą się natomiast po
chodne (XVII) [50], które po hydrolizie dają odpowiednie karboksylany 
(XVIII), tj. mydła, zawierające ugrupowanie dioksolanowe w cząsteczce (sche
mat 7). W obydwu przykładach długi łańcuch węglowodorowy, odpowiedzial-
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ny za aktywność powierzchniową związku, jest wprowadzony do cząsteczki nie 
przez keton, lecz przez diol.

Próbowano też zastosować do syntez pochodnych 1,3-dioksolanu mało- 
cząsteczkowe, a,P-nienasycone związki karbonylowe, które poddano reakq'i 
z mieszaniną gliceryny i długołańcuchowego alkoholu monowodorotlenowego. 
Tak np., wychodząc z metylowinyloketonu, uzyskiwano w jednoetapowym 
procesie mieszaninę cis- i frans-2(2-alkoksyetylo)-2-metylo-4-hydroksymety- 
lo-l,3,-dioksolanów (XIX) [51], (schemat 8). W tej reakcji długołańcuchowe 
alkohole monowodorotlenowe — a takie są technicznie dostępne — wnoszą do 
cząsteczki (XIX) fragment hydrofobowy.

O CH,OH 1
II . | 2 p-TsOH/CHCI, R OCH,CH,v O -,

CH,=CHCCHo + R OH + CHOH ---------— -----2 2 V
2 3 ' 2 H ,C -0 -L

c h 2o h ■3«  u — CHjOH
XIX

R1  -  n-C4 H9  -  CgH17, ;-CgH17l ri-C1 0 H2 1

Schemat 8

Druga strategia polega na reakcji ketonów, zawierających jeden lub dwa 
długie łańcuchy węglowodorowe, ze związkami epoksydowymi. W reakcji 
z 2,3-epoksymaślanem etylu powstają 2,2-dialkilo-4-etoksykarbonylo-5-mety- 
lo-l,3-dioksolany, które po hydrolizie dają sole odpowiednich kwasów (XX) 
[52] (schemat 9). Podobnie w reakcji z l-bromo-2,3~epoksypropanem powstają
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2.2-dialkilo-4-bromometylo-l,3-dioksolany, stanowiące półprodukty do syntez 
kationowych surfaktantów: IV-rzędowych jodków amoniowych (XXI) [53],

Długołańcuchowe aldehydy alifatyczne były znacznie rzadziej stosowane 
do syntez powierzchniowo czynnych pochodnych 1,3-dioksolanu. Odnotować 
trzeba w tym miejscu badania chemików japońskich, którzy zsyntezowali kar- 
boksylany (XXII) (schemat 10), zawierające jeden łańcuch węglowodorowy 
przy atomie węgla C2 pierścienia dioksolanowego [54], Właściwości powierz
chniowe tych związków różnią się od właściwości karboksylanów (XX) (sche
mat 9) zawierających dwa łańcuchy alkilowe przy C2. Odrębną grupę stanowią 
też IV-rzędowe bromki amoniowe (XXIII) [55] (schemat 10), do których otrzy
mania użyto aldehydów i 3-chloropropanodiolu-l,2. Związki te różnią się wy
raźnie podatnością na hydrolizę od pochodnych typu ketali (tj. pochodnych
2.2-dialkilo-l,3-dioksolanu), stanowiących przeważający typ wcześniej omó
wionych surfaktantów.
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Schemat 10

3.2.2. Pochodne 1,3-dioksanów

Ze względu na wspomniany skład produktów reakcji gliceryny z aldehy
dami (schemat 4), do otrzymywania pochodnych 1,3-dioksanu bardziej celowe 
okazało się użycie 1,1,1 -tris(hydroksymetylo)propanu, technicznie dostępnego 
triolu. W reakcji z długołańcuchowymi aldehydami tworzy on mipsyaninp ds- 
i frans-2-alkilo-5-hydroksymetylo-5-etylo-l,3-dioksanów (XXIV); zostały one 
wykorzystane do syntez kilku grup niejonowych surfaktantów: pochodnych 
oksyetylenowych (XXV) [56] oraz kopolimerów blokowych typu REP (XXVII) 
[57] i RPE (XXVIII) [58] (schemat 11).
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XXVIII

Schemat 11

Produkowany w skali przemysłowej 1,1,1 -tris(hydroksymetylo)etan posłu
żył do syntezy cis- i frans-2-alkilo-5-hydroksymetylo-5-metylo-l,3-dioksanów 
(XXIX) (schemat 12), które poddawano reakcji siarczanowania uzyskując od
powiednie wodorosiarczany, a po ich neutralizacji — sole sodowe (XXX) [28, 
59]. Cechą charakterystyczną tych związków jest to, że z punktu widzenia 
właściwości powierzchniowych odpowiadają one cennym siarczanom eteroal- 
koholi, zawierającym w cząsteczce 2-3 ugrupowania oksyetylenowe [28]. Uda
ło się ponadto otrzymać czyste cfs-[(2-n-alkilo-5-metylo-l,3-dioksan-5-ylo)me- 
tylo]siarczany sodu (ds-XXX) i oznaczyć ich aktywność powierzchniową na 
granicy faz: woda-powietrze [60].

Ostatnio opracowano sposób otrzymywania wyłącznie cis- i trans-2-al- 
kilo-5-hydroksy-l,3-dioksanów z gliceryny i długołańcuchowych aldehydów. 
Polega on na prowadzeniu procesu w typowych dla reakcji acetalizacji warun
kach [61], produkt reakcji natomiast poddaje się wewnątrzcząsteczkowej 
transacetalizacji (ulegają jej pochodne 1,3-dioksolanu) i jednoczesnej, powolnej 
krystalizacji, w wyniku czego uzyskuje się mieszaninę izomerycznych pochod
nych 1,3-dioksanu (schemat 13), którą można rozdzielić na czyste diastereo- 
izomery [62],

Omówiony sposób pozwala na wykorzystanie zarówno mieszaniny, jak 
i czystych diastereoizomerów, do syntez nowych, chemodegradowalnych surfa-
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ktantów acetalowych. Jak dotąd dokonano syntezy II-rzędowych siarczanów 
sodowych, uzyskując zarówno mieszaninę cis- i trons-siarczanów (XXXI) [63], 
jak i czyste diastereoizomery [64], (schemat 14).

1) S03  Py/CCI4  

OH 2 ) Na2 C 0 3 /EtOH+H2O 0S 03Na

RY *w " H - rY °ô h

H H
R = C7H-J5 , CgH-j g, C-j *| H 23 c/j -  trans-XXXl

r
OH

1) S03  Py/CCI4
2) Na2 CX33 /Et0H+H20

u ^ u 3Na n

Y ° ô h R\ j i a ^ ^ o s o 3
OSO,Na H

,Na

H
cis-XXXl irans-XXXI

Schemat 14

Podobnie jak w wypadku 1,3-dioksolanów, do cząsteczki alkilowych po
chodnych 1,3-dioksanu można wprowadzić grupę karboksylową, co pozwala 
uzyskać modyfikowane mydła. Poddając długołańcuchowe aldehydy reakcji 
z kwasem 2,2-bis(hydroksymetylo)propionowym uzyskano kwasy cis-(2-alki-
lo-5-metylo-l,3-dioksan-5-ylo)karboksylowe (XXXII), które przeprowadzono 
w sole sodowe (XXXIII) [65], (schemat 15).

W odróżnieniu od licznych powierzchniowo aktywnych pochodnych
1,3-dioksolanów o charakterze IV-rzędowych soli amoniowych, w wypadku 
pochodnych 1,3-dioksanu natrafiono dotąd na jedno doniesienie, opisujące 
kationowe surfaktanty zawierające w cząsteczce pierścień 1,3-dioksanu W rea
kcji 3-bromopropanalu z 2-alkilo-l,3-propanodiolem otrzymano mieszaninę 
cis- i trans-2(2-bromoetylo)-5-alkilo-l,3-dioksanów (XXXIV), które w reakcji 
z trietyloaminą dały bromki amoniowe (XXXV) [66], (schemat 16).

Opisane dotąd pochodne 1,3-dioksanu zawierały jedną grupę polarną 
w cząsteczce. Dostępność na rynku 2,2-bis(hydroksymetylo)propanodiołu-l,3 
(tzw. pentaerytrytu) pozwala na uzyskanie pochodnych 1,3-dioksanu, zawiera
jących przy atomie węgla C5 pierścienia dioksanowego dwie grupy hydroksy-
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metylowe, co ogranicza występowanie diastereoizomerów. W reakcji aldehy
dów z tym tetrolem powstaje — oprócz 2-alkilo-5,5-bis(hydroksymetylo)-l,3-dio- 
ksanów (XXXVI) — także diacetal (3,9-dialkilo-2,4,8,10-tetraoksaspiro[5,5] 
-undekan, XXXVII), powodując zmniejszenie wydajności związku (XXXVI). 
Monoacetale (XXXVI) zostały wykorzystane do syntez niejonowych surfaktan- 
tów (XXXVIII) [68] oraz do anionowych pochodnych o charakterze sulfonia
nów (XXXIX) [69], (schemat 17).

p-TsOH/DMF (V 9H2OH
RCHO + C(CH2OH)4 ---------------------► R v ^ . o t ^ X H 2OH +

H
XXXVI XXXVII

0  CH20 (CH2CH20)nH

XXXVI + ( n + m ) Y 7  - M - »  R \ ^ 0 ^ y ^ C H 20 (C H 2CH20 )^ H

H
XXXVIII

R = n-C6H13, CyH-ij, CgH19, 1 H23 

CH20 (CH2)3S03Na

XXXVI + CH20(CH2)3S03Na

XXXIX

R = n-C5R |i,  C7H15, CgHlg,

Schemat 17

Dokonano również syntezy podwójnych karboksylanów sodu, pochod
nych 1,3-dioksanu. Aldehydy alifatyczne poddano reakcji z bis(hydroksymety- 
lo)malonianem dietylowym, a uzyskany dietylan zmydlono ługiem sodowym, 
uzyskując oczekiwane mydła (XL) [70], (schemat 18).

Coraz silniejsza w chemii związków powierzchniowo czynnych tendencja 
do wykorzystywania cukrów prostych jako fragmentów hydrofilowych cząs
teczek, znalazła również oddźwięk w syntezie chemodegradowalnych surfak- 
tantów. Podobnie jak w syntezach innych typów tzw. „surfaktantów cukro
wych”, i w tym wypadku sięgnięto do 1,5-glukonolaktonu jako surowca cuk
rowego. Poddano go reakcji zarówno z aldehydami, jak i ketonami, a z uzys
kanych 4,6-0-alkilidenoglukono-l,5-laktonów otrzymano odpowiednie amidy 
(XLI) bądź karboksylany (XLII) [71], (schemat 19). Innym przykładem jest 
synteza anionowych (karboksylany) i kationowych (IV-rzędowe jodki amonio
we) surfaktantów, pochodnych 4,6-O-alkilideno-D-glukozoaniiny [72].
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Zainteresowanie surfaktantami zawierającymi ugrupowanie acetalowe 
w cząsteczce wynika z możliwości ich rozkładu w reakcjach hydrolizy kwaso
wej. Przeprowadzono wiele badań dotyczących kinetyki hydrolizy powierzch
niowo aktywnych pochodnych 1,3-dioksolanu [55, 73] i 1,3-dioksanu [64, 69, 
70,74]. Interesujące wydają się wyniki hydrolizy związków, stanowiących pary 
diastereoizomerów (cis- i mzns-XLIIIa-c) (schemat 20), [74], Jak wynika z za
wartych w tab. 3 wartości stałych szybkości hydrolizy II rzędu, we wszystkich 
trzech grupach związków izomery trans ulegają szybciej hydrolizie aniżeli izo
mery cis, co autorzy badań wiążą z nieco większą odległością grup polarnych,

H H
cis XLIIIa-c trans

a: R = n-C, jH23; Y  = C H ,0S03Na
b: R -  n-CęHjg; Y  = OSOjNa
c: R  = n-C, jH23; Y  = 0(CH2)3S03Na

Schemat 20

Tabela 3. Kinetyka hydrolizy 2,5-dwupodstawionych-l,3-dio- 
ksanów. Temp.: 27 °C; DCI: 0,2 M [74]

Grupa hydrofitowa Izomer 104 x kv 
[dm3-mol_1-s_1]

—CH20 S 0 3Na ds-XLIIIa 32,5
trans-XLllln 150,0

—0 S 0 3Na ds-XLIIIb 1,1
£jYms-XLIIIb 4,0

—0(C H 2)3S 0 3Na cis-XLIIIc 2,1
£rans-XLIIIc 6,0

zajmujących konfigurację ekwatorialną (w izomerach trans), od „acetalowych” 
atomów tlenu pierścienia 1,3-dioksanu [64, 74], Uderza ponadto znacznie więk
sza podatność na hydrolizę I-rzędowych siarczanów (XLIIIa) aniżeli siarczanów
II-rzędowych (XLIIIb) i sulfonianów (XLIIIc). Efekt ten tłumaczono osłania
niem „acetalowych” atomów tlenu przez atomy tlenu grup polarnych, związa
nych bezpośrednio z atomem węgla C5 pierścienia, co utrudnia atak protonu 
na ugrupowanie acetalowe.

Badania kinetyki omawianych surfaktantów, nazywanych niekiedy surfak
tantami o kontrolowanych czasach połowicznej przemiany [75], pozwalają na 
ustalenie zależności między ich budową a trwałością i — w konsekwencji — na 
planowanie struktur związków o pożądanej trwałości Otwiera to obiecujące 
perspektywy syntez oraz zastosowań nowych związków chemicznych w wielu 
dziedzinach.
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4. UWAGI KOŃCOWE

Analiza cyklu życia produktu, stosująca procedury ilościowe oparte na 
naukowych podstawach, wyodrębnia się jako oddzielna, interdyscyplinarna 
gałąź wiedzy, której rozwojem są zainteresowani zarówno przedstawiciele prze
mysłu (gospodarki), jak i ekolodzy. Ciągle rosnąca liczba publikacji poświęco
nych tej problematyce stała się impulsem do powołania (w 1966 r.) odrębnego 
czasopisma: „The International Journal of Life Cycle Assessment” (Int. J. LCA) 
i towarzystwa Society for the Promotion of LCA Development (SPOLD). Po
dobnie wiele zrobiono dotąd w celu opracowania sformalizowanych procedur 
oceny ryzyka dla człowieka i środowiska naturalnego, jakie pociąga za sobą 
stosowanie określonych substancji (produktów).

Przemysł chemiczny korzysta nie tylko z opisanych narzędzi, mających na 
celu zwiększenie bezpieczeństwa ekologicznego procesów produkcyjnych oraz 
produktów. Wdraża program Odpowiedzialnej Troski (ang. Responsible Care) 
(w Polsce inicjatywie tej patronuje Polska Izba Przemysłu Chemicznego), zmie
rza do wprowadzania — w miejsce starych, zazwyczaj uciążliwych dla środowi
ska naturalnego — tzw. czystych technologii (ang. clean technologies) oraz zrów
noważonych technologii (ang. sustainable technologies). Te i inne inicjatywy 
[1-3] stanowią wkład do wymogu zrównoważonego rozwoju (ang. sustainable 
development) naszej cywilizacji. Coraz częściej można się też spotkać z opinia
mi, że to przemysł chemiczny będzie pomocny w przywróceniu poszczególnym 
ekosystemom ich nie skażonego stanu i naturalnych funkcji. Tak np. realizacja 
postanowień Protokołu Montrealskiego w sprawie substancji zubożających 
warstwę ozonową [76] spowodowała zmniejszenie, w ciągu lat 1986-1991, pro
dukcji i zużycia freonów (CFC) o ok. 40% oraz wprowadzenie pierwszej gene
racji ich zamienników [77], Przykład ten — nie jedyny zresztą — wydaje się 
potwierdzać zasadność tych opinii.
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ABSTRACT

Nickel is now well recognized as an essential ultra trace element for bac
teria and plants, where five distinct types of Ni-containing enzymes have been 
identified. It is also considered to be essential for animals and humans, how
ever, its role in animal biochemistry is not well defined.

The article, containing 10 figures and 201 bibliographic positions, provides 
a current summary of the properties of known nickel enzymes, with emphasis 
on structure-function relations. In the beginning the paper reviews occurrence 
of Ni in environment, and its biological importance. The relevant chemistry of 
nickel complexes has been shortly reviewed.

Nickel enzymes are particularly prominent in the metabolism of anaerobic 
bacteria. For example, the metabolism of methanogens involves methyl-CoM 
reductase, nickel hydrogenase, acetyl-CoA synthase, and carbon monoxide de
hydrogenase. Important enzyme for many bacteria, fungi, and plants is urease.

Urease catalyzes the hydrolysis of urea, to form ammonia and carbamate. 
It was the first enzyme ever to be crystallized (Sumner J. B., J. Biol. Chem, 
1926,69,435; ibid., 1926,70,97). In 1975 Dixon and co-workers discovered that 
urease contains nickel at the active site (Dixon N. F. et al., J. Am. Chem. Soc, 
1975, 97, 4131). Twenty years later the X-ray crystal structure of the urease 
from Klebsiella aerogenes has been determined (Jabri E. et al., Science, 1995, 
268, 998). The enzyme is an (aPy)3 trimer with each a-subunit having an 
(ap)g-barrel domain containing a binickel active site. A carbamylated lysine 
provides an oxygen ligand to each nickel, explaining why carbon dioxide is 
required for the activation of urease apoenzyme (Park I. S., Hausinger R. P., 
Science, 1995,267,1156). In the paper the coordination geometry of nickel ions 
and the structure of active site, together with possible catalytic mechanism, are 
presented.

[NiFe]-hydrogenases catalyze the two electron redox chemistry of H2. 
Crystallographic data on the hydrogenase from Desulfovibrio gigas were pres
ented (Volbeda et al., J. Am. Chem Soc., 1996, 118, 12989), giving new infor
mation on the structure and mode of action of its H 2 activating place. The 
active centre was found to contain a heterodinuclear active site composed of 
a Ni centre bridged to an Fe centre by cysteinate ligands, and by oxygen 
species, which is proposed to be signature of the inactive form of the enzyme. 
The iron atom binds three diatomic ligands which are nonexchangeable triply 
bonded molecules (probably CO, CN~ or NO). Based on the new structure 
possible modes of hydrogen binding and catalytic action of the active site are 
discussed.

Methyl-coenzyme M reductase (MCR) catalyzes the final stage of the re
duction of carbon dioxide to methane in methanogenic bacteria. The terminal 
step involves prosthetic group, Factor 430 (F-430), which in the resting state is 
a nickel (II) tetrapyrrole. Studies of F-430 in the enzyme complex suggest
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a hexacoordinate, octahedral Ni(II) environment, with two oxygen axial li
gands. The spectral data of the active form of MCR are characteristic for F-430 
in the Ni(I) oxidation state (Goubeaud M. et aL, Eur. J. Biochem., 1997, 243, 
110), indicating that methyl-CoM reductase is activated when the 
enzyme-bound coenzyme F-430 is reduced to the Ni(I) state. The macrocycle 
can readily accommodate the structural changes that accompany reduction 
Nifll) to Ni(I).

Carbon monoxide dehydrogenase (CODH) catalyzes the reversible oxida
tion of CO to COz, at an active site, called the cluster C, composed of an 
[4Fe-4S] cube with pentacoordinate Fe (called FCII), linked to a Ni (Hu Z. et 
aL, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 830). Besides the enzymes that contain only 
CODH activity, there are the bifunctional enzymes that contain both CODH 
and acetyl-CoA synthase (ACS) activity (Ragsdale S. W., Kumar M., Chem. 
Rev., 1996, 96, 2515). This enzyme catalyzes reaction of CO at two separate 
Ni-FeS clusters. Oxidation of CO to COz is catalyzed by duster C, while 
incorporation of CO into acetyl-CoA occurs at cluster A. A model of catalysis 
is proposed.
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ROZPOWSZECHNIENIE I WYSTĘPOWANIE NIKLU

Średnia zawartość niklu w skorupie ziemskiej wynosi 86 ppm, co daje mu 
22 miejsce wśród pierwiastków [1], Występuje on głównie w rudach siarcz
kowych i tlenkowych. Najwięcej znajduje się go w skałach ultrazasadowych (do 
2000 ppm) i zasadowych (130-160 ppm), a najmniej w kwaśnych (5-15 ppn: t
[2]. Nikiel łatwo ulega mobilizacji w procesach wietrzenia.

Gleby piaszczyste zawierają do 10 ppm Ni, czarnoziemy i rędziny — do 
30 ppm. Zanieczyszczenia przemysłowe mogą zwiększyć zawartość Ni w gle
bach do kilkudziesięciu tysięcy ppm, przy dopuszczalnej dla gleb uprawnych 
wartości 100 ppm [2], Nikiel występuje w nich głównie w formach związanych 
z materią organiczną. Jego ruchliwość nie ogranicza się więc do gleb kwaśnych, 
ale jest też duża w glebach obojętnych i alkalicznych. Mobilność ta maleje 
w wyniku sorpcji przez wodorotlenki Fe i Mn, rosnącej ze zmniejszaniem się 
kwasowości gleb.

W wodach nikiel występuje głównie jako zawiesina koloidalna, szybko 
sorbowana przez minerały ilaste. Wskutek tego jego stężenie jest małe: 
0,3-1 jig • dm ~ 3 w rzekach i 0,1-0,6 p.g - dm ~ 3 w wodach mórz i oceanów (przy 
brzegach > 1 jig - dm -3), [2, 3], W wodach gruntowych niklu jest średnio 
2,5 (j.g dm-3. Dopuszczalne jego stężenie w wodach gruntowych wynosi w Po
lsce 20 |ig -dm -3, w wodach powierzchniowych 1 m g-dm -3, a w wodzie do 
picia 30 jig - dm - 3 [4].

Zawartość niklu w powietrzu atmosferycznym wynosi na Spitzbergenie 
poniżej 0 ,2ng-m -3, 2-6 ng-m ~3 na obszarach zamiejskich, 17-25 ng-m"3 
w miastach i do 150 ng-m -3 w metropoliach [2], W zakładach przemysłowych 
stosujących Ni jego ilość w 1 m3 powietrza zmienia się od mikro- do mili
gramów. Każdy papieros zawiera ok. 2,2 jig Ni, który przy paleniu przechodzi 
do fazy gazowej, głównie w formie toksycznego, łatwo wchłanianego przez 
płuca Ni(CO)4 [3].

ZNACZENIE BIOLOGICZNE NIKLU

Już w 1915 r. zauważono, że nikiel przyspiesza wschodzenie pszenicy 
i wpływa na rozwój niektórych innych roślin, a w 1948 r. stwierdzono jego 
akumulację w Alyssum bertolonii [1]. Dopiero jednak w 1965 r. ustalono jedno
znacznie, iż wzrost bakterii w mieszaninie H2 i O z zależy od obecności Ni 
w środowisku [5], Wskazywało to, że przynajmniej dla niektórych organiz
mów jest to pierwiastek podstawowy. Pod koniec lat sześćdziesiątych zaczęto 
uważać nikiel za składnik niezbędny do rozwoju niektórych bakterii beztleno
wych, a w 1967 r. wykazano, iż jest on konieczny do wzrostu roślin (Chlorella 
vulgaris). W trzy lata później stwierdzono korzystny wpływ obecności niklu 
w pokarmie dla rozwoju kurczaków [1].
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Mobilne formy niklu są łatwo przyswajane przez rośliny, w ilościach zależ
nych od jego zawartości w glebie, rodzaju gleby i jej właściwości (zwłaszcza 
odczynu; fitoprzyswajalność Ni gwałtownie spada przy pH >  6). Zawartość 
niklu w roślinach wynosi 0,04-4 ppm, choć w rejonach hutniczych może sięgać 
kilku tysięcy ppm [2], Ze względu na rozpowszechnienie tego metalu objawów 
jego niedoboru właściwie nie obserwuje się. Nadmiar niklu i >  10-100 ppm) 
jest szkodliwy: powoduje chlorozę, zaburzenia w przyswajaniu innych pier
wiastków i zaburzenia ogólnego metabolizmu [2, 3]. Rośliny hiperakumulują- 
ce {Alyssum bertolonii, Psychotria douarrei, Sebertia accuminata), które wytwo
rzyły specyficzne, wydajne układy szybkiego transportu i zatrzymywania tego 
pierwiastka, mogą gromadzić do kilkuset ppm niklu.

Tkanki zwierząt morskich zawierają 0,1-40 ppm Ni, ryb rzecznych — do 
10 ppm, a ssaków lądowych — 1-3 ppm [2]. Kręgowce przyswajają go głów
nie poprzez układ pokarmowy i oddechowy. Niezbędność niklu dla zwierząt 
stwierdzono niedawno, hodując je na diecie pozbawionej tego pierwiatka [3].

Niedobór niklu obserwuje się przy stężeniach poniżej 40 ppb. Objawia się 
on zmianami skórnymi (dermatozy, rogowacenie), zniekształceniami kości koń
czyn, niewłaściwym upierzeniem, obniżeniem poziomu hemoglobiny i upośle
dzeniem działania wątroby wskutek gromadzenia się w niej tłuszczów. Deficyt 
niklu w diecie powoduje u szczurów zahamowanie wzrostu, anemię, mniejszą 
aktywność wielu układów enzymatycznych i zmniejszoną zawartość niektórych 
metali śladowych w wątrobie [6-8], Dotychczas nie ustalono jednak żadnej 
szczególnej funkcji Ni w organizmach zwierzęcych, choć objawy związane z je
go deficytem wydają się wskazywać na ich istnienie. Niektóre z nich mogą być 
jednak wywołane za pośrednictwem bakterii beztlenowych żyjących w przewo
dzie pokarmowym [1, 3, 9],

Toksyczność niklu zależy od charakteru chemicznego, postaci fizycznej 
i sposobu wchłonięcia zawierających go substancji. Wnikanie tego metalu do 
komórek kręgowców zależy od jego formy biochemicznej i rodzaju tkanki, 
w której one występują. Nadmiar niklu w diecie zwierząt zaburza metabolizm 
magnezu i cynku [3]. U szczurów, które piły wodę zawierającą sole niklu, rosła 
śmiertelność nowo narodzonych i liczba karłowatych osobników, częściej też 
rodziły się samice.

Ciało człowieka o wadze 70 kg zawiera 10 mg Ni. Dzienne zapotrzebowa
nie na nikiel jest nieduże i wynosi 25-35 |ig [3], wobec przeciętnie przyjmowa
nej dawki 165 pg, a przy diecie bogatej w kakao lub orzechy — przekraczającej 
1 mg. Szczególnie dużo Ni występuje w różnych przyprawach: goździkach 
(3200 ppm), pieprzu (2000 ppm), papryce (1550 ppm) [2], ale ich udział w po
żywieniu jest niewielki.

W tkankach ciała ludzkiego znajduje się 0,02-2 ppm niklu. Gromadzi się 
on w nerkach (0,5-2 ppm), wątrobie (0,02-2 ppm), mięśniach (1-2 ppm), koś
ciach (1 ppm) i płucach; jego stężenie we krwi wynosi 1,3-3,3 pg-dm-3 [3]. 
Nikiel słabo wchłania się w przewodzie pokarmowym (<  10% dla związków
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nieorganicznych Ni, co odpowiada 1-2% niklu dostarczanego w pożywieniu) 
[1,3]. Pierwiastek ten jest szybko wydalany z organizmu — głównie z moczem, 
ale także z potem, śliną i wypadającymi włosami.

Nadmiar niklu jest szkodliwy, ale dopuszczalnych zawartości dotychczas 
nie ustalono. Uszkadza on szpik kostny i błony śluzowe (zwłaszcza Ni w py
łach atmosferycznych). U ludzi coraz częściej występuje specyficzna alergia na 
nikiel, objawiająca się zapaleniem skóry. Cierpi na nią 5-13% populacji: ok.
1 % mężczyzn i 14% kobiet [3,10], Osoby te nie mogą używać naczyń kuchen
nych i sztućców ze stali nierdzewnej, zawierających nikiel monet lub biżuterii.

Najbardziej toksycznym związkiem niklu (bardziej niż np. cyjanowodór) 
jest gazowy karbonylek Ni(CO)4, bardzo łatwo wchłaniany przez płuca i ze 
względu na swą lipofilowość przenikający przez błony komórkowe do większo
ści narządów [11], W organizmie jest on metabolizowany do wiązanego przez 
hemoglobinę tlenku węgla oraz wolnego niklu, ulegającego następnie utlenie
niu do Ni(II). Zatrucia karbonylkiem niklu, występujące najczęściej w przemyś
le przy oczyszczaniu tego metalu, mają początkowo łagodny przebieg. Wy
stępują mdłości, bóle głowy, duszności i bóle w klatce piersiowej, które zwykle 
szybko ustępują. Po pewnym czasie — od 12 godzin do 5 dni — wracają 
duszności i kaszel oraz następują zmiany w mózgu i innych narządach, mogące 
doprowadzić do śmierci. Przy zatruciach karbonylkiem niklu stosuje się diety- 
loditiokarbaminian sodu; inne czynniki chelatujące są mniej skuteczne [5].

Największe zagrożenie dla ludzi eksponowanych na działanie niklu wyni
ka z jego kancerogenności [12], Przyczyną nowotworów mogą być Ni(CO)4 
lub słabo rozpuszczalne w wodzie związki Ni, takie jak Ni3S2 lub NiO. Granu
lki tych ostatnich dostają się do komórek przez fakulatywną fagocytozę. W nie
których tkankach wnikaniu niklu do komórek zapobiega obecność w środowi
sku pozakomórkowym potencjalnych ligandów chelatujących. Wdychanie roz
puszczalnych w wodzie soli niklu przypuszczalnie nie jest rakotwórcze, zaś 
przypadkowe spożycie ich roztworów przejawia się tylko przejściową nefrotok- 
sycznością [12]. Głównym mechanizmem kancerogennego rj/iałania niklu jest 
oksydacyjne uszkadzanie DNA [12], ale nie wyjaśnia ono wszystkich obser- 
waq'i, dlatego formułowane są i inne hipotezy [12-17],

WŁAŚCIWOŚCI CHEMICZNE NIKLU

Nikiel, [Ar] 3d84s2, występuje w związkach na kolejnych stopniach utle
nienia od —1 do +4. Najtrwalszy, najczęściej spotykany i najlepiej zbadany 
jest nikiel(II). Ze względu na próby opracowania modeli centrów katalitycz
nych enzymów niklowych dużo uwagi poświęcono w ostatnich latach kom
pleksom Ni(I) i Ni(III) [18].

N ikiel(-I) występuje w anionie [Ni2(CO)6] 2_, ale ani struktura, ani licz
ba koordynacyjna jonu metalu w tym kompleksie nie są znane. Nikiel na
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0 oraz + 1  stopniu utlenienia występuje najczęściej w związkach metaloorgani
cznych Nikiel{0), (d1€) jest stabilizowany przez ligandy silnie rc-akceptorowe, 
takie jak CO, PR3 lub P(OR)3. Jego kompleksy mają zwykle budowę tetraed- 
ryczną [19].

