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Anna Kuzniar®, Urszula Maciotek?, Jan Kalembkiewicz®,
Matgorzata Kosinska*

Synteza kwercetyno-5’-sulfonianiu arsenu(l11)
jako potencjalnego produktu detoksykacji

1. Wstep

Arsen jest pierwiastkiem szeroko rozpowszechnionym w $rodowisku
cztowieka. Dzienne wchtanianie tego pierwiastka przez organizm waha si¢
w granicach 10-370 ug i zwigzane jest z obecnoscig arsenu w wodzie pitnej
oraz w zywnosci [1].

Zwigzki arsenu byly stosowane od dawna jako barwniki w kosmetyce
i do barwienia tkanin. Obecnie znajduja one zastosowanie m. in. jako
srodki konserwujace drewno, w produkcji szkta, barwnikéw i w procesach
oczyszczania gazow przemyslowych. Arsen jest dodawany do stopow jako
srodek zwigkszajacy twardos¢ i zaroodpornos¢. Pierwiastek ten wchodzi
w sktad §rodkéw owadobojczych i fungicydow uzywanych w ogrodnictwie
i sadownictwie, co sprzyja jego wchianianiu przez cztowicka. Poza tym
organiczne zwigzki arsenu(Ill) byly stosowane w medycynie w leczeniu
kity 1 chordb tropikalnych powodowanych przez ameby, petzaki zimnicy
i swidrowce [2].

Szacuje sie, ze trujaca dawka arsenu dla czlowieka w przeliczeniu na
jednorazows ilos¢ tlenku arsenu(IIT) — arszeniku — wynosi 0,05 g, a dawka
$miertelna 0,2-0,3 g As,O;. Arszenik i inne trojwartosciowe sole arsenu
lacza si¢ tatwo z grupami tiolowymi (-SH), tworzac nieczynne biologiczne
polaczenia z glutationem, cysteing i innymi enzymami biatkowymi, unie-
mozliwiajac tym samym synteze waznych dla zycia substancji. Arsen
wchtaniany do organizmu moze pobudza¢ rozrost tkanek, powodowac ich
przemiany patologiczne w tkanke nowotworowa (rak ptuc i skory) oraz
szybkie rogowacenie skory i martwicg. Arsen wigze si¢ z hemoglobing
powodujac hemolizg i objawy niedokrwistosci, a nastgpnie porazenie
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nerwOw, miesni i uszkodzenie narzadow wewnetrznych. Arsen(V)
prawdopodobnie moze zastgpowaé fosfor w DNA powodujac ostabienie
chromosoméw, co tlumaczy jego genotoksyczno$é [3].

Objawami ostrego zatrucia arsenem sg silne bole przewodu pokarmo-
wego i glowy, mdlosci, biegunka, utrata przytomnosci, spadek ci$nienia
krwi, porazenie migé$nia sercowego, a w sytuacjach krytycznych — §mierc
Z objawami zapasci i porazenia oddechu. W zatruciach przewleklych
glowne symptomy to zaburzenia czuciowe i ruchowe, zapalenie spojowek
oczu i oddechowych blon §luzowych (niszczenie przegrody nosowej) oraz
zmiany skome (rak arsenowy), wypadanie wlosow, krucho$¢ paznokci
i zmiany w postaci poprzecznych biatych plam [1, 2, 4, 5].

Wypadki zatru¢ metalami, w tym takze arsenem, zwigzane sg gtdwnie
Z dzialalnoscig cztowieka [6]. Podczas ratowania 0sob zatrutych metalami
podaje si¢ jako odtrutki m.in. substancje tworzace chelaty z metalami
(EDTA, BAL, antidotum mettallorum) [1]. Zwigzek EDTA (CaNa,edta)
jest antidotum na oldéw, beryl oraz kadm, natomiast BAL (British anti-
lewisite, 2,3-dimerkaptopropanol) jest odtrutkg na arsen, rt¢é, zloto,
antymon, bizmut, miedz, chrom, nikiel, kobalt, cynk i oléw. Wymienione
odczynniki chelatujace sa toksyczne dla organizmu ludzkiego.

Poszukiwania nowych odtrutek na metale cigzkie, ktére mogtyby by¢
bezpiecznie wprowadzane do ustroju, zwracaja uwage¢ na niektore
flawonoidy i ich pochodne, w tym QSA (rys. 1). Kwas kwercetyno-5’-
sulfonowy (QSA) charakteryzuje si¢ dobrg rozpuszczalnoScia w wodzie
i niskg toksyczno$cig, ponadto tworzy trwate zwiazki, w tym komplek-
sowe, w stanie stalym z jednoczesnym unieczynnieniem jonéw metali
cigzkich. Nalezy oczekiwa¢ podobnego zachowania QSA wzgledem jonow
As(lll) — na temat tego typu potaczen nie ma szczegétowych danych
literaturowych.

OH
OH

HO O
O.H

OH
OH O

Rysunek 1. Wzor strukturalny kwasu kwercetyno-5’-sulfonowego (QSA)
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2. Cel pracy

W pracy otrzymano nowe, dotad nieopisane w literaturze, state zwiazki
jonow arsenu(Ill) z kwasem kwercetyno-5’-sulfonowym (QSA) wytracone
z roztworoOw wodnych. Sklad i wlasciwosci osadow zbadano z zastoso-
waniem analizy elementarnej, spektrofotometrycznego o0znaczenia
zawartosci metalu, grawimetrycznego oznaczenia zawartosci wody,
wagowego oznaczenia rozpuszczalnosci w wodzie, analizy termograwi-
metrycznej w atmosferze powietrza, spektroskopii UV-VIS i FT-IR.

3. Materialy

Wszystkie wykorzystane w badaniach odczynniki i rozpuszczalniki byty
dostepne w handlu. Charakterystyka uzytych odczynnikéw: tlenek arse-
nu(lll), As203, cz.d.a., Fluka; kwas azotowy(V), HNO3, cz.d.a.,, d = 1,38
g/cm3, POCh; kwas octowy, CH3COOH, cz.d.a., d = 1,05 g/cm3, POCh;
kwas siarkowy(VI), H2S04, cz.d.a., d = 1,84 g/cm3, POCh; kwas solny,
HCI, cz.d.a., d = 1,19 g/lcm3, POCh; wodorotlenek sodu, NaOH, cz.d.a.,
POCh; chlorek glinu, AICI3, cz.d.a., POCh; paramolibdenian amonu,
(NH4)6M07024-4H20, cz.d.a., MERCK; siarczan hydrazyny, N2H6SO04,
cz.d.a., MERCK; kwercetyna, C15H1007, cz.d.a., CHEMAPOL,; n-butanol
do HPLC, POCh.

3.1. Synteza kwasu kwercetyno-5’-sulfonowego (QSA)

Synteze QSA przeprowadzono wedtug metody opisanej w pracy [7]. Do
kolby o pojemnosci 100 cm® odwazono 10 g kwercetyny i dodano 40 cm®
stezonego kwasu siarkowego(VI). Kolb¢ umieszczono w tazni wodnej
i termostatowano w temperaturze 80°C przez 2 godz. intensywnie mie-
szajac. Po ostudzeniu mieszaniny do temperatury pokojowej, dodano ciagle
mieszajac 50 cm® wody destylowanej. Wytracony pomaraficzowo-Czerwo-
ny osad oddzielono przez odwirowanie i 3-krotnie krystalizowano z nasy-
conych wodnych roztworéw otrzymanych przez rozpuszczenie osadu
w temperaturze 70°C. Wytracony osad podczas krystalizacji miat barwe
z6Mta, a po wysuszeniu na powietrzu i rozdrobnieniu barwe pomaranczowo-
czerwona. Wydajno$¢ syntezy wynosita 80%.

Czystos¢ otrzymanego zwigzku sprawdzono metoda cienkowarstwowej
chromatografii zelowej na plytkach aluminiowych pokrytych warstwa
adsorbentu (zel krzemionkowy 60 WF254s, firmy MERCK) [8]. Jako uktad
rozwijajacy zastosowano roztwor o sktadzie: n-butanol — kwas octowy
— woda w stosunku objetosciowym 4:1:5, przygotowany wedtug przepisu
zpracy [9]. Skitadniki uktadu zmieszano na 3 dni przed wykonaniem
oznaczenia, tak przygotowana mieszanina jest trwala przez 14 dni. Do
badan sporzadzono 0,1% n-butanolowe roztwory kwercetyny i QSA. Przed
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naniesieniem substancji badanych, ptytki zelowe kondycjonowano w atmo-
sferze uktadu rozwijajacego w komorze chromatograficznej wylozonej
bibutg nasgczong mieszaning rozwijajaca. Chromatogramy rozwijano meto-
da wstepujaca. Wywolywanie prowadzono spryskujac ptytki 1% roztwo-
rem chlorku glinu.

Warto$ci wspotezynnika Ry wyznaczono korzystajac ze wzoru:

R =— ()

gdzie: R — wzgledna odlegtos¢ $rodka plamki, A — odlegto$¢ $rodka
plamki od linii startu, B — odlegto$¢ czota fazy ruchome;j od linii startu.

Uzyskano dobry rozdziat wzorcowej mieszaniny kwercetyny i QSA
w zastosowanych warunkach. Dla otrzymanego kwasu kwercetyno-5’-
-sulfonowego stwierdzono obecno$¢ jednego produktu (QSA), natomiast
nie stwierdzono obecnosci nieprzereagowanej kwercetyny. Warto$ci
wspotczynnikow Ry dla pojedynczych substancji jak i w mieszaninie
wynosity odpowiednio 0,80 w przypadku kwercetyny i 0,35 w przypadku
QSA.

Sktad sumaryczny produktu wyznaczono na podstawie analizy ele-
mentarnej na zawarto$¢ C, H, S; ilos¢ wody krystalizacyjnej wyznaczono
metodg wagowa (suszenie probki w 120°C do stalej masy) i dery-
watograficzng (tabela 1).

Tabela 1. Wyniki analizy elementarnej i charakterystyka spektrofotometryczna kwasu
kwercetyno-5’-sulfonowego (QSA)

QSA, C15H100105-5H,0; M = 472,365 g/mol

Symbol pierwiastka  Obliczony skfad, Wyznaczony sklad, %

lub czasteczki %
C 38,14 38,30
Analiza elementarna H 427 417
S 6,79 6,81
H,0 19,07 19,28
Wielkos$ci wyznaczone Dane literaturowe [7]
Spei?fgﬁoﬁfgj%gna % = 366 nm (c = 19 300), =367 nm (¢ = 19 500),
A = 257 nm (g = 22 200), Ay = 257 nm (g = 22 400),

Zrodto: Opracowanie wiasne

Elektronowe widmo absorpcyjne QSA w wodzie wykonano na
spektrofotometrze Beckman DU-640 w zakresie 200-800 nm (rys. 2).
Charakterystyke spektrofotometryczng QSA przedstawiono w tabeli 1;

10
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pasma I i Il zwigzane sg z przejéciami elektronowymi n—n w czasteczce
kwasu. Potozenie pasm i warto$ci molowych wspotczynnikdéw absorpcji sa
zgodne z danymi literaturowymi [7].

