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DeNO* NA SITACH MOLEKULARNYCH
ZAWIERAJACYCH MIEDZ

CZ. Il. KATALITYCZNY ROZKELAD NO*

DeNOTON COPPER-CONTAINING
MOLECULAR SIEVES

PART Il. CATALYTIC DECOMPOSITION OF NO

Izabela Sobczak, Maria Zidtek

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

Abstract
Spis akronimow
1. Reakcja katalitycznego rozktadu NO prowadzona w uktadzie przeptywowym
I.+. Wplyw warunkéw preparatyki katalizatora na jego aktywnos$¢ w reakcji
rozktadu NO
1.2. Wplyw stosunku Si/Al i Cu/Al w zeolicie Cu-ZSM-5 najego aktywnos¢
w reakcji rozktadu NO
1.3. Wplyw warunkow aktywacji katalizatora
1.4. Wplyw warunkoéw reakcji rozktadu NO
1.5. Rola kokationow
1.6. Wplyw natury atomu T w szkielecie sita molekularnego
2. Adsorpcja i przemiany NO - badania FTIR, mechanizm
Podsumowanie
PiSmiennictwo cytowane

*DeNOx na sitach molekularnych zawierajgcych miedz. Cz. I. Fizykochemiczna charaktery-
styka katalizatoréw, Wiad. Chem., 2002, 56 (1-2), 83-111.
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ABSTRACT

Part 1l of the series dealing with DeNOAcarried out on dopper-containing
molecular sieves is devoted to the various features responsible for the catalytic
activity of Cu-molecular sieves in the NO decomposition. The physico-chemical
properties of the catalysts were shown in Part | (,,Wiadomosci Chemiczne” 2002,
56, 1-2, 83), whereas in Part Il they are related to the decomposition of NO.

This paper describes the role of the Si/Al and Cu/Al ratios, the conditions of
the catalysts preparation and activation, the influence of the T-element nature in
the framework of molecular sieves as well as co-cations on the yield in the NO
decomposition. Moreover, some proposals of the mechanism of this reaction
described in the literature are included.
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SPIS AKRONIMOW

Mezoporowate glinokrzemianowe sito molekularne nalezace do M41S - struktura
heksagonalna

Niobokrzemianowa forma zeolitu ZSM-5 jonowo wymienionego miedziag
Glinokrzemianowa forma zeolitu ZSM-5 jonowo wymienionego miedzia
Usuwanie tlenkéw azotu

Teoria funkcjonatu gestosci

Extra Lattice Oxygen - tlen sieciowy w pozycji pozaszkieletowej zeolitu
Spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera

Krzemianowy, heksagonalnie uporzadkowany materiat mezoporowaty
Spektroskopia w podczerwieni

Mezoporowate krzemianowe sito molekularne nalezagce do M41S - struktura he-
ksagonalna

Symbol kodowy typu struktury zeolitow

Mezoporowate niobokrzemianowe sito molekularne nalezace do M41S - struktu-
ra heksagonalna

Next Nearest Neighbours —nastepne najblizsze sasiedztwo

Silikalit - krzemianowa forma zeolitu ZSM-5

Materiaty zeolitopodobne zbudowane z Si, Al, P i O

Turnoverfrequency - liczba czasteczek reagujagcych wjednostce czasu na pojedyn-
czym centrum aktywnym dostepnym dla substratéw

Termoprogramowana desorpcja

Termoprogramowana redukcja

Typ zeolitu (fojazyt) - struktura regularna, posiada duze komory otoczone 12-czto-
nowymi pierscieniami tlenowymi

Spektroskopia fotoelektrondw wybijanych promieniowaniem rentgenowskim
Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego

Zeolite Socony Mobil - typ zeolitu, ma $rednie kanaty otoczone 10-cztonowymi
pierscieniami tlenowymi
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1. REAKCJA KATALITYCZNEGO ROZK+EADU NO
PROWADZONA W UKEADZIE PRZEPLYWOWYM

Tlenek azotu(ll) nalezy do zwigzkéw termodynamicznie niestabilnych [1]:
NO -> 12N, + 1/20,, AG0=-86 ki/mol.

Teoretycznie rozktad NO moze zachodzi¢ z takg szybkoscig, zjaka nastepu-
je jego tworzenie, jednakze reakcja hamowanajest przez wysokg energie aktywa-
cji, wynoszacg 364 kJ/mol [1], Z tego powodu, aby utatwi¢ zajscie reakcji, ko-
nieczne jest uzycie katalizatora do obnizenia energii aktywacji.

Dotychczas zbadano aktywno$¢ wielu rozmaitych katalizatoréw w reakcji
rozktadu tlenku azotu(ll). Nalezg do nich materiaty zawierajagce metale szlachet-
ne, tlenki metali oraz modyfikowane zeolity. Sposréd metali szlachetnych najlep-
szymi katalizatorami tego procesu okazatly sie platyna i pallad, takze z dodatkiem
srebra lub ztota [1], jednakze znaczacg aktywno$¢ uzyskiwaty one dopiero w tem-
peraturze > 1023 K. Przebadano rowniez catg game tlenkéw metali, co pozwoli-
to ustali¢ nastepujacy szereg pod wzgledem ich aktywnosci: Fe20 3< NiO < CuO
< Mn304< Mn20 3s La20 3< Co304 [2], Niestety, temperatura reakcji byta wy-
soka (773-973 K), a poziom konwersji NO niewielki. Pojawity sie tez doniesie-
nia na temat aktywnosci tlenkéw typu perowskitu (tlenek Sr-Fe, La-Sr-Co, tlen-
ki typu Y-Ba-Cu-0, La-Sr-Cu-O) w reakcji rozktadu NO [1-3], Chociaz niektére
z nich wykazaly znaczacg aktywnos$¢ i dobrg stabilno$¢ struktury w wysokich
temperaturach, ich aktywno$¢ w przeliczeniu na nawazke nie byta wysoka
z powodu ich niskiej powierzchni wiasciwej.

Materiatami zeolitowymi w rozkitadzie NO zajeli sie jako pierwsi Iwamoto
i wsp. W pierwszej kolejnosci przebadali oni zeolity CuY [4] i stwierdzili, ze ma-
ksymalng aktywnos$¢ katalizatory te uzyskuja w temperaturze > 723 K oraz ze ak-
tywnos$¢ rosnie ze wzrostem zawartosci miedzi w prébce i z czasem kontaktu ka-
talizatora z NO. Dalsze badania grupy Iwamoto wykazaty, ze réwniez zeolit Cu-
-ZSM-5 moze katalizowac rozktad NO do N2i 02, przy czym stopieri konwersji
NO jest wyzszy niz w przypadku zeolitow CuY [5, 6], Podobne rezultaty uzyskali
Li i Hall [7] oraz Wang i wsp. [8], ktérzy poréwnywali aktywno$¢ w rozkia-
dzie NO miedziowych form zeolitow typu Y, dealuminowanego Y, mordenitu,
P i ZSM-5. Najwyzszg aktywnos$¢ wykazat zeolit Cu-ZSM-5. Zeolit Y, mimo
wiekszych rozmiaréw poréw i wyzszej zawartosci miedzi, byt mniej aktywny,
warto$¢ TOF byta ok. dwa rzedy wielkosci nizsza niz TOF w przypadku Cu-
-ZSM-5. Wartosci TOF dla zeolitéw P i mordenitu byty poréwnywalne i zawie-
raly sie pomiedzy TOF zeolitow Y i ZSM-5. Réznice w aktywnosci katalizato-
row CuY i Cu-ZSM-5 autorzy pracy [8] wigzg z rozng strukturg zeolitow, réznym
stosunkiem Si/Al, wiekszym stezeniem jonéw Cu+ w aktywowanym zeoticie
ZSM-5 oraz silniejszg adsorpcjg NO na Cu-ZSM-5.

Mimo ze od czasu odkrycia przez grupe badawczg lwamoto [5] wysokiej ak-
tywnosci zeolitéw Cu-ZSM-5 w procesie rozktadu tlenku azotu(ll) uptyneto juz
kilkanascie lat, to przez dtugi czas nie znaleziono réwnie aktywnego katalizato-
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ra tej reakcji. Okazato sie, ze nie tylko trudno jest opracowaé lepszy katalizator
od Cu-ZSM-5, ale tez nie kazdy zeolit ZSM-5 modyfikowany miedzig wykazu-
je podobng (wysokg) aktywnos¢ w omawianej reakcji.

Liczne badania w réznych osrodkach badawczych wykazaty, ze aktywnos$é
zeolitow Cu-ZSM-5 uzalezniona jest od wielu czynnikdw, m.in. warunkow pre-
paratyki katalizatora, obrobki aktywacyjnej, stosunku Si/Al i Cu/Al, temperatury
reakcji, stezenia NO. Najwazniejsze wnioski dotyczace wptywu wymienionych
parametrow na efektywno$¢ otrzymanego katalizatora zebrane sg w dalszej cze-
Sci artykutu.

1.1. WPLYW WARUNKOW PREPARATYKI KATALIZATORA
NA JEGO AKTYWNOSC W REAKCJI ROZKLADU NO

Na aktywnos$¢ katalizatora Cu-ZSM-5 w reakcji rozktadu NO w duzym stop-
niu wptywa pH roztworu soli stosowanej do wymiany jonowej, od ktérego zale-
zy uzyskany stopien wymiany jonowej na miedz (stopien wymiany wzrasta ze
wzrostem wartosci pH od 4,5 do 7,0) [9]. Autorzy pracy [9] wykazali, ze aktyw-
nos¢ katalizator6w, w ktorych poziom miedzi regulowano za pomoca pH, wzra-
sta ze wzrostem zawartosci miedzi do ok. 100% wymiany, natomiast nadmiaro-
wo wymienione katalizatory (pH roztworu > 6,0) cechujg sie aktywnos$cig poréw-
nywalng z aktywnoscig katalizatoréw o 100% wymianie. Wzrost aktywnosci
nadmiarowo wymienionych zeolitdw (ok. 90% konwersji NO dla katalizatora
0 najwyzszym poziomie wymiany réwnym 142%) uzyskano, kiedy nadmiar mie-
dzi wprowadzono w wyniku kilkakrotnej wymiany jonowej, przy statym pH =
5,7. Z tego wynika, ze nadmiarowa miedz, wprowadzona do zeolitu przez regu-
lacje pH roztworu (> 6), nie jest aktywna w rozktadzie NO. Obserwacje te po-
twierdzili Vaylon i Hall [10] oraz Curtin i wsp. [11], uzyskujgc aktywne w reak-
cji rozktadu NO katalizatory Cu-ZSM-5 przy zastosowaniu pH roztwordw, odpo-
wiednio od 4 do 6,5 i od 5 do 6,5. Dla katalizatordw przygotowanych z roztwo-
ruo pH > 6,5 aktywno$¢ w rozktadzie NO spadata. Zdaniem autoréw [9, 10, 12]
dla niskich wartosci pH (< 4) duze stezenie H+w roztworze przeszkadza wymia-
nie Na+na Cu2+ W roztworach o wyzszych pH (6,5-8) moze zaj$¢ czeSciowa hy-
droliza soli z utworzeniem kationéw lub klasterow w formie [CulfOH)v](2x ¥)+
np. [Cu2(OH)2]2\ [Cu20H]3" itp., oraz kiystalitow typu CuO na powierzchni ka-
talizatora (po kalcynacji przechodzg w krystality typu CuA ), ktére nie sg aktyw-
ne w rozktadzie NO. Z tego powodu, aby uzyskaé aktywne katalizatory Cu-ZSM-5
o stosunku CulAl > 0,5 preferuje sie sposéb preparatyki przez kilkakrotng wy-
miane z roztworu o pH ~ 5-6. Zbadano réwniez wptyw czasu kontaktu zeolitu
Cu-ZSM-5 z roztworem najego aktywnos$¢ w rozktadzie NO [13]. Stwierdzono,
ze dluzszy czas kontaktu zeolitu z wodg (dekantacja i suszenie po dwoch dobach
od zakonczenia procesu mieszania zeolitu z roztworem) przyczynia sie do lepszej
dyspersji miedzi w porach oraz do zwiekszenia mobilnosci jonow miedzi przez

hydratacje lub hydroksylacje, co daje szerszy przedziat temperatur, w ktérym ka-
talizator uzyskuje maksymalng aktywnos¢.
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Istotny wpltyw na aktywnos$¢ miedziowego katalizatora ZSM-5 ma sposéb
wprowadzenia metalu do sita molekularnego. W pracy [14] poréwnano aktyw-
no$¢ w rozktadzie NO miedziowych katalizatorow Cu-ZSM-5 preparowanych
przez wymiane jonow'g z roztworu, impregnacje, wprowadzenie miedzi podczas
syntezy i potgczenie tych metod. Najwyzszg konwersje NO do N2 zaobserwowa-
no dla katalizatora Cu(i)-Cu(s)-ZSM-5, do ktdrego miedz wyprowadzono czescio-
wo podczas syntezy zeolitu (s), a czeSciowo w trakcie wymiany jonowej (i), mi-
mo iz w przypadku tego katalizatora ilo$¢ miedzi wprowadzona podczas wymia-
ny byta mniejsza niz w katalizatorze Cu(i)-ZSM-5 otrzymanym wytgcznie przez
wymianeg jonowa. Z drugiej strony zauwazono, ze impregnacja katalizatora Cu(i)-
-ZSM-5 miedzig nieznacznie obniza konwersje NO w poréwnaniu z aktywnoscia
katalizatora wyjsciowego. Ponadto stwierdzono, ze NO nie ulega rozktadowi na
katalizatorze Cu(s)-ZSM-5, do ktérego miedZz wprowadzono podczas jego synte-
zy. Spostrzezenie to pozwolito wysungé przypuszczenie, ze oddziatywanie mie-
dzy miedzig wprowadzong w trakcie syntezy, najprawdopodobniej roztozong
rGwnomiernie w catej strukturze zeolitu, a miedzigjonowo wymieniong decydu-
je o powstaniu dodatkowych miejsc aktywnych. Potwierdzity to badania TPD
NO, wskazujgc na wiekszg liczbe miejsc aktywnych w zeolicie Cu(i)-Cu(s)-
-ZSM-5 w poréwnaniu z Cu(i)-ZSM-5. Prowadzi to do wzrostu konwersji NO
ijednoczesnie wskazuje, ze wprowadzenie miedzi podczas syntezy zeolitu, a na-
stepnie przez wymiang jonowga daje w rezultacie katalizator bardziej aktywny
w rozktadzie NO niz konwencjonalnie wymieniony jonowo Cu-ZSM-5.

Odmienne obserwacje dotyczace aktywnosci katalizatorow przygotowanych
metodg wymianyjonowej z roztworu i metodg impregnacji przedstawiono w pra-
cy [15], w ktdrej podkreslono wyzszg aktywnos¢ w rozktadzie NO katalizatorow
ZSM-5 i mordenitdw impregnowanych solg miedzi w poréwnaniu z probkami jo-
nowo wymienionymi. Badania XRD, EPR i H2-TPR wskazaty na obecno$¢ mie-
dzi w formie Cu2+, Cu+i CuO w probkach impregnowanych, przy czym ze wzro-
stem zawarto$ci miedzi wzrastaty takze liczba i rozmiar krystalitow CuO.
W omawianej reakcji przebadane zostaty takze zeolity Cu-ZSM-5 przygotowane
przez wymiane jonowa w ciele statym [16, 17]. Stwierdzono, ze katalizatory pre-
parowane z wykorzystaniem CuCl jako zrddta miedzi [17], zawierajgce jony
Cu2+, powstate w wyniku kontaktu materiatu z wilgotnym powietrzem, sg prak-
tycznie nieaktywne w reakcji rozktadu NO. Tymczasem katalizatory Cu-ZSM-5
preparowane przez wymiane w ciele statym z uzyciem CuCl2i CuO wykazaty ak-
tywno$¢ pordwnywalng z zeolitami przygotowywanymi przez wymiane jonowg
z roztworu [16], przy podobnej zawartosci miedzi.

1.2. WPLYW STOSUNKU Si/Al | Cu/AlW ZEOLICIE Cu-ZSM-5
NA JEGO AKTYWNOSC W REAKCJI ROZKLADU NO

Aktywnos$¢ katalizatorbw Cu-ZSM-5 wzrasta ze wzrostem stosunku Si/Al
[18] i Cu/Al [6, 7, 10, 18-21], przy czym najwyzsze wartosci TOF wykazuja ka-
talizatory nadmiarowo wymienione miedzig. Yaylon i Hall [10], stosujgc zeolity
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ZSM-5 o stosunku Si. Al = 14, uzyskali wzrost wartosci TOF ze wzrostem zawar-
tosci miedzi do ok. 120% wymiany jonowej. Z kolei Curtin i wsp. [22] dla zeoli-
tu o stosunku Si/Al = 25 zaobserwowali maksimum aktywnos$ci w przypadku si-
tao 173% wymianie. Wzrost zawartosci miedzi do 225% nie powodowat juz dal-
szego wzrostu konwersji NO. Badania XRD wykazaty, ze spadek aktywnosci ka-
talizatora > 200% wymiany najprawdopodobniej wynika z tworzenia sie fazy
tlenku miedzi CuO, ktory blokuje kanaty zeolitu [13]. Dodatkowo przy tak wyso-
kiej zawarto$ci miedzi obserwuje sie spadek krystalicznosci materiatu, co powo-
duje zniszczenie miejsc dla utworzenia aktywnych form miedzi i przepustowosci
drogi dla reagentéw. Tymczasem Ziotek i wsp. [20, 23] stwierdzili spadek aktyw-
nosci katalizatora Cu-ZSM-5 w reakcji rozktadu NO juz przy 148% wymianie na
miedz (Si/Al = 27). Pirone i wsp. [24], przy zastosowaniu zeolitow o duzo wy-
zszym stosunku Si/Al = 80, zaobserwowali wzrost aktywnosci katalizatora wraz
ze wzrostem zawarto$ci miedzi az do 500% wymiany. Nalezy zaznaczy¢, ze préb-
ki te, mimo wyzszego stosunku Cu/Al w poréwnaniu z zeolitami badanymi przez
Curtina [22], zawieraly zblizone zawarto$ci miedzi, co wynikato z réznej warto-
Sci Si/Al. Prébki o podobnej zawartosci miedzi, ale réznych stosunkach Si/Al
i CuAl porownywali autorzy pracy [25], ktérzy potwierdzili wzrost aktywnosci
katalizatora ze wzrostem wartosci obu parametrow. Stwierdzono réwniez, ze ze
wzrostem Si/Al i Cu/Al wzrasta selektywnos¢ reakcji rozktadu NO do N2, nato-
miast produkty w postaci N02i N20 tworzg sie w mniejszej ilosci [21, 25].

Zalezno$¢ aktywnosci zeolitu od poziomu wymiany miedzi oraz fakt. ze ak-
tywnos¢ katalizatora Cu-ZSM-5 jest proporcjonalna do ilosci jonow w sgsiedz-
twie ,,pojedynczych atoméw Al” [18] oraz jonow Cu+w prébce [26] sugeruje, ze
aktywng formg miedzi w rozktadzie NO jest miedz zwigzana z pozaszkietetowym
tlenem sieciowym (ELO) w postaci Cu2+0", uzyskujgca koordynacje kwadrato-
wag ptaska, tatwo redukowalna do Cu+.

W opozycji do badan udowadniajacych wzrost aktywnos$ci katalizatoréw
Cu-ZSM-5 ze wzrostem stosunku Si/Al i Cu/Al, pojawity sie prace Morettiego
[27-30]. Z jego obserwacji wynika, ze najbardziej aktywnymi katalizatorami
w rozktadzie NO sg zeolity Cu-ZSM-5 o niskim stosunku Si/Al (Si/Al =11-17),
a aktywnos¢ wzrasta ze wzrostem zawartosci Al w komoérce elementarnej. Zda-
niem Morettiego miejscami aktywnymi w rozktadzie NO sg raczej formy dime-
ryczne [Cu-0-Cu]2+ (zlokalizowane w sasiedztwie par Al) niz izolowane jony
miedzi, a obecno$¢ glinu w NNN gra wazng role w stabilizacji aktywnych form
miedzi. Dodatkowo stwierdzono [31], ze najwyzszg aktywno$¢ wykazuja zeolity
o0 stopniu wymiany 80-100% (Si/Al = 17).

1.3. WPLYW WARUNKOW AKTYWACJI KATALIZATORA

Rodzaj atmosfery aktywacji miedziowego katalizatora zeolitowego (powietrze,
hel, wodor, tlenek wegla(ll)) ma znaczace odzwierciedlenie w jego aktywnosci w re-
akcji rozktadu NO [22]. Stwierdzono, ze konwersja NO, szczegblnie w przypadku
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nadmiarowo wymienionego miedzig zeolitu ZSM-5, po aktywacji w atmosferze wo-
doru (423 K) jest wyraznie nizsza (o ok. 10%) niz po aktywacji w helu (773 K).
W obu przypadkach, w poczgtkowym etapie reakcji, nie zaobserwowano pojawie-
nia sie tlenujako produktu reakcji. Po redukcji wodorem pojawienie sie tlenu i usta-
lenie statego poziomu konwersji NO (z rozpoczeciem wytwarzania tlenu nastepuje
spadek konwersji NO) wymagato dtuzszego czasu. Na podstawie zaobserwowanych
rezultatéw wywnioskowano, ze aktywacja zaréwno w helu jak i w wodorze prowa-
dzi do redukcji miedzi z wytworzeniem wakancji tlenowych w szkielecie zeolitu,
przy czym obrdbka wodorem przyczynia sie¢ do powstania wiekszej ich liczby.
W poczatkowym etapie reakcji luki tlenowe sg odnawiane przez tlen powstaty w wy-
niku rozktadu NO, stad brak tlenu w produktach reakcji. Spadek aktywnosci katali-
zatora po redukcji H2 autorzy wigzg z tworzeniem sie agregatdbw miedzi na po-
wierzchni, na co wskazaty badania XPS katalizatoréw (zmiana energii z 933,7 eV
na 932,8 eV). Z kolei Parvulescu i wsp. [32] porownali aktywnos$¢ katalizatoréw Cu-
-ZSM-5 aktywowanych w helu i powietrzu w 773 K. Zeolity aktywowane w helu
cechowaty sie wyzszg aktywnoscig, ale zgodnie z rezultatami Curtina [22], tlen za-
obserwowano w produktach reakcji dopiero po 60 min reakcji. Inaczej zachowata
sie probka aktywowana w powietrzu. Wykazata ona nizszg aktywnos¢, ale tlen po-
jawit sie natychmiast po rozpoczeciu reakcji. Stanowito to potwierdzenie sugestii, ze
wiasnie warunki redukcyjne generujg wakancje tlenowe w szkielecie zeolitu.

Schay i wsp. [33] w odmienny sposob ttumaczg brak obecnosci tlenu w pro-
duktach poczatkowej fazy reakcji rozktadu NO. Ich zdaniem tlen zuzywany jest
na reutlenianie miedzi Cu+(generowanej podczas aktywacji w argonie) z utwo-
rzeniem Cu2™(0)0*.

Tymczasem w przypadku katalizatora Cu-ZSM-5 przygotowanego metodg
wymiany jonowej w ciele statym z uzyciem CuCl, obrobka w redukujacej atmo-
sferze CO/He i H2He w 773 K okazata sie procesem korzystnym dlajego aktyw-
nosci [17]. Z tego wynika, ze obrébka w atmosferze CO lub H2, prowadzaca do
silniejszej niz w helu redukcji Cu2+do Cu+, przyczynia sie do wzrostu aktywno-
Sci tego typu katalizatoréw. Zeolity aktywowane w atmosferze CO wykazy-
waty maksymalng aktywnos$¢ w temperaturze <573 K (ok. 80% konwersji NO),
podczas gdy aktywnos$¢ prébek aktywowanych w wodorze byta niska w temp.
<723 K, ale wysoka w temp. >773 K (100%).

1.4. WPLYW WARUNKOW REAKCJI ROZKLADU NO

Stwierdzono, ze katalizatory Cu-ZSM-5 przygotowane metodg wymiany jo-
nowej z roztworu uzyskujg maksymalng aktywnos$¢ w zakresie temperatur 723-
873 K [5, 6, 7, 10], powyzej ktorego aktywnos¢ lekko spada. W temperaturze
>723 K rozktad zachodzi do N2i 02, podczas gdy <723 K do N20 [6], Ponadto
zaobserwowano [10], ze temperatura, w ktorej katalizator uzyskuje maksymalng
aktywno$¢, wzrasta ze wzrostem zawarto$ci miedzi oraz ze aktywno$¢ wzrasta ze
wzrostem stezenia NO [21, 25].
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15. ROLA KOKATIONOW

Zbadano wptyw obecnosci innych metali, takich jak: Ni, Co, Ga, Ag na ak-
tywnos¢ katalizatora Cu-ZSM-5 [14], Niestety, nie odnotowano wzrostu kon-
wersji NO do N2dla probek zawierajacych Ni, Co, Ga lub Ag wprowadzonych
podczas syntezy zeotitu, a nastepnie probek jonowo wymienionych miedzig,
w poréwnaniu z katalizatorem preparowanym przez wymiane jonowg Cu(i)-
-ZSM-5. Stopnie konwersji NO uzyskane dla badanych probek byty poréwny-
walne. Impregnacja katalizatora Cu(i)-ZSM-5 tymi metalami wywarta wrecz ne-
gatywny wplyw na konwersje NO, ktora ulegta znacznemu zmniejszeniu. Z ko-
lei autorzy pracy [11] zastosowali odwrotng kolejnos¢ w preparatyce katalizato-
ra Cu-Ni/ZSM-5. W pierwszym etapie wprowadzono nikiel przez impregnacje,
a potem miedz w wyniku wymiany jonowej z roztworu. W przypadku nadmia-
rowa wymienionych miedzig zeolitdw wyniki byty podobne, obecno$¢ niklu
prowadzita do spadku aktywnosci katalizatora w rozktadzie NO. Jednakze dla
prébek o stopniu wymiany < 100% widoczny byt lekki wzrost aktywnos$ci, mi-
mo ze zawieraly one mniej miedzi od zeolitéw' jedynie jonowo wymienionych
miedzig (1,0 i 1,3% wag Cu). Pozytywny wpityw drugiego metalu dla prébek
nadmiarowo wymienionych miedzig zaobserwowano w przypadku samaru [32],
przy czym zaréwno miedz jak i samar wprowadzone byty do sieci zeolitu jed-
noczesnie, podczas wymiany jonowej z roztworu. Zanotowano wzrost konwer-
sji NO o ok. 20% w porownaniu z zeolitem Cu-ZSM-5, a wartosci TOF byty ok.
dwa razy wieksze. Autorzy sugeruja, ze samar, w iloSciach duzo mniejszych od
miedzi (ok. 29 atomdw' Cu na 1 atom Sm), najprawdopodobniej zapobiega two-
rzeniu klasterdwlmiedzi, co sprzyja wiekszej dyspersji miedzi oraz ogranicza
jej migracje wewnatrz zeolitu do pozycji nieaktywnych w rozktadzie NO. Poza
tym badania XPS wskazaty, ze obecno$¢ samaru w probce prowadzi do zwiek-
szenia liczbyjonéw Cu', powstajgcych podczas aktywacji temperaturowej w he-
lu, co sprzyja zwiekszeniu aktywnosci katalizatora. Innym wyttumaczeniem
wzrostu aktywnosci zeolitbw Cu-Sm-ZSM-5, przy zalozeniu istnienia form
Cu(I)-0-Cu(Il) w sicie jako miejsc aktywnych [34], jest wplyw samaru na po-
prawe wiasnosci utleniajgco-redukcyjnych miedzi w Cu(1)-0-Cu(ll), co utatwia
rozktad NO.

1.6. WPLYW NATURY ATOMU T W SZKIELECIE SITA MOLEKULARNEGO

Zastgpienie atoméw Al atomami Nb w szkielecie sita ZSM-5 prowadzi do
obnizenia aktywnosci miedziowych katalizatorow o strukturze MFI w reakcji
rozktadu NO. Uzyskana warto$¢ TOF dla katalizatora Cu-NbZSM-5 jest ok.
dwukrotnie mniejsza od tej zarejestrowanej dla Cu-ZSM-5, przy zblizonych
stosunkach Si/Al i Si/Nb, Cu/Al i Cu/Nb oraz zblizonej zawarto$ci miedzi w %
wagowych [35]. Giebsza niz w Cu-ZSM-5 redukcja Cu2+do Cu” (<5< 1) (stwier-
dzona na podstawie badan FTIR z adsorpcjg NO) w materiatach niobokrze-
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mianowych nie jest korzystna dla osiggniecia wysokiego stopnia konwersji NO.
Ponadto w przypadku zeolitow Cu-NbZSM-5 wzrost zawarto$ci miedzi w prob-
ce (przeciwnie niz to obserwowano dla zeolitéw' Cu-ZSM-5), nie sprzyja zwigk-
szeniu aktywnos$ci katalizatora. Obecno$¢ niobu w szkielecie obniza aktywno$¢
katalizatora miedziowego ze wzgledu na silne oddziatywanie Cu-Nb prowadza-
ce do gtebszej autoredukcji jonéw miedzi, co bedzie dyskutowane w dalszej cze-
§ci rozdziatu.

Ostatnio w reakcji rozktadu NO badano takze wymienione miedzig materia-
ty typu MA1PO-11 (M = Mg lub Zn) [36] oraz silikalit S-1 (krzemianowa for-
ma ZSM-5), AITS-1 (krzemowo-glinowo-tytanowa forma ZSM-5) [37] i mate-
riaty mezoporowate MCM-41 [23, 38]. Katalizator Cu-AITS-1 okazat sie aktyw-
niejszy od zeolitu Cu-ZSM-5, przy tym samym stopniu wymiany na miedz
(100%). Dwukrotnie wyzszg wartos¢ TOF autorzy pracy [37] wigzg z wyzszg
kwasowoscig materiatu Cu-AITS-1, co ich zdaniem przyczynia sie do stabiliza-
cji wiekszej liczby jonow' miedzi w katalitycznie aktywnych pozycjach. Z kolei
wartosci TOF uzyskane przy zastosowaniu Cu-MAIPO-11byty zblizone do tych
rejestrowanych na Cu-ZSM-5, ale przy wyzszej temperaturze reakcji [36], Ba-
dania luminescencyjne wykazaly, ze miedz w tego typu materiatach jest trudniej
redukowalna do Cu+w pordwnaniu z miedzigw Cu-ZSM-5, dlatego w celu osig-
gniecia pordwnywalnej aktywno$ci wymagana jest znacznie wyzsza temperatu-
ra. Natomiast aktywno$¢ mezoporowatych sit MCM-41 (A1MCM-41 i NoMCM-
41) jonowo wymienionych miedzigjest wyraznie nizsza od aktywnosci zeolitow
Cu-ZSM-5 [23,38], co autorzy wigzga z brakiem obecnos$ci aktywnych w rozkta-
dzie NO jon6w miedzi w koordynacji ptaskiej kwadratowej. Wykazano [38], ze
aktywnos¢ sit MCM-41 w reakcji rozktadu NO zalezy od natury atomu T
w szkielecie sita. Katalizatory Cu-NbMCM-41 wykazujg nizszg aktywnos¢ od
Cu-AIMCM-41, co zwigzane jest z gtebszg redukcjg miedzi (Cu2+ do Cu*", 8 <
1) w matrycy niobokrzemianowej niz glinokrzemianowej [38, 39], a wiec bra-
kiem jonéw Cu+na powierzchni katalizatora, ktére wedtug wielu autorow uwa-
zane sag za konieczne do rozpoczecia kolejnych etapow procesu rozktadu NO
[40-42], Stosunek Si/Cu/T (T = Al lub Nb), podobnie jak w przypadku zeolitdw
Cu-ZSM-5, odgrywa wazng role dla ich aktywnosci w omawianej reakcji. W ra-
mach jednakowego stosunku Si/T (Si/T = 16 i 32) aktywno$¢ materiatow Cu-
-A1MCM-41 i Cu-NbMCM-41 wzrasta ze wzrostem stopnia wymiany na miedz
[23, 38]. Jednakze katalizatory Cu-NbMCM-41 wyro6zniajg sie tym, ze nawet
duzy nadmiar miedzi (161%) znaczaco podwyzsza warto$¢ TOF. Jednoczesnie
aktywnos$¢ mezoporowatych sit Cu-NbMCM-41 jest nieco wyzsza niz zeolitéw
Cu-NbzZSM-5 [35]. Wedtug autorow wynika to z réznej sity oddziatywan niob-
-miedz w mikro- i mezoporowatych sitach, na co wpiywa struktura materiatu
(wptyw katow T-O-T na moc wigzan). Materiaty typu Cu-S-1 wykazaly sieje-
dynie znikomga aktywnos$cig w reakcji rozktadu NO [36], Tworzenie aktywnych
w rozktadzie NO form miedzi wymaga zatem zarowno odpowiedniej struktury,
jak i sktadu sita molekularnego.
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2. ADSORPCJA | PRZEMIANY NO
- BADANIA FTIR, MECHANIZM

Badania rozktadu NO w uktadzie przeptywowym pozwolity stwierdzi¢ wy-
sokg aktywnos$¢ katalizatorow zeolitowych modyfikowanych miedzig, a szczeg6l-
nie Cu-ZSM-5. Konieczno$cig stato sie wiec zidentyfikowanie i okreslenie natu-
ry’ centrow aktywnych katalizatora, sposobu ich oddziatywania z NO, zwigzkow
przejsciowych oraz mechanizmu reakcji. Bardzo pomocne w rozwigzaniu tych
probleméw okazaty sie badania spektroskopowe adsorpcji i desorpcji NO w pod-
czerwieni.

Przedmiotem badan stata sie przede wszystkim identyfikacja form powsta-
tych po adsorpcji NO w temperaturze pokojowej na zeolicie Cu-ZSM-5. Badano
zamwno Katalizatory po procesie autoredukcji, jak i celowo utleniane lub redu-
kowane. Stwierdzono, ze w probkach odwadnianych w warunkach prézniowych
oddziatywanie NO z Cu-ZSM-5 prowadzi do utworzenia trzech gtéwnych kom-
pleksow’ nitrozylowych: Cu2tNO (vNO, 1900 cm-1), Cu+NO (vNO, 1810 cm-1)
iOT(NO)2(1824 i 1730 cm™"]) [43, 36, 37, 40-42, 44-46] (rys. 1).

Rys. 1. Widmo IR katalizatora Cu-ZSM-5 po adsorpcji NO [41]

W widmie IR w zakresie charakterystycznym dla rozciggajacych drgan NO,
niektérzy autorzy [40, 43] obserwowali po adsorpcji NO na Cu-ZSM-5 takze
pasmo pochodzace od N20 3przy ok. 1875 cm-1 (z dodatkowymi pasmami przy
1590-1550 i 1300-1290 cm ')). Przy zastosowaniu niskich cisnien NO w widmie
IR dominuje pasmo przy 1810 cm * co $Swiadczy o tym, ze w prébce przewazaja
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jony CiT. Ponadto intensywnos$¢ tego pasma wzrasta ze wzrostem Cu/Al [41,43].
Ze wzrostem cisnienia NO nastepuje wzrost intensywnosci pasma przy 1900
cm 'l a spadek intensywnosci pasma przy 1810 cm 'l co sugeruje utlenienie
cze$ci Cu do Cu2Z*. Jednoczesnie nastepuje przeksztatcenie mononitrozylu
Cu*NO w dinitrozyl CuT(NO)2. Ze wzrostem zawartosci miedzi w probce szyb-
kos¢ utleniania spada, a wiec jony Cu+w wysoko i nadmiarowo wymienionych
prébkach sg bardziej stabilne. Wzrost Cu/Al w probce prowadzi réwniez do
rozdzielenia pasma przy ok. 1900 cm 'l na dwie skfadowe: 1912 i 1895 cm'1
[43], To ostatnie, przypisywane adsorpcji NO na Cu2'0O ', czyli miedzi w koor-
dynacji ptaskiej kwadratowej, pochodzi od Cu2*0’(NO) (drgania kompleksu
Cu2tNO w sasiedztwie O') irosnie ze wzrostem zawarto$ci miedzi [18, 43, 47,
48]. Kuroda i wsp. [49] zaobserw owali ponadto, ze w zakresie niskich cisnien NO
pojawia sie takze pasmo przy 2295 cm'l interpretowane przez nich jako
pochodzgce od N2 (utworzonego w wyniku rozktadu NO) zaadsorbow'anego
na Cu"l [50-52], Intensywno$¢ pasma wzrasta ze wzrostem stosunku Cu/Al
w probkach. Ze wzrostem cisnienia NO pasmo od N2staje sie mnigj intensywne,
a pojawia sie pasmo przy 2220 cm“lod N20. Analiza masowa wykazata jednak,
ze azot w fazie gazowej wystepuje takze przy wysokich cisnieniach NO, co
sugeruje, ze wzrost ci$nienia prowadzi do blokady aktywnych miejsc Cu+ zdol-
nych do adsorpcji N2 (skoordynowanych z trzema atomami tlenu w szkielecie -
typ II). Z tego wynika, ze obecno$¢ jonéw Cu+ typu Il jest warunkiem
koniecznym dla przemian NO do N2. Dodatkowo, po adsorpcji NO, w widmie IR
obserwuje sie pasma przy 2130 i ok. 1630 cm*“1[40,41,43,44], aniekiedy takze
ponizej 1600 cm 'l [40, 48]. Pasma te nie sg interpretowane jednoznacznie.
Pierwsze z nich przy 2130 cm '1Cheung i wsp. [41] przypisali N20, Pieplu i wsp.
[45], lwamoto i wsp. [53] oraz Centi i wsp. [54] N 02+ lub N 025+ Z interpretacjg
pochodzenia tego pasma od N 02+ nie zgodzili sie¢ Vaylon i Hall [44], ktorzy nie
obserwowali pasma przy 2130 cm 'l po adsorpcji N 02. Ostatnio Hadjiivanov
i wsp. [55], badajac koadsorpcje NO i 0 2 na zeolitach H-ZSM-5, stwierdzili, ze
pasmo przy 2133 cm“1pochodzi od formy NO+ zajmujgcej kationowg pozycje
w zeolicie. Po wprowadzeniu NO, a nastepnie 0 2, zaobserwowali oni spadek inten-
sywnosci pasma przy 3610 cm 'l od kwasowych grup OH i réwnolegty wzrost
intensywnosci pasm od czasteczek H20: 1623(5), 1700 (vas) i 3534 (vs) cm 'L
Na podstawie tych obserwacji zaproponowali nastepujgcg droge powstawania
formy NO+:

2NO + 1/2 0, + 201-H+ H20 + 20L-NO+,

gdzie L —tlen w szkielecie zeolitu. Interpretacja ta staje sie obecnie coraz
powszechniej akceptowana wsrod badaczy [21, 56],

Przyporzadkowanie pasm w zakresie 1630-1400 cm '1rdéwniez nie jest pro-
ste. Niektorzy autorzy podaja, ze pasmo ok. 1630 cm*“1 pochodzi od Cu2+N02
(zaadsorbowany N 02) [44] lub Cu+NO? [57], inni przypisujagje kompleksowi ni-
tro-nitrozylowemu Cu2+(NO0)(N02“) lub formie N02' [20, 23, 38, 41, 42, 58],
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jeszcze inni N 03 [21,40,48, 59]. Zakres czestosci drgan azotandw (V) jest sze-
roki. Formom N 03 przypisuje sie pasma miedzy 1630 a 1450 cm 'L, przy czym
mozliwe sg rozne postacie azotandéw(V), dajace rézne potozenia pasm [13,21, 48,
59-62]:

1) pojedynczo skoordynowane (monodentcite) —jeden atom tlenu zwigzany
zjednym atomem metalu

Cu2~—ONO02 1480 [48], 1598/1575 cm '1[13],

2) podwdjnie skoordynowane - kleszczowe (bidentate chelating) - dwa ato-
my tlenu zwigzane z jednym atomem metalu

Cu2 C / N-—O' 1500-1570 cm '1[21, 40, 48, 60, 62],

3) mostkowe (bridged) - dwa atomy tlenu zwigzane z dwoma réznymi ato-
mami metalu

Cu2'— 0 \
N 0~ 1610, 1627 [126, 146] 1630 m '1[13, 62],

Obliczenia kwantowe geometrii mostkowych azotanéw(V) wskazuja, ze for-
ma ta moze powstawac¢ z udziatem dimeru [Cu2+0-C u 2+] [16], Za udziatem
[Cu2&0-C u2~] w tworzeniu tych form opowiadajg sie takze Konduru i Chuang
[41, 48], Autorzy pracy [21] dokonali rozgraniczenia, wg ktérego pasma powy-
zej 1600 cm '1(1623 i 1610 cm '1) przypisali mostkowym formom azotandw (V)
na Cu2', pasma ponizej 1600 cm'1 (1575 cm'l) podwdjnie skoordynowanemu
kleszczowemu kompleksowi N 03 na Cu2+.

Parvulescu i w'sp. [46] sugeruja, ze powstawanie azotanow(lll) i azota-
néw(V) moze by¢ zwigzane z pozaszkieletowym tlenem sieciowym (tzw. ELO),
ktory ma wiasciwosci utleniajagce i ktorego zrodtem moze by¢ na przyktad
Cu2~0'. Z tego wynika, ze nawet w nieobecnosci wolnego tlenu zaadsorbowany
NO moze ulegac utlenianiu wg nastepujgcego schematu:

2NO — N20 3 [ lelo»- N20 4 —» azotany(l11), azotany(V).

Cheung i wsp. [41] przeprowadzili badania stabilnosci komplekséw powsta-
jacych po adsorpcji NO. Stwierdzili, ze ewakuacja w temperaturze pokojowej do-
prowadzita do spadku intensywnos$ci pasm przy 1900 i 1810 cm 'l podczas gdy
pasmo przy 1630 cm '1stato sie bardziej intensywne. Zatem wzrost stopnia wy-
miany miedzi sprzyjat silniejszej adsorpcji NO.

Autorzy prac [40, 41, 43, 57] porownywali adsorpcje NO na katalizatorach
Cu-ZSM-5 utlenianych i redukowanych przed adsorpcjg. Stwierdzili, ze w wid-
mach IR probek utlenianych tlenem obecne sg pasma przy ok. 1900 cm 'l od



DeNO. NA SITACH MOLEKULARNYCH 1901

Cu2'NO i 1810 cm-1 od Cu"NO. Jednak staba intensywnos¢ pasma przy 1810
cm"1lwskazuje na matg liczbe jonéw1Cu- [40,41,45, 63]. Wraz ze wzrostem ci-
$nienia NO zaobserwowano dalszy wzrost intensywnos$ci pasma przy -1900 cm*“1
oraz pojawienie sie nowych pasm przy 1734 i 1827 cm“1od form dinitrozylo-
wych Cu+(NO)2, zréwnolegtym spadkiem intensywnosci pasma 1811 cm“1[63].
Dodatkowo niektérzy autorzy obserwowali pasma przy ok. 2130 cm*“1, interpre-
towane jako pochodzgce od N20, N02' czy NO‘1[66, 141, 144] i ok. 1630-1300
cm*“1[43, 40] od azotandéw(II1) lub azotandéw(V). Wyjatek stanowi interpretacja
Giamella [63], ktéry pasmo przy 1630 cm*“1obserwowat jedynie na Cu-ZSM-5
o0 stosunku Cu/Al < 0,5 i w zwigzku z tym przypisat je adsorpcji NO na katio-
nach sodu. Wykazano réwniez, ze desorpcja i ponowna adsorpcja NO prowadzi
do odnowienia pasm przy 1900 i 1810 cm*1 jednak zmienia sie ich wzgledna in-
tensywnos$¢ [41], Wieksza intensywno$¢ pasma przy 1810 cm*“1, szczegdlnie wy-
razna dla probek nadmiarowo wymienionych miedzig, Swiadczy o fatwiejszej re-
dukcji Cu2*do Cu" w wyniku ewakuacji prébek majgcych stosunek Cu/Al > 0,5.
Podobnie jak w przypadku autoredukowanych zeolitow', kompleks Cu"NO wska-
zuje wiekszg stabilno$¢ na nadmiarowo wymienionych zeolitach Cu-ZSM-5.
Wazng role stabilnosci kompleksu Cu"NO podkres$lajg Zidtek i wsp. [20, 23],
Z ich badan z zastosowaniem spektroskopii w podczerwieni wynika, ze zbyt sil-
na chemisorpcja NO na Cu+, obserwowana na zeolitach Cu-ZSM-5 o wysokiej
zawarto$ci miedzi (Cu/Al -0,75), prowadzi do zahamowania dalszych przemian
NO, a przez to do spadku aktywnosci katalizatora.

Widma IR po adsorpcji NO katalizatorow celowo redukowanych za pomoca
CO lub H2 znacznie r6znig sie od widm prébek utlenianych [40, 41, 63], Domi-
nuje w nich pasmo przy 1810 cm*“1 $wiadczgce o zajsciu redukcji jonéw Cu2
do Cu", pasma przy 1900 i 1630 cm '1sg bardzo stabo intensywne. Obecne jest
réwniez pasmo przy 2249 cm*“1pochodzace od N20 [40, 63], Jednakze ze wzro-
stem cisnienia NO ksztatt widma zmienia sie i staje sie zblizony do widma préb-
ki utlenionej [41, 63], Intensywnos$¢ pasma od kompleksu Cu"NO maleje, a od
Cu2NO wzrasta z jednoczesnym pojawieniem sie pasm od Cu (NO)2. Nastepu-
je wiec utlenienie Gu" do Cu2" i redukcja NO do N20. Z kolei przy wydtuzaniu
czasu kontaktu katalizatora z NO zaobserwowano [40], ze w miare uptywu cza-
su pasmo przy 1900 cm*“1wzrasta, a pasmo przy 1810 cm*“1maleje, natomiast pa-
smo od N20 zanika.

Pomiary adsorpcji NO na zeolicie Y (forma ultrastabilna) i mordenicie row-
niez wskazaty na obecno$¢ mieszaniny jonéw Cu2" i Cu", w ilosciach zaleznych
od sposobu aktywacji [41]. Jednakze jony Cu2' w mordenicie trudno ulegaty re-
dukcji do Cu+, w odroznieniu od tych w zeolicie Cu-ZSM-5, z nadmiarowo wy-
mieniong miedzig. Z kolei w zeolicie Y przeciwnie, wysokg stabilnoscig cecho-
waty sie jony Cu" i w zwigzku z tym trudno ulegaty utlenieniu do Cu2\

Przeprowadzone badania adsorpcji NO na prébkach autoredukowanych, utle-
nionych i zredukowanych dowiodty, ze tworzenie komplekséw miedzi z NO i ich
trwatos¢ zaleza od rodzaju i obrobki katalizatora oraz stopnia wymiany miedzi.
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Jedynie zeolity Cu-ZSM-5 wskazaty duzg zdolno$¢ do odwracalnych przejsé

e u2- Cu~. Z tego wynika, ze aktywnos$¢ katalizatora wymaga optymalnej
trwatosci jonow Cu2-, tak by tatwo zachodzita zaréwno ich redukcja jak i rege-
neracja.

Wyniki badania adsorpcji NO na mezoporowatych sitach molekularnych
Cu-AIMCM-41 przygotowanych przez wymiane jonowga w ciele statym, wykaza-
ty obecnos¢ w probce réwniez zaréwno jondw Cu2~jak i Cu4 (pasma przy 1900
i 1812 cm*1. Nie stwierdzono jednakze pasm od formy dinitrozylowej [64] oraz
azotanéw(II1) i azotanow(V). Z kolei w przypadku sit AIMCM-41 i NboMCM-41
modyfikowanych miedzig przez wymiane jonowg z roztworu stwierdzono, ze
tworzenie sie po adsorpcji NO kompleksu CuTNO zalezne jest od stosunkéw
Si-'Al i Si/Nb oraz Cu/Al i Cu-Nfb, a takze od warunkéw aktywacji [23, 38, 39].
Adsorpcja NO na Cu-NbMCM-41 prowadzi ponadto do powstania kompleksu
Cu5"NO (S< 1) [39]. Niezaleznie od stosunku Cu/Al i Cu/Nb obserwowano po-
jawienie sie w widmach IR katalizatorow' Cu-A1IMCM-41 i Cu-NbMCM-41 kom-
pleksu nitro-nitrozylowego Cu2+N0)(N02“) (pasmo —1630 cm*“1) [23, 38]. Dla
krzemianowego, heksagonalnie uporzadkowanego mezoporowatego materiatu
(HMS) modyfikowanego Cu i Zr, po adsorpcji NO zacbserwowano jedynie pa-
smo przy 1888 cm-1 przypisane kompleksowi Cu2+NO i stabe pasmo przy ok.
1600 cm*“lod azotanéw(V) [65], AdsorpcjaNO+ 0 2,jak i NOz doprowadzita do
pojawienia sie w widmie IR pasm w zakresie 1620-1500 cm*“1, odpowiadajgcych
mostkowym (1612 cm*1), kleszczowo (1578 cm*“1) i pojedynczo (1540 cm*“])
skoordynowanym azotanom(V). Dodatkowo zaobserwowano pasmo przy 1895 cm*“1
od N9O3. Stwierdzono takze, ze dopiero ewakuacja w 473 K obniza intensywno$¢é
pasm w zakresie 1620-1500 cm*“1 ale pasma przy 1610 i 1578 cm*“1sg nadal
dobrze widoczne, co sugeruje, ze mostkowe i kleszczowo skoordynowane azota-
ny sg najbardziej stabilnymi zwigzkami na powierzchni HMS.

Waznym etapem badan przemian tlenku azotu(ll) jest prowadzenie
obserwacji kompleksow utworzonych po adsorpcji NO w wyzszych temperatu-
rach. W odniesieniu do zeolitéw Cu-ZSM-5 takie badania przeprowadzili m.in.
Aylor i wsp. [40]. Zaobserwowali, ze ze wzrostem temperatury (do 673 K) pasma
od komplekséw Cu+NO, Cu2+NO i Cu2+N 02" szybko zmniejszajg intensywnosc¢,
a w temperaturze 673 K niemal zanikajg. Spadkowi intensywnos$ci pasm
towarzyszy pojawienie sie w temperaturze 373 K pasma przy 2157 cm*“1, ktore
autorzy przypisujg produktowi rozktadu - N2. Interpretacja ta nie jest jednak
zgodna z wiekszoscig badan, z ktérych wynika, ze N2 adsorbuje sie na zeoli-
towych sitach molekularnych modyfikowanych miedzig lub innymi metalami,
dajac pasmo przy 2295 [49-52] lub 2320-2350 cm*“1[51, 66]. Niektorzy autorzy
[51,66] obserwowali powyzsze pasma IR od zaadsorbowanego N2, kiedy widmo
byto rejestrowane w obnizonej temperaturze (77 lub 120 K).

Konduru i wsp. [48] $ledzili przemiany form azotanowych na zeolicie
Cu-ZSM-5 w czasie odgazowywania we wzrastajgcych temperaturach. Wzrost
temperatury z 523 do 673 K prowadzit do spadku intensywnos$ci pasm zaro6wno
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od mostkowych jak i kleszczowych form azotandw(V). Jednocze$nie pojawiaty
sie pasma od kompleksu CITNO przy 1813 cm'l Cu2~NO przy 1909 cm*“1
(dla nadmiarowo wymienionych zeolitow) i N2 przy 2220 cm 'L Zidtek i wsp.
wykazali [20], ze powstawaniu form azotanowych sprzyja brak jonéw Cu“ na
powierzchni aktywowanego zeolitu Cu-ZSM-5. Formy azotanowe powstajg
w wyniku rozktadu kompleksu Or*fNOjCNOC).

Akolekar i wsp. [58] badali temperaturowe przemiany NO na wymienionych
miedzig materiatach zeolitopodobnych typu SAPO. Obserwowali spadek inten-
sywnosci pasm od Cu+NO i Cu2+NO ze wzrostem temperatury, a w 573 K po-
wstawanie pasm przy 2238 cm"”1lod NzO i przy 1630 cm“lod Cu2‘(NO)(N02").
Swiadczy to o konwersji NO do N20 i form nitiylo-nitrozylowych. Kompleks
Cu2+(NO0)(N02") zostat uznany za zwigzek posredni w reakcji rozktadu NO
na mezoporowatych sitach molekularnych MCM-41 (Cu-A1MCM-41 i Cu-
-NbMCM-41) [23, 38]. Jego przemiany pod wptywem temperatury prowadzg do
wytworzenia produktu w postaci N20.

W tab. 1 zebrano potozenia pasm IR najczesciej prezentowane w literaturze
i ich przypisanie do odpowiednich komplekséw NO z Cu-ZSM-5 lub produktéow
przemiany NO.

Tabela 1. Pasma w podczerwieni tlenku azotu i produktéw jego przemiany w wyzszych tempera-
turach na sitach molekularnych zawierajgcych miedz

Potozenie

Rodzaj drgan Forma Katalizator Literatura
pasma [cm ]
v(NO)5'
11, 13,20,40,41,
1810-1812 Cu+NO Cu-ZSM-5 53‘ 44, 48, 53, 63]
1815-1819 Cu+NO Cu-Usy [41]
1807-1810 Cu+NO Cu-mordenit [41]
1806 Cu+NO Cu-SAPO [58]
1807 Cu+NO Cu-AIMCM-41 [38. 39]
1780 CurNO(5<l) Cu-NbZSM-5 [35]
1785 Cu”NO (8< 1) Cu-NbMCM-41 [38]
v(NO)N
1900-1920 Cu2tNO Cu-ZSM-5 [16,40,41,
44, 48, 53, 63],
1898-1900 Cu2tNO Cu-Usy [41]
1905-1910 Cu2+tNO Cu-mordenit [41]
1900 Cu2NO Cu-SAPO [58]
1888 Cu2NO Cu/Zr-HMS [65]
1895 Cu2NO Cu-AIMCM-41 [35, 39]
1895 Cu2+0"(NO) Cu-ZSM-5 [40, 47, 48]
v (NO)25¢
1824-1830 Cu+(NO)2 Cu-ZSM-5 [8, 13,40,41,43]
1727-1738 [48, 53, 63]

1730-1740 Cu+(NO)2 Cu-USY [41]
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cd. tab. 1
1
v(NOPS 1736-1738 Cu+(NO)2 Cu-mordenit [41]
1732 Or(NO)2 Cu-SAPO [58]
v(N02)."(N03)
1619—1630asym no?2 Cu-ZSM-5 [44]
1300-1340sym no2- [63]
1630 no?2
1620-1550 no3 Cu/Zr-HMS [65]
1630, 1613, 1577 Cu-ZSM-5 [44, 59]
1480 o-no?2 Cu-mordenit [60]
1598, 1578 Cu-ZSM-5 [13]
1631 Cu-Ox Cu-ZSM-5 [13]
1627, 1611 /NO [48]
) Cu-Ox
1570 Cu-ZSM-5 [48]
1633 cu< %o _ [40]
1500-1570 x Ox Cu-mordenit [60]
1600-1630  Cu2{NO)(N02)" Cu-ZSM-5 [44]
1632-1636  Cu2{NO0)(NO02)- Cu-ZSM-5 [20]
1627 Cu2{NO0)(N02)- Cu-SAPO [58]
1609-1611 Cu2{NO0)(N02)- Cu-AIMCM-41 [23]
1606-1612  Cu2{N0)(N02- Cu-NbMCM-41 [38]
v(N20 3)/(N20 4)
1876, 1578 N20j Cu-ZSM-5 [40]
1298. 1860 u[8]
1904, 1540 n2o3 Cu/Zr-HMS [65]
1723 n2o4 Cu-Mordenit [60]
1743, 1675, 1607 n204 Cu-ZSM-5 [59]
v(N20)
2236 n 20 Cu-ZSM-5 [40]
2238 Cu-ZSM-5 [53]
2249 Cu-ZSM-5 [63]
2250 Cu-USY [41]
2224 Cu-ZSM-5 [43]
V(NO+)
2130 NO+ Cu-ZSM-5 [13,48]
2133 NO+ Cu-ZSM-5 [43]

Zjawisko odwracalnych przej$¢ miedzi Cu2+ <» Cu+, wykazane w badaniach
adsorpcji NO na katalizatorach Cu-ZSM-5, stato sie podstawg zatozenia mecha-
nizmu reakcji rozktadu NO. Taki poglad akceptuje wiekszo$¢ badaczy tego zaga-
dnienia [40-42, 57], cho¢ niekiedy ich koncepcje rdznig sie w niektorych etapach
mechanizmu i formach zwigzkéw posrednich biorgcych udziat w reakcji.

Pierwszym etapem mechanizmujest adsorpcja NO na centrum aktywnym, za
ktére powszechnie uwaza sie jon Cu+ powstaly w wyniku autoredukcji Cu2+,
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z utworzeniem kompleksu nitrozylowego CrnNO [17,37,40,41,48, 53,63] i da-
lej dinitrozylowego Cu+(NO)2 [17, 37, 40, 41, 53, 63].

Cu++NO  Cu+NO,
Cu”NO + NO -» Cm(NO)2.