Nikiel(I), (d9) jest mocnym reduktorem. Jest on izoelektronowy z Cu(II), 
ale ma większy promień jonowy i preferuje miękkie atomy donorowe ligandów. 
Tworzy on przede wszystkim kompleksy tetraedryczne, ale także diamagnety- 
ezne kompleksy dwurdzeniowe z wiązaniami metal—metal. Niektóre mono- 
rdzeniowe kompleksy Ni(I), np. z Ugandami makrocyklicznymi koordynowa
nymi przez azot, o rozmiarach luki w pierścieniu pozwalających przyjąć duży 
jon Ni1', mają budowę bipiramidy tetragonalnej. Stabilizacja Ni(I) przez ligan
dy wodorkowe i ditiolenowe może być istotna dla zawierających ten metal 
enzymów [18].

Nikiel(II), (d8) przyjmuje w kompleksach liczby koordynacyjne od 3 do 
6 oraz wszystkie ważniejsze typy struktur: oktaedryczną, bipiramidy trygonal- 
nęj, piramidy kwadratowej, tetraedryczną i kwadratową. Zwykle jednak wy
stępuje — w zależności od pola ligandów — jako jon paramagnetyczny w ko
ordynacji oktaedrycznej albo diamagnetyczny, w otoczeniu o symetrii kwad
ratowej. Kompleksy z ligandami zawierającymi donorowe atomy tlenu są wy- 
sokospinowe. W silnym polu ligandów (np. z donorami S), powstają kompleksy 
niskospinowe. Nieduże zmiany właściwości elektronowych lub rozmieszczenia 
przestrzennego donorów mogą powodować zmianę stanu spinowego. Wiąza
nia w kompleksach z donorami azotowymi są na ogół mocniejsze niż w zawie
rających ligandy wytwarzające słabsze pole, ale [Ni(NH3)6]2+ łatwo dysocjuje 
w wodzie, co potwierdza labilność wysokospinowych kompleksów Ni(II). Rea
kcje podstawienia dla tych ostatnich zachodzą znacznie szybciej niż dla kom
pleksów niskospinowych. W wyniku utleniania kompleksów oktaedrycznych 
NiQI) zwykle powstają oktaedryczne połączenia Ni(IV), a płaskich, kwadrato
wych — tetragonalne kompleksy Ni(III) [12, 18]. Kompleksy pięciokoordyna- 
cyjne bywają dia- lub paramagnetyczne [12, 18, 19].

Z ligandami wyłącznie monodentatnymi Ni(II) tworzy tylko kilka kom
pleksów o budowie kwadratowej — np. [Ni(CN)4]2 -. Znacznie ich więcej 
zawiera ligandy dwukleszczowe: siarkowe (Sl~), dimetyloglioksym, ditiokar- 
baminian. Kompleksy płaskie, kwadratowe Ni(II) mogą przechodzić w para
magnetyczne związki tetraedryczne. Możliwe są też koordynacje bipiramidy 
trygonalnej (kompleksy na ogół niskospinowe) i piramidy kwadratowej (kom
pleksy zwykle wysokospinowe). Pomiędzy tymi strukturami występują skom
plikowane stany równowagi, zależnie od temperatury i od stężeń reagentów. 
Nikiel(II) tworzy też kompleksy dwu- i wielordzeniowe. Występują w nich 
wiązania metal—metal lub ligandy mostkowe łączące ze sobą jony metalu 
występujące w otoczeniu pięcio- lub sześciokoordynacyjnym.

Stopień utlenienia + 3  był dla niklu uważany do niedawna za bardzo 
rzadki. Zainteresowanie takimi związkami wzrosło po zaobserwowaniu Ni(III)
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w układach biologicznych i stwierdzeniu samorzutnego ich tworzenia z płas
kich, kwadratowych kompleksów niklu(II) w obecności O z. Uważa się, że ni
kiel na tym stopniu utlenienia jest produktem pośrednim w reakcjach redoks 
katalizowanych przez Ni(II) [20].

Nikiel(III), (d7) stabilizują niektóre ligandy: aminy makrocykliczne, por- 
firyny, chelatowe amidy, oksymy, 1,1-ditiolany [21]. Kompleksy te mają na 
ogół budowę odkształconego oktaedru, kwadratową lub bipiramidy trygonal- 
nęj. Związki jednordzeniowe są paramagnetyczne (zwykle jeden elektron nie- 
sparowany). Właściwości kinetyczne kompleksów Ni(III) i ich zachowanie 
w reakcjach utleniania-redukcji zależą od skoordynowanych ligandów [21, 22],

Monopeptydowe połączenia Ni(III) można otrzymać przez utlenienie 
kwadratowych kompleksów di-, tri-, tetra- i pentapeptydowych Ni(II). Mają 
one budowę wydłużonej bipiramidy kwadratowej, z cząsteczkami wody w po
zycjach aksjalnych. Kompleksy bis(dipeptydowe) Ni(II) utleniają się do związ
ków Ni(III) o strukturze skróconej bipiramidy tetragonalnej. W przeciwieńst
wie do trwałych kompleksów mono(tripeptydowych) Ni(II), kompleksy Ni(III; 
łatwo przyłączają drugi tripeptyd, dając związki bis(tripeptydowe) o budowie 
wydłużonej bipiramidy tetragonalnej. Znane są kompleksy Ni(III) z ligandami 
mieszanymi, gdzie obok peptydu skoordynowane są inne jony lub cząsteczki 
[21-24].

Nikiel(IV), (d6) jest mało trwały i znanych jest niewiele jego związków. 
Większość z nich zawiera twarde ligandy z donorowymi atomami tlenu lub 
azotu. Mają one budowę oktaedryczną lub odkształconego oktaedru, zwykle 
sparowane spiny i są diamagnetyczne lub wykazują słaby paramagnetyzm nie
zależny od temperatury [18].

OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA BIOCHEMICZNA NIKLU

Dotychczas poznano kilka enzymów zawierających nikiel. Przełomowe 
znaczenie dla rozwoju chemii bionieorganicznej tego metalu miało odkrycie, że 
znana już od dawna ureaza jest enzymem niklowym. Ponieważ występuje ona 
nie tylko w wielu bakteriach, ale i w większości roślin, wyjaśniałoby to choć 
częściowo korzystny wpływ Ni na ich rozwój. Według obecnego stanu wiedzy 
ureaza jest jedynym enzymem niklowym w roślinach wyższych. Stwierdzono 
też, że nikiel jest niezbędny dla alg, choć nie zawierają one ureazy [25].

Obecność niklu wykryto także w enzymach bakteryjnych: hydrogenazach 
z większości (choć nie wszystkich) bakterii, dehydrogenazie tlenku węgla z bak
terii beztlenowych oraz w reduktazie metylokoenzymu M z bakterii metano- 
gennych [25, 26]. W przeciwieństwie do ureazy, która jest enzymem hydro- 
litycznym, wszystkie pozostałe enzymy niklowe uczestniczą w reakcjach utle
niania-redukcji. Żadnego z nich nie znaleziono w organizmach zwierzęcych 
i znaczenie fizjologiczne niklu nie jest w ich wypadku jasne. Wiadomo jednak,
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że metal ten może być bezpośrednio koordynowany z białkiem, zwłaszcza 
przez fragmenty o dużym udziale reszt histydynowych [27, 28].

Niedawno wyizolowano ze Streptomyces sp. i Streptomyces coelicolor nik
lową dysmutazę ponadtlenkową (SOD), [29]. Oba enzymy są zbudowane 
z czterech identycznych podjednostek (Mr = 13,4 tys. u), różniących się od 
Fe-SOD, Mn-SOD oraz Cu,Zn-SOD strukturą pierwszorzędową i N-koń- 
cową sekwencją aminokwasów. Ich widma EPR były podobne do widm tet- 
ragonalnych kompleksów oligopeptydowycb Ni(III), zwłaszcza zawierających 
histydynę. O podstawowym znaczeniu niklu dla funkcjonowania enzymu świa
dczy fakt, że pozbawione go apobiałko nie wpływa na przemianę 0 2 w H20 2.

Enzymy niklowe badano różnymi metodami fizykochemicznymi, zwłasz
cza spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego, EPR [30], 
i spektroskopii absorpcyjnej promieniowania rentgenowskiego, XAS [31-33], 
Badania te uzupełniane były syntezami kompleksów modelowych niklu, na
śladujących właściwości spektroskopowe i katalityczne centrów metalicznych 
w enzymach [26]. Dopiero w ostatnich latach rozwiązano strukturę krysta
liczną ureazy i poczyniono znaczne postępy na drodze do określenia struk
tury hydrogenazy, co pozwala lepiej zrozumieć budowę i funkcje centrów nik
lowych.

Otoczenia koordynacyjne niklu w enzymach są znacząco odmienne, pełni 
on też różne funkcje. Celowe jest więc oddzielne rozważenie poszczególnych 
enzymów, z uwzględnieniem budowy miejsca aktywnego i funkcji jonów metalu.

Ureaza, czyli amidohydrolaza mocznika, E.C.3.5.1.5, była pierwszym en
zymem wyodrębnionym w postaci krystalicznej (J. B. Sumner, 1926 r. — z na
sion fasoli „Jaś”, Canavalïa ensiformis) [34]. Występuje ona w wielu bakteriach, 
w tym patogennych (Klebsiella aerogenes, Helicobacter pylori, Campylobacter 
pylori, Proteus mirabilis, Bacillus pasteurii i in.) oraz w grzybach i roślinach 
wyższych, uczestnicząc w obiegu biochemicznym azotu w przyrodzie [ 11 , 
35-45]. Ureaza katalizuje hydrolizę mocznika do karbaminianu, który roz
kłada się samorzutnie do amoniaku i wodorowęglanu:

Pięćdziesiąt lat po wykrystalizowaniu tego enzymu wykazano obecność 
niklu w jego miejscu aktywnym [46]. Ureaza z fasoli jest heksamerem (podjed- 
nostki o ciężarach cząsteczkowych M r = 90,4 ■ 103 u), natomiast enzym z K. ae
rogenes — trimerem. Homologia sekwencyjna obu tych białek przekracza 
50% [47, 48], a ich właściwości spektroskopowe i katalityczne są niemal iden

UREAZA

(H2N)2C = 0  +  H 20  H 2NCOO~ +  NH4 , 

H 2N CO O - +  H20  +  H + NH4 +  HCO3-.

(1)

(2)
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tyczne [26], Podjednostka katalityczna wszystkich poznanych ureaz zawiera 
dwa znajdujące się blisko siebie jony metalu [49-53], enzymy te są więc dwu
rdzeniowymi metalohydrolazami [26, 54, 55].

W tworzeniu centrum metalicznego najlepiej scharakteryzowanej ureazy 
z K. aerogenes [56-60] uczestniczą in vivo białka UreD, UreE, UreF i UreG 
[61]. Postuluje się stabilizację konformacji apoproteiny ureazy przez UreD i rolę 
źródła jonów niklu dla UreE; znaczenia UreF i UreG dotychczas nie wyjaśniono 
[61-64], Wiązanie niklu przez apoureazę wymaga obecności C 0 2 [62].

Strukturę krystaliczną ureazy z K. aerogenes ustalono rentgenograficznie 
w 1995 r. [65]. Jest ona trimerem (ocPy)3, zbudowanym z T-kształtnych jednostek 
ocPy o  ciężarach cząsteczkowych 60304 u (a, UreC), 11695 u ((3, UreB) i 11086 
u (7, UreA). Każda z nich zawiera cztery domeny strukturalne: po dwie w łań
cuchach a i po jednej w łańcuchach P oraz 7. Miejsce aktywne enzymu znajduje 
się w C-końcowej części domeny 1 (reszty ocl30-cc414), tj. domeny (ocP)8 podjed- 
nostki a  [65], niemal identycznej z odpowiednimi fragmentami dwóch mono- 
rdzeniowych enzymów cynkowych: deaminazy adenozynowej [66, 67] i fosfo- 
triesterazy [68],

W miejscu aktywnym ureazy dwa mocno związane jony Ni(II), odlegle
0 350 pm od siebie, są połączone ze sobą mostkiem karboksylanowym zmody
fikowanej lizyny Lys-a217*. Z jej grupy e-aminowej w reakcji z C 0 2 tworzy się 
karbaminian, który może uczestniczyć w koordynowaniu metalu [62, 69]. Wy
jaśnia to niezbędność dwutlenku węgla do wiązania niklu i aktywacji apoen- 
zymu. Podobny mechanizm aktywacji znano wcześniej dla fosfotriesterazy [68]
1 magnezowej karboksylazy/oksygenazy rybulozo-l,5-difosforanu (Rubisco) 
[70, 71]; jest on też prawdopodobny dla zawierającej żelazo oksydazy 1-ami- 
nocyklopropano-l-karboksylanu (ACC) [72]. Długi łańcuch węglowy i obec
ność grupy NH2COO~ zamiast e-NH3 w  H 2N(CH2)4CH(NH2)COOH umoż
liwia w ureazie równoczesne skoordynowanie Lys-a217* do dwóch jonów 
Ni(II); grupa karboksylanowa jest dla nich ligandem mostkowym. W deamina- 
zie adenozynowęj występuje fragment łańcucha niemal identyczny z domeną 
(otp)8 podjednostki cc, zawierającą miejsce wiązania niklu. Zamiast Lys znajduje 
się tam jednak Asp-181, H 2NCOCH2CH2(NH2)COOH, o krótszym łańcuchu, 
co pozwala na związanie się z jednym tylko jonem metalu [73],

Rubisco i fosfotriesteraza, także koordynujące jony metalu przez karbamy- 
lowaną lizynę, ulegają łatwo deaktywacji pod działaniem związków chelatują- 
cych. Ureaza jest natomiast bardzo odporna na działanie czynników denaturu
jących [47,48, 74], co wynika z jej struktury czwartorzędowej, prowadzącej do 
schowania niezwykle dużej części reszt aminokwasowych wewnątrz białka 
(60% w podjednostce a, 30% w P i 50% w y) [75]. Stosunek powierzchni do 
objętości jest w niej unikatowo mały; mniejszy nawet niż w hipertermostabil- 
nym enzymie, ferredoksynowej oksydoreduktazie aldehydowej, AOR [76], 
Znaczący udział w mocnym wiązaniu niklu ma preorganizacja apoenzymu. 
Jego struktura — z wyjątkiem miejsca aktywnego, w którym cząsteczka wody
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zajmuje miejsce brakujących jonów niklu i karbaminianu — jest prawie iden
tyczna jak holoenzymu [75],

W sferze koordynacyjnej Ni2 (rys. 1) są dwa atomy azotu, N e His-al34 
i Ne His-od36, oraz trzy atomy tlenu: z Asp-cc360, mostkowej Lys-a217* i cząste
czki Wat-1 (HzO lub OH~; przeprowadzone badania nie pozwalają ich rozróż-

Rys. 1. Otoczenie koordynacyjne jonów niklu w miejscu aktywnym ureazy z Klebsiella aerogenes [65]

nić). Jon Ni2 ma koordynację pośrednią między bipiramidą trygonalną a pira
midą kwadratową. Drugi jon metalu w miejscu aktywnym, N il, ma nietypową, 
pseudotetraedryczną geometrię koordynacyjną [65, 77]. Jest on związany 
z drugim atomem tlenu Lys-a217* oraz atomami azotu N8 His-a246 i Ne 
His-a272. Czwarte miejsce koordynacyjne uzupełnia słabo oddziałujący ligand 
Wat-1. Porównania z modelowymi dwurdzeniowymi kompleksami Ni(II) 
[78-82] wskazują na unikatowy charakter koordynacji jonów metalu w urea
zie, wynikający z silnej stabilizacji położenia ligandów wokół centrów koor
dynacji przez oddziaływania hydrofobowe i wiązania wodorowe [75].

Mutant H134A, w którym His-al34 zastąpiono resztą Ala, jest nieaktyw
ny katalitycznie. Zamiast dwóch jonów niklu zawiera on tylko N il, o koor
dynacji nie pseudotetraedrycznej, ale oktaedrycznej. Wskazuje to na istotne 
znaczenie jonu Ni2 w ustalaniu odpowiedniej geometrii koordynacyjnej Nil 
i tworzeniu aktywnej ureazy. Jon niklu w mutancie jest także wiązany przez 
His-246, His-272 i Lys-217* (co świadczy, że karbamylowanie grupy aminowej 
Lys-217 może zachodzić również w nieobecności jonu Ni2), a ponadto przez 
trzy cząsteczki wody. Poza różnicami wokół centrum metalicznego (reszty 
314-331) struktura białka pozostaje w zasadzie nie zmieniona [75].

Dwa centra metaliczne połączone ze sobą mostkami karboksylanowymi 
lub fosfodiestrowymi występują w licznych hydrolazach [73]. Dla wielu z nich 
szczegółowe mechanizmy katalityczne nie są znane, ale uważa się, iż jeden jon

Lys 217"

His 136

His 272

Asp 360
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metalu jest kwasem Lewisa, polaryzującym i stabilizującym grupę odchodzącą, 
a drugi deprotonuje cząsteczkę wody, służąc za lokalne źródło jonów OH ~ do 
nukleofilowego ataku na substrat. Postuluje się, że podobnie jest i w ureazie.

Badania mutagenetyczne świadczą o kluczowej roli His-a219 i His-a320 
w katalizie enzymatycznej [75, 83]. Reszta His-a219 wpływa na wiązanie sub- 
stratu, prawdopodobnie przez tworzenie wiązania wodorowego z mocznikiem. 
Znajduje się ona w „kieszeni” białkowej w miejscu aktywnym, w odległości 310 
pm od N il, 370 pm od Ni2 oraz 300 pm od wolnego miejsca koordynacyjnego 
Nil. Reszta ta występuje w formie protonowanej przy atomie N e , c o  pozwala 
wytworzyć wiązanie wodorowe z atomem tlenu mocznika, umożliwiając od
powiednie ułożenie substratu i jego polaryzację [75].

Rys. 2. Możliwy mechanizm funkcjonowania miejsca aktywnego ureazy: AH — reszta Hisa219 
polaryzująca grupę karbonylową skoordynowanej cząsteczki mocznika i ułatwiająca atak nuk- 

leofilowy grupy O H - , B: — zasada Lewisa (przypuszczalnie atom azotu Hisa320) [73]
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Przypuszcza się, że His-a320 pełni w procesie katalizy rolę zasady. Odleg
łość protonowanego atomu N e od hipotetycznego nukleofila, Wat-1 (H20  lub 
OH- ), wynosi co prawda aż 430 pm, czyli reszta ta jest zbyt daleko, by mogła 
aktywować Wat-1. W wyniku zmian konformacyjnych po związaniu cząsteczki 
mocznika His-a320 może jednak znaleźć się w odpowiednim położeniu. W en
zymie nie zmodyfikowanym Wat-1 oddziałuje z tą resztą za pośrednictwem 
Wat-170. W strukturze H320A poza brakiem His-a320 w łańcuchu bocznym 
jedyną zmianą jest utrata Wat-170 i przesunięcie Wat-1 ze sfery koordynacyj
nej Ni2 na pozycję liganda mostkowego, 240 pm od Nil i 230 pm od Ni2. Jon 
Ni2 zachowuje swoją koordynację, natomiast koordynacja Nil przestaje być 
tak unikatową, bowiem wiązane są teraz cztery Ugandy (dwa N i dwa O) w geo
metrii tetraedrycznej. Możliwą dodatkowo poza rolą zasady katalitycznej, albo 
nawet alternatywną funkcją reszty His-oc320, może być zapewnienie odpowied
niej geometrii miejsca aktywnego, umożliwiającej związanie mocznika [75], 

Proponowany mechanizm funkcjonowania miejsca aktywnego ureazy 
przedstawiono na rys. 2 [73, 84]. Oprócz Nil, Ni2 i grup pokazanych na 
rysunku w katalizie uczestniczą także kwasowe i zasadowe reszty aminokwaso- 
we obecne w miejscu aktywnym wokół „kieszeni” białkowej wiążącej mocznik 
w pobliżu skoordynowanej cząsteczki wody. Model ten jest bardzo prawdopo
dobny, ale nie można zupełnie wykluczyć wiązania się substratu z obydwoma 
jonami Ni(II). W prowadzonych obecnie badaniach najistotniejsze wydaje się 
określenie struktury krystalicznej ureazy zawierającej związany inhibitor.

Hydrogenazy (E.C.1.12.1.2, 1.2.2.1, 1.8.99.1) to enzymy uczestniczące 
w metabolizmie wodoru cząsteczkowego. Katalizują one tworzenie i utlenianie 
H2 (3), w czym biorą też udział odpowiednie donory lub akceptory elektronów: 
NAD, ferredoksyny, cytochrom c itp. Hydrogenazy mogą również katalizować 
wymianę izotopową wodoru (np. 4) i wzajemną przemianę orto- i para-wodoru

Reakcje te wskazują, że hydrogenaza katalizuje heterolityczne rozrywanie 
wiązania w cząsteczce H2. Powstały proton łączy się przy udziale enzymu 
z zasadą, a jon wodorkowy jest przypuszczalnie wiązany przez centrum me
taliczne. Beztlenowce wytwarzają ponad 200 min ton H 2 rocznie, a tlenowce 10 
min ton [85], Wodór ten jest zużywany przez inne organizmy, przede wszyst
kim archebakterie metanogenne, bakterie acetogenne, redukujące siarczany lub

HYDROGENAZY

(5), [25].

H 2^ 2H + +  2e~,

D20  +  H 2^ H 20  + xD2 +  (1—x)HD, 

para-H2 ;=± orto-H2.

(3)

(4)

(5)



220 M. WASIELEWSKI

azotany, a także przez niektóre grzyby i algi. Kodują one w swych genach 
różne hydrogenazy [86], które występują m.in. w cytopłazmie (np. C. pasteuria- 
num, Nocardia opaca Ib [87]) i w przestrzeni periplazmatycznej (Desulfoiibrio 
gigas). Najpowszechniejsze są jednak związane z błonami hydrogenazy łań
cucha oddechowego. Spotyka się je w bakteriach utleniających wodór gazowy 
(£. coli, Alcaligenes), wbudowujących N 2 (Azotobacter) i w bakteriach fotosyn- 
tezujących (Rhodobacter capsulatus, Thiocapsa roseopersicina, C. cinosum) [25, 
88-92].

Niemal wszystkie hydrogenazy zawierają centra żelazo-siarkowe. W 1990 r. 
wyodrębniono z bakterii metanogennych nowy typ enzymu, hydrogenazę 
N 5,N 10-metenylotetrahydrometanopteryny, w której nie ma centrów metali
cznych [85, 93, 94]. W hydrogenazach z ponad dwudziestu różnych organiz
mów występuje nikiel [95, 96]. Enzymy te dzieli się więc ogólnie na żelazowe 
(hydrogenazy [Fe]) i niklowe (hydrogenazy [NiFe]). Te pierwsze, bardzo wraż
liwe na działanie powietrza i trudne do wyodrębnienia, stanowią stosunkowo 
małą grupę i na ogół uczestniczą w wytwarzaniu H2. W miejscu aktywnym 
mają one specyficzny, zawierający sześć atomów żelaza klaster Fe-S, tzw. klas
ter H.

Hydrogenazy niklowe występują we wszystkich grupach taksonomicznych 
bakterii. Większość z nich (poza enzymem hipertermofilowej archebakterii Py- 
rococcus furiosus [25]) katalizuje utlenianie H 2 z szybkościami większymi niż 
jego wytwarzanie, zatem uczestniczą one w jego konsumpcji. Hydrogenazy 
[NiFe] cechuje duża różnorodność składu chemicznego, ciężarów cząsteczko
wych, potencjałów redukcji i zachowania katalitycznego. Niektóre, zawierające 
związany z niklem selen w formie selenocysteiny, wyróżnia się jako podklasę 
hydrogenaz [NiFeSe], Jeszcze inne zawierają flawinę (FMN albo FAD), a we 
wszystkich występują centra Fe-S (4-14 atomów Fe na jeden atom Ni).

Hydrogenazy niklowe wykazują znacznie większą niż hydrogenazy [Fe] 
(choć zróżnicowaną) odporność na działanie 0 2 i innych inhibitorów: CO, 
NO, CN _, C2H2. Często obserwuje się odwracalne działanie inhibitorów przy 
krótkiej ekspozycji, a nieodwracalną inaktywację po dłuższym czasie. Sugeruje 
to, że niektóre inhibitory mogą być wiązane w kilku różnych miejscach en
zymu. Tlenek węgla w obecności światła jest inhibitorem współzawodniczącym 
z H 2; aktywacja przy naświetlaniu wskazuje na centrum metaliczne jako miej
sce wiążące [85].

Hydrogenazy niklowe mogą występować w różnych formach, dających 
odmienne widma EPR (rys. 3), [25,26, 97]. Sygnały EPR pochodzące od niklu 
obserwuje się wraz z sygnałami klasterów żelazo-siarkowych wchodzących 
w skład łańcuchów transportu elektronów do oraz z miejsca aktywnego [25].

Przy wyodrębnianiu enzymu w warunkach aerobowych powstaje miesza
nina Ni-A i Ni-B, które mają różne [98] lub jednakowe [99] widma IR. Pierw
sza z tych form może być aktywowana dopiero po długotrwałej inkubacji 
w H 2. Forma Ni-B, trwała na powietrzu, w temperaturach filologicznych
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Rys. 3. a) Formy występowania hydrogenaz niklowych, b) widma EPR różnych form hydrogenazy 
[NiFe] z Desulftwibrio gigas [26, 88]
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w obecności H 2 i niskopotencjałowych akceptorów elektronów ulega aktywacji 
natychmiast [100]. Tworzy się przy tym najbardziej aktywna forma Ni-C [97, 
101]. Przy częściowej redukcji Ni-B powstaje forma pośrednia, nie dająca syg
nału EPR, Ni-SI [98]. Przy szybkim utlenianiu przechodzi ona w Ni-A, powol
ne utlenianie zaś prowadzi do Ni-B. W wyniku częściowej, jednoelektronowej 
redukcji Ni-A można otrzymać nieaktywną formę Ni-SU [98]. Całkowita re
dukcja aktywowanego enzymu daje formę Ni-R, znów nie wykazującą syg
nałów EPR, które można by przypisać niklowi. Formy Ni-SI, Ni-C i Ni-R są 
aktywne względem utleniania H2 lub redukcji protonów.

Hydrogenazy niklowe składają się z co najmniej dwóch podjednostek, 
dużej (Mr =  46-72 tys. u) i małej (Mr =  23-38 tys. u) [102], W większej znaj
duje się zawierające nikiel miejsce aktywne, a w mniejszej klaster [4Fe-4S]. Ten 
ostatni nie jest częścią miejsca aktywnego, a jedynie przenosi ładunek między 
H 2 a jednoelektronowymi donorami lub akceptorami. Powszechne w hydro- 
genazach są także klastery [3Fe-4S], o wyższych potencjałach redukcji. Ich roli 
dotychczas nie ustalono. Hydrogenazy redukujące NAD (np. z Azotobacter 
entrophus) i z hipertermofilowych archebakterii Thermococcus stetteri zawierają 
też podjednostki z klasterem [2Fe-2S] i FAD [103], a w hydrogenazach redu
kujących F-420 w komórkach metanogenów znajduje się jeszcze trzecia pod- 
jednostka [25].

Przy rozważaniu budowy miejsca aktywnego proponowano różne sposo
by koordynacji izolowanego jonu niklu [11, 26, 104, 105, 106], Analiza rent
genowska formy Ni-A hydrogenazy niklowej z D. gigas ujawniła w miejscu 
aktywnym obecność heterodwurdzeniowego centrum metalicznego [107, 108]. 
W mniejszej podjednostce są trzy klastery żelazo-siarkowe ułożone niemal li
niowo, z klasterem [3Fe-4S] pomiędzy dwoma klasterami [4Fe-4S].

Miejsce aktywne enzymu występuje w większej podjednostce i zawiera 
atom niklu związany mostkowo z odległym o 290 pm atomem żelaza (rys. 4). 
Atomy donorowe tworzą wokół Ni(II) silnie odkształconą piramidę kwadrato
wą; szóste miejsce koordynacyjne jest nie obsadzone. Żelazo w miejscu aktyw
nym koordynuje trzy ligandy mostkowe i trzy dwuatomowe ligandy niebiał- 
kowe, które razem tworzą odkształconą strukturę oktaedryczną [98, 99, 109, 
110].

Ligand X jest przypuszczalnie jednoatomowym produktem redukcji 0 2. 
Jego obecność świadczy o występowaniu enzymu w stanie nieaktywnym [98]. 
Przy redukcji utlenionej formy enzymu do formy pośredniej możliwa jest zmiana 
liczby koordynacyjnej niklu z 5 na 6. Wyjątkiem jest hydrogenaza z Thiocapsa 
roseopersicina, w której nikiel jest zawsze sześciokoordynacyjny [ 111].

Trzy dotąd nie zidentyfikowane ligandy, LI, L2, L3, związane bardzo 
mocno z Fe, zawierają przypuszczalnie wiązania potrójne. Mogą nimi być CO 
lub CN _, żelazo w miejscu aktywnym jest, być może, skoordynowane z róż
nymi takimi ligandami [98], Każdy z nich występuje w innym otoczeniu biał
kowym. Ligandy LI i L2, koplanarne z dwoma skoordynowanymi z Fe cys-
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Rys. 4. Otoczenie koordynacyjne jonów metali w miejscu aktywnym hydrogenazy niklowej; za
znaczono (w pikometrach) odległości atomów donorowych ligandów od Ni i Fe [98]

teinowymi atomami siarki, mogą tworzyć wiązania wodorowe, odpowiednio, 
z resztami Ser-486 i Arg-463. Ligand L3 jest otoczony wyłącznie przez reszty 
hydrofobowe. Wszystkie one, schowane głęboko w białku, niedostępne dla 
rozpuszczalnika oraz prawdopodobnie niewymienialne, stanowią przypuszcza
lnie integralną część miejsca aktywnego. W widmach IR odpowiadają im cha
rakterystyczne pasma w zakresie 2100-1800 cm-1. Podobne pasma znaleziono 
ostatnio dla hydrogenazy żelazowej [110]. Wskazuje to na podobną, unikato
wą budowę miejsca aktywnego w hydrogenazach [NiFe] i [Fe], umożliwiającą 
aktywację diwodoru.