1.6
1.4
1.2

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0 | 1 |
215 265 315 365 415

dlugosc fali, nm

absorbancja

Rysunek 2. Widmo absorpcyjne QSA w wodzie, ¢ = 5-10™ mol/dm? [opracowanie wiasne]

Otrzymane wyniki potwierdzajg, ze produktem sulfonowania kwer-
cetyny w podanych warunkach byl kwas kwercetyno-5’-sulfonowy, QSA,
C15H10010S-5H,0.

3.2. Synteza i badanie skladu zwigzkow jonow As(III) z QSA

3.2.1. Przygotowanie roztworéw wyjsciowych

Roztwor wyjsciowy jonu metalu o stezeniu 1-10-1 mol/dm3 otrzymano
przez sporzadzenie odpowiedniej odwazki tlenku arsenu(Ill) (As203).

Odwazke tlenku arsenu(Ill) rozpuszczono w roztworze NaOH o ste-
zeniu 2 mol/dm3, rozcienczono nieco woda redestylowang i zakwaszono 2
mol/dm3 HCI.

Roztwér QSA o stezeniu 0,05 mol/dm3 otrzymano przez sporzadzenie
odpowiedniej odwazki QSA, ktdra rozpuszczono w wodzie redestylowane;.

3.2.2. Synteza zwigzkow

Synteze przeprowadzono w dwoch uktadach. W pierwszym utrzymy-
wano nadmiar jonow metalu w stosunku do liganda, a stosunek liczby moli
arsenu do QSA wynosit 3:1, natomiast w drugim uktadzie stosunek liczby
moli metalu do liganda wynosit 1:3.

11
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W tym celu zmieszano odpowiednia objetos¢ wyjsciowego roztworu
metalu o temperaturze pokojowej z okreslong objgtoscia roztworu QSA
ogrzanego do temperatury 70°C. Nadmiar jednego z reagentow utrzymy-
wano w ten sposob, ze do jego roztworu dodawano kroplami drugi reagent,
ciggle mieszajac roztwor. pH mieszanin od 1,1 do 1,3 ustalano na pH-
metrze za pomocg roztworow NaOH i HNO; o stgzeniach 0,10 i 0,01
mol/dm?®. Po ok. 30 min wytracaly si¢ zolte, gabczaste osady, ktore po
uptywie 3 godz. odsgczano i przemywano kilkakrotnie woda redestylo-
wang. Otrzymane osady suszono na powietrzu w temperaturze pokojowe;.
Warunki i wydajnos$ci syntez podano w tabeli 2. Wydajno$¢ syntezy
obliczono ze wzoru:

y =tz 10004 @)
L
gdzie: 1 — wydajnos¢ syntezy,%, myy, — Masa otrzymanego produktu, g,
Moy — masa produktu obliczona w reakcji syntezy ze 100% wydajnoscia, g.

Tabela 2. Warunki i wydajnosci syntez zwigzkow QSA z jonami As(I11) (CAg i c - stezenia
molowe odpowiednio kationu metalu i QSA)

Warunki syntezy Barwa osadu
Badany . Wydajnos¢ syntezy, %
uktad . C pH po wysuszeniu
1:3 1,3 z6Mta 62,1
As(111)-QSA ,
31 11 z0lta 89,7

Zrédto: Opracowanie wiasne

3.2.3. Badania skladu

Zawartos¢ C, H, S w badanych zwiazkach oznaczono za pomoca
aparatu do mikroanalizy elementarnej Carbo Erba EA-1108. Zawarto$¢ wo-
dy krystalizacyjnej oznaczono metoda wagowa (suszenie probek w temp.
120°C) i derywatograficzng. Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli 3.

Zawartos¢ arsenu w zwigzkach wyznaczono metoda spektrofoto-
metryczng za pomocg biekitu arsenomolibdenowego, z wykorzystaniem
krzywej wzorcowej [10].

W tym celu sporzadzono roztwor wzorcowy jonow As(IIl) o stgzeniu
1 mglem®, rozpuszczajac odwazke 1,3200 g As,O3 w 20 cm® 2 mol/dm®
roztworu NaOH. Nastgpnie dodano 50 cm® wody redestylowanej, stabo
zakwaszono 2 mol/dm? roztworem HCI i uzupetiono woda redestylowana
do objetosci 1 dm®.

12
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Roztwor roboczy o stezeniu 10 pg/cm?® sporzadzono przez rozcienczenie
roztworu wzorcowego.

Odczynnik molibdenowy przygotowano przez rozpuszczenie:

e 1,00 g paramolibdenianu amonu w 100 cm® 2 mol/dm?® H,SO,;
e 0,10 g siarczanu hydrazyny w 100 cm?® wody redestylowane;j.

Przed uzyciem zmieszano 10,0 cm® roztworu (az z 10,0 cm?® roztworu
(b) 1 rozcienczono woda redestylowang do 100 cm®. Roztworow (a) i (b)
nie przechowywano dtuzej niz 3 dni.

Wyznaczanie krzywej wzorcoweg'

Do Zlewek 0 pojemnosci 25 cm” odmierzono kolejno 1,0; 2,0; 3,0; 4,0
i 5,0 cm® roztworu roboczego, dodano po 10 cm® stezonego kwasu azoto-
wego(V) i odparowano do sucha. Nastepnie dodano 20 cm® odczynnlka
molibdenowego, wymieszano i wstawiono kaqu zlewke do Wrzqce] tazni
wodne] na 10 rnln Ostudzony roztwor przeniesiono do kolbki miarowej o
pojemnosci 25 cm® i rozcienczono woda redestylowang do kreski. Pomiary
absorbancji wykonano przy dhugosci fali A = 730 nm wzgledem wody jako
odnosnika i1 grubosci warstwy 1 = 1 cm. Wartos¢ absorbancji kazdego
punktu na krzywej wzorcowej jest wartoscig $rednig z trzech pomiarow.
Zaleznos¢ A = f(c, ) wyrazona jest wzorem:

A =0,00590c,_-0,0900 3
gdzie: A — zmierzona absorbancja roztworu, ¢, — stgzenie roztworu

arsenu, pg/cm>.

Wspoétezynniki rdwnania regresji wyznaczono metodq najmniejszych
kwadratow ze wspolczynnikiem determinacji R? 0,9940 korzystajac
z wbudowanych funkcji statystycznych programu Excel 7 pakietu
Microsoft Office 2000 Standard.

W celu oznaczenia zawartosci arsenu odwazki zwigzkéw o masie
0,0500 g mineralizowano w stezonym kwasie azotowym(V), w zestawie do
mineralizacji ztozonym z mineralizatora DK 6 z systemem do mineralizacji
przeznaczonym do oznaczania $ladowych ilosci metali ciezkich — model
TMD 6 firmy VELP. W kazdym przypadku odparowano nadmiar kwasu
i przeniesiono pozostatosci do kolbek miarowych o pojemnosci 100 cm?,
uzupetniajgc woda redestylowang do kreski.

Z tak przygotowanych roztworow pobrano okreslone objetosci do zle-
wek o pOJemnosm 25 cm?®. Dalsze oznaczanie prowadzono jak wyze] (wy-
znaczanie krzywej wzorcowej). Dla kazdego zwigzku oznaczenie metalu
przeprowadzono 3-krotnie. Na podstawie zmlerzonych wartosci absor-
bancji obliczono z réwnania krzywej wzorcowej stezenie metalu w pg/cm®.
Zawarto$¢ procentowg metalu obliczono ze wzoru (4). Otrzymane wyniki
zestawiono w tabeli 3.

13
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%M = .100% )
a

gdzie: %M — zawarto$¢ procentowa metalu, m — masa metalu, ug,
a — odwazka badanego zwiazku, pg.

Tabela 3. Wyniki analizy elementarnej zwiazkow jondéw As(Ill) z QSA (o — obliczone,
W — WYZNnaczone)

Wzér zwigzku Sktad procentowy
M. g/mol C H S A H,0
S
(warunki do$wiadczalne) 2
As(CisHg0108)s'12H,0 5 3766 3,58 6,70 5,22 15,07
M = 1435,00
€ :c =13) w 37,90 3,57 6,67 5,38 15,57
As L
As(CisH010S)s'12H,0 5 37,66 3,58 6,70 5,22 15,07
M = 1435,00
€ :c =3:1) w 37,70 3,54 6,65 5,38 15,17
As L

Zrodto: Opracowanie wiasne

3.2.4. Badania termograwimetryczne

Badania wykonano na derywatografie OD-102, system F. Paulik-
J. Paulik-L. Erdey w atmosferze powietrza w nast¢pujacych warunkach:
czuto$¢ TG — 100 mg, temperatura 20-1000°C, DTA — 1/15, DTG — 1/5,
czas 100 min. Wyniki rozktadu zwigzku podano w tabeli 4.

3.2.5. Badanie rozpuszczalnosci w wodzie

Badania rozpuszczalnosci w wodzie wykonano w temperaturze 20
i 36°C + 1°. W tym celu okre$long odwazke badanej substancji termosta-
towano w Scisle okreslonej objetosci wody redestylowanej w czasie 12
godz., ciagle mieszajac. Po tym czasie mieszaning przesgczono na lejku ze
spiekiem szklanym G-5 i mase pozostatosci okreSlono metodg wagows.
Przesacz odparowano w temp. 50°C, a pozostato$¢ zwazono. Na podstawie
wykonanych pomiaréw wyznaczono wartosci rozpuszczalnosci, ktore
zestawiono w tabeli 5.
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Tabela 4. Wyniki analizy termograwimetrycznej As(CisHgO10S)s'12H,0 (Aty, At,, — zakres
temperatur odpowiadajacy procesowi dehydratacji zwiazku (rozktadu bezwodnego zwigzku),
— temperatura odpowiadajaca minimum na krzywej DTA, tr?]iTnG — temperatura odpowiada-

thin'
I
jaca minimum na krzywej DTG, t, — temperatura tworzenia koncowego produktu rozktadu)
Aty, °C 20-150
DTA
tmin 150
DTG
¢ min 140
At,, °C 150-795
t, °C 795
obliczony — 15,1

% ubytku masy zwigzany

z dehydratacja wyznaczony — 15,0

nH,O 12
obliczony — 9,2
% pozostato$ci
wyznaczony — 9,5
proponowany koncowy produkt As.S
rozktadu =3
Zrodto: Opracowanie wiasne
Tabela 5. Rozpuszczalnos¢ zwigzku As(Ill) z QSA w wodzie
Rozpuszczalnos¢ Rozpuszczalno$é
. w20°C £ 1°C w36°C+1°C
Zwiazek
X, /100 cm?® c X, /100 cm® e mol/dm?
H,0 mol/dm? H,0 ’
AS(ClSF,'j%lOS)? 12 480107 3,41.10* 6,50-102 4,53-10*
2

Zrédlo: Opracowanie wlasne
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3.3. Badanie budowy zwiazkéw jonow As(III) z QSA

3.3.1. Widma absorpcyjne w nadfiolecie i zakresie widzialnym
Wykonano widma absorpcyjne w nadfiolecie i zakresie widzialnym
QSA i jego zwigzkow z jonami As(IIl) w roztworach metanolowych (rys.
3). Roztwory przygotowano przez rozpuszczenie odwazek zwigzkow
0 masie 2 mg w 100 cm® metanolu (do spektroskopii).
Potozenie pasm absorpcyjnych zestawiono w tabeli 6.