Alternatywng droge dla tego etapu proponujg Sojka i wsp. [67]. Ich zdaniem
czgsteczka NO atakuje OKNO przez atom azotu, nastepuje utlenienie Cu+ do
Cu2+ i utworzenie Cu2#N20 2~. Autorzy tlumacza, ze powstanie kompleksu
Cu+NO przyczynia sie do wzrostu ujemnego tadunku na atomie azotu, ligand NO
staje sie podatny na elektrofilowy atak drugiej czgsteczki NO z utworzeniem wig-
zania N —N.

Adsorpcja NO nastepuje takze na formie Cu2+0 “, utworzonej w procesie
autoredukcji, a takze powstatej w wyniku dalszych przemian:

Cu2t0'+ NO Cu2+0 “(NO).

Wg Aylora i Cheunga [40,41] powstawanie dodatkowych jonéw Cu2T Tmo-
ze zachodzié¢ przez utlenianie dinitrozylu z jednoczesng redukcjg NO do N20:

Cu+(NO)2  Cu2+0~ + N20.

Proponowana jest nastepujgca budowa kompleksu Cu2+0~(NOQ):

Obliczenia wskazaty [42], ze NO silnie wigzany jest w postaci Cu+NO
i Cu2+0 “(NO), podczas gdy w CuHNO)2 nie wykazuje silnego wigzania.
Z kolei wg Schaya i wsp. [16] dysproporcjonowanie kompleksu Cu+(NO)2 pro-
wadzi juz na tym etapie reakcji do produktu rozktadu jakim jest N2:

Cu+(N0O)2 —>N2+ Cu2+0)0*.

Zdaniem Kondum i Chuanga [21, 48] podczas przemian NO nie nastepuje
tworzenie Cu+(NO)2, a Cu2+0 “ i N20 powstajgbezposrednio w wyniku oddzia-
tywania Cu+NO z NO:

CutNO +NO -> Cu2H) "+ N20.
Konsekwencjg ich dalszej reakcji jest wydzielenie N2:
Cu2+0- + N20 Cu2t0 2" + N2.

Nastepny etap mechanizmu reakcji rozktadu NO polega na adsorpcji kolej-
nej czasteczki NO z utworzeniem zwigzku przejsciowego. Proponowane sajed-
nak ré6zne wzory strukturalne tych zwigzkdw.
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Wg Cheunga iwsp. [41] do kompleksu nitrylo-nitrozylowego Cu2+(NO0)(N02 )
prowadzi nastepujacy cykl przemian:
NO NO

Cu-CT
N 02~

Podobng droge przemian proponujg Kevan i wsp. [57]:

24N O NO JN O
cuatd’ 0 cu Cu+—NO, cu?

~Oot NO02

Wazna role zwigzku posredniego typu Cu(NO)(NO,) w rozktadzie NO pod-
kreslajatakze Li, Vaylon i Hall [44, 68], Ziotek i wsp. [20, 23, 38] oraz Gervasi-
ni [69]. Ten ostatni za pomocg badan termoprogramowanej desorpcji NO (TPD)
potwierdzit, ze zaadsorbowany NO jest stabilizowany wtasnie w postaci komple-
ksu nitro-nitrozylowego.

Wg Aylora i wsp. [40] przemiany Cu2+0 ‘*(NO) po adsorpcji NO prowadzg
do Cu+N20 3, a wiec rowniez nastepuje zmiana stopnia utlenienia miedzi:

NO 2+/N O
Cu2'0O’ = SCu ”
ANoQ -

Z badan teoretycznych wynika [70], ze forma Cu(NO)(ONO) jest stabilniej-
szaniz Cu(N20 3). W wysokiej temperaturze nastepuje jednak destabilizacja kom-
pleksu Cu2+(NO)(ONO) i jego tatwy rozktad do N2i 0 2. Jest to zgodne z ba-
daniami eksperymentalnymi rozktadu NO, gdzie znaczace ilosci azotu i tlenu
obserwuje sie wtasnie w wysokich temperaturach [40, 44, 71].

Schay i wsp. [16, 33] proponujg tworzenie kompleksu Cu2H0)~(NO)(N02)
jako zwigzku posredniego wg reakcji:

Cu2¢0)0~ + 2NO  Cu2+0)- (NO)(N02).

Wedtug nich rozktad tych komplekséw przejsciowych prowadzi do utworze-
nia produktéw, czyli N2i 0 2, zjednoczesng regeneracjg centrum aktywnego Cu+
[16, 37,40,41]. Mozliwe sg nastepujace drogi przemian tego kompleksu prowa-
dzace do produktow reakcji rozktadu NO:

1. Powstawanie azotu [40]:

* rozktad Cu+N20 3do Cu2+02~ i N,0

Oll
Cu+ Cu2+ | +N20;



DeNO, NA SITACH MOLEKUBfHNYCH 197

» reakcja N20 z Cu+z wytworzeniem azotu

Cu" + N20 —>Cu2~0~-rN2

2. Powstawanie tlenu:
 desorpcja atomu tlenu z Cu2+0"

Cu240 - <» Cu++ O;

* reakcja atomowego tlenu z kolejng formg Cu2+0 '

0
Cu2+0~ +0 ~ - N Cu+
rozktad Cu2+0 2~ z wytworzeniem 0 2
sor
cu? Cu++ 0,
0]

3. Réwnoczesne tworzenie azotu i tlenu:
* bezposredni rozktad Cu2+(NO)(N02~) do N2i 0 2[41]

Cu2'. » Cu++N,+ 0, + Odes;
AN 02~
* bezposredni rozktad Cu2+(0O)"(NO)(NO02) [16]

Cu2H0) (NO)(N02 -» N, + 02+ Cu2+0)0~,
Cu2+0)Cr—Cu++ 02

Sa takze inne propozycje mechanizmu reakcji rozktadu NO. Z badan Kon-

duru i Chuanga [21] wynika, Ze tworzenie tlenu rozpoczyna sie juz na etapie ad-
sorpcji NO na Cu2+0 2~, ktora prowadzi do pojawienia sie tlenu atomowego, a da-
lej tlenu czagsteczkowego:

Cu2+0 2~+ NO -> Cu2+t0~(NO0) + O -» CutNO + 02

W przeciwienstwie do przedstawionych mechanizméw, lwamoto oraz Sach-

tler [53,72, 73] uwazajg, ze rozktad NO do N2i 0 2wymaga obecnosci kationdw
tlenkowych [Cu-0-Cu]2+ w zeolicie Cu-ZSM-5. Wedtug Sachtlera i wsp6tpra-
cownikow mozliwe sg dwa mechanizmy z udziatem tych jonéw:

 termiczny rozktad formy [Cu-0-Cu]2+ ktéry prowadzi do wytworzenia

jonow Cu"i02

[Cu-0-Cu]2+<»2Cu++ 1/2 02
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 adsorpcja NO na Cu™ prowadzaca do kompleksu Cu -NO , a reutlenianie
Cu" przez redukcje NO przyczynia si¢ nie tylko do powstawaniajonow Cu2+ ale
takze do odnowienia form [Cu-O-Cu]2' z wytworzeniem N20:

2Cur(NO)  [Cu-O-Cu]2" + N20.

Wedtug Wanga i wsp. [8] oraz Schmala i wsp. [74] formy [Cu-0-Cu]2+graja
role centrow aktywnych dla reakcji dysproporcjonowania NO do N20 i N02:

[Cu-0-0i]2++ NO —>[Cu-G-Cu]2++ N02)
[Cu-G-Cu]2+ + 2NO  [Cu-0-Cu]2++ N20,
3NO N20 + NO2

Produktami rozktadu NO moga by¢ takze azotany(V). Np. wg Aylora [40]
powstajg tzw. kleszczowe azotany(V) zgodnie z rownaniem reakcji:

[?"
Cu2 | +NO Cu2+\ N =0-.
\' 0 u'n

Kondum i Chuang [21, 48], jako jedng z mozliwych drdg reakcji, proponu-
ja tworzenie sie mostkowych form Cu2+(N 03~), ktore z racji swej niskiej trwato-
$ci (szczegOblnie w nadmiarowo wymienionych zeolitach Cu-ZSM-5) tatwo roz-
ktadajg sie do N20, N2i 0 2:

Cu2ND"(NO) + O~ Cu2HNO03-) Cu+.

Podsumowania badan nad mechanizmem rozktadu NO dokonat A.T. Bell
[42]. Zaproponowany przez niego mechanizm przedstawia rys. 2. Bell podkres$la
tworzenie kompleksu CuTNO jako pierwszego etapu reakcji oraz waznos$¢ kom-
pleksu zawierajagcego ELO tworzonego z udziatem formy Cu2+0~ jako zwigzku
posredniego prowadzacego do wytworzenia produktow. Ponadto z mechanizmu
wynika, ze czynnikiem odpowiedzialnym za wysokg aktywnos$¢ katalizatora
Cu-ZSM-5 jest odpowiednia trwato$¢ jonéw Cu+ i Cu2+, dzieki ktorej tatwo
zachodzi utlenianie Cu+ do Cu2+ oraz regeneracja aktywnych centrow przez
redukcje Cu2+do Cu~ [41].

Ostatnio Kevan i wsp. [57] zaproponowali mechanizm, w ktérym réwnorzed-
nym etapem, oprocz adsorpcji NO na G r,jest adsorpcja NO na Cu2+0~ (rys. 3).

Tajimie i wsp. [75] za baze do rozwazan réznych mechanizmow rozktadu
NO postuzyty obliczenia teoretyczne (DFT). Ich zdaniem najbardziej energetycz-
nie uprzywilejowanajest reakcja typu:

2NO —0 + N20 N2+ 02.

Uwazajg, ze reakcja ta sktada sie z dwdch etapow: rozerwania wigzania
N —O z utworzeniem N20 i O oraz rozerwania wigzania w N20 z wytworzeniem
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02
ZCu(l)

Rys. 2. Schemat mechanizmu reakcji rozktadu NO na Cu-ZSM-5 wg Bella [42]

Cu(l1)-ZSM-5
«d-HD

Rys. 3. Schemat mechanizmu reakcji rozktadu NO na Cu-ZSM-5 wg Kevana i wsp. [57]

N2i 0 2. Ponadto stwierdzili, ze aktywno$¢ katalizatora Cu-ZSM-5 w reakcji roz-
ktadu NO zwigzana jest z obecnoscigjonéw Cu+w koordynacji ptaskiej kwadra-
towej, ze szkieletowymi jonami tlenu jako Ugandami.

Odmienny poglad co do centrow aktywnych w reakcji rozktadu NO majg
przeciwnicy zachodzenia procesu autoredukcji jonéw Cu2+ Zdaniem Shelefa
[76] centrami odpowiedzialnymi za rozktad NO na Cu-ZSM-5 sgjony Cu2+w ko-
ordynacji ptaskiej kwadratowej. Jony te sg zdolne do adsorpcji dwdch czgsteczek
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NO z utworzeniem gem-diritrozylu, ktdre to czasteczki tatwo desorbujg sie
w wysokich temperaturach z jednoczesnym przegrupowaniem do N2i 0 2.

Badacze mechanizmu reakcji rozktadu NO na materiatach innych niz zeoli-
ty Cu-ZSM-5 réwniez opowiadajg sie za mechanizmem redoks. Akolekar i wsp.
[58] dla materiatow t\'pu Cu-SAPO-34 sugerujg mechanizm identyczny jak za-
proponowany dla Cu-ZSM-5 przez Cheunga i wsp. [41], z kompleksem nitro-ni-
trozvlowym Cu~~(NO)(NO2 )jako zwigzkiem posrednim. Z kolei Shimokawabe
[60, 77] i Sirilumpen [78] odpowiednio dla wymienionych miedzig mordenitow,
zeolitéw Y i materiatéw typu pillared clay, podkres$lajg wazno$¢ form azotano-
wych(V) w rozktadzie NO. Rozktad tych form prowadzi do produktéw takich jak
N20, N2i02[78].

Cu2ztN03 + NO—% N-i0O + CuO + O,

Bardziej prawdopodobna jest druga Sciezka reakcji, poniewaz pozwala na
odbudowe azotanéw(V) [77]:

20zaads + NO —» NO3.

PODSUMOWANIE

Mimo olbrzymiej liczby publikacji i patentéw dotyczacych katalizatoréw za-
wierajagcych miedz i ich aktywnosci w rozktadzie NO, ktore pojawity sie w minio-
nym dziesiecioleciu, wcigz wiele zagadnien nie zostato do konca i jednoznacznie
wyjasnionych. Jednym z powoddw jest brak catkowitej zgodnos$ci w ocenie form
Cu aktywnych w rozktadzie NO. Wynika on w duzym stopniu z niedoskonatosci
metod analitycznych oraz r6znych warunkéw obrobki wstepnej katalizatoréw uzy-
wanej przy ich stosowaniu (np. aktywacja prézniowa (rézna wielko$¢ prozni)
w technice FTIR, w przeptywie gazu w H2-TPR lub atmosferze powietrza w XRD).
Jest to czesto przyczynaréznej interpretacji podobnych wynikow badan. Jako przy-
ktad moze postuzy¢ interpretacja wynikdw FTIR po adsorpcji NO w temperaturze
pokojowej i przemianie w wyzszych temperaturach na Cu-ZSM-5.
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ABSTRACT

The review presents the theoretical basis for interpretations of CD spectra
ofpolynucleotides. A simplified version of quantum theory of circular dichroism
of a polynucleotide by Tinoco and Johnson [2] is presented in detail. It is gene-
rally assumed that the optical activity of these polymers is dominated by inter-
actions between dipoles of in-plane transitions occurring at neighbouring bases.
The interaction of dipoles coming from different bases strictly depends on
geometrical arrangement of bases within the helix. As a result information about
geometry of the helix can be inferred from the CD spectra.The circular dichroism
caused by the disturbance of the electronic system of a base by the presence of
a sugar ring is usually neglected in calculations. Such a theoretical approach
allows to understand differences between CD spectra ofrandom DNA and RNA.
The distance of a base pair from helix axis appeared to be the main factor respon-
sible for these differences [25]. The approach fails in a case of polymers of
non-random sequences, for example containing a repetitive motif of two bases
[2, 7, 27], It is exemplified for the d(CG),, oligomers forming left-handed double
helix called Z-DNA, where none of the theoretical calculations is able to predict
the inversion of a CD spectrum characteristic for the Z form [7, 35, 36].
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WSTEP

Zrodtem aktywnosci optycznej polimeréw kwaséw nukleinowych sa przej-
Scia elektronowe zachodzace w pierscieniach zasad nukleinowych. Ich charakte-
rystyka zostata przedstawiona w czesci | niniejszego opracowania (Dichroizm ko-
towy kwaséw nukleinowych. Cz. | - Monomery). Nawet jednak najdoktadniejsza
znajomosc¢ energii, intensywnosci i przestrzennego potozenia dipoli tych przejsé
nie wystarczy, by zinterpretowaé¢ widmo CD polimeru w kategoriach jego struk-
tury' przestrzennej. Potrzebnajestjeszcze teoria opisujgca oddziatywania miedzy
tymi dipolami i umozliwiajgca wyznaczenie na ich podstawie parametréw geo-
metrycznych helisy. Wszystkie polimery kwasoéw nukleinowych, poczawszy od
pojedynczych nici, majg bowiem w mniejszym lub wiekszym stopniu charakter
helikalny. To usztywnienie struktury jest wynikiem oddziatywan miedzy ptaski-
mi, aromatycznymi pier$cieniami zasad nukleinowych. Konformacje czasteczek
réznig sie jednak miedzy sobg forma helisy, czyli zbiorem wartosci parametrow
geometrycznych jg opisujagcych (tab. 1). Parametry te okresla sie z reguty dla
podstawowej, dwuniciowej postaci kwasow nukleinowych, zwanej dupleksem,
majg one jednak bardziej og6lne znaczenie.

Tabela 1. Parametry helikalne dla duplekséw DNA [1]

Forma helisy
Parametry geometryczne
A B VA
Sens helisy Prawoskretny Prawoskretny Lewoskretny
. GC:-51,3+1,6
° + + ! !
Katowy skok helisy na parg zasad (°) 33,159 35,9+4,3 CG: 85411
Liczba zasad na skret 10,9 10,0 12,0
- . GC: 3,52+0,22
L kok hel d (A + + ' '
iniowy skok helisy na pare zasad (A) 2,92+0,39 3,36+0,42 CG: 4.13+0 18
Nachylenie ptaszczyzny zasad wzgle-
dem osi helisy - tilt (A) 13,0+1.9 "2,0£4,6 8807
Sk ie pt d
recenie ptaszczyzn pary zasa 15.4+6.2 117448 4.412.8

wzgledem siebie - propeller twist (°)

Z punktu widzenia wiasciwosci optycznych helikalna posta¢ czasteczki
oznacza regularne rozmieszczenie chromoforow - paskich pierscieni zasad nu-
kleinowych, a co za tym idzie, indukowanych $wiattem w pierscieniach dipoli
przejs¢. Regularnos¢ rozmieszczenia dipoli powoduje, ze oddziatywania miedzy
nimi sg $rednio takie same wzdtuz calej helisy i dajg poczatek niewielkiej licz-
bie wypadkowych efektow Cottona. Najwiekszy udzial w powstawaniu tych
efektow maja oddziatywania miedzy najblizszymi sasiadami. Kazda zasada
w dupleksie, nie znajdujgca sie na koricu czgsteczki, ma ich pieé: jedng zasade
od strony 5 ijedng od 3' na tej samej nici oraz odpowiednio trzy zasady na
nici przeciwlegtej. Wérdd oddziatywan z tymi sgsiadami najstabsze jest to z za-
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sadg komplementarng, poniewaz wtedy oddziatujgce chromofory lezg prawie
w jednej ptaszczyznie. O tym, jak silne sg pozostate, decyduja odlegtosci i katy
miedzy sprzegajacymi sie dipolami, wynikajgce bezposrednio z geometrii danej
helisy. Z tego witasnie powodu w widmach CD potencjalnie jest ukryta petna
informacja o tej geometrii.

1. TEORIA AKTYWNOSCI OPTYCZNEJ POLIMERU

Potrzeba wydobycia informacji strukturalnej zawartej w widmach CD kwa-
séw nukleinowych spowodowata rozwdj teorii opisujgcych aktywno$¢ optyczng
tych zwigzkéw. Poszukiwania najlepszego rozwigzania zaowocowatly dwoma
réznymi podejsciami do problemu. Pierwsze z nich oparte jest na mechanice
kwantowej i polega na bezposrednim obliczaniu sit skrecalnosci dla kazdego
przejscia indukowanego w polimerze w danym zakresie czestotliwosci, z reguty
w bliskim ultrafiolecie. Drugie podejScie wywodzi sie z klasycznej teorii optyki
i pozwala przewidzie¢ ksztatt widma CD polimeru na podstawie ksztattu pasm
absorpcyjnych monomerow. Oba te podejscia traktowane sg jako réw'nocenne
i dajace porownywalne wyniki. Jednak wydaje sie, ze model kwantowy, zwta-
SzCza W SWojej uproszczonej wersji zaproponowanej przez Tinoco i Johnsona [2],
pozwala na lepsze zrozumienie zjawiska dichroizmu kotowego polinukleotyddw.
Zgodnie z tym modelem dla kazdego przejscia polimeru ze stanu podstawowego
|0) do stanu wzbudzonego |A) sita skrecalnosci wynosi

RA= Im ROAmM 0A?
przy czym operatory dipoli j1 oraz m przej$cia w polimerze sg rozumiane jako
suma odpowiednich operatorow jti, oraz m, dla monomerow, stad
Aan= Im 2, <Ok, |A>] X <Al»iy|0>.
J

Poniewaz jednak magnetyczny dipol przejscia zwigzany jest przez operator
pedu z dipolem elektrycznym, to site skrecalnosci mozna zapisa¢ w postaci za-
leznej wytgcznie od tego ostatniego:

Roa Z* r L =2 RijiOMAKO”"A),

gdzie Ry jest wektorem odlegtosci miedzy $rodkami monomeréw i orazj, za$
VOA- czestotliwoscig przejscia. Aby obliczy¢ dang w ten sposéb site skrecalno-
Sci, trzeba zna¢ funkcje falowe stanow polimeru |0) i JA). Formalnie znajduje sie
je, rozwigzujac zagadnienie wiasne energii

H\K> = E\K)

dla hamiltonianu polimeru postaci H= 77° + V, gdzie 77° jest suma hamiltonia-
néw monomerow, V—sumaryczngenergigwzajemnych oddziatywan stanéw réz-
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nych monomeréw. W opisywanym modelu przyjmuje sie jednak rozwigzanie
przyblizone, w ktérym |K>jest komhinacja stanéw [a) monomeréw, do ktérych
w interesujgcym zakresie czestotliwosci nastepujg przejscia ze stanu podstawo-
wego. W ten sposob polimer ztozony z n monomeréw, z catkowitg liczbg przejs¢
na nich wynoszacg N, ma N roznych, pojedynczo wzbudzonych stanéw o funk-

cjach falowych

UK>=§C»,

gdzie caK sg wspotczynnikami rozwiniecia. Kazdy taki stan moze poza tym
oddziatywac¢ ze stanami wzbudzonymi spoza badanego zakresu czestotliwosci.
Wynikiem takiego mieszania sg funkcje falowe |2K). Ostatecznie wiec stany
polimeru mozna zapisa¢ jako

IK>-|1K) + [2K>,

a wyrazenie na site skrecalnosci dla przejscia 0 — K, w postaci
rk=~t ZRijiomimwm

- f Rij{fo\nAUO(m j#0 =Rk +RbD

Pierwszy sktadnik sumy opisuje wkiad pochodzacy od sprzegania sie elek-
trycznych dipoli przej$¢ indukowanych w danym zakresie czestotliwos$ci w mo-
nomerach. Poniewaz za$

(01jttjIK) = X c/jdiO\HiNia) = X ciaXHiDf,

wiec n

R~ -2c~ ?  ciaKcjb,KRijt*iOaR-jOb-

Drugi sktadnik opisuje udziat oddziatywan tych samych dipoli z pozostaty-
mi, indukowanymi poza badanym zakresem, gtéwnie w gtebokim UV. Oddziaty-
wania te mozna oszacowa¢ przyjmujac przyblizenie Kirkwooda [3], zgodnie
z ktdrym monomerj odczuwa pole Ejm zwigzane z przejéciem O ~ | jw mono-
merze / i reaguje na nie w stopniu zaleznym od swojej polaryzowalnosci a ' (ten-
sor polaryzowalno$ci zmodyfikowany jest w taki sposéb, zeby uwzgledniat wy-
facznie przejscia odpowiadajgce czestotliwosciom spoza badanego zakresu). Przy
takim zatozeniu

7 .
Rk = — A~A*A ¢y Colbj CVi0aE n aJflileR|.

Do otrzymania teoretycznego widma CD nie wystarczy jednak znajomos¢ sit
skrecalnosci poszczegdlnych sygnatow. Konieczne jest jeszcze zatozenie, ze
sygnaty te maja okreslony ksztatt. Jezeli ksztat ten opisa¢ funkcja czestotliwos-
ci v/(v - vK), to poszukiwane widmo daje sie przedstawi¢ w postaci
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£l ~CrV)=v%ZR Kf(v-vK),

gdzie sumowanie odbywa sie po wszystkich pasmach w danym zakresie.
Rozwiniecie wyrazenia (eL- £r(v)/v) w szereg Taylora wokot Sredniej czestotli-
wosci v w badanym zakresie (260 nm), a nastepnie uwzglednienie tylko dwoch
pierwszych cztonéw tego rozwinigcia, prowadzi do formuty opisujagcej widmo
W postaci:

£1 ~ £r(v) = j;/ /(v - V) Zvi0aEdiOaaj p,GeR j +

jw  3/(v-v)
2¢ dv ? N Aj0anijPi0aPjoOb tyoa.job’

przy czym nastepne cztony rozwiniecia sg pomijane, poniewaz ich udziat w po-
wstawaniu widma jest zaniedbywalnie maty.

Aby przedstawiona formuta byta uzyteczna, wielkosci wystepujace w niej
muszg da¢ sie zmierzy¢ doswiadczalnie lub obliczy¢ teoretycznie. Poniewaz
zasady nukleinowe utozone sg w helikalnym polinukleotydzie na tyle blisko
siebie, ze w ich wzajemnym oddziatywaniu wazny staje sie ksztatt pierscieni,
najlepsze do tego celu wydaje sie tzw. przyblizenie monopol-monopol [4]. Opiera
sie ono na zatozeniu, ze indukowane Swiattem przejscia do stanéw wzbudzonych
powodujg zmiany gestosci elektronowej w czasteczce. W zwigzku z tym elek-
tryczny dipol przejscia julla moze by¢ opisany przez rozktad czastkowych
tadunkéw p miedzy jej atomami (lub grupami atomoéw):

Llica=Z p ' CarJ,
S

gdzie indeks £ numeruje kolejne atomy monomeru i; p fa oznacza zatem mono-
pol atomu s monomeru i indukowany przejSciem 0 —» a, za$ rs- wektor potoze-
nia tego monopolu. W tym przyblizeniu pole odczuwane przez atom t monome-
ruj z powodu przejScia 0 —» a na monomerze i daje sie wyrazic¢ jako

energia oddziatywania miedzy dipolem przej$cia 0 — a na monomerze i a dipo-
lem przejscia 0 —» b na monomerzej:

?apjlb
Mbajob S

gdzie rstto odlegto$¢ miedzy atomem £ na 2a atomem t na j.
W podobny sposéb mozna przedstawi¢ polaiyzowalnos$¢ jako sume polary-
zowalnosci poszczego6lnych atoméw-

- 2k
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Ostatecznie formuta opisujgca widmo CD polinukleotydu przyjmuje postac.

0/ Sta

Ae=el-Erfv)=  f(y ~V)LZVioaL- fsi  PiOaPy*
jtv  df(y-v) P?aPiOb~_ .
2 3y ?J é:o M0c P ijPiCaPjCb-

Pierwsza suma w kazdym cztonie (po ij) oznacza, ze uwzglednione muszg by¢
wszystkie monomery i ich wzajemne oddziatywania. Przy zatozeniu, ze w gre
wchodzgjedynie cztery, najczesciej wystepujace w DNA i RNA zasady, w polinu-
kleotydzie istnieje 16 réznych typéw takich oddziatywan. W praktyce jednak, po-
niewaz sita skrecalnosci maleje z kwadratem odlegtosci, w sumowaniu tym
uwzglednia sie zasady potozone maksymalnie jeden obrét helisy nad i pod danym
monomerem. W ten sposdb, dla dupleksu o 10 zasadach na skret istnieje 41 oddzia-
tywarn zasad ze soba, ktére muszgbyé uwzglednione. Aby otrzymaé Ae na zasade,
trzeba policzy¢ 16 mozliwosci dla kazdego z tych 41 oddziatywan, zsumowac je
i podzieli¢ przez 16. Druga suma (po a lub ab) oznacza konieczno$¢ uwzglednie-
nia wszystkich przej$¢ na zasadach, wystepujgcych w badanym rejonie widma, naj-
czesciej miedzy 220 a 300 nm. Wreszcie, trzecie sumowanie (po st) odbywa sie po
wszystkich gtdwnych atomach (bez atoméw wodoru) tworzacych zasade.

Powyzsza formuta wymaga znajomosci wiasnosci optycznych wytgcznie za-
sad nukleinowych, poniewaz wptyw szkieletu fosforanowo-cukrowego jest pomi-
niety. Mozna ja jednak odpowiednio rozszerzy¢ w ramach tego samego formali-
zmu [5]. W ostatecznym wyrazeniu na dichroizm znajdzie sie wtedy trzeci wy-
raz, opisujacy oddziatywanie zasady z resztg fosforanowo-cukrowsg. Bedzie on
miat taki sam charakter jak ten opisujgcy oddziatywanie z reprezentowanymi
przez polaiyzowalnos$ci przejsciami w dalekim ultrafiolecie, poniewaz ani cukier,
ani grupa fosforanowa nie sg chromoforami w rejonie 200-300 nm. Okazuje sie
jednak, ze uwzglednienie tego wyrazu zmienia widma teoretyczne w minimal-
nym stopniu i nie wptywa na poprawe ich dopasowania do doswiadczalnych [5].
Dlatego tez z reguty udziat szkieletu fosforanowo-cukrowego jest pomijany
w obliczeniach, takze w innych podejsciach.

Zaktadajac, ze wiasnosci optyczne monomerdw sg znane, przyjmujac funk-
cje v/(v - vK) jako $rednig z widm absorpcyjnych zasad wystepujacych w poli-
merze i manipulujac tylko parametrami helikalnymi (uwiktanymi w odpowie-
dnich iloczynach wektorowych i skalarnych), mozna otrzymacé teoretyczne wid-
mo CD. Dotyczy to jednak tylko rejonu w poblizu 260 nm, poniewaz wokot tej
wiasnie dtugosci fali, jako odpowiadajgcej maksymalnej absorpcji w bliskim UV,
dokonuje sie rozwiniecia w szereg Taylora.

Bardziej rozwinietg formg teorii kwantowej jest metoda macierzowa. O ile
wersja zaproponowana przez Johnsona i Tinoco jest odmiang teorii zaburzen
pierwszego rzedu, to metoda macierzowa jest teorig zaburzen uwzgledniajaca po-
tencjaty oddziatywan miedzy dipolami, Mp wszystkich rzedéw [6, 7]. Hamilto-
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nian polinukleotydu jest w niej przedstawiany w postaci macierzy, ktérej elemen-
tami diagonalnymi sg energie przej$¢ w izolowanych monomerach, niediagonal-
nymi za$§ —energie sprzezen miedzy dipolami przejs¢ réznych monomeréw
i energie mieszania miedzy ré6znymi stanami tego samego monomeru. Te poten-
cjaty oddziatywan obliczane sg przy uzyciu przyblizenia monopol-monopol i ge-
ometrycznych wasnosci polimeru. Macierz hamiltonianu jest nastepnie diagona-
lizowana w celu uzyskania wartosci whasnych i wektorow witasnych dla przejsé
polinukleotydu jako catosci, przy czym wartosci wiasne odpowiadajg energiom
tych przejs¢, wektory wiasne za$ pozwalajg otrzymac kierunki ich dipoli. Na pod-
stawie tych danych dla kazdego przejscia polinukleotydu obliczana jest warto$¢
sity skrecalnosci. W tym miejscu konczy sie formalne podejscie kwantowo-
mechaniczne. Aby otrzyma¢ widmo CD, nalezy jeszcze zatozy¢, podobnie jak
w wersji opisanej wczes$niej, okreslony ksztatt pasma.

Metoda macierzowa jest z powodzeniem stosowana do obliczen dichroizmu
kotowego polipeptydéw [8]. Jednak w tym przypadku muszg by¢ uwzglednione
tylko dwie zmienne konformacyjne na ,,monomer” - katy e oraz yr[9]. Manipu-
lujgc nimi, w systematyczny sposob mozna bada¢ wszystkie mozliwe (i niemoz-
liwe) struktury helikalne polipeptydéw. Inaczej jest w przypadku kwasow nukle-
inowych, gdzie istnieje sze$¢ roznych katow okreslajgcych konformacje taicucha
fosforanowo-cukrowego (a, /?, %8, e, £) i dodatkowo kat torsyjny wokot wiaza-
nia glikozydowego (x) [10], Systematyczne badanie efektéw Cottona w funkcji
tych zmiennych konformacyjnych jest obecnie niewykonalne.

Klasyczne podejscie do aktywnosci optycznej kwasow nukleinowych [11]
wywodzi sie z teorii polaryzowalnosci sprzezonych oscylatoréw (ang. all order,
coupled oscillator polarizability iheory) rozwinietej przez deVoe [12, 13]. Zgo-
dnie z nig, kazde przejscie w monomerze reprezentowane jest przez jednowymia-
rowy oscylator zorientowany tak jak elektryczny dipol tego przejScia. Kazdy
oscylator ma charakterystyczngdla siebie zalezng od czestotliwosci polaryzowal-
nosc¢, ktéra decyduje o jego reakcji na Swiatto o danej dtugosci fali. Polaryzowal-
nos$¢ cc/(v) jest wielkoscia zespolona. Jej czes¢ urojona jest proporcjonalna do
£ (v), czyli intensywnosci pasma absorpcyjnego w danej czestotliwosci. Z kolei
cze$¢ rzeczywista polaryzowalno$ci zwigzanajest z pasmem absorpcyjnym prze-
ksztatceniem Kroniga-Kramersa. Aby uzyskaé¢ w tym podejsciu widmo CD, trze-
ba zna¢ kierunki poszczegélnych oscylatoréw i odlegtosci miedzy nimi oraz
ksztatt pasm absorpcyjnych monomerdw. Generalnie wyniki uzyskiwane tg me-
todg sg porownywalne do tych otrzymywanych w modelu kwantowym.

2. INTERPRETACJA WIDM
2.1. KONFORMACJA MONOMEROW

Widma teoretyczne dla wolnych monomerow —nukleozydéw i nukleotydow
—moga by¢ otrzymane zaréwno w modelu kwantowym [14-16], jak i klasycznym
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[17, 18]. W obu podejsciach zasada traktowana jest jako gtéwny chromofor,
a reszta cukrow a (fosforanowo-cukrowa) jako zaburzajgcy go podstawnik. Przy
ograniczeniu rozwazan do (3-anomeréw, parametrem geometrycznym, ktéry
w najwiekszym stopniu wptywa na ksztatt widma teoretycznego, jest kat torsyj-
nv N wokot wigzania glikozydowego. Np. dla adenozyny i deoksyadenozyny,
jesli przyjmie sie warto$¢ tego kata charakterystyczng dla geometrii; A-RNA
(j = 166°) to zlokalizowany przy 260 nm sygnat jest ujemny, natomiast dla
B-DNA (x = 98°) - dodatni [17]. Obecno$¢ lub brak grupy 2'-hydroksylowej
wplywa na intensywnosc¢ tego sygnatu, jednak generalny wzor zmian wywotywa-
nych rotacjg zasady jest taki sam dla obu nukleozyddw. Rotacja woko6t wigzania
C4-C5 nie ma efektu spektralnego, podobnie jak zmiana konformacji cukru
z 2'-endo na 3'-endo [16, 17].

Nie jest mozliwe bezposrednie poréwnanie teoretycznych widm monomeréw
z doswiadczalnymi, poniewaz te ostatnie sg rezultatem ztozenia widm dla wielu
réznych konformerow realnie wystepujacych w roztworze. Dopiero uwzglednie-
nie wynikow obliczen rozktadu prawdopodobiefAstwa energii konformacyjnej
[18] prowadzi do widm w duzej mierze zgodnych z doswiadczeniem [17]. W tym
kontekscie, stosowana czasem w celu uzyskania ,,czystych” efektow, tj. pocho-
dzacych wylgcznie od oddziatywania zasad miedzy sobg, procedura odejmowa-
nia widma mieszaniny monomeréw od widma polinukleotydu okazuje sie niewta-
Sciwa. Widma wolnych monomerdw nie sg bowiem dobrym przyblizeniem udzia-
tu ich wiasnego dichroizmu w catkowitym CD polinukleotydu.

2.2. ROZNICA MIEDZY WIDMAMI CD DLA DNA | RNA

Widma CD statystycznego, dwuniciowego DNA i RNA réznig sie wyraznie
charakterem (rys.t). Réznice te skoncentrowane sg w rejonie 260 nm, tj. maksi-
mum absorpcji polinukleotydéw. W roztworach wodnych widmo DNA zawiera
w tym rejonie dwa pasma o prawie jednakowej intensywnosci, ale przeciwnym
znaku, potozone symetrycznie po obu stronach 260 nm. W podobnych warunkach
widmo RNA charakteryzuje sie obecnoscig intensywnego dodatniego sygnatu bli-
sko maksimum absorpcji i duzo stabszego ujemnego przy krétszych dtugosciach
fali. W przeciwienstwie do DNA suma sit skrecalnosci tych pasm nie jest rdwna
zeru i widmo okre$lane jest mianem niekonserwatywnego. W przesztoSci przy-
czyn niekonserwatywnos$ci upatrywano w obecnosci dodatkowego centrum asy-
metrii zwigzanego z grupg 2'-hydroksylowg [22]. Dopiero jednak kwantowa teo-
ria aktywnosci optycznej zaproponowana przez Johnsona i Tinoco [2] pozwolita
znalez¢ rozwigzanie tego problemu. Zgodnie z nig, jak przedstawiono uprzednio,
na widmo CD polinukleotydu sktadajg sie dwa udziaty. Jeden z nich pochodzi od
dynamicznego sprzegania sie dipoli przejs¢ n —n* miedzy sobg, czyli od sprze-
zenia ekscytonowego. Sprzezenie to generuje uktad pasm, dla ktérych suma sit
skrecalnosci powyzej 220 nm jest rowna zeru, a wiec odpowiada za konserwa-
tywny charakter widma. Drugi udziat pochodzi od oddziatywania tych samych di-
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Rys. 1. Widma CD dwuniciowej helisy RNA (A-RNA) i DNA (B-DNA) o statystycznej sekwencji

poli z reprezentowanymi przez polaryzowalnos$ci dipolami wysokoenergetycz-
nych przejs¢ ponizej 220 nm. Oddzialywania te prowadzg do sygnatéw, dla
ktérych suma sit skrecalnosci powyzej 220 nm nie jest rOwna zeru, i stanowig
niekonserwatywny wkitad do widma. O tym, ktéry z tych dwéch udziatdw prze-
waza, decyduje geometria helisy. W prawoskretnym dupleksie pewne utozenia di-
poli przejs¢ k — TT* oddziatujagcych z dipolami przej$s¢ powyzej 220 nm powo-
duja, ze sktadnik niekonserwatywny wnosi pozytywny wktad do widma, inne, ze
negatywny [23]. Jednym z parametrow geometrycznych, ktére majgna to wplyw,
jest nachylenie ptaszczyzny zasad w stosunku do osi helisy (ang. tilt). Dla helisy
z zasadami prostopadtymi do osi czesé sygnatow generowanych przez te oddzia-
tywania znosi sie wzajemnie, podczas gdy w przypadku zasad nachylonych wiek-
szo$¢ utozen dipoli daje wkiad pozytywny [2, 24]. To jednak nie tilt decyduje
ostatecznie o charakterze widma statystycznego DNA i RNA, tylko odlegtos¢ pa-
ry zasad od osi helisy, Dx. Jezeli parametr ten zdefiniowac jak na schemacie 1,
to poszczego6lnym formom, zidentyfikowanym krystalograficznie, odpowiadajg
wartosci [25]:

A-RNA Dx=49A,
B-DNA Dx=0,0 A,
C-DNA Dx=-\,5 A,
A-DNA Dx=51A.
Rozwazania teoretyczne wykazaty, ze sukcesywne zmniejszanie wartosci DX,

nawet przy zatozeniu zerowego nachylenia, zmienia widmo z pozytywnie niekon-
serwatywnego, charakterystycznego dla formy A-RNA i A-DNA, przez konser-
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watywme dla B-DNA, do negatywnie niekonserwatywnego dla C-DNA [25]. Za
opisare zmiany charakteru widma odpowiedzialny jest. podobnie jak w przypad-
ku niezerowego nachy lenia, cho¢ na wieksza skale, brak znoszenia sie sygnatow
pochodzacych od oddziatywan z kolejnymi sasiadami, znajdujacymi sie nad i pod
dang zasadg [25]. Przy dodatnich wartosciach Dx wypadkowy wkiad, wynikaja-
cy z oddziatyw an dipoli przejs¢ n — n* z dipolami przej$¢ powyzej 220 nm, jest
pozytywny, dla Dx=0 jego sktadowe pozytywne i negatywne znoszg sie nawza-
jem, za$ dla wartosci ujemnych dominujg te ostatnie. Okazuje sie przy tym, ze
w formie A helisy, dla maksymalnie odsunietych od osi zasad, oddziatywania
z drugimi i trzecimi sgsiadami wnoszg w sumie wiekszy wktad do widma niz od-
dziatywania z najblizszymi sgsiadami [2], Dzieje sie tak, poniewaz drugich i trze-
cich sgsiadow jest razem osiem (najblizszych tylko piec) i chociaz zasade dzielg
od nich wigksze odlegtosci, to oddziatywania z nimi wcigz sg wystarczajaco sil-
ne, aby, jesli sie sumujg dawaé¢ znaczacy wktad do widma. W miare zblizania sie
do osi helisy od strony dodatnich wartosci Dx rola oddziatywan z drugimi i trze-
cimi sgsiadami maleje, poniewaz sygnaty7generowane przez te oddziatywania
znoszg sie w coraz wiekszym stopniu. Gdy zasady znajdg sie na osi helisy, to
gtéwny udziat w powstawaniu CD majg oddziatywania najblizszych sgsiadow
dajace widmo konserwatywne. Dalsze przesuwanie zasad generuje negatywnie
niekonserwatywne widmo o matej intensywnos$ci, utozsamiane w przesztosci
z C-DNA [20]. Rosnacy udziat oddziatywan z drugim i trzecim sgsiadem, tym
razem o charakterze negatywnym, znosi dodatnie pasmo w rejonie 270 nm, be-
dace wynikiem oddziatywan najblizszy ch sasiadow. Okazuje sie zatem, ze stoso-



DICHROIZM KOLOWY KWASOW NUKLEINOWYCH 215

wane czesto do interpretacji widm CD tzw. przyblizenie najblizszego sasiada [26]
me w kazdym przypadku jss’ wiasciwe.

Widma statystycznego DNA i RNA przewidywane przez teorie Tinoco dos¢
dobrze zgadzajg sie z realme obserwowanymi widmami w niskim stezeniu soli
i neutralnym pH. Chociaz obliczone potozenie pasm niedoktadnie odpowiada war-
tosciom doswiadczalnym, to ich liczba i znak' sg wiasciwe [2. 24. 25]. Teoria po-
prawnie rowniez przewiduje matg intensywnos$¢ widm DNA w stosunku do RNA.
Sukcesy te wynikajg z faktu, ze sekwencje zawierajgce staty styczny rozktad zasad
generujg duzg liczbe sygnatow, z ktory ch wiekszos$¢ znosi sie nawzajem. W rezul-
tacie wy padkowe widmo daje s;e przyblizy¢ sumgtylko dwdéch opisanych tu udzia-
téw. Rozwinieta postac teorii kwantowej, jaka jest wspomniana metoda macierzo-
wa. pozwala na prawie ilosciowe odtwarzanie widm doswiadczalnych takich se-
kwencji [7]. Zgodnos¢ z doswiadczeniem osiggana jest przy zatozeniu geometrii
A-RNA. A-DNA lub B-DNA i uzyciu wspotrzednych atomowych pochodzacych
z dyfrakcji rentgenowskiej odpowiednio zorientowanych widkien.

2.3. POLINLKLEOTYDY O PROSTYCH SEKWENCJACH

Polinukleotydy o sekwencjach sktadajacych sie zjednej lub dwdch zasad ma-
ja specyficzne widma CD o duzej intensywnosci. Z jednej strony jest to rezuhat
mniejszej iloSci oddziatywan, a wiec mniejszej mozliw oSci znoszenia sie sygna-
tdéw; z drugiej za$ - czesto nietypow ej geometrii helisy. Zdolnos¢ do teoretycz-
nego odtwarzania tych widm stanowi sprawdzian mozliwosci interpretacyjnych
proponowanych teorii. Niestety, jego wynik dla zadnej z nich nie jest zadowala-
jacy [2. 7. 27], W przypadku niektorych sekwencji zgodno$¢ z doSwiadczeniem
jest wystarczajgca, dla innych nie ma jej wcale. Na przykiad przy zatozeniu
geometrii A-helisy uzyskane klasyczng metoda sprzezonych oscylatoréw widmo
dupleksu poli[A] poli[U] poprawnie oddaje potozenie i znak sygnatéw, podczas
gdy uzyskane w analogiczny sposéb widmo poli[AU] bardzo odbiega od do-
Swiadczalnego [27], Prawdopodobnie oznacza to. ze konformacja obu dupleksow
rézni sie znacznie, a w szczegolnosci, ze struktura polifAU] w roztworze nie jest
w dostatecznym stopniu przyblizana przez wspdtrzedne stanu statego.

Stosunkowo najlepsze wyniki udato sie osiggna¢ w przypadku sekwencji po-
li[G] i poli[d(G)]. Wiadomo, ze nawet krotkie oligonukleotydy zawierajace nie-
przerwane ciggi guanin majg tendencje do tworzenia struktur czteroniciowych,
zwanych tetrapleksami. o charakterysty cznym widmie CD (rys. 2). Uwzglednie-
nie tego faktu w obliczeniach, przez przyjecie geometrii czteroniciowej, prawo-
skretnej helisy [28] umozliwito interpretacje widm doswiadczalnych takich
sekwencji. Graficzne ztozenie w okreslonym stosunku widm teoretycznych dla
pojedynczej nici i tetrapleksu dato bowiem w rezultacie wypadkowe widmo
zgodne z obserwowanym doswiadczalnie [18], Stosunek tego ztozenia moze
odpow iadaé¢ realnemu udziatowi kazdej z form w7roztworze.
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Rys. 2. Widmo CD czteroniciowej helisy o rownolegtym utozeniu nici, zwanej tetrapleksem réwno-
legtym

2.4. Z-DNA

Szczeg6lnym przypadkiem polinukleotydu o prostej sekwencji jest po-
li[d(GC)]. W zaleznosci od sity jonowej Srodowiska moze on istnie¢ w roztwo-
rze w postaci dwoch konformacji: standardowej, prawoskretnej helisy typu
B-DNA w niskim stezeniu soli i formy lewoskretnej - w wysokim. Dajg sie one
fatwo odrdznié, poniewaz przejécie konformacyjne miedzy nimi wywotuje in-
wersje widma CD [29] (iys. 3).

Istniejg™ liczne dowody na to, ze struktura lewoskretnej helisy, okreslona
w sposéb absolutny dla krysztatu d(CG)3 [30], rzeczywiscie odpowiada struktu-
rze obecnej w roztworze [31-34]. Dlatego tez wydaje sie ona szczegdlnie do-
brym modelem do obliczeh teoretycznych. Niestety, w ramach zadnego podej-
Scia nie udato sie uzyskac efektu odwrocenia widma [7, 35, 36], Zastosowanie
w obliczeniach wspotrzednych dyfrakcyjnych formy Z-DNA prowadzi bowiem
do dobrej zgodnosci z widmem doswiadczalnym, ale formy prawoskretne;j.
SzczegOlny problem stanowi ujemne maksimum w rejonie 295 nm, kt6érego ist-
nienia nie przewiduje zadna z teorii bez wzgledu na uzywany zestaw parame-
trow dla przejs¢ n —n*. Wyjasnieniem takiego stanu rzeczy moze byc¢ zatoze-
nie, ze sygnat ten odpowiada przejsciu prostopadtemu n —Ti*. Przejscia takie
z reguty nie sg uwzgledniane w obliczeniach; z jednej strony, z powodu wyso-
kiego stopnia niepewnosci zwiazanego z ich okres$leniem, z drugiej za$, z powo-
du minimalnego wptywu na ksztatt widm polinukleotydow w bliskim ultrafiole-
cie [18, 37]. Jednak chociaz pominigecie ich nie ma istotnego wptywu na widma
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Rys. 3. Widma CD poli[d(CG)] w obecnosci 0,1 M (linia ciggta) i 3 M NaCl (linia przerywana)

CD formy prawoskretnej, to niekoniecznie tak samo musi by¢ w przypadku for-
my lewoskretnej. Badania Z-DNA przy uzyciu spektroskopii w podczerwieni
i ramanowskiej wykazaty istnienie w cytozynie przejscian —n* w rejonie 280-
300 nm zwigzanego z tlenem karbonytlownym 02 [38], co bardzo dobrze zgadza
sie z przewidywaniami teoretycznymi, lokalizujagcymi wiasnie na tym atomie
orbital niewiazacy o najwyzszej energii [39], Przejscie to moze sie ujawnic
w przypadku formy lewoskretnej, poniewaz atomy tlenu 02 kolejnych cytozyn
potozone sg w niej bardzo blisko osi helisy i prawie doktadnie jeden nad drugim
[30], Takie utozenie powoduje, ze odlegtosci miedzy dipolami przej$¢ prostopa-
dtych sg niewielkie, co sprzyja ich sprzeganiu sie, dajgc prawdopodobnie efekt
spektralny w postaci wspomnianego ujemnego maksimum w 295 nm. Fakt ten
nie jest jednak wykorzystywany wprost w obliczeniach teoretycznego widma
Z-DNA, a w dyskusjach pojawia sie raczej jako jedna z mozliwosci, ktérg nale-
zatoby uwzgledni¢, aby uzyskaé efekt inwersji [36].

2.5. DYSKUSJA

Pierwszym warunkiem, ktory musi spetnia¢ kazda teoria, majaca na celu po-
wigzanie wiasciwosci optycznych czasteczki z jej whasciwosciami geometryczny-
mi, jest zdolno$¢ do odtwarzania, z rozsgdng doktadnoscig, widm doswiadczal-
nych czasteczek o znanej strukturze przestrzennej. Dlatego tez w badaniach kwa-
sow nukleinowych podstawe obliczen stanowia z reguly wspo6trzedne atomowe
uzyskane z pomiaréw dyfrakcyjnych zorientowanych widékien i pojedynczych
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krysztatow DNA i RNA. Podejscie takie opiera sie na zatozeniu, ze struktury
kwasow nukleinowych w roztworze i w stanie statym sg takie same. Nie zawsze
jednak jest ono stuszne, czego przyktadem moze by¢ forma C-DNA. Zostata ona
opisana dla wiékien DNA, jako struktura wystepujaca przy niskiej wzglednej wil-
gotnosci, 44-66%. Jej charakterystyczne cechy to: przesuniecie osi helisy w kie-
runku matej bruzdy, $rednio 9,33 zasady na skret, oraz nachylenie ptaszczyzny
pary komplementarnej w stosunku do osi wynoszgce ok. —8° [10]. Zastosowanie
wspotrzednych krystalograficznych pozwolito uzyska¢ widma teoretyczne o cha-
rakterze zblizonym do eksperymentalnych widm DNA w wysokim stezeniu soli,
np. 4,5 M LiCl [37], ale zgodno$¢ ta okazata sie pozorna. Pézniejsze badania za-
kwestionowaty wystepowanie formy C-DNA w roztworze, pokazaty bowiem, ze
w takich warunkach podstawkowe parametiy geometryczne helisy wcigz odpowia-
daja strukturze typu B-DNA [40, 41].

Generalnie, problem stosowalnosci wspétrzednych stanu statego w odniesie-
niu do struktur obecnych w roztworze dotyczy w wiekszej mierze DNA niz RNA.
Konformacja DNA silniej bowiem zalezy od sekwencji i warunkoéw $rodowiska,
wykazujac znacznie wiekszg zmiennos$¢. Wrazliwos$é widm teoretycznych DNA
na bardzo mate zmiany w utozeniu zasad, np. w formach Z', Zh Zu [35], sugeru-
je, ze nawet niewielkie réznice miedzy strukturg krysztatu a tg obecng w roztwo-
rze mogg wptywac na dopasowanie widm teoretycznych do realnie obserwowa-
nych.

Niewatpliwie zasadnicze znaczenie dla wiarygodnosci interpretacji widm CD
majg poprawne parametry przejs¢: wielkos¢ i kierunek dipoli dla przejs¢
oraz polaryzowalnosci dla wiazan generujacych przejscia w dalekim ultrafiolecie.
Metodg szczegblnie wrazliwg na wybor parametréw dla tych ostatnich jest me-
toda macierzowa [7, 36]. Z kolei przejscia prostopadte do ptaszczyzny zasad sg
standardowo pomijane, jako bardzo niepewne, przez wszystkie metody oblicze-
niowe. Reguta ta moze by¢ jednak w pewnych warunkach zrédiem istotnego
btedu, jak to prawdopodobnie sie dzieje w przypadku lewoskretnego dupleksu
czyli Z-DNA.

Oprécz geometrii i parametrow przejs¢, takze zastosowana w obliczeniach
efektywna stata dielektryczna ma znaczenie dla stopnia dopasowania miedzy
widmami teoretycznymi i doswiadczalnymi [36]. Uwzglednienie tej wielkosci
jest niezbedne przy szacowaniu energii oddziatywania przez przestrzen miedzy
dipolami przej$¢ indukowanymi na roznych zasadach. Z reguty przyjmuje sie sta-
13 jej wartos¢ dla wszystkich sprzezen. Najczesciej jest to warto$é 2,0, chociaz
zdarza sie nawet 4,0 [7, 11, 18, 27]. W ciekawym podej$ciu zaproponowanym
przez Callahana i wsp. [35] efektywna stata dielektryczna zmienia sie periodycz-
nie od 0,0 do 4,0, w zaleznos$ci od odlegtosci dzielacej sprzegajace sie dipole.
Chociaz to ostatnie rozwigzanie wydaje sie bardziej rozsadne z fizycznego punk-
tu widzenia, nie zmienia faktu, ze warto$¢ zaktadanej statej dielektrycznej pozo-
staje zawsze w jakim$ stopniu dowolna.
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PODSUMOWANIE

Pierwotng przyczyna rozwoju teoretycznej interpretacji widm CD kwasow
nukleinowych byta potrzeba uzyskania informacji o absolutnej konformacji
przyjmowanej przez nie w roztworze. Poniewaz ksztatlt widma CD w bezposre-
dni sposob zalezy od tej konformacji, rozsgdne wydawato sie zatozenie, ze przy
stale rosnacej sile obliczeniowej komputer6w uda si¢ najego podstawie otrzymac
potrzebne parametiy geometryczne. Analizowany system okazat sie jednak zbyt
ztozony i zawierajacy zbyt wiele zmiennych, ktérych wariacje nalezatoby syste-
matycznie uwzgledniaé w procesie dopasowywania wynikéw' teoretycznych do
doswiadczalnych. Dlatego tez interpretacja taka nigdy wiasciwie nie wyszta po-
za préby uzgodnienia widm przewidywanych przez teorie z realnie obserwowa-
nymi widmami dobrze opisanych struktur, jak np. Z-DNA. Od obowigzku dostar-
czania absolutnych danych strukturalnych uwolnit metode CD gwuttowny rozwoj
magnetycznego rezonansujagdrowego (NMR), pozwalajacego na uzyskiwanie in-
formacji o wartosci porownywalnej z wynikami kiystalograficznymi.

Niezaprzeczalng korzys$ciag ptynaca z teoretycznych analiz widm CD kwaséw
nukleinowych byto powigzanie pewnych zmian parametrow helikalnych z kon-
kretnymi efektami spektralnymi, dajgce w rezultacie petniejsze zrozumienie zja-
wisk odpowiedzialnych za powstawanie widm o okreslonym ksztatcie. Chociaz
bowiem pierwotny cel tych analiz nie zostat osiggniety, to spektroskopia CD ja-
ko metoda badan strukturalnych kwaséw nukleinowych nie odeszta w zapomnie-
nie. Zamiast jednak przyblizonej informacji absolutnej dostarcza teraz doktad-
nych danych o zmianach konformacyjnych. Ma tu zastosowanie generalny wnio-
sek wynikajagcy z rozwazan teoretycznych o nierozerwalnym zwigzku miedzy
ksztattem widma CD i konformacjg przyjmowang przez DNA czy RNA w roz-
tworze. Poniewaz konformacja ta bardzo silnie zalezy od warunkéw $rodowiska,
takich jak sitajonowa czy temperatura, badanie wptywu tych czynnikéw na wid-
ma CD dostarcza istotnych informacji na temat zachodzacych w niej zmian. ROw-
nie waznym zastosowaniem spektroskopii dichroizmu kotowego kwaséw nukle-
inowych jest przyblizona identyfikacja okreslonych struktur. Dokonuje sie jej
przez porownanie widm polinukleotydu o nieznanej konformacji z widmami, dla
ktérych dokonano juz korelacji z wynikami uzyskanymi takimi metodami, jak
NMR i metody rentgenostrukturalne. W ten sposéb mozna np. stwierdzié, czy ba-
dany polinukleotyd przyjmuje strukture trypleksu albo tetrapleksu.