Widma EPR Ni-A/B/C wskazują na obecność paramagnetycznych jonów 
niklu w miejscu aktywnym. W celu ustalenia, czy są to jony Ni(III), czy Ni(I), 
prowadzi się m.in. badania układów modelowych. Otrzymano co prawda nie
wiele związków dwurdzeniowych z atomami Ni i Fe połączonymi mostkami 
tiolanowymi [112,113], ale dużo kompleksów mostkowych zawierających dwa 
[114] lub trzy jony niklu [115]; niektóre z nich uczestniczą w nieodwracalnych
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reakcjach redoks [26, 116]. Badania związków modelowych pokazują, że ni- 
kiel(III), w przeciwieństwie do Ni(I), nie wiąże jonów H -  ani CO [117],

Forma Ni-C hydrogenazy, w której z niklem wiązane są przypuszczalnie 
jony H - [118] i która może przyłączać odwracalnie inhibitor kompetycyjny 
CO [119], zawiera więc Ni(I). Forma ta jest prawdopodobnie zredukowana
o dwie jednostki ładunku w stosunku do Ni-B [120-122], Ta ostatnia mogłaby 
więc zawierać Ni(IlI) [123], jeżeli jednak występuje w niej ligand wodorkowy 
(lub H2), to dwa elektrony byłyby związane z tym ligandem i stopnie utlenienia 
jonów metali w miejscu aktywnym nie ulegałyby zmianie przy redukcji Ni-B do 
Ni-C [98]. W wypadku Fe potwierdzają to widma IR, a niklu, który nie zmie
niałby stopnia utlenienia i występowałby jako Ni(I) — spektroskopia XAS [124],

Nikiel skoordynowany przez cztery ligandy cysternowe ma dwa wolne 
miejsca koordynacyjne, w których może wiązać jon wodorkowy. Wydaje się, że 
jest on przyłączany w położeniu zajmowanym w strukturze krystalicznej przez 
mostkowy ligand tlenowy (zbadano strukturę białka nieaktywnego, otrzyma
nego w warunkach tlenowych; centrum niklowe w aktywnym enzymie może 
wyglądać odmiennie), [101, 122], Ligand H~ byłby stabilizowany przez oba 
jony metali i Arg-463. Obserwowane słabsze oddziaływanie Ni-H~ wynikałoby 
z wiązania tego liganda także przez jon żelaza, który w Ni-A/B/C występuje 
przypuszczalnie w stanie diamagnetycznym, odpowiadającym niskospinowemu 
Fe(II). Zgadzałoby się to z silnym, oktaedrycznym polem ligandów, wytwarza
nym m.in. przez występujące w jego sferze koordynacyjnej ligandy dwuatomo- 
we, CO lub CN".

Próby sformułowania mechanizmu działania katalitycznego hydrogenaz 
[NiFe] są podejmowane od dawna (np. [125, 126]). Otrzymane ostatnio wyni
ki badań podtrzymują model, w którym miejsce aktywne enzymu przyjmuje 
dwa elektrony, przenoszone następnie przez znajdujące się w mniejszej podjed- 
nostce dwa klastery [4Fe-4S] do cytochromu c3. Jon niklu przy udziale zasady 
Lewisa umożliwia rozerwanie wiązania w H 2, po czym przyłącza powstały jon 
H~, koordynowany także przez Fe (rys. 5). Żelazo stabilizuje + 1  stopień utle
nienia, który nikiel musi przyjąć, by wypełniać swą funkcję [127, 128].

Mechanizm działania katalitycznego hydrogenaz niklowych nie został jed
nak całkowicie wyjaśniony. Niektóre badania wskazują, że nikiel nie jest miej
scem wiązania wodoru w miejscu aktywnym. Wyniki niedawnych analiz EPR 
prowadzonych w temperaturach kriogenicznych sugerują, iż dla Ni-C substrat 
wodorowy nie znajduje się w pierwszej sferze koordynacyjnej niklu, ale jest 
związany z atomem siarki jego terminalnego liganda cysternowego [129]. Nie 
wyklucza się udziału związanej z niklem siarki cysteinowej w procesach redoks 
zachodzących w miejscu aktywnym [130], Badana jest rola ligandów tiolano- 
wych w tworzeniu miejsca aktywnego i ewentualnym wiązaniu H + [131].

Konieczne są dalsze prace zmierzające do określenia stopni utlenienia me
tali w miejscu aktywnym i ich zmian oraz zidentyfikowania skoordynowa
nych z żelazem ligandów dwuatomowych. Prowadzone obecnie badania hydro-



Rys. 5. Proponowany mechanizm utleniania H2 z udziałem hydrogenazy z Dexulfovibrio gigas [98]



226 M. WASIELEWSK1

genazy utlenionej Ni-B, zredukowanej Ni-R i związanej z CO mają scharakteryzo
wać zmiany strukturalne zachodzące w miejscu aktywnym przy aktywacji enzymu 
i w procesie katalizy oraz pośrednio określić miejsce przyłączania substratu.

REDUKTAZA METYLOKOENZYMU M

Bakterie metanogenne są organizmami ściśle beztlenowymi. Cechuje je 
wysoce wyspecjalizowany metabolizm energetyczny, zwany metanogenezą 
[132, 133]. Źródłem energii jest dla nich reakcja (6), w której od H 2 do C 02 
w etapach dwuelektronowych przenoszone jest osiem elektronów ((7), (8)).

C 0 4 +  4H2 CH4 +  2H20 , (6)

4H2 -> 8H + + 8e_, (7)

C 0 2 +  8e_ +  8H + ->• CH4 +  H zO. (8j

W końcowym etapie wytwarzania metanu przez chemolitoautotrofowe 
bakterie metanogenne uczestniczy reduktaza metylokoenzymu M, MCR 
(E.C.1.8.-.-.). Katalizuje ona redukcję CoM, CH3S(CH2)SOj, który jest produktem 
pośrednim prey tworzeniu metanu ze wszystkich substratów metanogennych:

CH3—S—CoM + 2e~ +  2H+ CH4 +  HS—CoM. (9)

Uwalnianie metanu można rozważać jako wynik desulfuryzacji grupy 
—S—CH3 metylokoenzymu M, polegającej na przeniesieniu siarczku i utworze
niu mieszanego disiarczku z tiolowym kofaktorem HS—HTP (10), wchodzącym 
w skład kofaktora redukującego metyl, MRF (11), [134], Ostatnim etapem pozy
skiwania energii jest powtórna redukcja CoM—SS—HTP podczas przenoszenia 
elektronu w błonie komórkową, zachodzącego z udziałem hydrogenazy.

CH3—S—CoM +  HS—HTP -  CH4 +  CoM—SS—HTP. (10)

HS - HTP

CH3 O

0

HN'
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(ID
Reduktaza metylo-CoM jest białkiem dimerycznym, składającym się 

z trzech podjednostek (a2P2y2) [135]. Jego działanie wymaga obecności szere
gu aktywujących go białek, określanych łącznie jako „składnik A”, a w więk-
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szóści przypadków także udziału ATP [26]. W części białkowej MCR znajdują 
się ponadto dwie cząsteczki zawierającego nikiel kofaktora F-430. Wyodrębnio
ny w wolnej postaci wykazuje on maksimum absorpcji przy 430 nm, natomiast 
dla kofaktora w enzymie /„max = 420 nm. Zarówno wolny koenzym, jak i wy
stępujący w stanie spoczynkowym MCR, zawiera wysokospinowy jon Ni(II), 
[136]. Ester pentametylowy F-430 można zredukować do formy zawierającej 
Nid) =  382 nm), albo utlenić do stanu z Ni(III) (/.mai = 368 nm), [137].

Pierścień makrocykliczny F-430 jest zredukowanym układem tetrapirolo- 
wym (12), pofałdowanym i podatnym na odkształcenia od idealnie płaskiej 
struktury [138]. Możliwość przyjmowania geometrii koordynacyjnej płaskiej, 
kwadratowej lub bipiramidy trygonalnej ułatwia redukq'ę Ni(Il) do Ni(I) [25]. 
Struktury krystalicznej miejsca aktywnego i sposobu wiązania F-430 w en
zymie nie ustalono. Widma ramanowskie, EXAFS i badania magnetyczne 
Ni(II) w enzymie nieaktywnym wskazują, że nikiel jest sześciokoordynacyjny, 
a w położeniach aksjalnych nie ma donorów siarkowych [139], ale azotowe 
lub, co bardziej prawdopodobne, tlenowe. Analizy XAS świeżo wyodrębnione
go MCR pokazują 5-6 donorów N/O w odległości 209 pm od Ni [140].

F-430 
F-430M 

(12)

Reduktaza metylokoenzymu M jest bardzo wrażliwa na działanie 0 2. 
Izoluje się ją  z zachowaniem 30% aktywności fizjologicznej, obserwowanej 
tylko w warunkach redukujących. Widmo EPR natywnego F-430 pokazano 
na rys. 6a. Dla formy aktywnej występują dwa zestawy sygnałów' EPR, 
MCR-redl i MCR-red2, wynikające z obecności centrum Ni‘F430, zawierające
go słabo związane ligandy aksjalne. Nieaktywna forma enzymu albo nie wyka
zuje sygnału EPR, albo daje sygnał odmienny, MCR-oxl [141]. Redukcja 
MCR-oxl in vitro prowadzi do MCR-redl, przy czym aktywność enzymu stop
niowo rośnie. Reduktaza metylo-CoM ulega aktywacji, gdy związany z biał
kiem koenzym F-430jest redukowany do stanu odpowiadającego Ni(I), o czym
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B tmTl X  [mT]
Rys. 6. a) Widmo EPR natywnego NI'F-430, b) widma UV-VIS formy udenionej (ox) i zredukowa

nej (red) natywnego F-430 [142]

świadczą charakterystyczne pasma w widmie UV-VIS formy zredukowanej 
(rys. 6b), [142, 143]. Ligandami aksjalnymi w tej formie enzymu nie są cząste
czki wody [136].

Reduktaza metylo-CoM jest bardzo specyficzna względem CH3. Po za
stąpieniu grupy sulfonianowej karboksylanem enzym zachowuje aktywność, co

Rys. 7. Możliwy mechanizm funkcjonowania reduktazy metylokoenzymu M [26, 145]
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wskazuje, iż sulfonian nie uczestniczy bezpośrednio w reakcji. Zaproponowano 
dwupunktowe przyłączanie substratu, z siarczkiem wiązanym przez nikiel, 
a sulfonianem przez białko [25]. Możliwy mechanizm uwalniania metanu ba
dano analizując właściwości koenzymu F-430 [25, 137] i związków modelo
wych [26, 139, 144-147], Sformułowano wiele propozycji funkcjonowania 
F-430 w cyklu katalitycznym. Wyniki badań EPR wskazują, że nikiel zmienia 
przy tym stopień utlenienia z + 2  na +1 i odwrotnie. W wyniku koordynaqi 
HS—HTP do Ni(I) powstaje forma MCR-red2 [148]. Mechanizm działania 
tego enzymu nie jest jednak dokładnie znany. Jedną z możliwości przedstawio
no na rys. 7.

DEHYDROGENAZA TLENKU WĘGLA/SYNTAZA ACETYLO-CoA

Wiele bakterii metanogennych i acetogennych zawiera enzym katalizujący 
odwracalne utlenianie tlenku węgla do dwutlenku (13), [25, 149, 150]. Nazywa 
się go dehydrogenazą tlenku węgla, CODH, mimo że CO nie zawiera wodoru 
(właściwie jest to oksydoreduktaza CO:akceptor; E.C.1.2.99.2).

Akceptorem elektronów dla tej reakq'i jest często ferredoksyna (14), choć 
mogą nimi być też FMN, FAD, rubredoksyna, flawodoksyna, cytochrom c. 
Enzymami pełniącymi wyłącznie tę jedną funkcję są aerobowe dehydrogenazy 
molibdenowe [151] i niklowe CODH bakterii fototrofowych. W tych ostat
nich, bardzo WTażliwych na działanie 0 2, występują dwa rodzaje klasterów 
metali, B i C, przy czym klaster B jest typowym układem [Fe4S4] 2+1+, uczest
niczącym w przenoszeniu elektronów [152],

W większości, choć nie we wszystkich bakteriach acetogennych i auto- 
trofowych metanogenach, enzym ten pełni podwójną funkcję [153], co stwier
dzono izolując go przy braku C 0 2. Nie tylko katalizuje on redukcję dwutlen
ku węgla do CO, ale i pośredniczy w tworzeniu acetylokoenzymu A z tlenku 
węgla, koenzymu A i źródła grup metylowych — jest więc syntazą acety- 
lo-CoA, ACS (15; CFeSP oznacza korynoidowe białko żelazo-siarkowe) [154]. 
ACS katalizuje też reakcje wymiany między CO a grupą karbonylową acety- 
lo-CoA (16) oraz między wolnym koenzymem A a grupą Co A wchodzą w skład 
acetylo-CoA (17). Wskazują one, że enzym zawiera specyficzne miejsca wiążące 
grupy metylową, karbonylową i CoA. Dotychczas nie zaobserwowano enzymu

CO +  H20 ^ ± C 0 2 + 2e~ + 2H+. (13)

(14)
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wykazującego wyłącznie aktywność ACS, choć może on zostać wykryty, obie 
funkcje bowiem są związane z udziałem różnych miejsc aktywnych enzymu 
[155],

CH3—CFeSP + CO + CoA ;=± acetylo-Co A +  CFeSP. (15) 

CHj—CO—SCoA +  *CO CH3—*CO—SCoA +  CO. 116)

CH3—CO—*SCoA + HSCoA — CH3—CO—SCoA + H*S—CoA. (17)

Pełniące podwójną rolę CODH/ACS enzymy bakterii metanogennych 
oraz acetogennych wykazują na ogół dużą wrażliwość na działanie ditlenu. Są 
one zbudowane z podjednostek o podobnej wielkości i wszystkie zawierają trzy 
klastery metali: A, B i C. Utlenianie CO zachodzi w miejscu zawierającym 
klaster C, klaster A natomiast jest miejscem syntezy acetylo-CoA. Mimo wypeł
niania różnych funkcji w każdym z nich jon niklu jest połączony przez ligand 
mostkowy z klasterem [Fe^SJ.

Do najlepiej zbadanych należy CODH/ACS z acetogennych bakterii C. 
thermoaceticum. Analizy chromatograficzne enzymu wskazywały na strukturę 
heksameryczną [153, 156, 157], ale ostatnie jego badania [158], a także białka 
z Methanosarcina Jrisia [159] świadczą, iż jest to tetramer oc2 p2. Dwie podjed- 
nostki p (71 tys. u) stanowią podłużny rdzeń, na którego końcach znajdują się 
podjednostki a  (81 tys. u) [155]. Zbliżoną budowę ma wykazujący podobne 
właściwości [160] enzym z Acetobacterium woodii. W każdym dimerze a(3 są 
dwa jony Ni, 11-12 Fe, 1 Zn i 14 atomów labilnej w kwasach siarki nieor
ganicznej. Wchodzą one w skład klasterów A, B i C [161]. Działanie CODH 
acetogenów związane jest z podjednostką P [158, 162], zawierającą klastery 
B i C konieczne do utlenienia CO. Wyizolowana podjednostką a nie wykazuje 
aktywności ACS. Zawiera ona jednak jeden jon Ni i cztery atomy Fe oraz ma 
właściwości spektroskopowe podobne jak klaster A [163], będący miejscem 
aktywnym, w którym odbywa się synteza acetylo-CoA [164], Aktywność ACS 
może być więc związana albo z podjednostką a, albo wymagać udziału a oraz p.

W skład enzymu CODH/ACS metanogenów wchodzi kompleks składają
cy się z podjednostek a (90 tys. u), P (60-70 tys. u), y (60 tys. u), 8 (58 tys. u) 
i s  (20 tys. u) [165], Dysocjuje on na białko dimeryczne (podjednostki o Mr ok. 
89 tys. u i 19 tys. u), dimeryczną formę CFeSP (60 i 58 tys. u), [166-168] 
i składnik o Mr =  52 tys. u [169]. Aktywność CODH związana jest z komplek
sem podjednostek a oraz e (232 tys. u) [170,171]; możliwe, że miejsce aktywne 
znajduje się w podjednostce oc [172]. Nie wiadomo, jakie składniki enzymu 
zapewniają aktywność ACS; być może podjednostką P [171], kompleks as lub 
asP [155].

Dehydrogenaza CO wyodrębniona z purpurowych bakterii fototrofowych 
R. rubrum umożliwia im wykorzystanie tlenku węgla jako jedynego źródła 
węgla i energii [173]. Jest ona pojedynczym łańcuchem polipeptydowym, za
wierającym 1 Ni, 7-9 Fe, 8 S i Zn [25]. W enzymie nie ma klastera A i nie
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katalizuje on syntezy acetylokoenzymu A [174, 175]. Można go wyizolować 
w formie pozbawionej niklu, hodując bakterie w środowisku wolnym od tego 
metalu. Występuje w nim wtedy zwykła zawartość Fe i S, ale jest on bardziej 
wrażliwy na działanie 0 2 niż enzym natywny. Jego aktywność można przy
wrócić po inkubacji w roztworze Ni(II). Jest to jedyny enzym niklowy, dla 
którego odnotowano dotychczas łatwą insercję jonów Ni(II) [176]. Utlenianie 
CO jest tu odwrotnością pierwszego etapu w cyklu syntazy acetylo-CoA, co 
dowodzi, że w enzymie z R. rubrum centrum zawierające nikiel jest miejscem 
reakcji z CO.

Miejscem aktywnym CODH, w którym zachodzi utlenianie tlenku węgla, 
jest klaster C, występujący jako C-redl (S =  1/2) [177-179]. Po przyłączeniu 
CO ulega on redukcji, przypuszczalnie dwuelektronowej [180], do C-red2 (tak
że S = 1/2). Ponadto ma on jeszcze co najmniej dwie trwałe formy: diamag- 
netyczną C-ox i C-red3 (dawniej C*), powstającą w reakcji enzymu z tiocyjania- 
nem, izocyjankiem lub azydkiem. Sugeruje się też istnienie formy C-int zreduko
wanej o jednostkę ładunku względem C-redl [180]. W procesie katalizy elektro
ny są przenoszone z klastera C do B (18), diamagnetycznego w stanie [Fe4S4]2'1' 
jB-ox), a paramagnetycznego (S =  1/2) jako [Fe4S4] ł+, tj. B-red [175].

CO

C02

Klaster Cred ^  Klaster Bred p  [Klaster A-CO]red

CO
Klaster Cox ** v  Klaster Box *  v  Klaster Aox

(18)

W skład klastera C wchodzi klaster żelazo-siarkowy oraz nikiel. Badania 
EXAFS CODH z R. rubrum wskazują, że jon niklu występuje jako pięciokoor- 
dynacyjny, wysokospinowy Ni(II), połączony z trzema donorami N/O i dwoma 
Ugandami siarkowymi. Jeżeli Ni i Fe wchodzą w skład tego samego klastera, 
to na pewno nie występują jako [NiFe3S4], [181]. Widma EPR i Móssbauera 
świadczą, że Ni(II) jest połączony z żelazem przez ligand mostkowy, wyka
zując słabe sprzężenie z klasterem [Fe4S4]2+/1+ (S = 1/2), w którym jeden 
z atomów żelaza (tzw. FCII) jest przypuszczalnie pięciokoordynacyjny i przy
pomina Fea klastera [Fe4S4] akonitazy [175, 182], Dla inhibitowanej cyjan
kiem CODH z C. thermoaceticum jony CN _ wiążą się równocześnie z Ni i Fe, 
przy czym żelazo koordynuje atom C. Nie jest jednak jasne, czy jony te za
stępują wcześniej istniejący ligand mostkowy, czy tworzą dodatkowy mostek. 
Układ Fe—C—N jest liniowy, natomiast kąt C—N—Ni wynosi 140 c. Ta
ka budowa adduktu sugeruje, że w utlenianiu CO uczestniczą dwa jony meta
li [183].

Na podstawie wyników badań CODH proponuje się mechanizm, zakłada
jący, że na sumaryczną reakcję utleniania CO (19) składają się dwa procesy. 
W pierwszym, w wyniku utleniania CO do C 0 2, tworzy się dwuelektronowo
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zredukowany enzym, a w drugim następuje powtórne utlenienie enzymu przez 
akceptor elektronów [155].

CO +  H20  +  akceptorOI C 0 2 +  2H + +  akceptorred. (19)

Najpierw do klastera Ni—X—Fe4S4 przyłącza się CO (rys. 8), a jeden 
z ligandów prawdopodobnie oddysocjowuje. W centrum niklowym koordyno
wana jest cząsteczka wody, dająca po deprotonacji związany nukleofil OH'

c o  i.

W miejscu zawierającym żelazo (FCII) przyłącza się cząsteczka tlenku węgla 
(jak CN~, ale CO jako słabszy rc-akceptor raczej nie tworzy mostka między 
dwoma jonami metali). W drugim etapie, dla którego duże znaczenie ma preor- 
ganizacja jonów metali w enzymie, związana z Ni(II) grupa hydroksylowa 
atakuje skoordynowany z żelazem CO, tworząc połączoną z enzymem grupę 
karboksylową. Nikiel pełni rolę kwasu Lewisa, polaryzując wiązanie w CO
i nadając przez to atomowi węgla charakter bardziej elektrofilowy. W trzecim 
etapie grupa —COOH ulega deprotonacji i dekarboksylacji z utworzeniem 
C 0 2, przy czym klaster C (Ni—FeS) przechodzi w formę zredukowaną. Przej
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ściowo tworzyłby się tu Ni(0) lub Fe(0), oddający szybko elektrony innym 
klasterom metali w białku. Na miejsce oddysocjowującej grupy karboksylowej 
przyłącza się przypuszczalnie ligand oderwany w pierwszym etapie, przy wiąza
niu CO. Ostatni etap dotyczy drugiego procesu: zredukowany enzym jest po
nownie utleniany przez akceptor elektronów, którym dla enzymu z C. ther- 
moaceticum jest przypuszczalnie ferredoksyna.

Miejscem syntezy acetylo-CoA jest klaster A, o charakterystyce spektro
skopowej odmiennej niż klaster C [157, 184-187]. Wyizolowana podjednostka 
x, o właściwościach spektroskopowych podobnych do właściwości enzymu na- 
tywnego, zawiera cztery atomy żelaza w klasterze [Fe4S4]2'r;1 + (S = 3/2) oraz 
nikiel. Ten ostatni koordynuje dwa odległe o 219 pm donory siarkowe i dwa 
donory azotowe lub tlenowe oddalone o 189 pm, w odkształconej geometrii 
płaskiej, kwadratowej [163]. W enzymie nikiel jest połączony mostkowo przez 
nieznany ligand X z klasterem Fe-S: [Ni(ji-X)-Fe4S4], [26]. Cząsteczka CO jest 
ligandem terminalnym, koordynowanym nie przez Ni, jak wcześniej sądzono, 
ale przez Fe [188-190], służąc za prekursor grupy karbonylowej acetylo-CoA 
[155]:

CODH(NiFe)—CO +  CH3—13CO—SCoA ->
-  CODH(NiFe)—13CO +  CH3—CO—SCoA. (20)

Proponowany mechanizm funkcjonowania ACS/CODH przedstawiono 
na rys. 9. Pod działaniem oksydoreduktazy pirogronian: ferredoksyna kwas 
ulega dekarboksylacji i powstaje C 0 2, redukowany w miejscu aktywnym 
CODH do CO. Tlenek węgla, wytwarzany jako metabolit pośredni, jest od 
razu zużywany przez związanie go w miejscu aktywnym ACS i utworzenie 
paramagnetycznego adduktu NiFeC. Skoordynowana grupa karbonylowa łą
czy się z grupą metylową i CoA, tworząc acetylo-CoA [191]. Na przenoszenie 
węgla w metanogenach wpływają potencjał redukcji wewnątrz komórki i do
stępność wodoru [192].

Ponieważ tlenek węgla wiąże się z żelazem, a dla syntezy acetylo-CoA 
niezbędny jest nikiel [193], dlatego postuluje się tworzenie jako produktów 
pośrednich układu żelazo-karbonyl i pochodnej metylowej niklu [189]. 
Istnienie układu metyl-ACS, prekursora grupy metylowej acetylo-CoA, po
twierdzono eksperymentalnie; był to pierwszy przykład występowania wią
zania nikiel—węgiel w przyrodzie [194, 195]. Zidentyfikowanie najważniej
szych produktów pośrednich w cyklu katalitycznym ACS (rys. 10) pozwoliło 
zaproponować mechanizm, w którym po procesach karbonylowania i trans- 
metylacji następuje insercja grupy karbonylowej i tworzy się kolejny produkt 
pośredni, acetylo-ACS [196]. Koenzym A jest wiązany w pobliżu klastera 
A lub przez ten klaster (może nawet jako jego ligand [197]), przy czym w utrzy
maniu go w miejscu aktywnym pomagają reszty argininowa i tryptofanowa 
[198, 199]. Ostatni etap obejmuje syntezę wiązania tioestrowego acetylo-CoA 
[155],
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Rys. 10. Związane z ACS produkty pośrednie w cyklu katalitycrcym tworzenia acetylo-CoA [155J

W celu lepszego zrozumienia działania CODH i ACS prowadzone są 
próby otrzymania ich struktury krystalograficznej i scharakteryzowania wiąza
nia metal—węgiel w kompleksie acetylo-ACS [155]. Ważną w tym rolę pełnią 
badania układów modelowych, w tym kompleksów dwurdzeniowych, zawiera
jących nikiel i żelazo połączone ligandami mostkowymi [26, 197, 200, 201].

PODSUMOWANIE

W ciągu ponad dwudziestu lat, jakie upłynęły od wykrycia niklu w miejscu 
aktywnym ureazy, znaleziono jeszcze kilka zawierających go enzymów. W zna
cznym stopniu poznano otoczenie koordynacyjne niklu, do czego szczególnie 
przyczyniły się wyniki badań rentgenograficznych w ostatnich 2-3 latach (urea-
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za, hydrogenaza). Poczyniono duże postępy na drodze do zrozumienia roli 
niklu w mechanizmach katalizy enzymatycznej. Wciąż jednak pozostały pewne 
wątpliwości, nie rozstrzygnięte problemy i sprzeczności w interpretacji wyni
ków doświadczalnych. Brakuje przy tym nadal pełnej odpowiedzi, dlaczego to 
właśnie nikiel, a nie inny metal, został wybrany w toku ewolucji do wypełniania 
tych specyficznych funkq'i w enzymach.
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ABSTRACT

The Mitsunobu reaction has been known since the late sixties. It is me
diated by the redox system: triaryl- or trialkylphosphine dialkyl azodicarboxy- 
late and brings about the nucleophilic substitution of an alcoholic hydroxyl 
group by the conjugate base of an acidic reactant, with inversion of configura
tion at the alcohol carbon. The Mitsunobu reaction is widely used in organic 
chemistry and its mechanism (Scheme 1) has been intensively studied (for re
view — see [2-5]). This article deals with the application of the reaction in the 
chemistry of amino acids.

The reaction was proposed as an effective method of a-amino acid syn
thesis using hydroxy acids as substrates. As the amino group synthons phtali- 
mide [10, 11], (Scheme 2), hydrazoic acid [14], (Scheme 5) or t-butyl-2(trimethyl- 
silil)ethylsulphonylcarbamate [18], (Scheme 7) were used. The procedure using 
HN3 was profoundly improved by the introduction of a stable bis-pyridine 
complex of zinc oxide [16]. The use of phtalimide as an amino group precursor 
in Mitsunobu-type reaction was successfully applied to the synthesis of 
2-2H-labelled chiral glycine [13], (Scheme 4). In the model studies on the 
synthesis of 15N-labelled N-protected chiral amino acids Degerbeck et al. [17] 
found that the yield of the Mitsunobu conversion (Scheme 6) depends on the 
acidity of the NH function in the imidocarbonate or sulphonylcarbamate used

The Mitsunobu reaction has also been applied to the synthesis of many 
unnatural or modified amino acids such as protected 2,3-diamino butyric 
acid [19], 3- or 4- mercaptoproline derivatives [20, 21], (Scheme 8), Ns-ace- 
tyl-N5-hydroxy-L-ornitine [22], (Scheme 9) and a-N-hydroxyamino acids [23], 
(Scheme 10). Wojciechowska et al. [24] have reported the preparation of dehy
droamino acids from protected serine and threonine derivatives under the in
tramolecular Mitsunobu dehydration condition (Scheme 11).

A general approach to the preparation of N-monoalkylated amino acids 
based on the Mitsunobu reaction has been developed [30] using N-tosylamino 
acid esters as acidic components of the reaction (Scheme 15). Since the removal 
of tosyl group is difficult, a modification of the N-alkylation procedure has 
recently been devised [32, 33].

The Mitsunobu reaction is also an excellent procedure for transforming 
hydroxy acids or hydroxy amino acids into esters whose subsequent hydrolysis 
leads to a stereoisomer of the initial compound with the inverted configuration 
at the carbinol centre and was very often used in this way [37, 38], (Schemes 
8 and 17).

The Mitsunobu reaction provides also an interesting method of esterifica- 
tion in which an alcohol, not a carboxylic component, is activated. It was used 
to the synthesis of diphenylmethyl esters of N-trityl amino acids [43], to the 
attachment of a first amino acid to the polymer support [44] or to active ester 
synthesis [45], (Scheme 18).
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The applications of the Mitsunobu reaction include also the preparation 
of many cyclic derivatives of amino acids such as (3-lactams [51], (Scheme 20), 
aziridines [49, 54], (Schemes 19, 21) or (3-lactons [60]. The last cyclic derivat
ives are valuable intermediates for the synthesis of ^-substituted alanines 
(Scheme 22). (3-Lactonization proceeds easily in case of serine derivatives whereas 
in threonine derivatives P-elimination is the dominant reaction [61], (Scheme 23).

The review deals also with the application of the title reaction to the 
synthesis of peptide (polyamide) nucleic acids (PNA) [31, 39, 40, 68-70].
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WSTĘP

Reakcja Mitsunobu jest znana od połowy lat sześćdziesiątych, kiedy to 
została zaproponowana jako nowa metoda alkilowania różnych grup związ
ków organicznych [1]. Polega ona na wymianie grupy hydroksylowej alkoholu 
na sprzężoną zasadę kwasu obecnego w układzie (X- ), a jej siłą napędową jest 
utlenianie trialkilofosfiny za pomocą diestrów kwasu azodikarboksylowego. 
Mechanizm reakcji Mitsunobu był przedmiotem intensywnych badań. Obecnie 
przyjmuje się, że reakcja zachodzi na dwóch alternatywnych drogach przed
stawionych na schemacie 1 [2-5].

Ph3P  + Y O O C -N = N —COOY

I
0  O  

Ph3P-N —N— COOY I
COOY

HX A ROH

Ph3P-N -N H -CO O Y  Ph3P -O R  +

COOY X© Y O O C -N -N H — COOY

\  R 0H  j  ROH

YOOC-NH-NH— COOY YOOC-NH-NH— COOY
0  + +

Ph3P -O R  X© ----------  Ph3P(OR)2

/ HX, -ROH

RX + Ph3P = 0  

Schemat 1

Kluczowy etap procesu, polegający na nukleofilowym ataku X-  na ad- 
dukt trialkilofosfiny i alkoholu lub trialkilofosfonian dialkilowy, zachodzi wg 
mechanizmu SN2. Początkowo w reakcji stosowano prawie wyłącznie trifenylo- 
fosfinę (TPP) oraz ester dietylowy (DEAD) lub diizopropylowy (DIAD) kwasu 
azodikarboksylowego. W ostatnim okresie wprowadzono nowe pochodne 
kwasu azodikarboksylowego, np. dipiperydyd (ADDP) [6] czy jego tetramety- 
lodiamid (TMAD) [7]. Spowodowało to zwiększenie zasadowości anionu po
chodnej kwasu azodikarboksylowego, a tym samym możliwość zastosowania 
reaKcji Mitsunobu do kwasów o pKa > 13 . Wprowadzenie tributylofosfmy 
(TBP) ma na celu silniejszą lokalizację ładunku dodatniego na atomie fosforu, 
a tym samym ułatwienie ataku nukleofilowego na powstałe związki pośred
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nie [8]. Zagadnienia związane z mechanizmem zostały szczegółowo omówione 
w artykułach przeglądowych Mitsunobu [2], Jenkinsa i Mitsunobu [3] oraz 
Hughesa [4, 5].