1

0.9
0.8
0.7
0,6
0,5
0.4

absorbancja

0.3
0.2
0.1

220 270 320 370 420 470 520

diugos¢ fali, nm

Rysunek 3. Widma absorgcyjne w zakresie nadfioletu i widzialnym metanolow%/ch roztworow
QSA (—, ¢=4,23-10" mol/dm®) i As(C15Hg010S)s 12H,0 (- -, ¢ = 1,48:10™ mol/dm?)
[opracowanie wiasne]

Tabela 6. Potozenie pasm absorpcyjnych w zakresie widzialnym i nadfiolecie metanolowych
roztworow QSA i As(ClngOmS)g 12H20

Dtugoé¢ fali, nm (¢, m*mol)

Zwiazek
Pasmo | Pasmo I
QSA 368 (2190) 258 (2440)
AS(ClSﬁ'j%NS)? 12 368 (1960) 258 (2140)
2

Zrédlo: Opracowanie wlasne
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3.3.2. Widma w podczerwieni

Widma w podczerwieni w tabletkach KBr wykonano na spektro-
fotometrze FT-IR Paragon 100 dla QSA oraz jego zwiazkow z jonami
As(I11) w zakresie 4000-400 cm-1. W tabeli 7 zestawiono czesto$ci grup
C=0i SO2 w widmach IR.

Tabela 7. Polozenie niektorych pasm w widmach IR QSA, NaQSA (so6l sodowa kwasu
kwercetyno-5’-sulfonowego) i zwigzkéw jonow As(IIl) z QSA

Zwiazek v(C=0) V(8O02)ss.
QSA 1640 1172
NaQSA 1665 1184
As(Cy15Hg040S)3°1
2H,0 1665 1184

Zrodto: Opracowanie wlasne
4. Analiza wynikow

4.1. Synteza QSA i jego zwigzkow z jonami As(I1I)

W wyniku sulfonowania kwercetyny otrzymano zwiazek o sktadzie
odpowiednio Cy5H10010S-5H,0 — kwas kwercetyno-5’-sulfonowy (QSA).

Polozenie pasm absorpcyjnych w nadfiolecie i ich molowe wspot-
czynniki absorpcji (wodnych roztworow QSA) s3 zgodne z danymi litera-
turowymi [7]. Czysto$¢ zwiazku sprawdzano metoda cienkowarstwowe]
chromatografii zelowej. Stwierdzono, ze otrzymany QSA (R#=0,35) jest
substancjg jednorodna i nie zawiera nieprzereagowanej kwercetyny (R¢ =
0,80).

W wyniku reakcji wodnych roztworéw o stezeniach rzedu 102 mol/dm?
jonow As(IIl) z QSA o stezeniu rzedu 102 mol/dm® (pH mieszanin wyno-
sitfo 1,1-1,3) wytracity si¢ zotte ktaczkowate osady. Wydajnos¢ przepro-
wadzonych syntez byta wysoka i wyniosta nawet 89,7%.

4.1.1. Sklad i rozpuszczalnosé¢ zwigzkow

Sktad otrzymanych zwigzkdéw ustalono za pomocg analizy elementarnej
1 metoda spektrofotometryczng. Metodg termograwimetrii TG zastosowano
takze do badan sktadu i do okre$lenia wlasciwosci termicznych badanych
zwiazkow. Roztwarzanie zwigzkéw As z QSA ze wzgledu na lotnos¢
oznaczanego metalu prowadzono w specjalnym zestawie do mineralizacji
metodg mokra. Tak prowadzone roztwarzanie zapewnito uzyskanie doktad-
nych i odtwarzalnych wynikow oznaczen. Uzyskane wyniki oznaczen
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(tabela 3) pozostaja w dobrej zgodnosci z zatozonymi sktadami. Stwier-
dzono, ze jony arsenu(Ill) z QSA niezaleznie od warunkéw syntezy (C,:C,)

tworza jeden typ zwigzkéw: As(CisHgO10S)312H,0. Zwiazek ten jest
silnie uwodniony, duza ilo$¢ czasteczek wody w zwigzku spowodowana
jest obecnoscia grup OH i SOzH, ktére tatwo tworza z nig wigzania
wodorowe.

Badania rozpuszczalnosci otrzymanych zwigzkoéw prowadzono w wo-
dzie w temperaturze 20 i 36°C (tabela 5). Temperatur¢ 36°C wybrano ze
wzgledu na bliskos$¢ temperatury fizjologicznej organizmu cztowieka. Na
podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze badane zwigzki stabo
rozpuszczaja si¢ w wodzie. W temperaturze 36°C rozpuszczalno$¢ jest
rzedu 10™ mol/dm?® pozwala wysnué wniosek, ze QSA potencjalnie moze
by¢ zastosowany jako odtrutka na jony arsenu(Ill), poniewaz dziatania
wchodzace w sklad terapii odtruwajacej to m.in. dziatania prowadzace do
zmniejszenia wchtaniania trucizny z przewodu pokarmowego przez
tworzenie mniej toksycznych, trudno rozpuszczalnych zwigzkow.

4.1.2. Analiza termograwimetryczna

Wykonane badania termograwimetryczne potwierdzity wyniki analizy
elementarnej i sktad otrzymanego zwiazku. Uzyskane dane temperaturowe
rozktadu badanego zwigzku (tabela 4) wskazuja, ze zwiazek ten ulega
stopniowemu rozktadowi wraz ze wzrostem temperatury. As(III)-QSA
charakteryzuje si¢ jednym efektem endotermicznym (krzywa DTA), ktory
jest zwigzany z wydzieleniem wody krystalizacyjnej w zakresie temperatur
20-235°C.

Nastgpne etapy przemian termicznych badanego zwigzku sa spowo-
dowane utrata grup funkcyjnych lub naruszeniem jego struktury. Prze-
mianom tym towarzysza duze efekty egzotermiczne (krzywa DTA).
Powyzej temperatury 600°C tworzy si¢ koncowy produkt rozktadu, ktorym
jest siarczek arsenu(lll).

4.1.3. Widma absorpcyjne w nadfiolecie i zakresie widzialnym

Widma UV-VIS liganda i jego zwigzku wykonano w metanolu (rys. 3).
QSA w metanolu posiada dwa intensywne pasma absorpcyjne zwigzane
Z przejéciami n—n', pasma te wystepuja przy A = 368 i 258 nm.

Dla zwigzku As-QSA nie zaobserwowano zadnych zmian w potozeniu
pasm absorpcyjnych w stosunku do widma QSA. Fakt ten sugeruje, ze As-
QSA jest sola arsenu(Ill) kwasu kwercetyno-5’-sulfonowego i w stoso-
wanym rozpuszczalniku (metanolu) ulega dysocjacji na jony As(lII)
i aniony QSA. Za takim stwierdzeniem przemawiaja réwniez inne dane
doswiadczalne przedstawione w dalszej czesci analizy wynikow.
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4.1.4. Widma w podczerwieni

W celu ustalenia budowy otrzymanych zwiazkow jonow As(Ill) z QSA
wykonano ich widma w podczerwieni w zakresie 4000-400 cm™.

Jako pasma diagnostyczne dla charakterystyki zwigzku wzigto pod
uwage wybrane czestosci pasm zwigzane z drganiami walencyjnymi grupy
karbonylowej >C=0 i grupy SO,. Czgstosci tych pasm w badanym zwigzku
zestawiono w tabeli 7; dla poréwnania podano réwniez wartosci dla QSA
i jego soli sodowej — NaQSA.

Potozenie pasm od grupy >C=0 i SO, w zwiazku As-QSA jest iden-
tyczne jak w soli sodowej kwasu kwercetyno-5’-sulfonowego (NaQSA), co
potwierdza teze o wydzieleniu si¢ zwigzkow As(III) w postaci soli
sulfonowej pochodnej kwercetyny.

5. Whnioski
e Zwiazki jonow As(IIl) z QSA wytracajg si¢ z roztwordw kwasnych.

e Sktad sumaryczny nie zalezy od warunkéw syntezy, czyli stosunku
CAS:CL (AS(C15H90108)3‘ 12H20)

Otrzymane zwigzki sg stabo rozpuszczalne w wodzie.

e Dla zwigzkéw As-QSA nie zaobserwowano zadnych zmian w poto-
zeniu pasm absorpcyjnych w zakresie UV-VIS w stosunku do widma
liganda. Roéwniez widma w podczerwieni tych zwiazkéw sa iden-
tyczne jak widma soli sodowej QSA. Fakty te $§wiadcza o wydzie-
leniu si¢ zwigzkow As(IIl) w postaci soli sulfonowej pochodne;j
kwercetyny.

e Najbardziej prawdopodobnym jest, ze w wigzaniu metalu bierze
udziat grupa -SOsH liganda.
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Synteza kwercetyno-5°’-sulfononianu arsenu(l11)
jako potencjalnego produktu detoksykacji

Streszczenie

Przeprowadzono synteze QSA oraz jego statego zwiazku z toksycznymi jonami As(III). Zwigzek
As(I11)-QSA otrzymano z roztworéw wodnych przy réznych stosunkach molowych reagentow
(CM:CL = 1:3 oraz c¢ = 3:1). Skiad zwigzku ustalono na podstawie analizy elementarnej,

spektrofotometrycznego oznaczenia zawartosci metalu i oznaczenia wody z wykorzystaniem
metody derywatograficznej. Stwierdzono, ze niezaleznie od warunkéw prowadzenia reakcji
otrzymuje si¢ zwigzek o sktadzie: As(C15HgO10S)s  12H,0.

Do okreslenia budowy powstatego zwigzku wykorzystano metody spektroskopowe: UV-VIS
iFT-IR. Przeprowadzono takze analize termograwimetryczng otrzymanego zwigzku.
Wyznaczona rozpuszczalnosé As(II)-QSA w wodzie (w temp. 20 i 36°C) rzedu 10* mol-dm®
pozwala wysnu¢ wniosek, ze QSA potencjalnie moze by¢ zastosowany jako odtrutka na jony
arsenu(IIl), poniewaz dziatania wchodzace w skifad terapii odtruwajacej to m.in. dziatania
prowadzace do zmniejszenia wchtaniania trucizny z przewodu pokarmowego przez tworzenie
mniej toksycznych, trudno rozpuszczalnych zwigzkow.

Stowa kluczowe: flawonoidy, sulfonowa pochodna kwercetyny, arsen

The synthesis of arsenic(111) quercetin-5°-sulfonate
as a potential product of detoxication

Abstract
The synthesis of QSA and its solid compound with toxic ions As(l11) was carried out. As(lI)-
QSA was obtained from water solutions at various molar ratios of reagents (cAs:cL = 1:3 and

€ = 3:1). The composition of this compounds was determined based on elemental analysis,

spectrophotometric determination of metal content and determination of water content using
derivatographic  analysis. It was claimed that regardless of reaction conditions
AS(C15H90108)3' 12H20 iS Obtained.

To determine the composition of the received compound, spectroscopic methods UV-VIS and
FT-IR were used. The thermogravimetric analysis for this compound was applied as well. The
determined solubility of As(I11)-QSA in water (at 20 and 36 °C) of the order of 10 mol-dm?
allows to draw a conclusion that QSA can potentially be applied as an antidote for arsenic(l11)
ions because the operations included in detoxicating therapy are e.g. actions leading to the
decrease of toxicant absorption from the alimentary system by creating less toxic and slightly
soluble compounds.