Obecnie gtownie dwie cechy spektroskopii CD powoduja, ze zainteresowa-
nie nig nie stabnie zaréwno w badaniach kwaséw nukleinowych, jak i innych bio-
molekut. Pierwszgjest niezwykta wrazliwos¢ widm na zmiany konformacyjne,
druga natomiast —niewielkie wymagania odnosnie do ilosci potrzebnej materii
i prostota samego pomiaru. Nie wyklucza sie jednak, ze wcigz rosngca moc obli-
czeniowa komputeréw umozliwi w przysztosci jednoczesne uwzglednienie
wszystkich parametrow' okreslajgcych konformacje helisy, a takze przejsé prosto-
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padtych do ptaszczyzny zasad. Mogtoby to spowodowac powro6t idei uzyskiwa-
nia na podstawie widm CD danych o charakterze absolutnym. Wspomniana
wczesniej technika NMR obarczona jest bowiem istotnymi ograniczeniami wy-
nikajacymi z samej istoty wykorzystywanego w niej zjawiska, a wiec niemozli-
wymi do ominiecia. Jezeli badana sekwencja nukleotydowa jest zbyt homogen-
na, np. zawiera dtugi cigg identycznych reszt nukleotydowych, to niemozliwe sta-
je sierozroznienie sygnatdw pochodzacych od kolejnych zasad, a w konsekwen-
cji - rozwigzanie struktury. W przypadkach, gdy mozna tego rozrdznienia
dokonac¢ i odlegtosci zostajg okreslone, wcigz pozostaje jeszcze koniecznos¢ za-
tozenia okre$lonego modelu strukturalnego, do ktérego ewentualnie bedg one pa-
sowac. Mozna sobie zatem wyobrazi¢, ze dalszy rozwdj teoretycznej interpreta-
cji widm CD wypetni istniejgce luki w okreslaniu struktury kwaséw nukleino-
wych w roztworze.
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ABSTRACT

Urea is a ubiquitous compound in nature. It is formed in large amounts as the
end product of the catabolism of nitrogen-containing compounds by most of the
terrestrial animals, and used in agriculture as the most common fertilizer. If it
were not for its enzymatic hydrolysis that is 1014times faster than the nonenzy-
matic degradation, urea would rapidly accumulate in nature causing serious envi-
ronmental problems. The hydrolysis of urea is catalyzed by urease (urea amido-
hydrolase EC 3.5.1.5) [1], an enzyme widely distributed in bacteria, fungi, algae,
some invertebrates and higher plants, the first enzyme ever crystallized (1926) [2]
and the first one shown to contain nickel in its active site (1975) [3]. The products
of the hydrolysis are ammonia and carbamate, the latter spontaneously decom-
posing to ammonia and carbonic acid in an uncatalyzed reaction. The products
generate an increase in pH. Despite extensive research to date the mechanism of
urease action has not been fully elucidated [25a, 554],

The negative effects ofboth ammonia and the reaction-generated increase in
pH brought about by urease activity have profound medical and agricultural
implications [54], Several ureolytic bacteria have been recognized as pathogenic
factors in human/animal infections of urinary and gastrointestinal tracts. In the
former they are involved in the urinaiy stone formation, catheter encrustation and
pyelonephritis, and in the latter in chronic active gastritis, peptic ulcers, both
caused by Helicobacter pylori, and in hepatic coma. In agriculture urease is
essential for converting urea-based fertilizers to utilizable ammonia. Too rapid
a hydrolysis, however, results both in plant damage by ammonia toxicity and in
the alkalization of soil and finally in the loss of nitrogen by ammonia volatiliza-
tion, thus creating severe environmental and economic problems. To combat
these undesirable ureolytic effects the use ofurease inhibitors has been proposed.
Final elucidation of the structure of the urease active site and of its catalytic
mechanism will substantially facilitate the design of effective urease inhibitors at
a molecular level, thus replacing tedious kinetic screening.

This paper summarizes the established knowledge on urease and reviews the
recent findings on the enzyme.
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KROTKA HISTORIA

Ureaza (amidohydrolaza mocznikowa EC 3.5.1.5), enzym o0 ogromnym zna-
czeniu w medycynie, rolnictwie i zastosowaniach analitycznych, ma dtugg i cie-
kawa historie. Wyznaczajgjg nastepujgce wydarzenia naukowe: w 1889 r. enzym
rozpoznany jako katalizator przemiany mocznika w amoniak otrzymuje nazwe
ureaza [1], w 1926 r. James Sumner wyodrebnia ureaze w postaci krystalicznej
[21 w 1975 r. Dixon i wsp. wykazujg obecno$¢ w centrum aktywnym ureazy jo-
now' Ni(ll) [3], w 1988 r. Takishima i wsp. ustalajg sekwencje aminokwasowa
ureazy [4], w 1995 r. Jabri i wsp. okre$lajg strukture krystaliczng i budowe cen-
trum aktywnego enzymu [5], aw latach 1998-2001 Benini i wsp. okre$lajg struk-
tury krystaliczne kompleksow ureazy z wybranymi inhibitorami [6-9]. 75 lat od
wyodrebnienia enzymu, wypetnionych ogromng liczbg badan nie zamkneto jed-
nak historii ureazy - do dzi$ nie ma zgody, jak wyglgda mechanizm katalityczny
enzymu.

Dwa z tych wydarzen, krystalizacja oraz wykrycie niklu, wpisujg ureaze
w poczet substancji o historycznym znaczeniu w rozwoju biochemii. Ureaza z na-
sion kanawalii mieczoksztattnej (Canavalia ensifomis), rosliny straczkowej zna-
nej w literaturze pod nazwa angielskayccA: bean, byta pierwszym w historii en-
zymem otrzymanym w postaci krystalicznej, co dowiodto, ze enzymy majg bu-
dowe biatkowg. Dokonanie Sumnera z 1926 r. [2], poczatkowo przyjete ze scep-
tycyzmem, w peini uznano dopiero w 1946 r., przyznajagc uczonemu Nagrode
Nobla. Ureaza zjack bean byta réwniez pierwszym w historii biatkiem, w ktérym
stwierdzono obecnos¢ niklu [3], Odkrycie to wykazato biologiczna aktywnos$¢ te-
go metalu - do tego czasu bowiem uwazano, ze nikiel, oprécz swojej toksyczno-
Scr dla organizmow zywych [10-12], nie ma znaczenia biologicznego. Ze wzgle-
du na to, ze toksycznos¢ niklu polega przynajmniej cze$ciowa na jego tgczeniu
sre z DNA i w konsekwencji na wywotywaniu zmian mutagenetycznych, znale-
zienie Nijako Sladowego pierwiastka odgrywajgcego istotng role w biologii bak-
terii, grzybow, alg i roslin wyzszych byto zdumiewajgce. Otworzyto ono nowa
dziedzine okreslang jako chemia bionieorganiczna niklu. Obecnie znanych jest
7 enzymow zawierajacych nikiel: ureaza, hydrogenaza, reduktaza metylokoenzy-
mu M, dehydrogenaza tlenku wegla, syntaza acetylokoenzymu A, dysmutaza po-
nadtlenkowa i glioksaza I. Ich omdéwienie i prace zrodtowe znalez¢ mozna
w przeglagdowych artykutach [13-25a], Z wyjatkiem ureazy i glioksazy I, ostatnio
odkrytej liazy [26], wszystkie pozostate enzymy uczestniczg w reakcjach redoks.
Ureaza jest natomiast jedyng znana hydrolazg niklowa i dlaczego witasnie
nikiel(ll) jest jej czeScig, a nie wystepujacy czesto w hydrolazach cynk(ll) [27],
pozostaje nadal niewyjasnione.

W historii badan nad ureaza wyodrebni¢ mozna dwa okresy: 1) badan nad
ureazami roslinnymi, rozpoczetych przez Sumnera w 1926 r. krystalizacjg urea-
zy zjack bean [2], na ktére sktadajg sie gtéwnie pionierskie prace Sumnera [2,
28, 29], dalej Kistiakowsky’ego i wsp. [30-35] i Zemera i wsp. [3, 36-45] oraz
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2) pézniejszych badan nad ureazami bakteryjnymi, rozpoczetych przez Larsona
i Kallio w 1954 r. wyodrebnieniem pierwszej ureazy z bakterii Bacillus pasteu-
rii [46], badan do ktérych nalezg prace Hausingera i wsp. nad ureazg z bakterii
Klebsiella aerogenes [5, 47-55a] i ostatnio prace Beniniego i wsp. nad ureaza
z bakterii Bacillus pasteurii [6-9, 56-58],

REAKCJA KATALITYCZNA UREAZY

Ureaza katalizuje reakcje hydrolizy mocznika do amoniaku i kwasu kar-
baminowego [43], ktory nastepnie ulega spontanicznemu rozktadowi do drugiej
czasteczki amoniaku i kwasu weglowego. Uwolniony kwas weglowy i 2
czasteczki amoniaku w roztworze wodnym pozostajg w rownowadze ze swoimi
jonami, co powoduje, ze sumaryczna reakcja podnosi pH $rodowiska [55]:

HAN-CO-NH2+H20 NH3+ h2n- co- oh,
hZn- co- oh +h2 ->nh3+ h2co3

H2C03+ H20 «» H++ HCO03-,

2NH3 + 2H20 «» 2NH4~+ 20H".

Reakcja enzymatyczna jest pozornie prosta, ale w istocie aktywacja i hydro-
liza wigzania amidowego nie sg zadaniem trywialnym. Z powodu wysokiej ener-
gii rezonansowej (30-40 kcal/mol) [50] mocznik jest zwigzkiem bardzo trwatym,
a ponadto formy rezonansowa mocznika zmniejszajg elektrofilowos¢ jego wegla
karbonylowego, sprawiajac, Ze jest on mniej podatny na atak nukleofilowy [50,
59]. Nieenzymatycznej hydrolizy mocznika nigdy nie zaobserwowano [37]. Na
sposéb nieenzymatyczny mocznik ulega powolnemu rozpadowi wrreakcji elimi-
nacji do amoniaku i kwasu cyjanowego z czasem pottrwania 3,6 roku niezalez-
nie od pH w zakresie 2-12 [37, 41]. Reakcja tajest 1014razy wolniejsza od hy-
drolizy katalizowanej przez ureaze [36].

ZNACZENIE BIOLOGICZNE UREAZ

Mocznik jest gtdwnym azotowym produktem koAcowym przemiany materii
wiekszosci zwierzat i dlatego jest on zwigzkiem wystepujagcym powszechnie
w glebach, wodach i innych czesciach srodowiska naturalnego [54, 55]. Nieen-
zymatyczny rozktad mocznika jest powolny [36, 37], co oznacza, ze bez innego
skutecznego sposobu degradacji nastgpitaby w przyrodzie jego szybka akumula-
cja. prowadzac do powaznych problemow $rodowiskowych [58], Przypuszcza
sie, ze szerokie rozpowszechnienie ureazy jest przynajmniej czesciowo odpowie-
dzig przyrody na ,,wszechobecno$¢” mocznika [60]. Ureaza wystepuje w wielu
bakteriach, grzybach, niektoérych bezkregowcach, algach i roslinach wyzszych
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[16. 29. 54. 55. 61] oraz w glebie jako tzw. ureaza glebowa [62-64], Dzieki te-
mu rozpowszechnieniu odgrywa Wazng role w obiegu azotu w przyrodzie. Dla
bakterii hydroliza mocznika stanowi gtowne zrédto pozyskiwania azotu do wzro-
stu [29. 60]. Rosliny natomiast nie przyswajajg mocznika i rola, jakg w nich od-
grywa ureaza, nie jest doktadnie okreslona - -przypuszcza sie, ze enzym stuzy ro-
$linie do pozyskiwania azotu z mocznika powstatego w przemianach katabolicz-
nych zwigzkow azotowych: ureiddéw, guanidyn i puryn [61, 65, 66] lub do uzy-
cia azotu z zasobdw mocznika zakumulowanych w ro$linie w okresie
kietkow ania [67]. Sposrod roslin wyzszych szczeg6lnie wysoka zawarto$cig ure-
azy charakteryzujg sie rosliny straczkowe [29], Najbogatsze w ureaze sg nasiona
kanawalii mieczoksztattnej tang. jack bean), rosliny uzytkowej z rodziny bobo-
watych. w ktérych enzym stanowi 0,15% suchej masy, i dlatego sg one tradycyj-
nie najlepszym zrédtem otrzymywania ureazy. Nasiona soi zawierajg natomiast
0,012% ureazy.

Wsrod bakterii ureolitycznych szczeg6lne zainteresowanie budzg bakterie
patogenne dla ludzi i zwierzat. Kolonizujg sie one tatwo w tych organizmach ze
wzgledu na dostepno$é mocznika. U ssakdw mocznik produkowany jest wilwag-
trobie, z krwig przenoszony do nerek, skad wydalanyjest z moczem [60, 68]. Do-
rosty cztowiek wydala ok. 10 kg mocznika rocznie. Stezenie mocznika wlosoczu
zdrowego cztowieka wynosi 1-10 mM, a wimoczu ok. 0,5 M [68]. Okoto 20-
25% wyprodukowanego w organizmie mocznika pozostaje niewydalone z orga-
nizmu i zatrzymane gtéwnie w7przewodzie pokarmowym. Mocznik jest rdwniez
wydzielany w organizmie przez gruczoty zewngtrzwydzielnicze w stezeniach
réwnych stezeniu w osoczu i zatrzymywany jest gtdwnie w komorkach nabton-
ka. W konsekwencji organizm ludzki pozostaje stale ,,nasycony” mocznikiem,
bedacym stale pozywka dla naturalnej flory bakteryjnej lub dla bakterii infekuja-
cych organizm. Patogennymi czynnikami infekcji sg amoniak i wzrost pH $rodo-
wiska [68], W organizmie ludzkim gtéwnymi miejscami infekcji bakteriami ure-
olitycznymi sg drogi moczowe iprzewod pokarmowy [54, 60, 68],

Infekcja dr6g moczowych powoduje alkalizacje normalnie obojetnego lub
lekko kwasnego moczu, sprzyjajaca wytraceniu osadow struwitu MgNH4P 04 «
- 6H20 i apatytu weglanowego Cal)(P0O4)6C0O3 z wodorofosforanow i kwasu
weglowego. Osady te tworzg kamienie moczowe [60, 68-70], ktore stanowig ok.
15-20% kamieni tworzacych sie chorobowo. Bakterie inkorporujg sie w kamie-
niach, ktére w ten sposéb stanowig dla nich ostone przed antybiotykami, co utru-
dnia leczenie. Bakterie gtdwnie odpowiedzialne za tworzenie sie kamieni to
w pierwszej kolejnosci Proteus mirabilis, a dalej bakterie ze szczepéw Psendo-
monas, Klebsiella i Staphylococcus [68, 70]. Ze wzgledu na fakt, ze miejscem
tatwej infekcji tymi bakteriami sa réwniez cewniki moczowodowe, moze docho-
dzi¢ do ich zasklepiania z powodu krystalizacji tych kamieni [54], Rowniez wy-
dzielajgcy sie w zainfekowanych drogach moczowych amoniak moze przez
uszkadzanie tkanki nerkowej by¢ przyczyng ostrego zapalenia miedniczek ner-
kowych [54],
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GHdwna ureolityczng bakterig chorobotwdrczg w infekcjach przewodu pokar-
mowego jest Helicobacter pylon. Bakteria ta znana zaledwie od 1982 r. nalezy’
obecnie do najintensywniej badanych organizméw [71, 72], Helicobacter pylon
kolonizuje sie w warstwie $luzu wyscielajgcego nabtonek zotgdka. W miejscu ko-
lonizacji wydzielajacy sie z hydrolizy mocznika amoniak podwyzsza pH silnie
kwasnego $rodowiska, co po pierwsze pozwala bakterii, wzrastajgcej jedynie
w pH = 6-8, na przetrwanie, a po drugie niszczy nabtonek zotagdka. Powoduje to
trwajacy latami chroniczny stan zapalny, ktéry moze byé poczatkiem wrzodu zo-
tadka, a w dalszej kolejnosci nowotworu [60, 68, 71, 73]. Infekcje przewodu po-
karmowego bakteriami ureolitycznymi przyczyniajg sie rGwniez do $pigczki wa-
trobowej [54] z powodu wzrostu stezenia toksycznego amoniaku we krwi, ktéry
niezmetabolizowany przez watrobe przeniesiony zostat do mozgu.

Obecnos¢ ureazy w glebach z kolei jest zjawiskiem o kapitalnym znaczeniu
dla rolnictwa [62, 63, 74], Aktywnos$¢ ureolityczng gleb pochodzi od mikroorga-
nizmow (grzybéw i bakterii) [64, 75], ale przede wszystkim od ureazy glebowej
[62]. Ureaza glebowa jest pozostatoscig obumartych komorek mikroorganizmow
i roslin i wystepuje najczesciej jako enzym pozakomorkowy, ktéry swojg trwa-
to$¢ zawdziecza immobilizacji na organicznych i mineralnych koloidach gleby
[76-78]. Obecnos¢ ogromnych ilosci tej trwatej formy ureazy w glebie pozwala
na powszechne uzywanie mocznika jako nawozu. Szczeg6lne wiasciwosci fizy-
kochemiczne, takie jak wysoka zawarto$¢ azotu w czasteczce, dobra rozpuszczal-
no$¢ w wodzie oraz niskie koszty produkcji i tatwo$¢ oraz bezpieczenstwo uzy-
cia [62], sprawiaja, ze mocznikjest i,jak sie wydaje, pozostanie najpowszechniej
stosowanym nawozem sztucznym. Azot z mocznika staje sie jednak przyswajal-
ny przez rosliny dopiero po przeksztatceniu w amoniak w reakcji hydrolizy ije-
§li ta zachodzi zbyt szybko, to stanowi powazne zagrozenie dla plonéw’i $rodo-
wiska. Mianowicie, wytworzone nadmierne ilosci amoniaku, akumulujac sie
w glebie, powoduja jej alkalizacje oraz wywotujg zmiany patologiczne w rosli-
nach, a ponadto wrrezultacie moze doj$¢ do ulatniania sie amoniaku z gleby, co
czyni nawozenie nieekonomicznym [62, 63, 74].

Jedng z rozwazanych strategii kontroli aktywnosci ureazy zarbwno w tera-
piach choréb wywotanych przez bakterie ureolityczne, jak i w rolnictwie po za-
stosowaniu nawozow mocznikowych jest uzycie inhibitoréw' ureazy [58, 62, 69,
70, 74] (zob. rozdz. ,,Inhibicje ureazy”). Jak dotgd poszukiwania inhibitoréw en-
zymu oparte byty na seryjnych testach kinetycznych [79-81]. Skuteczno$¢ tych
poszukiwan poprawi sie radykalnie, gdy opracowany zostanie mechanizm kata-
lityczny ureazy, co umozliwi projektowanie molekularne struktur enzym-inhibi-
tor. Stuzy temu ogromna liczba wykonywanych w ostatnich latach badan i wi-
doczny postep wrtym zakresie.

Ureaza ma rowniez duze zastosowanie praktyczne. Stosuje sie jg wszedzie
tam, gdzie potrzebny jest rozktad mocznika, a wiec: 1) do ilosciowego oznacza-
nia mocznika w postaci amoniaku, 2) jako czes¢ aktywna biosensoréw na mocz-
nik [82-87], 3) w sztucznej nerce do usuwania mocznika z krwi lub dializatu
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[88-91] i 4) do oczyszczania $Sciekdw i wdéd z mocznika m.in. w zatlogowych
stacjach kosmicznych [92]. Najnowszym polem zastosowania ureazy sg sensory
do oznaczania stezen substancji bedacych jej inhibitorami w oparciu o pomiar
spadku aktywnos$ci enzymu wywotanego inhibicjg [93-97].

WELASCIWOSCI KINETYCZNE UREAZ

W tab. 1podano charakterystyke kinetyczng wybranych ureaz: state Michae-
lisa A\,, aktywnosci i optima pH. Wartosci K3 dla wiekszosci ureaz wynoszg
1-4 mM i, jak wykazano dla ureazy zjack bean [39, 98, 120, 121] i ureaz bakte-
ryjnych [47, 107], sa one praktycznie niezalezne od pH. Natomiast aktywnos$é
ureaz silnie zalezy od pH - ureazy sg aktywne w pH ok. 5-10 [28, 39, 47, 105,
107, 122-124] z optimum przypadajgcym najczesciej w granicach 7-8, zaleznie

Tabela 1. Wiasciwosci kinetyczne wybranych ureaz

¢ Aktywnosé3
*Ma jimol mocznika ] i
Ureazy (M1 [ min mmg ] pHopa Literatura
Rosliny:
Canavala ensiformis 2,9-3,6 2700-3500; 16,5 7,14-7,25  [39, 42, 98, 121,
123, 182]
Bakterie:
Aerobacter aerogenes 28 7,5 [100]
Arthobacter oxydans 12,5 7,6 [99]
Bacillus pasteiirii 235h 1960 8,0 [75, 101]
Brevibacterium atnmoniagenes 32 3570 7 [102]
Helicobacter pylori 0.2-0.8 1700; 19 8,0-8.2¢ [103-106. 143]
Klebsiella aerogenes 2,4 2500 7,75 [47, 48]
Proteus mirabilis 13 2000 7,5 [107]
Providencia rettgeri 10.5 30,6 75 [108]
Providencia stuartii 9,3 7100 - [109]
Selenomonas ruminantium 2,2 1100 8,0 [110]
Staphylococcus xylosus - 1573 7,2 [111]
Ureaplasma urealyticum 2,5 180000 6,9-7,5 [112, 113]
Grzyby:
Aspergillus nidulans 1,33 670 8,5 [114]
Aspergillus niger 3,0 1341 8,0 [115]
Coccidioides immitis 41 1750 8,0 [116a]
Schizosaccharomyces pombe 1,03 700-800 8,0 [116]
Algi:
Nitellopsis obtusa 4,5 - - [117]

aW poréwnaniu tych wartosci nalezy pamietac, ze zalezg one od stopniaoczyszczenia enzymu oraz od warunkéw ozna-
czania, tj. temperatury, rodzaju buforu, jego sktadu, stezenia i pH.

BAuiorzy [75] podaja, ze wysoka w poréwnaniu z innymi ureazami warto§¢  wynika z obecnosci siarczynu w mie-
szaninie reakcyjnej.

cPrace [105, 118, 119] podaja, ze ureaza z Helicobacier pylon ma dwa optima pH: ok. 5i 8
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od buforu. Dla ureazy zjack bean zalezno$¢ aktywnosci enzymu od pH wykazu-
je dwa maksima, jedno dobrze wyksztatcone w pH ok. 7 idrugie stabiej wyksztat-
cone w pH ok. 4-5 [39], czesto w badaniach ignorowane. Zaleznos$¢ ta ujawnia
udziat w reakcji katalitycznej trzech grup funkcyjnych enzymu o pKa= 3,0, 6,25
i 9,0. Dla ureaz bakteryjnych zaobserwowano natomiast prosty ,,dzwonowy"
ksztatt profilu aktywnosci w; funkcji pH o optimum pH = 7,5-7,75 [47, 107, 122],
Ksztatt ten wskazuje na uczestnictwo w reakcji katalitycznej grupy zasadowej
i kwasowej o pKa~ 6,5 i =9 [47], W badaniach ureazy z Klebsiella aerogenes
warto$¢ pKa~ 6,5 przypisano His320 [125], Autorzy tych prac wykazali ostatnio
[126], ze ten prosty profil aktywnosci jest wypadkowg dwdch maksimow aktyw-
nosci: jednego dominujgcego w7pH = 8, ktéremu odpowiadajg wartosci pKa= 6,9
i 9,1, idrugiego w pH = 5, ktéremu odpowiadajg pKa= 4,5 i 6,3, co sugeruje
udziat w reakcji katalitycznej ureazy czterech grup funkcyjnych enzymu.

Do 1965 r., kiedy Fishbein i wsp. zaobserwowali, ze substratem ureazy jest
réwniez hydroksymocznik [127], uwazano, ze ureaza jest enzymem absolutnie
specyficznym. Liste poznanych substratow ureazy przedstawia tab. 2. Ws$rod nich
wyrézniajg sie dwie zasadnicze grupy: analogi mocznika oraz amidowe i estrowe
pochodne kwasu fosforowego [37,133]. Reakcja ureazy z substratami innymi niz
mocznik jest ztozona, poniewaz w wiekszosci substancje te sg dla enzymu
zarobwno substratami, jak i inhibitorami (zob. rozdz. ,,Inhibicje ureazy").

Tabela 2. Substraty ureazy

Substraty [mM] Literatura
Mocznik bUN—C O—NH> 1-4 Tabela 1
Hydroksymocznik H2N—CO—NHOH 1,25-1,6 [127]
Dihydroksymocznik HOHN—C O —MHOH 12,5 [129]
Semikarbazyd H2N —CO —NHNH, 60 [41]
Formamid H,N—CO—H 1060; 516 [39, 130]
Acetamid H,N —CO—CH3 750; 240 [39, 121]
Tioacetamid H-N—CS—CH3 83 [121]
Tiomocznik H-.N—CS—NH2 70:210 [121, 131]
Metylomocznik HIN-CO-NHCH 3a 220; 120 [39, 132]
Etylomocznik H2N —CO—NHC2H5 340 [132]
Karbaminian metylu H2N —CO—OCH3 490 [132]
Karbaminian etylu H2N —CO—OC2H%: 420 [132]

Amidy i estry kwasu fosforowego:
amid kwasu fosforowego
kwas diamidofosforowy (DAP) -
ester fenylowy kwasu diamidofosforowego (PPD) - I [37. 133]
triamid kwasu fosforowego (TPA) J

3Praca [41] podaje, ze zwiazki te nie s substratami ureazy.
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STRUKTURA BIALKOWA UREAZ

Ureazy roslinne i grzybowe majg budowe homomeryczng (sktadajg sie zjed-
nakowych podjednostek), a bakteryjne heteromeiyczng [16, 54. 55, 60],

Ureaza ro$linna z fasolijackbean (Canavalio ensiformis) jest heksamerem zto-
zonym z identycznych podjednostek [38, 45. 134], z ktorych kazda zawiera jedno
dwuniklowe centrum aktywne [3,44]. Podjednostka enzymu skfada sie z 840 ami-
nokwasow [4. 45, 135] i wobec tego jej masa, nie wliczajac jondw Ni(ll), wynosi
90,77 kD, a masa heksameru tgcznie z 12jonami Ni(ll) 545,34 kD. Masy te dobrze
odpow;adajg wartosciom 95 kD + 5 dla podjednostki i 590 kD + 30 dla catej cza-
steczki otrzymanym wczes$niej metodg sedymentacyjng [38], co potwierdzito osta-
tecznie heksameiyczng budowe ureazy zjack bean. Dla poréwnania, podjednost-
ka ureazy z ziaren soi (Glycine max) ma mase 93,5 kD ijej sktad aminokwasowy
jest zblizony do sktadu ureazy zjack bean [136.137]. Ureazy wyodrebnione z grzy-
béw majg podjednostki o masach: ureaza z Aspergillus nidulans 40 kD [114],
z Aspergillus niger 83 kD [115], z Coccidioides immitis 91,5 kD [138], a ze Schi-
zosaccharomrces pombe 91,2 kD [139], Chociaz ureaza zjack bean byta pierw-
szym enzymem otrzy manym w formie krystalicznej [2], jej struktury krystalicznej
nie udato sie jak dotad ustali¢. Krysztaty tej ureazy o pokroju oktaedru [2, 36. 152]
zaliczone do grupy przestrzennej F4]32 uktadu regularnego [152], cechuje zbyt sta-
ba intensywnos$¢ dyfrakcji promieni rentgenowskich, by da¢ czytelny obraz struk-
tury' (najlepsza zanotowana rozdzielczo$¢ 3.5 A [152]).

Ureazy bakteryjne z wyjatkiem ureazy z Helicobacterpylon zbudowane sg z 3
podjednostek a, B oraz y r6znigcych sie masami: masa cc68-73 kD, masa B 8—47
kD i masay 8-12 kD [16, 54, 60] (rys. 1). Najczesciej czasteczki ureaz bakteryj-
nych, np. z Klebsiella aemgenes, Proteus mirabilis, Bacillus pasteurii, wystepuja
w skladzie stechiometrycznym (ctBy)3, tj. jako trimery trimerdw, a ich masy zawie-
rajg sie w zakresie 190-250 kD [16,54]. Ureazy te sg cytoplazmatyczne. Dla dwoch
z tych ureaz, tj. z Klebsiella aerogenes i Bacillus pasteurii, rozwigzano struktury
krystaliczne. Ureaze z Klebsiella aerogenes, wyodrebniongw 1987 r. [47], przeba-
dang strukturalnie [148] i wykrystalizowang [152], Jabri i wsp. poddali badaniom
krystalograficznym w 1995 r. [5], Krysztaty enzymu o pokroju sze$cianu zaliczo-
ne do grupy przestrzennej 72]3 uktadu regularnego [152], pozwolity osiggna¢ roz-
dzielczo$¢ 2,2 A. Otrzymany po raz pierwszy' obraz struktury enzymu ijego cen-
trum aktywnego [5, 153] stanowit przetom w badaniach ureaz i ich mechanizmu ka-
talitycznego. Dla ureazy z Bacillus pasteurii natomiast, wyodrebnionej w 1996 r.
[56], zbadanej [56, 158] i wykrystalizowanej (krysztaty grupy przestrzennej P6322
uktadu heksagonalnego) [57], Benini i wsp. ustalili budowe krystaliczng z rozdziel-
czosécig 2,0 A w 1999 r. [7, 58]. Wykazano, ze czasteczki tych ureaz, (aBy)3, maja
ksztatt tréjkata rownobocznego oraz ze zawierajg 3 dwuniklowe centra aktywne,
kazde zlokalizowane w C-koricowej czesci podjednostki a, oddalone od siebie
o okoto 50 A, catkowicie niezalezne. Ureaze z Helicobacter pylori odrézniajg od
pozostatych ureaz bakteryjnych nastepujace cechy: 1) oprécz formy cytoplazma-
tycznej wystepuje ona réwniez jako enzym, ktéry po uwolnieniu z bakterii w pro-
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ureaza roslinna zjack bean

Canavalia ensiformis [4] N - 90,77 kD -C 1840 reszt

ureaza z grzybow [139]

Schizosaccharomyces pombe 91,2 kD 835 reszt

ureaza z grzybow )

Coccidioides immitis [138] 91,5 kD 1839 reszt
a

ureaza z bakterii ) Y B )

Klebsiella aerogenes [148] i11,1 kD 117kDi 60,3 kD 101,106'567
a

ureaza z bakterii Y B .

Proteus mirabilis [140] 11,0kD 122kDj 61,0 kD 100/109/567
a

ureaza z bakterii Y B

Bacillus pasteurii [56] i11,1 kD 14,0 kD 61,4 kD 101/126,570
a

ureaza z bakterii [149] Y B

Ureaplasma urealyticum 11,2kD 13,6 kD 66,6 kD '102/121/614
a

ureaza z bakterii Y B

Proteus vulgaris [150] 110kD 121 kD 61,0 kD 100/108.567
a

ureaza z bakterii Y B

111,0kD 154 kD 61,0 kD 98.138/571

a

ureaza z bakterii Y B

Providencia stuartii [109] 9 kD 10 kD 73 kD
a

ureaza z bakterii f _ 238/569

Helicobacterpylori [145] 26,5 kD 61,0 kD ' reszt

Rys. 1. Podjednostki strukturalne ureaz

cesie zwanym ,altruistyczng autolizg” zaadsorbowany jest na zewnetrznej po-
wierzchni btony komorkowej bakterii [142] oraz ze 2) zbudowana jest tylko
z dwoch podjednostek: a (masa 60-66 kD) i B (masa 26-31 kD) [71,73, 103-105,
143-145]. W 2001 r. Ha i wsp. [146] rozwigzali strukture krystaliczng tej ureazy.
Autorzy wykazali, ze elementami strukturalnymi czgsteczki tej ureazy sg trimery
(ccB)3, analogiczne do trimeréw ureaz z Klebsiella aerogenes i Bacillus pasteurii,
tworzace tetraediyczny kompleks ((ccf)3)4 o masie 1100 kD. Takjak w innych ure-
azach centrum aktywne enzymu znajduje sie w podjednostce cc, co oznacza, ze ure-
aza ta ma 12 dwuniklowych centrow aktywnych, a nie 3 jak inne ureazy bakteryj-
ne. Zaproponowano [146, 147], ze ta dodekameryczna struktura ((ccR)3)4 stanowi
system ochronny enzymu i zapewnia mu przetrwanie w niesprzyjajacym pH zotad-
ka, a dzieki lokalizacji na powierzchni komorek rowniez przetrwanie catej bakte-
rii. Propozycja ta, razem z innymi sformutowanymi w7oparciu o dane, ze ureazajest
zlokalizowana tylko wewnatrz bakterii, jest ostatnio przedmiotem zywej dyskusji
w literaturze naukowej [147a-c].

Mimo réznic w budowie 1V-rzedowej ureaz roslinnych i bakteryjnych, se-
kwencje aminokwasowe tych ureaz sg w wysokim stopniu homologiczne [16,45,
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55, 60. 61, 105. 138-151]: jednostka (aBRy) ureaz bakteryjnych oraz jednostka
(aR) ureaze' z Helicobacterpylori odpowiadajgjednej podjednostce ureazy zjack
bean (rys. 1). Poréwnanie sekwencji pokazuje, ze podjednostki a ureaz bakteryj-
nych odpowiadajg dwém trzecim monomeru ureazy zjack bean ze strony C-kon-
cowej, a podjednostki B iy ureaz bakteryjnych typu (aBy)3 oraz podjednostka
B z Helicobacter pylori odpowiadajg jednej trzeciej tego monomeru ze strony
N-koncowej. Homologia sekwencji aminokwasowych ureaz roslinnych i bakte-
ryjnych wskazuje, ze mimo iz enzymy te réznig sie wielkoscig i liczbg podjedno-
stek, wszystkie sg odmianami tego samego enzymu i majg taki sam mechanizm
katalityczny. Potwierdzajg to niemal identyczne witasciwosci spektroskopowe
wszy stkich ureaz [15] oraz fakt ze dla wielu inhibitorow obserwuje sie podobng
kinetyke inhibicji [54, 55] (zob. rozdz. ,,Inhibicje ureaz”). Jednoczesnie osiagal-
ne obecnie dane na temat struktur i mechanizmow katalitycznych enzymoéw
pozwolity wysuna¢ teze, ze rodzina ureaz jest czescig ewolucyjnej superrodziny
enzymow? amidohydrolaz i fosfotriesteraz [154, 155], Enzymy tej superrodziny
katalizujg reakcje hydrolizy wigzan C—N lub P—O uzywajac metalicznych
centréw aktywnych, np. deaminaza adenozynowa [156] i fosfotriesteraza [157]
centrow7Zn(Il), ureaza centrum Ni(ll) [5], wykazujacych wiele wspdlnych cech
strukturalnych i taki sam mechanizm chemiczny.

CENTRUM AKTYWNE UREAZY

Schemat centrum aktywnego ureazy przedstawiono na rys. 2 (numeracja
reszt aminokw'asowych odpowiada ureazie z Klebsiella aerogenes [5]).

Lys217*
NH
His24é-N8-,
His272-Ne"
H,0

Rys. 2. Schemat centrum aktywnego ureazy (numeracja reszt aminokwasowych odpowiada
ureazie z Klebsiella aerogenes) [5, 7, 58, 162]

W centrum aktywnym ureazy znajdujg sie 2 jony Ni(ll) w' odlegtosci 3,6 A
od siebie, potgczone ze sobg mostkiem karboksylanowym skarbamylowanej lizy-
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ny Lys217*. Skarbamytowana lizyna powstaje przez przytgczenie C02do grupy
e-aminowej lizyny, wskutek czego tworzy sie karbaminian:

CH2-CH2-CH2-CH2-CH-COOH +C02 CH2-CH2- ch2- ch2- ch- cooh

nh2 nh2 nh?2

Tworzenie sie tego niezwyktego Uganda mostkowego, znanego wczesniej
tylko w dwéch enzymach: fosfotriesterazie [157] i karboksylazie/oksygenazie ry-
bulozo-1,5-difosforanu (Rubisco) [159], wyjasnia niezbedno$¢ C 02 dla aktywa-
cji apoenzymu ureazy in vitro i wigzania do niego niklu [160]. Wykazano, ze re-
akcja lizyny z C02 i z jonami metalu nie zmienia struktur}' biatkowej centrum
apoenzymu [153, 161].

Jony niklu sg skoordynowane z mostkiem karboksylanowym Lys217* przez
jej atomy tlenu: Nil przez 001 aNi2 przez 002. Jon Nil skoordynowany jest po-
nadto przez His246 poprzez N5, His272 poprzez Ne, ajon Ni2 przez His 134 po-
przez Ne, Hisl36 poprzez Ne i Asp360 poprzez 081. Ponadto centrum aktywne
wypetnione jest czterema czasteczkami wody lub OH" (badania gestosci elektro-
nowej nie pozw alajg ich rozr6zni¢) tworzacych w sasiedztwie jonow niklu tetra-
edryczny klaster [7, 58, 162]. Jedna z tych czasteczek, WB, tgczy symetrycznym
mostkiem jony Ni(ll), czasteczki Wj i W2 koordynujg odpowiednio jony Nil
i Ni2, a czwarta czgsteczka W3 potgczona jest z pozostatymi trzema czgteczkami
wigzaniami wodorowymi i nie uczestniczy' w koordynacjijonow Ni(ll). W Swie-
tle powyzszych danych jon Nil jest pieciokoordynacyjny o geometrii znieksztat-
conej piramidy kwadratowej, ajon Ni2 jest szesciokoordynacyjny o geometrii
znieksztatconego oktaedru [7, 58].

Czasteczki wody i ich protonacja odgrywajg kluczowg role w katalizie
ureazy. Benini i wsp. [7, 58] postulujg, ze poniewaz pierwsza stata dysocjacji he-
ksaakwaniklu(l1) [Ni(H20)6]2+wynosi pKa= 10,6 [163], a pAajonu OH" tacza-
cego mostkiem dwa jony Ni(ll) ok. 9-10 [163], to w optimum pH ureazy wyno-
szacym 8 dla ureazy z Bacillus pasteurii [75], a dla innych ureaz w zakresie
6,8-8,5 [16, 54, 64, 164], czasteczki wody Wj i W2 wystepujgjako H20. a WB
jako jon OH".

»,Kieszen” centrum aktywnego, wypetniona czterema czgsteczkami wndy,
rozmiarem odpowiada czasteczce mocznika [58], Sciany tej ,kieszeni” utworzo-
ne sgprzez tancuchy boczne His219, Cys319, His320, Arg336, Met364 oraz gru-
py karbonylowe taricuchéw gtownych Alal67, Gly277 i Ala363 [5, 50]. Sposréd
tych reszt aminokwasowych istotne dla aktywnosci ureazy sg: His219, His320
i Cys319. Reszty aminokwasowe 317-334 tworzg kanat, przez ktéry mocznik do-
staje sie do centrum aktywnego, i ruchoma ,klapke”, ktéra zamyka/otwiera cen-
trum aktywne. Do ,,klapki” tej nalezg His320 i Cys319 [5, 50].
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MECHANIZM KATALITYCZNY UREAZY

Zaproponowane dotychczas 3 modele mechanizmu katalitycznego ureazy
zaktadajg, ze analogicznie do innych hydrolaz zawierajagcych dwurdzeniowe cen-
tra metaliczne potgczone mostkiem karboksylanowym lub fosfodiestrowym [20,
27, 165], centrum niklowe enzymu dziata jak kwas Lewisa. Jeden jon Ni(ll)
aktywuje substrat, a drugi wode. Aktywacja mocznika polegajgca na polaryzacji
jego czasteczki ma na celu zwiekszenie elektrofilowosci atomu weglajego grupy
karbonylow'ej i jest wynikiem $ciagniecia przez jon Ni(ll) elektronéw z atomu
wegla na atom tlenu. Aktywneja wody przez drugijon Ni(ll) ma na celu zwigk-
szenie nukleofilowosci jej czasteczki potrzebnej do ataku na atom wegla moczni-
ka i polega najej deprotonacji z wytworzeniem jonu OH".

Pierwszy model mechanizmu katalitycznego ureazy zaproponowali w 1980 r.
Dixon i wsp. [39]. Model ten, nazywany w literaturze modelem Zemera [14-17,
27], sformutowany zostat na podstawie badan kinetycznych ureazy zjack bean
w reakcji hydrolizy' mocznika ijego analogéw, bez znajomosci struktury centrum
aktywnego z wyjatkiem faktu, ze zawiera ono oddzielne, ale blisko potozone dwa
jony Ni(ll) (rys. 3a). Autorzy zatozyli, ze centrum aktywne ureazy zawiera po-
nadto grupe zasadowg :B— (niezidentyfikowg), grupe karboksylowg —COOQO"
i grupe tiolowg —SH cysteiny oraz ze w stanie spoczynku w pH obojetnym je-
den z jondw niklu, Nil, ma skoordynowang czgsteczke wody, a drugi jon, Ni2,
jon OH". Przebieg reakcji w tak zdefiniowanym centrum jest nastepujgcy: mocz-
nik zajmuje miejsce wody na Nil iulega koordynacji do tegojonu przez tlen gru-
py karbonylowej. W ten sposob tworzy sie struktura o roztozonym tadunku, ktora
jest stabilizowana przez oddziatywanie elektrostatyczne jej grupy —NH2 z jo-
nem karboksylanowym —COQ" centrum aktywnego. Nastepnie jon OH" z Ni2
atakuje atom wegla skoordynowanego mocznika z rownoczesngutratgjonu H+na
rzecz grupy zasadowej 1B—, wskutek czego tworzy sie tetraedryczna struktura
posrednia faczaca obydwa jony Ni(ll). Dalej grupa —SH cysteiny, dziatajac jak
kwas, protonuje azot grupy amidowej, co prowadzi do uwolnienia amoniaku, po-
zostawiajgc skoordynowany przez jony Ni(ll) karbaminian. Podstawienie przez
wode uwalniajon karbaminianowy i regeneruje centrum aktywne. Chociaz zapro-
ponowany jako roboczy, model Zemera stat sie punktem wyjscia do rozwiniecia
dalszych modeli mechanizmu katalitycznego ureazy.

Ustalenie budowy centrum aktywnego ureazy z bakterii Klebsiella aerogenes
[5] i badania mutagenetyczne tej ureazy, ktore wykazaty, ze sposrod reszt amino-
kwasowych centrum aktywnego w reakcji katalitycznej istotng role odgrywaja
His219 i His320 [49, 153], a Cys319 (kwas w modelu Zemera) nie bierze bezpo-
$redniego udziatu w tym procesie [122, 162], przyniosty spekulacje na temat reszt
aminokwasowych spetniajgcych funkcje kwasu i zasady. Jabri i wsp. [5] rozpatry-
wali jako zasade His320, cho¢ wydaje sie ona zajmowac pozycje zbyt odlegtg od
wody hydrolitycznej na Ni2, oraz jako kwas te samg zasade, w tym momencie re-
akcji sprotonowanag, tzn. dziatajgcgjak ,,wahadto” w przenoszeniujonu H+.
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Rys. 3. Modele mechanizmu katalitycznego ureazy: (a) Zemera [39], (b) Karplusa [50],
(c) Ciurlego [9, 58]

W 1997 r. Karplus i wsp. [50], adaptujgc wszystkie krystalograficzne i funk-
cjonalne dane dotyczace ureazy, sformutowali nowatorskg modyfikacje modelu
Zemera, w ktorej kwestie kwasu i zasady rozwigzali przy uzyciu mechanizmu
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zwanego ,,odwrotng protonacjg”. Podstawg uzycia tego mechanizmu byto spo-
strzezenie, ze His320 jest potozona zbyt daleko, by jako grupa zasadowa zdepro-
tonowac wode hydrolityczng na Ni2, ale wiasciwie potozona, by spetniaé funk-
cje kwasu protonujgcego grupe amidowa mocznika. Autorzy zatozyli wiec, ze
His320 jest sprotonowana ijest kwasem, a w'oda-Ni2 zdeprotonowana ijest za-
sadg, przeciwnie niz miatoby to miejsce konwencjonalnie, kiedy to w optimum
pH wynoszacym 7,75 dla ureazy z Klebsiella aerogenes [47], His320 (pKz=6,5
[125]) powinna by¢ zdeprotonowana i dziata¢ jak zasada, a woda-Ni2 (pKa=
10,6 [163]) sprotonowana i dziata¢ jak kwas. Konsekwencjg zatozenia ,,odwrot-
nej protonacji” jest, ze tylko ok. 0,3% czasteczek enzymu jest aktywnych w je-
go optimum pH, co wg autorow rekompensowane jest przez podwyzszong reak-
tywnos$¢ enzymu w tym stanie protonacji. W modelu Karplusa [50] przebieg re-
akcji jest nastepujacy (rys. 3b): mocznik usuw'a wode z Nil i koordynuje sie do
tego jonu przez tlen grupy karbonylowej. Te aktywacje mocznika wspomagaja
wigzania wodorowe, jedno miedzy His219 a tlenem karbonylowym mocznika
i dodatkowo cztery utworzone miedzy wodorami amidowymi mocznika a reszta-
mi aminokwasowymi centrum aktywnego. Ws$rdd nich jest Cys319 znajdujaca
sie w ,klapce” centrum. Atak czgsteczki wody z Ni2 na wegiel mocznika pro-
wadzi nastepnie do utworzenia tetraedrycznej struktury posredniej. Dalej
His320 protonuje azot grupy amidowej i w kofcu sprotonowana struktura posre-
dnia rozpada sie z utworzeniem kwasu karbaminowego i amoniaku. Wedtug tak
sformutowanego mechanizmu reakcja zachodzi, gdy spetnione sg nastepujace
warunki: 1) His320 jest sprotonowana (kwas), a woda-Ni2 zdeprotonowana (za-
sada) zgodnie z zatozong ,,odwrotng protonacjg” oraz 2) wszystkie zaangazowa-
ne w reakcje reszty aminokwasowe majg dostep do mocznika. Cys319 uczestni-
czgca w aktywneji mocznika i His320, kwas dostarczajacy protonu grupie ami-
dowej, znajdujg sie w ,.klapce” centrum i, by mogty sie odpowiednio zblizy¢ do
mocznika, ,klapka” musi sie bezwarunkowo zamknaé. Jesli do centrum dosta-
nie sie czgsteczka wieksza niz mocznik tub jesli zablokuje sie jej grupy funkcyj-
ne, to ,klapka” nie zamyka centrum aktywnego i reakcja jest hamowana (zob.
rozdz. ,Inhibicje ureazy”).

Ciurli i wsp. w swoich pracach na temat ureazy z Bacillus pasteurii [58] za-
kwestionowali model Karplusa, krytyce poddajgc brak znajomosci zasady depro-
tonujgcej wode na Ni2 oraz zastosowanie do tej katalizy ,,odwrotnej protonacji”,
ktéra pozwala tylko niewielkiej czesci enzymu osiagna¢ stan aktywny. Opierajac
sie na opisanej przez siebie strukturze krystalicznej kompleksu ureazy z inhibi-
torem kwasem diamidofosforowym (DAP) [7] i z fosforanem [9], Ciurli i wsp.
sformutowali nowy model mechanizmu katalitycznego enzymu [58], w ktérym
zaproponowali m.in., ze nukleofilem w reakcji jest nie w'oda z Ni2, jak w mode-
lach Zemera i Karplusa, ktéra do tego celu musi byé zdeprotonowana, lecz jon
OH*(WB) taczacy mostkiem jony Ni(ll). W modelu tym (rys. 3c) mocznik w cen-
trum aktywnym zajmuje miejsce klasteru Wr W2-W 3, ktérego ksztatt i wielko$¢
doktadnie odpowiadajgjego czasteczce, i tgczy sie z jonem Nil przez atom tle-
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nu grupy karbonylowej (wigzanie stabilizowane jest przez His222 odpowiadaja-
cgq His219 w Klebsiella aerogenes). Nastepnie, albo kolejno, albo réwnoczesnie
[9] zachodzi potgczenie mocznika z jonem Ni2 przez atom azotu grupy amido-
wej i nukleofilowy atak mostkowego jonu OH' (WB) na czgsteczke mocznika,
w tym momencie zaktywowang przez polaryzacje jej wigzah C—0O i C—NH2
i przez sie¢ wigzan wodorowych z resztami ammokwasowymi centrum. Tworzy
sie tetraedryczny zwigzek posredni zwigzany z dwurdzeniowym centrum aktyw-
nym enzymu w trzech miejscach. Jon OH' (WB) dziata nastepnie jak kwas (wspo-
magany w transferze protonu przez Asp363 odpowiadajacy Asp360 w Klebsiel-
la aerogenes) i oddaje proton odlegtej grupie amidowej. £adunek dodatni tej
struktury' stabilizowany jest przez His323 (odpowiadajacg His320 w Klebsiella
aerogenes). W koncowym etapie z centrum aktywnego uwalnia sie amoniak
i kwas karbaminowy.

Model Ciurlego w'g autoréw rozstrzyga sporne kwestie kwasu i zasady
w modelu Karplusa. Jonowi OH' (WB) z mostka niklowego autorzy przypisujg
podwdjng role zaré6wno czynnika nukleofilowego jak i kwasu, natomiast His323
(odpowiadajacej His320 w Klebsiella aerogenes) role zasady, ktérej witasci-
wosci przejawiajg sie nie poprzez proces deprotonacji wody hydrolitycznej, lecz
poprzez stabilizowanie dodatniego tadunku utworzonego produktu przejsciowe-
go. Model ten zawiera zatem wcze$niej okre$lone wasciwosci tego procesu, tj.
role His222 (His219 w Klebsiella aerogenes) w wigzaniu substratu i udziat w re-
akcji grup o pKa= 6,5 i 9 [47]. Warto$ci pKa= 9 autorzy nie przypisujg zadnej
reszcie aminokwasowej centrum aktywnego, lecz deprotonacji mostkowego jo-
nu OH', ktérego jon H+w tym modelu potrzebny jest do protonacji grupy ami-
dowej mocznika. Ponadto model ten jako pierwszy z zaproponowanych uwzgle-
dnia uczestnictwo obydwu jondw niklu w wigzaniu mocznika, a takze, z powo-
duwyzszego powinowactwa niklu niz cynku do ligandow azotowych [23], przy-
najmniej czeSciowo uzasadnia obecno$¢ w ureazie jonow Ni(ll), a nie
charakterystycznych dla hydrolaz jonow Zn(ll) [27]. Poglad, ze mocznik wiaze
sie z obydwomajonami Ni(ll) i ze WBjest nukleofilem, wspierajg ostatnio prze-
prowadzone symulacje komputerowe metodg dokowania inhibitoréw i substra-
tu w enzymie [166],

W odpowiedzi na model Ciurlego, Karplus i wsp. zmodyfikowali swo6j mo-
del [51, 52, 55a], uznajac koordynacje mocznika do obydwu jondw Ni(ll)
poprzez tlen grupy karboksylowej i azot grupy amidowej za uzasadniong energe-
tycznie i dlatego mozliwg oraz przychylajac sie do propozycji, ze nukleofilem
atakujagcym wegiel mocznika jest mostkowy jon OH'. Autorzy nie zaaprobowa-
li jednak propozycji, ze grupa kwasowa dostarczajacg proton do uwolnienia
amoniaku jest ten sam mostkowyjon OH", lecz podtrzymali swojgpierwotng kon-
cepcje opartg na ,,odwrotnej protonacji”, ze kwasem jest sprotonowana His320.

Jak pokazano, sformutowane do chwili obecnej modele mechanizmu katali-
tycznego ureazy nie sg peine i problem nadal pozostaje otwarty [25a, 55a]. Symu-
lacje komputerowe [167] przeprowadzone na 3 zasadniczych modelach, tj. Zeme-
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ra z His320 jako zasada, Karplusa i Ciurlego pozwoliiy jedynie stwierdzi¢, ze
model Zemerajest mato prawdopodobny, a modeli Karplusa i Ciurlego nie da sie
wykluczy¢ i sg one jednakowo prawdopodobne.

Dla petnego obrazu badan nad ureazg doda¢ nalezy, ze interesujgcym, po-
mocniczym narzedziem stosowanym rownolegle wrtych badaniach sg modelowe,
dwuniklowe zwigzki kompleksowa imitujgce centrum aktywne enzymu, na
ktory m probuje sie obserwowac hydrolize mocznika oraz inhibicje tej reakcji [59,
168-171].

INHIBICJE UREAZY

Badanie inhibicji ureazy ma co najmniej trzy cele: 1) znalezienie inhibitoréw,
ktore spetnialyby warunki do zastosowania praktycznego w medycynie i w rol-
nictwie do kontroli aktywnosci enzymu, 2) okre$lenie zaleznosci aktywnosci en-
zymu od stezen inhibitoréw do zastosowania w oznaczeniach iloSciowych tych
substancji oraz 3) okreslenie mechanizmu inhibicji, co w sposéb oczywisty
wspiera dwa pierwsze cele, oraz dostarcza istotnych informacji o strukturze i me-
chanizmie katalitycznym enzymu. Ogromny postep w tych badaniach przyniosty
ostatnio prace Beniniego i wsp., w ktorych autorzy okreslili struktury krystalicz-
ne komplekséw ureazy z Bacillus pasteurii z wybranymi inhibitorami [6-9]. Po-
nizej przedstawiono wszystkie klasy znanych inhibitoréw ureazy, w dyskusji sku-
piajac sie na tych, ktérych struktury z ureazg zostaty rozwigzane. State inhibicji
podano w tab. 3.

Mocznik i jon amonowy, substrat i produkt reakcji sg inhibitorami ureazy.
Mocznik jest inhibitorem akompetycyjnym, jesli uzyty w nadmiarze - stagd ozna-
czone wartosci statej inhibicji sg wysokie w granicach 3,0-6,18 M [123, 172,
173]. Jon amonowy jest natomiast inhibitorem niekompetycyjnym o statych in-
hibicji w obojetnym pH w granicach 2,1-118 mM [123, 174-176].

Analogi mocznika, wymienione w tab. 2 jako substraty ureazy, sa w wiek-
szosci rowniez inhibitorami enzymu. Analiza kinetyki ureazy w obecnosci tych
zwigzkow jest trudna, gdyz obserwuje sie wypadkowy efekt ich dziatania na en-
zym: na 0og6t w pierwszym stadium reakcji aktywno$é enzymu spada, by pézniej
ulec powolnej regeneracji [43, 129], Zwigzki te sklasyfikowano jako inhibitory
kompetycyjne ureazy o stabej mocy.

Tiole, R-SH, sklasyfikowano jako proste kompetycyjne inhibitory ureazy
zjack becrt [178] i z bakterii Klebsiella aerogenes [48], stabe w' poréwnaniu z in-
nymi inhibitorami. Badania kinetyczne wykazaly, ze aktywna inhibicyjnie jest
forma anionowa tych zwigzkéw R-S- [48], a badania spektroskopowa w zakre-
sie UV [48, 178], ze aniony te wigzg sie zjonami Ni(ll) centrum aktywnego en-
zymu, tworzgc kompleks z przeniesieniem tadunku [40]. Modelowym zwigzkiem
tej grupy jest P-merkaptoetanol HO—CH2—CH2—SH [40, 48, 178], Opisana
przez Beniniego i wsp. [6] struktura krystaliczna kompleksu ureazy z Bacillus pa-
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Mocznik (substrat)
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Analogi mocznika:
hydroksymocznik
formamid
tiomocznik
etylomocznik

Tiole:
P-merkaptoetanol

Kwasy acylohydroksamowe:
kwas acetohydroksamowy

Amidy i estry kwasu fosforowego:
triamid kwasu fosforowego (PTA)
ester fenylowy kwasu

diamidofosforowego (PPD)
ester +-chlorofenylowy kwasu
diamidofosforowego
N-(benzoilo) triamid kwasu
fosforowego
N-(4-fluorobenzoilo) triamid
kwasu fosforowego
Bufor fosforanowy
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kwas 4-bromobenzenoboronowy
NaF
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Tabela 3. Inhibitory ureazy

Typ inhibitora

akompetycyjny
niekompetycyjny

1
« kompetycyjne

kompetycyjny

kompetycyjny
wolnowigzacy

kompetycyjne
wolnowigzace

kompetycyjny
wpH <75

mkompetycyjne
i

kompetycyjny
wolnowiazacy

kompetycyjny
wolnowigzacy

A, mM
Jack bean Lit. Bakteryjna
(3-6,4)-103 [172. 1731 ,
2-118 [174, 176]
1,45-3.6 [128] 0,23 (Baf
404 [130] R
70 [121] 13b (Hpf
26 [177] _
0,72 [178] 0,55 (Kdf
4.1 (Hp)
0,004 [38] 0,0026 (Ka)
0.016 [188] 0,002 (Hp)
24,4 + 10"7 [101] 322-10" (Bpf
1,6-10"7 [101] 6-10 1 (Bp)
0,94-10"1 (Ka)
041 « 10"7 [101] 3.5-10'7(Bp)
16,2 « 10"7 [101] 69-10"7 (Bp)
_ 40-10" (Hp)
19(pH=7) [98] 40 (pH=7)(Ka)
0,12 [209] 01 (Pmy
0,23 [211] 0,34 (Ka)
- - 0,12 (Pm)
0,37 (Ka)
0,076 [216] 0,17 (Ka)
0,0028 [229]

b 150tzn. stezenie inhibitora wywotujace spadek aktywnosci 0 50%.

CHeélicobacter pylori.
dKlebsiella aerogenes.
€Bacillus pasteurii.
fProteus mirabilis.
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Lit.