Niniejszy artykuł jest poświęcony zastosowaniom reakcji Mitsunobu 
w chemii aminokwasów. Pominęliśmy w nim dużą grupę publikacji dotyczą
cych fosfonowych analogów aminokwasów, które zasługują na odrębne po
traktowanie. W pokrewnych dziedzinach reakcja Mitsunobu stała się już 
przedmiotem doskonałych opracowań rodzimych [np. 9],

SYNTEZA «-AMINOKWASÓW I ICH POCHODNYCH

W swoich pionierskich pracach nad syntezą amin w łagodnych warunkach 
Mitsunobu i wsp. [10] opisali przekształcenie estru etylowego kwasu mlekowe
go w racemiczną N-ftaloiloalaninę przy użyciu równomolowych ilości TPP, 
DEAD i flalimidu (schemat 2).

TPP. DEAD 
H  .R  PhtNH H  .R

B O O C ^ ™  %W N ':00E t
(S) (R)

R  =  M e  lu b  B z l

Schemat 2

W analogiczny sposób otrzymano [11] optycznie czynne N-ftaloiloalaninę 
i N-ftaloilofenyloalaninę wychodząc z odpowiedniego chiralnego hydroksy- 
kwasu, ftalimidu i typowych komponentów reakcji Mitsunobu. W pracy tej 
wykazano, że wydajność reakcji może być w znaczny sposób podwyższona 
przez dodatek nadmiaru TPP i DEAD oraz że zachodzi ona z inwersją kon
figuracji na karbinolowym atomie węgla.

Opisano także stereospecyficzną syntezę pochodnej aminokwasu w wyni
ku alkilowania N-benzyloksykarbonyloimidu kwasu benzoesowego przez ester 
etylowy kwasu S-mlekowego w warunkach reakcji Mitsunobu, prowadzącą do 
otrzymania mieszaniny produktów N- i O-alkilowania [12], (schemat 3).

W wyniku acydolizy produktu w 33% HBr w AcOH uzyskano ester etylo
wy (i?)-alaniny. Jednak zarówno benzoilowa, jak i ftaloilowa osłona grupy ami
nowej usuwana jest w warunkach zbyt drastycznych, przez co nie nadaje się do 
stosowania w syntezach bazujących na substratach zawierających grupy labilne.

Ftalimid, jako „źródło” grupy aminowej syntezowanego aminokwasu, zo
stał także wykorzystany w syntezie stereospecyficznie znaczonej glicyny [13]. 
(i?)- i (S)-[2-2H]-glicyna o wysokiej czystości optycznej została zsyntezowana 
w dużej skali na dsodze czysto chemicznej zgodnie ze schematem 4.



H H R OR
H O ~ ^ CH3 + c 6H5C O -N -C O O C H 2C6H5 c6H5C(>-N-COOCH2CeH5+ C 6H5C = N -C O O C H 2CeH5

ĆOOC2H5

C2H5OOĆ

Schemat 3
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Otrzymane klasycznie deuterowane aldehydy aromatyczne redukowano 
za pomocą chiralnego czynnika redukującego (R- lub S-B-izopinokamfe- 
nyl-9-borabicyklo-[3.3.1]-nonan) do chiralnych deuterowanych arylometyloal- 
koholi, które na drodze reakcji Mitsunobu przekształcano w pochodne arylo- 
metyloftalimidowe o przeciwnej konfiguracji na węglu arylometylenowym. Po 
usunięciu osłony ftaloilowej grupę karboksylową chiralnej glicyny tworzono 
przez utlenienie podstawnika arylometylenowego wobec soli rutenu.

Fabiano i wsp. [14] wykorzystali reakcję Mitsunobu do syntezy wolnych 
aminokwasów bądź ich estrów z odpowiednich hydroksykwasów poprzez po
średnio powstający azydek, ulegający in situ reakcji Staudingera [15] prowa
dzącej do przejściowo powstającego iminofosforanu, który następnie hydro- 
lizowano (schemat 5).

W zależności od warunków reakcji hydrolizy otrzymać można tą metodą 
wolną aminę bądź jej chlorowodorek. Zgodnie z tym schematem (S)-mleczan 
metylu został przekształcony w optycznie czystą (JR)-alaninę, a benzyloksykar- 
bonylo-L-seryna i jej ester w optycznie czynne pochodne kwasu diamino- 
propionowego. Jednak ester metylowy kwasu (S)-migdałowego uległ w tych 
warunkach przemianie w racemiczny azydek, a następnie — w racemiczny 
chlorowodorek estru metylowego fenyloglicyny. Racemizacja była w tym wy
padku prawdopodobnie spowodowana szczególną stabilnością karboanionu 
tworzącego się przez utratę oc-protonu. Synteza aminokwasów przez azydki 
została znacznie ułatwiona przez zastosowanie wprowadzonego przez Viauda 
i wsp. [16] stabilnego kompleksu azydku cynku z pirydyną jako źródła jonów 
azydkowych w podstawieniu typu Mitsunobu. Reakcja ta, podobnie jak analo
giczna reakcja z kwasem azotowodorowym, zachodzi z pełną inwersją kon
figuracji na chiralnym centrum karbinolowym.

W modelowych badaniach mających na celu opracowanie optymalnych 
metod syntezy 15N-znaczonych, N-chronionych chiralnych aminokwasów De- 
gerbeck i wsp. [17] otrzymali estry N,N-dichronionej-(R)-alaniny z sze
regu imidowęglanów lub tosylokarbaminianów i niewielkiego nadmiaru 
(S)-mleczanu etylu w konwencjonalnych warunkach reakcji Mitsunobu (sche
mat 6).

Wydajność przekształcenia w zasadniczy sposób uzależniona była od stru
ktury użytego imidowęglanu (lub tosylokarbaminianu) i wahała się od < 5% 
(kombinacja Boc i Boc) do 93% (kombinacje Tos i Boc oraz Tos i Z(N02))- 
Wyższe wydajności związane były z zastosowaniem Tos lub BzlSCO jako grup 
ochronnych, co jest zrozumiałe przy założeniu, że wydajność reakcji Mitsuno
bu ściśle związana jest z kwasowością protonu NH w stosowanym imidowęg- 
lanie czy tosylokarbaminianie, a steryczne zależności wydają się grać mniejszą 
rolę. Jako bardziej kwasowe niż amidy, sulfonamidy były alkilowane z dużymi 
wydajnościami, a czystość uzyskiwanych pochodnych D-alaniny przekraczała 
95%. Grupa 9-fluorenylometoksy-karbonylowa (Fmoc) okazała się niesta
bilna w reakcji Mitsunobu i w reakcji Z-NH-Fmoc z (S)-mleczanem etylu
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nie stwierdzono śladu Z(Fmoc)-D-AlaOEt, a jedynie produkty rozkładu: 
ZNH2 i dibenzofulwen.

Campbell i Hart [18] zaproponowali inny reagent jako prekursor grupy 
aminowej w aminokwasach otrzymywanych poprzez reakcję Misunobu. Do 
przekształcania alkoholi/hydroksykwasów w aminy/aminokwasy używali oni 
karbaminianu im -butylo-2-(trimetylosililo)etylosulfonowego (Boc-NH-Ses). 
Po selektywnym zdjęciu jednej z grup ochronnych otrzymywano aminokwasy 
z osłoną typu uretanowego lub sulfonamidowego (schemat 7).

u  SesNHBoc
3 \ P  TPP. DIAD H 3C O

H3C O 
TFA/CH2CI2 ^ ^

HO OMe Boc(Ses)Ń OMe
n-BU4F/THF

BocNH OMe
H

Schemat 7

W ten sposób, w reakcji (S)-mleczanu metylu, SesNHBoc, TPP i DEAD 
otrzymano ester N-Boc-N-Ses-D-alaniny jako związek modelowy, z którego 
przy użyciu fluorku tetra-n-butyloamoniowego zdjęto grupę Ses i otrzymano 
czysty enancjomerycznie ester metylowy N-tert-butyloksykarbonylo-D-ala- 
niny.

SYNTEZA AMINOKWASÓW NIEKODOWANYCH
I MODYFIKOWANYCH

Schmidt i wsp. [19] opisali wysoce stereoselektywną syntezę 2-Fmoc-3- 
-Boc-chronionego kwasu diaminomasłowego (DABA), nienaturalnego amino
kwasu, będącego składnikiem wyizolowanych z materiału biologicznego pep- 
tydów o działaniu antybiotycznym i immunomodulującym. Oba diastereoizo- 
mery tego aminokwasu otrzymano z odpowiednich pochodnych treoniny bądź 
aWo-treoniny przez zamianę grupy hydroksylowej na azydkową w reakcji Mit- 
sunobu z kwasem azotowodorowym, a następnie redukcję grupy azydkowej do 
aminowej.

Na reakcji Mitsunobu oparto także syntezę czystych izomerów pochodnych 
zarówno 4-merkaptoproliny [20], jak i 3-merkaptoproliny [21], które stanowią 
cenne substraty do budowania usztywnionych analogów biologicznie czynnych 
peptydów. Strategia syntezy cis- i trans-N-Boc-4-metylotioprolin (schemat 8) ba
zowała na reakcji estru metylowego (2i?,4£)-N-Boc-4-hydroksyproliny bądź jej 
izomeru 2R,4S z kwasem tioloctowym w warunkach reakcji Mitsunobu, po czym 
otrzymany ester (2R,4S)- lub (2i?,4R)-N-Boc-4-acetylotioproliny hydrolizowano 
do tiolu, który alkilowano, hydrolizując jednocześnie grupę estrową.
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W syntezie tej reakcję Mitsunobu wykorzystano dodatkowo do otrzyma
nia trudniej osiągalnego substratu, tj. estru Boc-(2JR,4S)-4-hydroksyproliny na 
drodze epimeryzacji na węglu 4 przez utworzenie mrówczanu (reakcja Mit
sunobu z kwasem mrówkowym — inwersja konfiguracji), a następnie jego 
hydrolizę.

Dolence i wsp. opisali [22] syntezę N 5-acetylo-N5-hydroksy-L-ornityny, 
kluczowego składnika wielu sideroforów — niskocząsteczkowych związków 
transportujących Fe(III). W syntezie tej (schemat 9) ester tert-butylowy 
N-Z-5-hydroksy-L-norwaliny poddawano reakcji Mitsunobu z N-Troc-O-ben- 
zylohydroksyloaminą, otrzymując ester N 2-Z-N5-benzyloksy-N5-Troc-L-orni- 
tyny, z którego usuwano grupę Troć i zastępowano ją grupą acetylową. Usu
nięcie pozostałych grup ochronnych prowadziło do otrzymania składnika side
roforów mającego zarówno ugrupowanie aminowe, jak i kwasu hydroksamo- 
wego.

Generalną drogę do otrzymywania chiralnych a-N-hydroksyaminokwa- 
sów przedstawili Kolasa i wsp. [23], Opiera się ona na chiralnych a-hydro- 
ksyestrach jako komponentach reakcji Mitsunobu. Związki te, łatwo dostępne 
przez deaminowanie i hydroksylowanie aminokwasów, poddawano reakcji 
Mitsunobu z O-benzylo-N-Troc-hydroksyloaminą, otrzymując estry N-benzy- 
loksy-N-Troc-a-aminokwasów z wydajnością 20-82% (schemat 10).

W żadnej z przeprowadzonych reakcji pożądany związek nie był jedynym 
produktem, a wydajność otrzymywanych N-hydroksyaminokwasów wydawała 
się zależeć głównie od podstawnika alkilowego (R) w estrze hydroksykwasu.

Wewnątrzcząsteczkowa reakcja dehydratacji w warunkach reakcji Mitsu
nobu posłużyła Wojciechowskiej i wsp. [24] do otrzymania dehydroamino- 
kwasów z estrów N-chronionej (Z-Pht-, Boc-) seryny lub treoniny (schemat 11).

Reakcję prowadzono przy użyciu równomolowej ilości TPP, DEAD i od
powiedniego hydroksykwasu, otrzymując oczekiwany a,(3-dehydroaminokwas 
z wydajnością 55-69%. W wypadku reakcji z pochodną treoniny otrzymano 
mieszaninę izomerów E : Z w stosunku 1:1.

Optycznie czyste P,y-nienasycone oc-aminokwasy i a,P-nienasycone y-ami- 
nokwasy otrzymano na drodze animowania alkoholi allilowych [25], wycho
dząc z aldehydu (-R)-izopropylidenoglicerynowego lub (S)-mleczanu etylu 
(schemat 12).

OR2 C 0 2iPr
R l=Troc,R 2 = Bzl

Schemat 10
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Kluczowym etapem syntezy była reakcja Mitsunobu drugorzędowych al
koholi allilowych i ftalimidu, podczas której zaobserwowano przegrupowanie 
allilowe. Badanie stereochemii tej reakcji pozwoliło stwierdzić, że a-substytucja 
zachodzi z pełną inwersją, y-podstawieniu natomiast odpowiada atak (E)-anti 
(w stosunku do grupy odchodzącej —"O PPh3) z selektywnością zależną od 
struktury substratów. Wyniki wskazują, że atak y zachodzi z częściowym 
udziałem mechanizmu SN1, w którym grupa odchodząca przesłania stronę syn 
kationu allilowego i kieruje atak w stronę anti (schemat 13).

©
NPht

Schemat 13

H R2

Ph3P" R1

Podczas systematycznych badań nad alkilowaniem heterocyklicznych 
amidyn (pochodnych pirydyn i tiazoli) w warunkach reakcji Mitsunobu, Abar- 
ghaz i wsp. [26] dowiedli, że następuje ono regioselektywnie, na egzocyklicz- 
nym atomie azotu i może być cenną drogą syntezy różnego typu analogów 
aminokwasów, często niedostępnych na innej drodze (schemat 14).

CHss. X ° 2Et

—NH2 TrocCi /  N ^ N H - O C H ^ C C h  tb p /a d d p  /  ^ __N L ^ _ .O C H 2CCl3

N “ — N ] [  C H 3^ ^ C 0 2Et «— N

Zn/AcOH

CH3». .C02Et CHs. /C 0 2Et

Schemat 14

Potwierdzili też znacznie większą skuteczność wprowadzonego niedawno 
układu tributylofosfma/l,r-azodikarbonylodipiperydyna (TBP/ADPP) w sto
sunku do tradycyjnego układu redoksowego TPP/DEAD [6],

N-ALKILOWANIĘ AMINOKWASÓW

N-alkilowane aminokwasy są ważnymi substratami, służącymi głównie do 
otrzymywania alkilowanych peptydów. Są one składnikami licznych biologicz
nie czynnych peptydów o właściwościach immunosupresyjnych, antybiotycz-
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nych, przeciwnowotworowych, ponadto mają liczne zastosowania jako elemen
ty strukturalne w badaniach konformacyjnych. Zarówno w wypadku amino
kwasów, jak i peptydów, ich otrzymywanie do dnia dzisiejszego stwarza wiele 
trudności (szczegółowy przegląd zagadnienia syntezy i zastosowań N-alkilowa- 
nych aminokwasów przedstawiono ostatnio na łamach „Wiadomości Chemicz
nych” [27]).

Reakcja Mitsunobu stwarza warunki do przebiegającego w łagodnych 
warunkach monoalkilowania aminokwasów grupą alkilową pochodzącą z al
koholu dodanego do układu reakcyjnego. Zasadniczym problemem jest uzys
kanie dostatecznej kwasowości protonu aminowego, gdyż to grupa aminowa 
musi zostać przekształcona w ugrupowanie dostarczające w reakcji Mitsunobu 
amonowego składnika wymieniającego grupę hydroksylową drugiego substra- 
tu. Opracowano dotychczas jeden rodzaj takiego przekształcenia, który zasto
sowano w alkilowaniu aminokwasów. Henry i wsp. jako pierwsi zaproponowa
li zastosowanie sulfonamidów jako kwasowego składnika reakcji Mitsunobu 
[28]. Papaioannou i wsp. wykorzystali ten pomysł do N-alkilowania amino
kwasów i ich estrów oraz peptydów N-chronionych grupą p-toluenosulfonylo- 
wą (Tos), [29, 30], (schemat 15).

Grupa sulfonamidowa powstająca w wyniku zastosowania takiej osłony 
podlega alkilowaniu za pomocą alkoholu będącego drugim substratem. Jeżeli 
do reakcji użyjemy chronionego aminokwasu zamiast jego estru, przed N-al- 
kilowaniem dochodzi do estryfikacji grupy karboksylowej przez ten sam al
kohol. Wydajności zarówno monoalkilowanych, jak i alkilowanych i estryfiko
wanych równocześnie N-Tos-aminokwasów wynoszą około 85-95%. Warto 
zauważyć, że w reakcji tej nawet poważne przeszkody steryczne, jak w wypad
ku alkilowania Tos-Ile-OMe lub Tos-Val-OBzl za pomocą izopropanolu, tylko 
nieznacznie obniżają wydajność alkilowania (80-84%). Reakcję Mitsu
nobu można też zastosować do selektywnego alkilowania jednej z grup ami
nowych aminokwasów diaminowych. W odróżnieniu od N “-alkilo wania, w wy
padku N®-alkilowania N“-Boc-N“-Tos-aminokwasów lub N“-Z-N“-Tos-ami- 
nokwasów, peptydów czy ich estrów, wydajność reakcji jest umiarkowana, nawet 
przy użyciu dwukrotnego nadmiaru odczynników [29]. Reakcja alkilowania 
biegnie w sposób bezracemizacyjny [30]. Ponieważ jednak hydroliza estru mety
lowego prowadzi do częściowej racemizacji, w wypadku potrzeby otrzymania 
chiralnie czystych N-alkiloaminokwasów lepszą ochroną grupy karboksylowej 
jest ester benzylowy, możliwy do usunięcia w sposób bezracemizacyjny.

Reakcję alkilowania estrów metylowych lub benzylowych N-Tos-amino- 
kwasów zaproponowaliśmy do syntezy szkieletu monomerów peptydowych 
kwasów nukleinowych (PNA), [31]. W tym wypadku reakcja Mitsunobu służy 
do alkilowania odpowiednich Tos-aminokwasów za pomocą Boc-aminoetano- 
lu (schemat 16).

Możliwe jest usunięcie grupy Tos za pomocą redukcji sodem w ciekłym 
amoniaku. W wyniku działania warunków redukujących ester benzylowy pod-
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lega usunięciu, jednak w wypadku estru metylowego dochodzi wówczas do 
powstawania amidu, dlatego konieczna jest wcześniejsza hydroliza estru
i poddanie redukcji produktu z wolną grupą karboksylową. Produktem reduk
cji, po acylowaniu karboksymetylową pochodną zasady azotowej, jest 
N-Boc-chroniony monomer PNA.

Problemy z deprotekcją, związane ze stosowaniem grupy Tos do otrzymy
wania sulfonamidu podatnego na alkilowanie w reakcji Mitsunobu, udało się 
nam ostatnio pokonać dzięki wykorzystaniu grupy ochronnej Pmc 
(2,2,5,7,8-pentametylochromano-6-sulfonowej) [32, 33]. Jest to osłona ugrupo
wania guanidynowego argininy stosowana w chemii aminokwasów. Jej usuwa
nie jest możliwe przez działanie roztworem bromowodoru w kwasie octowym, 
co w wielu wypadkach czyni z niej korzystną alternatywę do grupy Tos. Rów
nież w wypadku stosowania grupy Pmc alkilowanie grupy to-aminowej biegnie 
trudniej niż a-aminowej [33].

W reakcji Mitsunobu możliwe jest także alkilowanie indolowego atomu 
azotu w wolny od racemizacji sposób, w wypadku podstawienia pierścienia 
indolowego przez dwie grupy elektroujemne [34]. Daje to podstawę do przewi
dywania, że możliwe będzie otrzymywanie w ten sposób chiralnie czystych 
N-alkilowanych pochodnych tryptofanu.

Wydajność N-alkilowania za pomocą reakcji Mitsunobu rośnie wyraźnie 
wraz ze wzrostem kwasowości protonu związanego z ulegającym alkilowaniu 
atomem azotu [35],

ZASTOSOWANIE REAKCJI MITSUNOBU DO ZMIANY 
KONFIGURACJI AMINOKWASÓW I ICH POCHODNYCH

Wewnątrzcząsteczkowa laktonizacja w obrębie hydroksyproliny była nie
jednokrotnie wykorzystywana do zmiany konfiguracji tego aminokwasu. Za
stosowanie w stosunku do aminokwasu lub peptydu wewnątrzcząsteczkowej 
laktonizacji w warunkach Mitsunobu w obrębie C-końcowej reszty hydroksy
proliny umożliwia (po dodaniu nadmiaru alkoholu) otworzenie laktonu i estry- 
fikację grupy karboksylowej hydroksyproliny z równoczesną inwersją konfigu
racji na węglu C-4 tej reszty. Zastosowanie do otwierania laktonu amoniaku 
w roztworze izopropanolowym umożliwia uzyskanie amidu w miejsce estru. 
Jest to wygodny sposób otrzymywania różnych, trudnych do zsyntezowania na 
innej drodze, pochodnych cis-hydroksyproliny [36, 37].

Reakcja Mitsunobu została w nieco inny sposób zastosowana do zmiany 
konfiguracji pochodnych kwasu cis-4-hydroksypipekolinowego. W pierwszym 
etapie, w obecności kwasu mrówkowego, reakcja Mitsunobu prowadzi do 
estryfikacji grupy hydroksylowej hydroksykwasu wraz z inwersją jego kon
figuracji na atomie węgla 4, a kwaśna hydroliza estru przywraca grupę hydro
ksylową w zmienionej konfiguracji [38], (schemat 17).
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W identyczny sposób dokonano zmiany konfiguracji na karbinolowym 
atomie węgla pochodnej 4-hydroksyproliny. Zmiana konfiguracji pochodnych 
L-4-trarcs-hydroksyproliny została także dokonana przez przejściową estryfika- 
cję za pomocą kwasu octowego [39] i p-nitrobenzoesowego [40].

Z kolei Pasto i wsp. opisali syntezę syn-oc-hydroksy-|3-aminokwasów z an- 
ti-N-Boc-l-fórf-butylodimetylosilylo-3-amino-l,2-dioli. Kluczowy etap, inwer
sja grupy 2-hydroksylowej, możliwy był dzięki estryfikacji tej grupy przez kwas 
benzoesowy w warunkach Mitsunobu, a następnie hydrolizie otrzymanego est
ru [41]. Metodę tę, z wykorzystaniem estryfikacji kwasem p-nitrobenzoeso- 
wym, z powodzeniem zastosowano do otrzymania enancjomerycznie czystej 
formy docetakselu (Taxotere), jednego z bardzo obiecujących leków przeciw- 
nowotworowych z grupy taksanów [41].

ESTRYFIKACJA AMINOKWASÓW I ICH POCHODNYCH 
ZA POMOCĄ REAKCJI MITSUNOBU

Estryfikacja za pomocą reakcji Mitsunobu jest bardzo przydatną i szeroko 
stosowaną procedurą. M a ona niewątpliwie zalety w stosunku do innych me
tod estryfikacji, przebiega w łagodnych warunkach, obojętnym środowisku
i daje wysokie wydajności. Równocześnie jest reakcją ciekawą chociażby dlate
go, że w wypadku estryfikacji Mitsunobu w toku reakq'i dochodzi do aktywacji 
grupy hydroksylowej alkoholu, a nie ugrupowania karboksylowego [42], 
W czasie estryfikacji dochodzi do typowej dla reakcji Mitsunobu inwersji kon
figuracji alkoholu, o ile grupa hydroksylowa związana była z chiralnym ato
mem węgla.

Reakcja N-trityloaminokwasów z difenylometanolem w obecności TPP
i DEAD prowadzi do syntezy odpowiednich estrów difenylometylowych [43]. 
Synteza takich estrów umożliwia usuwanie grupy Trt poprzez działanie HOBt
i trifluoroetanolu.

Estryfikacja w warunkach Mitsunobu może być zastosowana do estryfika
cji zawierających grupę hydroksylową żywic, służących do syntezy peptydów
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na nośniku. Barlos i wsp. z powodzeniem wykorzystali tę strategię do mocowa
nia na żywicy sec-alkoholowej N-chronionych tritylo- i Fmoc-aminokwasów 
[44].

Grochowski i Jurczak zastosowali reakcję Mitsunobu do syntezy tzw. 
estrów aktywnych [45], czyli pochodnych kwasów karboksylowych z aktywo
waną grupą karboksylową, które łatwo mogą być użyte do acylowania i są 
szeroko wykorzystywane w syntezie peptydów. Reakcja Mitsunobu N-chronio- 
nych aminokwasów z N-hydroksyftalimidem lub N-hydroksysukcynimidem, 
w obecności 10% nadmiaru TPP i DEAD, daje po oczyszczeniu oczekiwany 
N-acyloksyftalimid lub N-acyloksysukcynimid z wydajnością 72-96% (sche
mat 18).

O

N-OH +  R-COOH  

O
Schemat 18

Wydajność estryfikacji przeprowadzanej za pomocą reakcji Mitsunobu 
rośnie wyraźnie wraz ze wzrostem stałej dysocjacji kwasu [46]. Wpływ ten 
zależy m.in. od konkurencyjnego tworzenia bezwodnika kwasowego, który jest 
produktem ubocznym [47], Reakcja Mitsunobu może więc służyć także do 
syntezy bezwodników kwasowych słabych stosunkowo kwasów [48].

SYNTEZA ZWIĄZKÓW CYKLICZNYCH 
Z POCHODNYCH AMINOKWASÓW

Jednym z ważnych zastosowań reakgi Mitsunobu jest przekształcanie po
chodnych aminokwasów w związki zawierające pierścienie heterocykliczne
o różnych rozmiarach, w tym naprężony pierścień azirydyny. Wattanasiu i Ka- 
thawala przeprowadzili ester etylowy kwasu 3-benzyloamino-3-fenylo-2-hy- 
droksypropionowego w l-benzylo-2-etoksykarbonylo-3-fenyloazirydynę w we- 
wnątrzcząsteczkowej reakcji Mitsunobu (schemat 19). Proces jest stereospe- 
cyficzny i prowadzi do izomeru trans, niedostępnego innymi metoda
mi [49],
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Pochodne (3-hydroksyaminokwasów mogą zostać przekształcone w zwią
zki zawierające pierścienie czteroczłonowe. Najważniejszą grupę stanowią tutaj 
2-azetydynony (P-łaktamy). Substratami w omawianej syntezie są kwasy 
O-alkilo- lub O-acylohydroksamowe będące pochodnymi N-chronionych ami
nokwasów [50, 51]. Cyklizacja taka zachodzi stereospecyficznie i w wypadku 
pochodnych treoniny prowadzi do frans-P-laktamów (schemat 20).

Cyklizację tego typu zastosowano m.in. do otrzymania nowej klasy an
tybiotyków P-laktamowych — monobaktamów — zawierających pierścień 
azetydynowy sulfonowany w pozycji 1 [52], W syntezie wykorzystano N'-me- 
toksyamid Boc-seryny, który poddano cyklizacji w warunkach reakcji Mit- 
sunobu [53]. Oczekiwany związek otrzymano po usunięciu grupy metoksylo- 
wej przez redukcję sodem w ciekłym amoniaku, sulfonowanie i usuwanie grupy 
Boc.

Stereospecyficzną cyklizację aryloamidów N-chronionych (3-hydroksyami- 
nokwasów do odpowiednich (3-laktamów studiował Bose ze wsp. [54, 55]. 
Podczas gdy w wypadku pochodnych seryny stwierdzono powstawanie po
chodnych P-laktamowych, głównym produktem wewnątrzcząsteczkowej reak- 
qi Mitsunobu pochodnych treoniny były pochodne azirydyny (schemat 21). 
Aby zapobiec reakcjom ubocznym tworzenia pierścienia azirydynowego, sto
sowano pełną ochronę grupy aminowej, np. w postaci 4,5-difenylo-2-oksazoli- 
nonu [56].

W warunkach reakcji Mitsunobu dokonano cyklizacji N-chronionej sery
ny do 2-oksoetanonu (P-laktonu). Pierwotnie, stosując standardowe warunki

O O

TPP. DEAD

R1 = Z lub Boc; R2, r 3 = H lub CH3

Schemat 20

K ,R2

CO N H Ar

R = Z lub Boc

Schemat 21
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reakcji, uzyskano żądany produkt w śladowych ilościach [57]. Modyfikacja tej 
syntezy zaproponowana przez Arnolda i wsp. [58], polegająca na obniżeniu 
temperatury i tworzeniu adduktu TPP/DMAD przed dodaniem pochodnej 
seryny przyniosła znaczne ograniczenie produktów P-eliminacji (a,P-nienasyco- 
nych aminokwasów). W ten sposób wyeliminowano także niebezpieczeństwo 
otwierania naprężonego pierścienia p-laktonowego przez nukleofilowy atak 
cząsteczki TPP. Otrzymane w ten sposób P-laktony posłużyły do syntezy 
P-podstawionych analogów alaniny [59, 60], (schemat 22).

R = Z lub Boc; Nu = AcONa, (NH2)2CS, N(CH3)3, PhCH2s ’ Na+, itp.

Schemat 22

Otwieranie pierścienia P-laktonu związkami metaloorganicznymi [59]
i in n ym i nukleofilami [60] prowadzi do aminokwasów trudno dostępnych in
nymi metodami, jak np. kwas 2-aminoheptanowy [59]. Podobne podejście do 
cyklizacji diastereoizomerów N-chronionej treoniny zakończyło się niepowo
dzeniem [61]. Rozgałęzienie na węglu p powoduje zwiększenie zawady sterycz- 
nej i utrudnia wewnątrzcząsteczkowy atak nukleofilowy anionu karboksylano- 
wego. Wg Pansare i Vederasa zachodzi tutaj głównie P-eliminacja połączona 
z dekarboksylacją, w wyniku której powstają N-chronione enaminy [61], 
(schemat 23).

Reakcja Mitsunobu stanowiła jeden z etapów syntezy pięcioczłonowych, 
sulfonowych analogów hydantoin. Związki te zastosowano jako analogi zasad 
pirymidynowych w syntezie pseudonukleozydów [62-64], W omawianym pro
cesie wykorzystano dużą różnicę kwasowości protonów NH N-alkilosulfona- 
midowych i N-alkoksykarbonylosulfonamidowych w produkcie przejściowym



REAKCJA MITSUNOBU W AMINOKWASACH 263

pozwalającą na selektywne alkilowanie atomu azotu podstawionego grupą 
r-butoksykarbonylową (schemat 24).