Keywords: flavonoids, sulfonic derivative of quercetin, arsenic

20



Barbara Laskowska®, Marek Laskowski?, Anna Lewandowska®,
Tomasz Ruman*

Zasady Schiffa oparte o zwigzki dendrymeryczne
oraz ich zastosowanie

1. Wprowadzenie

Zasady Schiffa stanowig wazng i interesujaca grupe zwigzkoéw orga-
nicznych, zawierajacych swojej budowie aktywne chemicznie ugru-
powanie azometinowe (>C=N%*), dzigki ktoremu iminy posiadaja inten-
sywng barwe z6tta, pomaranczowa lub czerwong. Zasady Schiffa maja
szereg zastosowan, na co wskazuje znaczna liczba prac naukowych
publikowanych na ich temat [1, 2]. Tak znaczne zainteresowanie iminami
mozna ttumaczy¢ faktem, iz sa one rozpowszechnione w wielu uktadach
biologicznych, a takze znajdujg zastosowanie zarOwno w syntezie orga-
nicznej 1 katalizie chemicznej, jak rowniez w nowoczesnych technologiach
[3, 4], medycynie, farmacji oraz analityce [5]. Zwigzki typu zasad Schiffa
sa wykorzystywane W badaniach procesow dotyczacych biochemii, kata-
lizy, zjawisk aktywacji, transportu i rozdzielania oraz chelatowania jonéw
i wielu innych[6]. Szczegélne wiasciwosci zasad Schiffa wynikaja
z obecnosci w ich strukturze roznych grup protonodonorowych i protono-
akceptorowych, mozliwosci tworzenia miedzy- i wewnatrzczasteczkowych
wigzan wodorowych, a takze z uczestniczenia w procesach przeniesienia
protonu [7, 8].

2. Cel pracy

Celem pracy bylo przestawienie metod otrzymywania oraz spektrum
zastosowania zasad Schiffa oraz kompleksow tych zwiazkéw, jako waznej
grupy zwigzkow organicznych o unikatowych wilasciwosciach struktural-
nych oraz wtasciwosciach chelatujacych.

! barbara.laskowska917@gmail.com, Instytut Ochrony Zdrowia, Panstwowa Wyzsza Szkota
Techniczno — Ekonomiczna w Jarostawiu
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3. Otrzymywanie zasad Schiffa
Reakcja otrzymywania zasad Schiffa jest jedna z najczesciej opisanych

z najstarszych w chemii [9]. Po raz pierwszy zwiazki te zostaly odkryte
przez niemieckiego chemika, laureata Nagrody Nobla, Hugo Schiffa
w 1864r. [10]. Pod wzgledem strukturalnym zasady Schiffa stanowia
zwiazki aldehydo — lub ketonopodobne, w ktérych grupa karbonylowa
(C=0) zostala zastgpiona przez grupg¢ iminowa lub azometinowg [11].
Wspoblng strukturalng cechg zwiazkéw typu zasad Schiffa jest wigc ugru-
powanie azometinowe o ogélnym wzorze -RHC=N-R1, gdzie R i R1
oznacza alkil, aryl, cykloalkil lub grupy heterocykliczne [12, 13].

R R’

A4

C——=N

Rl

RY, R? — atom wodoru, alkil lub aryl, i/lub R®— alkil lub aryl
Rysunek 1. Ogolna struktura zasad Schiffa

Zasady Schiffa czyli iminy sa produktami reakcji kondensacji amin
pierwszorzedowych oraz aktywnych zwiazkéw karbonylowych. Mecha-
nizm tej reakcji polega na nukleofilowym przylgczeniu aminy do grupy
karbonylowej aldehydow lub ketonow, a nastgpnie eliminacji czasteczki
waody.

Ogolny schemat reakcji Schiffa mozna przedstawi¢ rownaniem:

\ 2\ I Wil \
c=0 + NR = C, e C=NR
/ H /ONR O HO

Schemat 1. Ogolny schemat reakcji tworzenia zasad Schiffa

W pierwszym etapie reakcji trojwigzalny azot aminy, posiadajacy wolng
niewigzaca parg elektronows, reaguje jako nukleofil z grupg karbonylowa.
Produktami przylaczenia sa o—hydroksyaminy, zwigzki nietrwale chemi-
cznie, ulegajace natychmiastowej dehydratacji do produktow zawierajacych
wiazanie iminowe (—-HC=N-). Reakcja otrzymywania zasad Schiffa jest
reakcja odwracalng, ktora przebiega z wytworzeniem produktu posredniego
stanowigcego tetraedryczny aminokarbinol. Katalizatorami reakcji sg kwa-
sy protonowe, kwasy Lewis’a, a szybkos¢ reakcji chemicznej zalezy od pH
srodowiska. W zaleznosci od odczynu $rodowiska reakcji etapem, ktory
okresla szybkos¢ tworzenia zasady Schiffa jest tworzenie aminokarbinolu
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(w przypadku srodowiska kwasnego) lub odszczepienie czasteczki wody
(w przypadku $rodowiska zasadowego). Zardbwno wysokie, jak i niskie pH
spowalniajg reakcj¢. Optymalnym $rodowiskiem reakcji jest pH 4-6, gdyz
wtedy reakcja przebiega najszybciej. Ponizej tej wartoSci pH, przy zbyt
duzej ilo$¢ katalizatora kwasowego, amina ulega sprotonowaniu w zbyt
duzym stopniu. Powyzej podanej wartosci pH, koncentracja protondw jest
zbyt mala i nie pozwala na sprotonowanie grupy hydroksylowej na etapie
dehydratacji. W przypadku udziatu w reakcji amin alifatycznych, uzycie
katalizatora nie jest konieczne. Istnieje mozliwo$¢ przesuniecia rOwnowagi
tej reakcji w kierunku tworzenia produktu przez usuwanie wody ze $ro-
dowiska reakcji. Najczesciej osigga si¢ to poprzez dodanie do mieszaniny
reakcyjnej sit molekularnych lub wykorzystujac destylacje¢ azeotropowa.

Reakcja kondensacji aminy pierwszorzgdowej z ketonami prowadzi do
otrzymania zasad Schiffa typu ketimin [14]. Reakcja pomigdzy silnie
nukleofilowymi zwigzkami typu amina I- i ll-rzgdowa, przebiega na ogoét
bez dodania kwasu. Zasady Schiffa aldehydow alifatycznych sg stosun-
kowo nietrwate i tatwo ulegaja polimeryzacji, podczas gdy zasady Schiffa
aldehyddéw aromatycznych sa bardziej stabilne.

4. Whasciwosci kompleksujace zasad Schiffa

Zasady Schiffa sg bardzo interesujace nie tylko ze wzgledu na swoje
wlasciwosci strukturalne, ale takze ze wzgledu na whasciwosci komplek-
sujgce. Jako ligandy zasady Schiffa majg istotne znaczenie w dziedzinie
chemii koordynacyjnej, zwlaszcza w dziedzinie syntezy kompleksow zasad
Schiffa, poniewaz sa one zdolne do tworzenia trwatych kompleksow
z jonami metali przejsciowych oraz metali grup glownych [15]. Iminy
wykazuja doskonale wiasciwosci donorowe, jezeli w swojej strukturze
zawierajg wybrane grupy funkcyjne, polozone obok ugrupowania azo-
metinowego. Ze wzgledu na doskonate whasnosci kompleksujace iminy
aldehydow hydroksyaromatycznych stanowig interesujacg grupe zwigzkdéw
pod wzgledem zastosowania w roznych dziedzinach przemystu [16-22].
Znaczna liczba publikacji na temat zasad Schiffa jako popularnych
ligandow w chemii koordynacyjnej dotyczy iminowych kompleksow
z metalami [23, 24] gtéwnie ze wzgledu na ich stosunkowo prostg synteze
[25, 26], tworzenie stabilnych kompleksow z jonami metali oraz struktu-
ralng réznorodnosé tych zwiagzkow [27].

Iminowe kompleksy wykazuja réznorodne wilasciwosci biologiczne
[28], do ktorych gltownie zaliczamy wlasciwosci przeciwbakteryjne [29,
30], przeciwnowotworowe [31], przeciwgrzybicze [32] oraz przeciwwiru-
sowe [33]. Zasady Schiffa posiadajg grupe iminowa, ktora bierze udziat m.
in. w reakcji transaminowania i racemizacji w systemie biologicznym.
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Stosowane jako modele biologiczne, kompleksy iminowe pozwalaja
zrozumie¢ budowe wybranych bioczasteczek oraz procesy biologiczne,
ktore zachodza w organizmach zywych [33, 34].

Kompleksy zasad Schiffa sg rowniez istotnymi katalizatorami w uktadach
biologicznych, w syntezie polimerdéw, a takze produkcji barwnikéw. Ponadto
uczestnicza one w procesie fotosyntezy oraz transporcie tlenu w organizmach
[35, 36]. Coraz cze¢Sciej zwigzki te sa testowane jako leki przeciwmalaryczne
m.in. kompleksy iminowych pochodnych aldehydu salicylowego [37].
Zasady Schiffa i ich kompleksy mogg by¢ wykorzystane w procesie
uzdatniania wody, a takze jako zywice jonowymienne [38].

Liczne kompleksy zasad Schiffa wykazuja wtasciwosci przeciwgrzy-
bicze. Obecnie stwierdza si¢, iz zakazenia grzybicze na ogo6l nie ograni-
czaja sie jedynie do skazenia tkanek powierzchniowych. W ostatnim czasie
nastapit znaczacy wzrost czestotliwosci wystepowania tzw. systemowych
zakazen grzybiczych, ktore stanowig bezposrednie zagrozenie dla Zycia
[39]. W rozwoju skutecznych $rodkéw przeciwgrzybiczych za szczegdlnie
obiecujgce leki przeciwgrzybicze uwaza si¢ wybrane zasady Schiffa, do
ktory nalezag m.in. iminowe kompleksy kobaltu z 1-(2’-hydroksyfenylo)-
etylidenoaniling [40].

Wiele kompleksow zasad Schiffa z metalami odznacza si¢ doskonatg
aktywnoscig katalityczna, zarowno w reakcjach zachodzacych pod wpty-
wem wysokiej temperatury jak i w obecnosci wilgoci. Obecnie zwigksza
si¢ liczba badan dotyczacych ich zastosowania w Kkatalizie homogenicznej
i heterogenicznej [41]. Iminowe kompleksy z metalami sg coraz czeSciej
wykorzystywane jako katalizatory w réznych procesach biologicznych.
Ponadto kompleksy zasad Schiffa bedacych pochodnymi aminokwaséw,
uczestnicza W reakcjach transaminacji, racemizacji, oraz dekarboksylacji.