[102]

[12)4]

[48]
[106]

[48]
[192]

[101]
[101]
[48]
[101]

[101]
[192]
[48]
[107]
[48, 180]
[107]

[180]
[52]

steurii z P-merkaptoetanolem podaje nastepujacy sposéb wigzania inhibitora
z centrum niklowym enzymu (rys. 4a): atom S wigze mostkiem jony Ni(ll) skra-
cajac odlegtos¢ Ni—Ni do 3,1 A, a grupa OH koordynuje jon Nil, co w efekcie
daje strukture ureaza-tiolan, w ktérej obydwa jony Ni(ll) sg pieciokoordynacyj-
ne. Oprocz czasteczki P-merkaptoetanolu chelatujgcej jony Ni(ll) autorzy stwier-
dzili w centrum aktywnym obecnos$¢ drugiej czasteczki inhibitora zwigzanej
z Cys322 przez wigzanie disiarczkowe: Cys—S—S—CH2—CH2—OH. Cys322
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(odpowiadajgca Cys319 w ureazie z Klebsiella aerogenes) jest czescig ruchomej
»klapki” centrum i uczestniczy w aktywacji mocznika (zob. rozdz. ,Mechanizm
katalityczny ureazy”). Zwigzany na sposob disiarczkowy inhibitor ogranicza
mobilnos¢ ,klapki”, a tym samym dostepnos¢ Cys322 do mocznika w centrum,
co objawia sie dezaktywacjg enzymu. Autorzy przypuszczajg, Zze ten dwojaki
mechanizm inhibicji ureazy, potwierdzony przez dokowanie P-merkaptoetanolu
w enzymie [166], obowigzuje dla wszystkich tiolL

Z wytworzeniem wigzania disiarczkowgo z resztg cysternowg centrum ak-
tywnego tgczg sie z ureazg rowniez zwigzki disiarczkowe, Rt—S—S—R2, dezak-
tywujac enzym na sposéb odwracalny. Dwa z nich: kwas 5,5'-ditiobis(2-nitroben-
zoesowy) (DTNB) [179-181] i 2,2'-ditiodipirydyna (DTDP) [180, 182], stosowa-
no do zmiareczkowunia reszt cysternowych ureazy, dzieki czemu okreslono, ze
w centrum aktywnym znajduje sie jedna istotna dla katalizy reszta cysternowa
oznaczona Cys319 w ureazie z Klebsiella aerogenes, Cys322 w Bacillus pasteu-
rii i Cys592 w ureazie zjack bean, ta ostatnia o pKa= 9,15 [182], Dezaktywacja
ureazy z Klebsiella aerogenes zwigzkami disiarczkowymi w obecnosci inhibito-
row kompetycyjnych wyjasnita funkcje , klapki”, tj. wykazata, ze musi by¢ ona
zamknieta, aby zaszta reakcja [180, 183]. Stwierdzono bowiem, ze inhibitory
kompetycyjne o matych czasteczkach, np. kwas borowy i fosforan, gczac sie
z centrum niklowym chronig enzym przed dezaktywacjg zwigzkiem disiarczko-
wym dzieki temu, ze jako odpowiednio mate pozwalajg ,,klapce” zamkna¢ cen-
trum aktywne, natomiast inhibitory o duzych czgsteczkach zostawiajg centrum
aktywne otwarte, eksponujac reszte cysternowa ,.klapki” na reakcje z tym.reagen-
tem, co prowadzi do dezaktywacji enzymu.

Tiole, z powodu niskiej efektywnosci inhibicyjnej, nie majg wiekszego zna-
czenia praktycznego, lecz badania ich inhibicji wniosty wazny wktad w opis cen-
trum aktywnego ureazy.

Kwasy acylohydroksamowe o ogélnym wzorze R—NHOH, gdzie R - gru-
pa acylowa, w tym liczne pochodne kwasow karboksylowych alifatycznych i aro-
matycznych, aminokwasow i dipeptydéw, stanowig ogromng grupe klasycz-
nych inhibitoréw ureaz roslinnych [38,43, 184-188], bakteryjnych [48, 104, 186,
189-192], grzybowych [114] i glebowych [193], Kwas acetohydroksamowy
CH3—CO—NHOH, wzorcowy inhibitor tej grupy, zostat okreslony jako inhibi-
tor kompetycyjny wolnowiazacy ureazy [38, 48] o $redniej mocy inhibicyjnej.
Sposob wigzania kwasu acetohydroksamowego z centrum aktywnym enzymu zo-
stat okreslony na podstawie budowy krystalicznej kompleksu ureaza-kwas ace-
tohydroksamowy ustalonej dla mutantu ureazy z Klebsiella aerogenes [162] i dla
ureazy natywnej z Bacillus pasteurii [8], Jak wykazali Benini i wsp. dla ureazy
z Bacillus pasteurii [8], kwas acetohydroksamowy podobnie jak P-merkaptoeta-
nol wigzac sie z ureazg dziata jak chelatujgcy ligand mostkowy (rys. 4b). Atom
O grupy —NHOH zastepuje mostkowg grupe OH” natywnej ureazy i tworzy sie
symetryczny mostek (odlegtosé Ni-0 B= 2,0 A), ktéry powoduje skrécenie odle-
gtosci Ni—Ni do 3,5 A. Drugi atom O kwasu acetohydroksamowego wigze sie
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\H NH NH NH
0] 'O 0] 'O 0] ‘0
'N/il I\\I|2/ Nil Ni2~ L V
I \'s/ \
Yo ] ol Gl \ OH
\'/ CH I I:l’
ch2 CH3 NH, ¢H
P-merkaptoetanol kwas acetohydroksamowv  kwas diamidofosforowy (DAP) fosforan
(a) 0») (C)

Rys. 4. Sposob wigzania inhibitoréw z centrum aktywnym ureazy [6-9]

z Nil, uzupetniajgc w ten sposob sfere koordynacyjng tego jonu. Nie ma zgod-
nosci co do formy, w jakiej kwas acetohydroksamowy jest inhibitorem ureazy:
prace [48, 188] podaja, ze jest to niezdysocjowana czasteczka, natomiast Benini
i wsp. [8], ze jest to jon CH3CONHO~ powstaly z czgsteczki juz po jej zwigza-
niu z enzymem w kompleks enzym-inhibitor. Tworzenie sie dwdch kompleksow
enzym-inhibitor zostato potwierdzone przez dokowanie formy czasteczkowej
ijonowej liganda w enzymie [166],

Kwas acetohydroksamowy, z powodu swojej skutecznos$ci inhibicyjnej i nie-
toksycznosci [194], jest najszerzej badanym inhibitorem ureazy do zastosowania
w terapiach chorob spowodowanych przez bakterie produkujace ureaze, szcze-
g6lnie w tworzeniu sie kamieni moczowych i zapaleniu miedniczek nerkowych,
lecz rowniez w $pigczce watrobowej, tworzeniu sie kamienia nazebnego i infek-
cjach przewodu pokarmowego [68-70, 195], Terapie z uzyciem kwasu acetohy-
droksamowego, cho¢ skuteczne zwtaszcza w infekcjach drog moczowych, nie
byly jednak wolne od skutkow ubocznych. Pozostate kwasy hydroksamowe, réw-
niez szeroko testowane, czesto wykazujg silne negatywne dla zdrowia skutki
uboczne, co dyskredytuje ich zastosowanie [69, 70, 196].

Pochodne kwasu fosforowego - w tej grupie inhibitoréw badane byty
zwigzki nastepujacych typow:

1) amidy kwasu fosforowego, np.

NH, NH, NH,
I 1 I [ I [3
HO—P =0 HO—P=0 H,N-P=o
|
OH NH, nh2
amid kwasu fosforowego kwas diamidofosforowy triamid kwasu fosforowego

[44, 133, 178] (DAP) [133, 197] (PTA) [101,133, 198]
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2) estry kwasu diamidofosforowego. np.

NH, nh2 NH,
o"i=o ci-~ yo-P=o0 QN—" y~Q—P=0
o
NH, nh2 NH,
ester fenylowy kwasu ester 4-chlorofenylowy kwasu ester 4-nitrofenylowy kwasu
diamidofosforowego (PPD) diamidofosforowego [101, 197] diamidofosforowego [197]

[48, 101, 133, 197]

3) Aralkilo- i A-aiylotriamidy kwasu fosforowego, np.

NH, nh 2 nh2
1 1
cth9- hn—p= o CéHn—HN—P= O 0,N "HN —P=0
' I
nh2 nh2 NH,
A-(w-butylo) triamid kwasu A-cykloheksylotriamid kwasu A-(4-nitrofenylo) triamid
fosforowego (NBPTO) [198] fosforowego (CHPT) [198] kwasu fosforowego [101]

4) A-acylotriamidy kwasu fosforowego, np.
nh2 NH, NH,

O o Hf=o Cl—* y~CO-HN—P=0 F-A y~CO—HN—P=Q

nh2 nh?2 NH,
A-(benzoilo) triamid kwasu A-(4-chlorobenzoilo) triamid A'-(4-fluorobenzoilo) triamid
fosforowego [101,199] kwasu fosforowego [101] kwasu fosforowego (flurofamide)

[190, 192, 196, 197]

Pochodne kwasu fosforowego zostaty okreslone jako inhibitory kompetycyj-
ne wolnowigzace ureazy [48, 101, 197], Catkowite state inhibicji K *klasyfikujg
te zwigzki jako najmocniejsze z poznanych inhibitoréw enzymu. Kinetyka reak-
cji inhibitowanych przez te zwiazki wskazuje, ze bez wzgledu na rodzaj inhibi-
tora w reakcji enzymatycznej czynny inhibicyjnie jest ten sam zwigzek posredni
[101, 133, 197]. Zasugerowano, ze wieksze zwigzki ulegajg hydrolizie katalizo-
wanej przez ureaze i dlatego zaliczono je do substratéw enzymu i ze wasciwym
inhibitorem enzymu jest produkt tej hydrolizy - kwas diamidofosforowy (DAP).
Sam DAP jest réwniez substratem ureazy [133], Teza ta zostata zweryfikowana
w' pracy Beniniego i wsp. [7], w ktdrej autorzy ustalili strukture krystaliczng kom-
pleksu ureazy z Bacillus pasteurii otrzymanego w obecnosci estru fenylowego
kwasu diamidofosforowego (PPD). W centrum aktywnym tego kompleksu auto-
rzy nie stwierdzili obecnosci pierScienia aromatycznego, natomiast wykazali obe-
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cnosc¢ tetraedrycznej czasteczki DAP powstatej z hydrolizy: PPD —» fenol + DAP.
Czasteczka DAP (rys. 4c) zajmuje miejsce klastera WB-Wr W2-W 3 wypetniaja-
cego centrum aktywne enzymu natywnego, tgczac sie przez atom O zjonem Nil
iprzez atom N z Ni2. Dragi atom O czasteczki DAP fgczy' mostkiem jony Ni(ll),
a drugi atom N skierowany jest w strone otworu centrum aktywnego. Dokowa-
nie DAP w ureazie [166] pokazato, ze z enzymem faczy sie DAP w formie anio-
nowej (NH2)2POO_. Ustalona strUM ira kompleksu ureaza-DAP pozwolita Ciur-
lemu i wsp. na sformutowanie now'ego modelu katalitycznego ureazy [58] (zob.
rozdz. ,,Mechanizm katalityczny ureazy”).

Interesujgcym typem inhibitorow ureazy sg pochodne kwasu tiofosforowego:

nh2 nh2 NH,
HN-P=S ch%—hn- p=s cbh, -hn- p=s
i )
1 1
NH, NH, NH,
triamid kwasu tiofosforowego A-(tt-butylo) triamid kwasu .Y-cykloheksylotriamid kwasu
(TPT) [198] tiofosforowego (NBPT) [198]  tiofosforowego (CHTPT) [200]

Wykazano mianowicie, ze sg one faktycznie tylko prekursorami inhibitorow
[74], a stajg sie aktywne inhibicyjnie po konwersji w swoje analogi tlenowe
[200-202], np. NBPT  NBPTO, TPT  PTA i CHTPT  CHPT, wywotanej
kontaktem z glebg lub innymi materiatami. Mechanizm tej konwersji nie zostat
poznany.

Pochodne kwasu fosforowego i tiofosforowego sg przedmiotem intensyw-
nych badar nad zastosowaniem w rolnictwie i w medycynie do hamowania
aktywnosci odpowiednio ureazy glebowej po uzyciu nawozu mocznikowego
[193, 198, 200-208] oraz ureazy bakteryjnej w przypadkach infekcji organizmu
bakteriami ureolitycznymi, np. Helicobacterpylori [104, 192, 197], ZJreaplasma
urealyticum [190, 191] lub Proteus mirabilis [196].

Bufor fosforanowy', szeroko stosowany w badaniach kinetycznych ureaz,
rozpoznany zostatjako inhibitor kompetycyjny ureazy zjack bean w pH = 7,0juz
w pracach Sumnera [28]. Kompetycyjng inhibicje ureaz w pH obojetnym
potwierdzity pozniejsze prace [32, 48, 98, 123, 209]; jedynie praca [173] podaje,
ze inhibicja ta jest typu mieszanego. Analiza tej inhibicji w zakresie pH = 5-8
wykazata dla ureaz z Klebsiella aerogenes [48] i zjack bean [98], ze bufor fos-
foranowy jest inhibitorem kompetycyjnym, ktérego moc inhibicyjna maleje ze
wzrostem pH izanika w pH odpowiednio 7,01 7,5 oraz ze w buforze fosforanowym
faktycznym inhibitorem enzymu jest jon H2P 04~ [48, 98, 178]. Stabniecie tej
inhibicji ze wzrostem pH ijej zanik w pH > 7,0-7,5 przypisano deprotonacjijonu
H2P04- (pKa= 7,2) [98], Rozwigzana ostatnio przez Beniniego i wsp. [9] struktu-
ra krystaliczna kompleksu ureazy z Bacillus pasteurii w obecnosci bufora fosfora-
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nowego o pH = 6,3 pokazata spos6b wigzania inhibitora z centrum aktywnym enzy-
mu (rys. 4d). Tetraedryczna czasteczka fosforanu prawie dokladnie zastepuje
klaster 4 czasteczek wody OH' centrum enzymu natywnego (podobnie jak
tetraedryczna czasteczka DAP), wytwarzajac 4 wigzania koordynacyjne z jonami
Ni(Il) przez atomy O. Jeden atom O fosforanu tgczy symetry cznym mostkiem jony
Ni(ll) (odlegto$é Ni—Ob = 1,9-2,0 A) powodujac skrécenie odlegtosci Ni—Ni do
3,5 A. dwa atomy O wiazg sie z jonami Ni(ll), a czwarty atom O skierowany jest
w strone kanatu centrum aktywnego. Analiza wigzan wodorowych wokot czastecz-
ki fosforanu pozwolita okresli¢, ze z centrum ureazy zwigzany jestjon H2P04', co
potwierdzito wczesniejsze wyniki kinetyczne.

Zwigzki boru: kwas borowy i kwasy boronowe sg kompetycyjnymi inibito-
rami ureaz o $redniej mocy [107, 209]. Inhibicja ureazy kwasem borowym ma
znaczenie w analityce medycznej, poniewaz kwas tenjest stosowany jako srodek
antybakteryjny dodawany do moczu przed oznaczeniem enzymatycznym mocz-
nika [210, 211], Wykazano, ze aktywna inhibicyjnie jest forma czasteczkowa
kwasu borowego B(OH)3, a nie anion B(OH)4' [107, 212].

Fluorek sodu jako jedyny sposréd halogenkéw7[54] i innych soli sodowych
[213] wykazuje znaczng inhibicje ureazy. Wbrew7niektérym doniesieniom, ze flu-
orek jest kompetycyjnym inhibitorem ureazy o Ki = 1,2 mM [178] lub 0,94 mM
[214, 215], wykazano, zZe jest on inhibitorem kompetycyjnym wolnowigzgcym
zaréwno ureazy zjack bean [216], jak i z bakterii Klebsiella aerogenes [52], Ana-
liza tej ostatniej pozwala sadzi¢, ze jon fluorkowy wigze mostkiem jony Ni(ll)
w7miejscu mostkowej grupy OH [52].

Jony metali ciezkich sa silnymi inhibitorami ureazy zjack bean [217-220]
i ureaz bakteryjnych [102, 191, 221], a ich moc inhibicyjna maleje w szeregu
[218-220]:

Hg2 > Ag'> Cu2 > N r' > Cd2+>Zn2 > Co2+> Fe3+> Pb2" > Mn2' [219].

Zgodnos¢ tego szeregu z szeregiem rosngcych iloczyndéw rozpuszczalnosci
siarczkéw tych metali jest podstawg pogladu, ze odpowiedzialna za te inhibicje
jest reakcja jondw metali z grupg tiolowg reszty cysternowej zlokalizowanej
w7 ,klapce” centrum aktywnego ureazy, z wytworzeniem siarczku [219-223].
Utworzony siarczek sprawia, ze ,,klapka” nie moze sie zamkng¢, co przejawia sie
hamowaniem reakcji (zob. rozdz. ,,Mechanizm katalityczny ureazy”). Pomiar tej
inhibicji jest trudny z powodu reakcji wtérnych wystepujacych w mieszaninie re-
akcyjnej miedzy jonami metali a produktami reakcji, NH3i C 02, zwytworzeniem
odpowiednio aminakomplekséw i osadow7weglanu [224], Badania oparte na po-
miarach predkosci poczatkowej daty obraz inhibicji niekompetycyjnej ureazy ty-
mijonami [218-223], o statych inhibicji zmieniajgcych sie od Kx= 1,3 - 10'4 mM
dla Hg2+ poprzez 0,0025 mM dla Ni2+do 0,17 mM dla Mn2+ [219]. Prace [225-
228] podajg niezaleznie, ze jest to inhibicja czeSciowo kompetycyjna lub mie-
szana, zalezna od czasu reakcji. Przeprowadzone ostatnio w naszym laboratorium
badania tej inhibicji oparte na rejestracji catych krzywych postepu reakcji w ukta-
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dach roznigcych sie kolejnoscig mieszania skfadnikow mieszaniny reakcyjnej,
wykazaty z kolei na przyktadzie jonow Ni2*, ze inhibicja ta jest kompetycyjna
wolnowigzaca [229], a catkow ita stata inhibicji Ni2* K* = 0,0028 m\Il. Nikiel jest
dla ureazy szczeg6lnym metalem - z jednej strony, jako nieodzow na czes¢ cen-
trum aktywnego, koniecznym do wzrostu aktywnego enzymu, z drugiej za$ w ste-
zeniach wyzszych inhibitorem o znacznej mocy. Autorzy sadza, ze kompetycyj-
ny wolnowigzgcy mechanizm inhibicji ureazy okreslony dlajondw7Ni2* cbowig-
zuje dla wszystkich jonow7metali ciezkich.

Wrazliwos$¢ ureazy na inhibicjejonami metali ciezkich stwarza mozliwos¢ za-
stosowania ureazy w probnikach do oznaczen Sladowych ilosci tych metali w wo-
dach, w glebie, sciekach i zywnosci [93, 230-232] w7sposéb szybki i niewymaga-
jacy skomplikowanego sprzetu i obstugi. Konstruowane sg zestawy pomiarowe
wykorzystujgce inhibicje ureazy natywnej [220, 223, 226, 233-236], w ktérych
enzym po pomiarze ulega zuzyciu, lub ureazy immobilizowanej najczesciej na
membranach jako cze$ci matych bioreaktorow lub biosensorow [97, 224, 230,
236-241], wrktorych enzym jest regenerowany i uzywany wielokrotnie.

Podstawione chinony i hydrochinony. Liczne zwigzki z tej grupy badane
byty tylko w kontekscie zastosow ania do inhibicji ureazy glebowej [62, 63]. Spo-
$rod nich najbardziej obiecujgce okazaty sie/7%chinon i¢»-hydrochinon [242,243],
a w7 dalszej kolejnosci dimetylowe i dichlorowe pochodne ¢»-chinonu [243].
¢»-hydrochinon jest najczesciej testowanym zwigzkiem w7warunkach polovych
[244, 245]. Mechanizm inhibicji ureazy tymi zwigzkami nie zostat rozpoznany.

PODSUMOWANIE

75 lat intensywnych badan nad ureazg, pierwszym enzymem otrzymanym
wrpostaci krystalicznej, nie przyniosto dotad rozwigzania jej mechanizmu katali-
tycznego. Jego znajomos$¢ dostarczy narzedzia w7projektowaniu molekularnym
skutecznych inhibitoréw enzymu, substancji, za pomocg ktérych mozliwa jest
kontrola aktywnosci ureazy, szczeg6lnie wazna wZmedycynie w terapiach chordb
wywotanych bakteriami ureolitycznymi i w rolnictwie po uzyciu nawozéw7mocz-
nikowych. Osiggniecie celu przybliza uczyniony w ostatnich latach dzieki tech-
nice synchrotronowej postep w poznaniu struktur krystalicznych enzymu i jego
komplekséw z inhibitorami.
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ABSTRACT

Basic issues and problems of chemical synthesis of oligoribonucleotides are
presented. The paper describes three methods for construction of oligonucleotide
chains:

(1) atriester method which involves activation of nucleoside phosphodiesters
with different azole sulfonates, and currently widely used methods employing P11
synthetic intermediates:

(2) a phosphoramidite method which makes use of activation of nucleoside
phosphoramidites by weakly acidic azoles or azole salts,

(3) an H-phosphonate method, which uses nucleoside H-phosphonates
activated by acid chlorides, both PUl intermediates are applied mainly in solid-
-support synthetic methodology.

Problems of choosing appropriate protecting group for the synthesis are
discussed. The article presents properties of basic types of protecting groups
for lactam, exo-amino (base-labile protection), and hydroxyl groups (acid-labile
for 5" protection, acid- or specific reagent-labile for 2' protection). The problem
of 2'0OH protection is described in detail. In this respect acid-labile groups and
alkylsilyl groups are compared and their advantages and disadvantages are
discussed. More detailed discussion is devoted to the phenomenon of the silyl
group migration during the synthesis of monomeric units for oligonucleotide
chain assembly. Basing on the NMR study of the isomerisation reaction it was
possible to determine limits of safety of the reaction conditions.
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WSTEP

Juz wkrotce po ustaleniu struktury kwasow nukleinowych, a zwiaszcza po
opublikowaniu przez Watsona i Cricka koncepcji zapisu i schematu przekazywa-
nia informacji genetycznej zakodowanej w strukturze DNA [1], podjeto préby
syntezy fragmentow7kwaséw nukleinowych o zamierzonej sekwencji. W owym
czasie celem chemicznej syntezy fragmentéw DNA czy RNA byto potwierdze-
nie (lub nie) ich identycznosci z oligonukleotydami izolowanymi ze zrddet natu-
ralnych i w ten spos6b potwierdzenie struktury (gtdwnie pierwszorzedowej) tych
ostatnich. Szybko jednak okazato sig, ze syntetyczne oligonukleotydy. nawet
o niewielkiej dtugosci, mogg mie¢ r6znorodne zastosowania.

Wiele funkcji biologicznych kwaséw nukleinowych wigze sie z obecnoscig
w nich charakterystycznych domen, czy motywow strukturalnych [2]. Rodzaj
przejawianej aktyw nosci biologicznej wynika czesto z trzeciorzedowej struktury
fragmentéw kwasu nukleinowego tworzacych te domeny. Aby jak najpetniej zro-
zumie¢ mechanizm funkcjonowania takich wyréznionych sekwencji, konieczne
jest poznanie ich struktury przestrzennej oraz oznaczenie podstawowych czynni-
kow chemicznych (np. kompleksowanie kationow ) i parametréw fizykochemicz-
nych, ktére decydujg o stabilizacji takich struktur, a takze warunkuja ich dynami-
ke konformacyjna czesto powigzang z funkcjg biologiczng. Izolacja ze zrédet na-
turalnych dostatecznych ilosci takich fragmentéw' DNA czy RNA jest niezwykle
pracochtonna, trudna, a czesto wrecz niemozliwa. Dlatego od wielu lat oligonu-
kleotydy (niemodyfikowane i modyfikowane) w ilosciach i o czystosci koniecz-
nych do prowadzenia takich badar pozyskuje sie drogg chemicznej syntezyl

Innym obszarem zastosowan syntetycznych oligonukleotydow jest inzynie-
ria genetyczna. Syntetyczne oligodeoksynukleotydy, zawierajgce zaprogramowa-
ng informacje genetyczng, potgczone (T4 DNA ligazg) w dtuzszy fragment dwu-
niciowego DNA o sekwencji genu okreslonego biatka, mogg by¢ witgczane do
plazmidéw lub bakteriofagdw' i za pomoca tych wektoréw wprowadzane do mi-
kroorganizméw7(np. do bakterii czy drozdzy) [3]. W odpowiednich warunkach
mikroorganizmy, stransformowane obcym genem, podejmujg ekspresje tych ge-
néw i produkujg w duzej ilosci ,,nie swoje” biatka, uzywane pozniej przez czto-
wieka jako leki (np. insulina, hormon wzrostu i wiele innych).

Zapotrzebowanie na syntetyczne oligonukleotydy i ich analogi zaczeto wyrasta¢
eksponencjalnie wraz z narodzinami koncepcji terapii antysensowej [4], a takze z od-
kryciem katalitycznych wtasciwosci RNA [5]. Dotyczy to w takim samym stopniu
oligodeoksy- i oligorybonukleotyddw, a ich ilo$¢, pokrywajaca potrzeby klinicznej
chemoterapii, szacow ana jest w7skali swiatowej, na 2-3 tony (!) rocznie [4b],

W Swietle tych faktow widoczne jest, ze syntetyczne oligonukleotydy stano-
wig zarébwno wazne narzedzie w rozwigzywaniu problemow badawczych w za-
kresie badan podstawowych, jak i podstawowe ogniwo w realizacji najwyzszej
wagi multidyscyplinamych, waznych spotecznie projektow aplikacyjnych. Tem-
po rozwoju metod syntezy oligodeoksynukleotydéw, mimo petnej automatyzacji
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procesu syntezy. ledwo nadaza za ciggle wzrastajagcym zapotrzebowaniem. Je-
szcze trudniejsza sytuacjajest w syntezie analogow oligonukleotydow, a szcze-
gélnie oligorybonukleotydéw'. do ktérych dostep jest wcigz mocno ograniczony.
Stad ciggta i pilna potrzeba lepszego poznania chemii kwaséw nukleinowych, po-
szukiwania nowych pochodnych o bardziej odpowiednich do celéw syntetycz-
nych wiasciwosciach chemicznych oraz nowych, bardziej efektywnych metod
syntezy oligonukleotydéw.

Podstawowe trudnosci w syntezie oligonukleotydéw wynikajg z faktu, ze
w nukleotydach wystepujg potencjalnie reaktywne grupy funkcyjne o bardzo zbli-
zonych wiasciwosciach - dwa reaktywne miejsca w reszcie kwasu fosforowego
ROPO3 2 czy dwie grupy hydroksylowe reszty cukrowej, miejsca, z ktérych tyl-
ko jedno nalezy selektywnie odstoni¢ przed reakcja kondensacji. Dlatego dobor
odpowiednich grup ochronnych oraz selektywnych i wydajnych metod ich wpro-
wadzania i usuwania stat sie jednym z najwazniejszych probleméw' syntezy oli-
godeoksy-, a szczegdlnie oligoiybonukleotyddw.

PODSTAWOWE METODY SYNTEZY
£ ANCUCHA OLIGONUKLEOTYDOWEGO

We wnzesnym okresie badan nad syntezg fragmentéw kwasow nukleinowych
stosowano dwie metody syntezy oligonukleotydéw: diestrowg [6] i triestrowg [7]
(schemat 1).

Metoda triestrowa

Schemat 1. Dwie metody syntezy oligonukleotydow
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Metoda diestrow a zaktadata uzycie monoestrow fosforanowych nukleozy-
dow jako jednostek do syntezy' wigzan intemukleotydowych. W konsekwencji
rosnacy tancuch oligonukleotydowy stawat sie czgsteczkg o zwiekszajagcym sie
tadunku ujemnym, co powodowato trudnosci w prowadzeniu reakcji w wiekszo-
$ci rozpuszczalnikéw organicznych. Ponadto produkty kazdego etapu wy dtuza-
nia fafncucha, a takze produkt koncowy syntezy wymagaty pracochtonnego oczy-
szczania z zastosowaniem ucigzliwych technik jonowymiennych. Metoda die-
strowa postuzyta zespotowi H.G. Khorany do syntezy oligomeru DNA o se-
kwencji genu tyrozynowego tRNA [6]. Osiggniecie to zostato uhonorowane
Nagrodg Nobla.

Mimo tego imponujgcego wyniku, oczywiste staty sie ograniczenia metody
diestrowej, polegajace na trudnos$ciach z rozpuszczalno$cig komponentéw, niskiej
(w stosunku do potrzeb syntezy) wydajnosci tworzenia wigzania intemukleoty-
dowego i koniecznos$ci zmudnego oczyszczania produktow poszczegolnych eta-
powlsyntezy.

Metoda triestrowa, dzieki opracow aniu i wigczeniu w' schemat syntezy dodat-
kowej grupy blokujacej funkcje fosforanowg, okazata sie duzo bardziej efektyw-
na. Reakcje kondensacji mozna byto prowadzi¢ w typowych rozpuszczalnikach
organicznych, produkty miaty charakter obojetny, a ich oczyszczanie mozna byto
sprawnie przeprowadzi¢ za pomoca rutynowej chromatografii adsorpcyjne;j.

Przy zastosowaniu tej metody otrzymano wiele oligomerow o dtugosci kil-
kunastu, a nawet kilkudziesieciujednostek, ktére po odblokowaniu i enzymatycz-
nym potaczeniu (z uzyciem T4 ligazy) [8] dawaly oligomery o znacznej dtugo-
$ci, odznaczajace sie identycznymi wasciwosciami co natywne fragmenty DNA
o0 tej samej sekwencji. Najbardziej znanym i spektakularnym osiggnieciem byta
dokonana pod koniec lat 70. w zespole Naranga synteza genu interferonu i lac-
-operatora [9], a takze synteza gen6w somatostatyny i insuliny przez zespét
Itakury [10], Po wprowadzeniu tych genow metodami inzynierii genetycznej do
bakterii uzyskano ekspresje odpowiednich biatek. Osiggniecie to zastosowano
[11] w produkcji preparatdw na potrzeby przemystu farmaceutycznego.

Postep w dziedzinie syntezy oligomerdw DNA zawsze wyprzedzat dokona-
nia na polu syntezy oligorybonukleotydoéw'. Jest to konsekwencja obecnosci
w czasteczce RNA dodatkowej grupy hydroksylowej w pozycji 2'. Skutki tej obe-
cnosci widoczne sg na kazdym etapie syntezy:

- podczas otrzymywania odpowiednio zablokowanego komponentu (,,synto-
nu” [12]) do budowy #tancucha nalezy’ selektywnie zablokowaé grupe 2'OH, po-
zostawiajac wolng sgsiednig grupe 3'OH o bardzo podobnym charakterze i oto-
czeniu sterycznym i elektronowym,

- podczas syntezy wigzania intemukleotydowego grupa blokujgca 2'OH
wnosi zawade przestrzenng, spowalniajgc proces tworzenia tego wigzania i obni-
zajac wydajnos¢,

- otrzymany oligomer nalezy podda¢ dodatkowej reakcji odblokowania,
w celu usuniecia grupy blokujgcej pozycje 2'. Nie tylko wydtuza to proces syn-
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tezy, ale stwarza istotne niebezpieczenstwo izomeryzacji 2'—3" wigzania intemu-
kleotydowego lub jego rozerwania. Mimo Uch trudnosci réwniez w syntezie
oligorybonukleotyddw odnotowano wiele sukcesow [13].

Przetom w rozwoju metod syntezy RNA i DNA nastgpit jednak dopiero po
wprowadzeniu dwoch nowych koncepcji:

- syntezy oligonukleotydéw' na podtozu staty m oraz

- zastosowania nukleozydofosfoiynow jako ,,syntonow”.

Koncepcja syntezy na podtozu statym zostata wprowadzona w chemii pep-
tydow i biatek przez Merrifielda [14] ijuz od dawna jest podstawow g metodg
chemicznej syntezy tych zwigzkéw. W najw iekszym skrocie polega to na zwig-
zaniu pierwszego monomeru z substancjg statg i prowadzeniu kolejnych reakcji
na tak zw igzanym substracie, ktory jest nierozpuszczalny w srodowisku reakcji.
Nastepna jednostka przytgczana do rosnacego taficucha oligomeru zostaje tym
samym przytgczona do statego podtoza, a nieprzereagowany monomer, produk-
ty uboczne i inne reagenty pozostajg w roztworze i moga by¢ tatwo usuniegte.
Wyadzielenie produktu syntezy sprowadza sie wiec do prostej czynno$ci odsacze-
nia i przemycia podtoza umieszczonego w reaktorze przeptywowym. Po tej ope-
racji podtoze jest juz gotowe do nastepnego cyklu syntezy. Od poczatku probo-
wano zaadaptowac to podejscie do syntezy oligonukleotydow, ale podioza sto-
sowane do syntezy biatek okazaty sie w syntezie oligonukleotydéw' niezbyt
przydatne [15],

Dopiero opracowanie nowych podiozy bazujagcych na odpowiedniej wiel-
kosci ziarnach szerokoporowatej krzemionki lub szkta, sfunkcjonalizow anych tacz-
nikami aminoalkilowymi (ang. Long Chain AlkylAmine - LCAA) umozliwito prze-
prowadzenie wydajnych syntez [16], Mimo swej uzytecznos$ci podtoza tego typu
nie sg pozbawione wad [17] i prace nad nowymi rodzajami podtozy nieustannie
trwajg. Obecnie stosuje sie podtoza state o wiekszej gestosci zatadowania [18],
lepszej dostepnosci reagentow' do wydtuzanego oligomem, wyzszej odpornosci
chemicznej i lepszych parametrach mechanicznych w warunkach syntezy [19,20].

Synteza oligonukleotyddw na podtozach statych pozwala na szybkie otrzy-
mywanie oligomerow o znacznej dtugosci, ale jednocze$nie stawia wygorowane
wymagania stosowanym reagentom. Jezeli w typowym procesie syntezy oligo-
mem kolejne cykle kondensacji (wydtuzania taficucha) przebiegatyby z wydajno-
$cig 98%, to wydajnos¢ oligomem o dtugosci 25 jednostek (24 reakcje konden-
sacji) wyniostaby ok. 61%. Przy wydajnosci 97% wydajnos¢ syntezy 25-meru
spadnie do ok. 48%, a przy wydajnosci kondensacji ponizej 95% synteza staje sie
praktycznie nieoptacalna (wydajno$¢ sumaryczna < 22%). Wspomniane tutaj wy-
dajnosci kondensacji sg niezwykle wysokie w poréwnaniu z uzyskiwanymi w ty-
powej syntezie organicznej, gdzie wydajnosci powyzej 85% uznaje sie zazwyczaj
za znakomite. W celu uzyskania tak wysokich wydajnosci reakcji w syntezie oli-
gonukleotydéw na podtozu statym stosuje sie duzy nadmiar monomem [21] (ty-
powo ok. 10-krotny, ostatnie konstrukcje automatycznych syntetyzerow przezna-
czonych do syntez w duzej skali obnizajg konieczny nadmiar do 2-3-krotnego).
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wysokie wydajnosci tworzenia wigzan intemukleotydowych osiggano sto-
sujac coraz bardziej reaktywne pochodne fosforowe nukleozydéw. W tradycyj-
nej metodzie triestrowej (schemat 2) stosowano zwigzki Pv. aktywowane arylo-
sulfonianami 1,2,4-triazolu, 3-nitro-1,2.4-triazolu i tetrazolu [22], Reaktywno$¢
tak aktywowanych fosforanéw jest wy soka, ale wcigz nie jest wystarczajgca do
szybkiego osiggniecia pozgdanego stopnia przereagowania w rozsadnie krotkim
czasie.

»Synton” triestrowy

Odczynniki aktywujace:

\

Schemat 2. Typowy system blokad i odczynniki aktywujgce w syntezie metoda triestrowg

Zachodzg przy tym niepozadane reakcje uboczne, jak rGwnolegta reakcja sul-
fonowania grupy hydroksylowej nukleozydu [22] czy reakcje odczynnika fosfo-
rylujgcego z ugrupowaniami laktamowymi zasad azotowych [23],

Zwrocono wiec uwage na reaktywne pochodne fosfoiynowe, a pierwszymi
zastosowanymi w syntezie oligonukleotydow byty chlorofosforyny nukleozydow
otrzymywane in situ w reakcji z dichlorofosforynem 2,2,2-trichloroetylu [24],
Odznaczajg sie one wysoka reaktywnos$cig, ktdra jednoczesnie jest ich wada,
gdyz ,,syntony” chlorofosfoiynowe okazaty sie zbyt nietrwate, by moznaje byto
przechowywac i w miare dogodnie nimi operowac.

Problem ten rozwigzano podobnie jak w przypadku syntezy przez pochodne
Pv - trwaly ,,synton” bezposrednio przed reakcjg kondensacji zostaje zaktywo-
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wany do wysokoreakty\%itj pochodnej, ktora natychmiast reaguje z grupa 5'OH
nukleotydu stanowigcego konicowg jednostke faincucha. Pochodnymi fosforyno-
wymi uzywanymi pow szechnie w syntezie oligonukleotydéw sg amidofosforyny
nukleozydéw [25, 26] (schemat 3), aktywowane przez stabe kwasy, jak tetrazol
[27], podstawiony tetrazol [28] czy sole azoli i mocnych kwasow [29].

DMTICN
Protonowanie ,
,0 O-R
NC(CHty-OHE\
N(iPr)2 H N(iPr),
»Synton” amidofosforynowy
Tetrazol
B
DMTrO
Kondensacja
O O-R
NC(CH;)20 -P x
N—N
N

\

Schemat 3. Mechanizm aktywacji i kondensacji amidofosforynow

Innymi ,,syntonami” stosowanymi w syntezie oligonukleotydéw sg H-fosfo-
niany nukleozydéw [30] (schemat 4), aktywowane przez tworzenie mieszanych
bezwodnikéw, np. w reakcji z chlorkiem piwaloilu lub chlorofosforanami [31],
albo przez synteze posredniego arylo H-fosfonianodiestru [32],

Nalezato tez dokona¢ wyboru kierunku prowadzonej syntezy fafncucha. Ist-
niejg dwie mozliwosci: albo do nukleotydu z wolng grupa 3'OH dotgcza sie nu-
kleotyd majgcy grupe 5'-fosforanowag, albo tez do nukleotydu z wolng grupg
5'0H dotgcza sie drugi nukleotyd posiadajgcy grupe 3'-fosforanowa. Kazda
z tych mozliwosci daje sie realizowaé rowniez na dwa sposoby: albo komponent
z grupg hydroksylowg stanowi koniec rosngcego fafcucha, a fragment niosacy
nowg grupe fosforanowajest monomerem, albo na odwrét. Stwarza to teoretycz-
nie cztery mozliwe podejscia syntetyczne.

Po rozwazeniu wszystkich uwarunkowan zdecydowano sie na wariant budo-
wy tancucha poczynajgc od korica 3' (schemat 5) i ten sposéb syntezy’jest obe-
cnie powszechnie stosowany [33, 34], Pozostawia sie wolng pierwszorzedowg
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Schemat 4. Mechanizm aktywacji i kondensacji H-fosfonianéw

Oligomer wydtuzony o jeden nukleotyd
= state podtoze z tacznikiem LCAA

Schemat 5. Najpowszechniej stosowana procedura syntezy oligonukleotydéw na podtozu statym

grupe 5'OH jako grupe konncowa tancucha, ktora atakuje zaktywowane centrum
fosforowe jednostki 3'-fosforylowanej. Ten wariant zapewnia bardziej wydajne
tworzenie wigzania intemukleotydowego, gdyz pierwszorzedowa grupa hydro-
ksylowa ma mniejszg zawade przestrzenng i jest tatwiej dostepna.
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To podejscie okazato sie bardzo efektywne i uproscito synteze do tego stop-
nia, ze synteze oligomeru DNA lub RNA o dtugosci 20-30 jednostek mozna wy-
kona¢ w ciggu jednego dnia pracy. Co wiecej, nie ma potrzeby angazowania spe-
cjalistycznego laboratorium, gdyz oprécz standardowego wyposazenia wystarcza
posiadanie automatycznego syntetyzera.

Przeprowadzenie syntezy oligonukleotydu wediug powyzszego schematu
jest mozliwe tylko wtedy, gdy zarowno oligonukleotyd, jak i ,,syntony” nukleo-
tydowe zaopatrzone sg w odpowiedni system grup ochronnych umozliwiajacy se-
lektywne odstanianie centréw reaktywnych we wiasciwej kolejnosci. Wieloletnie
badania i préby doprowadzity do opracowania zestawu grup blokujgcych, ktory
pozwala na bliskg optymalnej synteze oligorybonukleotyddw.

GRUPY CHRONIACE RESZTE ZASADOWA

W zasadach azotowych, obecnych w kwasach nukleinowych, wystepuje
wiele grup funkcyjnych wymagajacych zablokowania podczas syntezy oligonu-
kleotydu. W syntezie prowadzonej metodg triestrowg ugrupowania imidowe
i laktamowe tymidyny/urydyny i guanozyny ulegaja niepozagdanym reakcjom
podczas fosforylacji i reakcji wydtuzania tancucha [23, 35], dajgc reaktywne
produkty posrednie. Podczas dalszych operacji produkty te moga ulegaé atako-
wi zasad lub reagentéw nukleofilowych obecnych w mieszaninie reakcyjne;j.
Prowadzi to do produktéw podstawienia w pozycjach 4 piiymidyn i 6 puryn [36]
i powstania modyfikowanych jednostek nukleotydowych. Zabezpieczeniem
przed takg niepozgdang modyfikacjg jest blokowanie pozycji O4 w pirymidy-
nach i O6 w puiynach [37] (schemat 6). Te grupy blokujgce usuwa sie najcze-
Sciej przez hydrolize w $rodowisku zasadowym badz wobec wspomagajgcych
reagentéw nukleofilowych.

X

0]
X = 2(4-nitrofenylosulfonylo)etyl, 2-nitrofenyl,
2-cyjanoetyl, 2-(4-mtrofenylo)etyl itp.

Y

X
0]

Y OR OR(H)

Schemat 6. Grupy blokujace funkcje laktamowa
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W przypadku stosowania metod PUL odczynniki fosfitylujgce atakujg réwniez
funkcje iaktamowe i imidowe, jednak utworzone w wyniku tego pochodne sg
0 wiele mniej trwate i podczas operacji nastepujacych po reakcji wydtuzania tan-
cucha odtwarza sie uktad wyjsciowej zasady azotowej [38]. By zabezpieczy¢ sie
przed niepozadang modyfikacja, wystarczy zachow a¢ wtasciwg kolejnos¢ etapdw
procedury syntezy oligonukleotydu. Bezposrednio po reakcji kondensacji nalezy'
przeprowadzi¢ etap blokowania nieprzereagowanych grup 5'OH. Bezwodnik
octowy w'mieszaninie z 1-metyloimidazolem, uzywany w tej reakcji, przeksztat-
ca uboczne produkty fosfitylacji w pozycjach O4 i O6 do wyjsciowych zasad.
Dopiero po tej reakcji mozna dokona¢ utlenienia wigzan intemukleotydowych
z P,u do Pv.

Innym miejscem wymagajagcym zablokowania w adenozynie, cytydynie
lguanozynie sg funkcje egzoaminowe NH2. Do ich ochrony najcze$ciej stosuje
sie zasadolabilne grupy acylowe.

Przy doborze grupy blokujacej nalezy' wzig¢ pod uwage dwa czynniki: trwa-
tos¢ i tatwos¢ usuniecia oraz wpltyw na wigzanie N-glikozydow'e nukleotydu.
W przypadku 2'-deoksynukleotydovv, zwtaszcza adenozyny [39], przeprowadze-
nie grupy egzoaminowej w amidowg znacznie zwieksza podatno$¢ wigzania
N-glikozydowego na rozpad w $rodowisku kwasowym (np. podczas usmvania
grupy 5'DMTr). By ustali¢ optymalny uktad blokad, przebadano wiele pochod-
nych [26], Najlepsze, obecnie powszechnie uzywane, to blokady acylowe (ace-
tylowi, benzoliow'a, izobutyrylowa, fenoksyacetylowa) lub pochodne amidyno-
\ve, otrzymywane w reakcjach z acetalami dimetyloformamidu (schemat 7). Blo-
kady amidynow'e zapewniaja lepsza stabilno$¢ wigzania N-glikozydowego i usu-
wane sgwttagodniejszych warunkach niz wiekszos¢ blokad acylowych [2(b), 26].

0 NHR NHR

Y Y Y OR OR(H)
Grupy amidowe

R = acetyl, benzoil,
I | izobutyryl, anizoil,
Y H Y Y fenoksyacetyl, ftaloil itp.

Amidyny

Schemat 7. Przyktady blokad funkcji egzoaminowej
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GRUPY CHRONIACE FUNKCJE HYDROKSYLOWE
GRUPY BLOKUJACE FUNKCIJE 5'0H

Jako grupy blokujgce pozycje 5' powszechnie stosuje sie grupy kwasolabil-
ne oparte na rdzeniu trifenylometanu (tritylu). Najwiekszg popularnos$¢ zdobyta
grupa dimetoksytritylowa [40] (schemat 8, DMTr), ktdra tagczy w sobie kilka ko-
rzystnych cech:

- nadaje czasteczkom nukleozydow i nukleotyddéw znaczna lipofilowos¢, co
utatwia ich rozpuszczanie w rozpuszczalnikach niepolamych i oddzielenie chro-
matograficzne od substancji nieposiadajgcych grupy tritylowej,

- w rozpuszczalnikach aprotonowych odszczepia sie szybko i ilosSciowo pod
wplywem kwasu, w warunkach na tyle tagodnych, ze mozliwe jest, ograniczone
co prawda, stosowanie obok tej grupy blokujgcej takze innych grup o charakte-
rze kwasolabilnym,

- powstaly w wyniku odszczepienia podstawiony kation trifenylometanowy
stuzy do szybkiego i doktadnego pomiaru metodg kolorymetryczng lub konduk-
tometiyczng wydajnosci prowadzonej syntezy" [41], co znalazto zastosowanie
w monitorowaniu automatycznej syntezy oligorybonukleotyddw.

Schemat 8. Grupy kwasolabilne oparte na rdzeniu trifenylometanu, uzywane w chemii nukleozy-
déw i nukleotydéw

DOBOR GRUPY BLOKUJACEJ FUNKCIJE 2'0OH
W SYNTEZIE OLIGORYBONUKLEOTYDOW

DNA i RNA rézni jedynie obecnos¢ funkcji hydroksylowej w potozeniu 2.
Ta pozornie niewielka roznica jest zrédtem wielu pow'aznych komplikacji na
réznych etapach chemicznej syntezy fancucha oligorybonukleotydowego [2(b),
26, 33].
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Wprowadzenie jakiejkolwiek blokady na funkcje 2'OH powoduje zattocze-
nie przestrzenne (nieraz znaczne; wokdt centrum reakcji kondensacji. W przy-
padku utraty blokady grupa 2'OH usytuowana w bezposrednim sgsiedztwie wig-
zania intemukleotydowego stanowi dodatkowa centrum reaktywne. Dalej, jezeli
warunki odblokowania grupy 2'OH faworyzujg atak atomu tlenu tej grupy na
atom fosforu wigzania intemukleotydowego, to reakcji usuwania ochrony moze
towarzyszy¢ degradacja tafncucha oligoiybonukleotydowego [42].

Sktonnos$¢ kwaséw' rybonukleinowych do fatwej degradacji w Srodowisku
zasadowy m narzuca konieczno$¢ stosowania takich procedur syntezy, w ktorych
grupa 2/-OH pozostaje zablokowana. Praktycznie oznacza to, ze konicowym eta-
pem odblokowania oligomeru powinno by¢ odblokowanie funkcji 2'OH i ze ten
ostatni etap nie moze by¢ prowadzony w warunkach zasadowych. Ogranicza to
wiec stosowanie grup zasadotabilnych (np. acylowych) jako grup blokujacych
2'0OH. Ponadto grupa blokujaca te szczeg6lng funkcje musi by¢ trwata w trakcie
catej syntezy oligorybonukleotydu, gdyz jej przedwczesna utrata prowadzitaby
do izomeryzacji lub rozpadu fancucha [44].

Te wymagania spowodowaly, ze od lat w wielu laboratoriach na Swiecie
poszukuje sie odpowiedniej grupy blokujgcej funkcje 2'OH [26, 44], Mimo tego
zestaw grup blokujacych przydatnych w syntezie oligomeréw RNA jest nadal
mocno ograniczony. Grupy stosowane do tego celu mozna podzieli¢ na kwasola-
bilne (schemat 9) i inne.

CH3
Cmpmp Fpmp

Schemat 9. Kwasolabilne grupy blokujace 2'OH

Grupy kwasolabilne stosowane byty od dawna. Majg one charakter acetali
i wiele z nich jest mniej lub bardziej rozbudowanymi pochodnymi tetrahydropy-
ranu. Istotnym problemem jest takie zréznicowanie witasciwosci kwasolabilnej
grupy blokujacej pozycje 2' i grupy DMTr w pozycji 5', aby mozna byto bez-
piecznie odblokowa¢ grupe 5'OH (w trakcie wydtuzania taricucha) bez narusze-
nia blokady 2". Grupa Thp [42(b), 45], bardzo czesto stosowana w chemii orga-
nicznej do blokowania grup OH, nie jest doskonata pod tym wzgledem. Podczas
usuwania grup DMTr w niewielkim stopniu dochodzi réwniez do jej utraty [46]
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i z tego powodu nie jest obecnie stosowana w automatycznej syntezie oligorybo-
nukleotydéw. Inngniekorzystng cechg grupy Thpjest fakt, ze wraz z jej wprowa-
dzeniem w czgsteczce pojawia sie nowe centrum stereogeniczne. Z tego powodu
podczas syntezy ,,syntonéw” nukleozydowych otrzymuje sie mieszanine diaste-
reoizomer6w, co mocno utrudnia rozdziat i oczyszczanie produktéw. Problem ten
rozwigzato uzycie grupy 4-metoksytetrahydropyranylowej, Mthp [47], kt6ra dzie-
ki swej symetrii nie wnosita nowego centrum chiralnosci, ale jej wtasciwosci
kwasolabilne nie roznity sie znaczaco od Thp i wcigz nie dawata ona gwarancji
w peini selektywnego odblokowania grupy 5’DMTr.

Mankament ten zostal w pomystowy spos6b usuniety przez Reese’a i wsp.
[48], ktérzy zmodyfikowali grupe Mthp tak, by zmniejszy¢ jej podatnos¢ na hy-
drolize w warunkach kwasowych w $srodowisku aprotycznym, a wiec w warun-
kach usuwania grupy DMTr. Nowa grupa blokujaca (Cmpmp lub Fpmp, zob.
schemat 9) zawiera atom azotu o charakterze Ill-rzedowej aminy aromatycznej.
Podczas odblokowania grupy DMTr ten atom azotu jest protonowany, co zabez-
piecza przed hydrolizg ugrupowania acetalowego. Trwato$¢ tego typu blokady
mozna regulowué przez modulacje zasadowos$ci atomu azotu podstawnikami
pierécienia aromatycznego z nim zwigzanego. Przy doborze odpowiedniej grupy
tego typu mozna wiec usungé grupe 5'DMTr bez naruszenia blokad funkcji 2'OH.
Grupy majace takie whasciwosci (Cmpmp, Fpmp, schemat 9) sg z powodzeniem
stosowane, ajedna z nich (Fpmp) jest obecnie uzywana w handlowo dostepnych
monomerach do syntezy oligorybonukleotyddéw. Blokada Fpmp (i podobne) sg
usuwane po zakonczeniu syntezy oligorybonukleotydu dziataniem wodnego bu-
foru o umiarkowanej kwasowosci.

Inng propozycjg byta blokada Cee [I-(2-chloroetoksy)etylowa], majaca
0 wiele prostszg strukture, a wprowadzona przez Takaku [49], Wedtug autorow
ta grupa blokujgca funkcje 2'0OH miata whasciwosci bardzo podobne do Fpmp czy
Cmpmp. Nie zdobyta ona jednak uznania i nie ma pdzniejszych doniesien o jej
stosowaniu.

Inna koncepcja zaktadata znalezienie grupy blokujacej, ktora pozostawataby
niereaktywna przez caty czas syntezy, a jej odblokowanie przebiegatoby w wa-
runkach specyficznych dla tej grupy blokujacej, ale nieszkodliwych dla trwato-
$ci tancucha oligomeru. Jak wspomniano uprzednio, odblokowanie w warunkach
kwasowych ,,zarezerwowane” jest dla grupy blokujgcej pozycje 5', natomiast
grup labilnych w warunkach zasadowych powszechnie uzywa sie¢ do blokowania
grup egzoaminowych i funkcji fosforanowych.

Japonska grupa lkehary i Ohtsuki [50] wprowadzita fotolabilng blokade
o-nitrobenzylowg. Ta grupa ochronna stwarza stosunkowo niewielkg zawade
przestrzenng ajej eterowy charakter zapewnia dostateczng trwatos¢ podczas syn-
tezy oligorybonukleotydu. Wada tej grupy jest, oprocz mato wydajnej syntezy
monomerow, fotochemiczny proces jej usuwania. Wiasciwosci tej grupy wyma-
gajgucigzliwego chronienia mieszanin reakcyjnych przed Swiattem w czasie syn-
tezy, a nastepnie naswietlania koncowego produktu - oligomeru. Wymagana dtu-
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gos¢ fali uzvwanego promieniowania jest inna niz dtugos¢ fali promieniowania
powodujgcego znane reakcje fotodimeryzacji i fotorozpadu zasad azotowych
[51], jednak niebezpieczenstwo niezamierzonych modyfikacji pozostaje. Ilos¢
niepozadanych produktow ubocznych rosta przy fotochemicznym odblokowaniu
oligomeru o dtugosci powyzej 10 jednostek nukleotydowych [52], Je$li doda¢
fakt, ze stosowanie fotolabilnych blokad 2'-0-onitrobenzylowych moze powo-
dowaé powazne komplikacje podczas syntezy oligorybonukleotydéw zawieraja-
cych fotoczute jednostki nukleozydowe (np. tionukleozydy), to nie mozna uzna¢
tej grupy blokujacej za uniwersalna.

Przetomowe znaczenie w rozwoju syntezy RNA i strategii blokowania nukle-
ozydoéw odegrato wprowadzenie blokad sililowych (schemat 10). Blokujace gru-
py trialkilo(arylo)sililowe stosowane sg bardzo czesto w syntezie organicznej,
zwiaszcza w syntezie produktow' naturalnych, np. weglow odanéw', steroidow czy
terpenow' [53]. Ich witasciwosci mozna zmienia¢ w' dos¢ szerokim zakresie, za-
leznie od charakteru grup alkilowych lub arylowych zwigzanych z atomem krze-
mu. Odporno$¢ tego typu grup ochronnych na hydrolize w'aha sie od niewielkiej
(grupa trimetylosililowa, ktéra moze hydrolizowa¢ juz pod wptywem kontaktu
z wodg) do bardzo znacznej [grupa f-butylodifenylosililowa (tBDPSi) jest zupet-
nie odpornana dziatanie wody, widnych roztworéw' zasad, rozcienczonych kwa-
sow, a takze na w'arunki utleniajgce i redukujgce], a odpornos¢ ta rosnie wraz
z zattoczeniem przestrzennym wokét atomu krzemu. Wszystkie grupy sililowe sg
labilne wobec jonéw' fluorkowych, zwtaszcza w Srodowisku aprotonowym.

Grupa 1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanylowa, TiPDSi, opracowana przez
Markiewicza [54], to dwufunkcyjna blokada sililowa, zdolna do jednoczesnego
blokowania pozycji 3' oraz 5', co pozostawia grupe 2'0H wolng i umozliwia se-
lektywne przeprowadzenie na tej funkcji r6znorodnych reakcji. Odpornos¢ gru-
py TiPDSijest podobna do odpornosci innych przestrzennie rozbudow anych grup
sililowych i dlatego na nukleozydzie zablokowanym tg grupg mozna w miare
bezpiecznie prowadzi¢ reakcje w warunkach zasadowych i umiarkowanie kwa-
sowych, a takze reakcje niezalezne od pH srodowiska, np. reakcje utleniania, re-
dukcji czy reakcje fotochemiczne. Z tych powodéw grupa TiPDSi zdobyta zastu-
zenie wazngpozycje nie tylko w chemii nukleozydow [26, 55]. Jedng z operacji,
ktére mozna dzieki tej grupie selektywnie przeprowadzic, jest wybidrcze bloko-
wanie pozycji 2'. Z uzyciem przejsciowego blokowania TiPDSi wprowadza si¢
w pozycje 2' np. blokady Thp, Mthp, Cmpmp, Fpmp [48cd]

H3C ch3 h3c ch3
tBDMSi TiPSi TiPDSi

Schemat 10. Alkilosililowe grupy blokujgce stosowane w chemii oligorybonukleotydow
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Pochodne alkilo(arylo)sililowe, ktorych uzycie w chemii nukleozydéw za-
proponowat Ogilvie [56], sg obecnie bardzo czesto stosowane do ochrony funk-
cji 2’0H w formie eteréw sililowych. Z tego wzgledu zastugujg na nieco szersze
omowienie.

Opisangprzez Coreya [57], grupe r-butylodimetylosililowa. tBDMSi. Ogilvie
zastosowat jako blokade 2'OH [56]. Nieco pdzniej w tym samym laboratorium
zaproponowano [58] uzycie podobnej blokady, triizopropylosiiilowej, TiPSi.