Cyklizacja pochodnej uzyskanej w wyniku reakcji Z-Cys-OBzl i 1,2-epok- 
syetanu prowadzi do związku zawierającego sześcioczłonowy pierścień perhyd- 
rotiazynowy (schemat 25), [65],
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TPP, DEAD

HO.

NHZ
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Schemat 25

W wyniku utleniania produktu cyklizacji za pomocą KHSOs otrzymano 
pochodną sulfonową tego cyklicznego aminokwasu. Interesujące, że próba syn
tezy tego związku w odwrotnej sekwenq'i reakcji (najpierw utlenianie później 
cyklizacja) doprowadziła do produktu P-eliminacji. Związane jest to niewątp
liwie ze znaczną kwasowością protonów a w stosunku do grupy sulfonowej.

W syntezie mykobaktyn, najbardziej złożonych ze znanych sideroforów 
[66], Maurer i Miller [67] zastosowali reakcję Mitsunobu do utworzenia pier
ścienia 7-członowego. Substratem w syntezie był N-benzyloksyamid Boc-e-hy- 
droksynorleucyny (schemat 26).

Schemat 26
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REAKCJA MITSUNOBU 
W SYNTEZIE MONOMERÓW PEPTYDOWYCH 

ANALOGÓW KWASÓW NUKLEINOWYCH

Peptydowe (poliamidowe) kwasy nukleinowe (PNA) są grupą analogów 
kwasów nukleinowych, w których cały szkielet fosfocukrowy został zastąpiony 
przez łańcuch poliamidowy z elementami szkieletu peptydowego lub wręcz 
przez szkielet peptydowy. Zasady azotowe kwasów nukleinowych przyłą
czone są bezpośrednio do łańcuchów bocznych aminokwasów tworzących 
taki łańcuch lub do szkieletu poprzez łączniki alkiloacylowe [68]. Ze 
względu na rosnące znaczenie tej grupy pochodnych aminokwasowych i szero
kie zastosowanie reakcji Mitsunobu w ich syntezie uznaliśmy, że warto 
na koniec krótko podsumować pozycje piśmiennictwa, które dotyczą tego 
problemu.

Oprócz zastosowania reakcji Mitsunobu do syntezy szkieletu PNA, przed
stawionego w rozdziale o otrzymywaniu alkilowanych aminokwasów, a także 
do zmiany konfiguracji hydroksyaminokwasów, opisanego w odpow iednim 
miejscu, reakcja ta wykorzystywana była również do podstawiania grupy hy
droksylowej hydroksyaminokwasów przez heterocykliczny atom azotu 
azotowych. W warunkach Mitsunobu dokonywano podstawienia C,N-dichro- 
nionych pochodnych 4-hydroksyproliny przez chronione pochodne zasad azo
towych [39, 40, 69]. Za pomocą reakcji Mitsunobu można także otrzymywać 
połączenia innych acyklicznych elementów szkieletu monomerów PNA, np. 
estru metylowego N-Boc-N-(2-hydroksyetylo)glicyny lub estru benzylowego 
N-Boc-L-homoseryny, z zasadami azotowymi i ich pochodnymi [39, 70].

PODSUMOWANIE

Ze względu na wiele cech, a przede wszystkim prostotę protokołu eks
perymentalnego, kompatybilność warunków reakcji z szerokim wachlarzem 
grup funkcyjnych oraz stereochemicznie czysty przebieg reakcji w absolutnej 
większości wypadków, reakcja Mitsunobu znalazła różnorodne zastosowania 
także w chemii aminokwasów.

Możliwość prostej zamiany grupy hydroksylowej na grupę aminową bądź 
inny nukleofil daje podstawy do syntezy amino- i diaminokwasów różnego 
typu oraz tworzenia nietypowych aminokwasów, często trudno osiągalnych 
innymi drogami. Wewnątrzcząsteczkowa reakcja Mitsunobu może prowadzić 
do pochodnych cyklicznych, zawierających pierścień azirydynowy, oksazolino- 
wy czy P-laktonowy, lub do produktów dehydratacji.

Wprowadzenie nowych reagentów redoksowych poszerzyło zakres zasto
sowań reakcji o nowe, nie reaktywne wcześniej substraty, dlatego aplikacje tej 
niezwykle wszechstronnej reakcji wydają się nie mieć końca.
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ABSTRACT

The chemistry of spiranes has been studied extensively from many points 
of view and has already been the subject of many papers. Generally the spira
nes are not a new class of compounds in the chemical sense, but they retain the 
chemical properties of their parent moieties. Much interest has been focused on 
the bonding character of the central spiro-atom. This review describes all 
aspects of spirane chemistry that have been developed in the last few years: 
spiroconjugation, helical structure, conformational transmission, photochro- 
mism and biologically active spiranes.

When two perpendicular it systems are joined by a common tetrahedral 
atom, it is postulated that electronic delocalization will produce important and 
characteristic effects in the electronic spectrum [ 10, 11] and in chemical reac
tivity [14, 15]. This special case of homoconjugation has been called spirocon
jugation (Schemes 1,2). The presence of hypochromism suggests that the domi
nant conformation of spiranes is helical (Schemes 4, 5), [20-23], The effect of 
conformational transmission in the series of new spirane systems was studied 
with the aid of XH-NMR spectra (Schemes 7, 8), [36-38],

The photochromic behaviour of spiropyrans is based on the reversibility 
between the colourless “closed” spiropyran form and the coloured “open” me- 
rocyanine dye via heterolytic cleavage of the spiro oxygen-carbon bond 
(Scheme 9), [47, 48]. The spiropyrans and related compounds (spirooxazines) 
continue to arise a strong interest in various fields such as: non-silver high 
resolution photography [45], optical devices and holographic systems [46].

Many representatives of spiranes have a  useful biological activity (Sche
mes 10, 11), [49-55]. For example, l,7-dioxaspiro[5.5]undecane is the major 
component of the sex pheromone of the olive fruit fly [56].

The purpose of this article is to show a “phenomenon” of the spiro-atom 
and to present the most representative examples.
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WSTĘP

Spirany należą do dość rzadko badanych dwu- lub policyklicznych związ
ków organicznych połączonych ze sobą za pomocą jednego, wspólnego atomu
o konfiguracji tetraedrycznej (tzw. spiro-atom). Układy takie, zwłaszcza zawie
rające podstawniki, pierścienie heterocykliczne lub wiązania wielokrotne są 
interesującymi obiektami badań stereochemicznych ze względu na możliwość 
występowania w nich różnego rodzaju izomerii, np. związanej z obecnością 
centrum chiralności, chiralnością osiową, izomerią konformacyjną, a także geo
metryczną. Enancjomeria wynikająca wyłącznie z budowy spiranowej opisana 
została po raz pierwszy przez Millsa i Noddera [1] już w 1920 r. i od tego czasu 
chiralne spirany cytowane są często w podręcznikach akademickich Wiele 
układów spiranowych występuje w przyrodzie, a ponieważ funkcje biologiczne 
tych połączeń są ściśle związane z ich budową przestrzenną, tym większe więc 
znaczenie ma stereochemia związków spiranowych. W ostatnich latach podej
mowane są próby odpowiedzi na pytanie, czy spiro-atom jest tylko jednym 
z elementów konstytucji tego typu połączeń organicznych, czy też umożliwia 
on przekazywanie niektórych oddziaływań i efektów, wpływając zarazem na 
właściwości badanych związków. Pytanie to wydaje się szczególnie aktualne 
obecnie, ponieważ ostatnie badania doprowadziły do odkrycia nowych zasto
sowań spiranów [2- 6],

SPIROKONIUGACJA

Spirokoniugacja jest szczególnym przypadkiem homokoniugaq'i polegają
cej na przenikaniu się orbitali p atomów oddzielonych od siebie przez atom 
izolujący. W wypadku spiranów, w których cztery orbitale p rozmieszczone są 
wokół węzłowego atomu węgla o geometrii tetraedrycznej, nakładanie się 
dwóch orbitali leżących w różnych płaszczyznach sięga zaledwie 20% wartości 
wyznaczonej dla dwóch sąsiadujących ze sobą orbitali w planarnym układzie 
7r-elektronowym. Spirokoniugacja odgrywa ważną rolę w wysokoenergetycz
nych stanach cząsteczki. W widmie UY/VIS spiranów, w których występuje 
zjawisko spirokoniugacji, obserwuje się charakterystyczne przesunięcie mak
simum absorpcji spiranu konstytucyjnie symetrycznego w stosunku do jed
nostki „monomerycznej” [7-9]. Zmienia się również rozkład gęstości elektro
nowej w cząsteczce w ten sposób, że jeden z pierścieni zyskuje charakter dono
ra, a drugi akceptora elektronów. Delokalizacja elektronów spowodowana spi- 
rokoniugacją jest także przyczyną dużej trwałości następujących jonów i dwu- 
rodników [ 10, 11 ], (schemat 1).

Mimo że zjawisko spirokoniugacji obserwowane było w wielu różnych 
układach [12, 13], to dopiero Maślak na początku lat dziewięćdziesiątych 
doniósł o praktycznym znaczeniu tego efektu [14, 15]. Odkrył on mianowicie
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Schemat 1

nową klasę farb organicznych typu charge-transfer, w których akceptor i donor 
są ze sobą spiroskoniugowane. Stosunkowo słaba „trójwymiarowa” koniugacja 
pozwala na niezależne sterowanie donorem i akceptorem, co umożliwia uzys
kiwanie materiałów o zaplanowanych wcześniej właściwościach. W przedsta
wionym przykładzie akceptorem jest indanodionowa część związku, donorem 
natomiast podstawiona diamina (schemat 2). Połączenie spiro pozwala na

oddziaływanie przez przestrzeń wolnej pary elektronowej atomu azotu i or- 
bitalu p atomu węgla grupy karbonylowej. Jeśli symetria LUMO akceptora 
jest taka sama jak symetria HOMO donora, to nakładanie się orbitali prowa
dzi do spirokoniugacji. W tym wypadku energia HOM O jest obniżona, a LU
MO podwyższona w porównaniu do separowanych części połączenia spirano- 
wego. Dodatkowo, charakter orbitali ulega „wymieszaniu”, tzn. HOMO ma 
pewną gęstość elektronową na części indanodionowej, a LUMO ma niezerowy 
współczynnik orbitalu p na aminie. Przejście HOMO-LUMO typu 
charge-transfer powinno być dozwolone we wszystkich wypadkach [16].

Na szczególną uwagę zasługują spirany wykorzystywane w elektronice do 
otrzymywania przewodników komórkowych, w których jednostką przewodzą
cą jest cała cząsteczka [17], (schemat 3).
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Od roku 1992 na znaczną skalę stosuje się spirobis(2,4-benzodioksepinę) 
jako środek polepszający parametry sprężystości polimerów, bez wpływu na 
ich właściwości termiczne [18].

HELIKALNOŚĆ SPIRANÓW

Helikalność jest własnością strukturalną, dzięki której ułożenie atomów 
może być opisane jako złożenie translaq'i i rotacji [19]. Cząsteczka taka chara
kteryzuje się helikalną, śrubową osią i skokiem śrubowym (stosunek cech osio- 
wo-liniowych do kątowych). Jeżeli promień helisy jest stały, to mamy do czy
nienia z helisą cylindryczną, gdy się zmienia — ze stożkową. Również spirano- 
we połączenia mogą być rozumiane jako związki o budowie helikalnej, przy 
czym fakt ten jest konsekwencją ich chiralności [20].

Przedstawiony system (schemat 4) składa się głównie z pierścieni tetrahyd- 
rofuranowych, ułożonych helikalnie wzdłuż osi cząsteczki, co ustalono na pod
stawie badań rentgenowskich. Niektórzy autorzy łączą występowanie hipo- 
chromizmu z helikalnością pewnych układów spiranowych, przypisując im 
konformację helikalną jako dominującą przy pojawieniu się znacznych 
odstępstw od addytywności absorpcji w zakresie promieniowania UV/VIS. 
Potwierdzenie tej tezy dla spiranów przedstawiono w 1992 r. [21] na podstawie 
badań krystalograficznych oraz dichroizmu kołowego.

Zjawisko hipochromizmu zaobserwowano w wypadku 3,3'-spirobis(3,4-di- 
hydro-2H-l,5-[3"-metylo]benzodioksepenu), dla którego zsyntetyzowano od
powiedni „monomer”. Porównując współczynniki ekstynkcji „dimeru” (spira- 
nu) i „monomeru” stwierdzono występowanie hipochromizmu, co wskazuje 
wyraźnie na helikalną konformację wspomnianego układu spiranowego, w któ
rej pierścienie benzenowe ułożone są względem siebie koplanamie [22], (sche
mat 5).

Syntezy chiralnych układów o wysokiej czystości enancjomerycznej mają 
ogromne znaczenie ze względu na dużą liczbę chiralnych leków [23]. Otrzy
mano wiele chiral auxiliaries pochodzenia naturalnego i syntetycznych, ale 
pierwszy związek spiranowy przebadano pod tym kątem dopiero w 1992 r. 
[24], Autorzy odnotowali wysoką enancjoselektywność cis,cis(+)spiro- 
[4,4]-nonan-l,6-diolu w reakcji redukcji fenyloalkilowych ketonów (sche
mat 6).
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TRANSMISJA KONFORMACYJNA W SPIRANACH

Określenie „transmisja konformacyjna”, opisujące przekazywanie napięć 
sterycznych do dalekich obszarów tej samej cząsteczki, zostało wprowadzone 
przez Bartona [25], Dowodząc istnienia tego typu oddziaływań dalekiego za
sięgu, Barton przeprowadził wiele doświadczeń ze steroidami. Wykazał on, że 
szybkość tworzenia się ich benzylidenowych pochodnych zmienia się w zależ
ności od lokalizacji podstawnika lub podwójnego wiązania, odległych od cent
rum reakcji [26]. Wyniki badań różnych autorów [27] potwierdzają słuszność 
koncepcji Bartona, nieliczni natomiast tłumaczą to zjawisko prostymi oddzia
ływaniami indukcyjnymi [28]. W związku z tym, że zasięg efektu indukcyjnego 
poprzez więcej niż dwa wiązania jest mało prawdopodobny, część autorów 
posługuje się efektem pola elektrostatycznego. I tak np. Kollman [29], na 
podstawie metody CNDO/2 oraz danych z analizy widm rentgenowskich, ob
liczył rozkład gęstości elektronowej w kilku steroidach i stwierdził, że oddziały
wania dalekiego zasięgu determinowane są przede wszystkim przez transn isj 
konformacyjną. Model transmisji konformacyjnej został także użyty w wypad
ku systemów naturalnych: DNA i RNA [30], fosfolipidów [31], antytrombiny 
[32], a także fosforylowanych cukrów [33].

W ostatnich latach laboratorium Koole’a potwierdziło także istnienie 
transmisji konformacyjnej w różnych połączeniach zawierających trygonalnie 
bipiramidalny atom fosforu [34, 35]. Zjawisko transmisji konformacyjnej ob
serwowano także w spiranach, dowodząc jego istnienia na podstawie widm 
UV/VIS oraz NMR [36, 37]. Transmisja konformacyjna w tych związkach 
rozumiana jest jako przekazywanie napięcia pierścieni karbocyklicznych
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znajdujących się po jednej stronie spiro-atomu do pierścienia heterocyklicz
nego drugiej części spiro-połączenia, który na skutek tego ulega deformacji, co 
powoduje w efekcie zmianę jego geometrii. Jeżeli obecne są tam chromofory, to 
mogą one w konsekwencji transmisji konformacyjnej zmienić położenie wzglę
dem siebie. Efekt transmisji konformacyjnej obserwowany jest w serii konstytu
cyjnie niesymetrycznych spiranów, z których każdy zawiera siedmioczłonowy 
pierścień 1,5-benzoditiepiny [38], (schemat 7). Zmiana sytuacji sterycznej

1X5
Schemat 7

w części karbocyklicznej spiranów jest transmitowana poprzez spiro-atom do 
pierścienia 1,5-benzoditiepiny. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w położeniu 
sygnałów grup metylenowych pierścienia heterocyklicznego w widmach 
^-N M R . Na podstawie analizy widm DNMR ustalono ponadto, że pierś
cień heterocykliczny w ostatnim połączeniu przyjmuje konformację krzesło- 
wą i skręconej łodzi. Stosunek populacji tych konformerów w temp. — 90 °C 
określono odpowiednio jako 2 : 1, a bariera interkonwersji wynosi 
12,8 kcal/mol.

Wcześniejsze próby analizy konformacyjnej pierścieni oparte były na in
tuicji chemików, popartej modelami Dreidinga, i na obliczeniach mechaniki 
molekularnej. Intuiga nie zawsze jednak prowadzi do prawidłowych wnios
ków. Całkowicie niezależną metodykę analizy konformacyjnej oparto na bar
dzo udanej koncepcji hyperpowierzchni energii potencjalnej [39]. Hyperpowie- 
rzchnię energii potencjalnej oblicza się dla wszystkich symetrycznych i asyme
trycznych minimów energii konformerów i stanów przejściowych Minimum 
energii konformeru odpowiada minimom lokalnym, stany przejściowe nato
miast „punktom siodłowym” na hyperpowierzchni energii potencjalnej. Prze
miany konformacyjne mogą być zdefiniowane w sposób ściśle matematyczny 
na podstawie prac Tachibana i Fukui [40], co skierowało analizę konformacyj- 
ną na zupełnie nowe tory — szukania punktów siodłowych na hyperpowierz- 
chniach energii potencjalnej, a nie tylko minimów lokalnych [41].

Saunders przedstawił metodę random kick, która może służyć do iden
tyfikowania par minimów energii konformerów, które ulegają wzajemnej kon
wersji, nie identyfikując przy tym łączących je punktów siodłowych [42], Ko- 
lossovary i Guida uważają, że pełne zrozumienie przestrzeni konformacyj
nej (w której może zachodzić transmisja konformacyjna) wymaga identyfikacji 
całej sieci konformacyjnych przekształceń (NCI) w pewnym zakresie energii.
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Zaproponowali oni jako podstawowe jednostki „NCI” bezpośrednio powiąza
ne triady minimum — punkt siodłowy—minimum, które reprezentują pojedyn
cze przekształcenie konformacyjne. Autorzy lokalizowali punkty siodłowe na 
łiyperpowierzchniach energii potencjalnej (MM2), używając różnych metod 
wyszukiwania konformacji (systematycznych i statystycznych) w połączeniu 
z minimalizacją energii newtonowskich [43],

Zjawisko transmisji konformacyjnej zaobserwowano także wcześniej 
w 3-i-butylo-2,4,8,10-tetraoksapiro[5,5]undekanie. W widmie 1H-NMR w tem
peraturze —100 °C występuje znaczne poszerzenie sygnału rezonansowego gru
py i-butylowej w stosunku do sygnału identycznej grupy, ale w połączeniu nie 
zawierającym spiro-atomu [44]. Takie poszerzenie sygnału rezonansowego 
grupy i-butylowej autorzy przypisali zwolnionej rotacji tej grupy, spowodowa
nej transmisją konformacyjną (schemat 8).

Schemat 8

Efekt transmisji konformacyjnej jest jednym z subtelnych oddziaływań 
sterycznych, często trudnym do zaobserwowania ze względu na nakładanie się 
z nim różnorodnych innych efektów elektronowych bądź sterycznych

FOTOCHROMIZM SPIRANÓW

Zjawisko fotochromii polega na odwracalnej zmianie barwy substancji 
chemicznej pod wpływem napromieniowania światłem o różnej długości fali. 
Od prawdziwej fotochromii należy odróżnić zmiany barwy niektórych związ
ków organicznych dostrzegane wizualnie po napromieniowaniu, związków nie 
związanych z przejściem cząsteczki w nową odmianę o innych właściwościach 
spektralnych.

Spiropirany bądź spirooksazyny wzbudzają duże zainteresowanie w ta
kich dziedzinach, jak: niesrebrowa fotografia wysokorozdzielcza [45] oraz 
w różnych systemach optycznych i holograficznych [46]. Fotochromowe za
chowanie spiropiranów jest oparte na odwracalności między bezbarwną, 
„zamkniętą” formą układu spiropiranu a barwną, „otwartą” strukturą merocy- 
janiny. Przez napromieniowanie spiranu światłem ultrafioletowym [/IV!] na
stępuje rozerwanie wiązania między spiro-atomem węgla a atomem tlenu z wy
tworzeniem merocyjaniny, która w świetle widzialnym [/iv2] tworzy znów for
mę „zamkniętą”. Podobny cykl przemian występuje dla układu spirooksazyny 
[47], (schemat 9).
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Schemat 9

Spirany wykazujące właściwości fotochemiczne stosowane są jako nieli
niowe materiały optyczne, a badania nad fotochemią tego typu spiranów pro
wadzone są przez grupę badaczy włoskich [48].

SPIRANY AKTYWNE BIOLOGICZNIE

Mechanizm działania środków leczniczych jest zagadnieniem ogromnie 
złożonym. Pewną próbą uogólnienia tego problemu jest teoria receptorów, 
według której działanie farmakologiczne danego związku jest spowodowane 
połączeniem z odpowiednim receptorem. W takim ujęciu istotną rolę odgrywa 
przestrzenna struktura cząsteczki leku, niekiedy obecność spirokonfiguracji 
może ułatwić „dopasowanie się” tego leku do struktury receptora. Właśnie 
badania analogów 2'-metylo-spiro[l-aza-bicyklo[2.2.2]oktano-3,4'-[l,3]-diok- 
solanu] prowadzone były pod kątem ich przydatności w leczeniu choroby 
Alzheimera i choć nie wykazały one spodziewanej aktywności, to jednak wnio
sły wiele nowego do wyjaśnienia mechanizmów działania leków [49]. W ostat
nich latach uzyskano nową klasę połączeń spiranowych TSAO, które wykazały 
działanie spowalniające rozwój wirusa HIV-1. Jeden z tych związków nazwany 
w skrócie (R)(ribo) TSAO-T przedstawiono na schemacie 10.

Należy dodać, że jedynie spirany o konfiguracji ribo wykazują aktywność 
antywirusową. Działanie tego inhibitora jest wysoce selektywne i obecność 
ugrupowania spiranowego odgrywa w nim znaczącą rolę [50, 51]. TSAO nie 
zmieniają ponadto aktywności innych inhibitorów HIV-1 i dlatego mogą z ni
mi działać jednocześnie [52],
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0

GOCribe) TSAO-T

Schemat 10

Na uwagę zasługuje także duża grupa antybiotyków spiranowych. Naj
bardziej znana jest gryzeofulwina, wyodrębniona z grzybni Penicyllinum griseo- 
fulmm, a także szereg jej pochodnych [53]. Większość antybiotyków tego typu 
zawiera pierścień oksiranowy, rzadziej cyklopentanowy bądź furanowy lub cy- 
klopropanowy. Niektóre z nich, jak np. iludyna S, wykazują działanie cyto
statyczne [54], (schemat 11). Ważną rolę w medycynie odgrywają „spiranowe

steroidy”, które znalazły zastosowanie w kardiologii przy leczeniu hipertropii 
[55]. Interesujące badania Moriego [56] nad feromonami seksualnymi owa
dów (muszek owocowych, zwanych olive fruit fly) dotyczą chiralnych spiranów 
wywodzących się z l,7-dioksaspiro[5.5]undekanu. Biosyntezowane przez te 
owady enancjomery (—)-(i?) oraz (+)-(S)-oleanu mają różną aktywność bio
logiczną; pierwszy wabi osobniki męskie, a drugi — osobniki żeńskie.

W przedstawionym opracowaniu celowo pominięto zagadnienie syntezy 
połączeń spiranowych w formie osobnego rozdziału. Można przecież wyróżnić 
wiele interesujących, często wieloetapowych przemian prowadzących do ukła
dów spiranowych. Wspomnimy tylko o addycji karbenu do egzocyklicznych 
olefin, wykorzystaniu różnych reakcji cykloaddycji, kondensacji Dieckmanna 
czy też reakcji odpowiednich bis- lub tetra/cis-bromometylopochodnych 
węglowodorów [57-60] z różnymi diolami i ditiolami. Omówienie więk-

O

OH

Schemat 11
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szóści wspomnianych procesów znaleźć można w cytowanym piśmiennic
twie.

Sądzimy, że na szczególną uwagę zasługuje opracowana w 1992 r. [61] 
metoda otrzymywania układów spiranowych w wyniku 1,4-cykloaddycji na 
katalizatorze palladowym z zachowaniem pełnej kontroli stereochemiczną 
(schemat 12). Łatwo zauważyć, że izomer cis powstaje w obecności chlorku 
litu, układ trans natomiast tworzy się w identycznych warunkach bez dodatku 
tej soli.

W zakończeniu pozwolimy sobie zauważyć, że choć do dzisiaj nie wyjaś
niono w pełni „fenomenu” spiro-atomu, to jednak stan naszej wiedzy o roli 
tego atomu w spiranach został poszerzony.
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ABSTRACT

Antibiotics constitute a group of chemical compounds which arouse ext
reme excitement — in some cases great expectations and in others fear, anxiety 
and dismay. Such a situation is due to the observed effects of their action 
within the sphere of human life. Dosages of these chemicals may be regarded as 
indispensable and advantageous during medical treatment or as hazardous 
when overdosed. Antibiotics and antimicrobiological compounds constitute 
often toxic residuals in food. Due to a wide use of antibiotics as prophylactic 
measures in the breeding of animals which are the raw material base for the 
manufacture of food products, and the use of these compounds as food ad
ditives to prolong food stability and its life, there is a search going on to find 
out methods for determination and analysis of speciation of their trace quan
tities.

A valuable and large group of diagnostic methods with potential possibili
ties and significance in such analyses consists of immunometric methods [1-7]. 
Generally, these methods are based on selective reactions of complex formation 
between antibodies and antigens or haptenes which have developed a specific 
antibody in vertebrates organisms [1-4, 6]. The results of immunochemical 
reactions depend on many factors such as the type of sorbent, size of active 
surface, kind of marker, specificity of the formed bonds directly or indirectly 
affecting the kinetics and physico-chemistry of the serologic process (precipita
tion or agglutination), [2-7, 16-18]. The use of immunodiagnosis as a method 
of food analysis results in a considerable lowering of detection and determina
tion thresholds of many substances [8-15].

Known immunological methods can be successfully used not only for the 
evaluation of antibodies [2-4, 13-18], hormones [19-23], autoantigens [24], 
but also for the determination of the nutritious components of food [25-28], 
proteins [29-43], vitamins [44, 45] as well as toxic bacterial, mycotic and 
mould residues [48-54], antibiotics [55-61], alkaloids [62, 63] and pesticides 
[64-70]. These methods can be utilized for analyses of final products as well as 
intermediates and raw materials, including the assessment of specified techno
logical processes [71-79]. Their use makes it possible to lower the detection 
and determination thresholds of the compound under analysis [80-84, 
134-136].

Stored food products give rise to the formation of antibiotics under the 
influence of present or developing microflora [91-103], The hitherto used meth
ods for the determination of antibiotics include mainly various chromatogra
phic procedures such as HPLC [101-110], GC [106, 111-115], P  & TLC [116, 
117], MS [118-123], or enzymatic methods. All these methods have been 
recognized as sensitive and satisfying the requirements of analysts [124-127]. 
However, their general utilization is relatively low due to expensive apparatus 
and equipment required. Therefore, in order to improve the sensitivity of deter-
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mination and to reduce the costs of analyses, in the seventies analysts started to 
use thin-layer or column chromatography in combination with enzymatic or 
immunochem ical reactions [128-133]. At present, penetrating research is going 
on in analytics to use widely proteins and not only enzymatic ones [1-7, 13, 
16-18].

The properties of specific proteins can be used in analytics as agents which 
either directly or indirectly form selective complexes with the component of the 
compound under analysis. To provide good and effective monitoring of such 
reactions, one of the serologic reaction components is marked with isotopic 
tracer (115J, 3H, 57Co, 14C), fluorochromes (fluorescein isothiocyanate, rhoda- 
mine B isothiocyanate), enzymes (peroxidase, alkaline phosphatase, glucose 
oxidase, urease) or colloidal gold [1-7, 134-136], In addition, there is used an 
avidin-biotic system, with antibodies being marked with biotin and enzymes 
with avidin. Such an extension of biomolecule application increases the sen
sitivity of the antibody-antigen reaction by increasing the number of addition 
sites on biotinylated antibodies.

Among the immunometric methods, the highest effectiveness is shown by 
immunoenzymatic methods which may have a wide application due to the 
simplicity of their use. The effectiveness of such an analysis depends on the 
stage of sample preparation being dependent, in turn, on the immunometric 
method selected. Then, the processes of sample preparation for analysis are 
different accordingly. In most cases the sample preparation is based on extrac
tion with organic solvents to remove homogenates of samples under analysis 
[61]. It is a significant point of any analysis to consider the procedures of 
speciation examination [137-140]. Thus, the choice of immunometric methods, 
as those with a high specificity, to that end seems to deserve recommendation.

The present paper reports the results of comparison of methods for the 
determination of antibiotics in food products of animal origin. The multidirec
tional comparison of properties, characteristics and values of various chroma
tographic methods: HPLC, GC, P& TLC and GC-MS with various immuno
metric methods has clearly resulted in the benefit of immunoenzymatic meth
ods. The best results in terms of technical development are obtained by the 
immunoenzymatic method ELISA [2-4, 7,15-17, 71-74, 83, 84,138-140]. This 
is due not only to its high specificity, detectability, sensitivity, but also to the 
short time of analysis, possibility of multiple repetitions under the same testing 
conditions, simple equipment and personnel requirements as well as low costs 
of determination.

9 — Wiadomości Chemiczne 3-4/98
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WSTĘP

Jednym z istotnych elementów analizy wszystkich artykułów żywnościo
wych jest szybkie i prawidłowe postawienie diagnozy. W praktyce w większości 
wypadków proces diagnostyczny w dużym stopniu opiera się na ocenie wyni
ków badań laboratoryjnych. Wśród nich coraz więcej miejsca zajmują metody 
badawcze oparte na reakcjach enzymatycznych oraz immunochemicznych. Za
miana jednych metod diagnostycznych na inne zawsze prowadzi do pytania, 
jakie korzyści i walory mają nowe metody w stosunku do metod dotychczaso
wych. Aby w pełni odpowiedzieć na tak postawione pytanie, należy w pierwszej 
kolejności poznać potencjał i możliwości nowych metod, w tym wypadku me
tod immunometrycznych.

W analizie antybiotyków w żywności spotyka się wiele rozmaitych pro
blemów wynikających z niewielkich, śladowych ich ilości, najczęściej jako po
zostałości. Ponadto problemy analityczne związane są z efektami zmian meta
bolicznych antybiotyków, jakim one już uległy w organizmach zwierząt rzeź
nych. Inne dodatkowe problemy związane są bezpośrednio z samym procesem 
ekstrakcji antybiotyków z próbek rzeczywistych poddanych analizie.