Zwiazki typu zasad Schiffa, ze wzglgdu na swoje wlasciwosci, moga
by¢ wykorzystywane jako molekuty o aktywnosci katalitycznej [42].
Doskonata selektywnos¢, stabilno$¢ oraz czuto$¢ zasad Schiffa na specy-
ficzne jony metali, np.: Ag(ll), Al(lI1), Co(ll), Cu(ll), Gd(lI), Hg(ll),
Ni(Il), Pb(Il) i Zn(Il) powoduje, iz znaczna liczba ich ligandéw jest
stosowana jako nosniki kationdw w czujnikach potencjometrycznych. Do
ciekawych zastosowan tych zwigzkow zalicza si¢ mozliwo$¢ wykorzy-
stania ich jako skutecznych inhibitoréw korozji. Na powierzchni przezna-
czonej do ochrony antykorozyjnej tworzy si¢ pojedyncza warstwe ochronng
z wykorzystaniem kompleksow iminowych.
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5. Czasteczki dendrymeryczne wykorzystywane do syntezy
zasad Schiffa

Czasteczki dendrymeryczne stanowig wazne substraty do syntezy zasad
Schiffa z wybranymi aldehydami. Prowadzi to do utworzenia dendrymerow
zawierajacych w swej strukturze dwu- lub wielodonorowe ligandy o zdol-
nosci wigzania jony metali. Tak zbudowane zasady Schiffa tworza bardzo
trwate chemicznie zwiazki kompleksowe z metalami przejsciowymi oraz
metalami grup gtéwnych.

W potaczeniach metal-dendrymer, dendrymer moze by¢: (1) budowany
wokét kompleksu metalu stanowigcego rdzen, (Il) zawiera¢ kompleks
metalu stanowigcy rdzen dendronu, (IlI) zawiera¢ kompleks metalu
stanowigcy jednostki peryferyczne, (IV) tworzy¢ wigzania koordynacyjne
zZ jonami metali przez ligandy obecne w strukturze gatezi dendrymeru, (V)
posiada¢ rdzen mogacy wigzac si¢ koordynacyjnie z jonem metalu, a takze
(V) by¢ budowany wokdot kompleksu metalu bedacego rdzeniem
czasteczki zawierajgcej kompleksy metali bedgce rdzeniem i jednostkami
peryferycznymi gatezi dendrymeru [43].

NH,
HN—_ HNé_o o_é w2
NH A
NH, C{/L\—N 0 /—/N °
NH<_\ /—F N—/— N\_»_
N NNH
NI \_\; o:§ o \—\N o
{—/ e NH NH 4/
/_/NH N ¢ \_\NHZ S 0= NH\—NHZ
o N NH
HoN —/_’\}a_/_ % S
HN —o HoN

PAMAM GO PAMAM G1

Rysunek. 2. Przyktad dendrymeroéw PAMAM generacji catkowitych zawierajacych jako rdzen
etylenodiaming wykorzystywanych do otrzymywania zasad Schiffa

6. Zastosowanie zasad Schiffa

Zasady Schiffa sa wykorzystywane jako skuteczne srodki przeciw-
bakteryjne. Badania potwierdzaja, iz zasady Schiffa zawierajace grupo-
wania 2,4-dichloro-5-fluorofenylowe efektywnie hamujg wzrost bakterii
[44, 45]. Zwiazki otrzymane w wyniku reakcji pomiedzy furyloglioksalem
a p-toluidyng wykazuja aktywno$¢ antybakteryjng przeciwko szczepom
bakteryjnym Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis
i Proteus vulgaris. Do pochodnych zasad Schiffa, ktore posiadaja whasci-
wosci antybakteryjne, nalezg m. in. pochodne benzimidazolu, tiazolu,
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pirydyny, glukozaminy, pirazolonu, hydrazydu, tiazolidionéw, indolu,
tiosemikarbazonu, p-fluorobenzaldehydu [42]. Natomiast zasady Schiffa
bedace pochodnymi izatyny znajduja zastosowanie w zwalczaniu paso-
Zytow 1 pierwotniakow [46].

Wyniki przeprowadzonych badan pokazuja, iz zasady Schiffa bedace
pochodnymi chinazolinonéw, posiadaja wtasciwosci przeciwgrzybicze
wobec wybranych szczepdéw chorobotworczych: Candida albicans, Tricho-
phyton rubrum, Aspergillus niger, a takze Microsporum gypseum. Kom-
pleksy zasad Schiffa z metalami tworzone pomiedzy furyloglikoksalem lub
furanem z réznymi aminami wykazuja aktywno$¢ przeciwgrzybicza
przeciwko Helminthosporium gramineum, ktoéra powoduje pasiastos¢ lisci
jeczmienia, Syncephalostrum racemosus przyczyniajacej si¢ do gnicia
owocow oraz Colletotrichum capsici, powodujgca zmiany w formie miej-
scowych nekroz na todygach, liciach a takze owocach roslin, co w kon-
sekwencji moze prowadzi¢ do obumierania catych roslin np. chilli [42].
Ponadto kompleksy zasad Schiffa oparte na hydrazynie z wybranymi
metalami, typu molibden i mangan, wykazuja aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
przeciwko Alternaria alternata i H. graminicum.

Zwiazki typu zasad Schiffa i ich kompleksy wykazuja rowniez aktyw-
no$¢ przeciwwirusowa. Przeprowadzone badania potwierdzaja, iz zasady
Schiffa oparte na pochodnych gossypolu odznaczajg si¢ wysokg aktywnos-
cig przeciwwirusowg [42]. Zasady Schiffa otrzymane w wyniku reakcji
kondensacji glicyny i aldehydu salicylowego oraz ich kompleksy srebra (1),
wykazuja zadowalajace dzialanie przeciwwirusowe wobec wirusa
Cucumber mosaic [47]. Iminowe pochodne izatyny, ktore cechujg si¢ dzia-
taniem przeciwwirusowym, znajdujg zastosowanie w leczeniu HIV [45].

7. Podsumowanie

Zasady Schiffa ze wzgledu na swoje interesujace wihasciwosci che-
miczne, fizyczne oraz takze biologiczne stanowig obecnie wazng grupe
zwigzkéw wykorzystywanych w roznorodnych badaniach prowadzonych
w dziedzinie chemii, biochemii, oraz farmacji. Zwiazki te sg takze szeroko
badane ze wzgledu na ich zastosowanie pozamedyczne.

Tworzenie potaczen z jonami metali przez ligandy, ktére sa obecne
w strukturze dendrymeru prowadzi do powstania kompleksow zwanych
metalodendrymerami. Oddziatywanie dendrymeréw z metalami pozwala na
rozwoj nowoczesnych technik analitycznych i diagnostycznych. Synteza
kompleksow zasad Schiffa z jonami metali oraz dendrymeréw jako
czynnikow chelatujacych jest obecnie przedmiotem zainteresowania ze
wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania tych zwigzkow m. in. w asyme-
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trycznej syntezie aminokwasow i peptydow, procesach katalizy homoge-
nicznej i heterogenicznej, a takze w wielu waznymi procesach biologicznych.

Tak duze zainteresowanie iminami i ich kompleksami mozna thumaczy¢
szerokim rozpowszechnieniem w wielu uktadach biologicznych oraz zasto-
sowaniem, zard0wno w syntezie organicznej, katalizie chemicznej, medy-
cynie, farmacji, analityce, jak i w nowoczesnych technologiach [48, 49].
Liczne zasady Schiffa zostaty zbadane pod wzgledem réznorodnych zasto-
sowan w przemysle. Aktywnos¢ biologiczna tej grupy zwiazkow wymaga
dalszych badan, gdyz ciaggle sg odkrywane nowe wtasciwosci i potencjalne
zastosowania zarowno zasad Schiffa jak i ich kompleksow z wybranymi
metalami.
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Zasady Schiffa oparte o zwiazki dendrymeryczne oraz ich zastosowanie

Streszczenie

Zasady Schiffa stanowiag wazng i interesujagca grupe zwiazkow organicznych, nie tylko ze
wzgledu na wlasciwosci strukturalne, ale rowniez ze wzgledu na ich wiasciwosci kompleksujace.
Zwiazki te sa produktami reakcji kondensacji aminy pierwszorzedowej z aktywnym zwigzkiem
karbonylowym. Wiazania koordynacyjne z jonami metali przez ligandy, ktore sa obecne
w strukturze zwigzku dendrymerycznego prowadza do powstania komplekséw zwanych
metalodendrymerami. Synteza komplekséw zasad Schiffa z jonami metali oraz dendrymeré6w
jako czynnikéw chelatujacych jony metali jest obecnie przedmiotem zainteresowania ze wzgledu
na mozliwos¢ ich wykorzystania w réznych dziedzinach nauki.

Stowa kluczowe: zasady Schiffa, kompleksy, zwiazki dendrymeryczne

Schiff bases based on the dendrimeric compounds and their use

Abstract

Schiff bases are important and interesting group of organic compounds, not only because of their
structural characteristics, but also due to their coordination properties. These compounds are the
products of condensation of a primary amine with an active carbonyl compound. Formation of
coordinate bonds between a metal ion and ligands that are present in the structure of a dendrimeric
compound lead to the complexes called metal-dendrimers. Synthesis of Schiff base complexes
with metal ions, and dendrimers as chelating agents metal ions is of interest nowadays due to the
possibility of their use in various fields of science.

Keywords: Schiff bases, complexes, dendrimeric compounds
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Wykorzystanie pakietu Geant4
w szeroko pojetej fizyce jadrowej

1. Wstep

Fizyka jadrowa rozwija si¢ nieprzerwanie od bez mala stu lat. Poczatki
siegaja odkrycia elektronu w roku 1897 dokonanym przez J. J. Thompsona,
ktory to stworzyt wlasny model atomu. Uznal, Ze atom mozna przyréwnaé
do ,ciastka z rodzynkami”, gdzie rodzynki to rozrzucone swobodnie
elektrony. Nieco pdzniej, w latach 1907-1912 Ernest Rutherford prowadzit
badania nad atomami i w koncu opublikowal wyniki swoich ekspery-
mentéw, w ktoérych zaproponowat catkowicie odmienng teori¢ budowy
atomu niz ta, ktoérg przedstawit Thompson. Ot6z na podstawie doswiad-
czen, Rutherford stwierdzit, ze atom sktada¢ si¢ musi z dodatnio natado-
wanego jadra i, jak wowczas sgdzono, swobodnie kragzacych wokot niego
elektrondw. Tym samym nastgpito odkrycie jgdra atomowego.

W latach 30-tych XX wieku, James Chadwick zrozumiat i odkryl, ze
promieniowanie, ktore zaobserwowali Walther Bothe, Herbert Becker oraz
matzenstwo Iréne i1 Frédéric Joliot-Curie, bylo spowodowane przez
obojetnie natadowang czastke — neutron.

Od tego czasu, az do dzisiejszego dnia, nieprzerwanie trwajg badania
nad fizyka jadrowa. Po drodze zahaczajac o mechanike i chromodynamike
kwantows, elektrodynamike, odkrycia neutrin, miondéw, taonow, kwarkow,
gluonéw i calej gamy innych czastek, az do Bozonu Higgsa (2012) [1][2].

2. Cel pracy

Celem badan nad fizyka jadrowa nie jest tylko odkrywanie nowych
czastek, ale rowniez badanie oddziatywan wystepujacych w przyrodzie [3].
Postuluje sie, Ze na poczatku Wszech$wiata (10~3%sekundy po Wielkim
Wybuchu) bylo jedno oddzialywanie, ktére juz w 10~ 2sekundy po
Wielkim Wybuchu rozdzielito si¢ na cztery rodzaje oddziatywan: silne,
elektromagnetyczne, stabe i grawitacyjne.