Grup tBDMSi czy TiPSi nie mozna, niestety, selektywnie wprowadzi¢ w po-
zycje 2'. By osiggna¢ monosililowanie pozycji 2' i 3' wykorzystuje sie fakt, ze du-
za zawada przestrzenna grupy tBDMSi znacznie utrudnia wprowadzenie jej row-
noczesnie w obie te pozycje [59], Dziatajac jednym réwnowaznikiem molowym
odpowiedniego chlorosilanu na iybonukleozyd, w ktérym zablokowana jest gru-
pa 5'0OH, otrzymuje sie mieszaninge produktow' 2'-sililowanego i 3'-sililow'anego
oraz niewielka ilo$¢ produktu 2',3'-disililowanego. Duza zawada przestrzenna
grupy blokujacej pozycje 5' (zwykle jest nig grupa DMTr) powoduje, ze reakcja
w pozycji 3'jest trudniejsza i izomer 2'-tBDMSi powstaje wrprzewadze. Przew a-
ga tajest r6zna dla roznych nukleozyddw, zalezy tez od warunkéw reakcji [60],
Izomery 2' i 3' mozna rozdzieli¢ chromatograficznie i izomer 2'-sililowany pod-
dac reakcji z odczynnikiem fosforylujgcym. Izomer 3' mozna tatwo odblokowaé
za pomocg jonow' F*“ i ponownie przeprowadzi¢ reakcje sililowania, uzyskujac
podobng do poprzedniej mieszanine regioizomeréw. Mieszaning izomerow'2' i 3'
mozna tez uzyska¢ z czystego sktadnika (izomeru 2' lub 3') w reakcji izomery-
zacji W roztworze metanolu [61], przy czym proces ten jest przyspieszany przez
obecnos¢ zasad. Doktadniejsze badania wykazaty, ze w stabo zasadowym $rodo-
wisku jak pirydyna zawierajgca 10% wody (v/v) izomeryzacja osigga stan row-
nowagi (w przyblizeniu réwne ilosci regioizomeréw 2'i 3") po 1-2 dniach, a wo-
bec silniejszych zasad proces tenjest zdecydowanie szybszy [26]. To pozwala na
otrzymanie dodatkowych ilosci izomeru 2,-0-tBDMSi, gdyz wystarczy rozpuscic¢
izomer 3'-Si w metanolu zawierajgcym 2% trietyloaminy, by w ciggu 1-2 godzin
uzyska¢ réwnowagowg mieszanine izomerow 2'i 3' [62], z ktorej mozna wyizo-
lowa¢ pozgdany 2'-0 -blokowany nukleozyd.

Blokada tBDMSi w chwili obecnej jest najpopularniejszg grupg blokujgca,
uzywang w syntezie oligorybonukleotyddw i stosujac jg uzyskano wiele donio-
stych osiagnieé, jak np. chemiczna synteza biologicznie aktywnych czgsteczek
tRNA (nie zawierajacych jednostek modyfikowanych), a wiec oligomerdw dtu-
gosci ponad 75 jednostek [63],

Ta grupa blokujgca oprécz wielu zalet ma réwniez pewne wady i planujac
synteze, nalezy bra¢ pod uwage ograniczenia zwigzane z naturg grupy trialkilo-
sililowej. Jednym z nich jest duza zawada przestrzenna, jaka powstaje po wpro-
wadzeniu tej grupy w pozycje 2'. W zwiazku z tym grupa 3'OH jest ostonieta i jej
reaktywnos$¢ spada. W praktyce oznacza to, ze podczas syntezy na podtozu sta-
tym czas etapu tworzenia wigzania intemukleotydowego nalezy wielokrotnie wy-
dtuzy¢ (w poréwnaniu z DNA), by uzyska¢ wymagane wysokie wydajnosci kon-
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densacji. Etap ten przy syntezie DNA trwa standardowo 15 sekund, a w przypad-
ku syntezy RNA wynosi zazwyczaj 600 sekund. Rzadko zresztg udaje si¢ uzyskaé
tak dobre wydajnosci jak w przypadku DNA i wydajno$¢ nieco powyzej 98%
w przeliczeniu na jeden etap syntezy mozna uznac za realny putap mozliwosci.
Poprawe wydajnosci mozna uzyskac, stosujac bardziej aktywne promotory kon-
densacji [28,29].

Zdolno$¢ grupy tBDMSi do migracji [61], uzyteczna w podnoszeniu wydaj-
nosci pozadanego izomeru, moze by¢, niestety, powodem powaznych komplika-
cji w uzyskaniu izomerycznie czystych monomerdw —3'-fosforylowanych nukle-
ozydéw. Do wprowadzenia ugrupowania fosforowego w pozycje 3' wymagana
jest obecnos$¢ pomocniczego reagenta zasadowego lub nukleofilowego, ktéry ka-
talizuje te reakcje, wigzac proton grupy 3'OH. W konsekwencji dochodzi do kon-
kurencji dwaoch reakcji: fosforylacji grupy 3'OH oraz katalizowanej zasada izo-
meryzacji grupy sililowej (schemat 11). Jesli kinetyka tych dwdéch procesoéw nie
bedzie dostatecznie zréznicowana, to zachodzi niebezpieczeAstwo otrzymania
mieszaniny trudnych do rozdzielenia 2'- i 3'-fosforylowanych jednostek nukleo-
tydowych. Jezeli nie uda sie doktadnie rozdzieli¢ 2'- i 3'- fosforylowanych regio-
izomerdw, to konsekwencje moga by¢ bardzo powazne, gdyz moze powstac oli-
gomer, ktéry bedzie zawierat pewng liczbe wigzan 2'-5" intemukleotydowych,
rozmieszczonych losowo na catej dtugosci tancucha. Takie izomery sg wyjatko-
wo trudne do oddzielenia od wiasciwego produktu i udaje sie to praktycznie
w nielicznych przypadkach dla bardzo krétkich oligomerdw (do ok. 4 jednostek)
[64]. Dla dtuzszych tancuchéw' oligomer majacy wszystkie wigzania 3'-5" i taki
w ktérym jedno z wigzan ulegto izomeryzacji do 2'-5', majg tak zblizone witasci-
wosci fizykochemiczne, ze nie marealnej mozliwosci ich oddzielenia. Takie cza-
steczki natomiast moga sie wybitnie rézni¢ wiasciwosSciami biologicznymi,
w czym tkwi szczegdlne niebezpieczenstwo, poniew'az w testach fizykochemicz-
nych syntetyczny oligoiybonukleotyd wydaje sie czysty ijednorodny, a w bada-
niach biologicznych wykazuje dalekie od oczekiwanych wyniki, ktérych jedno-
znaczna interpretacjajest niemozliwa.

Niebezpieczenistwo wynikajgce z opisanego zjawiska zostato do$¢ wczesnie
dostrzezone i wielu badaczy [59, 61, 65] zwracato uwage na konieczno$¢ zacho-
wania podczas syntezy takich warunkéw, ktdre zminimalizujg" proces izomery-
zacji.

Schemat 11. Mechanizm izomeryzacji 2'-3' grupy t-butylodimetylosililowej
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Przez systematyczne przesledzenie przebiegu reakcji fosforylacji i fosfityla-
cji w réznych warunkach z zastosowaniem spektroskopii 31P NMR udato sie
okresli¢ [62], ktdre z powszechnie stosowanych metod syntezy jednostek mono-
merycznych mogg by¢ bezpiecznie zastosowane w przypadku uzycia blokady
tBDMSi. Okazato sie, ze zardwno podczas syntezy triestrow Pv, jak i syntezy
H-fosfonianoéw nie dochodzi do izomeryzacji grupy sililowej. Wiekszg ostrozno$¢
nalezy zachowac podczas preparowania amidofosfoiyndw rybonukleozydow’,
najpowszechniej uzywanego typu ,,syntonow”. Mozliwo$¢ izomeryzacji mozna
mocno ograniczy¢ lub catkowicie wykluczy¢, jezeli uzywa sie jako odczynnika
fosfitylujgcego odpowiednio reaktywnej chlorofosfiny [np. (A',A'-diizopropylo-
amino)(2-cyjanoetoksy)chlorofosfiny]. Jest to obecnie powszechnie akceptowany
sposéb bezpiecznego otrzymywania nukleozydoamidofosforynéw [26, 33] - syn-
tonéw w syntezie oligorybonukleotyddw.

Ostatnio zaproponowano nowg, zmodyfikowang sililowg grupe blokujgcg
ktéra powinna w pewnym stopniu zmniejszy¢ wptyw' zawady przestrzennej [66].
Jestto grupa z rodzaju ,,blokowanych grup blokujgcych” [67, 68], majgca struk-
ture acetalu, ktorego jednym z podstawnikdéw jest ugrupowanie trialkilosililowe
(schemat 12). ObjetoSciowa grupa odsunieta jest od pierscienia rybozy i zawa-
da przestrzenna wokot grupy 3'OH jest mniejsza. Polepsza to w'arunki reakcji,
witasciwosci grupy blokujacej za$ bardzo przypominajg wiasciwosci grup
tBDMSi oraz TiPSi. Bardzo korzystng cechg tej grupy jest jej brak sktonnosci
do izomeryzacji. Acetal majacy podstawnik sililowy jest znacznie odporniejszy

Schemat 12. Acetalowe blokedy sililowe ,,TOM”

na warunki kwasowo niz zwykte acetale i grupa ta doskonale znosi operacje sto-
sowane podczas syntezy oligomeru. Po odblokowaniu grupy sililowej jonami
fluorkowymi, pozostaje na grupie 2'OH hemiacetal formaldehydu, ugrupowanie
bardzo nietrwate, natychmiast hydrolizujgce podczas przerobu mieszaniny po re-
akcji. Stosujac te blokade funkcji 2' dokonano syntezy wielu oligorybonukleo-
tydéw, osiggajac wysokie wydajnosci kondensacji (powyzej 98% na etap synte-
zy) [69].
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Obecne metody syntezy oligonukleotydow sg efektem wieloletnich, zmud-
nych i pracochtonnych badan nad tworzeniem wigzania intemukleotydowego,
réwnolegtych wielowgtkowych poszukiwarn odpowiednich grup ochronnych i ra-
cjonalnego doboru stosowanychjednostek nukleozydowych lub nukleotydowych.
Metody syntezy oligonukleotyddw na podtozach statych w potaczeniu z petnagro-
botyzacja procesu syntezy tafcucha oligonukleotydowego umozliwiajg otrzyma-
nie fragmentow kwaséw nukleinowych o zatozonej sekwencji i dtugosci kilku-
dziesieciu jednostek nukleotydowych.

Nalezy podkresli¢, ze synteza oligorybonukieotydéw, mimo duzych podo-
bienstw' do syntezy deoksyoligonukleotyddéw, jest trudniejsza i nadal mniej efek-
tywna gtéwnie ze wzgledu na wielokrotnie nizszg szybkos¢ tworzenia wigzania
intemukleotydowego. O tym decyduje jedna grupa ochronna - blokada funkcji
2'-hydroksylowej. Jest to przyktad, w ktérym pozornie waski problem, ochrona
jednej grupy wielofunkcyjnego nukleotydu, warunkuje skuteczno$¢ metody syn-
tezy ztozonych makromolekut - oligorybonukteotydéw. Dotychczasowe propo-
zycje blokad chronigcych funkcje 2'OH sg rozwigzaniami kompromisowymi,
w ktérych stabilno$¢ blokad wigze sie z zawadg przestrzenna przez nie wnoszo-
ng (np. grupa t-butylodimetylosililowa), a to bezposrednio wptywa na szybko$é
tworzenia wigzania intemukleotydowego.

Tak wiec problem blokady funkcji 2'-hydroksylowej w syntezie oligorybo-
nukleotyddw jest otwarty i wcigz aktualny. Jego rozwigzanie jest sprawg pilng ze
wzgledu na znaczne zapotrzebowanie na oligorybonukleotydy zwigzane z per-
spektywg stosowania rybozymoéw w celach terapeutycznych. Dlatego konieczna
jest kontynuacja badan nad rozwigzaniem tego problemu, a kazda nowa propo-
zycja ochrony grapy 2'-OH zwigkszajaca efektywnos¢ syntezy oligorybonukleo-
tydow jest ze wszech miar pozadana.
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A. LEWICKI, T. PARYJCZAK, W.K. JOZWIAK, J. RYNKOWSKI

Prof. dr hab. Tadeusz Paryjczak ukonczyt studia na Wydziale Che-
micznym Politechniki £.ddzkiej w 1956 r. Od 1975 r. jest dyrektorem
Instytutu Chemii Ogo6lnej i Ekologicznej, a w latach 1975-1981,
1984-1990 oraz 1993-1999 byt dziekanem Wydziatu Chemicznego
Politechniki t.6dzkiej. Jest cztonkiem Komitetu Badan Naukowych na
okres 1V kadencji, przewodniczacym Zespotu Chemii, Technologii
Chemicznej oraz Inzynierii Procesowej i Ochrony Srodowiska Komi-
sji Badan Stosowanych KBN. Wérdd jego zainteresowari naukowych
sgnieanalityczne zastosowania chromatografii gazowej, adsorpcja i ka-
taliza heterogeniczna. Jest autorem lub wspétautorem ponad 200 publi-
kacji naukowych, kilkuset wystgpien konferencyjnych oraz monogra-
fii Gas Chromatograph)’ in Adsorption and Catalysis.

Prof, dr hab. Jacek Rynkowski ukornczyt studia na Wydziale Che-
micznym Politechniki £.6dzkiej w 1970 r. Od poczatku pracy zawo-
dowej jest zwigzany z Instytutem Chemii Ogo6lnej i Ekologicznej
Politechniki t.ddzkiej, w ktorym od 1992 r. jest zastepca dyrektora.
Przedmiotem jego dziatalnosci naukowej sg obecnie zagadnienia ka-
talizy heterogenicznej, m.in. badania wiasciwosci fizykochemicz-
nych i katalitycznych r6znych typéw naniesionych uktadéw mono-
i bimetalicznych - katalizatorow reakcji selektywnego uwodornienia
aldenydéw nienasyconych, wodoroodsiarczania, suchego reformingu
metanu i in. oraz sensory gazéw. Posiada w swoim dorobku 73 pu-
blikacje naukowe oraz ponad 70 referatow i wystapien konferencyj-
nych. Od 1998 r. jest cztonkiem zarzadu Polskiego Klubu Katalizy.

Dr hab. Wojciech Kazimierz J6zwiak jest profesorem Politechniki
Lodzkiej, a takze prodziekanem Wydziatu Chemicznego tej uczelni,
ktory ukonczytw 1969 r. Pracuje w Instytucie Chemii Og6lnej i Eko-
logicznej. Jest specjalista w dziedzinie chemii fizycznej, adsorpcji
i katalizy heterogenicznej. Zainteresowania naukowe obejmuja m.in.
oddziatywania metal-no$nik w naniesionych katalizatorach metalicz-
nych, wiasciwosci powierzchniowe metali, badania struktury nosni

kow tlenkowych (Al20 3, Si02 MgO, Ca0), w tym roli powierzchnio-
wych grup hydroksylowych w procesach adsorpcji i katalizy
W swym dorobku posiada ok. 60 publikacji naukowych i kilkadzie-
sigt wystapien konferencyjnych.

Drinz. Andrzej Lewicki ukonczyt studia na Wydziale Chemicznym
Politechniki tddzkiej w 1956 r. Na tym samym wydziale obroni!
w 1965 r. prace doktorskg. Od 1954 r. az do przejscia na emeryture
w 1998 r. pracowat jako adiunkt poczatkowo w Katedrze Chemii
Ogdlnej, a nastepnie w Instytucie Chemii Og6lnej i Ekologicznej.
Gtéwne zainteresowania zawodowe to szeroko pojeta kataliza, szcze-
gbélnie heterogeniczna, metody badan katalizatorow oraz dydaktyka
chemii. Jest autorem i wsp6tautorem 30 publikacji, 2 patentéw oraz
20 wystgpien konferencyjnych, m.in. na zjazdach Polskiego Towa-
rzystwa Chemicznego, ktérego jest dtugoletnim cztonkiem.
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ABSTRACT

During the past decade, there has been increasing interest in the catalytic
reforming of methane with carbon dioxide. This reaction is considered as more
efficient use of natural gas (methane) but also in the context of possible utiliza-
tion of carbon dioxide. As both CH4and C02are greenhouse gases, this reaction
has also important environmental implications.

In this review, an emphasis was put on the recent papers, published in the
period 1998-2001, which have not been reported in the comprehensive review of
Bradford and Vannice [2], Some basic thermodynamic and kinetic information
about the discussed reaction and CH4 and C02 activation was recalled. Then
different types of catalysts were reported, first ofall with the focus on nickel and
platinum group based catalysts. New approaches to the mechanisms of the
reaction on catalysts Ni/Zr02 [28, 29] and Ru/Si02 and Ru/Al20 3 [42] were
shown.

The major difficulty in practical realization of methane reforming with C02
is thermodynamically favoured coke formation which deactivates the catalysts.
The route leading to the improvement of this situation can be an addition of
oxygen or water to the feed gas mixture or developing catalysts that minimize the
rate of carbon deposition. The modification of the support, an application of
bimetallic catalysts or another complex systems seem to be promising. Some
of such systems were reported in the review.

Among 112 references cited in this review, 72 were published in the period
1998-2001. Therefore, the authors hope that this contribution presents a useful
and reasonable supplement to Bradford and Vannice work [2].
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W rozpoczynajgcym sie X X1 w. gaz ziemny, ktérego dominujacym sktadni-
kiem jest metan, stanie sie jednym z najwazniejszych surowcow do wytwarzania
cennych produktéw' chemicznych [1, 79, 80]. Dlatego tez w ostatnim czasie wie-
le badan poswiecono rozwojowi katalitycznych proceséw aktywacji metanu,
w tym konwersji do gazu syntezowego [2, 3, 15, 79]. Konwersja metanu do CO
i H2 ma duze znaczenie, poniewaz gaz syntezowy jest waznym surow cem m.in.
wrsyntezie Fischera-Tropscha, syntezie metanolu, oksosyntezie i in. [4, 74, 80],

W ostatnich 10 latach obserwuje sie w katalizie duze zainteresowanie tzw.
»suchym” reformingiem metanu dwutlenkiem wegla. W latach 1990-2000 opu-
blikowano na ten temat przeszto 200 prac w czotowych czasopismach chemicz-
nych, katalitycznych, a nawet energetycznych. Najpowazniejsza pozycjga jest
przegladowy artykut Bradforda i Vannice’a [2], sumujacy osiggnigecia i najwaz-
niejsze prace, dotyczace reformingu metanu dwutlenkiem wegla opublikowane
do roku 1997. Réwniez w materiatach 12 Kongresu Katalizy w Grenadzie
wr2000 r. oraz VV Kongresu Europacat w Limerick w 2001 r. znajduje sie w su-
mie ponad 20 doniesien na ten temat, co Swiadczy o jego ciggtej aktualnosci [3].

Zaleta omawianego procesu jest mozliwo$¢ otrzymania gazu syntezowego
o niskim stosunku H2CO (bliskim jednosci, bardziej odpowiednim w syntezie Fi-
schera-Tropscha do otrzymywania bezsiarkowych paliw ciektych oraz cennych
zwigzkow' zawierajgcych tlen), potencjalne zmniejszenie kosztéw' procesu, otrzy-
manie CO o wysokim stopniu czystosci (0,05% nieprzereagowanego metanu) [2],
Obawy, dyskusje i emocje zwigzane z efektem cieplarnianym [5-7] takze stano-
wig istotng przestanke do wykorzystania CH4 i C02jako surowcéw chemicz-
nych. Utylizacja tych dwuch podstawowych gazow ,cieplarnianych” w procesie
suchego reformingu mogtaby mie¢ pewne, cho¢ ograniczone, znaczenie, zwita-
szcza w przypadku odlegtych p6l naftowych, gdzie gaz ziemny, zawierajacy
duze ilosci C02jest spalany z powodu znaczacych kosztow transportu.

1. PODSTAWY OTRZYMYWANIA GAZU SYNTEZOWEGO
METODA REFORMINGU METANU DWUTLENKIEM WEGLA

Podstawowa reakcja procesu reformingu dwutlenkiem wegla moze by¢
przedstawiona nastepujaco:

CH4+ CO,« 2H2+2CO (AH° =591 kcal/mol). (1)

Produkty reakcji pojawiajg sie w temperaturze ok. 300 °C. Konwersja meta-
nu szybko wzrasta ze wzrostem temperatury, aby w 830-930 °C osiggnaé¢ 100%
przemiany rbwnowagowej.

Ze wzgledu na przebiegajgca rownolegle reakcje

C02+ H2<>CO + H20  (AH° =9,8 kcal/mol) )
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stosunek H2 CO w otrzymanym gazie syntezowym jest zazwyczaj mniejszy od
jednosci (rys. 1).

130 330 530 730 930 °C
Temperatura

Rys. 1. Stosunki H2CO (O) oraz H20/CO (m) w reakcjach reformingu metanu dwutlenkiem
wegla i reakcji odwrotnej do konwersji gazu wodnego w funkcji temperatury. Warunki reakcji
Pcalk= 1atm; CHyCO-j/He = 1/171,8 [2]

Gaz syntezowy jest powszechnie otrzymywany w procesie konw ersji metanu
z parg wodna:

CH4+ H2 « 3H2+CO  (AH° = 49,3 kcal/mol). 3)

W tej reakcji stosunek H2CO wynosi 3 lub wiecej.
Czesciowe utlenienie metanu:

CH4+ Y202<>2H2+ CO  (AH° =-8,5 kcal/mol) 4

prowadzi do uzyskania gazu syntezowego, w’' ktérym stosunek H2/CO jest zbli-
zony do 2. Jak wspomniano, reforming metanu dwutlenkiem wegla objawia swo-
je zalety w przypadku, gdy pozadany stosunek H2/CO jest bliski jednosci (np.
w syntezie weglowodoréw o dtugim taincuchu). Produkty konwersji mozna wow-
czas uzy¢ bezposrednio do syntezy weglowodorow.

W ostatnich latach rozwaza sie mozliwo$¢ zastosowania ,,mieszanego” refor-
mingu [8, 9, 102], na ktdry sktada sie jednoczesna reakcja metanu z C02 (reak-
cja (1)), parg wodng (reakcja (3)) i tlenem (reakcja (4)). Taki sposéb prowadze-
nia procesu umozliwia sterowanie stosunkiem H2/CO w zaleznos$ci od potrzeb
w poszczegélnych syntezach. Ponadto reakcja czesciowego utleniania metanu
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(reakcja (4)) jest egzotermiczna, co w pewnym stopniu zmniejsza zuzycie ener-
gii w procesach reformingu metanu dwutlenkiem wegla i parg wodng. Zaleta
»mieszanego” reformingu jest takze ograniczenie osadzania sie depozytu weglo-
wego, ktéry moze powstawac z rozktadu metanu:

CH40 2H2+ C(s) (AH° = 17,9 kcal/mol) (5)
lub dysproporcjonacji CO:
2CO <>C02+ C(s) (AH°=-41,2 kcal/mol). (6)

Dodatek pary wodnej lub tlenu hamuje tworzenie wegla zgodnie z reakcja
zgazow’ania:

H20 + C(s) <*CO + H2 (AH° = 31,4 kcal/mol) (7)
lub utlenienia:
Xx02+ C(9<>2(1 -x) CO + (2x - 1) C02
(-94,1 > AH® >-26,4 kcal/mol).  (8)

Ztozony przebieg procesu reformingu metanu dwutlenkiem wegla prowadzi
do gazowego produktu, zawierajgcego CO, H2, C02i H20. Jego skiad zalezy od
wielu parametrdw, takich jak temperatura, cisnienie, wyjsciowy sktad gazu, ro-
dzaj katalizatora i no$nika, stopien dyspersji fazy aktywnej, a takze od r6znych
czynnikow kinetycznych i in. Kluczowe etapy reformingu, takie jak aktywacja
CH41i C02 oraz tworzenie depozytu weglowego, w najwiekszym stopniu zalezg
od rodzaju katalizatora (metalu) oraz natury stosowanego nosnika [18].

Aktywacja CH4i C02na powierzchni metali przejsciowych, ktére wykorzy-
stywane sgjako katalizatory tego procesu (Ni, Co, Ru, Pt, Pd, Rh, Ir), zalezy za-
réowno od czynnikdw elektronowych, jak i geometrycznych, co oznacza, ze dy-
socjatywna adsorpcja CH4 i C02moze by¢ strukturalnie czuta [2]. Z korelacji da-
nych eksperymentalnych i teoretycznych wynika istotne znaczenie wiasciwosci
elektronowych [2], Istnieje poglad, ze warunkiem dysocjacji czgsteczki metanu
zaadsorbowanej na powierzchni metalu jest jej odksztatcenie od formy tetrae-
drycznej do struktury piramidy trygonalnej, po czym nastepuje tunelowanie ato-
mu wodoru przez bariere aktywacji [10], cho¢ inni autorzy [11] za decydujace
uwazajgjedynie to ostatnie zjawisko. Precyzyjny mechanizm dysocjatywnej ad-
sorpcji CH4, ktdra zachodzi na powierzchni metalu, nie jest do korica poznany.
Rozmieszczenie powstatych rodnikéw CHXzalezy zaré6wno od metalu jak i no-
$nika. Oddziatywania CHXz powierzchniowym tlenem i grupami OH nosnika
moga prowadzi¢ do tworzenia zaréwno CO, jak i depozytu weglowego.

Nie jest tez poznana do konca aktywacja C 02. Jest wprawdzie ogdlnie przy-
jete, ze chemisorpcja C 02na powierzchni metali przejsciowych jest zdominowa-
na przez przeniesienie elektronu z utworzeniem anionowego prekursora C 02~
oraz ze jest strukturalnie czuta [12], jednak to, czy zachodzi ona w formie dyso-
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cjatywnej, czy nie, zalezy od charakteru powierzchni metalu. Odpowiednie przy-
ktady dla r6znych metali przedstawione sg w tab. 1.

Tak wiec brak jest uogélniajgcych, ogélnie przyjetych, ilosciowych modeli
aktywacji zarowno metanu, jak i dwutlenku wegla. Mechanizm elementarnego
aktu aktywacji i zerwania wigzania chemicznego ma charakter kwantowy i jedy-
nie obliczenia kwantowomechaniczne moga przyblizy¢ jego nature. Szczegolne
utrudnienia obliczen kwantowych z zakresu katalizy na metalach wynikaja z ro-
dzaju materiatdw, wobec ktorych obserwuje sie zjawiska katalityczne.

Tabela 1. Adsorpcja C02 na powierzchni réznych
metali przejsciowych [2, 12, 13]

Chemisorpcja Adsorpcja
Metal . . .
dysocjatywna niedysocjatywna
Fe (111), (100) (HO)
Ni (110), (1200) (111), (100)
Cu - (110), (100)
Rh (533), (711) (111), (100)
Pd - (111), (100)
Ag - (HO)
Re (0001) -
Pt - (uln

Do niedawna chemia kwantowa byta niemal bezradna w przypadku obliczen
dla atoméw metali ciezkich. Dopiero ostatnio rozwiniete, jakoSciowo nowe meto-
dy chemii kwantowej, oparte na tzw. teorii funkcjonatéw gestosci (Density Func-
tional Theory, DFT) stwarzajgprzestanki $cislejszego opisu zjawisk katalitycznych,
w tym takze mechanizméw aktywacji CH4 i C02na powierzchniach metali stoso-
wanych jako katalizatory w procesie reformingu metanu dwutlenkiem wegla.

2. KATALIZATORY REFORMINGU METANU
DWUTLENKIEM WEGLA

Obiektami badan byty dotychczas przede wszystkim metale grup 8-10 ukla-
du okresowego naniesione na nosniki w postaci tlenkdw metali. Nosniki te, ty-
powe dla katalizy heterogenicznej, zaréwno tzw. redukowalne (m.in. Ce02,
Nb20 5 Ta20 5, TiC)2, Zr02) [18, 28, 29, 34-36, 38, 40, 51, 59], jak i niereduko-
walne (m.in. A120 3, La20 3, MgO, Si02, CaO, BaO, zeolity) [17-21, 26, 27,40,
59, 60] stosowano zaréwno w uktadach prostych, jak i ztozonych [24, 33, 39,82,
84]. Przedmiotem badan byty réwniez niektore wegliki (WC, Mo2C) [16]
i siarczki (WS2, M0S2) [61].

Najczesciej badanymi metalami pozostajg nikiel [22-33, 39, 46, 48, 49, 52,
75, 77, 81-84, 94, 99, 104, 105, 107], ruten [21, 39-42, 45, 47, 53, 59, 87], rod
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[18,34,50, 58, 60], platyna [36-38, 95], pallad [54, 63-65, 89], iryd [35, 66, 67],
Pewne zainteresowanie budzg takze zelazo [35, 62, 78], kobalt [3, 35, 98, 100,
104], miedz [35], ren [68] oraz ukitady bimetaliczne Ni-Cu, Ni-Rh, Cu-Rh,
Ni-Rh-Pt, Ni-Pt, Pt-Au, Pt-Sn, Ni-Ru, Ni-Pd [69-72], Jak wspomniano, szcze-
gétowe omowienie procesu reformingu metanu dwutlenkiem wegla oraz stoso-
wanych w tym procesie katalizatorow' na podstawie prac opublikowanych do
1997 r. jest przedmiotem przegladowego artykutu Bradforda i Vannice’a [2],
W niniejszym opracowaniu skupiono sie wiec przede wszystkim na materiale
zrédtowym opublikowanym w7latach 1998-2001.

2.1. KATALIZATORY NIKLOWE, KOBALTOW E | ZELAZOWE
2.1.1. Katalizatory niklowe

Pierwsze testy z katalizatorem niklowym wykonali Fischer i Tropsch
w 1928 r. [4]. Podstawowymi zaletami niklu sa: wysoka aktywnos¢, dostepnosc
oraz niska cena. Zasadnicza wadgjest natomiast brak odpornosci na zaweglanie,
dlatego znaczny wysitek w badaniach skierowany jest na dogtebne poznanie
i ograniczenie tego zjawiska [30, 32, 33, 44], W 1996 r. Bradford i Vannice [25]
oraz Verykios i Affrossman ze wsp. [31] opublikowali poréwnawcze studia, do-
tyczace katalizatoréw niklowych naniesionych na réznych nosnikach: Si02, C,
TiO?, MgO [25] oraz y-Al20 3, CaO, La20 3 [31], stwierdzajac istotny wptyw no-
$nika na aktywnos¢ i stabilnos¢ katalizatorow niklowych reformingu metanu
dwutlenkiem wegla. Na rys. 2 [31] przedstawione sg zmiany szybkos$ci konwer-

Rys. 2. Zmiana szybkosci reakcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla w zalezno$ci od czasu
trwania procesu na katalizatorach niklowych naniesionych na rézne nosniki. Temp 750 °C,
CH4/C02He = 20/20/60% obj., wkat - 10 mg, zawarto$¢ niklu - 17% mas. [3]
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sji metanu i dwutlenku wegla do gazu syntezowego w zaleznos$ci od czasu trwa-
nia procesu wobec katalizatoréw niklowych naniesionych na r6zne nosniki. Ka-
talizator Ni/La20 3charakteryzuje sie bardzo wysoka stabilnoscig. Badania meto-
dami XPS oraz SIMS wykazaty, ze znaczna czes¢ powierzchni pracujgcego
katalizatora jest wolna od depozytu weglowego. Stwierdzono ponadto wy-
stepowanie na powierzchni przejSciowych potgczen typu La202C03 oraz
La20 2(C00H )2, ktore moga mie¢ udziat w chemizmie tworzenia CO. Ostatnio
Tsipouriari i Verykios, kontynuujac badania katalizatora Ni/La20 3, okreslili
wplyw temperatury i ci$niert czagstkowych CH4 i C 02 na kinetyke suchego refor-
mingu i zaproponowali mechanizm procesu [94], Na podstawie wnikliwych ba-
dan metodami FTIR, XRD, XPS i HR-TEM oraz technikami izotopowymi
stwierdzili, ze decydujgcymi etapami reakcji CH4 z C02 na katalizatorze
Ni/La20 3sg: rozktad CH4 na niklu i osadzenie wegla, ktéry reaguje z La20 2C03
na granicy faz Ni i La20 2C 03, co prow adzi do powstania CO.

Bradford i Vannice, poréwnujac katalizatory niklowe naniesione na Si02, C,
Ti02, MgO [25], uwazajg, ze wiprzypadku Ni/Si02brak oddziatywan metal-no-
$nik pozwala na szybki wzrost wtdknistych wiskerséw weglowych, co. podobnie
jak dla katalizator6w7Ni/C. obniza aktywno$¢ takich uktadéw?7 Natomiast znacz-
nie mniej wegla osadza sie na katalizatorach Ni/Ti02 i Ni/MgO. W pierwszym
wypadku wskutek blokady centréw niklowych w wyniku efektu SMS1 (ruchliwy
TiOvna powierzchni) i duzej bariery energetycznej dla dysocjacji tlenku wegla,
w drugim - w wyniku tworzenia czesciowo zredukowanego statego roztworu
NiO-MgO, co stabilizuje wigzania Ni—Ni i ogranicza dyfuzje wegla do czastek
niklu.

Ciekawa proba poprawy stabilnosci katalizatoréw niklowych zostata podje-
ta w skali przemystowej [73], Polegata ona na czeSciowym zasiarczeniu, stoso-
wanym takze dla innych uktadow katalitycznych [74], katalizatora niklowego
(iSulfur Passivated Reforming - SPARG). Ograniczyto to znacznie tworzenie sie
wegla, nie blokujac jednoczesnie aktywnych centrow reakcji reformingu w wy-
niku znanego w katalizie efektu zespotéw (ensemble effect). Modyfikacje wtasci-
wosci katalizatoréw niklowych osigga sie przede wszystkim przez zastosowanie
odpowiedniego nosnika [20, 26, 28, 29, 32, 33, 75, 77, 82, 84], ale takze dzieki
specjalnym metodom preparatyki [22, 26, 27, 30] oraz wykorzystaniu uktaddw
bimetalicznych [22, 69-72].

Istotng poprawe wiasciwosci katalizatoréw niklowych obserwuje sie w ukta-
dach, zawierajgcych dwutlenek cyrkonu [24, 28, 29, 75, 77, 95]. Sang-Eon Park
i in. [75] otrzymali obiecujace wyniki dla katalizatoréw Ni/Zr02, zawierajacych
zroznicowang w szerokim zakresie ilo$¢ niklu (od 2,5 do 23% wag.). Optymalna
zawarto$¢ niklu wynosita 13,2%. Taki katalizator wykazywat najwyzszg aktyw-
no$¢ wrstosunku do obu reagentéw oraz wysoka stabilno$¢ (rys. 3). Niskie steze-
nie centréw kwasowych Lewisa w Zr02ogranicza znacznie tworzenie wegla na
katalizatorze Ni/Zr02- Autorzy okreslili tez optymalng temperature redukcji i kal-
cynacji katalizatora (700 °C). Ponizej tej temperatury cze$¢ katalizatora pozosta-
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«O

Czas reakcji (h)

Rys. 3. Konwersja metanu w temp. 750 °C (m) i 850 °C (¢). Katalizator 13.2% Ni/ZrO? [75]

je niezredukowana, w wyzszej za$ nastepuje spiekanie niklu. Wzrostowi aktyw-
nosci sprzyja obnizenie temperatury kalcynacji. Zbyt wysoka temperatura praze-
nia zwieksza oddziatywania niklu z nos$nikiem, co utrudnia redukcje naniesione-
go tlenku niklu.

Bo-Qing Xu wraz ze wsp. [28, 29] uzyskat katalizator 27% Ni/Zr02, kt6re-
go aktywnos¢ nie ulegata zmianie w ciggu 600 godzin (konwersja 86%). Katali-
zator, zawierajacy jedynie 5% fazy aktywnej, prowadzit do znacznie nizszej kon-
wersji (68%) w poréwnaniu z analogicznymi katalizatorami naniesionymi na
A120 3oraz Ti02 (odpowiednio 76 i 72%). Bardzo istotnymi czynnikami, warun-
kujacymi aktywnos$¢ i stabilno$¢ katalizatorow Ni/Zr02, okazaty sie wielkos¢
czastek prekursora nosnika Zr(OH)4 oraz jego powierzchnia wiasciwa. Juz sam
Zr02 otrzymany z ultradrobnych (6 nm) czastek Zr(OH)4 wykazywat pewng ak-
tywnos$¢ w reakcji konwersji metanu (rys. 4). Zwiekszenie zawartoSci Ni powy-
zej 10% nie wplywu juz na zwiekszenie konwersji. Z powodu przebiegu konku-
rencyjnej reakcji (2) oraz tworzenia depozytu weglowego ijego sukcesywnej eli-
minacji obserwuje sie zmiany stosunku CO/H2 w czasie (w przedziale 0,9-1,5)
(rys. 5). Wahania te sg najmniejsze dla katalizatora otrzymanego z ultradrobnych
czastek Zr(OH)4 (Ni/Zr02-B). Katalizatory otrzymane z prekursoréw o wiekszym
wymiarze czgstek szybko tracity swg aktywnos$¢ na skutek zaweglania. Autorzy
uwazajg, ze okreslone warunki preparatyki ultradrobnego Zr(OH)4 (suszenie
w nadkrytycznym etanolu) prowadza do powstawania duzej liczby powierzchnio-
wych defektow i zasadowych centrow aktywnych, sprzyjajacych aktywacji CO?,
a ponadto ultradrobne czastki nos$nika utatwiajg migracje tlenu do Ni i utlenianie
powstatego tam, z rozktadu CH4, wegla. Na rys. 6 przedstawiono graficznie kon-
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Rys. 4. Konwersja metanu na katalizatorze Ni/Zr02-B po 50 godz. pracy w strumieniu reagentow
w zaleznosci od zawartosci niklu w katalizatorze [29]

cepcje przebiegu reformingu metanu dwutlenkiem wegla na katalizatorze
Ni/Zr02 wg Bo Qing Xu i wsp. [28, 29]. Ostatnio Bo-Qing Xu i wsp. opubliko-
wali podobne badania katalizatordw niklowych naniesionych na nanostruktural-
ny MgO [101].

Rys. 5. Zmiany stosunku CO/H2na Ni/Zr02-B w zaleznosci od czasu pracy katalizatora w ciggtym
strumieniu reagentéw [28]
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Rys. 6. Graficzne wyobrazenie reformingu metanu dwutlenkiem wegla wg autorow [28, 29]

Dong Jin Suh i wsp. przedstawili ostatnio prace, w ktérej wykazali mozli-
wos$¢ zastosowania Al203jako nosnika stabilnych katalizatorow niklowych re-
formingu metanu dwutlenkiem wegla [30]. Katalizator otrzymano metodg
zol-zel, wychodzgc z octanu niklu i roztworu secbutylanu glinu (ASB) w etano-
lu. Prekursor suszony byt w warunkach nadkrytycznych z C 02, nastepnie pra-
zony w atmosferze helu (300 °C) i tlenu (500 °C). Taka preparatyka pozwolita
na otrzymanie wysoko zdyspergowanego niklu w mezoporowatym katalizatorze,
ktéry wykazywat znaczng odpornos¢ na zaweglanie w poréwnaniu z katalizato-
rem otrzymanym metoda konwencjonalng. Na rys. 7 przedstawiono rozdziat wy-
miarow czastek Ni w katalizatorze otrzymanym konwencjonalng metoda impre-

$rednica czastek (ran) $rednica czastek (nm)

Rys. 7. Rozdzial wymiaréw czastek Ni w katalizatorze otrzymanym metoda impregnacyjng (a)
i w postaci aerozelu (b) po redukcji w 700 °C [30]
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gnacyjng oraz w postaci aerozelu po redukcji w 700 °C [30]. Z wszechstronnych
badan autoréw (XRD, XPS, TEM) Tunika, ze Ukorzenie wtdknistych depozy-
tow weglowych zalezy w znacznym stopniu od rozmiaru czastek metalu i nasi-
la sie szczegOlnie wtedy, gdy Srednica czastek przekracza 7 nm. Podobng odpor-
no$¢ na dezaktywacje katalizatora Ni/Al20 3otrzymanego metodg zol-zel uzy-
skali Castro Luna i wsp. [23].

Poréwnawcze badania aktywnosci niektérych metali (Ni, Co, Ru, Rh. Ir, Pt)
naniesionych na A120 3i Si02w zakresie temperatury 400-850 °C wykonali Ro-
driguez-Ramos i wsp. [41], Autorzy sa przekonani o decydujgcym wptywie no-
$nikow na wielkos¢ konwersji metanu oraz, w niektdrych przypadkach, na stabil-
nos¢ katalizatorow w warunkach reakcji. Jednakze decydujgcy wptyw' na dezak-
tywacje katalizatora wywierajg, wg tych autoréw, wihasciwosci metalu. W przy-
padku metali naniesionych na A120 3 mozna je pod wzgledem aktywnosci
uszeregowac nastepujgco: Rh> Ni > Ir > Ru - Pt> Co. Gdy no$nikiem jest Si02:
Ni > Ru > Rh ~ Ir > Co ~ Pt. Najbardziej odporne na dezaktywacje okazaty sie:
Ni, Co, a szczeg0Inie Rh/A¥20 3. Trzebajednak stwierdzi¢, ze w omawianych ba-
daniach czas kontaktu katalizatoréw z mieszaning reakcyjna byt stosunkowo krot-
ki. Uzyskane wyniki sktonity autoréw' do podjecia dalszych badan, dotyczacych
metali szlachetnych, ktére zostang oméwione w dalszej czesci niniejszego opra-
cowania.

Wpltywem nosnikéw (A120 3, Si02, MgO) oraz preparatyki na wtasciwosci
katalizatoréw suchego reformingu zajmowali sie takze Wang i Lu [26, 27],
stwierdzajgc, ze struktura porowata nos$nika i oddziatywania metal-nos$nik
w znacznym stopniu wptywajg na aktywnos$¢ katalizatora i odpornos$¢ na zawe-
glanie. Najwyzszg aktywnos$¢ wykazywat Ni/y-Al20 3, natomiast Ni/MgO byt
najbardziej odporny na dezaktywacje. Te dwa typy katalizatorow stwarzajg, wg
autorow' dyskutowanych prac, najwiekszg nadzieje na zastosowanie w warunkach
przemystowych.

Wang i Lu wykonali takze bardzo interesujgce i wnikliwe badania osadéw
weglowych powstatych na katalizatorach Ni/Si02, Ni/a-Al20 3, Ni/y-Al20 3,
Ni/MgO. Na podstawie wynikoéw TPO (rys. 8) i XRD (rys. 9) stwierdzili wyste-
powanie dwdéch rodzajéw osadu weglowego: grafitowego (na katalizatorach na-
niesionych na tlenkach glinu) i amorficznego (katalizatory naniesione na Si02
i MgO)”

Ci sami autorzy dokonali préby okreslenia znaczenia prekursora katalizato-
raniklowego, stosujac jako sole wyjsciowe azotan, chlorek oraz acetyloacetonian
niklu [27]. Katalizator otrzymany z azotanu wykazywat najwyzsza aktywnosé
i stabilno$¢ w 24-godzinnym tescie konwersji metanu (rys. 10). Wprawdzie ule-
gat on znacznemu zaweglaniu, jednakze dominacja struktury grafitowej depozy-
tu, sprzyjajacej Scistemu kontaktowi wegla i metalu, ograniczata w efekcie dez-
aktywacje katalizatora. Natomiast katalizator otrzymywany z acetyloacetonianu
charakteryzowat sie tworzeniem na powierzchni struktur —CO—C — prowadza-
cych do szybkiej akumulacji wegla na katalizatorze i znacznej dezaktywacji [27].
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Rys. 8. Profile TPO osadéw weglowych utworzonych na katalizatorach niklowych reformingu
po reakcji w 700 °C [26]

Rys. 9. Dyfraktogramy XRD katalizatoréw niklowych po reakcji w 700 °C [26]
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Rys. 10. (a) Konwersja CH4 na réznych katalizatorach niklowych (Ni/y-Al20 3) w zaleznosci od

temperatury. Linia przerywana oznacza konwersje termodynamicznie réwnowagowa. Ni-N (A),

Ni-Cl (), Ni-AA (m): katalizatory otrzymane odpowiednio z roztworéw azotanu, chlorku oraz
acetyloacetonianu niklu, (b) Stabilno$¢ katalizatoréw Ni/y-Al20 3w temperaturze 700 °C [27]
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Cheng iwsp. [81] zajeli sie rolg nosnika w katalizatorze N i y-Al20 3. Na pod-
stawie badan TPR, TPD, XPS, XRD stwierdzili, ze nikiel po kalcynacji wyste-
puje gtéwnie w postaci NiAlI20 4 i jest bardzo trudny do zredukowania ponizej
650 °C. Wskazuje to na silne oddziatywania miedzy nosnikiem i metalem. Ta
oporna redukcja prowadzi do wysokiej dyspersji niklu, ktéry w stanie NiO jest
bardzo aktywny nawet wtedy, gdy tylko czes¢ niklu ulegta redukcji. Tlenek gli-
nu, wg autorow, odgrywa istotng role w procesie uzyskiwania wysokiej dysper-
sji niklu, gromadzeniu wodoru oraz w dysocjacji C 02w obecnosci wodoru i two-
rzeniu CO i H20. Para wodna moze migrowac do granicy faz metal-nos$nik i spty-
wac (spillover) na powierzchnie metalu, reagujac z CHr.

Interesujacy sposob otrzymywania katalizatora niklowego (i rutenowego)
zaproponowali badacze wenezuelscy i francuscy [39]. Zastosowali tlenek typu
perowskitu jako nos$nik katalizatorow7 bioragc pod uwage dobrze zdefiniowang
strukture, odpornos¢ na dziatanie wysokiej temperatury, odporno$¢ mechaniczng
i chemiczng na drastyczne warunki reakcji oraz okre$long przewodnos$¢ elek-
tryczng. Tym tlenkiem by}, otrzymany metodg zol-zel LnMn03- Autorzy zbadali
wplyw7licznych parametrow? takich jak ilo$¢ naniesionego metalu, temperatura
reakcji, szybko$¢ objetosciowa, cisnienie czgstkowe, czas reakcji i dobrali odpo-
wiednie ich wartosci w celu optymalizacji wydajnosci gazu syntezowego. Czy-
sty LnMn03jest nieaktywny w reformingu metanu C02. Naniesienie Ni lub Ru
prowadzi do uzyskania katalizatoréw o znacznej aktywnos$ci i selektywnosci.
Katalizator niklowy wykazywat ponadto duzg odporno$¢ na zaweglanie wr po-
réwnaniu z rutenowym, co zdaniem autoréw stwarza obiecujace przestanki dla
wykorzystania go w warunkach przemystowych.

Yu-Wen Chen oraz Wei-Jen Wang [84] zastosowali fosforan glinu do mody-
fikacji no$nikoéw katalizatorow7niklowych suchego reformingu. Stwierdzili, ze
katalizator Ni/Mg0-Al20 3-A1P04 jest bardziej aktywny i stabilny niz Ni/A120 3
i Ni/Mg0-AIl20 3, szczeg6lnie w wysokiej temperaturze. Natomiast Sang-Eon
Park i wsp. [20] stosowali ztozony ukiad w7postaci KNiCa naniesionego na
NaZSM-5, ktory byt promowany glinem. Katalizator ten wykazywat doskonala
stabilno$¢ w temperaturze 800 °C, by¢ moze na skutek tworzenia powierzch-
niowej warstwy weglanéw hamujacej tworzenie koksu i sprzyjajacej usuwaniu
wegla z powierzchni niklu.

Podwyzszenie aktywnosci i stabilnosci katalizatorow niklowych w reakcji re-
formingu metanu dwutlenkiem wegla mozna osiggng¢ m.in. przez promowanie
ich innymi metalami lub wykorzystanie uktadéw bimetalicznych [22, 69-72].
Quincoces i wsp. [22] badali wptyw dodatku molibdenu na wiasciwosci kataliza-
tora niklowego, stosujac proporcje Mo/Ni = 0,1-1. Najlepsza stabilnos$cia i od-
pornoscig na zaweglanie charakteryzowat sie katalizator, w ktérym Mo/Ni = 0,1.
Wzrost zawartosci molibdenu zwiekszat wprawdzie odpornos$¢ katalizatora na
dziatanie siarki, jednakze aktywnos$¢ i stabilno$¢ katalizatora ulegajg obnizeniu.
Korzystny wptyw dodatku molibdenu na ograniczenie depozytu weglowego moz-
na ttumaczy¢ efektem geometrycznym (,,rozciefczenie” przez molibden aglome-
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ratdw niklu, na ktérych odktada sie koks) lub efektem elektronowym (elektrono-
-akceptorowy charakter molibdenu sprzyja ostabieniu sity adsorpcji koksu na po-
wierzchni niklu, zmniejszajgc tym samym szybko$¢ zaweglania).

Wiasciwosci katalizatorow Ni/Zr02 byty modyfikowane dodatkami Ce02
i MgO [24, 82]. Zwiekszatly one odpornos¢ Zr02 na spiekanie, ograniczajac
przemiany fazowe tetragonalnej formy Zr02 w monokliniczng. Aktywnos$é
katalityczna i stabilno$¢ katalizatorow naniesionych na promotowany dwutlenek
cyrkonu (Ni/Zr02-Ce02i Ni/Zr02-MgO) byty wyzsze niz katalizatoréw nanie-
sionych na monosktadnikowe tlenki Zr02, Ce02, MgO, co mozna odnies¢ do
krystalitéw NiO, oddziatywan nikiel-nosnik oraz mobilnosci tlenu w promoto-
wanym Zr02 [24].

Nalezy sadzi¢, ze promotowane Kkatalizatory niklowe, wykorzystywane
w parowym reformingu, moga znalez¢ zastosowanie takze w reformingu meta-
nu dwutlenkiem wegla. Ws$rod promotorow? oprocz molibdenu, wymienia sie
m.in. wolfram, bar, potas i cer [15, 44], Do katalizatoréw niklowych mozna za-
liczy¢ takze zastosowane przez badaczy japonskich state roztwory NiO-MgO
[49, 83] oraz heksagliniany LaN A I*""*0O ~*ty =0,3; 0,6; 0,9; 1,0) modyfiko-
wane niklem [48]. State roztwory okazaty sie szczegdlnie odporne na zawegla-
nie (rys. 11) [49], Okazato sie [83], ze na konwersje metanu dwutlenkiem we-

Rys. 11. Zaweglanie katalizatorow Nio”Mgo”~O, 3 mol.% Ni/MgO i NiO-Al20 3 (3,0 mol.%)
w obecnosci CH4 + C02. Temperatura reakcji 500 °C [49]
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gla do gazu syntezowego w obecnosci statych roztworéw NiO-MgO istotny
wptyw wywiera konstrukcja reaktora. Zastosowanie reaktora z warstwa fluidal-
ng znacznie zwieksza konwersje metanu. Zredukowane heksagliniany wykaza-
ty obiecujgcg aktywnos¢ i stabilno$é katalityczng. Konwersja metanu rosta ze
wzrostem ilosci niklu, zastepujgcego glin w sieci heksaglinianéw. Katalizatory
te odznaczaly sie duzg odpornoscig na spiekanie i zaweglanie w poréwnaniu
z katalizatorami naniesionymi.

Przydatno$¢ technik izotopowych w badaniach reformingu metanu dwutlen-
kiem wegla wykazali Ruckenstein i Yun Hang Hu [46]. Stwierdzili, Zze kataliza-
tor NiO/SiC>2wykazuje minimalng aktywno$¢ na poczatku procesu. W miare re-
dukcji NiO przez metan szybkos¢ reakcji rosnie, dowodzac, ze centrum aktyw-
nym tej reakcji jest Ni0. Etapem okreslajgcym szybkos¢ reakcji reformingu jest
powierzchniowa reakcja miedzy weglem a tlenem.

Przedmiotem badan byty réwniez bimetaliczne katalizatory niklu z miedzig,
rodem, platyng, cyng [69, 71], a ostatnio z rutenem i palladem [72]. W tej ostat-
niej pracy Crisafutli i wsp. zbadali naniesione na Si02 katalizatory Ni-Ru i Ni-Pd,
z zastosowaniem przede wszystkim technik TPR oraz IR. Stwierdzili, ze dodatek
Ru lub Pd do Ni/Si02 sprzyja reakcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla,
przy czym ten korzystny wplyw uwarunkowany jest zaréwno rodzajem dodawa-
nego metalu, jak i prekursora katalizatora. Najlepsze efekty uzyskano w wypad-
ku katalizatora Ni-Ru otrzymanego z azotandw. Wysoka aktywnosc¢ i stabilno$é
tego katalizatora autorzy przypisujg tworzeniu klasterdw bimetalicznych Ni-Ru,
ktérych powierzchnia wzbogacona jest w nikiel. Prowadzi to do wzrostu dysper-
sji metalicznego niklu, co sprzyja powstawaniu bardziej reaktywnych posrednich
potaczen weglowych i ogranicza dezaktywacje katalizatora.

2.1.2. Katalizatory kobaltowe i zelazowe

Podobnie jak nikiel, tak i pozostate metale z triady zelazowcow wykazuja
pewng aktywnos$¢ w reformingu metanu dwutlenkiem wegla [19, 35, 41]. Ru-
ckenstein i Wang [19] badali katalizatory kobaltowe naniesione na rézne nosniki:
MgO, CaC. SrO, BaO oraz Y-Al203i Si02. Wyniki przedstawione na rys. 12 wy-
kazaly, ze jedynie katalizator naniesiony na MgO charakteryzuje sie stabilng ak-
tywnoscigw ciggu 50 godzin. Pozostate katalizatory badz to szybko ulegaty dez-
aktywacji (nosniki: y-a 120 3, CaO, Si02) badZ tez od poczatku wykazywaty ni-
ska aktywnos$¢ (nosniki SrO,Ba0). Niskie aktywnosci katalizatoréw Co/SrO oraz
Co/BaO byty prawdopodobnie spowodowane niedostepnoscig metalicznych cen-
trow kobaltu w wyniku spiekania nosnikow, ktdrych powierzchnie wtasciwe po
procesie redukcji zmniejszajg sie do zaledwie kilku m2/g. Podatno$¢ na redukcje
badanych katalizatordw zwigzana jest $cisle z charakterem oddziatywan miedzy
CoO ino$nikiem. Najtrudniej redukowalny jest katalizator CoO/MgO, w ktérym
oddziatyw ania CoO-nosnik sg najsilniejsze (rys. 13). MgO i CoO majg zblizone
parametry sieciowe i dtugosci wigzan, sa wiec catkowicie mieszalne i tworzg sta-
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Rys. 12. Konwersja metanu w reakcji z C 02 na naniesionych katalizatorach kobaltowych. Warunki
reakcji: temperatura 900 °C, ci$nienie 1atm., CH4/C02= 1,0 [19]

Rys. 13. Profile TPR 12% katalizatora kobaltowego naniesionego na a) MgO, b) CaO, c) SrO,
d) BaO [19]
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e roztwory, co autorzy stwierdzili metodg XRD. Podatnos$¢ na redukcje jonéw
kobaltu z roztworu statego jest mniejsza niz monosktadnikowego CoO. W efek-
cie tworzg sie mate klastery' metalicznego kobaltu. Poniewaz sga one cze$ciowo
wbudowane w nos$nik, wykazujg podwyzszong odporno$é na spiekanie. Ich wiel-
kos¢ nie sprzyja takze tworzeniu na nich osadu weglowego.

W omowionej uprzednio pordwnawczej pracy Rodrigueza-Ramosa [41] au-
torzy wskazujg na naniesione katalizatory kobaltowe jako na najbardziej odpor-
ne, obok niklowych i rodowych, na dezaktywacje.

Bradford i Vannice [35], okreslajgc oddziatywania metal-no$nik i ich role
w procesie reformingu metanu dwutlenkiem wegla, poza wieloma naniesionymi
na Si02 i Ti02 katalizatorami metalicznymi (Ni, Pt, Pd, Rh. Cu, Co, Ir, Ru)
badali takze katalizatoiy zelazowe. Konwersja uzyskana na tych katalizatorach
byta na tyle niska, ze autorzy zaniechali dalszych badan.

2.2. PLATYNOWCE JAKO KATALIZATORY REFORMINGU METANU
DWUTLENKIEM WEGLA

Cenne wiasciwosci katalityczne platynowcow spowodowaty, ze stanow ig one
najliczniejszg grupe metali badanych w reakcji reformingu metanu dwutlenkiem
wegla [2], Stosowane sgjako monometaliczne uktady naniesione oraz jako dodat-
ki do innych metali, najczesciej niklu. Podawane w literaturze szeregi aktywnosci
sg rozne w zaleznosci od nosnikow i warunkéw reakcji. Nie zawsze spojne sg tak-
ze dane podawane przez roznych autorow. Wg Ferreiiy-Aparicia i wsp. [41] aktyw-
no$¢ metali szlachetnych naniesionych na A120 3 maleje w nastepujacym szeregu:

Rh > Ir > Ru ~ Pt,
a naniesionych na Si02w nastepujgcym:
Ru > Rh ~ Ir > Pt.