1. TEORETYCZNE PODSTAWY METOD IMMUNOCHEMICZNYCH

Nazwa immunologia pochodzi od słowa immunitas i oznacza odporność 
na zakażenia nabyte w wyniku kontaktu z zarazkami. Należy jednak odróżnić 
ten rodzaj odporności wrodzonej na infekcje lub czynniki szkodliwe, która 
ściśle jest związana ze słowem resistentio. Odporność rozwija się w organizmie 
kręgowców, w szczególności stałocieplnych, jako odpowiedź na wniknięcie do 
ustroju antygenu. Słowo antygen nie ma nic wspólnego z popularnym dziś 
genem, a zostało stworzone jako skrót dwóch słów anticorporis generator, co 
oznacza coś, co rodzi (tworzy) przeciwciała [1-5].

Odpowiedź organizmu jest bardzo swoista, dotyczy wyłącznie tego an
tygenu, który ją wywołał. Przeciwciało (immunoglobulina), białko wytworzone 
przez organizm w tej odpowiedzi, reaguje też tylko z antygenem, jaki spowodo
wał jego powstanie; immunogenami są więc wszelkie substancje, które wpro
wadzone do organizmu, zasadniczo drogą pozajelitową, wywołują w nim od
powiedź odpornościową w postaci tworzenia swoistych przeciwciał [4-7]. 
Właściwości antygenowe mają białka, węglowodany, a nawet, choć słabo wyra
żoną, kwasy nukleinowe. Antygeny mogą występować w postaci rozpuszczonej 
lub jako część struktur wirusów, bakterii, pierwotniaków, grzybów oraz komó
rek tkankowców [I, 5, 6].

Swoistość biologiczna enzymów nie zależy od całej sekwencji aminokwa
sów w łańcuchu polipeptydowym, a od rodzaju i przestrzennego układu kilku 
aminokwasów w aktywnym centrum enzymu. Podobnie swoistość antygenu
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związana jest tylko z małą częścią cząsteczki, nazywaną determinantą antyge
nową. W białkach determinantami (liniowe lub konformacyjne) antygenowymi 
są grupy aminokwasów bądź to określone sekwencjami, bądź też odpowiednio 
ułożone wzajemnie na powierzchni cząsteczki białka.

W wielocukrach są to określone cukry proste, a w kwasach nukleinowych 
są to przestrzenne układy zasad azotowych. Znane są też determinanty sztucz
ne, wprowadzone do cząsteczki białka przez eksperymentatora, np. przyłącze
nie atomów jodu lub kwasu diazobenzosulfonowego do tyrozyny, wytwarza 
nową determinantę [1, 4-6]. Determinanta i cząsteczka z nią związana często 
wykazują zdolność do reagowania ze swoistym przeciwciałem, ale sama nie 
połączona uprzednio z białkiem nie jest zdolna do pobudzenia organizmu 
do wytworzenia przeciwciała Takie substancje o częściowo wyrażonych ce
chach antygenowych, reagujące z przeciwciałami, nie indukujące ich wytwa
rzania, nazywane są haptenami. Haptenami są nie tylko sztuczne determinanty. 
Wiele antygenów węglowodanowych i kwasów nukleinowych to w istocie 
hapteny, które kojarzyć się mogą z białkami już po wprowadzeniu do orga
nizmu. Dopiero po takim związaniu z białkami stają się pełnymi antygenami 
[1, 5, 6].

Przeciwciała są białkami złożonymi z kilku łańcuchów polipeptydowych, 
białkami o charakterze globulin, występującymi w osoczu krwi. Ich właściwoś
cią charakterystyczną jest łączenie się ze swoistym dla nich antygenem. Wyróż
niono szereg przeciwciał, które różnią się budową. Wszystkie zawierają łańcuch 
lekki i łańcuch ciężki połączone wiązaniami disulfidowymi (rys. 1). Na skutek 
takiej odmienności przeciwciało reaguje wyłącznie ze swoistym dla siebie an
tygenem. Reakcje antygen-przeciwciało wykorzystywane są w immunometrii
[1-4]-

Jeśli rozporządzamy znanym (określonym) przeciwciałem, możemy roz
poznać swoisty dlań antygen, nawet gdy występuje w śladowych ilościach 
w mieszaninie z innymi substancjami. Odwrotnie, gdy rozporządzamy okreś
lonym antygenem, możemy stwierdzić obecność swoistego przeciwciała w pró
bie badanej [1-4, 6], Znanych jest wiele typów reakcji antygen-przeciwciało, 
jednakże najczęściej wykorzystywane są: aglutynacja, precypitacja i wiązanie 
dopełniacza (komplementu). Charakter tych reakcji zależy od stanu fizykoche
micznego używanego antygenu.

Zmieszanie z surowicą antygenu prowadzi do zlepiania, czyli aglutynacji 
(rys. 2). Reakcja ta przebiega dwufazowo. W pierwszej fazie następuje wiąza
nie aglutynogenu z przeciwciałem, a w drugiej, która zachodzi w obecności 
elektrolitów, następuje wypadanie z roztworu powstałych kompleksów w po
staci dobrze widocznych agregatów (aglutynatów). Czynnikami niezwykle 
istotnymi w tej reakcji są własności samego antygenu: wielkość cząstecz
ki, rodzaj determinant antygenowych, ich liczba i umiejscowienie, gęstość 
ładunku powierzchniowego, który ma duży wpływ na przebieg drugiej fazy 
reakcji.
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Rys. 1. Schemat ilustrujący budowę globulin: a) aktywne ugrupowania wiążące w immunoglobuli- 
nach, b) układ łańcucha ciężkiego (H) i lekkiego (L) oraz miejsc hydrolizowanych przez papainę 
i pepsynę, c) dimer surowiczej immunoglobuliny IgA, d) dimer wydzielniczej immunoglobuliny IgA,

a) pentamer immunoglobuliny IgM
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Rys. 2. Schemat reakcji aglutynacji
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Rys. 3. Schemat reakcji precypitacji

Surowica nawarstwiona na rozpuszczony antygen tworzy strąt przeciw
ciała z antygenem, zwany precypitatem, a reakcję oznacza się wtedy terminem 
precypitacja (rys. 3). Reakcja precypitacji również przebiega w dwóch etapach. 
W pierwszym etapie powstaje hydrofobowy kompleks antygen-przeciwciało. 
Proces ten jest wynikiem interakcji różnych determinant antygenowych danego 
antygenu z przeciwciałem o różnej swoistości. W drugim etapie utworzony 
kompleks antygen-przeciwciało pod wpływem elektrolitów obecnych w środo
wisku reakcji zostaje wytrącony w postaci strątu widocznego jako zmętnienie 
środowiska. Aby powstały precypitat stał się widoczny, musi utworzyć się bar
dzo duża sieć przestrzenna złożona z dużej liczby cząsteczek antygenu i przeciw
ciała, czyli występuje konieczność stosowania wysokich stężeń obu reagentów.

W surowicach kręgowców znajduje się zespół białek zwany dopełniaczem, 
czyli komplementem. Komplement składa się z 20 białek, z których dwa są
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*
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ciepłochwiejne i ulegają inaktywacji przy podgrzaniu. Dopełniacz nie jest swoi
sty i sam nie wykazuje zdolności do reagowania z antygenem. Łączy się nato
miast z uprzednio wytworzonym kompleksem antygenu ze swoistym przeciw
ciałem. Po takim połączeniu dopełniacz wywiera określony wpływ na antygen. 
Jeśli kompleks przeciwdało-antygen został utworzony przez antygen, np. ko
mórkę bakteryjną lub krwinkę czerwoną (erytrocyt), dochodzi do rozpuszcze
nia, czyli lizy komórki. Zjawisko hemolizy immunologicznej jest podstawą od
czynu wiązania dopełniacza. Odczyn wiązania dopełniacza ma szerokie zasto
sowanie praktyczne. Efekty zależą jednakże od temperatury reakcji, czasu in
kubacji, obecności elektrolitów, zastosowanych stężeń reagentów oraz od wiel
kości powstałego kompleksu.

Siły wiążące kompleks przeciwciało-antygen są zupełnie takie same, jak 
między enzymem a jego substratem. Antygen bardzo precyzyjnie pasuje do 
miejsca wiążącego przeciwciała, tak że po związaniu pozostaje solidnie unieru
chomiony na swoim miejscu bez żadnej swobody ruchów. Reakcja między 
przeciwciałem a antygenem jest, jak już wspomniano, bardzo swoista. Przeciw
ciało reaguje tylko z antygenem, pod którego wpływem zostało wytworzone 
przez zwierzę. Nawet mała różnica w budowie dwóch antygenów, nieraz bar
dzo trudna do wykrycia lub wręcz niewykrywalna, wystarcza, aby antygeny te 
powodowały powstanie dwóch różnych przeciwciał, reagujących tylko z sobie 
swoistym antygenem [1, 3, 4].

W tak bardzo swoistych reakcjach immunologicznych analitycy znaleźli 
narzędzie odróżniania i identyfikacji drobnoustrojów lub związków chemicz
nych, nawet wówczas, gdy badania morfologiczne i chemiczne nie pozwoliły na 
wykrycie różnic między drobnoustrojami czy obecnością substancji analizowa
nej [1-7],

2. METODY IMMUNOMETRYCZNE

Immunodiagnostyka jako jeden z najnowszych działów nauki, zajmujący 
się opracowywaniem i stosowaniem metod opartych na reakcjach immunologi
cznych, zyskuje obecnie powszechne zastosowanie nie tylko w praktyce klinicz
nej [2, 3, 6] do:

— oceny stanu czynnościowego układu immunologicznego i układów 
wtórnych włączonych w odpowiedź immunologiczną,

— diagnostyki chorób zakaźnych i inwazyjnych,
— określenia antygenów zgodności tkankowej (HLA) w transplantologii 

i transfuzjologii,
— ustalania grup krwi, co jest istotne w hematologii, transfuzjologii 

i transplantologii,
— oznaczania poziomu wielu białek w płynach ustrojowych.
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Stosuje się te metody również w w badaniach naukowych i aplikacyjnych, 
w tym m.in. do oceny jakości żywności w testach określających zawartość:

a) białka obcego (niezgodnego z recepturą w zafałszowaniach żyw
ności);

b) białka niepożądanego (żywność dietetyczna);
c) środków alergennych naturalnych i obcych;
d) antybiotyków i innych związków antymikrobiologicznych;
e) pestycydów i insektycydów;
f) substancji toksycznych (fenoli, kancerogennych amin i węglowodorów 

aromatycznych) itp.
Obecnie nauka ta dysponuje całą gamą różnorodnych metod immunomet- 

rycznych. Zdecydowana większość poznanych testów oparta jest na reakcji 
antygenu ze swoistym przeciwciałem (skierowanym przeciwko danemu antyge
nowi). Do tej grupy testów należą:

— odczyny precypitacji pierścieniowej, szkiełkowej, flokulacyjnej;
— odczyny immunodyfuzji: pojedyncza i podwójna probówkowa, płyt

kowa (PDA) oraz nefelometria;
— techniki immunoelektroforezy: wg metody Schneideggera, wg metody 

Laurella, przeciwprądowa, krzyżowa i western blotting-,
— odczyny aglutynacyjne: aglutynacja bezpośrednia (czynna) szkiełkowa 

i probówkowa (typu H, O lub V), aglutynacja pośrednia (bierna);
— odczyn lateksowy, odczyn hemaglutynacji, odczyn hamowania hema- 

glutynacji, odczyn antyglobulinowy bezpośredni i pośredni (RF, test Wader- 
go-Rosego);

— odczyn wiązania dopełniacza (OWD);
— odczyn antystreptolizynowy (ASO);
— metody immunometryczne z zastosowaniem znaczników.
Metody immunometryczne z użyciem znaczników ze względu na rodzaj

użytego znacznika dzielą się na:
— immunofluorymetryczne (FIA — Fluorescent Immunoassay):

a) kompetycyjne,
b) pośrednie,
c) kanapkowe;

— radioimmunologiczne (RIA — Radioimmunoassay):
a) kompetycyjne,
b) bezpośrednie (Farra);

— immunoradiometryczne (IRMA):
a) test RAST (Radioallergosorbent),
b) test RIST (Radioimmunosorbent);

— immunoenzymatyczne (EIA — Enzyme Immunoassay):
a) bezpośrednia reakcja immunoenzymatyczna,
b) pośrednia reakcja immunoenzymatyczna,
c) test ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
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d) test EMIT (Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique);
— immunochemiluminescencyjne:

a) chemiluminescencyjne (lucyferyna, ester akrydyny),
b) bioluminescencyjne (lucyferaza).

3. METODY IMMUNOLOGICZNE W OCENIE ŻYWNOŚCI

Dotychczasowe klasyczne metody analityczne stosowane do oznaczania 
zanieczyszczeń, dodatków lub pozostałości środków agrotechnicznych w żyw
ności generalnie związane są z ekstrakcją rozpuszczalnikami organicznymi, 
a następnie detekcją metodami: chromatograficznymi (kolumnowa, cieczowa, 
gazowa, planarna), spektrofotometrycznymi, fluorometrycznymi, radiometry
cznymi lub elektrochemicznymi [8]. Dane literaturowe wskazują, że użycie po 
raz pierwszy metod immunoanalitycznych nastąpiło w roku 1959, kiedy to 
Yelow i Berson [9] zastosowali radioimmunoanalityczną metodę do oznacza
nia insuliny (10-40 pg) jako hormonu. Od tego roku metody immunoanalitycz- 
ne stały się dość często używane, ale głównie w medycynie klinicznej.

Pierwsze doniesienia o użyciu metod radioimmunoanalitycznych w anali
zie środków spożywczych spotykamy w 1970 r. Porath [10] przedstawił wyniki 
prac prezentowanych na Międzynarodowym Zjeździe Biologicznym, który od
był się w 1968 r. w Sztokholmie. Prace tam prezentowane gównie dotyczyły 
detekcji (I pg) specyficznych białek ekstrahowanych z żywności. Upowszech
nianie stosowania metod immunoanalitycznych w początkowym okresie 
(1970-1974) następowało bardzo powoli i ostrożnie, dopiero od 1982 r. datuje 
się ich intensywny rozwój, tak pod względem częstości użycia (rys. 4), jak i pod 
względem różnorodności technik wykonania [11, 12]. Wielokierunkowy roz
wój metod immunoanalitycznych doprowadził do opracowania rozmaitych 
technik oznaczania takich samych bądź różnych związków chemicznych w pró
bkach o różnorodnym pochodzeniu (mikroorganizmy, rośliny, ssaki). Najwię
cej uwagi jednakże poświęcono metodom immunoenzymatycznym i możliwoś
ciom ich wykorzystania. Obserwuje się wyraźny postęp w dopracowywaniu do 
perfekcji szczegółów technicznych manualnego wykonania oraz technik moni
torowania aż po komputerową obróbkę wyników uzyskanych podczas immu- 
noanalizy.

Spośród wszystkich dotychczas stosowanych wyróżniają się metody im- 
munometryczne jako grupa specyficznych metod analitycznych o dużej czułości 
i wielorakim zastosowaniu. Największe uznanie za swoją prostotę i różnorod
ność stosowania zyskała sobie metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay), metoda immunologiczna oparta na wykorzystaniu immunosorpcji 
przeciwciał lub antygenów na fazie stałej w kompozycji z odpowiednimi koniu- 
gatami przeciwciał znakowanych enzymem. Metoda ta została opracowana 
w 1971 r. przez Engvalle’a i Perlmanna [13] oraz Van Weemena i Schuursa
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Rys. 4. Udział metod immunometrycznych wśród wszystkich metod analizy żywności stosowanych 
do oznaczania zawartości tego samego składnika [11]

[14]. Obecnie metoda ELISA znana jest w trzech wariantach (rys. 5): a) kanap
kowa (sandwicz); b) kompetycyjna, ze znakowanym antygenem; c) niekom- 
petycyjna, ze znakowanym przeciwciałem [2-4, 7, 15-17].

Pod względem rozwiązania technicznego metoda ELISA została starannie 
dopracowana w postaci testu płytkowego i zautomatyzowanych odczytów przy 
użyciu odpowiednich czytników spektrofotometrycznych lub fluorymetrycz- 
nych). Obecnie w tej postaci ma ona zastosowanie do ilościowej oceny an
tygenów lub przeciwciał [16-18], wielu hormonów [19-23], autoantygenów, 
[24], składników żywności [25-28], monitorowania i kontroli pozostałości nie 
tylko chemicznych zanieczyszczeń [29-32] w żywności pochodzenia zwierzę
cego [33-35] lub roślinnego [36-38], ale także do stwierdzenia obecności en
zymów [39-43], witamin [44,45], obcych czynników wzrostu [46,47], toksyn 
bakteryjnych i grzybiczych [48-54], antybiotyków [55-61], alkaloidów [62, 
63], pestycydów [64-70] itp. Ponadto metoda ELISA znalazła zastosowanie 
w diagnozowaniu i ocenie procesów technologicznych głównie w przemyśle 
spożywczym. Jest ona wykorzystywana zwłaszcza do oceny poziomu stopnia 
denaturacji białek mleka i mięsa [71-74]. Kontrola ta związana jest przede 
wszystkim z nadzorem procesu, który ma na celu uzyskanie w procesie techno
logicznym specyficznego składu produktu o różnorodnych, zmodyfikowanych 
białkach, które nie wywołują alergii u osób z nietolerancją mleka krowiego czy 
określonych gatunków mięsa.
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Rys. 5. Schemat prezentujący różne wersje użycia metody ELISA w analizie żywności: a) kanap
kowa (sandwicz), b) kompetycyjna — ze znakowanym antygenem, c) niekompetycyjna — ze znako

wanym przeciwciałem

Dzięki możliwości diagnozowania metodami immunoenzymatycznymi 
można wpływać na proces technologiczny związany z obniżeniem zawartości 
np. a- i p-laktoglobulin w mleku i produktach fermentacji mlekowej [75-77], 
Metoda ta umożliwia ponadto zbadanie różnic w składzie mleka czy mięsa 
wynikających z uwarunkowań genetycznych zwierząt [78]. W wypadku produ
któw mięsnych pozwala ona zidentyfikować różne gatunki mięsa w produk
tach nie poddanych obróbce termicznej, zawartości białek dodawanych w pro
cesie technologicznym bądź zawartości innych białek, np. roślinnych [79], czy 
też zafałszowania niektórych gatunków mięsa i jego produktów przez dodawa
nie tańszych surowców [80-82],

Użycie tej metody przez wiele wyspecjalizowanych laboratoriów na całym 
świecie pozwoliło wykazać, że metody immunoanalityczne, a zwłaszcza metoda 
ELISA są zdecydowanie lepsze, szybsze i bardziej czułe w porównaniu z klasy
cznymi metodami analitycznymi [83, 84].

4. ANTYBIOTYKI W ŻYWNOŚCI 
A USTAWODAWSTWO ZDROWOTNE DOTYCZĄCE ŻYWNOŚCI

Powszechne stosowanie w weterynarii antybiotyków, zwłaszcza w leczeniu 
i profilaktyce chorób bakteryjnych gruczołu mlekowego u krów oraz w profila
ktyce hodowlanej drobiu, trzody chlewnej i bydła, wiąże się z ryzykiem wy
stępowania pozostałości preparatów antybakteryjnych w produktach mlecz
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nych, jajach i mięsie oraz w ich przetworach [61, 85, 86]. Ponadto moda na 
produkty żywnościowe o przedłużonej trwałości (lecz często o niskiej wartości), 
sprzyja skracaniu procesów technologicznych poprzez stosowanie dodatków 
antybakteryjnych, m.in. sulfonamidów czy fosfonopeptydów, które dość często 
u konsumentów wywołują różne alergie i patologie wchłaniania jelitowego. 
Niezależnie od celowego, niskiego dawkowania wymienionych związków 
stwierdza się przypadki naturalnego występowania w żywności ich pozostało
ści [87-90].

Obserwując dużą konkurencyjność na rynku żywnościowym, zauważa się, 
że niektóre produkty żywnościowe (najmniej atrakcyjne i najmniej trwałe) ska
zane są na długotrwałe przechowywanie. To zaś jest przyczyną naturalnego 
wytwarzania substancji szkodliwych, nie tylko antybiotyków, w gotowym, 
przechowywanym produkcie spożywczym pod wpływem obecnej i rozwijającej 
się tam mikroflory (drożdże, bakterie i pleśnie), [91-103].

Wyniki badań prowadzonych w ostatnich latach świadczą o tym, że nie
które związki organiczne i nieorganiczne okazują się szkodliwe i są powodem 
wielu stanów alergicznych, nawet w dużo mniejszych dawkach niż te, które 
ustalono wcześniej. W takiej sytuacji bardzo ważnym problemem staje się ana
liza żywności dla ochrony całości społeczeństwa przed groźnymi następstwami 
chorobowymi, wynikającymi z powszechnego ich dawkowania z żywnością. 
Należy zatem dążyć do stosowania niezawodnych, bardziej czułych i specyficz
nych metod analitycznych umożliwiających wykrywanie i oznaczanie tych 
związków. Stosowane metody muszą być także ekonomiczne i proste w wyko
naniu, aby można je było wykorzystywać powszechnie do bieżących, seryjnych 
analiz, a nie tylko w pracach typowo badawczych.

Spośród wielu związków występujących w żywności szczególną uwagę 
zwracają antybiotyki, które w dobie konkurencji i wolnego rynku stały się 
modne. Według postanowień polskiego ustawodawstwa używanie antybioty
ków do konserwowania żywności jest niedozwolone. Polskie ustawodawstwo 
nie dopuszcza obecności antybiotyków w środkach spożywczych pochodzenia 
zwierzęcego [96, 97]. Wyniki badań nad higieną żywności wskazują jednakże, 
iż produkty ogólnie dostępne (mleko, jaja, mięso i ich przetwory) obarczone są 
pozostałością antybiotyków lub związków o działaniu antymikrobiologicznym 
[55-61],

W tab. 1 przedstawiono listę używanych antybiotyków i innych związków 
antymikrobiologicznych, identyfikowanych w żywności pochodzenia zwierzę
cego. Lista ta jest świadectwem obfitego występowania antybiotyków w pro
duktach codziennego spożycia. Przerażające jest i to, że tak szeroka gama 
medykamentów serwowana jest wraz z żywnością. W tym miejscu należy po
stawić pytanie: czy występujące u ludzi i zwierząt niedobory pierwiastków 
śladowych, mikro- i makroelementów o ważnych funkcjach biologicznych mo
gą być spowodowane właśnie chętnie chelatującymi i kompleksującymi anty
biotykami? A może właśnie dzięki obecnym w nich pierwiastkom ludzkie
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Tabela 1. Lista używanych antybiotyków i związków antymikrobiologicznych 
identyfikowanych w żywności pochodzenia zwierzęcego [15, 55-61, 87, 87-103]

Antybiotyk Rodzaj żywności pochodzenia zwierzęcego
kurczaki indyki wieprzowina wołowina baranina

Bacylomycyna + + + + —
Bacytracyna + + + + -
Chlorotetracyklina + + + + +
Erytromycyna + + - - -
Hygromycyna + - + -
Linkomycyna + + -
Monezyna + + + ■
Neomycyna + ■ + + +
Nystatyna + + - -
Oleandomycyna + + ■ - -
Oksyteracyna + + + + +
Penicylina + + + — -
Salinomycyna + + + - -
Streptomycyna + + + - -
Sulfonoamidy + + + — -
Tylozyna + + + - +
Wirginiamycyna + + + — —

„ + ” — obecność antybiotyku oznaczana i stwierdzona w badanym pro
dukcie mięsnym,

” — obecność antybiotyku oznaczana i nie stwierdzona w badanym 
produkcie mięsnym.

organizmy łatwiej znoszą toksyczne działanie antybiotyków? Należy przypusz
czać, że pod ich wpływem zmieniona zostaje struktura kostna, która z natuiy 
jest bogata w pierwiastki chemiczne. Zjawisko takich zmian daje się zaobser
wować na przykładzie kości kurczaków hodowanych na dużych fermach. Kur
czaki hodowane w dużych stadach wraz z paszą pokarmową pobierają an
tybiotyki w tzw. „dawkach profilaktycznych”. Kości tych kurczaków są łatwo 
rozsypujące się, miękkie, często poprzerastane tkanką chrzęstną, a kości długie 
najczęściej są zniekształcone, powyginane. Prawdopodobnie struktura tych ko
ści została osłabiona i nie jest w stanie utrzymać masy ciała. Czy niedobory 
innych związków ważnych dla życia ludzi i zwierząt zawdzięczamy także obec
nym w żywności nadmiarom medykamentów (hormony, czynniki wzrostu itp.)?

Szerokie użycie antybiotyków wymusza konieczność opracowywania co
raz bardziej czułych metod wykrywania i oznaczania ich pozostałości w żyw
ności oraz sugeruje zakres prac mający na celu określenie poziomów tolerancji 
lub ustalania poziomów określanych jako „dopuszczalne lub nieszkodliwe”. 
Według ustawodawstwa holenderskiego problem kontroli i nadzoru przedsta
wia się inaczej niż w Polsce i kilku innych krajach Europy, ale z pewnością jest 
on bardziej racjonalny, jeśli weźmiemy pod uwagę wyniki sporadycznych 
analiz, wykonanych na próbkach żywności ogólnego obrotu i sprzedaży. Ze 
względu na zawartość antybiotyków w żywności ustawodawstwo holenderskie
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zakłada trzy klasy toksyczności: a) dopuszczalna, b) warunkowo dopuszczalna, 
cj niedopuszczalna. Aby można było ustalić określone klasy czystości żywności, 
należy stosować w badaniach niezawodne metody wykrywania i oznaczania 
ultraśladowych ilości tych i innych (pestycydy, aflatoksyny) zanieczyszczeń.

Antybiotyki i związki o działaniu antymikrobiologicznym są stosowane 
od ponad 35 lat na całym świecie. Znajdują się one w żywności, ale przez cały 
czas dąży się do zabezpieczenia ludności przed ich toksycznym działaniem. 
Ustalone normy dawek dopuszczalnych dają prawo do roszczeń i ekwiwalent
nych wynagrodzeń od producentów z tytułu ich przekraczania Ustawodaw
stwo USA ustaliło dawki dopuszczalne określonych klas (grup) antybiotyków 
i związków antymikrobiologicznych w żywności (tab. 2).

Tabela 2. Dopuszczalne ilości antybiotyków i związków antymikrobiolo
gicznych w jajach, mleku, mięsie i rybach wg ustawodawstwa USA [61,

124-133]

Antybiotyki W przeliczeniu 
na związek

Dopus
jaja

>zczalne
mleko

ilości v 
mięso

v ppb 
ryby

Aminoglikozydowe Streptomycyna 0 150 500 150
Beta-laktamowe Penicylina G 0 5 50 20
Tetracykliny Chlorotetracyklina 0 30 100 100

Oksytetracyklina 0 30 100 50
Sulfonoamidy Sulfadimetoksyna 100 10 100 10

SuUametazyna 100 10 100 25
Sulfachinoksalina 100 10 10 20

Makrolidy Erytromycyna 25 50 300 150
Tylozyna 200 50 200 500

Chloramfenikol Chloramfenikol 5 5 10 5

Metody immunometryczne należy traktować jako potencjalne źródło dob
rych, specyficznych, czułych, szybkich i wygodnych metod oznaczania antybio
tyków. Należy rozpropagować i upowszechnić ich zastosowanie w laborato
riach zajmujących się analizą żywności. Po przeprowadzeniu badań między- 
laboratoryjnych należałoby podjąć, wzorem krajów zachodnich (Niemcy, Ho
landia), działania legislacyjne związane z adaptacją metod immunometrycz- 
nych, zwłaszcza immunoenzymatycznych, jako metod analitycznych dających 
szansę ustalenia nowych, lepszych norm jakościowych odpowiadających wy
mogom Unii Europejskiej.

5. OZNACZANIE ANTYBIOTYKÓW W ŻYWNOŚCI

Za historyczne można dziś uznać metody kolorymetryczne Brattona 
i Marshalla [99, 100], które z pewnymi poprawkami bywają stosowane jeszcze 
do dzisiaj. W fachowej literaturze spotkać można wiele propozycji identyfiko
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wania i oznaczania różnych substancji przeciwbakteryjnych technikami chro
matografii cieczowej (HPLC) [101-110], gazowej (GC) [106, 111 115], cienko
warstwowej (P&TLC) [116, 117] lub najbardziej miarodajną techniką spektro
metrii masowej (MS) [118 123]. Metody te jednak nie znalazły szerszego za
stosowania w rutynowych, masowych oznaczeniach ze względu na wysoką 
cenę specjalistycznego sprzętu, dostępnego tylko w dużych, wyspecjalizowa
nych laboratoriach. Bez wątpienia metody te mogą być stosowane w charak
terze metod potwierdzających lub odwoławczych wtedy, kiedy badania skrinin- 
gowe dałyby wyniki wymagające potwierdzenia.

Metody immunoenzymatyczne w swoim klasycznym wydaniu jeszcze nie są 
na tyle rozpracowane, aby mogły stanowić metody powszechnego stosowania. 
W doniesieniach literaturowych jednakże można spotkać dane o możliwości 
stosowania testów (test-kit, Quik-card) immunoenzymatycznych do wykrywa
nia w ilościach kilku ppt (ng/kg) tylozyny, sulfodimetoksyny i chloramfenikolu 
oraz innych związków antybakteryjnych [124 127], W testach tych należy 
wykonać nieco pracochłonne, choć nieskomplikowane operacje przygotowania 
ekstraktów do reakcji immunoenzymatycznych, ale tylko ten etap wydłuża 
czas analizy. Być może jednak pojawiające się od paru lat publikacje [128 133], 
dotyczące możliwości wykorzystania testów immunoenzymatycznych do wy
krywania pozostałości leków o charakterze przeciwbakteryjnym w tkankach 
zwierząt, w płynach ustrojowych czy w mleku, są zwiastunami upowszechnia
nia i stosowania tych metod w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej.