Juz teraz przy uzyciu wielkiego zderzacza hadrondéw (Large Hadron
Collider — LHC) w osrodku badawczym CERN w Genewie, mozemy
uzyskac energi¢ przyspieszenia protonu do 7TeV. Dla zobrazowania zoba-
czmy przeliczenie energii na temperature.

1, fizyk137@gmail.com, Instytut Fizyki, Wydzial Matematyki, Fizyki i Chemii, Uniwersytet
Slaski, www.us.edu.pl
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Rysunek 1. Zobrazowana teoria unifikacji oddziatywan wraz z temperaturami (w kelwinach)
i odpowiadajgcymi im temperaturami (w elektronowoltach) oraz czasem (w sekundach) po jakim
teoretycznie nastapito rozdzielenie kazdego z oddziatywan [zrodto: http://quantum-bits.org]

Wiadomo, ze 1eV = 11604.52K, czyli ponad 11300°C. Na tej podstawie
wida¢, ze 7TeV = 8.1 = 1016°C. Biorgc pod uwage, ze temperatura Wew-
natrz Stofica to 14 — 16 * 10° °C mozemy sobie wyobrazi¢ z jaka potega
mamy do czynienia. R6znica wynosi dziesi¢¢ rzedow wielkosci, ale nies-
tety, taka energia nadal nie jest wystarczajaca.

Udato si¢ doprowadzi¢ do polaczenia oddzialywan: elektromagnety-
cznych i stabych uzyskujac tym samym oddzialtywania elektrostabe. Byto
to mozliwe, gdyz jak wida¢ po prawej stronie rysunku 1 [3] energia potrze-
bna do potgczenia oddzialywan stabego i elektromagnetycznego to okoto
100 GeV.

Mozna réwniez zaobserwowac, ze kolejne potaczenie — oddziatywania
elektrostabego i silnego — powinno nastapié¢ przy energii 101*GeV. Przed-
stawiajac jednostki w innej formie, widaé¢ wiec, ze 101*GeV = 1011 TeV,
co oznacza ni mniej ni wigcej jak to, ze mamy jeszcze zbyt stabo rozwi-
nigta technologie, aby tego dokonaé (dla przypomnienia: w LHC w CERN
mozna uzyska¢ 7 TeV, a to oznacza, ze jest to energia za mata dziesi¢¢
rzedow wielkosci) [3].

Dla porzadku moglibySmy zobaczy¢ jaka temperatura teoretycznie
powinna sprawié, ze otrzymamy jedno oddziatywanie elektrograwitacyjne,
ale skoro nie mozemy poki co stworzy¢ nawet oddzialywania elektrosil-
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nego, to opus¢my ten fragment, gdyz jeszcze przez wiele lat bedzie to jedy-
nie sfera marzen wielu fizykow.

Proton atomu ma okoto 1.3*10 metra, za§ jadro atomu to rzad
wielkosci 10™"° — 10™metra. Przy rozpedzeniu dwoch takich niewielkich
czastek, do warto$ci 7TeV kazda, otrzymujemy energi¢ zderzenia rowna
14TeV. Dlatego niezbg¢dne jest, aby mie¢ niezwykle precyzyjne detektory,
ktore wychwyca jak najwigcej produktow powstatych przy zderzeniu.
Oczywiscie, po pierwsze koszty rosng wraz z kazdym detektorem, po
drugie zawsze trzeba zakladaé, ze nie wszystko odbedzie si¢ bezproble-
mowo.

Celem tej pracy jest przedstawienie narzedzia shuzacego do opraco-
wywania wynikow pomiardw miedzy innymi z takich eksperymentow.
Czesto po otrzymaniu wynikdw z eksperymentu dostrzegamy, ze $lady
czastek nie sg ciagle, a porozrywane. Znaczy to ni mniej ni wigcej, jak tyle,
ze nie mozemy mie¢ pewnosci, czy $lady za przerwaniem sg kontynuacja
sladow przed przerwaniem, dlatego tez za pomoca odpowiednich wzorow
staramy si¢ dopasowa¢ owe linie i polaczy¢ ze sobg najbardziej praw-
dopodobne.

To oczywiscie tylko jeden z wielu przyktadow do ktorych stuzy pakiet
Geant4. W niniejszym opracowaniu zostalo przedstawione jego podsta-
wowe i przegladowe uzycie w odniesieniu do badan prowadzonych w la-
boratorium, gdzie mamy do czynienia z promieniowaniem i emisja czastek.

3. Materialy, metody i wiadomosci teoretyczne

3.1. Dostepne narzedzia i sprecyzowanie oczekiwan

Do badania zostaty wykorzystane dwie probki promieniotworcze. Stront
— 9Sr oraz s6d — ?Na. Celem badania bylo wyznaczenie widm energety-
cznych elektronéw i pozytondéw z rozpadow [ przy wykorzystaniu
spektrometru magnetycznego dla podanych wyzej zrédet promieniowania.

3.2. Opisy rozpadow i typy promieniowania

Izotopem nazywamy odmiany tego samego pierwiastka roznigce si¢
jedynie liczba neutronéw w jadrze. Na przyklad: wodér (*H) posiada jeden
proton (p*). Deuter (*H) zbudowany jest z jednego protonu i jednego
neutronu (n°), za$ tryt (*H) z jednego protonu i dwoch neutrondw. Warto
réwniez zauwazy¢, ze liczba stojaca po lewej stronie u gory oznaczenia
pierwiastka, to liczba nukleonéw — suma protondéw i neutronow w jadrze
(liczba masowa 0znaczana jako A). Liczba protonéw natomiast zapisywana
jest zawsze na dole po lewej stronie (liczba atomowa oznaczana jako Z) [3].
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Rozpadem promieniotwdrczym nazywane sa spontaniczne przemiany
jadra atomowego danego izotopu w inne jadro.

Rozpad alfa (o) jest reakcja jadrowa w wyniku ktérej emitowana jest
Zjadra czastka alfa. Po takim rozpadzie formowane jest nowe jadro,
ktérego liczba masowa jest mniejsza o 4, a liczba atomowa o 2 wzgledem
jadra, ktore byto na poczatku. Tym samym czastka alfa sktada si¢ z dwoch
protonéw i dwoch neutrondw, czyli jest to po prostu jadro helu (3He™2).

2+

2MHe Y +4X > @

zZ-22
gdzie A — liczba nukleonéw, Z — liczba protonéw, X — jadro pierwotne,
Y — jadro powstate po rozpadzie alfa, He — hel

Rozpad beta (B) jest przemiang jadrowa zachodzaca pod wplywem
oddziatywania stabego. Jej skutkiem jest przemiana nukleonu (protonu lub
neutronu) w inny nukleon. Rozpad beta dzielimy na rozpady B*i f".

Rozpadem B° nazywamy przemiang wewnatrzjagdrowa protonu
w neutron. Reakcja jest mozliwa dzigki emisji bozonu W*, ktéry rozpada
si¢ na pozyton i neutrino elektronowe.

Y + Z_qe++1/e
A
7X =

@

++ v,
+->n%+e (3)
p

gdzie A — liczba nukleonéw, Z — liczba protonéw, X — jadro pierwotne,
Y — jadro powstale po rozpadzie beta plus, €" — pozyton, v, — neutrino
elektronowe, p* — proton, n® — neutron

Rozpadem [" nazywamy sytuacje, kiedy neutron zostaje przemieniony
w proton. Reakcja zachodzi dzieki emisji bozonu W', ktory rozpada si¢ na
elektron i antyneutrino elektronowe.

Y + g et

éX—) “)
—+ %
++e 5)
n® - p
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gdzie A — liczba nukleonéw, Z — liczba protonéw, X — jadro pierwotne,
Y — jadro powstate po rozpadzie beta minus, e — elektron, », — antyneutrino
elektronowe, p* — proton, n° — neutron

Promieniowanie gamma (y) cechuje si¢ wysoka energig (energia kwantu
powyzej 50keV), ktora powstaje w wyniku deekscytacji poziomu wzbu-
dzonego jadra atomowego. Promieniowanie gamma w przeciwienstwie do
rozpadow alfa i beta wykazuje si¢ brakiem ,zasiggu maksymalnego”.
W zaleznosci od zastosowanej ostony (jej grubosci i materiatu z ktdrego
jest wykonana) jest ona w stanie zapewni¢ krotno$¢ ostabienia wigzki.
Biorac za przyktad wiazke irydu-192, aby ja ostabi¢ stukrotnie trzeba
zastosowac ostong o grubosci 32 cm (beton) lub 9 cm (zelazo) albo 2.8 cm
(otow).

Promieniowanie rentgenowskie (X) podobnie jak promieniowanie
gamma cechuje si¢ wysoka energig. Jest jednym z najbardziej przeni-
kliwych typow promieniowania. Promieniowanie rentgenowskie zawiera
sic miedzy dlugosciami fali rzedu 10” — 10! metra i rozchodzi sig
prostoliniowo [4].

3.3. Neutrino i jego zwigzek z tematem

Jak wspomniano we wstgpie, odkrycia czastek rozpoczely si¢ inten-
sywnie od lat 20-tych, 30-tych XX wieku. Nie inaczej wigec bylo z neu-
trinem. W trzeciej dekadzie ubieglego wicku Wolfgang Pauli po szeregu
eksperymentéw dotyczacych rozpadow beta otrzymal wyniki na podstawie
ktorych zapostulowat istnienie czastki oboj¢tnej elektrycznie o stosunkowo
matej masie spoczynkowej — neutrina. Dopiero jednak po okoto dwudziestu
latach od ogloszenia wynikow potwierdzono eksperymentalnie istnienie
neutrin.

Pauli postawil swoja tez¢ w oparciu o analiz¢ rozpadéw dwu i trojcia-
towych. Produkty powstale z dwucialowego rozpadu majg konkretng, Scisle
okres$long energie, ktora wynika z obliczen opartych na zasadach Zacho-
wania pedu i energii. Jesli za§ chodzi o rozpad trojcialowy, okazuje sig, ze
jest zbyt mato rownan, aby okresli¢ wszystkie sktadowe pedow czastek.

Poréwnujac te informacje ze wczeSniejszymi danymi, mozemy zauwa-
zy¢, ze rozpad dwucialowy dotyczy rozpadu alfa, natomiast rozpad tréj-
cialowy to rozpady beta plus i beta minus [4].

3.4. Czastki w polu magnetycznym

Promieniotworcze zrodta naturalne emitujg trzy rodzaje czastek: obojet-
ne czastki gamma i naladowane elektrycznie czastki alfa i beta. Skoro
wiadomo, ze czgstka alfa to jadro helu, wiemy zatem, Ze jest naladowana
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dodatnio i posiada tadunek +2e (e — tadunek elementarny), tym samym
czastka beta ma tadunek -e (lub +e), a gamma to wysokoenergetyczne
promieniowanie bez fadunku. Na podstawie odmiennych tadunkéw
elektrycznych tatwo mozna odroznic te trzy typy czastek.