Rostrup-Nielsen [85] nastepujgco uszeregowat aktywno$¢ metali nanie-
sionych na MgO:

Ru > Rh> Ir> Pt~ Pd,

Solymosi i in. [86] natomiast, badajgc katalizatory' naniesione na A120 3, przed-
stawili szereg:

Ru > Pd > Rh>Pt>1r
Najwiekszym zainteresowaniem badaczy cieszg sie katalizatory rutenowe
i rodowe.
2.2.1. Katalizatory rutenowe

Ruten nalezy do najczesciej stosowanych sktadnikow katalizatoréw refor-
mingu metanu zaréwno parg wodna, jak i dwutlenkiem wegla [21], Jest rowniez
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doskonatym katalizatorem konwersji CO z parg wodng [88]. Ostatnio byt
przedmiotem licznych badan reakcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla [21,
39-42, 45, 47, 53, 59, 72, 87]. Ruten budzi specjalne zainteresowanie badaczy,
poniewaz w poréwnaniu z innymi metalami wykazuje mniejszg podatnosé na za-
weglanie [90,91], a przy tym odznacza sie wysoka aktywnos$cig i selektywnoscig
w reakcji otrzymywania gazu syntezowego. Zmiennos¢ stopnia utlenienia rutenu
w zaleznosci od warunkéw reakcji [45] ijego oddziatywania z no$nikiem, moga
wywieraé istotny wptyw na tworzenie sie weglowych ,,species” tworzacych sie
w wyniku rozktadu CH4 na katalizatorze. Dlatego tez wyb6r no$nika ma zasadni-
cze znaczenie. W latach 1998-2001 ukazato sie wiele publikacji, poruszajgcych
to zagadnienie. Bradford i Vannice [40] badali reakcje reformingu metanu dwu-
tlenkiem wegla, stosujgc katalizatory' rutenowe naniesione na TI-Al203, Ti02
i sadze o powierzchni wihasciwej > 1200 m2/g. Zdecydowanie niekorzystnym
nosnikiem okazata sie sadza, natomiast najwyzsza szybko$¢ reakcji odniesiong do
liczby centrow aktywnych (TOF) autorzy osiagneli dla katalizatora Ru'Ti02
Okazato sie jednak, ze TOF zalezy silnie od szybkos$ci objetoSciowej, co jest
prawdopodobnie spowodowane konkurencyjnymi reakcjami, w' tym uwodornie-
niem CO do metanu i moze tlumaczy¢ réznice wystepujgce miedzy réznymi
autorami.

Whnikliwe badania dotyczace katalizatoréw rutenowych opublikowali w la-
tach 1998-2000 pracownicy Instytutu Katalizy i Petrochemii w Madrycie we
wspOtpracy z innymi osrodkami badawczymi [21,41,42,47], Dotyczg one rute-
nu (réwuiez Co, Ni, Rh, Ir, Pt [41]) naniesionego na AlI203i Si02 (wjednym wy-
padku takze grafitu [47]) i poréwnawczych badan fizykochemicznych zmierza-
jacych do ustalenia mechanizmu procesu suchego reformingu w obecnosci kata-
lizator6w rutenowych. Ferreira-Aparicio i wsp. [41] przypisujg duzy wplyw no-
$nika na aktywno$¢ (TOF) danego metalu, ale dezaktywacje sktonni sg wigzaé
bardziej z aktywng fazg metaliczng, chociaz ostatecznie zalezy ona od warunkéw,
w'jakich prowadzona jest reakcja. W wysokiej temperaturze (750 °C) na dezak-
tywacje katalizatorow rutenowych majg wpltyw zardwno procesy spiekania
(RWAL03, Ru/Si02), jak i zawegtania (Ru/Si02).

Dalsze badania kinetyczne, z uzyciem technik izotopowych i spektroskopo-
wych potwierdzity, ze najbardziej inertnym nosnikiem jest Si02, co prowadzi do
gromadzenia sie powierzchniowego wegla na rutenie i, przez tendencje do poli-
meryzacji i grafityzacji, do szybkiej dezaktywacji katalizatora (rys. 14). Grafit na-
tomiast dziata jako kolektor CH”, skracajagc czas zatrzymywania weglowych
»Species” na rutenie, co w konsekwencji daje stabilny katalizator.

Ferreira-Aparicio ze wsp. [42] zaproponowali odrebne mechanizmy reakcji
dla Ru/Si02 i RU/AI7T03. W pierwszym wypadku na rutenie nastepuje aktywacja
obu reagentow, tj. CH4i C02- Akumulacja powstatych z rozktadu CH4 czastek
CHj. na krystalitach rutenu hamuje dysocjacje C02i wptywa na szybkg dezakty-
wacje katalizatora (rys. 15). Natomiast tlenek glinu stwarza mozliwos¢ kolejnych
etapoéw aktywacji C02 w wyniku wytwarzania przejsciowych mréwczandéw na
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Rys. 14. Szybkos¢ reakcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla w temperaturze 500 °C na kata-
lizatorach: O - Ru/A120 3, o —RuU/Si02, A —Ru/grafit [47]

CH4 =CHx(Ru_ + (4-x)H(Ru ack)
codg<scodRia
AN2(Ru-ads) A-M(Ru-ads)  ~(Ru-ads)
A-'Nje(Ru-ads)  O(Ru-ads) A-(Ru-ads) " (Ru-ads)
CO(Rrah)
2H(Ruads)  H2(g)
AtRu-ads) O(Ru-ads) “ki(Ru ads)

Ru-ads) » A" (Ru-ads) Ar>""21(g)
OH(Ru.ads) <=>OH(Si02)

Rys. 15. Schemat i etapy reakcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla na katalizatorze Ru/Si02[42]
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powierzchni, ktdre rozktadajagc sie uwalniajg CO (rys. 16). Ten mechanizm,
w ktérym kluczowg role odgrywajg grupy hydroksylowe, ttumaczy dos$¢ dobrg
stabilno$¢ katalizatorow RIWAI203 na skutek obnizenia szybkosci osadzania
wegla na metalu.

CH4 => CHjfRu.ajs, + (4-jnHfRuads,

2H (Ru.ads) <=> Hofg)

OH(ai2o3) <>OH(Ruak)

OHfRu.ads) <=> OfRu.alst * HfRu.aJs)

#Ru-ads) OHRuads) H20(gl

CHefRy.ajs, + OfRugs)  CO,Rua2i, 4-THRua
-COfRualy <= COfg,

Aktywacja metanu
na powierzchni rutenu

1C02lg) <> CO-fA203 ad)
CO2Aib3adk) + O" (Al203) <>COR (AiZo3ack)
CO 2(Ai03ads)+ OH'(Ab3ak) <>HCO 3'(Apo3ad)

Tworzenie weglanu
i wodoroweglanu

Powierzchniowa dyfuzja

wodoru 2H(Ru-ads) 2H 2fAi20 3 ads)

CO32 (Aip 3ads) + 2H(Al23ads) HCO2 (Aid3ads)+ OH (Alo3)
_HCO3 (Al203-adk) + 2HfAI203.acs) « HC02 (Al20 3-ack) + HzO(AI20 3-ack)

Tworzenie i rozktad
przejsciowych

Mréwczanow HCO02 (Ai203-ads) + CO(A203"ds) »  OH (A2o3)
.COfA03at) + COfg)

Uwodornienie 20 H fAi20 3ads> <=>H20fAi203-ack)+ OH2 (ai203)

i odwodnienie A120 3 H20fAi20 3-ads) <= H20 (g)

Rys. 16. Schemat i etapy reakcji refoimingu metanu dwutlenkiem wegla na katalizatorze
RWA1L20 3 [42]

Suzuki i in. [59, 87] badali katalizatory rutenowe naniesione na Al20 3,
Y20 3 La20 3oraz Zr02. Reakcje konwersji CH4 oraz C02 do gazu syntezowe-
go oraz badania adsorpcyjne prowadzili metodg impulsowa, stosujgc jako rea-
genty (adsorbaty) C 02, 13C02, CH4 i 13CH4. Zaproponowali nastepujacy mecha-
nizm reakcji:

- tworzenie form Ru-CHr w wyniku oddziatywania metanu z cze$cig krysta-
litdw rutenu,
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-utlenienie czesci Ru dwutlenkiem wegla, aktywowanym na nosniku
z utworzeniem Ru-Or i CO,

—przeniesienie tlenu z Ru-Ovdo Ru-CHV prowadzace do utworzenia CO
i prawdopodobnie wodoru oraz odtworzenia metalicznego rutenu.

Aktywacja C02 na nos$niku jest wiec niezbednym elementem reformingu
CH4 na metalicznym rutenie. Zachodzi ona szczegdlnie skutecznie w wypadku
adsorpcji C 02 na centrach zasadowych. Interesujgcym parametrem, odzwierciedla-
jacym site oddziatywania nosnikéw z C 02, wykorzystanym w omawianej pracy,
byt wzrost temperatury w warstwie nosnika po wprowadzeniu impulsu C07
(rys. 17).

Rys. 17. Zmiany temperatury w warstwie nosnika po wprowadzeniu impulsu C02 w temperaturze
600 °C [59]
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W innej pracy Suzuki i wsp. badali wiasciwosci przejsciowych ,,species™
CHVI87]. Ich zdaniem, szybkos$¢ tworzenia CHVna rutenie, w przeciwienstwie
do ich reaktywnosci, nie zalezy od rodzaju nosnika. Reaktyw nosc¢ jest wyzsza dla
katalizatorow' rutenowych naniesionych na La20 3, Y20 3 oraz Zr02 niz tych na
A120 3. CHwvutworzone na Ru Al20 3 nie reagujg z wodorem W czasie temperatu-
rowo-programow'anej reakcji az do temperatury 800 °C.

Verykios i wsp., wykorzystujgc technike XPS i FTIR, badali stan utlenienia
rutenu w katalizatorach Ru/Al20 3 i Ru/Ti02, obrabianych termicznie w rozny
sposob [45]. Uzyskane wyniki potwierdzity fakt silnego wptywm nos$nika na che-
miczne wiasciwosci rutenu jako katalizatora. A120 3stabilizuje Ru w formachjo-
nowych. Po dziataniu wodom w temperaturze 300 i 550 °C Ru wykazuje bardzo
niskg energie wigzania i niskg asymetrie liniowa, co mozna przypisa¢ klasterom
RuOwtopionym w otoczenie Ru"". Obrébka wysokotemperaturowa prowadzi do
agregacji czastek Ru. Poddany dziataniu mieszaniny CH4- 0 2 w7/temperaturach
500 i 700 °C ruten utlenia sie.

W przeciwienstw ie do poprzedniego uktadu Ru TiOo redukuje sie tatwiej i po
obrébce wodorem w temperaturze 550 °C nie ulega reutlenieniu mieszaning
CH4 0 2. Omawiane badania zdajg sie mie¢ szczeg6lne znaczenie w aspekcie
otrzymywania gazu syntezowego przez konwersje metanu w obecnosci tlenu. In-
teresujace wihasciw osci katalizatora Ru/NaY, otrzymanego w wyniku wymiany jo-
nowej z wodnego roztworu [Ru(NH3)6]C13 zostaty ostatnio zasygnalizowane
przez Portugala i in. [53], Otrzymany w wyniku okre$lonej preparatyki, szcze-
gbétowo opisanej w pracy, katalizator wykazywat duzg odporno$¢ na dezaktywa-
cje, znacznie wyzszg niz Ru/Si02.

2.2.2. Katalizatory rodowe

Katalizatory' rodowe sg czestym obiektem badan w reakcji reformingu meta-
nu dwutlenkiem wegla, m.in. [18, 34, 50, 58, 60]. Niektorzy autorzy uwazajg, ze
metal ten przewyzsza inne platynowce pod wzgledem aktywnosci i stabilnosci
[41, 85, 87]. Veiykios. Zhang i in. [34] stwierdzili silny wptyw r6znych nosnikéw
[YSZ (Zr02 stabilizowany Y20 3), A120 3, Ti02, Si02, La20 3i MgO] na aktyw-
nos$¢ i dezaktywacje katalizatorow rodowych. W zaleznosci od zastosowanego
nosnika, autorzy przedstawili nastepujacy szereg aktywnosci katalizatoréw rodo-
wych: YSZ > A1203> Ti02> Si02 > La20 3 > MgO, przy czym aktywnos$¢
Rh/YSZ jest ok. 80 razy wieksza niz Rh/MgO. Zwraca uwage zbieznos$¢ spadku
aktywnosci ze zmniejszaniem sie kwasowosci nosnikow'. Aktywnosé (TOF) ka-
talizatoréw zalezy od wymiaru krystalitbw rodu, zmniejszajagc sie wraz z ich
wzrostem, jednakze na stopien tej zaleznosci silnie oddziatuje natura nosnika
(rys. 18). Najbardziej odporne na dezaktywacje okazaty sie katalizatory naniesio-
ne na YSZ oraz A120 3, najmniej natomiast - na Ti02i MgO.

Istniejg przynajmniej trzy czynniki, wptywajgce na dezaktywacje badanych
katalizatorow: osadzanie depozytu weglowego, spiekanie oraz zatruwanie sub-
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d (nm)

Rys. 18. Zalezno$¢ poczatkowej aktywnosci wtasciwej (TOF) reakcji CH4z C02 od $redniego wy-
miaru krystalitow Rh w katalizatorach Rh/AI2C8 (¢), Rh/Si02 (A) i Rh/Ti02 (m) w temperaturze
650 °C [34]

stancjami pochodzacymi z nosnika. Przyczyne wysokiej aktywnos$ci katalizato-
ra Rh/YSZ autorzy upatrujg w zdolnosci no$nika do ,,magazynowania” znacznej
ilosci tlenu, ktéry, sptywajac na powierzchnie rodu (spillover), bierze udziat
w powstawaniu CO, zwiekszajac jego ilos¢, pochodzacg z dysocjacji C02.
Istotny wptyw nosnika (A120 3, Si02) na wasciwosci katalityczne kataliza-
torow rodowych stwierdzili takze ostatnio Ferreira-Aparicio i in. [60]. Badacze
ci sadza, ze istotny wptyw na wysokg wydajnos¢ CO i H2 w reakcji reformingu
metanu dwutlenkiem wegla wobec katalizatora Rh/A120 3 ma spos6b aktywacji
C02 - gtdwnie na nosniku, w przeciwieAstwie do Rh/Si02 —na krystalitach
rodu. Ci sami autorzy wykonali serie badan bimetalicznych katalizatoréw
Rh-Cu/Al20 3 [50]. Wprowadzenie, do posiadajagcego duzg zdolnos¢ aktywacji
CH4 katalizatora Rh/AI20 3 nie aktywujgcej miedzi, umozliwito autorom probe
okreslenia roli powierzchni miedzyfazowej w Rh/AI20 3. Dla tego uktadu propo-
nuje sie mechanizm bifunkcjonalny (aktywacja CH4na rodzie, natomiast C02na
A120 3). Powierzchnia ta odgrywa kluczowa role w dyfuzji zwigzkow przejscio-
wych, umozliwiajgc utrzymanie réwnowagi miedzy aktywacjg C02 na po-
wierzchni tlenku glinu i reakcjg odwodomienia CH4na rodzie, a przez to unik-
niecie osadzania sie wegla, a wiec dezaktywacji katalizatora. Dodatek miedzi
powodowat ograniczenie dyfuzji i spadek stabilnosci Rh-Cu/Al20 3 w poréwna-
niuz Rh/AI20 3. Efekty te nie sgjednak tak wyrazne jak w wypadku Rh/Si02, gdy
oba reagenty (Clij i C02) sa aktywowane na powierzchni rodu. Dodatek miedzi
nie wywierat wptywu na poczatkowgq aktywno$¢, odnoszacg sie do centrum ak-
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tywnego na powierzchni, a wiec wg autoréw reforming metanu dwutlenkiem jest
reakcja nieczulg strukturalnie, a jej przebieg zalezy nie tylko od centrow umie-
szczonych na granicy faz Rh-Al20 3, ale réwniez od pewnej liczby tych centrow
Rh, ktore znajdujg sie na powierzchni.

Interesujacg prace o wptywie nosnika na wtasciwosci naniesionego rodu opu-
blikowali ostatnio Wang i Ruckenstein [18]. Zastosowali oni jako nos$niki dwie
grupy tlenkéw - tzw. ,redukowalne” (Ce02, Nb20 3, Ta20 3, Zr02) i niereduko-
walne (y-Al20 3, La20 3 MgO, Si02i Y20 3). Na rys. 19 przedstawione sg profi-
le TPR tlenkéw ,redukowalnych” (A) oraz katalizatoréw, zawierajgcych 0,5% Rh
naniesionych na tlenki nieredukowalne oraz Ta20 5(B).

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Rys. 19. A. Profile TPR: a. Ce02, b. Nb205, c. Ta20s, d. Ti02, e. Zr02. B. Profile TPR prazonych ka-
talizatorow Rh (0,5%) naniesionych na: a. y-Al20 3, b. La20 3,c. MgO, d. Si02,e. Y20 3, f. Ta20s [18]

W wypadku zastosowania tlenkow nieredukowalnych (y-Al20 3, MgO) na-
niesione katalizatory rodowe wykazujg stabilng aktywno$¢ w ciggu 100 godzin,
(La20 3- 50 godz.), ktéra wzrasta w nastepujagcym szeregu: La20 3< MgO =
y-Al20 3. Natomiast katalizatory naniesione natlenki ,,redukowalne” (z wyjatkiem
Ta20 5), wykazujgznacznie nizszg aktywnos¢, w zasadzie dyskwalifikujacate no-
$niki jako potencjalne sktadniki katalizatoréw, mogacych mie¢ praktyczne zasto-
sowanie. Jedng z przyczyn ich niskiej aktywnosci moze by¢ ekranowanie rodu
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przez ,,wysepki” czesciowo zredukowanych tlenkéw (np. TiOv- czyli klasyczny
efekt silnych oddziatywan metal-nosnik SMSI). W konkluzji Wang i Rucken-
stein rekomendujg MgO i A120 3jako najbardziej obiecujgce nosniki rodowych
katalizatoréw suchego reformingu.

2.2.3. Katalizatory palladowe i platynowe

W ostatnich latach badania katalizatorow platynowy ch i palladowych ukie-
runkowane sg przede wszystkim na ich wykorzystanie w tréjfiinkcyjnych katali-
zatorach spalin samochodowych. Jednakze sg one takze przedmiotem badan
w procesie reformingu metanu dwutlenkiem wegla [36-38, 54. 89], W odniesie-
niu do katalizatoréw platynowych istnieje przekonanie, ze naniesienie platyny na
nos$niki Ti02 oraz Zr02 prowadzi do uzyskania katalizatoréw efektywniejszych
od naniesionych na Si02i A120 3 [36-38], Bradford i Yannice przeprowadzili
obszerne badania wiasciwosci katalizatorow' Pt/TiC2 oraz modelowych uktadéw?7
TiOt/Pt [35. 97]. Wyniki wskazywaty na wzrost aktywnos$ci katalizatoréw ze
wzrostem pokrycia powierzchni metalu TiOv. Wzrost ten zostat przypisany two-
rzeniu nowych miedzyfazowych miejsc aktywnych, promujacych dysocjacje CH4
i C02, a takze redukcje CO02 i rozktad czastek CHVO. Autorzy zasugerowali
takze zwiekszenie odpornosci na zaweglanie tego typu katalizatorow wskutek
ochronnego dziatania powierzchniow ej warstwy TiOv. Przedmiotem badan Ler-
chera i wsp. [38, 77] byty katalizatory platynowe naniesione zaréwno na Zr02,
jak i Ti02 oraz A120 3 Sposrdd badanych najwyzszg aktywnos$¢ oraz stabilnosé
wykazywaty katalizatory Pt/Zr02. Podobne konkluzje wynikajg z prac Yin-Zu
Chena i wsp. [106], a takze Resasco i in. [36, 37], Rys. 20 przedstawia poréwna-
nie aktywnosci katalizatordw platynowych naniesionych na Zr02 i Si02 [37],
Wspomniani autorzy badali takze wptyw modyfikacji katalizatorow (dodatek cy-
ny do platyny oraz perowskitu, ceru lub lantanu do nosnika) na ich aktywnosc.
Sposdb preparatyki katalizatoréw platynowo-cynowych w sposéb zasadniczy
wptywat na ich wasciwosci katalityczne (rys. 21). Dodatek promotoréw nosni-
ka (perowskity, cer, lantan) moze korzystnie wptywac na witasciwosci kataliza-
torow przez zwiekszenie ich odpornosci termicznej, zwiekszenie pojemnosci
adsorpcyjnej C02oraz ograniczenie spiekania fazy metalicznej.

Katalizatorem o interesujacych wasciwosciach w reakcji reformingu meta-
nu zaréwno dwutlenkiem wegla, jak i pargwodng okazat sie Pd/Ce02 [89]. Szyb-
kos¢ obu reakcji na tym katalizatorze okazata sie kilka rzedow wieksza niz na
Pd/Si02 lub samym nos$niku, dowodzac, ze kontakt miedzy palladem a Ce02ma
kluczowe znaczenie. Autorzy sugerujg przebieg reakcji wg mechanizmu reduku-
jaco-utleniajacego, w ktorym C02i H20 spetniajg funkcje czynnikow utleniaja-
cych zredukowang forme nosnika w reakcji katalizowanej przez pallad. Kataliza-
tor Pd/Ce02jest wiec aktywny na skutek utatwionego transferu tlenu pomiedzy
nosnikiem a metalem. Katalizator jest nastepnie redukowany przez dysocjatyw-
ng adsorpcje metanu.
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Rys. 20. Konwersja metanu (kwadraty) i dwutlenku wegla (kétka) dla katalizatoréw PtSi02
(zaczernione) i Pt ZrO-, (puste) w temperaturze 650 °C, CH4:CO = 2:1 [37]

Czas (h)

Rys. 21. Konwersja C02na Pt/Zr02( ), Pt-Sn (koimpregnacja) (m), Pt-Sn (impregnacja uprzednio
kalcynowanego Pt/Zr02) (c) i Pt-Sn (impregnacja Pt/Zr02 Sn(C4H94) (*) [37]

Gatuszka i wsp. [54] podjeli probe wykorzystania reaktora membranowego
z membrang palladowa w reakcji suchego reformingu. Jednakze uzyskane wyni-
ki nie byty obiecujace, gtdwnie z powodu osadzania sie na membranie widkni-
stego depozytu weglowego oraz pecznienia membrany, prowadzacego w efekcie
dojej destrukciji.
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3. NOSNIKI KATALIZATOROW REFORMINGU METANU
DWUTLENKIEM WEGLA

Nosniki stanowig nieodtgczny sktadnik zdecydowanej wiekszosci katalizato-
réw testowanych dotychczas w reakcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla,
byty wiec w znacznym stopniu oméwione w dotychczasowych rozwazaniach.
Praktycznie w kazdym z proponowanych mechanizmow przebiegu reformingu
metanu dwutlenkiem wegla [2,29,31,42, 81] eksponowana jest aktywna rola no-
$nika. Np. jezeli przyjag¢ mechanizm Vannice’a i Bradforda [2], postulujgcy na-
stepujgce etapy reakcji:

- odwracalna dysocjacja CH4 prowadzaca do powstania wodoru i CHV

- niedysocjatywna adsorpcja CO? na nosniku,

- promowana wodorem dysocjacja C02 w przestrzeni miedzyfazowej me-
tal-nosnik,

-reakcja CHVz grupami OH (lub O) nosnika prowadzaca do powstania
CHjO w przestrzeni miedzyfazowej metal-nosnik,

- rozktad CHxO do CO i H2 w przestrzeni miezyfazowej metal-nosnik, to
cztery z nich sg Scisle zwigzane z charakterem nosnika i miedzyfazowa granica
metal-nos$nik, ktdrej rozwiniecie i wtasciwosci zalezg od zastosowanego nosni-
ka. W referatowej pracy [2] wymienione sg nastepujgce nosniki stosowane w re-
akcji reformingu metanu dwutlenkiem wegla: Si02, A120 3, MgO, MgCO03, TiO?,
Cr20 3, BaO, SrO, ZnO, MgAI20 4, ZSM-5, La20 3, Ce02, Nb20 5, Eu?03, SiC,
Zr02, C, MgO-Si02, MgO-C, AI20 3Si02, AIl203Ca0, Al2 3-Ca0-MgO0,
Al20 3-Ca0-Ti02, Mg0-Re20 3-Al20 3, V205~Si02, ZrO?-Y?03, Al20 3-Ce02,
AIl20 3-La20 3. W ostatnich latach do tej dtugiej listy doszty jeszcze perowskity,
np. LaMn03 [39], LaCo03 [36], oraz uktady ztozone, np. ZrO?-LaCo03 [36],
Mg0-Al?03-AlP04, ZrOo-Ce0?, ZrO?-MgO [24, 82], LaNiVA 112 vO 19 50°= 0,3,
0,6, 0,9, 1,0) [48], KNiCa-NazSM-5 [20], Mn0-A120 3 [105],Y203-Ce02 [107],

Podejmowane sg proby uszeregowania nosnikoéw pod katem wzrastajgcej lub
malejgcej aktywnosci naniesionych na nie katalizatoréw reformingu metanu dwu-
tlenkiem wegla. Istniejgjednak w tym zakresie znaczne rozhieznosci nawet dla
tego samego naniesionego metalu. Wyniki w znacznym stopniu zalezg od sposo-
bu preparatyki katalizatora lub nosnika, iloSci naniesionej fazy, sposobu prowa-
dzenia i parametréw reakcji itp. Np. w odniesieniu do katalizatoréw rodowych
Veiykios [34], Nakamura [76], Erdéhelyi [90], Basini [92] czy Wang i Rucken-
stein [18] podajg rozne szeregi aktywnosci nosnikow.

Jak juz wspomniano, w ostatnim okresie wiele miejsca w literaturze poswie-
cono mozliwo$ci wykorzystania Zr02jako nosnika katalizatorow suchego refor-
mingu. Osadzone na tym nos$niku katalizatory charakteryzuje czesto wysoka od-
pornos¢ na zaweglanie. Bardzo interesujgce sa wyniki poréwnawczych badan Ler-
chera i wsp. [95] katalizatorow Pt/Al20 3 oraz Pt/Zr02. Za pomocg réznych tech-
nik badali oni charakter tworzgcego sie podczas reakcji depozytu weglowego.
W przypadku Pt/Al120 3 dezaktywacja katalizatora zachodzi powoli powyzej tern-
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peratury 800 °C i szybko ponizej 600 °C. CH\pochodzace z rozktadu metanu osa-
dzajg sie na Pt i centrach Lewisa na nosniku. W wysokiej temperaturze koks z Pt
jest usuwany w wyniku reakcji z C02. Jednakze szybkos¢ usuwania wegla, nie
znajdujacego sie w sgsiedztwie bezposredniego kontaktu Pt-Al20 3 jest mata w po-
réwnaniu z szybkoscigrozktadu CH4, co w efekcie prowudzi do stopniowego po-
krycia Pt weglem i zablokowania centréw aktywacji C02 na nosniku.

W przypadku Pt/Zr02 koks jest bardziej reaktywny. Szybko$¢ rozktadu CH4
na Pt/Zr02jest mniejsza niz na Pt/Al20 3. Dlatego odktadanie sie weglana Pt ije-
go utlenianie jest zrownowazone. Ponadto, ze wzgledu na brak silnych centréw
Lewisa, koks nie osadza sie na Zr02w znacznym stopniu. W efekcie gromadze-
nie sie depozytow weglowych na katalizatorze Pt/Zr02jest nieznaczne i katali-
zator ten wykazuje duzg stabilno$¢ aktywnosci. Badania mechanizmow osadzania
oraz natury depozytow weglowych [96] sa w odniesieniu do reformingu metanu
dwutlenkiem wegla bardzo powaznym i skomplikowanym zagadnieniem, a ich
szczegbtowe omowienie wymagatoby odrebnego opracowania. Doskonate i cze-
sto unikatowe wtasciwosci Zr02 [93] zwiekszyty zainteresowanie tym tlenkiem
jako nosnikiem lub dodatkiem do innych katalizatorbw omawianego procesu,
m.in. niklowych [24, 28,29, 75, 77, 82], rutenowych [59, 87], rodowych [18, 34]
i platynowych [36-38, 106],

Poza poszukiwaniem nowych materiatow nosnikowych, w ostatnim okresie
coraz wiekszg wage przywiazuje sie do specjalnych metod preparatywnych [22,
26, 27, 30, 37, 39, 101], w tym takze metody zol-zel [23, 24, 82, 98], otrzymy-
wania statych roztwordw [49, 83, 99, 100], heksaglinianéw [48] i in. Coraz wig-
cej miejsca poSwieca sie rdznego typu uktadom mieszanym [2, 24, 36, 82, 84,
103] oraz zeolitom wysokokrzemowym, szczeg6lnie promotowanym alkaliami
[20]. Wiasciwe zrozumienie roli no$nika ijego dobér jest bez watpienia kluczo-
wym elementem optymalizacji katalizatoréw reformingu metanu dwutlenkiem
wegla. Najistotniejsze wydaje sie zrébwnowazenie rozkltadu metanu na metalu
oraz osadzanie depozytu weglowego z jego usuwaniem w wyniku utlenienia
zaktywowanym na nosniku dwutlenkiem wegla.

UWAGI KONCOWE

Znaczna liczba opublikowanych prac badawczych (ok. 100 od czasu przy-
gotowania przeglagdowego opracowania Vannice’a i Bradforda [2]) wskazuje na
niestabngce zainteresowanie tematykga suchego reformingu metanu dwutlenkiem
wegla, bardzo interesujgca z naukowego punktu widzenia i wazng w aspekcie
potencjalnego wykorzystania tej reakcji w praktyce przemystowej. Mimo wielu
prac i zaangazowania w badaniach wybitnych uczonych z dziedziny katalizy, np.
Ruckensteina, Vannice’a, Veiykiosa, Lerchera, Lunsforda i in., temat w znacznym
stopniu pozostaje nadal otwarty, wyniki dotychczasowych badan nie zawsze sg
spdjne i dajace podstawy do uogdlnien.
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Nalezy sadzi¢, ze dalsze badania bedg zogniskowane na opracowaniu katali-
zatorow o znacznej stabilnosci i odpornosci na dezaktywacje. Szczegdlne nadzie-
je w tym zakresie mozna wigza¢ z uktadami ztozonymi (bimetaliczne lub promo-
towane fazy metaliczne oraz modyfikowane i wielosktadnikowe nos$niki).

Praca wykonana w ramach projektu badawczego zamawianego przez
Komitet Badan Naukowych Nr PBZ/KBN/018/T09/99/Ic.
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ABSTRACT

The aminopolyphosphonic acids are analogues ofaminopolycarboxylic acids
in which the carboxyl groups (C02 ) are substituted by the phosphonate moieties
(PO32"). Aminopolyphosphonic acids and their derivatives have received consi-
derable attention because oftheir interesting biological activity and a wide range
ofuses for industrial, chemical, agricultural and pharmacological purposes.

This review discusses coordination preferences of A-substituted iminodi(me-
thylenephosphonic) acids to the divalent metal ions (such as magnesium, calcium,
manganese, cobalt, nickel, copper and zinc) in an aqueous solution.

A-substituted derivatives of iminodi(methylenephosphonic) acids exhibit
high complexation efficiency towards divalent metal ions. This results from both
dinegatively charged phosphonate groups as well as the imino nitrogen present in
their structure. A significant preference for an equimolar stoichiometry has been
demonstrated in these systems. The only exception is the A-2-methyltetrahydro-
fuiyliminodi(methylenephosphonic) acid with a tetrahydrofuryl moiety placed in
the sterically favoured position that allows its oxygen atom to be an effective
metal binding site. Specific interactions between metal ions and furyl oxygen
result in higher binding ability of this ligand and a formation of 1:2 species.

The first part of the review deals with the acid-base properties of the consi-
dered ligands which are consistent with electronic effect of the substituents
attached to the imino nitrogen. The second part of the review describes the
binding properties of iminodi(methylenephosphonic) acids in copper(ll) complexes.
A formation oftridentate bonded species has been demonstrated in these systems.
The third part of the review reports what is known about magnesium(ll),
calcium(Il) and zinc(Il) complexes ofthe same ligands. While the imino nitrogen
is bonded in the predominate complexes in the zinc(ll) systems, magnesium(ll)
and calcium(Il) ions prefer a pure phosphonate coordination. Finally, the interac-
tions of manganese(ll), cobalt(ll) and nickel(ll) ions with A-substituted imino-
di(methylenephosphonic) acids are described. For these complexes the formation
of eight-membered rings is reported.

Coordination properties of iminodi(methylenephosphonic) acids are impor-
tant factors to understand the role of the ligands and metal ions in biological
systems.
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WSTEP

Kwasy aminofosfonowe sg analogami aminokwasow, w ktérych jedng lub
wiecej grup karboksylowych aminokwasu zastgpiono grupg fosfonowsg.

Pochodne kwasow fosfonowych sg szczegOlnie interesujgce ze wzgledu na
szerokie spektrum zastosowan w przemysle, chemii, medycynie i rolnictwie.

Najwieksze znaczenie w chemii i przemys$le wydajg sie mie¢ kompleksony
aminofosfonowe, ktére mozna réwniez uwazac za formalne analogi znanych i po-
wszechnie stosowanych kompleksondw, takich jak kwas etylenodiaminotetraoc-
towy, kwas nitrylotrioctowy i in. [1-4], a ktére stosowane sg jako inhibitory
korozji oraz inhibitory osadzania sie kamienia kottowego w liniach technologicz-
nych wody [1, 2].

Pochodne kwasdw fosfonowych sg stosowane réwniez w chromatografii
wymiennej oraz do ekstrakcyjnego rozdziatu pierwiastkéw d- i /~elektrono-
wych [2, 5, 6], Wiele pochodnych kwaséw aminofosfonowych jest stosowanych
jako dodatki do tworzyw i widkien syntetycznych. W literaturze mozna znalezé
inne przyklady zastosowan tych zwigzkéw [1, 2], takie jak te, wérdd ktorych
petnig one funkcje skladnikow kapieli fotograficznych, $rodkéw wybiela-
jacych, preparatow flotacyjnych, kosmetykdw, czy tez w bezcyjankowych ka-
pielach galwanicznych, w przemysle papierniczym, wydobywczym, budownic-
twie itd.

Najbardziej istotne wydajg sie jednak zastosowania wynikajace z réznorod-
nej aktywnosci biologicznej tych zwigzkow. Aktywno$¢ biologiczna kwasow
aminofosfonowych i zwigzkéw pokrewnych oraz ich rola w przyrodzie zostata
obszernie przedstawiona w wielu artykutach przegladowych [7-10] i monogra-
fiach [11-13].

Aminofosfoniany, a w szczegélnosci zwigzki bisfosfonowe majg najwieksze
zastosowanie jako $rodki przeciwnowotworowe [14], neuroaktywne [7, 8, 11,13]
i antybakteryjne [8, 12], a takze jako efektywne herbicydy, z ktorych niektore ma-
ja ustabilizowang pozycje w rolnictwie [13-20]. Wysokie powinowactwo tych
zwigzkéw do mineratow kosci - hydroksyapatytéw sprawito, ze sg one stosowa-
ne w leczeniu i profilaktyce uktadu kostnego [9, 10, 21, 22].

W uktadach biologicznych kwasy aminofosfonowe stanowig grupe poten-
cjalnych ligandéw zdolnych do kompleksowaniajonow metali, zatem znajomos$¢
aspektéw chemii koordynacyjnej moze pomo6c w zrozumieniu mechanizmoéw bio-
logicznego dziatania tych zwigzkow, a takze moze by¢ uzyteczna w racjonalnym
projektowaniu nowych srodkéw biologicznie aktywnych.

Majac na uwadze te aspekty, podjeliSmy stosowne badania dotyczace gtow-
nie problemu rownowag chemicznych w roztworach wodnych, w ktérych ucze-
stniczg N-podstawione pochodne kwasu iminodi(metylenofosfonowego) oraz
dwuwarto$ciowe jony metali, ktérych dobdr zostat podyktowany ich funkcjg
w uktadach biologicznych.
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1. POCHODNE KWASU IMINODI(METYLENOFOSFONOWEGO)

A-podstawione kwasy iminodi(metylenofosfonowe) o ogélnym wzorze

0

/
HO

wykazujg rdzne zdolnosci kompleksotworcze w stosunku do dwuwarto$ciowych
jonéw metali w zaleznosci od budowy podstawnika R.

Prezentowane opracowanie dotyczy gtdwnie ligandéw przedstawionych na
schemacie 1 i ich zdolnos$ci koordynacyjnych w stosunku do nastepujacych jo-
néw metali: Mg2+, Ca2+, Mn2+, Co2t, Ni2+, Cu2+i Zn2l.

CH2-P 03H2 ch2- po3n2
/ /
[ — N[ CH3-N
CH2-P 03H2 ch2- po3n?2
kwas iminodi(metylenofosfonowy); Hdmph kwas iV-metyloiminodi(metylenofosfonowy);
Medmph
yCH2—PO3H2 CH3 CH2-PO3H2
CH3-CH2-N
\' h2- po3n2 CH2—PO3H2
kwas W-etyloiminodi(metylenofosfonowy); kwas Af-izopentyloiminodi(metyleno-
Etdmph fosfonowy); Ptdmph
kwasiV-cykloheksyloiminodi(metyleno- kwas A-benzyloiminodi(metyleno-

fosfonowy); Hxdmph fosfonowy); Bzdmph
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ch2- po3n2

/ cb2- po3h?2
ch2-n
\ ch2- n
CH2-PO3H2
CH2-P03H2
kwas A-3-pikoliloiminodi(metyleno- kwas A'-2-met\Lenotetrahydrofuryloimino-
fosfonowy); Pidmph di(metylenofosfonowy); Fudmph

Schemat 1. Kwasy iminodi(metylenofosfonowe)

Prezentowane N-podstawione pochodne kwasu iminodi(metylenofosfono-
wego) byty przedmiotem badan prowadzonych w kilku osrodkach, a rezultaty
tych badan zostaty opublikowane w licznych pracach i tak: dla Hdmph w pracach
[23-28], dla Medmph w pracach [28-32], dla Etdmph w pracach [24, 28, 31, 32,
33], dla Ptdmph w pracach [28, 31, 32], dla Hxdmph w pracach [24, 28, 31, 32],
dla Bzdmph w pracach [24, 28, 31, 32], dla Pidmph w pracach [28, 31, 32] oraz
dla Fudmph w pracach [28, 31, 32],

Dla niektorych sposréd wymienionych ligandéw (Hdmph, Medmph, Etdmph
i Hxdmph) znane sg i opisane struktury krysztatu ich czasteczek [28, 34, 35].

I.t. WEASCIWOSCI KWASOWO-ZASADOWE
KWASOW IMINODI(METYLENOFOSFONOWY CH)

Wszystkie rozpatrywane A-podstawione pochodne kwasu iminodi(metyleno-
fosfonowego) zawierajg w swoich czasteczkach zasadniczo trzy grupy funkcyj-
ne: iminowg i dwie grupy fosfonowe (Pidmph ma dodatkowo pirydynowy atom
azotu). Sgto potencjalne miejsca koordynacji tych zwigzkow.

Czasteczki w petni sprotonowanych ligandow Hdmph, Medmph, Etdmph,
Ptdmph, Hxdmph, Bzdmph i Fudmph majg zasadniczo pie¢ zdolnych do dysocja-
cji protonéw (H5L+), po dwa w kazdej z dwoch obecnych grup fosfonowych
—PO3H2 i jeden zwiazany z iminowym atomem azotu —NHi"mino. Czasteczka
Pidmph (H6L2+) dysocjujac uwalnia dodatkowy szOsty proton zwigzany z ato-
mem azotu pierécienia pirydynowego, —N H pyr. Deprotonacja obu grup —P 03H2
do postaci —P 03H~ zachodzi ponizej pH 2 (pK ~ 1,0-2,0). Ze wzgledu na to, ze
proces kompleksowania badany jest zwykle w zakresie pH 2-11,5, gdzie grupy
te sgjuz catkowicie zdeprotonowane, czyli protony te nie biorg udziatu w reak-
cjach réwnowagowych, wartosci statych dysocjacji dla tych protonow nie zosta-
ty podane w tab. 1, chociaz dla wielu ligandow z tej grupy zostaty one okreslone
i podane [24-26, 30, 33].

Najbardziej zasadowym donorem ws$rod wymienionych ligandéw jest grupa
iminowa —Nin;nn (tab. 1). Wartosci statych dysocjacji pA“Htmino teJ grupy
mieszczg sie w granicach od 10,5 do 12,5 i sg o ok. jednostke logarytmiczng wyz-
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Tabela 1. Wartosci statych dysocjacji dla A-podstawionych kwasév iminodi(metylenofosfono-
wych). Dla uproszczenia pominigto parametry statystyczne

Kwas PAHpyr P poh- P poh- PANH§mm / [moI edm 3] Lit.
Hdmph - 5,28 6,26 9,71 - [23]
- 4,83 5,82 10,62 1LO(KNO3) [24]

- 4,90 5,82 1040 0,5 (KNOs) [25]

- 5,04 6,08 10,79 0,1 (KNOj) r26]

- 4,85 6,12 10,97 0,2 (KC1) [27]

- 4,86 5,82 10,60 0,2 (KC1) [31]

Medmph - 5.00 6,23 11,93 0,1 (Na004) [29]
- 4,90 6,04 12,10 0,1 (KNOj) [30]

- 4,79 5,95 11,75 0,2 (KC1) [31]

Etdmph - 4,68 5,92 11,98 1,0 (KNOj) [24]
4,69 6,04 12,2 0,2 (KO) [31]

4,70 5,92' 12,42 1,0 (KNOj) [33]

Ptdmph - 4,87 6,21 12,3 0,2 (KC1) [31]
Hxdmph - 4,57 5,87 11,93 1,0 (KN03) [24]
- 4,70 6,09 12,5 0,2 (KC1) [31]

Bzdmph - 4,59 5,96 11,15 1,0 (KNOj) [24]
- 4,73 6,19 11,32 0,2 (KC1) [31]

Pidmph 2,94 4,93 6,09 10,40 0,2 (KC1) [31]
Fudmph - 4,79 6,13 11,46 0,2 (KC1) [31]

sze od odpowiednich wartosci dla analogicznych kwaséw aminomonofosfono-
wych, gdzie pAINH2+= 10-11 [36-40]. Wysoka wartos¢ tej statej jest skutkiem
obecnosci dodatkowej, ujemnie natadowanej, grupy fosfonowej powodujgcej
wzrost gestosci elektronowej na atomie azotu. Z drugiej strony, obecnos¢ grupy
iminowej w czasteczce kwasu iminodi(metylenofosfonowego) powoduje
podwyzszenie kwasowosci obu grup —P03H_ w poréwnaniu z kwasami alkilo-
-1,n-difosfonowymi, dla ktérych wartosci odpowiednich statych dysocjacji, opi-
sujgcych deprotonacje tych grup, sg o ok. 2,5 jednostki pK wyzsze [41-47].
Poréwnujac wartosci statych dysocjacji p*Tbadanych ligandow obserwuje sie
wyrazny wptyw rodzaju podstawnika R na wtasciwosci kwasowo-zasadowe po-
szczegblnych grup. Najbardziej wyrazny efekt zaobserwowano w przypadku gru-
py iminowej. Wérod kwaséw iminodi(metylenofosfonowych) z podstawnikiem
alkilowym wzrost wartosci statej pAINH|niio nastepuje w szeregu: Hdmph —»
Medmph —» Etdmph —» Ptdmph, a stata dla Ptdmph jest az o 1,7 jednostki loga-
rytmicznej wyzsza od statej dla Hdmph [31]. Wzrost charakteru zasadowego gru-
py iminowej jest zgodny ze wzrostem liczby atom6w wegla w podstawniku alki-
lowym. Tendencja ta jest wynikiem wzrostu oddziatywania elektronodonorowe-
go kolejnych grup alkilowych, co prowadzi do zwiekszenia gestosci elektronowej
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na azocie. Natomiast najwiekszy wzrost wartosci PNHtmino’ ° °k- dwie jednost-
ki logarytmiczne, jesli porownac te wartos¢ do wartosci statej dla Hdmph, powo-
duje podstawienie grupy cykloheksylowej przy atomie azotu. Z kolei podstawie-
nie pierscienia benzenowego, majagcego wiasciwosci elektronoakceptorowe,
w miejsce jednego z atomdéw wodoru grupy metylowej, powoduje obnizenie war-
tosci p*NHImino © °k- 0,5 jednostki logarytmicznej w stosunku do wartos$ci statej
dla Medmph, a zatem wzrost charakteru kwasowego grupy —NH|mino [31], Naj-
silniej zaznaczone wasciwosci kwasowe ugrupowania iminowego ma kwas N-3-
-pikoliloiminodi(metylenofosfonowy). Obecny w czgsteczce tego kwasu pier-
Scient pirydylowy, wskutek wyciggania elektrondw przez elektroujemny atom
azotu, charakteryzuje sie wysokga zdolnoscig elektronoakceptorowg i wptywa na
obnizenie wartosci statej pKrNHtmino. Podobny efekt byt obserwowany w przypad-
ku kwasow aminomonofosfonowych [40].

Tak wiec, kierunek wzrostu charakteru zasadowego grupy iminowej, wsrod
badanych kwaséw iminodi(metylenofosfonowych), nastepuje w szeregu (tab. 1):

Pidmph < Hdmph < Bzdmph < Fudmph < Medmph < Etdmph < Ptdmph < Hxdmph.

Roznice w wartosciach statych dysocjacji odpowiednich grup fosfonowych
sg niewielkie, chociaz, w przypadku bardziej zasadowej grupy —P03H _, zauwa-
zalne. Wzrost wartosci pATpojir dla Ptdmph, w poréwnaniu z odpowiednig war-
toscigdla Hdmph, wynosi okoto 0,4 jednostki pK, awiec w tym przypadku wpty-
wy podstawnikow sg zdecydowanie mniejsze niz w przypadku grupy iminowej.
W przypadku bardziej kwasowej grupy —P 03H~ nie obserwuje sie wyraznych
zmian wartosci pK wraz ze zmiang podstawnikéw w ligandzie.

1.2. KOMPLEKSY METALI(II)
Z KWASAMI IMINODI(METYLENOFOSFONOWYMI)

Na podstawie badan potencjometiycznych i spektroskopowych (UV-VIS,
EPR, NMR) otrzymano wiele informacji o rodzaju powstajacych potaczen koor-
dynacyjnych, obszarach ich dominowania w zaleznosci od kwasowos$ci srodowi-
ska, a takze sposobie koordynacji w poszczegdlnych kompleksach [28, 31,32].

Ustalono, ze pochodne kwasu iminodi(metylenofosfonowego) (z wyjatkiem
Fudmph) tworza zwykle kompleksy rownomolowe typu: [M(H2L)], [M(HL)],
[ML], [MLH_X i [MLH_2] (w tym przypadku, jak i w catej pracy pominieto, dla
uproszczenia, fadunki komplekséw). W uktadach z Pidmph stwierdzono wyste-
powanie dodatkowo formy protonowanej typu [M(H3L)].

Modele koordynacyjne otrzymane dla uktadéw z Fudmph, oprocz potaczen
réwnomolowych, zawierajg takze kompleksy typu 1:2, mianowicie [M(HL)Z2],
[M(HL)L], [ML2] i ewentualnie [ML2H _j].

Ze wzgledu na to, ze w kompleksach magnezu(ll) i wapnia(ll) wigzania maja
charakter gtownie elektrostatyczny (w przypadku tych jonow nie wystepuje stabi-
lizacja polem ligandow), sgtojony stabo kompleksowane. Sposrdd tych dwoch jo-



KOMPLEKSOWANIE KWASOW 1IMINODKMETYLENOFOSFONOWYCH | 323

now metali, bardziej trwate kompleksy powinien tworzy¢ jon o wiekszej gestosci
tadunku, a zatem magnez(ll). W zdecydowanej wiekszosci omawianych uktadow
stwierdzono te prawidtowosé, czyli wyzsza trwatos¢ komplekséw magnezu(ll) niz
wapnia(ll). Wyjatek stanowig kompleksy powstajgce w uktadach z Fudmph, gdzie
kompleks [CaL] jest o ok. rzad trwalszy od kompleksu [MgL] [28].

Otrzymane wartosci statych trwatosci dla komplekséw niklu(Il), w uktadach
z pochodnymi aromatycznymi (Bzdmph i Pidmph) oraz Fudmph, sg nieznacznie
nizsze od wartos$ci statych dla komplekséw z kobaltem(l1) [32]. W pracach po-
Swieconych badaniom kwaséw fosfonowych z jonami metali(ll) niektérzy auto-
rzy podajg przyktady takiej wzajemnej relacji statych tych dwoch jonéw metali
[24]. W pozostatych uktadach nie stwierdzono takich nieregulamosci.

W odréznieniu od pozostatych uktadéw, jedynie Fudmph tworzy, z wszyst-
kimi rozpatrywanymi jonami metali, kompleksy typu [MLZ2]. Chociaz tworzenie
tego typu kompleksow jest ze wzgledow elektrostatycznych i sterycznych wyso-
ce utrudnione, to stabilizujgcy wptyw dodatkowego donora tlenowego pierscie-
nia furylowego powoduje, ze kompleksy te powstajg.

Najwiekszg tendencje do tworzenia tego typu komplekséw wykazuje jon
Mg2r, najnizszg natomiastjon Cu2+ (rys. 1). Warto zauwazy¢, ze tendencja ta za-
sadniczo maleje wraz ze wzrostem trwatosci formy [ML]. Interesujacy jest row-
niez fakt, ze w uktadach zjonami Mg2+ Ca2+i Mn2r, ktére wykazujg najwyzsza,
sposrod badanych uktadow, tendencje do tworzenia form typu 1:2, nie stwierdzo-
no wystepowania form hydrokso (przynajmniej w stezeniu pozwalajacym na ich
wykrycie). Pozostate uktady charakteryzujg sie wysokg tendencjg do tworzenia
hydroksokomplekséw, a w uktadzie z miedzig(ll) i cynkiem(ll) stwierdzono ist-
nienie az dwoch takich form [28, 31].

Rys. 1. Wykres zaleznosci log(/f[ML]//*ME2]) od logAT[M] [28, 31, 32]
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1.2.1. Kompleksy miedzi(ll)

Prezentowane ligandy sg wysoce efektywnymi czynnikami chelatujgcymi
w stosunku do jonow miedzi(ll) [23, 24, 26, 27, 29-31]. W rezultacie proces
kompleksowania tych jonéw rozpoczyna sie juz w bardzo niskim pH (ok. 2).
Z wyjatkiem kompleksu [Cu(H3L)], w ktorym koordynacja dojonu Cu2*jest re-
alizowana wytgcznie przy udziale atomow tlenu grup fosfonowych, z wolng pro-
tonowang grupg iminowg —NH|mino i pirydynowg —NH*yr [31], we wszystkich
pozostatych kompleksach protonowanych wystepuje zwykle koordynacja miesza-
na, tzn. opréczjednej lub obu grup fosfonowych zaangazowany jest takze imino-
wy atom azotu.

Deprotonacja formy [Cu(H2L)], ktéra prowadzi do utworzenia kompleksu
[Cu(HL)], nie powoduje istotnych zmian w widmach elektronowych. Potozenie
pasma absorpcji odpowiadajgcego przejsciu d-d w zakresie 700-750 nm wskazu-
je namieszang koordynacje z udziatem jednego atomu azotu [31]. Oznacza to, ze
w formie [Cu(H2L)] do jonu miedzi(ll) koordynuje —Nimino i grupa —P 03H~,
podczas gdy druga, obecna w czgsteczce grupa fosfonowa —P 03H", pozostaje
nie skoordynowana. Jej wigzanie w kompleksie nastepuje w formie [Cu(HL)], co
wigze sie z jednoczesnym odszczepieniem protonu. A zatem wraz ze stopniowg
dysocjacjg protonu nastepuje w kompleksie zmiana sposobu koordynacji,
w ktorej wyniku ligand z dwudonorowego w formie [Cu(H2L)] staje sie trojdo-
norowy w formie [Cu(HL)] [31],

W przypadku Hdmph model wigzania miedzi(ll) w formie [Cu(H2L)] wyka-
zuje pewne réznice, tzn. protonowana pozostaje grupa iminowa [27],

Catkowita deprotonacja kompleksu prowadzi do utworzenia formy [Cul],
ktérajest formg dominujgca w szerokim przedziale pH (od 6 do 9), wigzac prak-
tycznie 100% metalu. Czgsteczki rozpatrywanych liganddw w tej formie koordy-
nuja za pomocg nastepujagcych grup donorowych: P032“, Nimino, P032~, co
w konsekwencji wigze sie z utworzeniem dwoch pieciocztonowych pierscieni
chelatowych, a to prowadzi do ich wysokiej trwatosci [30, 31],

Steiycznie mozliwe angazowanie w koordynacje do jonu Cu2+atomodw tle-
nu O“ obu grup fosfonowych, réwnoczesnie z iminowym atomem azotu, potwier-
dzajg badania krystalograficzne [48].

W widmie absorpcyjnym kompleksu [CuL], w zakresie ultrafioletowym,
obserwuje sie wystepowanie dwoch pasm typu przeniesienia tadunku (CT) [31].
Pasmo w zakresie 277-302 nm odpowiada przejsciu LMCT Nimino — Cu2t,
natomiast w zakresie 225-231 nm - przejsciu LMCT O' —» Cu2+ Ten zakres
dtugosci fal wystepowania pasm CT Nimino — Cu2+jest zgodny z zakresem dla
innych komplekséw miedzi(ll) z kwasami aminofosfonowymi [49].

Powyzej pH 8 zaczyna tworzy¢ sie forma hydrokso, [CuLH_!], a maksymal-
na ilos¢ metalu (80-90% zaleznie od rodzaju liganda) zwigzanajest w tej formie
przy pH = 11 [30, 31]. Przy wartosci pH powyzej 10 zaczyna tworzy¢ sie kolej-
ny hydroksokompleks - [CuLH_2] [31].
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Proponowany sposob koordynacji w kompleksach, ktére tworza sie w oma-
wianych uktadach, przedstawia schemat 2 [31].

[CuL]2" [CuLH_]3

Schemat 2. Proponowany sposéb koordynacji w kompleksach tworzacych sie w uktadach Q r7L
(L = Medmph, Etdmph, Ptdmph, Hxdmph, Bzdmph i Pidmph)

Fudmph, ktory zawiera furylowy atom tlenu w czasteczce, okazat sie bardziej
efektywnym czynnikiem chelatujgcym niz pozostate ligandy [31]. Zaréwno w for-
mie [Cu(HL)], jak i [CuL], oprécz donoréw w ptaszczyznie ekwatorialnej, ktorymi
sgatomy tlenu obu grup fosfonowych oraz atom azotu ugrupowania iminowego, za-
wiera atom tlenu pierScienia furylowego znajdujacy sie w pozycji aksjalnej, w wy-
niku czego tworzgsie trzy pieciocztonowe pierscienie chelatowe (schemat 3). Efek-
tem takiego sposobu koordynacji jest przesuniecie maksimum absorpcji dla komple-
ksu [CuL] z ligandem furylowym w strone fal dtuzszych o ok. 40-50 nm, w stosun-
ku do pozostatych ligandéw w tej formie [31], Tego rodzaju zmiany w widmie
absorpcyjnym sa charakterystyczne dla koordynacji donora w pozycji aksjalnej
[50]. Sterycznie mozliwa koordynacja typu {P03-, Nimmo, POs2', Ofuo(o} daje
w efekcie wyrazny wzrost trwatosci tworzonych przez niego form kompleksowych.

Poniewaz tworzenie kompleksu jest w wiekszosci przypadkéw procesem
opartym na konkurencji miedzy jonem metalu i protonem, mozliwe jest niekiedy
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[Cu(HL]- [CuL]2

Schemat 3. Proponowany sposéb koordynacji w wybranych kompleksach tworzacych sie w ukta-
dzie Cu2’/Fudmph

znalezienie pewnych korelacji miedzy statg (statymi) protonowania a statg (sta-
tymi) trwatosci kompleksu tworzonego przez ligandy majace podobnag budowe
[51]. W rozpatrywanych uktadach (z wyjatkiem uktadu Cu2+/Fudmph) koordy-
nacja liganda do jonu metalu, w chelatowych kompleksach typu [CulL], realizo-
wanajest za pomocg trzech donoréw, {P032-, Nimino, P 032“} ulegajacych proto-
nowaniu w réznych zakresach pH. W ukadzie z Fudmph natomiast w proces
koordynacji zaangazowany jest dodatkowo atom tlenu pierscienia tetrahydrofu-
rylowego, nie ulegajacy protonowaniu.

Brak wyraznej korelacji miedzy trwatos$ciag, wyrazong przez logAjCuL], a si-
13 zasadowg danego liganda (rys. 2(a)) wskazuje, ze sita ta nie jestjedynym czyn-
nikiem determinujgcym trwatos¢ kompleksu.

Istotng role odgrywaja rowniez wzgledy przestrzenne zwigzane ze strukturg
liganda oraz liczba powstajacych pierscieni chelatowych w czasteczce komple-
ksu. Ws$rdd badanych liganddw mozna sie doszuka¢ liniowej korelacji w szere-
gu Medmph — Etdmph — Hxdmph, w ktérym wraz ze wzrostem zasadowosci
liganda maleje trwato$¢ kompleksu. Oczekiwany efekt wzrostu trwatosci wraz ze
wzrostem sity zasadowej koordynujgcych donorow jest najprawdopodobniej
rekompensowany w nadmiarze przez ograniczenia przestrzenne powodowane
zwiekszaniem sie rozmiaru podstawnika (R-) przy atomie azotu.