Ważną rolę metod immunoenzymatycznych w analizie antybiotyków na
leży wiązać z faktem ich występowania w zmienionej formie jako produkty 
metabolicznych przemian. Uzyskiwanie specyficznych przeciwciał dla takich 
związków może dać szansę określenia absolutnych poziomów ich występowa
nia oraz toksyczności, a także możliwość ustalenia specjacji w materiałach 
biologicznych. Większość indywiduów chemicznych będących obiektem zainte
resowania toksykologii tych związków to cząsteczki małe, łatwo przenikające 
i łatwo ulegające wiązaniu przez inne obecne w układach aktywne grupy związ
ków. Poprzez takie reakcje w efekcie dają całą grupę związków o podobnych 
właściwościach chemicznych i fizycznych, co nastręcza istotne trudności w ana
lizie, zwłaszcza w analizie specjacyjnej. Niewątpliwy wpływ na wynik analizy 
ma specyfika doboru warunków przygotowania próbek do analizy. W analizie 
specjacyjnej ma zastosowanie wiele złożonych procedur analitycznych, których 
istotnymi elementami są procedury rozdzielania czy wydzielenia i oznaczania 
Metody immunoenzymatyczne jako wysoce specyficzne mogą zapewnić bardzo 
dobrą wykrywalność w połączeniu z detekcją spektrometryczną lub ostatnio 
wprowadzaną detekcją elektrochemiczną. Konieczność łączenia procesów roz
dzielania i oznaczania doprowadziła do konstrukcji aparatów realizujących 
obie te funkcje. Są to przyrządy lub techniki sprzężone (hyphenated techniques, 
coupled techniques), a możliwości jest tu bardzo wiele. Takie układy wykorzys
tuje się do oznaczania nie tylko antybiotyków, ale także czynników wzrostu,
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hormonów, pestycydów i innych substancji toksycznych znajdujących się w ży
wności.

Wiarygodność oznaczania w próbkach naturalnych wymaga potwierdze
nia jakości oznaczania, a więc określenia jego dokładności. W ostatniej deka
dzie zagadnienia jakości oznaczania nabrały specjalnego znaczenia celem okre
ślenia dopuszczalnych poziomów referencyjnych, opracowywania międzynaro
dowych standardów. Podstawowym sposobem określenia jakości tych ozna
czeń w analizie chemicznej jest używanie certyfikowanych materiałów odniesie
nia o dobrze znanej zawartości analitu. Problemem jest jednak dobór właś
ciwych matryc o odpowiednio niskim poziomie analitu. Sam analit zaś powi
nien być w takiej postaci, w jakiej występuje w badanym materiale. Takich 
materiałów do badania specjacji jest bardzo mało i są to materiały specjalne 
[134—137].

W zasadzie sprawdzenie wyników oznaczania poszczególnych form jest 
możliwe przez porównanie sumy stężeń wszystkich składników z całkowitym 
stężeniem oznaczanego składnika niezależnie. W praktyce nie jest to takie pro
ste, gdyż stężenie składnika najtrudniejszego do oznaczenia często uzyskuje się, 
wyznaczając różnicę między całkowitym stężeniem a sumą stężeń pozostałych 
jego form. Wnioskowanie o toksyczności substancji, w tym wypadku metaboli
cznych pochodnych antybiotyków, jest niewątpliwie trudne. Dzięki metodom 
immunometrycznym będzie można choć częściowo rozwiązać przedstawione tu 
problemy.

6. POTENCJAŁ I KORZYŚCI UŻYCIA 
METOD IMMUNOENZYMATYCZNYCH

Użycie metod immunoenzymatycznych w analizie antybiotyków jako po
zostałości w żywności może odbywać się w kilku wariantach technicznych. 
Każdy z tych wariantów ma swoje zalety i wady. Zalety i wady poszczególnych 
systemów analitycznych metod immunoenzymatycznych zależą od rodzaju me
tody (homogeniczna, heterogeniczna) i rozwiązań technicznych. Podstawą wy
konania reakgi w efektywnych metodach heterogenicznych jest zaadsorbowa- 
nie antygenów lub przeciwciał do podłoża (faza stała), na którym może za
chodzić reakcja immunochemiczna. W praktyce stosowane są różne rodzaje faz 
stałych (tab. 3). Efekty procesu sorpcji zależą bezpośrednio od własności mate
riałów, a przede wszystkim od rodzaju występujących wiązań antygenu (prze
ciwciała) z podłożem oraz pojemności antygenów (przeciwciał) na jednostce 
powierzchni adsorpcyjnęj. Powierzchnia i kształt fazy stałej oraz siła wiązań 
mają swój bezpośredni wpływ na termodynamikę i kinetykę reakcji immuno- 
chemicznej. Dla wszystkich powszechnie używanych materiałów stosuje się for
my kuleczek, wałeczków, kółeczek, pierścieni, ale najczęściej używa się mikro- 
studzienek na płytce [138-140],
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Tabela 3. Różne fazy stałe stosowane w metodach Lmmunoenzymatycznych (EIA)

Typ materiału Forma Rodzaj wiązania Pojemność

Polistyren mikrostudzienki na płytce, 
kuleczki, wałeczki

niekowalencyjne 300 ng/cm2

Poliwinyl mikrostudzienki na płytce niekowalencyjne 300 ng/cm2
Poliwęglan kuleczki niekowalencyjne 300 ng/cm2
Kopolimer kuleczki niekowalencyjne zmienna
Nitroceluloza mikrostudzienki na płytce, 

membrany
niekowalencyjne 100 ng/cm2

Białka mikrostudzienki na płytce, 
kuleczki

niekowalencyjne 20 mg/cm2 
(tylko dla przeciw
ciała)

Różne mikrostudzienki na płytce, 
kuleczki

kowalencyjne zmienna

Kulki magnetyczne opłaszezane różnymi 
materiałami

zależą od materiału 
opłaszczanego

zmienna

Wybrany typ reakcji immunochemicznej decyduje też o niezbędnej wielko
ści wykorzystywanej powierzchni, a to bezpośrednio wpływa na wybór rodzaju 
materiału płytek. Rodzaj użytego materiału związany jest ściśle z ilością prze
ciwciał adsorbowanych na jego powierzchni. W wypadku oznaczeń antybioty
ków czynnikiem decydującym o wyborze odpowiedniego materiału jest przede 
wszystkim rodzaj grupy reaktywnej badanego antybiotyku oraz typ wiązania 
z fazą stałą (tab. 3 i 4). W molekułach antybiotyków centrami aktywnymi 
najczęściej są ugrupowania aminowe, hydroksylowe, karboksylowe oraz p-lak-

Tabela 4. Wykrywalne minimum w kompetycyjnej metodzie immunoenzyma- 
tycznej EIA (z peroksydazą) przy użyciu przeciwciał poli- oraz monoklonalnych

[138-140]

Antybiotyki Reaktywne
grupy

Przeciwciała
poliklonalne

ng/cm3

Przeciwciała
monoklonalne

ng/cm3

Ampicylina —n h 2 10 _
Penicylina G p-laktamowe — 2,0
Kloksacylina —COOH 4,0 0,7
Chloramfenikol (podstawa) —COOH 0,1 6,2

(pochodna bursztynianowa) —n h 2
Streptomycyna (oksym) —COOH 2,2 1,1

(hydrazon) —n h 2
Sulfadiazyna —n h 2 — 9,0
Sulfametazyna —n h 2 1,8 15,0
Sulfametoksypirydazyna —n h 2 1,8 —

Tetracyklina —n h 2 0,5 75
Trimetoprym —n h 2 6,0 -
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tamowe (tab. 5). W oznaczaniu antybiotyków metodami immunometrycznymi 
wykorzystywane są wiązania właśnie przez te reaktywne grupy. Modyfikacji 
metod celem uzyskania wysokiej efektywności lub specyficzności reakcji doko
nuje się przez użycie kofaktorów stabilizujących wiązanie lub użycie znacz
ników (izotopy, fluorochromy, enzymy) wzmacniających odpowiedź reakcji im- 
munochemicznej [15, 16, 61, 139],

Tabela 5. Rodzaje wiązań tworzących się w reakcjach immunochemicznych 
oraz typy grup funkcyjnych biorących udział w ich powstawaniu [138-140]

Grupy funkcyjne na 
haptenach Powstające wiązania Grupa funkcyjna 

na immunoglobulinie

Hydroksylowe hemibursztynianowe ugrupowanie N-amino-
chlorokarboksylowe
cykloheksanowe

we lizyny

Karbonylowe oksym ugrupowanie N-amino-
O-metylokarboksylowy we lizyny

Sullhydrylowe połączenia disulfidowe ugrupowanie siarkowe 
cysteiny

Karboksylowe bezwodnik karboimidowy ugrupowanie N-amino- 
we cysteiny

Aminy aromatyczne sole diazoniowe ugrupowanie N-amino- 
we histydyny, tyrozyny

Aminy alifatyczne aldehyd glutarowy, ugrupowanie N-amino-
bifunkcyjne X-połączenia we lizyny

W metodach immunoenzymatycznych do znakowania reagentów stosuje 
się białka enzymatyczne. Do najczęściej wykorzystywanych tu enzymów nale
żą: fosfataza alkaliczna, peroksydaza, ureaza i P-galaktozydaza. Środowisko 
wykonania reakcji na płytce najczęściej jest obojętne lub lekko alkaliczne. Do 
przeprowadzenia reakcji enzymatycznej zwykle stosuje się substraty przecho
dzące w produkty barwne (detekcja spektrofotometryczna) lub wykazujące flu- 
orescencję (detekcja fluorymetryczna), (tab. 6). O efektywności metod immuno
chemicznych w analizie decyduje także rodzaj użytego przeciwciała — poli- 
klonalne bądź monoklonalne (tab. 4). W wypadku antybiotyków tetracyklino- 
wych, a także substancji antybakteryjnych, takich jak chloramfenikol czy 
związki sulfonoamidowe, użycie przeciwciał poliklonalnych w metodzie immu- 
nometrycznej obniża próg wykrywalności 5-100-krotnie w porównaniu do me
tod z użyciem przeciwciał monoklonalnycR. Wzrost efektywności w tym wypa
dku najprawdopodobniej związany jest z utworzeniem, oprócz wiązania głów
nego, dodatkowych wiązań, które stabilizują powstały sztywny układ kom
pleksowy. Użycie przeciwciał monoklonalnych do oznaczenia antybiotyków 
(5-laktamowych pozwala obniżyć próg wykrywalności 2- 10-krotnie w po
równaniu do metod z zastosowaniem przeciwciał poliklonalnych. Ogólnie

10 — Wiadomości Chemiczne 3-4/98
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Tabela 6. Enzymy powszechnie używane w metodach systemu EIA [1-7, 138-140]

Enzym Źródło
enzymu

Optimum pH
Kolorymetryczny 

substrat dla 
enzymu

Fluorymetryczny 
substrat dla 

enzymu

Fosfataza alkaliczna wnętrzności 9-10 p-nitrofenylofos- fosforan 4-metylo-
cielęce foran umbeliferylu

ß-galaktozydaza Escherichia 6-8 ONPG“ ß-d-galaktopiranozyd
coli CPRGb 4-metyloumbeliferylu

Peroksydaza korzeń 5-7 ABTSC kwas p-hydroksy-
chrzanu TMBd fenylooctowy

OPD*

Ureaza fasola ,jaś” 6,5-7,5 mocznik/purpura —

bromokrezolowa

* — ß-d-galaktopiranozyd o-nitrofenylu; b — ß-d-galaktopiranozyd czerwieni chlorofenolo- 
wej; c — kwas 2,2'-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)/H20 2; d — 3,3',5,5'-tetrametylo- 
benzydyna/H20 2; “ — o-fenylenodiamina/H20 2.

stwierdza się, że w wybranych reakcjach immunoenzymatycznych przeciwciała 
monoklonalne swoją specyficznością efektywnie przewyższają wyniki analizy 
metodami z przeciwciałami poliklonalnymi. Rodzaj stosowanego antygenu (ha- 
ptenu) lub przeciwciała i jego ugrupowań aktywnych (tab. 4), w zależności od 
budowy i składu determinant (epitopów) na przeciwciałach, również ma wyraź
ny wpływ na kinetykę i termodynamikę tych reakcji.

Tabela 7. Porównanie trzech metod immunoanalitycznych: RIA (radioimmunoassay), 
FIA {fluorescent immunoassay) i EIA (enzyme immunoassay) [2-4, 16-18, 138-140]

Charakterystyka RIA FIA EIA

Wykrywalność wysoka wysoka bardzo wysoka
ng-pg ng-pg ng-pg-ppt

Specyficzność wysoka wysoka bardzo wysoka

Czas analizy dni dni godziny

Okres przechowywania 
odczynników

krótki umiarkowany dość długi

Wymagane wyposa
żenie

scyntylator 
lub licznik 
promieniowania

UV monitor spektrofotometr

Kwalifikacje personelu wykwalifikowany 
z licencją Radio

wykwalifikowany 
i wprawny

minimalne
przeszkolenie

Koszt analizy 7$ 5$ 2$
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Analiza immunochemiczna opiera się na pomiarze sygnału jako natężenia 
radiolitycznego (RIA), fluorymetrycznego (FIA) oraz spektrofotometrycznego 
będącego końcowym wynikiem reakcji enzymatycznej (EIA) bądź chemicznej. 
Porównując wyniki oznaczania antybiotyków metodami immunometrycznymi 
na podstawie specyficzności, wykrywalności, czułości, czasu analizy, wyma
ganego wyposażenia, kosztów i kwalifikacji personelu, zauważa się zdecydo
waną przewagę w efektywności metod immunoenzymatycznych (EIA) nad 
metodami immunofluorymetrycznymi (FIA) i radioimmunologicznymi (RIA) 
(tab. 7).

Wśród metod immunoenzymatycznych (EIA) największą popularnością 
pod względem najlepszej efektywności cieszą się dwie metody: ELISA i EMIT. 
Metoda ELISA należy do metod heterogenicznych analizy makromolekuł na 
fazie stałej i służy diagnostyce immunoglobulin, leków, hormonów i metaboli
tów. Jest ona metodą nieco powolniejszą od metody EMIT, ale cechuje ją 
wyższa czułość (tab. 8). Etapy wykonania badań metodą ELISA przedstawiono

Tabela 8. Charakterystyka i porównanie dwóch najbardziej efektywnych metod immunoenzymaty-
cznych [2-4, 8, 15-18, 138-140]

Metoda ELISA Metoda EMIT

Analiza heterogeniczna 
Wymaga separowania reagentów 
Wymaga przemycia reagentów 
Wolniejsza niż metoda EMIT 
Wyższa czułość niż w metodzie EMIT 
Pomiar makromolekuł (antygen, przeciwciało) 
Służy diagnostyce immunoglobulin, zakażeń, 

leków, hormonów, metabolitów 
Stała faza analizy

analiza homogeniczna 
nie wymaga separowania reagentów 
nie wymaga przemywania reagentów 
szybsza niż metoda ELISA 
niższa czułość niż w metodzie ELISA 
pomiar małych molekuł (hapteny) 
służy diagnozowaniu leków, hormonów, 

metabolitów 
wodne fazy analizy

schematycznie na rys. 6, analogiczne etapy dla metody EMIT — na rys. 7. 
Do zagłębień stanowiących mikrostudzienki na płytce w zależności od 
typu metody ELISA (rys. 5) w odpowiedniej kolejności (rys. 6) dodawane 
są etapami (1- 11) właściwe reagenty oraz wykonywane są odpowiednie 
operacje analityczne. W instrumentalnej metodzie EMIT liczba wykony
wanych operacji jest odpowiednio mniejsza (1-9), a całość analizy w obydwu 
metodach można wyraźnie podzielić na trzy charakterystyczne etapy: 
a) przygotowanie próbki, b) test doświadczalny, c) pomiar i odczyt wy
ników.

Porównując wyniki oznaczania antybiotyków w żywności rozmaitymi me
todami analitycznymi (tab. 9), stwierdza się wyraźną przewagę metod immuno-
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0

Opłaszczenie fezy stałej 
antygenem lub przeciwciałem

Inkubacja w  określonym czasie 
Przemycie 

3x

Dodatek przeciwciał 
lub antygenu

Inkubacja w określonym czasie 
Przemycie 

3x

Dodatek przeciwciał 
znakowanych enzymem

Inkubacja w określonym czasie 
Przemycie

Rys. 6. Kolejne etapy wykonania 
analizy metodą ELISA
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Rys. 7. Kolejne etapy wykonania analizy 
metodą EMIT

enzymatycznych (ElA i ELISA) nad metodami enzymatycznymi (testy: CITE, 
Charm Form), a także nad różnymi odmianami chromatografii (GC, HPLC, 
P&TLC). Czułość metod immunoenzymatycznych jest na poziomie kilku ppb 
lub ppm, pozostałych metod natomiast — kilka tysięcy lub kilkaset ppm. 
Wprowadzenie do metody ELISA modyfikacji biotynowo-awidynowej, popra
wiającej zdecydowanie czułość metody, zdaje się przesądzać o jej przydatności 
do oznaczania nie tylko antybiotyków, ale i innych związków w żywności. 
Uniwersalność metody ELISA, możliwość wielokrotnych powtórzeń, bardzo 
duża czułość i specyficzność, a jednocześnie stosunkowo krótki czas uzyskania 
wyników sprawiły, że metoda ta ma coraz to szersze zastosowanie w analizie



Tabela 9. Wykrywalne minimalne ilości antybiotyków oraz związków antymikrobiologicznych przy użyciu różnych technik analitycznych 
i testów mikrobiologicznych oraz immunoanalitycznych [55-61, 85, 86, 91, 101-133]

Klasa
antybiotyków

Ilości przeliczane 
na związek HPLC TLC GC

Test
CITE

Test
Charm
Form

EIA ELISA

Aminoglikozydowe streptomycyna 2-20 M-g/g > 1000 > 1000 10 ng/ml 1-2 ng/ml

P-laktamowe penicylina G 30 ng/ml 0.03 ng/g 1-10 ng/ml 10 ng/ml 1-4 ng/ml

Makrolidy erytromycyna 0,05 mg/kg - 1000 1 ppm

tylozyna 0,05 mg/kg - 50

Sulfonoamidy sulfadimetoksyna 60 ng/kg 20 (J-g/kg 100 (J-g/kg 10 10 7 ppm 5 ppm

sulfametazyna 50 ng/ml 10 ng/kg 50 ng/kg - 15 5 ppm 2 ppm

sulfachinoksalina 30 ng/kg 50 ng/kg 50 ng/kg 100 10 25 ppm 20 ppm

Tetracykliny chlorotetracy klina 0,1-5 mg/kg 0,1 M-g/g 30 150 50 ppm 1-10 ng/ml

oksytetracyklina 50 |J.g/kg 15 ng/g 30 80 100 ppm 20 ng/ml

Chloramfenikol chloramfenikol 1-10 ng/kg 1-10 ng/g l 10 ppb 0,1 ppb
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żywności. Modyfikacje techniczne tej metody doprowadziły do pojawienia się 
na rynku szybkich testów, tzw. bioindykatorów, na bezpośrednie, szybkie 
stwierdzenie oznaczanego składnika ze zdecydowanie niższą czułością niż 
w wypadku testów mikropłytkowych. W świetle przedstawionych danych, uzy
skanych w trakcie badań, metody immunoenzymatyczne cechują się dużą przy
datnością, wysokim potencjałem analitycznym, przynoszącym wielorakie ko
rzyści w analizie żywności. Wyniki uzyskane dotychczas w naszym Instytucie 
są opisane w pracach [141-150].

PODSUMOWANIE

Wnioski płynące z tych rozważań wskazują, że oznaczanie pozostałości 
antybiotyków w żywności można przeprowadzać za pomocą analizy immuno- 
metrycznej, a potencjał metod immunoenzymatycznych w oznaczaniu antybio
tyków w żywności może być w pełni wykorzystany. Należy jednak pamiętać, że 
immunoanaliza nie ma specyfiki metod fizykochemicznych, jak GC lub LC, 
i obecność substancji interferujących w próbce nie ogranicza metody. Immuno
analiza może być wykorzystana jako analiza skriningowa w procesie badaw
czym dużej liczby prób czy też prób przed statystycznym selekcjonowaniem. 
Wiarygodność wyników oznaczenia przy użyciu tych metod jest zawsze po
twierdzona przez stosowane standardy. Ograniczona jest zapewne weryfikacja 
poprawności rezultatów tych metod, gdyż mało jest ogólnie dostępnych metod, 
za których pomocą można wykonać oznaczenia na poziomie ppb-ppt. Należy 
jednak zauważyć, że wynik otrzymany nawet ze 100% błędem na poziomie 
ppt-ppb jest z punktu widzenia praktycznego wynikiem lepszym niż brak 
oznaczenia w ogóle z powodu braku sygnału analitycznego, np. w P&TLC, 
spektrometrii lub fluorymetrii, które są metodami zalecanymi w wypadku ana
liz żywności na zawartość różnych medykamentów.

Podstawowe korzyści płynące z użycia metod immunoenzymatycznych to 
przede wszystkim prostota, czas, koszt i efekt analizy. Podstawa analiz im
munoenzymatycznych jest niezwykle prosta, a do wykonania nie wymaga wy
sokiej klasy specjalistów ani też drogiego sprzętu. Niezbędne jest sprawdzenie 
metod, ocena i realizacja adaptacyjna oraz wdrożeniowa metod immunoche- 
micznych w placówkach analitycznych.

W przygotowaniu pracy wykorzystano pomoc finansową KBN — grant 
Nr 5 P 06  G  008 09.
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I oto znów, na naszych oczach, powstał nowy dział nauk chemicznych -  
chemia kombinatoryczna. Przynajmniej na razie jest to część chemii organicz
nej, dotycząca syntezy związków organicznych. Ale implikuje ona zupełnie 
nową, używając bardzo modnego teraz słownictwa, „filozofię” syntezy. Syn- 
tetykom chodziło zawsze i nadal chodzi o uzyskiwanie konkretnych, indywidu
alnych związków chemicznych. Celem prowadzonej pracy była zawsze synteza 
indywidualnego połączenia chemicznego, które następnie należało właściwie 
scharakteryzować, ustalając jego cechy strukturalne. Chemikowi „kombinato- 
rycznemu” chodzi zaś o coś innego. Chodzi o wyselekcjonowanie z tysięcy 
związków, stanowiących razem ich „bibliotekę”, jednego konkretnego połącze
nia o pożądanych właściwościach Jest to więc sztuka szukania igły w stogu 
siana i aż dziwne, że się udaje. Niektórzy charakteryzują ten stan rzeczy w na
stępujący sposób: „nie chodzi już nam dzisiaj o pomnażanie zasobu istnieją
cych (otrzymanych na drodze syntezy) związków organicznych, ale o syntezę 
określonych własności”. Wypowiedź ta jest pewnym uproszczeniem sprawy. Bo 
dokładniej mówiąc, chodzi tu o otrzymanie ogromnej biblioteki związków, 
z których badacz wyselekcjonowuje ten jeden o potrzebnych mu własnościach.

Podejście takie jest zdecydowanie odmienne od podejścia pracującego na 
sposób tradycyjny organika-syntetyka, ale i od podejścia chemika pracującego 
w chemii polimerów. Temu ostatniemu zależy wprawdzie na otrzymaniu pre
paratu o pożądanych własnościach, ale własności te są cechą mieszaniny che
micznie zbliżonych indywiduów chemicznych, a nie pojedynczego związku che
micznego.

Historia chemii kombinatorycznej liczy zaledwie dziesięć lat. Oprócz licz
nych artykułów przeglądowych doczekała się jednak już i poważnego opraco
wania książkowego, budzącego respekt nawet swoimi rozmiarami [1], Kom- 
binatoryka to według encyklopedii PWN „elementarny dział teorii mnogości, 
którego przedmiotem jest badanie różnych możliwych zestawień i ugrupowań, 
jakie można tworzyć z elementów pewnego zbioru skończonego”. Ta definicja 
bardzo jasno mówi nam, o co też w chemii kombinatorycznej może chodzić. 
Oto mamy np. skończony zbiór 20 elementów — aminokwasów białkowych. 
Można zeń utworzyć rodzinę 205 pentapeptydów, różniących się sekwencją 
aminokwasową. Konkretnie mówiąc, rodzina taka będzie zawierała 3200000 
związków. I wśród tej masy szukamy pojedynczego pentapeptydu o interesują
cych nas własnościach.

Chemia kombinatoryczna zrodziła się na gruncie chemii peptydów, ale 
szybko podbiła tereny objęte przez pokrewne działy chemii — jak chemia 
polinukleotydów — i włamała się w obręb chemii leków. W gruncie rzeczy jest 
ona konsekwencją, dostrzeżeniem możliwości tkwiących w znacznie starszym 
od niej podejściu — w syntezie na nośnikach stałych. Na podstawie technik 
syntezy na podłożu stałym uzyskuje się bardzo szybko obszerne biblioteki związ
ków, np. biblioteki peptydów o określonych rozmiarach i składzie aminokwaso- 
wym. Albo biblioteki nukleotydowe. (O ich otrzymywaniu pisał niedaw
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no na naszych łamach W. Markiewicz [2].) Otrzymano również szereg biblio
tek potencjalnych leków: benzodiazepin, hydantoin i tiazolidyn. Umożliwiają 
one szybką selekcję najbardziej obiecujących indywidualnych połączeń, ukry
tych wśród setek czy tysięcy innych.

Jak powiedzieliśmy, chemia kombinatoryczna jest konsekwenq'ą rozwoju 
metod syntezy na nośniku stałych. Wymyślona przez R. Merrifielda synteza 
peptydów na nośniku stałym pojawiła się w latach 1963-1964. Umożliwiała 
ona ogromne przyspieszenie tempa prac, ale nie pozwalała jeszcze syntez skute
cznie zmultiplikować, tak by było można równocześnie syntezować wiele pep
tydów. I dopiero dwadzieścia lat później umożliwiła to metoda „torebek her
bacianych” R. A. Houghtena [3]. Jego pomysł uderza swoją prostotą. Ziarna 
polimeru, będącego stałym nośnikiem narastającego peptydu, dzieli się na por
cje 50-100-miligramowe. Każdą porcję umieszcza się w oddzielnej perforowa
nej torebce z polipropylenu, o wymiarach 15 x 20 mm. Rozmiary otworków 
w ściankach torebek muszą oczywiście być mniejsze od rozmiarów ziaren noś
nika. Dysponując oddzielnymi naczyniami zawierającymi roztwory aktywowa
nych pochodnych N-blokowanych aminokwasów, można te torebki w dowol
ny sposób kombinować ze sobą, prowadząc równoczesną syntezę znacznej 
liczby peptydów, różniących się sekwencją, a nawet rozmiarami łańcucha. Ta
kie etapy syntezy, jak zdjęcie osłon i przygotowanie narastających peptydów 
do następnego jej etapu, można przy tym prowadzić dla wszystkich torebek 
łącznie, zbierając je razem. Autor pomysłu pokazał, że w opisany sposób moż
na np. równocześnie zsyntezować 248 13-peptydów, homologów fragmentu 
98-110 hemoaglutyniny grypy. Cała synteza zajęła badaczowi mniej niż 4 tygo
dnie, a ilości produktów w poszczególnych torebkach sięgnęły 10-20 mg. Cała 
ta praca była nakierowana na jasno określony cel. Chodziło o zbadanie, jak 
wymiana właściwych wymienionemu fragmentowi hemoaglutyniny aminokwa
sów na inne reszty aminokwasowe wpłynie na wiązanie się uzyskanych pep
tydów ze specyficznym przeciwciałem białkowym, reagującym z tym fragmen
tem. Houghten pokazał więc, w jaki sposób można szybko otrzymać bibliotekę 
peptydów o kontrolowanych sekwencjach aminokwasowych. Bo prowadząc 
syntezę dobrze przecież wiemy, jakie reszty aminokwasowe wpro
wadzamy do poszczególnych pozycji każdego z równocześnie syntezowa
nych peptydów.

Późniejsze modyfikacje tego podejścia polegały na propozycjach automa
tyzacji operacji i miniaturyzacji całego procesu. Czeski chemik, M. Lebl, za
proponował, aby jako podłoża użyć wstęg bawełnianych. C-końcowy amino
kwas jest w tym podejściu estrowo wiązany z celulozą. Wstęgę, według zadane
go programu, przewija się przez szereg naczyń zawierających aktywowane ami
nokwasy i odczynniki odblokowujące grupy funkcyjne oraz rozpuszczalniki 
potrzebne do przemywania taśmy na poszczególnych etapach syntezy. Podłoże 
celulozowe umożliwiło w następstwie miniaturyzację procesu. Na arkuszu bi
buły o rozmiarach 55 x 105 mm lokuje się obok siebie 50 równoległych syntez
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peptydowych. Zautomatyzowane baterie pipet laboratoryjnych pozwalają pre
cyzyjnie nakraplać na poszczególne pola potrzebne do realizaq'i kolejnych eta
pów syntezy odczynniki.

Jeszcze większe możliwości miniaturyzacji syntezy stworzyło podłoże ami- 
noalkilowanego szkła [4]. Związane z tym podłożem C-terminalne aminokwa
sy chronione są osłonami fotolabilnymi. Napromieniowanie układu (przy uży
ciu odpowiednich szablonów) odsłania grupy aminowe narastającego łańcucha 
peptydowego przed kolejnymi etapami syntezy. Przy użyciu tej metody 
(light-directed, spatially addressable) można na polu o powierzchni 1 cm2 zmieś
cić 10 tysięcy równolegle biegnących syntez peptydowych. Syntezy są tu w peł
ni kontrolowane pod względem sekwencyjnym; prowadzący je chemik wie, 
jaki peptyd jest syntezowany w konkretnym wycinku pola operacyjnego. Oczy
wiście nie ma przy tym mowy o izolacji produktów. Technika taka może jed
nak być użyta np. do badania epitopów (fragmentów immunogennych) białek. 
Łańcuch polipeptydowy badanego białka można podzielić na szereg krótkich 
fragmentów o określonej sekwencji aminokwasowej. Wszystkie te fragmenty 
można zsyntezować w opisany sposób, a następnie można zobaczyć, z jakimi 
(osadzonymi na podłożu) peptydami wiążą się specyficzne dla badanego białka 
przeciwciała. Jeśli dysponujemy przeciwciałami tak zmodyfikowanymi chemi
cznie, aby dawały widzialną fluorescencję, bez trudu zidentyfikujemy epitopy 
peptydowe, uwidaczniające się wśród wszystkich innych, ulokowanych obok 
siebie na użytym do syntezy podłożu, peptydów. W tak zmultyplikowanej syn
tezie chemik rezygnuje z izolacji, oczyszczenia i analitycznej kontroli produk
tów. Sekwencję określonego i osadzonego w danym wycinku pola operacyj
nego peptydu dobrze jednak zna. Określa ją  historia syntezy, kolejność wpro
wadzania odczynników, czy lepiej — reagentów.