Odroznienia takiego dokonuje si¢ poprzez umieszczenie wigzki w polu
magnetycznym o okreslonym kierunku, a nastgpnie obserwuje w ktorg
stron¢ odchylane sg czastki, ktore tworzg wigzke. Takie postepowanie jest
wynikiem znajomos$ci wzoru na site Lorentza, ktory opisuje site dzialajaca
na poruszajacg si¢ natadowang czastke [5].

F = q( x B) (6)

gdzie F — sita Lorentza, q — tadunek czgstki, v — wektor predkosci
czastki, B — wektor indukcji pola magnetycznego

Latwo zauwazy¢, ze przy zmianie wartosci tadunku czastki, pozosta-
wiajgc dwie pozostatle wartosci niezmienione, otrzymujemy wynik sity,
ktéra ma przeciwny zwrot, a co za tym idzie — kierunki w ktoérych odchy-
laja si¢ czastki alfa i beta sg takie same, ale promienie torow — inne.
Dodatkowo wiedzac, ze czastka alfa ma wigksza mase niz czastka beta
wiemy, ze promien skretu dla tej pierwszej jest wigkszy (cigzsza, wigc
stabiej si¢ ugina). Oczywista rzecza jest rowniez fakt, ze tory czastek
gamma pozostang niezmienione, gdyz nie posiadajac tadunku wynikiem
roOwnania bedzie:

-

F=0 (7

4. Przebieg pomiaru i wyprowadzenie niezbednych wzorow

Pierwszym krokiem ktory zostat wykonany byto podtaczenie catej apa-
ratury pomiarowej w ktorej sktad wchodzity: teslomierz, sonda Halla, spek-
trometr magnetyczny, czujnik Geigera-Miillera, zasilacz i amperomierz.

Metoda pomiaru polegata na obserwacji oddziatywania wigzki elektro-
néw (lub pozytondéw) z jednorodnym polem magnetycznym (wytwarzanym
za pomocg cewki indukcyjnej), ktore skierowane zostalo prostopadle do
kierunku ruchu czastki.

Potem zostata wykonana seria pomiarow (zakres: 0-2A) bez zrodet
W celu sprawdzenia poprawnosci podlaczenia aparatury. Nastepnie wyko-
nano kalibracje zalezno$ci indukcji pola magnetycznego od natezenia pra-
du, poprzez zmiany napigcia zasilajacego i wykonywanie pomiard6w warto-
$ci pradu ptynacego przez cewke (rys.5). Wspomniang kalibracj¢ wykona-
no dla napiecia rosngcego, a nastepnie malejacego w celu uzyskania jak
najbardziej poprawnych wynikéw oraz przy obu polarnosciach napiecia —
kierunkach pola magnetycznego.
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Rysunek 2. Aparatura uzywana podczas wykonywania ¢wiczenia. Numerami od 1 do 7
oznaczono kolejno: teslomierz, zrodlo promieniotworcze, sondg Halla, spektrometr magnetyczny
(zbudowany z zelaznych rdzeni i cewki — uzwojenie pierwotne — oraz komory spektrometrycznej

— uzwojenie wtorne), uklad elektroniczny Geigera-Mullera, zasilacz, miernik uniwersalny (w
¢wiczeniu wykorzystany jako amperomierz) [zrodto: http:/if.us.edu.pl]

Kolejnym krokiem byto ustalenie odpowiedniego kierunku pola magne-
tycznego (rozpad beta plus lub beta minus) i zmierzenie widm pedowych
zrodta wspomagajac si¢ licznikiem Geigera-Miillera. Wyniki zostaly zapi-
sane w formie: liczba zarejestrowanych przez licznik zliczen do odpowia-
dajacych im natezen pradu wytwarzajacych pole magnetyczne.

Potem zostato zmierzone tlo dla odwrotnego pola magnetycznego, niz
wymagane do rejestracji elektronow (pozytronow) ze zrodlta. Wowczas
mozna bylo wykonac¢ seri¢ pomiaréw widm przy wtasciwym kierunku pola.

Wszystkie pomiary ze zrodtem zostaly wykonane dla obu probek —
strontu 1 sodu. Wyniki nat¢zenia pradu i pola magnetycznego widoczne sg
w Tabelach 1i 2.
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Tabela 1

STRONT

IfA] | 0.12 | 019 | 0.22 | 0.31 | 0.37 | 0.41 A 0.49 | 052 | 0.56 | 0.68 | 0.75

B | 049 | 089 | 107 | 159 194 217 | 2.64 | 2.81 | 3.04 | 3.74 | 415
[mT]

I[A] | 087 | 097 | 1.06 | 1.13 | 1.24 | 1.37 | 1.45 | 156 | 1.62 | 1.74 -

B |485 |543 |59 | 636 | 70 | 775 | 822|885 | 92 | 99 -
[mT]

Tabela 2

SOD

I[A] | 014 | 0.2 | 035 | 0.42 | 052 | 0.63 | 0.82 | 092 | 1.01 | 1.17 | 1.39

B 06 | 096 | 1.82 | 223 | 281 | 3.46 | 456 | 514 | 5.66 | 6.59 | 7.87
[mT]

I[A] | 143 | 149 | 154 | 157 | 1.64 | 168 | 1.72 - - - -

B | 801 845 874|891 932 955 978 - - - -
[mT]

Po zakonczeniu eksperymentu zebrane wyniki zostaly poddane
odpowiedniej obrobce w pakiecie Geant4. Analiza obejmowata wyprowa-
dzenie zalezno$ci opisujacych pedy i energie.

Majac do czynienia z naladowang czgstka, wiemy, ze dziala na nig
pewna sita, ktora pelni role silty dosrodkowe;:

2
F == ®)
gdzie F — sita, m — masa czastki, v — predkos$¢ czastki, r — promien
krzywizny toru ruchu

Jednoczesnie, skoro jest to czastka naladowana, dziatla na nig sita
Lorentza (6), dla przypomnienia:

F = q(v x B) 6)

Zapisujac skalarnie drugi wzor i przyrownujac te sity do siebie
otrzymujemy:
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2

quB - sina = % (C)]
gdzie a — kat miedzy nat¢zeniem pola elektrycznego i magnetycznego

Pamigtajac, ze pole przytozone zostato prostopadle nastgpuje uproszcze-
nie po lewej stronie (sinus wynosi w tym wypadku 1). Jednoczesnie
przyjmujemy do obliczen taki uktad w ktorym masa m = 1, przez co
powyzszy wzOr ma postac:

2

quB = = (10)

Dokonujemy przeksztatcenia, tak aby otrzymac wzor na predkosc:
v = qBr (11)

Nastepng rzecza jest podstawienie wyliczonej warto$ci do wzoru na
ped:

p=mv (12)
Stad otrzymujemy:
p = qBr (13)

Kolejnym krokiem jest dzialanie zwigzane ze wzorem wyliczenia
zalezno$ci na energi¢ catkowitg w jego relatywistycznej wersji, czyli:

E? = p%c? + m?c* (14)

gdzie E — energia catkowita, p — ped, m — masa, ¢ — predkos¢ $wiatta
W prézni

Przy podstawieniu wyliczonej warto$ci pedu:
E? = (gBrc)? + (mc?)? (15)

Teraz, znajac zwigzek energii calkowitej czastki z jej energia
kinetyczna:

Etot = Exin + "lOC2 (16)

gdzie E;,; — energia catkowita, Ey;, — energia kinetyczna, m, — masa
spoczynkowa

Mozemy wyznaczy¢ wzor na energi¢ kinetyczng:

Eyin = Etor — moC? 17)

Wiec przyjmujac z naszych dotychczasowych obliczen E za Eiy
ostatecznie uzyskujemy:

Ein = +/(gBTc)? + m2c* — myc? (18)
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Wyprowadzony wzor byt podstawa do obliczenia energii czastek beta
dla r6znych warto$ci pola magnetycznego.

Widma pedowe wykonane za pomoca pakietu ROOT (omdwiony
W nastepnym rozdziale) wygladaja nastepujaco:
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Rysunek 3. Histogram pedu dla sodu, dla tta i dla ostatecznego wyniku — sodu bez tla
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41



Mateusz Koziel

5 = =
% 3 8
& s 3 -7
2lE ¢ o - ®
§ 2 2 s 5
3
@ o
o =
- ~
2 s
(]
2 2
w
2 — :
e T 2
o - S
E + @
=y - °
s . —+ 3.
—— 9 e
_— 3 -
e — q =
NP P B S B S BN — - - — S
S = 6] =
[T 2 g 3 &
& 8 2
o £ ¥
] 4 © E
Elg ¢ 2 = .
E 5 = _— = -
d =2 & ) 4 ° 3
T — € o
4 S
= =
d =
o} f - «
- T =R
o " 4 -
E T =
2 T H =
i -
= 4 s
1 - @
T - =
4 =
— 2
t g
=
) = <
} 4 =
PR | PR IS SR NS S S | | IR 1 Ilj-c
-« y ™ W ~ a = @ °
sl - o - s
& 2
g5 & E .
Els T o ]°%
Blg § 9 4 El
s 2 Z 4 .3
—+— 3 & %
3 —— 3 :
£ R =
e — .
B _— 7
7] J—L— A =
=} S — ] <
E -
° T — 3
2] _—t _—
= —t =
_'_ -
R -
—_— — z
—t 3
_ 7
NP B BRI P PP BN BRI - — S
= = = = ] = = = >
. 3 2 g 8 E] =]
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[zrodto: wykonanie wlasne]

42



Wykorzystanie pakietu Geant4 w szeroko pojetej fizyce jgdrowej

5. Pakiet ROOT

5.1. Opis programu

ROOT jest tak zwanym S$rodowiskiem. Oparty i napisany w jezyku
programowania C++. Zostal stworzony do analizy wynikoéw otrzymanych
z eksperymentow fizyki jadrowej i czastek elementarnych. Pierwsze
wydanie powstato w roku 1994 w Europejskim O$rodku Badan Jadrowych
CERN na potrzeby wykonywanych tam eksperymentow akceleratorowych
zwigzanych z fizykg wysokich energii.

W sktad ROOTa wchodza miedzy innymi: kompilator C++ i jego inter-
preter, wiele dobrze napisanych i zoptymalizowanych bibliotek (w tym
biblioteki: matematyczna, statystyczna, graficzna, pozwalajaca na two-
rzenie histogramow i wiele wigcej) oraz narzedzia do roéwnoleglej analizy
danych. Poprzez wykorzystywanie klas, ktére obudowuja funkcje systemu
operacyjnego zostal rozwigzany problem wieloplatformowosci. Aplika-
cje/skrypty napisane w ROOT moga by¢ z powodzeniem uruchamiane tak
na systemach operacyjnych z rodziny Unix jak i Windows.

Pakiet poza wymienionymi zaletami jest prosty w uzyciu, kompatybilny
i posiadaszerokie zastosowanie w fizyce jadrowej i fizyce czastek elemen-
tarnych. Cale $rodowisko jest udostgpniane za darmo ze strony osrodka
CERN [6].