W celu poréwnania efektywnej sity wigzania badanych ligandéw w formie
[CuL] wyeliminowano wpityw zasadowos$ci koordynujagcych donoréw przez
uwzglednienie wartosci ~LpKw wartosci log~cul] (tab. 2).

Na podstawie tak otrzymanych warto$ci stwierdzono, ze trwato$¢ potgczen
typu [CuL] rosnie w szeregu:

Hxdmph < Ptdmph < Etdmph < Bzdmph < Pidmph < Medmph < Fudmph.
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Tabela 2. Wartosci sumarycznych statych trwatosci oraz znormalizowanych

Ligand

Hdmph
Medmph
Etdmph
Ptdmph
Hxdmph
Bzdmph
Pidmph
Fudmph

Rys. 2. Zalezno$¢ wartosci: (@) - log”~[QuL] oraz O - wyrazenia logAjcuij

SpA:

21,94
22,49
22,93
23,38
23,29
22,24
21,42
22,38

logAcuL]

12,90
13,82
13,26
13,49
12,69
13,06
12,41
14,81

statych rownowagi dla komplekséw jonéw CirT

logATjeuL ] -
-9,04
-8,67
-9,67
-9,89
-10,60
-9,18
-9,01
-7,57

Lit.
[27]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]
[31]

od sity zasado-

wej ligandéw, dla*-podstawionych kwaséw iminodi(metylenofosfonowych)



328 A. KAMECKA. B. KLR2AK

Chociaz zasadowos¢ kwasu .Y-cykloheksyloiminodi(metylenofosfonowego)
(Hxdmph) jest najwieksza sposréd wszystkich badanych ligandow, jest on naj-
stabszym czynnikiem kompleksujgcym w stosunku do jonéw Cu2 (rys. 2(b)>.
Powstawanie pierscienia chelatowego jest czesciowo utrudnione wzgledami prze-
strzennymi zwigzanymi z obecnoscig w jego czasteczce duzego pierScienia
cykloheksytowego.

Kompleks miedzi(ll) z Fudmph wykazuje najwyzszg trwatos¢. Specyficzne
oddziatywanie atomu tlenu pierscienia furylowego zjonem Cu2 daje mozliwos¢
utworzenia dodatkowego pierscienia chelatowego.

Bardzo efektywnymi czynnikami chelatujagcymi okazujg sie takze Pidmph
i Bzdmph, ktére zawierajgw swoich czasteczkach pierscienie aromatyczne. Cho-
ciaz otrzymane wartos$ci statych log/3[CuL] dla tych zwigzkow sg nizsze od war-
tosci otrzymanych dla pochodnych alifatycznych (tab. 2), to po uwzglednieniu za-
sadowosci koordynujgcych donoréw obserwuje sie wyrazng stabilizacje ich kom-
plekséw (iys. 2(b)). Podobny efekt wzrostu trwatosci kompleksow tworzonych
przez ligandy majgce pierScien aromatyczny byt obserwowany réwniez przez
innych autoréw [37, 38].

Z rozmiarem podstawnika (R-), obechnym przy atomie azotu, wigze sie takze
energia przejscia CT. Wartosci energii przejs¢ LMCT Nimino  Cu2~w komple-
ksie [CuL] wzrastajg w kierunku [31]:

Hxdmph < Bzdmph < Ptdmph < Pidmph < Fudmph < Etdmph < Medmph
302,0 nm 2883 nm 287,5nm 2859 nm 2841 nm 283,4nm 277,3 nm

Zatem rozmiar podstawnika bezposrednio wptywa na site wigzania metal-
azot iminowy. Najwyzsza energia przejscia CT jest obserwowana w przypadku
kompleksu, gdy R = CH3, najnizsza natomiast gdy R = (C6Hn ). Podobna relacja
pomiedzy energiami przejs¢ jest obserwowana w przypadku drugiego przejscia
CT, tzn. O- Cu2+

1.2.2, Kompleksy cynku(ll), magnezu(ll) Iwapnia(ll)

Oddziatywania w kompleksach metali alkalicznych oraz kompleksach cyn-
ku(Il) z kwasami iminodi(metylenofosfonowymi) byty przedmiotem badan pro-
wadzonych w wielu o$rodkach [24, 26, 28, 29, 30, 33].

Koordynacja w protonowanych kompleksach powstajgcych wrukiadach zjo-
nami cynku(ll) odbywa sie przy udziale jednej lub obu grup fosfonowych, pozo-
stawiajgc protonowany iminowy atom azotu [28]. Zaangazowanie obu grup fo-
sfonowych w koordynacje wigze sie z utworzeniem o$miocztonowego pierscie-
nia chelatowego (schemat 4).

Ten typ pierscienia postulowano dla komplekséw tworzonych zwitaszcza
przez kwasy polifosfonowe [33, 52-56], Proponowany przez nas sposob koordy-
nacji w kompleksie [Zn(HL)] rézni sie zasadniczo od proponowanego przez Sa-



KOMPLEKSOWANIE KWASOW IMINODI(METYLENOFOSFONOW'vcH) 329

wada i wsp. [30] dla kompleksu kwasu metyloiminodi(metylenofosfonowego),
ktéry zaktada zaangazowanie w koordynacje iminowego atomu azotu.

[Zn(HL]*

Schemat 4. Proponowany sposob koordynacji w kompleksie typu [Zn(HL)] tworzacym sie
w uktadach Zn2+/L (L = Medmph, Etdmph, Ptdmph, Hxdmph, Bzdmph i Pidmph)

Catkowicie zdeprotonowany kompleks [ZnL] zaczyna sie tworzy¢ powyzej
pH 5 ijest formg dominujacg w roztworze w zakresie pH 7-9 [30, 31]. Sposéb
koordynacji w tym kompleksie (z wyjatkiem Fudmph) jest analogiczny do przed-
stawionego na schemacie 2, a dotyczacego kompleksu [CuL], tzn. z udziatem
trzech grup donorowych {P032-, Nimjno, P 0 32-}.

Specyficzne oddziatywanie pomiedzy tetrahydrofuiylowym atomem tlenu
ijonem metalu ujawnia sie takze w uktadzie z cynkiem(l1) oraz odgryw a istotng
role jako czynnik stabilizujgcy wigzanie metal-azot iminowy. Oddziatywanie to
powoduje, ze Fudmph jest czterodonorowym ligandem {P032~, Nimino, P032-,
Ofuryio} nie tylko w formie [ZnL], ale rowniez w kompleksie [Zn(HL)], (sche-
mat 3) [28],

W miare wzrostu pH stezenie formy [ZnL] maleje, wzrasta natomiast steze-
nie hydroksokompleksu [ZnLFLj], ktory powyzej pH 10 przechodzi w kolejng
forme hydrokso, [ZnLFL2]. Oba powstajace hydroksokompleksy, we wszystkich
przedstawionych w dyskusji uktadach, sg produktem dysocjacji czgsteczek wody
zwigzanej w sferze koordynacyjnej jonéw Zn2+ [28].

Forme kompleksowg o ogélnym wzorze [ZnLOH] mozna rozwazac jako
kompleks mieszany, tzn. zwigzek, w ktérym do jonu centralnego koordynuja dwn
rézne ligandy, w dyskutowanym przypadku sg to: czgsteczka badanego liganda
oraz grupa —OH-. Obliczajac warto$¢ parametru A\0%K= logA*"LOH ~ log"MOH
= logj* moh1 ~ log/"ML P 8], mozna okresli¢ efekt wigzania grupy hydroksylowej
—OH- w stosunku do skompleksowanego juz jonu metalu przez ligand L w for-
mie [ZnL]. Wartos¢ zilog/¢rbliska zeru $wiadczy o duzej trwatosci formy miesza-
nej w stosunku do form prostych [ZnOH] i [ZnL],

Na podstaw ie zaleznosci przedstawionej narys. 3 mozna stwierdzi¢, ze wraz
ze wzrostem trwatosci formy kompleksowej [ZnL] maleje tendencja do tworze-
nia formy mieszanej [ZnLOH]. Efekt ten przejawia sie, w zblizonym do liniowe-
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go, spadku wartosci parametru ZllogA' dla kompleksow mieszanych wraz ze
wzrostem wartosci statej logAjZnL]. W uktadach z Etdmph, Ptdmph i Bzdmph,
gdzie otrzymane wartosci statych trwatosci kompleksu [ZnL] sg bardzo zblizone
(tab. 3), wartosci parametru AlogK sg niemal identyczne. Z kolei, dla kompleksu
mieszanego powstajagcego w uktadzie z Hxdmph warto$¢ tego parametrujest naj-
wyzsza, a zatem ligand ten wykazuje najw iekszg tendencje do tworzenia komple-
ksow mieszanych zjonem OH" jako drugim ligandem. A zatem w przypadku for-
my [ZnL] tworzonej przez badane ligandy, ktére w stosunku do grupy —OH" sg
zdecydowanie wieksze i majg wysoki tadunek ujemny (-4), koordynacja matego
jonu hydroksylowego jest o wiele bardziej korzystna niz przytgczenie drugiej czg-
steczki tego samego rodzaju liganda.

Rys. 3. Zalezno$¢ wartosci parametru zllogAT dla hydroksokomplekséw [ZnLOH]od wartosci statej
trwatosci logA[ZnL]

Tabela 3. Wartosci sumarycznych statych trwatosci oraz znormalizowanych statych rownowagi dla
komplekséw jonéw Mg2+, Ca2+i Zn2+ Wartosci parametru zHog/ST dla komplekséw Zn2+ [28]

. logN[ML] - £pK AlogK
Ligand
Mg2+ Cazl Zn2+ Mg2+ Ca2+ Zn2+ dla Zn2+

Hdmph 3,47 3,11 - -17,81 -18,17 - -
Medmph 4,74 4,11 9,68 -17,75 -18,38 -12,81 -0,54
Etdmph 4,25 3,71 9,33 -18,68 419,22 -13,60 -0,16
Ptdmph 4,36 3,77 9,37 . -19,02 -19,61 -14,01 -0,18
Hxdmph 4,04 3,39 8,67 -19,25 -19,90 -14,62 0,18
Bzdmph 4,34 3,88 9,39 -17,90 -18,36 -12,85 -0,20
Pidmph 4,25 3,69 9,21 -17,17 -17,73 -12,21 -0,29

Fudmph 5,06 6,03 10,85 -17,32 -16,35 -11,53 -1,38
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W uktadach z jonami Ca2' i Mg2- formg dominujgcg w szerokim prze-
dziale pH (od 6 do 10) jest kompleks typu [M(HL)], podczas gdy w analogicz-
nych uktadach z jonami cynku(ll), w tym zakresie pF, dominowata forma
[ZnL]. W formie tej koordynacja zaréwno do jonu Mg2'jak i Ca2" realizowana
jest wykacznie przy udziale atomow tlenu grupy lub obu grup fosfonowych. Obe-
cnaw czgsteczkach ligandéw grupa iminowa pozostaje protonowana i podobnie
jak w uktadach z cynkiem(ll), nie bierze udziatu w procesie koordynacji (sche-
mat 4).

Przedstawiony spos6b koordynacji w kompleksach protonowanych jest
zgodny z wczesniejszymi propozycjami innych autorow [26, 30,33], ktorzy tak-
ze sugerowali udziat wytgcznie grup fosfonowych, pozostawiajagc protonowany
iminowy atom azotu.

Kompleks [ML] rozpoczyna sie tworzy¢ dopiero powyzej pH 10. Trwatos¢
pofaczen typu [ML] z jonami Mg2+oraz z jonami Ca2, jest nizsza odpowiednio
o ok. 55,6 jednostek logarytmicznych w stosunku do potaczen tego samego ty-
pu z jonami Zn2". W proces koordynacji w kompleksie magnezu(ll) zaangazowa-
ny jest, oprocz grup fosfonowych, réwniez iminowy atom azotu. W kompleksie
v.apnia(ll) koordynacja z udziatem grupy iminowej jest raczej mato prawdopo-
dobna [28]. Otrzymane wyniki dotyczace sposobu koordynacji w formie [ML] sg
zgodne z propozycja Cartera i wsp. [33], r6znig sie natomiast od tych przedstawio-
nych przez zesp6t Sawada [30], ktory sugeruje zaréwno wr kompleksach magne-
zu(ll) jak i wapnia(ll) wystepowanie jonowego wigzania M —N imino.

Podobnie jak w uktadzie zjonami cynku(ll), Fudmph wykazuje wyzszg zdol-
no$¢ kompleksowania w stosunku do jonéwrMg2' i Ca2+ od pozostatych ligan-
dow. Fudmpbh jest najprawdopodobniej ligandem czterodonorowym, a koordyna-
cja [P032-, Nimino, P 0 32", Ofurylo} jest proponowana dla kompleksow typu [ML],
zarowno dla magnezu(ll) jak i wapnia(ll) [28],

Z analizy zaleznosci logK[ML] od sity zasadowej ligandow, przedstawionej
na rys. 4(a), wynika, ze zasadowo$¢ liganda nie jest decydujgcym czynnikiem
okreslajagcym trwato$¢ kompleksow typu [ML]. State trwatosci, log/v[M], dla
wiekszosci ligandéw' w uktadach z jonami Zn2+, Mg2+ oraz Ca2r mieszczg sie
w waskim przedziale wartosci niezaleznie od sity zasadowej ligandéw. Wyrazny
wzrost trwatosci obserwuje sie dla komplekséw Fudmph. Specyficzne oddziaty-
wanie atomu tlenu pierscienia tetrahydrofurylowego zjonem metalu(ll) odgrywa
istotngrolejako czynnik stabilizujacy wigzanie metal(I1)-Nimmo. Interesujgcy jest
fakt, ze wptyw tego czynnika jest najstabiej zaznaczony wr uktadzie z magne-
zem(ll).

Najnizszg trwatoscig charakteryzujg sie kompleksy tworzone przez Hdmph
w uktadach z Mg2+i Ca2+, ale najnizszajest rdwniez sita zasadowa tego liganda.
Podobnie jak w uktadach zjonami Cu2+, obserwuje sie spadek trwatosci komple-
ksu [ML] wraz ze wzrostem wielkosci podstawnika zwigzanego z iminowym ato-
mem azotu, a tym samym wraz ze wzrostem zasadowosci liganda: Medmph
(CH3) > Etdmph (C2H5) > Hxdmph (C6HU).
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Rys. 4. Zalezno$¢ wartosci: (a) - logi¢[My oraz (b) - wyrazenialog”"[ML]- EpK od sity zasadowej
ligandéw dla A-podstawionych kwasow iminodi(metylenofosfonowych)

Uwzglednienie catkowitej zasadowos$ci badanych ligandéw w wyrazeniu
log"[ML] _ "pK pozwala stwierdzi¢, ze trwatos¢ potaczen typu [ZnL] rosnie
w szeregu (tab. 3):
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Hxdmph < Ptdmph < Etdmph < Bzdmph * Medmph < Pidmph < Fudmph,
pofaczen typu [MgL] w szeregu:

Hxdmph < Ptdmph < Etdmph < Bzdmph ~ Hdmph = Medmph < Fudmph < Pidmph,
natomiast potaczen typu [Cal] w szeregu:

Hxdmph < Ptdmph < Etdmph < Bzdmph = Hdmph « Medmph < Pidmph < Fudmph.

Widoczny na iys. 4 (b) efekt obnizania sie efektywnej sity wigzania bada-
nych ligandéw wraz ze wzrostem zasadowosci koordynujacych donoréw wska-
zuje na to, ze czynnik przestrzenny odgrywa w wiekszosci przypadkow istotng
role w tworzeniu komplekséw. Dla poréwnania, warto$ci statych znormalizowa-
nych, log"MgL] - dla Hdmph i Medmph (ligandy réznigce sie wyraznie
zasadowoscig, a majace najbardziej zblizony rozmiar podstawnikéw) sg prawie
takie same i wynoszg odpowiednio -17,81 oraz -17,75.

Podobniejak w uktadach zjonami miedzi(ll), rowniez w stosunku dojonow
cynku(Il) i magnezu(ll) kwas Hxdmph, mimo najwyzszej zasadowosci, jest naj-
stabszym czynnikiem kompleksujagcym (rys. 4(b)). Ograniczenia przestrzenne,
zwigzane z obecnoscig pierscienia cykloheksylowego bezposrednio zwigzanego
z iminowym atomem azotu, sg czynnikiem odgrywajacym istotngrole w proce-
sie tworzenia tego typu kompleksu.

1.2.3. Kompleksy manganu(ll), kobaltu(Il) i niklu(ll)

Obecna we wszystkich omawianych uktadach forma [M(H2L)] jest najstabiej
reprezentowang forma z wyjatkiem uktadu M2+/Pidmph. W tym kompleksie pro-
tonowane ligandy koordynujg do jonow metali jedno- lub dwufunkcyjnie, przy
udziale jednej lub obu grup fosfonowych [30, 32].

Proponowany sposob koordynacji w kompleksie typu [M(HL)] jest analo-
giczny do przedstawionego na schemacie 4, ktéry w przypadku koordynacji obu
grup fosfonowych zaktada utworzenie oSmiocztonowego pierscienia chelatowe-
go [32], Proponowany sposdb koordynacji jest zgodny z danymi literaturowymi
jedynie w przypadku komplekséw protonowanych manganu(ll) [26, 30]. W tego
samego rodzaju kompleksach w uktadach z kobaltem(11) i niklem(11) autorzy prac
zakladajg udziat azotu w procesie koordynacji, pozostawiajgc protonowangjed-
ng z grup fosfonowych [26, 30],

Deprotonacja formy [M(HL)] w zakresie pH 6-9,5, prowadzgaca do utworze-
nia kompleksu [ML], ktéry wigze prawie 100% jonéw metalu, nie generuje
zadnych istotnych zmian w widmach elektronowych otrzymanych zaréwno dla
uktadow z kobaltem(l1) jak i niklem(Il) przyjeto zatem, ze formalnemu zapiso-
wi formy [ML] odpowiada rzeczywisty zapis ][M(HL)OH], W tej formie proton
zwigzany jest z iminowym atomem azotu, a grupa OH" jest wynikiem dysocja-
cji czgsteczki wody zwigzanej w kompleksie. Do jonu metalu koordynujg
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wytacznie atomy tlenu grup fosfonowych [32], W przypadku kompleksow z jo-
nem Co2* dodatkowym argumentem przemawiajgcym za takg interpretacjgjest
fakt, ze czgsteczka wody w kompleksach kobaltu ma wzglednie wysoka kwaso-
wos¢ [57],

W widmach elektronowych uktadéw' N r* ‘L obserwuje sie, w zakresie wi-
dzialnym, dwa charakterystyczne pasma absorpcyjne [32]. Maksima pasm w za-
kresach 660-750 nm i 390-405 nm mogg by¢ przypisane przejsciom elektrono-
wym W symetrii oktaedrycznej odpowiednio z poziomu 3A2g na 3TXJF) oraz
z 3A2g na 3r|g(/% [58]. Przebieg widm elektronowych dla badanych uktaddw,
w catym zakresie pH, wyraznie zblizony do przebiegu widma dla [Ni(H20)6]2*,
pozwala przyjac, ze koordynacja w obu formach [M(HL)] i [ML] realizowanajest
przy udziale tego samego typu atomow donorowych i sg to donory wy#acznie tle-
nowe [32]. Ponadto energie jedynego przejsciatypu CT (w zakresie 211-222 nm)
obserwowane dla formy kompleksowej [NiL], odpowiadajg wartosci energii
obserwowanej dla tego typu przejscia w kompleksie [Ni(H20)6](C104)>
(198 nm). W tym przypadku koordynacja wytgcznie donoréw tlenowych do jo-
nu Ni2 pozostaje poza wszelkg watpliwoscia. Przejscie to zostato wiec zinterpre-
towane jako przejscie LMCT O" —» Ni2- [32]. Brak drugiego pasma CT. ktore
odpowiadatoby przejsciu Nimino —» Ni2", pozwala wykluczy¢ udziat iminowego
atomu azotu w procesie koordynacji i przychyli¢ sie raczej do zaproponowanej
koordynacji z udziatem jedynie grupy (grup) —PO2 . Podobnie wyglada sytua-
cja dla uktadéw z jonami Co2+, gdzie w widmach elektronowych az do pH 9 ob-
serwuje sie, w zakresie widzialnym, dwa pasma, przy ok. 650-660 nm i ok. 520
nm [32]. Odpowiadajg one przejSciom elektronowym, w symetrii oktaedrycznej,
odpowiednio z poziomu 4Tlgna 4Tlg(P) oraz z 4TXgna 4A2g, a ich potozenie jest
zgodne z odpowiednimi przejsciami w widmie elektronowym [Co(H20 6]2+ [58].

Proponowany spos6b koordynacji w kompleksach typu [ML], ktore tworza
sie w omawianych uktadach, przedstaw ia schemat 5.

Schemat 5. Proponowany sposéb koordynacji w kompleksie typu [ML]2- tworzacym sie w ukla-
dach M2f/L (gdzie M2+= Mn2+, Co2+i Ni2+ a L = Medmph, Etdmph, Ptdmph, Hxdmph, Bzdmph
i Pidmph)
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Sawada i wsp. [30] sugerujg w formie [ML], zaréwno w kompleksach Mn2"
jak i Co2"' czy Ni2", wystepowanie wigzania M -N imino, chociaz Zhadanot i wsp.
[23] w kompleksie manganu(ll) wydajg sie tego nie potwierdza¢. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze autorzy dyskutujg sposob koordynacji w poszczegolnych komple-
ksach jedynie w oparciu o wyniki uzyskane z miareczkowania potencjometrycz-
nego i nie potwierdzjg go zadng inng metoda.

Podstawienie w czgsteczce kwasu iminodi(metylenofosfonowego) grupy te-
trahydrofurylowej, zawierajacej zdolny do koordynacji atom tlenu, wptywa wy-
raznie na modyfikacje wiasciwosci kompleksujacych tego zwigzku czynigc go,
podobniejak to miato miejsce w uktadach z innymijonami metali, bardziej efek-
tywnym czynnikiem chelatujgcym w stosunku do pozostatych ligandéw. W roz-
patrywanych uktadach wystepuje specyficzne oddziatywanie miedzy jonem me-
talu i tetrahydrofuiylowym atomem tlenu, najsilniejsze w kompleksie kobaltu(ll)
[32].

Trwato$¢ potaczen typu [ML] w uktadach z jonami Co2+i Ni2+ po uwzgle-
dnieniu zasadowosci koordynujgcych donoréw, rosnie w szeregu (tab. 4):

Ptdmph < Etdmph < Bzdmph < Medmph < Pidmph < Fudmph.

Podobng sekwencje otrzymano rowniez dla analogicznych komplekséw'
w uktadach z manganem(ll):

Hxdmph < Ptdmph < Etdmph < Bzdmph < Medmph < Pidmph < Fudmph.

Zaleznos¢ log/v[M] - ZpK w funkcji Zp/v, przedstawiona na rys. 5, dobrze
oddaje wptyw czynnikéw przestrzennych na trwato$¢ badanych kompleksow.
Hxdmph, chociaz wykazuje najwyzsza zasadowo$¢, okazuje sie najstabszym
czynnikiem kompleksujgcym w stosunku do jonow Mn2+, ze wzgledu na zawa-
de przestrzenng zwigzang z obecnoS$cig duzego pierScienia cykloheksylowego
bezposrednio zwigzanego z atomem azotu. W uktadach z kobaltem(ll) i ni-
klem(Il) nie stwierdzono obecnosci kompleksu typu [ML],

Podobnie jak w dyskutowanych wcze$niej uktadach z innymi metalami(ll),
rowniez w kompleksach z jonami Mn2+, Co2+i Ni2+ obserwuje sie stabilizujacy

Tabela 4. Wartosci sumarycznych statych trwatosci oraz znormalizowanych statych réwnowagi dla
kompleksoéw jonow Mn2+ Co2+i Ni2+ [32]

Ligand logJwi IPg\ML] ~ 'ZpK

Mn2+ Co2+ Ni2+ Mn2+ Co2= Ni2+
Medmph 7,42 8,77 9,00 -15,07 -13,72 -13,49
Etdmph 7,25 7,95 8,14 -15,68 -14,98 -14,79
Ptdmph 7,28 8,08 8,21 -16,10 -15,30 -15,17
Hxdmph 6,58 - - -16,71 - -
Bzdmph 6,96 8,31 8,27 -15,28 -13,93 -13,97
Pidmph 6,75 7,75 7,58 -14,67 -13,67 -13,84

Fudmph 7,98 9,66 9,35 -14,40 -12,72 -13,03
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Rys. 5. Zalezno$¢ wartosci wyrazenia logAjM] - Y.pK od sity zasadowej ligandéw dla jV-podsta-
wionych kwaséw iminodi(metylenofosfonowych)

wplyw charakterystycznego oddziatywania atomu tlenu pierscienia tetrahydrofu-
rytowego z jonem metalu, najstabiej zaznaczony w uktadzie z manganem(ll)
[32], Ponadto obserwuje sie wyzszg relatywng trwatos¢ komplekséw tworzonych
przez aromatyczne kwasy iminodi(metylenofosfonowe) (Pidmph, Bzdmph) niz
przez alifatyczne.

Nalezy wspomnieé, ze podobnie jak miato to miejsce dla uktadéw z jonami
Cu2+, energie przejs¢ LMCT O —» Ni2+ obserwowane w widmie elektronowym
kompleksu [NiL] wzrastajg w kierunku:

Pidmph < Bzdmph = Ptdmph < Fudmph = Etdmph < Medmph.

Zatem energia przejscia CT wyraznie zalezy od rozmiaru podstawnika
(R-) obecnego przy atomie azotu. Najwyzsza energia przejscia CT jest obser-
wowana w przypadku kompleksu [NiL] gdy R = CHB3, najnizsza natomiast gdy
R = (C5H4N)CH2 [32].

UWAGI KONCOWE
Istotny wplyw na wiasciwosci kwasowo-zasadowe poszczegdlnych grup

funkcyjnych A-podstawdonych pochodnych kwasu iminodi(metylenofosfonowe-
go) ma rodzaj podstawnika obecnego przy atomie azotu.
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Zwigzki te sg bardzo efektywnymi czynnikami chelatujgcymi w stosunku do
dwuwarto$ciowych jonéw metali. Jest to wynik jednoczesnej obecnosci w ich
czasteczkach dwdéch ujemnie natadowanych grup fosfonowych oraz iminowego
atomu azotu.

Ze wzgleddw elektrostatycznych i przestrzennych tworzenie przez te Ugan-
dy form kompleksowych typu [MLZ2] jest utrudnione, dlatego gtéwnymi forma-
mi sg kompleksy typu [ML] ([M(HL)OH]). Stabilizujagcy wptyw dodatkowego
donora tlenowego pierscienia furylowego sprawia, ze w uktadach z Fudmph ta-
kie formy powstaja.

Zwiazki te reagujajako ligandy trdjdonorowe, z utworzeniem dwaéch sprze-
zonych pieciocztonowych pierscieni chelatowych, z takimi jonami metali, jak:
Mg(ll), Cu(ll) i Zn(Il) lub jako ligandy dwudonorowe, z zaangazowaniem w ko-
ordynacje jedynie grup fosfonowych, z utworzeniem o$miocztonowogo pierscie-
nia chelatowego, z takimi jonami, jak: Ca(ll), Mn(ll), Co(l1) iNi(ll).

Specyficzne wiasciwosci donorowe ~-podstawionych pochodnych kwasu
iminodi(metylenofosfonowego) ujawniajg sie w zaleznosci od réznych czynni-
kow, takich jak: utrudnienia steryczne zwigzane z budowy przestrzenng Uganda,
obecnos$¢ dodatkowych miejsc koordynacyjnych, tadunek Uganda, rodzaj i wiel-
kos¢ promienia jonowego metalu.
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ABSTRACT

L-Camitine (3-hydroxy-4-A-trimethylammonium butyric acid) plays an im-
portant role in fats metabolism, acting as an essential carrier of acyl group from
cytoplasm into the mitochondria and P-oxidation products from peroxosomes.
It is also responsible for detoxication of specific short- and medium-chain fatty
acids [1-5]. Although carnitine is not indispensable in food and can be synthe-
sized in the system, its deficiency accompanies many diseases. Deficiency in
carnitine is characterised by muscle weakness, cardiomyopathy, deposition of fat
in muscles, kidneys, liver as well as metabolic acidosis.

L-Camitine occurs in a free form and esterificated by fatty acids. For dia-
gnostic purposes free and total carnitine are determined after previous ester hydro-
lysis. Modem methods of carnitine determining are based on reversible reaction
of the stoichiometric acetyl-transfer from acetyl-coenzyme A to L-camitine cata-
lyzed by carnitine acetyltransferase (CAT), and measurement of the content of
acetyl-carnitine or free coenzyme A formed [1, 19]. Isomer D-camitine is inactive
in that reaction, nor-camitine (3-hydroxy-4-dimethylammonium butyric acid)
may take part, but this compound does not appear in any biologic materials. These
methods of carnitine determining employ radiometric, spectrophotometric,
spectrofluorimetric and enzymatic techniques.

Among the other methods of carnitine determining chromatographic methods
are most frequently used, especially HPLC, but also GC chromatography is often
used. Using HPLC method, one can determine the carnitine level, either im-
mediately or in the form of 4'-bromophenacyl derivatives [46-49]. However,
some authors have had difficulties in obtaining these derivatives [29] and sensi-
tivity of determination has been not sufficient for biological samples. Various
reagents were used to prepare fluorescent carnitine derivatives in the HPLC
chromatography with fluorimetric detection [tab. 1]. The reactor containing
immobilized enzymes was also used [58], Carnitine can also be determined by
means of gas chromatography. This method is based on the disintegration of
carnitine at temp. 160 °C in the presence of NaOH and NaBH4 [61, 62]. Under
these conditions it is disintegrated into crotonylbetaine, trimethylamine and
butyrolacton, which are detected with flame ionization. Among methods used less
frequently mass spectroscopy and capillary electrophoresis are worth mentioning.
Individual content of 0-acyl derivatives of L-camitine can be determined using
the “radio-exchange” method or gas chromatography.
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WSTEP

L-kamityna (kwas 4-(trimetylo)amino-3-hydroksymastowy) (rys. 1) oraz jej
0 -acylowe pochodne (acylokamityny) sa rozpowszechnione w tkankach zwierze-
cych, roslinnych i w drozdzach [1], Kamityna funkcjonuje jako gtéwny nosnik
grup acylowych z cytoplazmy do mitochondrium oraz produktéw (3-oksydacji
z peroksysoméw [2, 3]. Wykazano réwniez, ze kamityna petni wazng funkcje
przy tworzeniu mitochondrialnego koenzymu A (CoA) z acyloCoA, gdy ilos¢
wolnego CoA limituje aktywacje i akumulacje metabolitow w mitochondriach
[4]. Kamityna bierze udziat w detoksyfikacji specyficznych krétko- i sredniotan-
cuchowych kwaséw ttuszczowych, niemetabolizowanych lub metabolizowanych
w niewielkim stopniu przez komorke [5].

OH

Rys. 1 Struktura L-kamityny

Badania nad L-kamityng dowiodty, ze uczestniczy ona takze w przemianie
weglowodandéw i biatek, w procesach transmetylacji oraz stymuluje funkcje tra-
wienia w przewodzie pokarmowym, a przez wptyw na przemiane cukrowcoéw
ibiatek obniza ilo§¢ ciat ketonowych we krwiiprzywracaré6wnowage kwasowo-
-zasadowg w tkankach iwe krwi [6].

Kamitynajest syntetyzowana z L-lizyny w kazdym zywym organizmie, przy
czym petny zestaw enzymow potrzebnych do tych reakcji u cztowieka znajduje
sie tylko w watrobie, nerkach i mézgu [7]. Zasoby kamityny cztowieka o masie
70 kg wynoszg ok. 100 mmoli, z czego 98% tej ilosci zlokalizowane jest w mieg-
$niach, 1,5% w watrobie i nerkach oraz zaledwie 0,5% w pozostatych tkankach,
w tym we krwi [8]. Organizm ludzki potrafi sam syntetyzowa¢ kamityne w ilo-
$ci ocenianej na 1,2 jimoli/kg masy ciata w ciggu doby [9], jednakze ilo$¢ ta nie
jest wystarczajgca, zwitaszcza przy intensywnym wysitku fizycznym, w sytua-
cjach stresowych itp. Utrzymanie statej ilosci kamityny w organizmie wymagajej
minimalnego dostarczenia w pozywieniu na poziomie 8-11 mg/dobe [10],
a w szczego6lnych przypadkach (sportowcy wyczynowi) nawet 300 mg/dobe [11].

W ostatnich latach wiele chor6b powigzano z niskg podazg kamityny w po-
zywieniu. Niedobor kamityny wystepuje najczesciej u wczesniakoéw, u ktérych
w watrobie jest fizjologicznie niska aktywnos¢ enzymow syntetyzujgcych kami-
tyne oraz u dzieci z lizynuryczng nietolerancja biatek lub karmionych dietg we-
getarianska [12, 13], Choroba charakteryzuje sie postepujgcym ostabieniem mie-
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$niowym, kardiomiopatig, odktadaniem sie substancji lipidowych w miesniach,
nerkach i watrobie oraz kwasicg metaboliczng.

Bardzo czesto objawy niedoboru L-kamityny towarzyszg innym podstawowym
chorobom, takim jak: zesp6t Reya, mukowiscydoza, cukrzyca. Niedobdr jej poja-
wia sie takze przy dtugotrwatej dializoterapii, diecie eliminacyjnej, Zywieniu poza-
jelitowym oraz dtugotrwatych biegunkach, w tych przypadkach spada bowiem do-
stepnos$¢ metaboliczna kamityny. Nastepuje ostabienie miesniowe, kardiomiopatia,
hipoglikemia z hipoketonemig czeste infekcje i zaburzenia taknienia [14],

METODY OZNACZANIA 1-KARNITYNY

L-kamityna wystepuje w dwoch postaciach: wolnej i zestryfikowanej kwasa-
mi thuszczowymi. Sposrod estrow pod wzgledem iloSciowego oznaczania rozroz-
nia sie estry krétkotancuchowe (C3-C 10) oraz dtugotaricuchowe (C> 12), przy
czym te ostatnie sg nierozpuszczalne w roztworach kwasnych, wymagajg wiec in-
nej procedury wydzielania z materiatéw biologicznych. Catkowitg ilo$¢ kamity-
ny w prébce oznacza sie zatem w dwojaki sposob: tak samo jak wolny zwigzek,
po uprzednim procesie hydrolizy estrdw w warunkach wysokiego pH $rodowiska
lub sumujac zawartosci wolnego zwigzku oraz jego estréw krétko- i dtugotancu-
chowych [1, 15]. W niektorych publikacjach [16] oznaczana ilo$¢ catkowita kar-
nityny w prébce dotyczy jednak tylko frakcji estréw rozpuszczalnych w kwasie,
a co za tym idzie, ilos¢ estréw dtugotancuchowych nie jest wliczana do catkowi-
tej ilosci kamityny.

OZNACZANIE WOLNEJ 1I-KARNITYNY

Pierwszg opisang metodg ilosciowego oznaczania L-kamityny byto wykorzy-
stanie kamitynozaleznej larwy Tenebrio molitor [17]. Miarg ilosci kamityny
w probce byt wzrost masy tego organizmu w poréwnaniu z przyrostem jego ma-
sy na pozywkach o znanej ilosci L-kamityny.

Druga historycznie metoda, obecnie nie wykorzystywang ze wzgledu na brak
specyficznosci, jest metoda kolorymetryczna tworzenia barwnego kompleksu
grupy aminiowej L-kamityny z biekitem bromofenolowym [18]. Metoda ta nie
wykazywata odpowiedniej selektywnosci oraz byta mato czuta.

Duza czes$¢ wspotczesnych metod oznaczania L-kamityny opartejest, w swej
poczatkowej czesci, na odwracalnej enzymatycznej reakcji acylacji wolnej L-kar-
nityny za pomocg acetylotransferazy kamitynowej (CAT) (EC 2.3.1.7) [1, 19].
Grupa acetylowa zostaje w niej przeniesiona z acetylokoenzymu A na kamityne,
w wyniku czego zostaje uwolniona wolna czasteczka koenzymu A (CoA), ktére-
go ilos¢ nastepnie podlega oznaczaniu.

L-kamityna + acetylo-CoA acetylo-L-kamityna + CoA.
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W tej reakcji uczestniczy tylko izomer L, natomiast izomer D kamityny jest
nieaktywny. Przy wysokich jego stezeniach nastepuje inhibicja enzymu. Oprécz
L-kamityny w tej reakcji moze bra¢ udziat norkamityna (kwas 3-hydroksy-4-di-
metyloaminomastowy), jednakze zwigzek ten nie wystepuje w materiatach bio-
logicznych [20].

Przygotowanie prébki

Niektore probki biologiczne, np. mocz lub osocze krwi, nie wymagajg wstep-
nej obrobki. Jednakze cze$¢ metod oznaczania, np. spektrofotometryczna, wyma-
ga usuniecia z prébki zwigzkdw zawierajagcych grupy sulfhydrylowe, gtéwnie
biatka. Opisanych zostato wiele drég postepowania: deproteinizacja kwasowa
[15, 21, 22], filtracja [23], denaturacja etanolem [24] lub przez ogrzewanie [25],
jednakze kazda z nich ma wady, wptywajgce na wynik oznaczania. Kwasowa de-
proteinizacja wymaga neutralizacji, dajgc w wyniku duze stezenia soli w prébce,
spowalniajace reakcje. Filtracjajest kosztowna, czasochtonna i nie usuwa z prob-
ki peptydow, tak samo jak denaturacja temperaturowa. Najlepszym sposobem
wydaje sie dializa probki wyjsciowej [26].

W przypadku oznaczania zawartosci kamityny w tkankach, najodpowiedniej-
szg metodg otrzymania ekstraktu jest deproteinizacja przy uzyciu roztworu kwa-
su chlorowego(VII) [27], Przy oznaczaniu metodami chromatograficznymi sto-
suje sie takze ekstrakty metanolowe lub metanolowo-acetonitrylowe [28,29,30],

W celu oddzielania kamityny od innych skiadnikow, majacych wptyw na
wynik oznaczania, stosuje sie oczyszczanie probki na ztozach jonowymiennych.
Wykorzystuje sie zazwyczaj kombinacje dwdch zt6z: kationitu w formie NH4+
oraz anionitu. Anionit w formie OH" jest bardzo efektywny przy usuwaniu np.
kwasow karboksylowych, jednakze taki jonit hydrolizuje estry kamityny, dlate-
gojest zastepowany anionitem w formie chlorkowej, charakteryzujgcym sie stab-
szg efektywnoscig usuwania kwasow [31]. Sandor i wsp. zaproponowali wyko-
rzystanie ztoza anionowymiennego w formie F”, ktéry w potgczeniu z kationitem
tworzy sol, tatwo sublimujgcg podczas liofilizacji probki [32].

Stosowanych jest wiele buforow do przygotowania i stabilizacji roztworéw
kamityny, z ktorych najczesciej stosowany jest bufor HEPES (kwas 4-(2-
-hydroksyetylo)-l-piperazynoetanosulfonowy) [1, 33]. W przypadku uzywania
buforu tris (tris(hydroksymetylo)aminometanu) do przygotowania prébki badanej
moze wystapic reakcja katalizowana przez CAT przeniesienia grupy acetylowej
z acetylo-CoA na tris [34].

Metoda radiometryczna

Metoda radiometryczna uchodzi za podstawowg metode oznaczania L-kami-
tyny i stanowi podstawe poréwnan innych metod oznaczania tego zwigzku [1,
31]. Opiera sie na dwéch reakcjach: w pierwszej, odwracalnej reakcji, katalizo-
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wanej przez acetylotransferaze kamitynianowg (CAT), znakowana izotopem
14C grupa acetylowa zostaje przeniesiona na L-kamityne. Druga reakcja polega
na chemicznym wigzaniu wolnego CoA, a co za tym idzie, przesunieciu réwno-
wagi pierwszej reakcji w kierunku produktéw. Jako reagent tiolowy stosuje sie
najczesciej A-etylomaleimid (NEM) [35], w rzadkich przypadkach czterotionian
sodu [36], ktory moze inhibowac¢ CAT.

[14C]lacetylo-CoA + L-kamityna [14C]acetylo-L-kamityna + CoA,
CoA + reagent tiolowy —»reagent tiolowy-S-CoA.

Nadmiar nieprzereagowanego [14C]lacetylo-CoA jest usuwany przy uzyciu
zywicy jonowymiennej (anionitu). Z powodu dodatniego tadunku na azocie gru-
py aminiowej w czgsteczce kamityny, [14C]acetylo-L-kamityna nie zostaje zatrzy-
mana na zywicy i przechodzi do roztworu, w ktérym jej ilos¢ zostaje oznaczona
przy uzyciu cieczowego licznika scyntylacyjnego. Zawartos¢ kamityny w prob-
ce wyznacza sie z krzywej wzorcowe;j.

Znaczace btedy oznaczenia powstajg w obecnosci duzych ilosci acylokami-
tyn oraz acetylo-CoA w probce, powodujacych przesuniecie rownowagi pierw-
szej reakcji. Rozwigzac ten problem mozna przez przepuszczenie prébki w po-
staci ekstraktu nadchloranowego przez ztoze amonitowe lub zwigkszenie steze-
nia radioaktywnego [14C]acetylo-CoA [37].

Srodowisko badane nie powinno przekraczaé¢ wartoéci pH 7,5, aby uniknaé
hydrolizy obecnych w prébce acylokamityn, nie przeszkadzajgcych w tym ozna-
czeniu oraz inaktywacji CAT. Inaktywacji tego enzymu przez jony metali zapo-
biega sie, dodajgc EDTA do roztworu badanego.

Metode stosowano do oznaczania L-kamityny w prébkach biologicznych
(krew, mocz, tkanki), uzyskujac granice detekcji 50 pmol.

Metody spektrofotometryczne

W metodzie kolorymetrycznej [15], zwanej metodg DTNB, czasteczki koen-
zymu A, uwolnionego w wyniku odwracalnej reakcji przeniesienia grupy acety-
lowej z CoA na L-kamityne katalizowanej przez CAT, wykrywa sre za pomocg
reakcji z kwasem 5,5'-ditio-bis(2-nitrobenzoesowym) (DTNB) zgodnie z reakcjg
opisang ponizej. W jej wyniku tworzy sie zotty anion 5-tio-2-nitrobenzoesowy
(TNB-) w iloSci proporcjonalnej do zawartosci kamityny w probce.

CoA + DTNB CoA-S-TNB + TNB'".

Enzym CAT jest wolno deaktywowany przez czgsteczke DTNB. Inaktywa-
cja enzymu moze rowniez wystapi¢ przy pH 8,5, jednakze obnizenie pH poni-
zej 7 zmniejsza stopienn dysocjacji DTNB, co powoduje zanizenie wyniku
koncowego. Dlatego pomiaru dokonuje sie przy pH 7,5 w $rodowisku buforu
HEPES [15].
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Obecnos¢ w probce innych niz CoA zwigzkéw z grupg tiolowg moze
prowadzi¢ do btedéw, jednakze mozna to wyeliminowac poprzez utlenianie tych
tioli za pomocg H20 2 [15].

Z powodu prostoty wykonywania, opracowano wiele zautomatyzowanych
metod oznaczania L-kamityny metodg DTNB stuzgcych do wykonywania wiek-
szej liczby oznaczen [23, 38, 39]. Granica detekcji w tej metodzie zostata okre-
$lona na poziomie 5 nmol, przy jej wykorzystaniu do oznaczania L-kamityny
w moczu, plazmie i tkankach.

Druga, rzadziej stosowang metoda, jest metoda tiokinazowa [40]. Metoda ta
opartajest na dwoch reakcjach enzymatycznych, z ktérych pierwszajest reakcja
odwracalnego przeniesienia grupy acetylowej z koenzymu A na kamityne, kata-
lizowana przez CAT. Druga reakcja polega na wigzaniu wolnego koenzymu A
z czasteczka sorbinianu w obecnosci adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) przy
udziale enzymu tiokinazy (ligaza kwas: CoA (tworzaca AMP)) (EC 6.2.1.3)
z utworzeniem sorbylo-koenzymu A, adenozyno-5'-monofosforanu (AMP) oraz
pirofosforanu (PPj). Pomiaru stezenia sorbylo-CoA dokonuje sie przy dtugosci
fali 300 nm, a wyniki ilosciowe uzyskuje sie na podstawie krzywej wzorcowe;j.

CoA-SH + ATP + sorbinian sorbylo-CoA + AMP + PP,

Metoda ta wykazuje wiekszg czuto$é niz metoda DTNB, jednakze ze wzgle-
du na wykorzystanie dwdéch reakcji enzymatycznych jest bardziej skomplikowa-
na. Najwiekszym zrédtem biedéw sg zmiany temperatury, gdyz ogrzewanie pod-
czas pomiaru prowadzi do wzrostu absorbancji oraz tworzy sie wieksza ilos¢ nie-
zdysocjowanego kwasu sorbowego. Problem ten mozna usung¢ przez doktadng
kontrole temperatury.

Metoda spektrofluorymetryczna

Metoda fluorymetryczna oznaczania ilosSciowego kamityny jest oparta na
dwdch reakcjach enzymatycznych [40]. Pierwszg z nich jest reakcja katalizowa-
na przez CAT przeniesienia grupy acetylowej z acetylo-CoA na kamityne, druga
reakcja jest katalizowana przez dehydrogenaze 2-oksoglutaranowg (OGDH).
W tej reakcji CoA reaguje z 2-oksoglutaranem w obecnosci dinukleotydu niko-
tynoamidoadeninowego (NAD+) z wytworzeniem czgsteczki bursztynylo-CoA.
Obie reakcje zachodzg w temperaturze pokojowej w ciggu 15-30 minut. Zmiana
zawartosci NAD+jest mierzona fluorymetrycznie.

CoA + 2-oksoglutaran + NAD+ ° — > bursztynylo-CoA + NADH.

Odmiane tej metody zaproponowali Schafer i Reichmann [41]: pomiar zmian
zawartosci tworzonego zredukowanego dinukleotydu nikotynoamidoadeninowe-
go (NADH) metodga spektrofotometryczng przy dtugosci fali 340 nm. Metoda zo-
stata wykorzystana do oznaczenia L-kamityny w moczu, surowicy krwi i tkan-
kach, a granica jej detekcji wyniosta 500 pmol.
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Metody enzymatyczne

Jak to zostato opisane wczes$niej, duza cze$¢ metod oznaczania L-kamityny
jest oparta na reakcjach enzymatycznych, jednakze w piSmiennictwie opisywane
sg one zazwyczaj niejako metody enzymatyczne, lecz noszg mylace nazwy zwig-
zane z metodg detekcji jednego z produktdw reakcji.

Jedng z metod enzymatycznych jest metoda wykorzystywana przy oznacza-
niu L-kamityny w tescie enzymatycznym firmy Roche [42]. W teScie tym wyko-
rzystywany jest szereg powigzanych ze sobg substratowo reakcji enzymatycz-
nych, ktore opisuje ponizszy schemat:

L-kamityna + acetylo-CoA CAT» acetylo-L-kamityna + CoA,
CoA + ATP + octan ACS» acetylo-CoA + AMP + PP;,

AMP + ATP 2 ADP,

2 ADP + 2 PEP PK> 2 ATP + 2 pirogronian,

2 pirogronian + 2 NADH + 2H + LPH» 2 L-mleczan + 2 NAD+.

Pierwszg reakcja jest opisana uprzednio reakcja acetylowania L-kamityny
z wykorzystaniem acetylotransferazy kamitynianowej. Powstajacy w tej reakcji
koenzym A jest nastepnie acetylowany przez syntetaze acetylokoenzymu
A (ACS) (ligaza kwas : CoA; EC 6.2.1.2) w obecnosci ATP z wytworzeniem
AMP oraz czgsteczki pirofosforanu. Kolejna reakcja w opisywanym szeregu po-
lega na wytworzeniu adenozyno-5'-difosforanu (ADP) przy udziale enzymu
miokinazy (MK) (fosfotransferaza ATP : AMP; EC 2.7.4.3) w obecnosci ATP,
przy czym ilo$¢ uzyskanego ADP jest réwnowazna potowie ilosci L-kamityny
w pierwszej reakcji szeregu. Czwartg reakcja, katalizowang przez kinaze piro-
gronianow g (PK) (fosfotransferaza ATP : pirogronian; EC 2.7.1.40), jest wytwo-
rzenie pirogronianu z fosfoenolopirogronianu (PEP) w obecnosci ADP. Cza-
steczka pirogronianu jest substratem w ostatniej reakcji, w ktérej przy udziale
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) (oksydoreduktaza L-mleczan:NAD; EC
1.1.1.28) nastepuje redukcja pirogronianu do L-mleczanu w NADH, ktdrego
ilos§¢ jest mierzona spektrofotometrycznie przy diugosci fali 334, 340 lub
365 nm. llo$¢ zuzywanego w tym szeregu reakcji NADH jest réwnowazna po-
towie iloSci L-kamityny.

Test enzymatyczny przeznaczony jest do oznaczania L-kamityny W moczu,
osoczu i plazmie, nie podano jego granicy detekcji.

Drugg opisang metoda enzymatyczngjest cykl enzymatyczny zaproponowa-
ny przez Takahashiego i wsp. [43]. Zachodzgca cykliczna reakcja enzymatyczna,
opisana przez schemat na rys. 2, katalizowana przez dehydrogenaze kamitynia-
nowg (EC 1.1.1.108), wyizolowang zAlicagens sp., prowadzi do akumulacji tio-
-NADH przy statej szybkosci, ktdra jest proporcjonalna do stezenia L-kamityny.
Pomiaru spektrofotometrycznego dokonuje sie przy dtugosci fali 415 nm, ozna-
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czenie wykonuje sie w statej temperaturze 37 °C. Autorzy [43] wykorzystali opi-
sang metode do oznaczania L-kamityny w osoczu krwi. Granica detekcji tej me-
tody nie zostata okreslona.

NAD*

NADH

Rys. 2. Schemat reakcji cyklu enzymatycznego [43]

Metody chromatograficzne

Sposrod metod polegajacych na rozdziale chromatograficznym do ilos-
ciowego oznaczania L-kamityny ijej estrow najczesciej wykorzystuje sie metody
z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

HPLC z detekcjg spektrofotometryczng. Wykorzystujac metode HPLC
z detekcjg spektrofotometryczng, kamityne oznacza sie¢ bezposrednio [44] oraz
w postaci pochodnych 4'-bromo-fenacylowych [45],

Przy oznaczaniu kamityny metodg bezposrednig [44] zastosowano kolumne
Supelcosil NH2 (250 x 4,6 mm, i.d.; 5 Jim) oraz izokratyczny przeptyw fazy ru-
chomej, na ktérg sktadat sie acetonitiyl oraz 0,02 M bufor fosforanowy (pH 3)
w stosunku objetosciowym 75:25. Pomiaru dokonywano przy dtugosci fali 205 nm.
Mimo duzej prostoty (brak tworzenia pochodnych, przeptyw izokratyczny fazy
ruchomej) metoda ta nie jest enancjoselektywna oraz ma zbyt matg czutosc
oznaczen kamityny (granica detekcji na poziomie 100 nmoli), aby mogta by¢
wykorzystana do prébek biologicznych.

Najczesciej stosowanymi pochodnymi kamityny oznaczanymi przy rozdzia-
le HPLC z pomiarem spektrofotometrycznym sg pochodne 4,-bromofenacylowe,
przy czym opisanych zostato kilka metod ich otrzymywania. W przypadku zasto-
sowania bromku 4'-bromofenacylu (BPB) tworzg sie pochodne w obecnosci ete-
réow koronowych w srodowisku acetonitrylu [46], eteréw koronowych i wodoro-
weglanu potasu [47] lub A™A-diizopropyloetyloaminy (DIPEA) [48]. Niektorzy
autorzy nie uzyskali jednak pochodnych w tych warunkach [29]. Ograniczeniem
estryfikacji kamityny przy uzyciu odczynnikéw bromofenacylowych jest obec-
no$¢ w prébce innych zwigzkéw zawierajgcych gmpe karboksylowa.

Pochodne kamityny i acylokamityn z BPB uzyskane w obecnosci eterow
koronowych w $rodowisku acetonitrylu [46] podczas ogrzewania do temperatu-
ry 60 °C w ptuczce ultradzwiekowej w czasie 90 minut rozdzielano na kolumnie
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Ultrasphere ODS IP (250 x 4,6 mm i.d.; 5 pm) przy przeptywie 1,6 ml/min fazy
ruchomej, ktorg stanowity rozpuszczalniki w zmiennych w czasie proporcjach:
woda, acetonitryl oraz roztwory trietyloaminy i kwasu fosforowego. Uzyskano
dobry rozdziat pochodnych i dobrze wyksztatcone piki podczas pomiaru przy
dtugosci fali 245 nm oraz w czasie elucji pojedynczej probki 55 minut. Przy tej
samej dtugosci fali wystepuje takze absorpcja acetonitiylu i roztworu trietylo-
aminy, jednakze pomiar przy innej dtugosci fali, np. 254 nm, powoduje spadek
czutosci metody nawet o 20%. Niekorzystny wplyw eluatu na absorbancje
autorzy [46] usuneli przez pomiar w gradiencie przeptywu. Minimalna granica
detekcji zostata okreslona na poziomie 20 pmol.

Uzyskanie pochodnych kamityny z BPB w obecnosci AOV-diizopropyloetylo-
aminy (DIPEA) w srodowisku acetonitiylu wymagaty wstepnego przeksztatcenia
kamityny i acylokamityn w sole octanowe [48], W takiej postaci kamityna reago-
wata z DIPEA, a tworzenie koficowej pochodnej 4'-bromofenacylowej zachodzito
w tagodnych warunkach (37 °C, 30 minut). Wykorzystana w pracy kolumna Hy-
persil BDS C8(200 x 4,6 mm, i.d.; 5 |im) oraz faza ruchoma (woda, acetonitiyl oraz
roztwory trietyloaminy i kwasu fosforowego w proporcjach zmiennych v. czasie)
daty dobry rozdziat pochodnych i dobrg oznaczalnos$¢ przy dtugosci fali 260 nm,
przy czym czas pojedynczego oznaczenia skrocono do 30 minut.

Inng droge otrzymywania 4'-bromofenacylowych pochodnych kamityny za-
proponowali Minkler iwsp. [30], Uzyskali oni pochodngw wyniku reakcji L-kar-
nityny z trifluorometanosiarczanem 4'-bromofenacylu, reagentem zsyntetyzowa-
nym w tym celu. Reakcja tworzenia pochodnej kamityny, rozdzielanej chroma-
tograficznie, zostata przeprowadzona w obecnosci DIPEA w $rodowisku aceto-
nitrylu w ciggu 10 minut w temperaturze pokojowej [49].

HPLC z detekcjg fluorymetryczng. Metody HPLC z detekcjg fluoryme-
tiyczng sg stosowane zazwyczaj do oznaczania kamityny po reakcji z wytworze-
niem odpowiedniej pochodnej. Opisano wiele odczynnikow wykorzystanych do
tworzenia wykrywalnych w ten sposéb zwigzkdw, z ktorych wybrane zostaty
przedstawione w tab. 1.

Rozdziat chromatograficzny HPLC z detekcja fluorymetiyczngzostat takze za-
proponowany przy wykorzystaniu reaktora z immobilizowanymi enzymami [58].
W tej metodzie, ktorej schemat przedstawiono na rys. 3, kamityna i jej pochodne
acylowe zostajg rozdzielone na kolumnie TSK-gel ODS 80Ts (4,6 x 150 mm i.d.),
a nastepnie zostajg przepuszczone przez kolumny z osobno immobilizowanymi
enzymami: hydrolazgacetylokamitynianowg(ACK), dehydrogenazgkamityniano-
wg(CDH) (E.C. 1.1.1.108) oraz diaforazg (DIA) (EC 1.8.1.4). Podczas oznacze-
nia L-kamityny ijej O-acylowych estrdw przebiegaja nastepujace reakcje:

acylo-L-kamityna + H20 ACH» L-kamityna + RCOOH,
L-kamityna + (3-NAD+ @**> dehydrokamityna + (3-NADH + H+
NADH + resazuryna — > NAD+ + rezoruflna.
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Tabela 1. Charakterystyka wybranych zwigzkéw wykorzystywanych do oznaczania L-kamityny i jej
estrow za pomocg metody HPLC z detekcjg spektrofluoiymetryczng

N a7k 2 . Granica Lit
azwa zwigzku Am detekcji it.
Trifluorometanosulfonian 259 394 790 fmoi [29]

2-(2,3-naftalimino)-etylu
9-antrylodiazometan (ADAM) 365 450 50 fmol [50]
6(4-aminofenylo)-3-cyjano-4-

-[4-(dietyloamino)fenylo]-2-metylopirydyna 363 533 60 fmol [51]
4-(2-aminoetyloamino)-7-nitro-2,1,3-benzoksa-

485 100 fmol 52
diazol (NBD-ED) 540 mol — [52]
2-(4-hydrazynokarbonytofenylo)-4,5-difenylo- nie
imidazol (HCPI) 340 475 okreslono [53]
4-(2-a|mnqetyloam|no)-N-(4-metoksyfenylo)- 436 524 30 fmol [54]
-1,8-naftalimid
3-bromo-metylo-6,7-dimetoksy-1-metylo- nie
-2(1H)chinoksalinon 380 455 okreslono [55]
1-aminoantracen (1-AA) 248 418 100 pmol  [56, 57]

2

Rys. 3. Schemat aparatury do oznaczania L-kamityny technikg HPLC z reaktorem enzymatycznym
[58] (1 - piec, 2 —kolumna, 3 - pompa, 4 —detektor, pozostate objasnienia w tekscie)

Eluent, ktdry stanowi zmienny w czasie uktad metanolu, buforu fosforano-
wego i roztwordw: siarczanu sodu oraz heptanosiarczanu sodu, jest mieszany po
opuszczeniu kolumny z roztworem P~NAD+ i resazuryny w $rodowisku buforu
tris-octowego jako substratem, przy przeptywie 0,5 ml/min. Piec termostatowy,
a wraz z nim znajdujace si¢ wewnatrz kolumny przez caly czas pomiaru utrzy-
mujg temperature 40 °C, optymalng dla pracy enzymoéw.