Te wydarzenia przygotowały grunt dla kolejnego kroku. Jego autorem był 
węgierski chemik, Arpad Furka. Zaproponował on, by w ogóle zrezygnować 
z kontroli sekwencji syntezowanych peptydów. Jego metoda to metoda 
porcjonowania-mieszania. Powiedzmy, że chcemy zsyntezować bibliotekę 
wszystkich możliwych trójpeptydów, zbudowanych z leucyny (L), alaniny (A) 
i glicyny (G). Będzie to nieduża biblioteka, wszystkiego 27 związków. Każdy 
z wymienionych aminokwasów oddzielnie osadzamy na podłożu polimero
wym. Otrzymane układy wyjściowe to A — P, L — P i G  — P (P  — nośnik 
stały). Mieszamy je ze sobą dokładnie i po odblokowaniu N-końcowych grup 
aminowych dzielimy na trzy równe porcje. Pierwszą porcję łączymy z leucyną. 
Powstanie wtedy mieszanina produktów: L-A — P, L-L — P i L-G — P. 
Druga porcja posłuży nam do reakcji z alaniną. Powstaną wtedy produkty: 
A-A — P, A-L — P i A-G — P. Z trzeciej porcji otrzymamy odpowiednio G-G
— P, G-A — P oraz G-L — P. Teraz ponownie mieszamy wszystkie trzy 
porcje, odblokowujemy N-końcowe grupy aminowe wszystkich peptydów i ca
łość dzielimy znów na trzy porcje, by każdą poddać reakcji sprzęgania — pierw
szą z alaniną, drugą z leucyną i trzecią z glicyną. W wyniku tej operacji



NOTATKI CHAOTYCZNE 315

powstanie 27 trójpeptydów. Oczywiście, nie wiemy, na jakich ziarenkach poli- 
meru-nośnika znajduje się konkretny peptyd. Wiemy tylko, że każde pojedyn
cze ziarenko polimeru niesie na sobie tylko jeden rodzaj trójpeptydu. W każ
dym razie, w kolejnych cyklach syntezy, tzn. przedłużając syntezowane łań
cuchy peptydowe, możemy szybko namnażać liczbę uzyskanych peptydów. Na 
etapie pentapeptydu, tj. przeprowadzając pięć kolejnych cykli syntezy, będzie
my już dysponowali 243 peptydami, zbudowanymi z alaniny, glicyny i leucyny 
w różnych proporcjach. Metoda porcjonowania-mieszania umożliwia rzeczy 
zgoła niezwykłe. Gdybyśmy chcieli (używając wyłącznie aminokwasów biał
kowych) przeprowadzić syntezę wszystkich możliwych heksapeptydów, musie
libyśmy wykonać 384 miliony pojedynczych operacji. Metoda porcjonowa
nia-mieszania ogranicza tę liczbę do zaledwie 120, co mieści się jeszcze dość 
łatwo w możliwościach syntetyka.

Metoda Furki pozwala bardzo szybko wyprodukować obszerne biblioteki 
peptydowe. Wymieniony już Houghten otrzymał np. biblioteki wolnych (tj. 
zdjętych z nośnika) heksapeptydów, zawierające ponad 50 milionów indywidu
alnych związków [5]. Liczba ta jest kilkakrotnie wyższa od liczby wszystkich 
otrzymanych dotychczas indywidualnych i opisanych w piśmiennictwie chemi
cznym związków organicznych.

Na pomysł metody porcjonowania-mieszania wpadł Furka w 1988 roku. 
Pomysł ten zaprezentował na dwóch dużych kongresach naukowych [6], a nie
długo potem w postaci rozwiniętej publikacji [7]. Trudno opisać, jaki ścisk pow
stał na polu odkrytym przez Furkę — na polu niesterowanej syntezy bibliotek 
peptydowych. Na 22. Europejskim Sympozjum Peptydowym w Interlaken, w ro
ku 1992, przedstawiono już cały szereg referatów plenarnych na ten właśnie temat.

Na sympozjum tym poznałem Furkę. W pewnym momencie uroczystego 
bankietu, kończącego sympozjum (odbywało się to w ogromnej hali, która 
mogła zmieścić blisko tysiąc uczestników spotkania), przysiadłem się na 
moment do stolika, który zajmowała min. para moich niedawnych jeszcze 
współpracowników. Wieloosobowy stół nie miał już niemal załogi, większość 
dokądeś pobiegła. Siedziała tam ta moja para i koło nich ponury, może 50-letni 
osobnik z taką jakby obwisłą i obrzękłą twarzą. „Oni wszyscy — mówił mi 
nerwowo — nawet się nie zająkną, że ja to wymyśliłem. To jest przecież moje. 
A żaden z nich nawet o tym nie wspomniał”. Dłuższy czas słuchałem wtedy 
wyrzekań zapoznanego odkrywcy. Takiemu przemilczeniu na pewno sprzyjał 
zbyt długi czas, jaki upłynął między zjazdowymi komunikatami a pełną pub
likacją Furki. Ale przecież sytuacja na 26. sympozjum, które odbyło się 
w Edynburgu w 1996 roku, była już zupełnie inna. Furka był już uznany 
i doceniony. Może zresztą i dlatego, że występował wtedy nie tak jak przedtem, 
z ramienia Eotvos Lorand University w Budapeszcie, ale Advanced ChemTech 
Inc. w Louisville. Jeśli kiedyś, co jest przecież możliwe, przyjdzie komuś do 
głowy odznaczyć metodę porq'onowania-mieszania Nagrodą Nobla, nie 
sposób już będzie pominąć Arpada Furki.
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W dotychczasowych rozważaniach nie powiedzieliśmy nic jeszcze o rze
czy chyba najważniejszej. O tym, jak znaleźć igłę w stogu siana, czyli odszukać 
potrzebny nam peptyd wśród tysięcy innych, stanowiących razem bibliotekę 
peptydową. Do tego celu służą w najwyższym stopniu selektywne oddziaływa
nia, jakie istnieją w układach bipolimerów, nieomylnie rozpoznających właś
ciwe bioligandy. Właściwy receptor białkowy zwiąże się z powierzchnią tylko 
tego ziarenka użytego do syntezy biblioteki nośnika, na którym osadzony jest 
właściwy peptydowy bioligand. Jeśli takie testujące bibliotekę białko zaopa
trzymy w znacznik fluoryzujący, bez trudu odnajdziemy wśród tysięcy innych 
ziarenek nośnika te niosące na sobie potrzebny nam peptyd. Możemy te ziare
nka odseparować od pozostałych. Możemy następnie, po zdjęciu peptydu z no
śnika, określić jego sekwencję. Współczesne metody, a zwłaszcza nadzwyczaj 
czułe techniki spektrometrii mas, umożliwiają już takie działania.

Można zresztą działać w odwrotny sposób. Przygotować bibliotekę wol
nych, tzn. zdjętych z nośnika, peptydów i roztwór takiej mieszaniny przepusz
czać przez kolumnę zawierającą immobilizowany białkowy receptor, selektyw
nie wiążący właściwy ligand peptydowy. Taki układ „przeczyta” nam w mgnie
niu oka całą naszą bibliotekę i wybierze z niej właściwą inskrypcję.

Biblioteki peptydowe pozwalają nam więc bardzo szybko zidentyfikować 
epitopy białek antygenowych czy też wskazać, jakie peptydy mają zdolność 
łączenia się z określonymi receptorami komórek żywych i błon cytoplazmaty- 
cznych. I to jest ta najbardziej istotna zaleta „filozofii” chemii kombinato- 
rycznej.

Na pierwszy rzut oka chemia kombinatoryczna pozostawia niewiele miejs
ca dla intelektualnego wysiłku badacza. Ale takie wrażenie, to tylko pierwsze 
wrażenie. Biblioteki związków chemicznych, takie jak biblioteki peptydów, ni
gdy nie są kompletne. Nie zawierają one wszystkich możliwych połączeń danej 
grupy. Chemik już na wstępie dokonuje wyboru. Określa, jaka biblioteka bę
dzie mu potrzebna do rozwiązania konkretnego problemu, nad którym pracu
je. Wybór może być trafny, ale może też być błędny. Chemia kombinatoryczna 
pozostawia więc pole dla błędu, nieodłącznej cechy każdej pracy badawczej. 
Chemia kombinatoryczna wymaga zatem od swoich adeptów zmiany sposobu 
myślenia, ale nie zwalnia ich od myślenia w ogóle.

Wiele ciekawych przykładów umiejętnego zastosowania bibliotek pepty- 
dowych do rozwiązywania konkretnych problemów badawczych dostarczyły 
prace zespołu R. A. Houghtena. Przytoczę tylko jeden. Od dość już dawna 
znane są peptydy o działaniu morfinopodobnym, a wśród nich enkefaliny leu- 
cynowa i metioninowa o sekwencjach: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu i Tyr-Gly-Gly- 
-Phe-Met. Zamiarem Houghtena było zoptymalizowanie sekwencji peptydu 
łączącego się z receptorem „mi” błon komórkowych mózgu. W tym celu homo- 
genaty mózgu szczura były traktowane specyficznym ligandem receptorów 
„mi”, peptydem o sekwenq'i [3H]-[D-Ala2,MePhe4,Gly-ol5]-enkefaliną, a na
stępnie szeregiem roztworów bibliotek peptydowych. Kontrolowano, jak
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poszczególne biblioteki wpływają na proces oddziaływania wskazanego uprze
dnio Uganda z receptorami. Początkowo ustalono, że najsilniej hamują wiąza
nie tego liganda z receptorami białkowymi biblioteki typu Tyr-Gly-Xxx-Xxx- 
-Xxx, gdzie w miejscach Xxx był dowolny z 19 (poza cysteiną) aminokwasów 
białkowych. Zostawiając fragment Tyr-Gly w pentapeptydzie jako element sta
ły, sporządzano dalsze biblioteki ze zdefiniowanym aminokwasem w pozycji 
trzeciej. Najaktywniejsze były teraz biblioteki o sekwencjach Tyr-Gly-Gly-Xxx- 
-Xxx. Teraz należało więc określić optymalną sekwencję dla pozycji czwartej 
w peptydzie i sporządzić biblioteki, w których pozycja ta byłaby zdefiniowana, 
a tylko piąta obsadzona chaotycznie.

Można powiedzieć: „no i cóż to za wyczyn, wyraźnie tu dążymy do stwier
dzenia, że optymalnym ligandem receptora jest naturalna enkefalina”. Ale po 
drodze zdarzają się przecież niespodzianki. Dokonując przeglądu kilku setek 
bibliotek wolnych peptydów, Houghten znalazł nową grupę antagonistów en- 
kefalin o sekwencji: Ac-Arg-Phe-Met-Trp-Met-Xxx-NH2. Żadne dotychczas 
zaprezentowane w piśmiennictwie chemicznym wyniki nie mogły podpowie
dzieć, że warto pracować w takim właśnie kierunku. Nową grupę antagonistów 
enkefalin nazwano acetalinami [8].

Przykład ten pokazuje, że i w chemii kombinatorycznej można liczyć na 
szczęśliwy traf, na zaskakującą niespodziankę. Że jest ona również polem nie
odłącznego od działalności badawczej hazardu poznawczego.

Trzeba tu powiedzieć, że Przyroda już bez porównania dawniej niż chemicy 
wymyśliła biblioteki związków organicznych. Liczne np. antybiotyki peptydowe 
produkowane są w organizmach żywych w postaci naborów strukturalnie do 
siebie podobnych, a przecież nie identycznych związków. Jako przykłady można 
wymienić lantiobiotyki bakteryjne, czy też związki peptaibolowe. I w końcu — 
czyż nie ogromną bibioteką białek są przeciwciała, zbudowane wedle jedno
litego planu i różniące się budową obszarów wiązania antygenów?

W moich czasach studenckich synteza nowych, indywidualnych połączeń 
chemicznych była bodaj najważniejszym celem pracy organika. Pamiętam, jak 
do naszej pracowni magisterskiej trafił Koreańczyk, chłopak, któremu wojna, 
w której zresztą musiał wziąć czynny udział, przerwała studia. Teraz doganiał 
stracony czas i pracował nad swoją rozprawą doktorską. Egzaminował mnie 
z moich dokonań, pytając dociekliwie łamaną ruszczyzną: „Skolki nowyja soje- 
dinienija sdiełał?” Uważał — i w tym przekonaniu nie był osamotniony — że 
naszym powołaniem jest synteza nowych związków. No, ale wtedy znano tylko 
2-3 miliony związków organicznych. Dlatego nie może dziwić, że w recenzjach 
rozpraw doktorskich tamtych lat padały często takie sformułowania: „dok
torant potrafił otrzymać 30 (40, 50) nowych związków chemicznych”. I był to 
powód do dumy i chwały doktoranta. Dziś unikamy takich sformułowań, aby 
doktorantowi nie psuć dobrej opinii. Dziś wiemy, że wyścig o liczbę nowych 
związków jest z samego założenia przegrany. Chyba że posłużymy się tech
nikami chemii kombinatorycznej.

11 -  Wiadomości Chemiczne 3-4/98
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DOKTORAT HONORIS CAUSA 
RUMUŃSKIEGO UNIWERSYTETU 

DLA POLSKIEGO NAUKOWCA

Profesor Zbigniew Jedliński — wybitny polski uczony, wykładowca Poli
techniki Gdańskiej, Politechniki Śląskiej, Uniwersytetu Jagiellońskiego, a także 
uniwersytetów amerykańskich i niemieckich, pracujący obecnie w Centrum 
Chemii Polimerów Polskiej Akademii Nauk w Zabrzu, otrzymał doktorat ho
noris causa Uniwersytetu Technicznego w Jassach — Rumunia. Najwyższą 
godność akademicką przyznał Z. Jedlińskiemu Senat tej utworzonej w roku 
1912, jednej z najstarszych wyższych uczelni technicznych w Europie, w uzna
niu jego wybitnych osiągnięć naukowych w dziedzinie chemii.

Dotychczas doktoraty honoris causa tego uniwersytetu otrzymało tylko 
niewielu sławnych chemików, jak profesorowie H. Mark, O. Vogel, R. West ze 
Stanów Zjednoczonych, profesor H. A. Schneider z Niemiec i profesor 
J. Schurz z Austrii.

Uroczystości związane z wręczeniem dyplomu doktora honoris causa od
były się na ogólnym zebraniu Senatu, profesorów, zaproszonych gości i mło
dzieży akademickiej 7 kwietnia br.

Jest to już drugie w ostatnich latach prestiżowe wyróżnienie zagraniczne 
dla Profesora Jedlińskiego, który w roku 1996 jako jedyny Polak został laurea
tem nagrody im. Hermana F. Marka, przyznawanej przez Międzynarodowy 
Komitet tej nagrody w Wiedniu.

*

Do najbardziej znaczących osiągnięć Profesora Jedlińskiego należy wykrycie 
kilku nowych reakcji chemicznych, które weszły jako oryginalne odkrycia do 
literatury światowej i zostały odnotowane zarówno w monografiach, jak
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i encyklopediach międzynarodowych. Są to np. nowe metody generowania 
karbanionów, nowe reakcje transformacji związków oksiranowych w laktony 
oraz rozerwania wiązań C—C w laktonach, odkrycie nowych katalizatorów -  
typu metalicznych kompleksów supramolekulamych, zastosowanych w synte
zie polimerów biokompatybilnych. Odkrycia te rozsławiły polską naukę na 
świecie, a nazwisko Profesora Jedlińskiego pojawiło się w licznych monogra
fiach oraz encyklopediach zagranicznych.

W ostatnich latach twórczo rozwinął nowoczesną gałąź chemii — chemię 
supramolekularną kompleksów metali alkalicznych (litowców) oraz zjawisk 
przeniesienia elektronów w układach reakcyjnych z udziałem tych komplek
sów, która to dziedzina okazała się niesłychanie interesująca i pożyteczna z pu
nktu widzenia aspektów teoretycznych i zastosowań praktycznych.

Profesor Jedliński opublikował około 300 prac, m.in. w takich czasopis
mach, jak: „Journal of American Chemical Society”, ,Journal of Physical Che- 
mistry”, „Journal of Organie Chemistry”, „Macromolecules”, „Synlett”, „Pure 
and Applied Chemistry”, „Tetrahedron”, „Journal of Chemical Society -  
Chemical Communications” oraz „Accounts of Chemical Research”.

Krystyna Brandt 
Rzecznik prasowy 

Centrum Chemii Polimerów PAN



WIADOMOŚCI 1998, 52, 3-4 
chemiczne p l  i s s n  0043-5104

NOWE WYDAWNICTWA

W. Ufnalski, Obliczenia fizykochemiczne na Twoim PC, WNT Warszawa 1997

Jest to podręcznik do obliczeń z zakresu termodynamiki chemicznej uzupełniony o programy 
komputerowe ułatwiające obliczenia, wraz z konieczną bazą danych.

Książka składa się z pięciu rozdziałów:
1. Elementarne zastosowanie zasad termodynamiki: Jednostki i pojęcia podstawowe. Tem

peratura, energia i ciepło. Przemiany gazu doskonałego i faz skondensowanych. Druga zasada 
termodynamiki i maszyny cieplne.

2. Przemiany fizyczne substancji czystych i mieszanin: Efekty cieplne przemian fizycznych. 
Obliczenia funkcji termodynamicznych na podstawie danych kalorymetrycznych. Obliczenia funk
cji termodynamicznych gazów i ciał stałych metodami statystycznymi. Bilanse cieplne z przemiana
mi fizycznymi, elementy kalorymetrii.

3. Elementy metod numerycznych.
4. Dodatki (stałe fizyczne i relacje między nimi, funkcje Debye’a i Einsteina).
5. Piśmiennictwo i źródła danych fizykochemicznych.
Materiał przekracza podstawowy zakres termodynamiki chemicznej o zagadnienia z termo

dynamiki technicznej. Podręcznik zawiera zadania z rozwiązaniami o różnym stopniu trudności 
oraz zadania do rozwiązania na podstawie podanych wskazówek.

Programy komputerowe wraz z bazą danych ułatwiają wykonanie obliczeń:
DTMS — program obsługi bazy danych.
DEBYE — prezentuje dane termochemiczne i molekularne substancji czystych i wspomaga 

obliczenia funkcji termodynamicznych oraz bilansów cieplnych.
INFO — do czytania dokumentacji programów.
Podręcznik opracowany jest bardzo starannie i wyczerpująco. Zagadnienia przedstawione są 

jasno. Sposób rozwiązania danego programu podany jest przejrzyście z uwzględnieniem etapów 
przejściowych. Uważam, że jest bardzo pomocny do poznania i zrozumienia termodynamiki che
micznej. Również pomocny jest zbiór literatury dotyczący istniejących podręczników i źródeł 
danych fizykochemicznych.

Uwagi dyskusyjne:
1. Tytuł jest zbyt ogólny, chyba że jest zapowiedzią dalszych części.
2. Moim zdaniem rozdział „Elementy metod numerycznych” nie jest konieczny, dotyczy 

oddzielnego przedmiotu wykładu.
3. Programy byłyby jeszcze bardziej użyteczne, gdyby napisano je jako aplikacje Windows, 

co ułatwiłoby edycję. Posługiwanie się nowym programem wymaga czasu na jego opanowanie. 
Równie skutecznie można by dokonywać obliczeń i prezentować wyniki korzystając np. z Excela,
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ogólnie znanego i dostępnego, gdyby udostępnić bazę danych pod Windows oraz wskazówki 
w postaci makroinstrukcji.

4. Czy zabezpieczenia programu są konieczne? Utrudniają korzystanie z programów.
W sumie uważam prezentowany podręcznik za najlepszy z dostępnych na rynku z zakresu 

obliczeń z termodynamiki chemicznej.

Kazimierz Gatner

Zbigniew Szydło, Woda, która nie moczy rąk. Alchemia Michała Sędziwoja. Z angielskiego przeło
żył Roman Mierzecki, WNT, Warszawa 1997, 300 s. okładka kartonowa, cena 26 zł

Autor książki, Zbigniew Szydło, nauczyciel chemii i historyk nauki pracujący w Anglii, 
urodził się tam w rodzinie polskich emigrantów. Takie koleje życia pozwoliły mu z równą łatwoś
cią korzystać z dorobku zarówno polskich, jak i angielskich badaczy wczesnych okresów historii 
nauk chemicznych. Budzące uznanie pełne wykorzystanie tego dorobku, pomnożone o dociekliwe 
własne studia Autora, dały w wyniku książkę wielce ciekawą. Książka poświęcona jest postaci 
największego bodaj, a w każdym razie najbardziej przez współczesnych mu znanego i cenionego 
polskiego alchemika, Michała Sędziwoja. Losy życia i omówienie treści dzieł Sędziwoja zostały 
jednak w książce zarysowane na szerokim tle dokonań jego poprzedników i następców, wyraziście 
odzwierciedlając miejsce Sędziwoja w tradycji wiekowych prac alchemików europejskich.

Alchemia i tradycje alchemiczne były w XIX w. wyraźnie negliżowane. Uwypuklano raczej 
zdecydowaną odmienność tej „starej” chemii od chemii postlavoisierowskiej. Kiedy np. nasz wybit
ny chemik minionego wieku, Bronisław Radziszewski, wygłaszał (było to w roku 1898) wykład na 
otwarciu trzeciej serii kursów akademickich dla kobiet, to, jak możemy przeczytać w „Kronice 
Uniwersytetu Lwowskiego” za ten okres, „szczególnie zatrzymał się przy badaniach średniowiecz
nych chemików nad wynalezieniem kamienia filozoficznego [...] Wspomniał o kilku głośniejszych 
szarlatanach, a szczególnie zatrzymał się przy Michale Sędziwoju [...]  Dziwił się, dlaczego właśnie 
tego szarlatana Matejko wziął do swego obrazu, jako reprezentanta nauki”.

Dzisiaj usiłujemy raczej z zagmatwanych treściowo i napisanych zawiłym, symbolicznym 
językiem ksiąg alchemicznych wydobyć te elementy wartościowe, które w jakiejś mierze odziaływa- 
ły na późniejszy rozwój chemii. Takiemu właśnie spojrzeniu na twórczość Sędziwoja sprzyjały 
w naszym kraju wieloletnie badania Romana Bugaja. Bugaj zwrócił szczególną uwagę na „teorię 
nitry” Sędziwoja, w której dopatrzył się przeczucia roli tlenu w procesach życiowych i chemicz
nych. Wysunął też Bugaj przypuszczenie, że późniejsze na ten temat domysły Johna Mayowa 
(1641-1679) pozostawały pod wpływem pism Sędziwoja. Prezentowane w recenzowanej książce 
wyniki badań Szydły w pełni potwierdzają ten domysł Bugaja.

Jeden z rozdziałów swojej książki Szydło poświęca omówieniu opinii dzisiejszych historyków 
nauki o naszym alchemiku. Wskazuje, że o zależności Mayowa (a także Hooke’a) od Sędziwoja 
pisali m.in. H. Guerlac (1953), A. G. Debus (1964) i R. Frank Jr (1980), wykazując, że sprawa ta 
stała się przedmiotem poważnej, międzynarodowej dyskusji naukowej.

Ważnym wynikiem osobistych poszukiwań Szydły jest też pomnożenie listy publikacji Sędzi
woja. Wcześniej Bugaj ustalił listę sześciu tytułów dzieł naszego alchemika. Szydło rozszerzył ją 
o cztery dalsze. Zestawił też listy wydań tych dzieł. Było ich niemało i to w różnych europejskich 
językach. Istnienie tych wydań starał się Szydło sprawdzić osobiście. O większości pisze, że miał je 
w ręku. Wśród tych nowych, przypisanych Sędziwojowi tytułów szczególną uwagę zwracają Statu
ty nieznanych filozofów (Statuts des Philosophes Inconnus). Rzucają one nieoczekiwane światło na 
przypuszczalną rolę Sędziwoja we wczesnym okresie historii międzynarodowego bractwa różo- 
krzyżowców. Potwierdzałoby to, zdaniem Szydły, przypuszczenie R. Prinksa, że to Sędziwój był 
wzorem dla legendarnej postaci Christiana Rosenkreutza, domniemanego założyciela bractwa.
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Jak już powiedziałem, Szydło omawia dokonania Sędziwoja na tle historii dokonań alchemi
ków europejskich w ogóle. Swoje tezy obficie ilustruje wyborem tekstów oryginalnych dzieł Sędzi
woja. Stara się dociec realnych znaczeń chemicznych tych tekstów i znaczenia te wyrazić w postaci 
współczesnych równań reakcji chemicznych. W tych pożytecznych interpretacjach zdarzają się 
niekiedy zbytnie jednak uproszczenia. I tak np. przedstawiona na s. 191 interpretacja procesu 
kwaśnienia wina całkowicie ignoruje rolę mikroorganizmów w tym par excellence biotechnologicz
nym procesie. W równaniu zaś reakcji termicznego rozkładu azotynu potasu (s. 175) winien figuro
wać tlenek potasu, a nie potas metaliczny.

Książkę na język polski przetłumaczył Roman Mierzecki. Było to trudne zadanie. W tekście 
oryginału współczesna angielszczyzna jest przepleciona starymi tekstami i cytatami z dzieł al
chemików, pełnych przecież zagadek, również językowych. Z tego zadania tłumacz wywiązał się 
bardzo dobrze. Książkę czyta się gładko, język jest giętki i wyrazisty. Może tylko na s. 92 użyłbym 
zwrotu „ziemna błyskawica”, zamiast „ziemska błyskawica”. Lepiej by to, być może, oddawało 
upatrywany przez alchemików związek soli (a więc i saletry, która jest tą „błyskawicą”) z arys- 
totelesowskim pierwiastkiem „ziemi”.

Redakcyjna strona książki stoi na dobrym poziomie. Jakość papieru, druku, ilustracji itp. jest 
dobra. Mały błąd zauważyłem tylko w dacie śmierci Jana Zamoyskiego, podanej na s. 47.

Książkę wydały Wydawnictwa Naukowo-Techniczne. Jest to kolejny już dowód dbałości 
Wydawnictwa o upowszechnienie historii nauk chemicznych, dbałości rzadkiej przecież w naszych 
czasach. Nie tak przecież dawno to samo Wydawnictwo wydało tom Z dziejów chemii i alchemii 
Włodzimierza Hubickiego (1991), a nieco wcześniej książkę R. Sołoniewicza Rozwój podstawowych 
pojęć chemicznych (1986).

Ignacy Z. Siemion



REGULAMIN DLA AUTORÓW

„Wiadomości Chemiczne” publikują artykuły referatowe, nie oryginalne prace doświadczal
ne, dotyczące wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach. Ar
tykuły wydrukowane w „Wiadomościach Chemicznych” nie mogą być bez zgody Redakcji druko
wane w innych czasopismach. Treść artykułów powinna odpowiadać stanowi wiedzy w chwili 
pisania artykułu. Piśmiennictwo cytowane powinno uwzględniać najnowsze prace krajowe i za
graniczne z dziedziny, której dotyczy artykuł.

Maszynopisy (wydruki komputerowe) należy nadsyłać do Redakcji w dwóch egzemplarzach: 
oryginał i kopia lub kserokopia pisana jednostronnie, z zachowaniem podwójnej interlinii i mar
ginesu szerokości 5 cm z lewej strony; pierwszy wiersz akapitu należy zaznaczyć wcięciem na 
5 uderzeń w klawisz.

Pod tytułem polskim należy umieścić tytuł w języku angielskim, adres autora oraz obszerne 
streszczenie w języku angielskim (do 2 stron maszynopisu z cytowaniem piśmiennictwa i odsyłacza
mi do tabel i rysunków w tekście).

Artykuły należy opracowywać zwięźle i nie zamieszczać szczegółów, odsyłając czytelnika do 
piśmiennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekraczać 25 stron wraz z tabelami i wyka
zem piśmiennictwa lub 100 stron, jeśli jest monografią przeznaczoną do druku w „Bibliotece 
Wiadomości Chemicznych”. W wypadku prac wykonywanych za pomocą komputera, proszę 
zwrócić szczególną uwagę na jakość wydruku i czytelność wzorów. Jeśli nie będą wyraźne, to 
artykuł nie będzie przyjęty do Wydawnictwa. Redakcja prosi — jeżeli to możliwe — o dołączenie 
dyskietki z tekstem pracy wraz z informacją o używanym edytorze (i jego wersji). Redakcja zapew
nia zwrot dyskietki.

Rysunki (mogą być kolorowe) należy nadsyłać w dwóch egzemplarzach (oryginały i kopie lub 
kserokopie). Oryginały rysunków muszą mieć taką formę graficzną, by nadawały się do reproduk
cji. Na odwrotnej stronie należy podać ołówkiem nazwisko autora i numer rysunku i ten sam 
numer zaznaczyć w odpowiednim miejscu maszynopisu. Na osobnym arkuszu dołączyć podpisy 
pod rysunkami. Wzory chemiczne i schematy reakcji chemicznych, których nie można w prosty 
sposób napisać na maszynie, powinny być wpisane ręcznie, w odpowiednich miejscach tekstu. 
Niezależnie od tego do pracy należy dołączyć jeden komplet wzorów i schematów narysowanych 
oddzielnie w formie nadającej się do reprodukcji.

Tabele należy ponumerować cyframi arabskimi oraz podać ich tytuł.
Piśmiennictwo zestawia się w kolejności cytowania w tekście: powinno ono zawierać kolejno 

inicjały imion i nazwisko, skrót tytułu czasopisma zgodny z przyjętymi normami, rok wydania, 
tom podkreślony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skrótów ważniejszych czaso
pism chemicznych jest podany w „Wiadomościach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jeśli część piś
miennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie należy podawać szczEgó- 
łowo wykazu tego piśmiennictwa, lecz cytować odnośne wydawnictwo.

O przyjęciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Maszynopisy nie odpowiadające 
podanym warunkom nie będą przez Komitet rozpatrywane Artykuły nie zakwalifikowane do druku 
Redakcja zwraca, zachowując kopię maszynopisu. Autorzy przeprowadzają jedynie korektę tekstu. 
Po zakwalifikowaniu pracy do druku nie będą uwzględniane żadne poprawki rysunków.

Honoraria za wydrukowane prace są wypłacane wyłącznie tym Autorom, których artykuły zo
stały zamówione przez Redakcję. Autorzy wydrukowanych prac otrzymują bezpłatnie 20 nadbitek
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Redakcja miesięcznika PTCh „Wiadomości Chemiczne” zawiadamia, że 
wysokość prenumeraty rocznej „Wiadomości Chemicznych” za 1998 r. ustalili
śmy na 48 zł dla instytucji i nie zrzeszonych prenumeratorów indywidualnych 
oraz 24 zł dla bibliotek szkół średnich i podstawowych. Należność za prenume
ratę prosimy przekazywać na konto:

Bank Przemysłowo-Handlowy S.A.
I Oddział we Wrocławiu 

pl. Powstańców Śl. 9, 53-316 Wrocław 
Redakcja „Wiadomości Chemicznych”

N r 10601679-060280-27000-520101

Prenumerata „Wiadomości Chemicznych” dla członków PTCh, połączona 
z opłatą składek członkowskich, jest znacznie niższa i przedstawia się następu
jąco:

— prenumerata „Wiadomości Chemicznych” na rok 1998 wraz ze skład
ką członkowską, w ramach której dostarczany jest „Orbital”, wynosi 37 zł 
(składka — 30 zł, prenumerata — 7 zł);

— emeryci oraz nauczyciele szkół średnich i podstawowych płacą 22 zł 
(składka — 15 zł, prenumerata — 7 zł);

— dla studentów, członków PTCh, składka wraz z prenumeratą „Wiado
mości Chemicznych” wynosi 15 zł (składka — 8 zł, prenumerata — 7 zł).

Członkowie PTCh, którzy zechcą zaprenumerować „Wiadomości Chemi
czne” na podanych tu warunkach, proszeni są o wnoszenie opłat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16 
BG IV O/Warszawa, Nr 10401019-6594-132

Redakcja „Wiadomości Chemicznych”
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