Enzymy ACH i CDH nie sg stabilne w rozpuszczalnikach organicznych, jed-
nakze eluenty organiczne sg wymagane jako faza ruchoma przy elucji na kolum-
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nie z odwrdconymi fazami [58]. Najbardziej odpowiedni z nich jest metanol,
gdyz inhibuje aktywnos¢ obu wymienionych enzymdw dopiero przy stezeniach
powyzej 20% (obj.). W przypadku innych rozpuszczalnikdw organicznych, np.
acetonitrylu, przy porownywalnych stezeniach nastepuje nieodwracalna inakty-
wacja enzymow. Natomiast aktywnos¢ diaforazy jest inhibowana przez roztwor
NAD" przy stezeniach wiekszych niz 1 mmol/dm3 [59].

Granice detekcji L-kamityny w tej metodzie autorzy [58] okredlili na pozio-
mie 50-100 pmol podczas wykorzystania jej do oznaczania kamityny w moczu.

W metodzie zaproponowanej przez Manjon i wsp. [60] enzym dehydrogena-
ze kamitynianowg (oksydoreduktaza L-kamityna : NAD"; EC 1.1.1.108), wyizo-
lowang z Agrobacterium sp., immobilizowano na kolumnie (30 x 3,5 mm,
290 pi), przez ktdrg utrzymywano staty przeptyw roztworu NAD". Do strumie-
nia wstrzykiwano prdébke zawierajgca L-kamityne, a ilos¢ produkowanego
w reakcji NADH byta mierzona fluorymetiycznie przy dtugosci fali wzbudzania
340 nm i fali emisji 460 nm. Powierzchnia piku uzyskanego w wyniku analizy
byta uzalezniona od ilosci kamityny w probce. Granice detekcji tg metoda
autorzy okreslili na poziomie 20 pmoli, jednakze metoda wykorzystana zostata
tylko przy oznaczeniach L-kamityny w preparatach farmaceutycznych.

Chromatografia gazowa (GC). Do oznaczania kamityny stosowanajest tak-
ze metoda chromatografii gazowej. Czasteczki kamityny oraz jej estréw sa niesta-
bilne w temperaturze ponad 100 °C i w takich warunkach nastepuje rozerwanie czg-
steczek do krotonylobetainy, nienasyconego butyrolaktonu oraz trimetyloaminy.
Metode GC oparto na rozpadzie kamityny w temperaturze 160 °C w obecnosci
NaOH i NaBH4 [61, 62], W opisanych warunkach produkt rozpadu 4-butyrolakton
jest oznaczany iloSciowo przy uzyciu ptomieniowego detektora jonizacyjnego
(FID). Metode oznaczania zastosowano dla prébek moczu, uzyskujgc granice
detekcji na poziomie 100 nmol.

Inne metody oznaczania L-karnityny

Metody spektrometrii masowej. Kamityna i jej 0-acylowe pochodne ze
wzgledu na wysokg polamos¢ oraz nielotnosé sg stabymi kandydatami do badan
konwencjonalng metodg spektroskopii masowej, dlatego wykorzystuje sie meto-
de bombardowania szybkimi atomami (FAB) potaczong ze spektrometrig maso-
wa (MS) [63] lub tandemowag spektrometrig masowg (MS-MS) [64, 65]. Zawar-
to$¢ L-kamityny i acylokamityn w probce wyznacza sie z poréwnania intensyw-
nosci jonéw molekularnych badanych zwigzkéw w odniesieniu do wzorca we-
wnetrznego: [2H3-Me]-kamityny.

Estryfikacja grupy karboksylowej kamityny zwieksza aktywng powierzchnie
czasteczki i redukuje mozliwos$¢ potaczen z litowcami, co powoduje obnizenie
granicy detekcji metodg FAB-MS. Jako pierwsze wykorzystano estry metylowe
w Srodowisku glicerolu [66, 67], Metylacja w przypadku oznaczania acylokami-
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tyn nie zdaje egzaminu, gdyz w przypadku niecatkowitego przebiegu reakcji utru-
dnione jest odréznienie widm masowych zestryfikowanej acylokamityny od jej
niezestiyfikowanego homotogu. W zwigzku z tym Montgomery i Mamer [63] za-
proponowali estryfikacje grupg [2H3]metylowa w $rodowisku glicerolu i pirydy-
ny (10 : 1), natomiast Kodo iwsp. [68] - tworzenie i analize estrow butylowych,
ktérych obecnos$¢ dodatkowo zwieksza kilkakrotnie czuto$é analizy w stosunku
do badanych estrow metylowych kamityny i acylokamityn.

Metoda FAB-MS oznaczania kamityny ijej pochodnych acylowych charak-
teryzuje sie bardzo duzg czutoscig, pordwnywalng z metodg radiometryczna, przy
czym ograniczongjedynie oddziatywaniem tta (glicerol). Ws$rdd innych jej zalet
nalezy wymieni¢ prostote pomiaru, brak strat wywolanych procedurami
oczyszczania i wydzielania badanych zwigzkdw oraz bardzo krétki czas wykony-
wania pojedynczego pomiaru (ponizej 2 minut). Najwiekszym ograniczeniem
stosowania tej metody jest bardzo duzy koszt zakupu odpowiedniej aparatury, na
jaki nie moze sobie pozwoli¢ wiekszo$¢ laboratoriow zajmujgcych sie
oznaczaniem zawartosci L-kamityny.

Elektroda jonoselektywna. Metoda elektrochemiczna oznaczania L-kamity-
ny opartajest na wykorzystaniu specjalnie zaprojektowanej enzymatycznej elek-
trody jonoselektywnej [69, 70]. Elektroda zbudowana jest z dysku platynowego,
oddzielonego od roztworu badanego poiprzepuszczalng membrang. Przestrzen
miedzy dyskiem a membrang zajmuje roztwér enzyméw: dehydrogenazy kami-
tynowej oraz diaforazy, natomiast roztwor pomiarowy oprdcz nieznanej ilosci
kamityny zawiera NAD+ i K3[Fe(CN)6], Podczas pomiaru zachodzg dwie reak-
cje: w pierwszej, katalizowanej przez CDH, L-kamityna zostaje zredukowana
w obecnosci NAD+ z utworzeniem dehydrokamityny i NADH, ktdry w reakcji
drugiej, katalizowanej przez diaforaze, zostaje utleniony przez heksacyjanozela-
zian(lll). Powstaty w drugiej reakcji heksacyjanozelazian(ll) jest utleniany elek-
trolitycznie przy potencjale 0,3 V, przy czym natezenie pradu potrzebnego do
utleniania jest proporcjonalne do ilosci L-kamityny w prébce.

Elektroforeza kapilarna (CE). Metoda elektroforezy kapilarnej opartajest na
ruchliwosci obdarzonych tadunkiem jonéw w polu elektrycznym wytworzonym
przez przytozone zewnetrzne napiecie. L-kamityna i acylokamityny stanowig bar-
dzo dobre obiekty badan tg metodg. W srodowisku kwasnym przy pH < 5 majg do-
datni tadunek na grupie aminiowej, a 0 ich mchliwosci decydujg masy i struktury
przestrzenne zwigzkéw. W podanych warunkach ulegajg bezposredniej detekcji
[71],jak réwniez po wczes$niejszym uzyskaniu pochodnych L-kamityny i acylokar-
nityn z odczynnikami reagujacymi z grupg karboksylowg, takimi jak trifluorome-
tanosulfonian 4'-bromofenacylu [72] oraz 9-antrylodiazometan [73]. W przypadku
tworzenia pochodnych z niepolamymi czgsteczkami wymagane jest zastosowanie
buforéw w mieszaninach: acetonitryl: woda, metanol: woda z dodatkiem SDS lub
buforédw w rozpuszczalnikach niewodnych [74]. Metody te zastosowano przy
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oznaczeniach w moczu i plazmie, wyznaczajac granice detekcji przy stezeniu
3 nmol/cm3.

Sposrdd metod CE najbardziej czuta jest metoda elektroforezy kapilarnej
sprzezona ze spektrografig masowg (CE-MS) [74], Metoda ta nie wymaga dery-
watyzacji badanych zwigzkdw, jest szybsza i wymaga mniejszego zuzycia
odczynnikéw w poréwnaniu do metod HPLC, jednakze nie moze by¢ zastoso-
wana do oznaczania dtugotancuchowych acylokamityn. Zostata ona wykorzy-
stana w analizie moczu, krwi i plazmy, ustalajgc granice detekcji na poziomie
1nmol/cma3.

Obecnie kolejnym krokiem udoskonalenia metody CE-MS jest miniaturyza-
cja rozdziatu elektroforetycznego [75, 76].

OZNACZANIE ACYLOWYCH POCHODNYCH 1I-KARNITYNY

Acylokamityny oznacza sie jako ,,catkowitg” kamityne po uprzedniej hydro-
lizie przy wysokim pH roztworu. W tej postaci oznaczenia dokonuje sie opisany-
mi juz metodami- radiometryczng, spektrofotometrycznymi oraz fluorymetrycz-
nymi. Sumaryczng ilo$¢ acylokamityn w prébce wyznacza sie, odejmujac od ilo-
Sci catkowitej kamityny zawarto$¢ kamityny wolnej.

Gdy wymagane jest wyznaczenie ilosci indywidualnych acylokamityn, naj-
czesciej stosuje sie metody chromatograficzne. Oprocz metod wymienionych we
wczesniejszych rozdziatach, do rozdziatu i identyfikacji acylokamityn stosuje sie
metody wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) oraz prekolumnowg
enzymatyczng wymiane radioaktywnej [3H]-kamityny w acylokamityne (meto-
da radio-exchange) [77], pomiar ilo$ci uwolnionego acylo-CoA w wyniku reak-
cji katalizowanej przez CAT [78, 79], w obecnosci analizera kwasow karboksy-
lowych [80] oraz z detektorem spektrometrii masowej [81, 82], Sposrdd innych
metod wymienia sie chromatografie gazowa (GC) [83-87] oraz metody bombar-
dowania szybkimi atomami (FAB-MS) [63, 68],

Na szczeg6lng uwage spo$rod wymienionych metod zastuguje metoda radio-
-exchange, opracowana i wykorzystana w aplikacjach przez Kemera, Biebera,
Schmidta-Sommerfelda i wsp. [77, 88]. Na znakowane czgsteczki [3H]-L-kami-
tyny zostajg przeniesione grupy acylowe z oznaczanych acylokamityn w reakcji
katalizowanej przez acetylotransferaze kamitynowa (CAT), a nastepnie uzyska-
ne acylo-[3H]-kamityny rozdzielane sg chromatograficznie metodg HPLC z wy-
korzystaniem beta-przeptywowego detektora scyntylacyjnego.

Metoda radio-exchange, wykorzystywana do oznaczania acylokamityn, jest
okreslanajako wyjatkowo czuta i dajaca bardzo dobre wyniki w analizie krotko-
i Sredniotancuchowych estréow. W przypadku uog6lnienia stosowania tej metody
dla wszystkich estréw kamityny i kwasow ttuszczowych wielu autorow [46, 49]
krytykuje jg ze wzgledu na ograniczong specyficznos$¢ substratowg enzymu CAT,
ktéry nie katalizuje reakcji z udziatem estréw kwaséw dikarboksylowych oraz
majacych rozgatezione taficuchy, mozliwos¢ inhibicji CAT przez niektore specy-
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ficzne estry kamityny obecne w probce, a takze obecnos¢ aktywnosci hydrolazy
acylokamitynianowej w handlowych preparatach enzymu CAT [89]. Jednakze
zdaniem Schmidta-Sommerfelda i wsp. [90] w warunkach pomiarowych aktyw-
nos$¢ hydrolazy acylokamitynianowej nie wptywa znaczgco na uzyskiwane wy-
niki. Sposérdd innych wad metody radio-exchange nalezy wymieni¢ kilkakrotnie
dtuzszy czas przygotowania prébki i rozdziatu chromatograficznego niz dla me-
tod HPLC z pomiarem UV [91] oraz uzyskiwanie takiej samej czutoscijak w me-
todach HPLCAJV [92].

Acylokamityny, podobnie jak sama czgsteczka L-kamityny, sg zwigzkami
nielotnymi i o silnych witasciwosciach polarnych. Mimo tych ograniczen takze
dla nich opracowano metody identyfikacji i oznaczania technikag chromatografii
gazowej, wymagajace wstepnej reakcji przeksztatcenia ich w lotne zwigzki. Bie-
ber i Kemer [93] zaproponowali wykorzystanie alkalicznej hydrolizy acylokar-
nityn w tagodnych warunkach, a uwolnione kwasy ttuszczowe byty wprowadza-
ne na kolumne chromatograficzng i oznaczane przy uzyciu ptomieniowego detek-
torajonizacyjnego. Jednakze metoda ta nie potwierdza powigzania oznaczanych
kwaséw z obecnoscig acylokamityn w badanej probce ze wzgledu na mozliw 0$¢
wspotwystepowania takze innych zrodet grup acylowych. Modyfikacja zapropo-
nowana przez Kumpsa i wsp. [94] polega na oddzieleniu acylokamityn z probki
za pomocg ekstrakcji przy wykorzystaniu kolumn wypetnionych silnym katio-
nitem.

Inny spos6b przygotowania acylokamityn do oznaczania metodg GC zapro-
ponowali Lowes i Rose [83, 95]. Derywacja polega na cyklizacji czasteczek do
P-acyloksylaktonow w podwyzszonej temperaturze w obecnosci diizopropylo-
etyloaminy w $rodowisku acetonitrylu wedtug reakcji, ktérej schemat przedsta-
wiono na iys. 4.

Rys.4. Schemat otrzymywania acyloksylaktonu z O-acylokamityny

Otrzymane w ten sposéb acyloksylaktony rozdzielane sa chromatograficznie
metodg GC i oznaczane przy uzyciu detektora spektrometrii masowej. Cykliza-
cja pozwala dobrze rozdzieli¢ badane zwigzki, przy czym na szczeg6lng uwage
zastuguje etap przygotowania prébki do rozdziatu. Catkowite odparowanie roz-
puszczalnika reakcyjnego (acetonitrylu) prowadzi bowiem do strat najbardziej
lotnych acyloksylaktonow: acetylowego i propionylowego [95].
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Huang i wsp. [84] zaproponowali inny sposob deiywatyzacji acylokamityn.
Najpierw sg one przeksztatcane w estry «-propylowe, a nastepnie wprowadzane
na kolumne chromatograficzng, gdzie nastepuje termolityczna A-demetylacja po-
chodnej. W wyniku tego rejestruje sie za pomoca detektora spektrometrii maso-
wej acylokamityny jako odpowiadajgce im estry propylowe acylo-A-demetylo-
kamityn. Opisana metoda charakteryzuje sie dobrym rozdziatem badanych
zwigzkdéw, wysokg czutoscigoraz krétkim czasem derywatyzacji i rozdziatu chro-
matograficznego probki. Wadg metody jest czeSciowa termiczna degradacja acy-
lokamityn do estrow kwasdw karboksylowych podczas analizy zwigzkéw z dtu-
gotancuchowymi resztami acylowymi (> C14).

PODSUMOWANIE

Na podstawie przegladu literatury mozna stwierdzi¢, ze oznaczanie kamity-
ny w formie wolnej lub zwigzanej w formie O-acylowych pochodnych sprawia
wiele trudnosci.

Metody oznaczania L-kamityny, opracowane z wykorzystaniem enzymow,
zwykle acetylotransferazy kamitynianowej, sg najczesciej stosowane. Metody te
ze wzgledu na wrazliwos¢ enzymow na czynniki zewnetrzne, w tym réwniez obe-
cno$¢ innych zwigzkéw chemicznych znajdujacych sie w probce biologicznej,
moga by¢ obarczone btedami.

Wielu badaczy oznaczato kamityne chromatograficznie ze spektrofotome-
tiycznglub fluorymetryczng detekcjg. Czuto$¢ tych metodjestjednak czesto zbyt
niska w przypadku prébek biologicznych, a poza tym otrzymanie odpowiednich
pochodnych kamityny jest czasem bardzo trudne.

Rzadko stosowane metody analityczne, takie jak np. spektroskopia masowa,
ze wzgledu na niewielka dostepnos¢ aparatury oraz wysokie koszty, réwniez nie-
zbyt nadajg sie do rutynowych analiz prébek biologicznych.

Kwestia opracowania efektywnej metody oznaczania kamityny pozostaje
wiec otwarta.
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Gazety codzienne, zwane teraz publikatorami, co pewien czas serwujg nam
nowg sensacje z nauk chemicznych. Podnoszg krzyk, ze nareszcie znaleziono cu-
downy eliksir mtodosci albo panaceum na wszelkie dolegliwosci. Ta wrzawa
dos¢ szybko jednak cichnie, a sensacja ulega zapomnieniu. Po jakim$ za$ czasie
pojawia sie, oczywiscie, nastepna, nowa sensacja. Przed kilku laty na tamach pra-
sowych petno byto melatoniny. Dzisiaj jest ona powszechnie dostepna i mozna
ja bez recepty kupi¢ sobie w aptece, a wrzawa wokdt niej zupetnie przycichta.
W czasie za$, gdy o niej wszedzie méwiono, miatem takg z nig przygode. Na po-
siedzeniu Centralnej Komisji (tej od stopni i tytutu naukowego) podszedt do mnie
profesor Jozef Szarawara, fizykochemik z Politechniki Gliwickiej. Profesor Sza-
rawara wyrozniat sie w naszym gronie ciggta gotowoscig do zdobywania nowych
wiadomosci z chemii i nauk pokrewnych. Dyskusje nad poszczeg6lnymi ,,spra-
wami” wykorzystywat, by od referujacych te sprawy dowiedzie¢ sie czego$ no-
wego dla siebie. Byt wiec nie lada ktopotem dla superrecenzentéw Komisji.
A wtedy podszedt do mnie i zapytat: co to wiasciwie chemicznie jest ta melato-
nina? Potrafisz mi napisac jej wzor czasteczkowy? Pamietatem ten wzér, ale tro-
che nie po kolei. Napisatem z jakims, jak jeszcze pamietam, btedem. Wiec teraz
wracam do tej sprawy. Nie moge przeciez pozosta¢ ze Swiadomoscigtego (mate-
go) grzechu chemicznego. No i musze przeciez profesorowi Szarawarze przed-
stawi¢ wzor poprawny. Oto on:

ch2chZ2nhcoch3

Melatonina

Jak, widzimy, melatonina jest A-acetylo-5-metoksytryptaming. Jeszcze
w 1958 r. wyizolowano jg z szyszynki cielgt i rok pézniej okreslono jej budowe
chemiczna.

Melatonine mocna by nazwaé¢ hormonem dobrego samopoczucia. Jej sekre-
cja z szyszynki, gdzie jest produkowana, mocno wzrasta podczas snu i zmniejsza
sie w czasie czuwania. W naszych organizmach istnieje, regulowany zmiana:
dzien-noc, dobowy cykl zmian poziomu melatoniny. Jest ona wazng czescig na-
szego zegara biologicznego, ktorego sprezyne nakreca wrazliwo$¢ na $wiatto.
O zmierzchu zanikajg odbierane przez siatkéwke oka bodzce Swietlne. Sygnaty
z siatkOwki przekazywane sg za posrednictwem komérek nerwowych do szy-
szynki. Ich brak powoduje wzrost syntezy melatoniny.

Substratem w biosyntezie melatoniny jest serotonina, inna, odrobine wcze-
$niej poznana pochodna tiyptaminy. W swoim czasie, a byto to na przetomie lat
50. i 60. ubiegtego wieku, byto wokét serotoniny sporo wrzawy, jak pdzniej wo-
két melatoniny. Serotonina to jeden z najwazniejszych neurotransmiterow, tj.
przekaznikow sygnatéw nerwowych.
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CH2CH2NH2

Serotonina

Jak wskazuje podany wzdr strukturalny serotoniny, przeksztatcenie jej w me-
latonine wymaga acetylowania grupy aminowej i eteryfikacji grupy hydroksylo-
wej. Za te dwie reakcje odpowiedzialne sg dwa enzymy: A”-acetylotransferaza
i metylotransferaza hydroksyindolowa. Przebieg biosyntezy melatoniny limituje
aktywno$¢ acetylotransferazy. Aktywnos$¢ tego enzymu bardzo mocno wzrasta
nocg. U szczuréw nawet 50- lub 100-krotnie. Produkowany i wydzielany do
Swiatta naczyn hormon jest szybko transportowany do wszystkich innych tkanek.
W ten spos6b szyszynka przekazuje wszystkim innym komorkom organizmu sy-
gnat: juz noc! pora spa¢! Dzieje sie to, jak powiedziatem, bardzo szybko. Bo me-
latonine zawierajg wszystkie ptyny ustrojowe, nie tylko krew, ale i ptyn mézgo-
wo-rdzeniowy, seminalny i follikulamy. W ten sposéb kazda komorka organizmu
poddawana jest fotoperiodycznemu rytmowi dobowemu.

»Melatonina - czytamy w ciekawym artykule R.J. Reitera [1] —pe#tni funk-
cje »oka« dla organéw; ktore same przez sie nie mogg bezposrednio reagowac na
Swiatto”. Zapamietajmy te wypowiedz, chociaz, doktadnie mowigc ,,okiem” jest
tu nie tyle melatonina, co produkujacy jg narzad - szyszynka. Po operacyjnym
usunieciu szyszynki zwierzeta tracg mozliwos¢ fizjologicznego przystosowania
sie do zmian poér roku, stajg sie ,,asezonowe”.

Swojg nazwe zawdziecza melatonina wywotywanemu przez nig efektowi
ozjasniania czarnego ubarwienia skory ptazéw. Dziata wiec wprost przeciwnie
niz peptydowy hormon przysadki mézgowej, melanotropina (MSH). Produkcja
melatoniny spada u cztowieka wraz z wiekiem. Dlatego przypadki bezsennosci
nocnej, jakie wystepuja u ludzi po 60. roku zycia, leczy sie podawaniem melato-
niny. Trwajgrozliczne badania nad wptywem melatoniny na wzrost tkanek nowo-
tworowych, w chorobie Alzheimera i chorobie Parkinsona, w osteoporozie itd.,
awiec w licznych stanach patologicznych, znamionujgcych staros$¢. Dietetycy ra-
dza, aby niedomiar hormonu uzupetnia¢ dieta. Duze ilosci melatoniny znajduja
sie w ryzu, miesie, jeczmieniu, a zwfaszcza w kukurydzy, ptatkach owsianych
i brokutach.

Inaczej wygladajg sprawy serotoniny. Mozna by ja nazwa¢ hormonem ak-
tywnosci. Wywotuje ona skurcz miesni gtadkich, wzmaga czestotliwo$¢ oddechu,
a zwezajac naczynia krwiono$ne powoduje wzrost ciSnienia krwi. W swoim cza-
sie wyizolowano jg z surowicy krwi wotu. Duze jej ilosci znajdujg sie w tkance
madzgowej i Sledzionie. Ale - co ciekawe - bardzo obficie wystepuje np. w bana-
nach. Dlatego przy diecie ,,wysokobananowej” (jaka miewajg np. mieszkancy
strefy tropikalnej) mozna popas¢ w chorobe nadcisnieniowg. Zwtaszcza wow-
czas, gdy réwnoczesnie bierze sie-leki, bedace inhibitorami aminoksydazy. Bo
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enzym ten moze wiasnie usuwac¢ nadmiar serotoniny w organizmie. Poziom
serotoniny w tkankach obniza silnie podawanie alkaloidu rauwolfium, rezerpiny.
Rezerpina powoduje uwalnianie serotoniny z tkanek do $wiatta naczyn krwio-
nosnych, gdzie jest ona szybko metabolizowana. Stad bierze sie antyhiperten-
syjne dziatanie rezerpiny. We wzorze czasteczkowym rezerpiny tatwo mozna
dostrzec fragment, bedacy podstawiong w pozycji 6 tryptaming:

Sama szyszynka jest niewielkim gruczotem, ulokowanym pomiedzy oby-
dwoma pdtkulami mdzgowymi, w potylicznej czesci mézgu. Jak moglismy sie
przekonad, jej rola w gospodarce organizmu ludzkiego jest niebagatelna. Dlate-
go moze nas dzi$ zdumiewac przeczucie, jakie miat Kartezjusz, w szyszynce wia-
$nie umieszczajac gtdwne siedlisko duszy. Niematerialna dusza w szyszynce mia-
ta sie kontaktowac z materialnymi juz ,tchnieniami zyciowymi”, powodujac od-
powiednie ich dziatania. Najlepiej zresztg bedziej, jak zagladniemy do wiasciwe-
go fragmentu traktatu Kartezjusza Namietno$¢ duszy, ktéry ukazat sie na rok
przed $miercig filozofa, w roku 1649:

Artykut XXXI
W mozgu istnieje maty gruczot, w ktéorym dusza wykonuje swe funkcje w sposob bar-
dziej szczegblny niz w innych czesciach ciata

Nalezy rowniez wiedzie¢, ze chociaz dusza jest zwigzana z ciatem, istnieje w nim pewna
czes¢, w ktdérej wykonuje ona swe funkcje w sposob bardziej szczeg6lny niz we wszystkich in-
nych; mniema sie zazwyczaj, iz czescig tgjest mézg albo moze serce; mozg dlatego, ze w nim
konczg sie narzady zmystowe, serce za$ dlatego, ze w nim to jakby doznaje sie uczué. Lecz po
doktadniejszym zbadaniu tej sprawy wydaje mi sie, ze poznatem z oczywistoscia, iz owa cze-
$cig ciata, w ktorej dusza wykonuje swoje funkcje bezposrednio, nie jest wcale serce ani tez
caty mdzg, ale jedynie najbardziej wewnetrznajego czesé, ajest nigpewien maty gruczot, znaj-
dujacy sie w $rodku substancji mézgowej i tak umieszczony ponad przewodem, przez ktory
tchnienia zyciowe z przednich jego jam tgcza sie z tchnieniamijam tylnych, ze najmniejszy je-
go ruch wielce moze wptyna¢ na zmiane biegu owych tchnien i, na odwrot, najmniejsza zmia-
na biegu tchnien moze wielce wptynaé na zmiane ruchéw tego gruczotu.

Artykut XXXI1
W jaki sposob sie poznaje, ze 6w gruczot jest gtéwna siedzibg duszy

O tym, iz dusza wykonuje bezposrednio swoje funkcje w tym gruczole, a nie gdzie in-
dziej w ciele, przekonuje mnie to, ze, jak zauwazam, wszystkie inne czesci naszego mozgu sa
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podwdjne, podobnie jak nasze oczy, rece, uszy i wszelkie narzady naszych zmystéw zewne-
trznych, poniew az za$ o jakiej$ rzeczy' w tym samym czasie mamy jedna tylko i prostg mysl,
musi przeto istnie¢ jakie$ miejsce, gdzie podw 6jne obrazy wzrokow e lub inne podwdéjne w Ta-
zeniajakiego$ pojedynczego przedmiotu, pochodzace od podwojnych narzagdéw innych zmy-
stow, mogtyby sie potaczy¢ wjedno, zanim podaza do duszy, aby jej nie przedstawiaty dwoch
przedmiotéw zamiast jednego. Mozna wiec tatwo zrozumie¢, ze owe obrazy lub inne wraze-
nia tgczg sie w tym gruczole za posrednictwem tchniefd zyciowych, ktére wypetniaja jamy
mozgu, i nie ma zadnego innego miejsca w ciele, gdzie by one mogty sie tak fatwo zjedno-
czyé, jak w tym wiasnie gruczole [2],

Pominmy dalsze, interesujgce zreszta, wywody filozofa o tym, jak dusza
i ciato dziatajg na siebie nawzajem. Jest tam wiele domystow, ktére mozna by
uwazac za prekursorskie wzgledem dzisiejszej nauki o przewodzeniu bodzcow
nerwowych. Odwaga, z jakg wielki ten filozof brat sie za rozstrzyganie najsub-
telniejszych spraw organizacji funkcjonowania zywego organizmu, moze dzi$
zdumiewac. Ale byly to czasy, kiedy spekulacja naukowa czy filozoficzna wyzej
byta ceniona niz wyniki raczkujacych badan eksperymentalnych.

Dodajmy jeszcze, ze przekonanie o specjalnej i waznej roli szyszynki w orga-
nizmie ludzkim utrzymywato sie dtugo potem. Traf chcial, ze zbierajgc materiat
do tej notatki, trafitem przypadkowo na $lad takich przekonan zapisany we wspo-
mnieniach Rauschninga. Rauschning byt w latach 30. ubiegtego wieku prezyden-
tem Senatu Wolnego Miasta Gdanska. Poczatkowo sympatyzowat z nabierajgcym
sity ruchem hitlerowskim. Hitlerowi tez zalezato na catkowitym zjednaniu sobie
gdanskiego polityka. Zapraszat Rauschninga do Kancelarii Rzeszy i prowadzit
z nim diugie rozmowy, wyjawiajgc mu swe plany polityczne. Plany te przerazity
Rauschninga. Porzucit swéj urzad i udat na emigracje, gdzie niedowierzajgcemu
Swiatu usitowat powiedzie¢ prawde o brunatnej zarazie. Referujgc swoje rozmo-
wy z Hitlerem zapisat m.in.:

Hitler uwazat, ze fundamentem jego wizji jest mistyczna biologia czy tez raczej biolo-
giczna mistyka [...] Wedtug niego celem dalszego rozwoju cztowieka miata by¢ zdolnos¢ ,,ma-
gicznego widzenia” [...] Rozprawiat o pewnym monachijskim uczonym, ktdéry oprécz facho-
wych ksigzek naukowych napisat kilka ciekawych rzeczy na temat pierwotnego $wiata, legend
i ludzkosci, o wizjonerskich zdolno$ciach dawnych ludzi, o formie poznania oraz nadnatural-
nej w naszym odczuciu wtadzy nad racjonalnymi prawami przyrody. Mowit co$ o ,,oku cy-
klopa”, niewidzialnym potylicznym oku, ktére byto kiedy$ narzadem magicznej tgcznosci
z Wszechswiatem, a dzi$ zachowato sie tylko w skarlatej formie szyszynki [3].

Szyszynka jako trzecie oko. Czy to nam nie przypomina tego, co dzi$ o szy-
szynce i melatoninie wiemy? Inna rzecz, iz zdumiewa, dokad to trafity fantazje
fizjologiczne Kartezjusza.

Historia zwigzkow naturalnych, zawierajacych uktad 5-hydroksytryptamino-
wy, nie zaczyna sie zresztg od serotoniny i melatoniny. Rozpoczety jg na poczat-
ku lat 30. ubiegtego wieku badania nad bufotening. Autorem tych badan byt
Heinrich Wieland (1877-1957). Wieland otrzymat w 1927 r. Nagrode Nobla za
»,badania nad budowg kwasow' z6tciowych i zwigzkéw pokrewnych”. Domeng
jego prac chemicznych byta wiec chemia steroiddw. Ale jego zainteresowania
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badawcze bytly szerokie: miat powazne osiggniecia w zakresie metod syntezy
organicznej i w chemii alkaloidow. Na poczatku lat 30. podjat dwa nowe watki
badawcze: zajat sie wydzieleniem i oznaczeniem budowy chemicznej toksycz-
nych zwigzkéw produkowanych przez ropuche Bufo bufo oraz jeszcze bardziej
groznych substancji wystepujacych w tkankach muchomora zielonego Amamta

Ropucha szara (Bufo bufo) - M. Miynarski, Ptazy i gady
Polski. Ada$, Warszawa 1996

phalloides. W tamtych latach nie byto jeszcze szybkich i nieinwazyjnych metod
spektroskopowych badania struktury czgsteczek oiganicznych. Badania struktu-
ry opieraty ste na zmudnych procedurach ,,odbudowy chemicznej”. Terminu
»0dbudowa” nie znajgjuz mtodzi chemicy. Oznaczat on stopniowg i planowg de-
gradacje czasteczek badanego zwigzku. Analizujagc rodzaj produktow degradaciji,
jakie powstawaty podczas okreslonych reakcji chemicznych, mozna byto stopnio-
wo odtworzy¢ wszystkie elementy budowy wyjsciowych czasteczek. Byta to
wiec czysto chemiczna droga postepowania, droga, ktéra dzi$ czesto urzeka
arcyinteligentnym doborem uzytych reakcji, jak i w og6le finezjg, chemicznego
rozumowania. Badania takie miaty jednak swojg piete Achillesa. Wymagaty
znacznych ilosci oczyszczonych substancji naturalnych. Chemik musiat dyspono-
wac duzg iloScig materiatu badawczego.

Przygotowujgc atak na toksyny ropuchy spowodowat wiec Wieland, by
w okolicy Freiburga w Bryzgowii odtowiono 27 tys. tych zwierzat. Z ich gruczo-
téw, ktdre znajdujg sie z tytu glowy, za oczami, wycisnieto zjadliwg wydzieline.
Nie byto to trudne, z gruczotu podraznionego precikiem szklanym wystrzeliwu-
je strumien zracej cieczy, silnie draznigcej btony $luzowe, m.in. oka. Dlatego ba-
dacze podczas tej operacji musieli chroni¢ oczy okularami. Pamietam, jak w dzie-
cinstwie osobiscie poznatem na sobie dziatanie tej wydzieliny. W ciemnej piw-
nicy nadepnagtem nieostroznie na ropuche i zostatem oblany tym ptynem. Szyb-
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ko pobiegtem obmy¢ sie do strumienia i byt to najstosowniejszy sposob postepo-
wania. Z wydzieliny 27 tys. ropuch, ktére zresztg po opisanej operacji wypu-
szczano na wolnos$é, wyizolowat zesp6t Wielanda 5,5 g czystej substancji, ktérg
nazwano bufotening. Okazato sie, ze jest to A*Y-dimetyloserotonina:

A(-I -CH2CH2N(CH3)2

Bufotening

HO.

Bufoteningjest silnym $rodkiem halucynogennym, o dziataniu podobnym do
dziatania LSD i meskaliny. Najtrudniejszg cze$cig prac, prowadzacych do usta-
lenia budowy czasteczkowej bufoteniny, byto oznaczenie miejsca podstawienia
pierscienia indolowego grupg hydroksylowa. Jedyng drogg, jakg mozna byto tu
péjsc, byta synteza organiczna. Wieland uwazat [4], ze podstawienie pierScienia
w pozycji 4 lub 7 jest mato prawdopodobne. Bo w znanych juz wtedy alkaloi-
dach, zawierajgcych podobne uktady, znajdywano tylko substancje podstawione
hydroksylem w pozycji 5 (jak np. w fizostygminie) lub 6 (jak w harminie), ale
nigdy w pozycjach 4 badz 7. Wiec podstawienie w pozycji 5 lub 6 bufoteniny wy-
dawato sie Wielandowi bardziej prawdopodobne. Prace syntetyczne rozpoczeto
od syntezy 6-hydroksypochodnej AW-dimetylotryptaminy. | tu czekato badaczy
rozczarowanie. Wprawdzie temperatura topnienia, rozpuszczalnos¢ i posta¢ kry-
staliczna otrzymanej soli tetrametyloamoniowej syntetycznego produktu byty
zgodne z danymi dla analogicznej pochodnej bufoteniny, ale oba produkty, zmie-
szane ze sobg, dawaty bardzo duze obnizenie temperatury topnienia, siegajace
40 °C. Nie byty to wiec zwigzki identyczne. W tej sytuacji zabrat sie Wieland do
syntezy 5-hydroksypochodnej i tu trafit wiasciwie.

W pracach Wielanda nad bufotening uczestniczytjego syn, Theodor, pézniej
bardzo wybitny chemik peptydowy. W 1937 r. doktoryzowat sie on u swego 0j-
ca. Ich wspdlne badania dotyczyty innego sktadnika wydzieliny ropuchy, bufo-
tioniny [5], Ale jak juz powiedzieliSmy, w tym samym czasie, kiedy zespot Wie-
landa rozpoczat prace nad toksynami ropuchy, zajat sie on rowniez toksynami
zielonego muchomora. Ta tematyka byta znacznie trudniejsza. Heinrich Wieland
nie zaszedt w niej daleko. Stata sie natomiast gtdwng domengprac jego syna. Na
tym polu zdziatat on bardzo wiele. Nie udato mu sie wprawdzie powtdrzy¢ suk-
cesu Ojca - uzyska¢ Nagrody Nobla (otrzymatjg natomiast zie¢ Heinricha Wie-
landa, Feodor Lynen, za badania nad metabolizmem kwaséw tluszczowych), ale
zdobyt bardzo szerokie miedzynarodowe uznanie.

| otdz, ku swemu zaskoczeniu, Theodor Wieland znalazt w tkankach innego
muchomora, muchomora z6ttego (Amanita mappa), a w $ladach nawet i w tkan-
kach ,prawdziwego” muchomora, Amanita muscaria, bufotenine witasnie [6].
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Sprawy melatoniny i przysadki zaprowadzity nas nieoczekiwanie na manow-
ce polityki, w strone metnej mistyki twdrcy ruchu narodowosocjalistycznego. Nie
uciekniemy od tych spraw réwniez teraz, mowigc o Wielandach. Heinrich Wie-
land byt jednym z nielicznych niemieckich uczonych, ktorzy nie ukrywali swe-
go niechetnego stosunku do rezimu hitlerowskiego. Odwazyt sie nawet, jakkol-
wiek w ostrozny sposob, broni¢ swego asystenta przed sgdem ludowym, ustano-
wionym po zamachu na Hitlera. Byta to wtedy nie lada odwaga. Inna sprawa, ze
sad (ktory zresztg skazal owego asystenta bodaj na $mierc¢) nie mégt sobie po-
zwoli¢ na dobieranie sie do skory badz co badz Noblisty. Ale przeciez wsadzit do
kryminatu jego syna, Theodora.
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Andrzej Molski, Wprowadzenie do kinetyki chemicznej, Wydawnictwo Naukowo-Techniczne,
Warszawa 2001, 159 s., oprawa miekka, cena 19 zt

Wprowadzenie do kinetyki chemicznejjest kolejnym tomem wydanym w ramach serii Wykta-
dy z chemiifizycznej, publikowanej przez WNT, w ktorej ukazato siejuz kilka opracowan z innych
dziedzin.

W liczagcym 158 stron podreczniku, w sposéb bardzo skondensowany przedstawiono obszer-
ny materiat, dotyczacy podstawowych zagadnien kinetyki chemicznej. Ksigzka skfada sie z 6 roz-
dziatow poprzedzonych wstepem oraz 4-stromcowym wykazem wazniejszych oznaczen i symbo-
li, utatwiajacym studiowanie prezentowanych zagadnien. Opracowanie zawiera zestaw pozycji
literaturowych, pogrupowanych wedtug prezentowanych probleméw, ktére moga by¢ wykorzysta-
ne przy wyborze dalszej lektury w zaleznos$ci od zainteresowan czytelnika.

Tematem pierwszych czterech rozdziatéw sa podstawy koncepcyjne kinetyki chemiczne;j.

W rozdziale 1 przedstawiono elementarne pojecia kinetyki chemicznej, takie jak szybkos¢ re-
akcji, molekulamos¢ reakcji, czas potowicznej przemiany, rzad reakcji, rownanie kinetyczne, stata
szybkosci reakcji, mechanizm procesu itp. Zdefiniowano pojecie kinetyki formalnej oraz zwréco-
no uwage na ograniczenia w zakresie stosowalnosci jej zasad przy formutowaniu mechanizmow
i rownan kinetycznych reakcji ztozonych. Omoéwiono wptyw temperatury na szybkos$¢ reakcji che-
micznych. Na podstawie rownania Arrheniusa i Eyringa przedstawiono sposoby wyznaczania ter-
modynamicznych parametrow aktywacji.

Matematyczne metody stosowane do ilosciowego opisu Kinetykr reakcji zaprezentowano
w rozdziale 2. Wyprowadzono i przedyskutowano kinetyczne réwnania szybkosSci prostych reakcji
pierwszego, drugiego i «-tego rzedu. W oparciu o zasady kinetyki formalnej wyprowadzono odpo-
wiednie rownania szybkosci dla reakcji odwracalnych, réwnolegtych i nastepczych. Dla wszystkich
omawianych typéw reakcji zaprezentowano graficzne zaleznosci stezen reagentéw od czasu reak-
cji. Szeroko stosowang w Kinetyce metode standw stacjonarnych omoéwiono na przyktadzie mecha-
nizméw Lindemanna dla reakcji jednoczasteczkowych w gazach oraz schematu Michaelisa-Men-
ten, opisujacego kinetyke reakcji enzymatycznych.

W kolejnym, 3 rozdziale Autor omawia klasyczne metody wyznaczania krzywych Kinetycz-
nych —spektroskopowa, polarymetryczng, konduktometryczna, a takze techniki badania reakcji
szybkich metodaprzeptywu ciagtego oraz zatrzymanego. Omawia relaksacyjne sposoby wyznacza-
nia szybkosci reakcji rownowagowych na podstawie analizy ksztattu linii widmowych NMR oraz
EPR i bardziej popularnej metody skoku temperatury. Dla reakcji biegnacych w fazie gazowej za-
prezentowana zostata technika wigzek skrzyzowanych.
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W drugiej cze$ci tego rozdziatu przedstawiono metody wyznaczania statych szybkosci i rze-
déw reakcji. Moznaje podzieli¢ na metody wykorzystujace bezposrednio postac¢ rownania kinetycz-
nego (tzw. metody rézniczkowe) oraz metody oparte na rozwigzaniu réwnan kinetycznych (tzw.
metody catkowe). Przedyskutowano problem niejednoznacznej identyfikowalnosci modeli kine-
tycznych. Odpowiedz na pytanie, czy parametry modelu kinetycznego sg identyfikowalne na pod-
stawie dostepnej informacji, ma podstawowe znaczenie dla planowania eksperymentdw, natomiast
rozroznialno$¢ modeli ztozonych proceséw odgrywa istotng role przy interpretowaniu danych ki-
netycznych i wskazuje na ograniczenia poznawcze kinetyki chemiczne;j.

W rozdziale 4 oméwiono dwie podstawowe teorie kinetyki chemicznej, umozliwiajgce upo-
rzadkowanie i zrozumienie olbrzymiej liczby kinetycznych danych eksperymentalnych - teorig
zderzen, zgodnie z ktdrg oddziatywanie chemiczne wystepuje przy kazdym zderzeniu reagujgcych
czastek, jezeli sg one odpowiednio wzgledem siebie zorientowane i majg energie wystarczajaca do
pokonania bariery potencjatu, oraz teorie stanu przejsciowego, ktéra pozwala obliczy¢ szybkos¢
reakcji, jezeli znane sg niektére parametry charakteryzujagce powierzchnie energii potencjalnej.
W poréwnaniu z teorig zderzen teoria stanu przejsciowego jest bardziej uzyteczna w rozwazaniach
na temat wptywu struktury reagentéw i rozpuszczalnika na szybkos$¢ reakcji. Pozwala ona m.in.
na interpretacje wptywu sity jonowej na wspotczynniki aktywnosci reagentow i kompleksu
aktywnego.

Na zakonczenie rozdziatu 4 oméwiono elementy teorii Smoluchowskiego-Debye’a oraz Col-
linsa-Kimballa, dotyczace reakcji w roztworach, ktérych szybkos$¢ ograniczona jest czesciowo lub
catkowicie szybkoscigdyfuzji. Sato reakcje, ktére wymagajg innego modelu niz teoria stanu przej-
Sciowego i teoria zderzen aktywnych.

Rozdziat 5, zatytutowany ,,Wybrane zagadnienia kinetyki chemicznej”, rozpoczyna krotkie
wprowadzenie do programu obliczen symbolicznych Mapie V. Programy tego typu niezwykle upra-
szczajg rozwigzywanie probleméw matematycznych (analitycznych i numerycznych) przy studio-
waniu chemii fizycznej. Przyktadem schematéw reakcyjnych, wymagajacych ztozonej analizy ma-
tematycznej, sg reakcje oscylacyjne. Chemia proceséw oscylacyjnychjest odlegta od-powszechnie
znanych, klasycznych zasad przebiegu reakcji odwracalnych. X1X-wieczne pojecie rbwnowagi che-
micznej nie nadaje sie do jej opisu. Jest to chemia o zupetnie nowym obliczu, ktérej matematycz-
na strona staje sie coraz bardziej przystepna dzieki szybkiemu rozwojowi nowoczesnych technik
komputerowych. Autor przedstawia wybrane modele reakcji oscylacyjnych, najstarszy - Lotki-Vol-
teny, z jednym zmiennym w czasie stezeniem, oraz nowsze —zwane Brusselatorem i Oregonato-
rem, z dwoma i trzema zmiennymi stezeniami.

Dalsze rozwazania poswiecone sg korelacjom kinetycznym, wigzacym wartosci statych szyb-
kosci lub statych rGwnowag podobnych reakcji z charakterystycznymi cechami reagenta lub reak-
cji, np. z wielkosciami termodynamicznymi. Autor omawia korelacje Bronsteda, odnoszacg sie do
szybkosci reakcji katalizowanych kwasami lub zasadami, korelacje Hammetta dla reakcji meta ipa-
ra podstawionych pochodnych benzenu, korelacje Tefela dla reakcji elektrodowych oraz korelacje
Marcusa dla reakcji przeniesienia elektronu. W rozdziale tym bardzo zwiezle om6wiona jest kata-
liza hetero- i homogeniczna (w tym kataliza kwasowo-zasadowa) oraz kinetyka reakcji enzyma-
tycznych. Kinetyke reakcji enzymatycznych omoéwiono w zakresie wychodzacym poza prosty sche-
mat Michaehsa-Menten, co niewatpliwie zainteresuje studentéw specjalizujgcych sie w zakresie
chemii medycznej, biochemii i biotechnologii.

W koncowej czesci rozdziatu omoéwiono mechanizm reakcji fancuchowych w fazie gazowej
i w roztworze, uwzgledniajac wzajemne oddziatywanie na siebie proceséw czastkowych, tj. inicjo-
wanie, rozwijanie, rozgatezianie i zakonczenie tancuchow, ktére okreslaja ogdlng kinetyczng cha-
rakterystyke reakcji.

Ostatni rozdziat ,,Granice kinetyki chemicznej" odbiega charakterem od rozdziatow pozosta-
tych. Omoéwiono w nim zagadnienia bedace przedmiotem obecnie prowadzonych badan kinetycz-
nych, co jest w zasadzie krétkim wprowadzeniem do femtochemii i spektroskopii pojedynczych
czastek. Przetomem w spektroskopii czasowo rozdzielczej byto wynalezienie laseréw impulso-
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wych. Niezwyktly postep w generowaniu ultrakrétkich impulséw $wiatta oraz rosnaca czuto$¢ de-
tektoréw umozliwity zwiekszenie czasowej zdolnosci rozdzielczej przyrzadéw pomiarowych od
milisekund (10 '3s) do femtosekund (10“15s). Stworzyto to nieograniczone mozliwosci badania dy-
namiki stanow przejsciowych reakcji chemicznych oraz kinetyki przemian elementarnych. Najnow-
sze osiggniecia w tej dziedzinie pozwalajg na prowadzenie badan spektroskopowych pojedynczych
czastek w warunkach fizjologicznych, co znacznie rozszerza mozliwosci poznawcze biofizyki i bio-
chemii organizméw zywych.

Ksigzke uwazam za publikacje warto$ciowa, poniewaz ujmuje wjednym tomie wiele waznych
poje¢, ktore dotychczas mozna byto znalez¢ w rozlegtej literaturze specjalistycznej. Ujecie tak sze-
rokiego tematu w formie bardzo krotkiej, wymagajacej duzej zwieztosci sformutowan i selekcji ma-
teriatu, nie jest tatwe. Zawsze bowiem istnieje obawa wprowadzenia niescistosci oraz niezupetnie
trafnych wyrazen. Niebezpieczenstw tych Autorowi w zasadzie udato sie unikng¢. Jednak koniecz-
no$¢ znacznych uproszczen i skrotbw moze mniej zaawansowanemu w tematyce czytelnikowi
stwarzac trudnosci we wiasciwym zrozumieniu niektérych probleméw bez korzystania z literatury
uzupetniajagcej. Mimo drobnych usterek korektorskich ksigzka napisana jest z duza starannoscia.
O trudnych zagadnieniach méwi jezykiem przystepnym i zrozumiatym. Poszczegdlne rozdziaty ilu-
strowane sg przyktadami wybranych reakcji chemicznych oraz zadaniami do samodzielnego roz-
wigzania. Czytelnikowi pragnacemu pogtebi¢ wiadomosci poleca sie podstawowe prace z dziedzin
przytoczonych w spisie literatury. Proponowany materiat literaturowy wydaje sie zupetnie wystar-
czajacy, chociaz w pozycji ,,Podreczniki do kinetyki” brakuje mi (moze bardziej ze wzgledow hi-
storycznych niz praktycznych) takich klasycznych pozyciji, jak K.J. Laidlera Chemical Kinetics, czy
tez A.A. Frosta i R.G. Pearsona Kinetics and Mechanism. A Study of Homogenous Chemical
Reactions. Pragne rowniez zwroci¢ uwage najedno z bardziej interesujacych opracowan, R.G Wil-
kinsona Kinetics and Mechanism ofReactions ofTransition Metal Complexes, szczeg6lnie na dru-
gie wydanie z 1991 r, zawierajgce liczne przyktady mechanizmow reakcji prostych i ztozonych
oraz ciekawych probleméw kinetycznych.

Recenzowana ksigzka jest podrecznikiem akademickim godnym uwagi ze wzgledu na dobér
tresci ijasnos¢ ich prezentowania. Adresowana jest gtéwnie do studentdéw i absolwentow wydzia-
téw chemicznych i nauk pokrewnych wyzszych uczelni. Z petnym przekonaniem polecam jg row-
niez nauczycielom akademickim oraz stuchaczom studiéw doktoranckich, interesujacym sie pro-
blemami kinetyki i dynamiki proceséw chemicznych.

Bogdan Bana$

Susan McMurry, Chemia organiczna, Rozwigzania problemoéw, Ttumaczenie zbiorowe z jezyka
angielskiego. ISBN 83-01-13373-2. PWN, Warszawa 2001. Stron 672 + 8 wstepu

Tytut oryginatu: Study Guide and Solutions Manuatfor McMurry$ Organie Chemistry Fourth
Edition, International Thompson Publishing Company, 1996

Ksigzka Susan McMurry stanowi uzupetnienie znanego w Polsce podrecznika Chemia orga-
niczna autorstwa Johna McMurry’ego (PWN, Warszawa 2000), szczeg6lnie cenionego za trafnie
dobrane ¢éwiczenia i problemy. Zawiera ona prawidtowe rozwigzania wszystkich zadan zamieszczo-
nych w obu tomach podrecznika. Wiekszos$¢ rozwigzan jest opatrzona celnymi i wyczerpujacymi
komentarzami. Pozwolg one czytelnikowi nie tylko na sprawdzenie swojej wiedzy, ale réwniez na
zapoznanie sie z whasciwym i petnym tokiem rozumowania podczas rozwigzywania problemow.

Polskie wydanie recenzowanej ksiazki byto ttumaczone przez zesp6t w sktadzie: W. Boczon,
H. Koroniak i J. Milecki, ktéry wczesniej dokonat bardzo udanego tlumaczenia podrecznika
J. McMurry’ego Chemia organiczna. Gwarantuje to stosowunie w ksigzce Rozwigzaniaproblemow
takiej samej jak w podreczniku terminologii chemiczne;.
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Publikacja zawiera ponadto kilka bardzo przydatnych dodatkéw:

»Synteza grup funkcyjnych” - zestawienie podstawowych metod syntez, stuzacych do wpro-
wadzania wazniejszych grup funkcyjnych do czasteczki. Podano w nim takze odnos$niki do odpo-
wiedniego podrozdziatu podrecznika.

»Reakcje grup funkcyjnych” - podsumowanie reakcji, ktorym ulegaja wazniejsze grupy funk-
cyjne, rowniez zawierajacy odnosniki do odpowiednich podrozdziatéw podrecznika.

,Odczynniki w chemii organicznej” - alfabetyczne zestawienie blisko stu najwazniejszych od-
czynnikdw stosowanych w syntezie organicznej wraz z krotkim opisem ich zastosowania i odno-
$nikami do podrecznika.

»,Reakcje imienne” - przedstawienie wybranych reakcji i odczynnikéw imiennych uzytych
w podreczniku wraz z opisami, schematami reakcji i odsytaczami.

,,Skroty” —objasnienia niektérych skrotéw i symboli stosowanych w chemii organicznej.

,Czestosci pasm absorpcyjnych” —zestawienie zaréwno czestosci pasm adsorpcyjnych w pod-
czerwieni dlaposzczeg6lnych grup funkcyjnych zwigzkéw organicznych, jak i wartosci przesunieé
chemicznych, konsekwentnie opatrzonych odnos$nikami do podrecznika.

W Rozwigzaniu probleméw znalazty sie réwniez dwa dodatkowe uzupetnienia:

,»40 najwazniejszych zwigzkéw organicznych produkowanych przemystowo w USA w 1994
roku” i ,,Laureaci Nagrody Nobla w dziedzinie chemii”. Chociaz rozdzialy te nie sg przydatne do
rozwigzywania zadan z Podrecznika, to na pewno uatrakcyjniajg ksigzke i zainteresujg studentow
uczacych sie chemii organicznej.

Kazdy rozdziat ksigzki konczy sie ,,Wskazowkami dla studenta”. Wprawdzie podrozdziaty te
nie zawierajg zadnych wskazoéwek, ale stanowig zgrabne podsumowania poszczeg6lnych rozdzia-
téw i opisujg cele dydaktyczne zawartych w nich zadan.

Uwazam, ze mankamentem ksigzki jest brak tekstow zadan do przedstawionych w niej roz-
wigzan. Czyni to ksigzke Susan McMurry Rozwigzania probleméw integralng czescig podrecznika
Johna McMurry’ego Chemia organiczna, zupetnie nieprzydatng tym, ktoérzy go nie posiadaja. Ko-
rzystanie z ksigzki wymaga jednoczesnego wertowania podrecznika. Mysle, ze powtérzenie w re-
cenzowanej ksigzce pytan z podrecznika tylko nieznacznie zwiekszytoby jej objetosé, ale za to bar-
dzo istotnie utatwitoby korzystanie z niej.

Mam tez zastrzezenie do przedstawionych rozwigzan problemoéw syntetycznych. Zazwyczaj
synteze chemiczng okreslonej substancji organicznej mozna realizowaé na wiele sposobdéw, a wy-
bér ,,optymalnej” metody jest z reguty podyktowany wzgledami ekonomicznymi, nieustannie zmie-
niajacymi sie wraz z kosztami syntez (ceny odczynnikéw chemicznych, aparatury i robocizny ule-
gaja ciggtym zmianom). Dlatego wymaga sie od chemikow syntetyk6w umiejetnosci znajdywania
i proponowania wielu réznych metod syntezy tego samego zwigzku chemicznego. Niestety, ksigz-
ka Susan McMurty nie zacheca do takich poszukiwan, wskazujac zazwyczaj tylko jedno z prawi-
dtowych rozwigzan probleméw syntetycznych, nie sugerujac nawet, ze nie jest to rozwigzanie je-
dyne.

Mimo tych uwag uwazam, ze recenzowana ksigzka utatwi czytelnikowi opanowanie chemii
organicznej z podrecznika Johna McMurry’ego i umozliwi sprawdzenie swojej wiedzy. Dlatego
ksigzke Susan McMurry Chemia organiczna, Rozwigzaniaprobleméw polecam tym, ktorzy juz po-
siadajg podrecznik Johna McMurry’ego Chemia organiczna i pragng z niego korzystac.

Zbigniew Szewczak



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia na-
stepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:
Nomenklatura steroiddw (Zalecenia 1989), ttum. J.W. Morzycki i WJ. Szczepek.
cena 3 zt

J. Pottowicz, T. Mtodnicka, Metaloporfirynyjako katalizatory proceséw utlenia-
nia, cena 3 zt

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