5.2. Wazniejsze moduly wykorzystywane w ROOT

BINDINGS - jak sama nazwa wskazuje, modut ten podporzad-

kowuje (wigze) jedne zasoby systemowe z drugimi, to znaczy taczy

dwa jezyki programowania tak, aby biblioteka napisana w jednym

jezyku byla dostepna w innym. W przypadku ROOTa sg to powia-

zania z Pythonem i Ruby;

e CINT — interpreter jgzykow C i C++;

e GEOM - za jego pomoca mozna tworzy¢, uzywaé oraz wyswietlac
geometri¢ detektorow;

e GRAPH2D - pozwala na tworzenie i wykonywanie operacji na
dwuwymiarowym grafie, majacym zbior wspotrzednych x,y;

e GRAPH3D - pozwala na tworzenie i wykonywanie operacji na
trojwymiarowym grafie, majacym zbidr wspotrzednych x,y,z;

e GUI - dzicki niemu mozna tworzy¢ aplikacje okienkowe, np.
wizualizator geometrii;

e HIST — umozliwia tworzenie histograméw i wykonywanie na nich

operacji w 2D i 3D;
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IO — modut dajacy mozliwosci zarzadzania danymi wejSciowymi

i wyjéciowymi, jak chociazby zapis i odczyt pliku z danymi;

e MATH — umozliwia, jak sama nazwa wskazuje, przeprowadzanie
operacji matematycznych;

e PROOF — zbiér algorytméw odpowiedzialnych za przetwarzanie
rownolegte;

e SQL — przetwornik zapytan SQL [6].

5.3. Przykladowy kod histogramu

Aby stworzy¢ histogram za pomocg ROOTa, tworzymy plik o dowolnej
nazwie z rozszerzeniem C i1 umieszczamy wewnatrz odpowiedni kod.
Przyktadowo:

voidPrzykladowyHistogram()

{

TH1F *hl = new TH1F("h1", " Przykladowy Histogram",100, -3,3);

TCanvas *c1 = new TCanvas("c1","c1");

FILE *exfile = fopen("przykladowe_dane.txt","r");

Int_tlloscZliczen;

Int_t bin=1;

while(!feof (exfile)) {

fscanf(exfile,"%d",&lloscZliczen);

h1->SetBinContent(bin,lloscZliczen);

bin++;

fclose(exfile);

h1->GetXaxis()->SetTitle("Wartosc");

h1->GetYaxis()->SetTitle("lloscZliczen");

h1->Draw();

h1->Fit("gaus");

cl->SaveAs("PrzykladowyHistogram.pdf");

}

Po lewej stronie kodu zostaty umieszczone duze litery, aby tatwiej byto
objasni¢ poszczegolne fragmenty. Kod objasniony zostal ogolnie, bez
wdawania si¢ w szczegodly 1 wymaga co najmniej minimalnej znajomosci
jezyka C/C++. Po glebszg analize¢ odsytam do dokumentacji pakietu [6].

e utworzenie funkcji odpowiedzialnej za wykreowanie histogramu;
nadanienazwytworzonemuhistogramowi;
otworzenie pliku z danymi w trybie do odczytu do zmiennej exfile;
do czasu, az nie nastgpi koniec pliku, program wykonuje petle;
odczytujac z plikuilo§ézliczen;
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e nastgpuje ztaczenie kolejnej liczby catkowitej od odpowiadajacej jej
lo$ci zliczen;

e ustawienie etykiety osi X;

e ustawienie etykiety osi Y;

e wywolanie funkcji rysujacej histogram;

e dopasowanie wynikéw za pomoca wbudowanej funkcji gaussa;

¢ wyeksportowanie histogramu jako plik PDF.

Analogicznie jak w tym przypadku, tworzy si¢ grafy, przy czym mozna
z pliku odczyta¢ od razu wartosci X 1 Y, co tez zostalo zrobione w przy-
padku opracowania wynikow eksperymentu wykonanego w celu prezen-
tacji dziatania pakietu Geant4 [7].

6. Analiza wynikow

Uzyskane wyniki zostaty przetworzone w programie ROOT, a nastep-
nie, po usuni¢ciu danych znacznie odbiegajacych od oczekiwanych, na ich
podstawie zostaly wykonane wykresy 3 i 4 (przyktad: dopasowanie funkcji
do danych zaleznosci indukcji pola magnetycznego od natgzenie pradu

[rys. 5]).

Graf 1 - Dopasowanie B(l)
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Rysunek 5. Zalezno$¢ indukcji pola magnetycznego od nat¢zenia pradu wykonane w programie
ROOT, czerwona linia przedstawia dopasowang funkcje liniowa [Zrodto: wykonanie wiasne]

Niestety, tak jak wszystko, rowniez ROOT poza zaletami ma takze
wady. Mimo wykonania catkiem przyzwoitych histogramow, nie mogly
one zosta¢ tutaj umieszczone ze wzgledu na wymogi edycyjne. Rozmiar
skali, jak i legendy sa zbyt male, aby z powodzeniem mogtyby by¢ tutaj
zaprezentowane.
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Wida¢ zatem wyraznie, ze pakiet dobrze sprawuje si¢ przy wykony-
waniu zadan do ktorych zostat skonstruowany. Pozwolito to na odczytanie
(z okna konsoli, w trakcie wykonywania skryptéw w ROOT) warto$ci
wspolczynnikow prostej: a=5.81 1 b=0.21 oraz ich niepewno$ci pomia-
rowych. Nalezy rowniez pamigta¢ o fakcie, ze wykonywane w nim wyk-
resy wszelkiego rodzaju powinny mie¢ mozliwos¢ dopasowania wielkoSci
rozmiarow legendy, czy oznaczen na osiach, ale nie jest to zawsze proble-
mem, jak wida¢ na rysunku 5 [opracowanie wlasne].

7. Whnioski i podsumowanie

Caly proces trwania eksperymentu, od rozpoczecia przygotowania
teoretycznego przez ustawienie sprz¢tu i wykonanie pomiardéw, a w koncu
analize wynikow w programie ROOT byt dos¢ czasochtonny. Warto jednak
zauwazy¢, ze w momencie, kiedy znane sa juz uzytkownikowi podstawy
zjawisk dotyczace rozpadéw promieniotworczych, klasyfikacji czastek,
zachowania czastek w statym i zmiennym polu magnetycznym i cala gama
innych waznych dla fizyka eksperymentalnego informacji, proces sprowa-
dza si¢ tak naprawde do odpowiedniego ustawienia uktadu pomiarowego,
wykonania do$wiadczenia, zebrania wynikéw i opracowania w wygodnym
dla siebie programie.

Celem pracy byto przedstawienie pakietu ROOT stworzonego przez
CERN, gdyz jest on jednym z wielu narzedzi dostepnych na rynku, ktore
pozwalaja na analize danych dotyczacych fizyki jadrowe;j i czastek elemen-
tarnych. Oczywiscie kazdy ma wlasne wygodne narzgdzia w ktorych sie
odnajduje. Dla jednych jest to arkusz kalkulacyjny, dla innych C++,
a jeszcze dla innej grupy FORTRAN 77. Przekr6j dostepnych narzedzi jest
ogromny, ale warto réwniez zainteresowac si¢ narzedziami tworzonymi
przez ludzi, ktoérzy zajmujg si¢ dang dziedzing na co dzien.

Jak zostalo wspomniane, ROOT jest pakietem darmowym. Nie wymaga
wiele miejsca na dysku, ani ogromnych umiejetnosci. Ma obszerng i zara-
zem konkretng dokumentacje. Dodatkowo mozna go uzywac zdalnie i przy
minimalnej znajomosci jezyka C, czy C++, gdyz jest naprawde intuicyjny
(w odréznieniu chociazby od program ELK, ktéry przeznaczony jest do
modelowania fizyki ciata statego, ale jego poznanie zabiera juz ogromng
ilo$¢ czasu).

Jak kazdy program, pakiet, czy narzedzie, tak i ROOT nie jest oczy-
wiscie doskonaly. Zdarzajg mu si¢ niedoskonatosci (przypomnienie odnos-
nie wykonanych podczas analizy histogramoéw), ktére wymagaja poprawy,
ale nie nalezy go przez to skresla¢, gdyz stuzy on gtéwnie do zbierania,
opracowywania i analizowania danych.

Na jego obrone moze postuzy¢ réwniez fakt, ze faktycznie wigekszo$¢
ludzi zajmujacych si¢ fizyka jadrowa uzywa go z wielkim powodzeniem do
codziennej pracy, czy to w CERN, PAN, czy tez w jakimkolwiek zespole
zwigzanym chociazby z eksperymentem NA61/SHINE.
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Streszczenie

Europejska Organizacja Badan Jadrowych (CERN), gdzie znajduje si¢ najwigkszy zderzacz
hadrondw na $wiecie, zajmuje si¢ badaniami dotyczacymi fizyki jadrowej i czastek elemen-
tarnych. Sa to wszelkiego rodzaju eksperymenty o réznej tematyce i celu, a jednym z najwigk-
szych jest NA61/SHINE w ktorym bierze udziat wielu naukowcow. Oczywiscie, jak kazde duze
zadanie, tak i NA61 jest podzielony na mniejsze zadania rozdzielone grupom, a w efekcie
poszczegdlnym osobom. W niniejszej pracy przedstawiony zostal niewielki zakres mozliwosci
jakie oferuje pakiet Geant4. Pakiet ten jest jednym z gldéwnym narzedzi stuzacych ludziom
zajmujacym si¢ fizyka jadrowa do migdzy innymi analizy danych otrzymanych z ekspery-
mentdw. W pracy zostaly po krotce poruszone najwazniejsze wiadomosci teoretyczne dla
opisywanego zagadnienia, niewielka ilo$¢ informacji historycznych dotyczacych fizyki czastek,
a w rezultacie przebieg prostego eksperymentu z ktorym powinien poradzi¢ sobie kazdy student
fizyki majacy minimalng wiedze z dziedziny. Nastepnie zostaly omowione najwazniejsze infor-
macje o pakiecie Geant4 i przedstawione wyniki dziatania. Na koniec podano zalety i wady
pakietu, ktory jest ciagle rozwijany i zapewne jeszcze przez wiele lat bedzie gorowal wsrod
narzedzi wykorzystywanych przy eksperymentach z dziedziny fizyki jadrowe;.

Stowa kluczowe: CERN, fizyka jadrowa, analiza danych

Using a Geant4 suite in a broad sense of nuclear physics

Abstract

European Organization for Nuclear Research (CERN) where is the largest hadron collider of the
world to take care of researches connected with nuclear physics and elementary particles. There
are many experiments but one of the biggest is NA61/SHINE which focus many scientists. Of
course, like all big tasks, that NA61 is divided on smaller tasks and they are assign to people. This
paper shows a tiny range of Geat4 abilities. This suite is one of the majors of research tools used
by nuclear physicists among other data experiments analysis. The article discussed about the most
important of issue theoretical information, a few historical information connected with elementary
particles physics and as a result turn of simply experiment which should to get by physics student
having a minimal knowledge about this branch of science. Next, paper discussed the most
important information about Geant4 suite and showed running data. On the end listed an
advantages and disadvantages this packet which is still develop and no doubt still be on the top
among tools using with experiments connected with nuclear physics branch.

Keywords: CERN, nuclear physics, data analysis

47


http://cerncourier.com/cws/article/cern/53086
http://zajecia.bubak.pl/
https://root.cern.ch/

Katarzyna Giermasinska', Matgorzata F.obocka®

Interakcje bakteriofaga P1 z komorkami
wybranych patogenéw roslin z rodzaju Erwinia
| rodzajow pokrewnych

1. Wstep

Bakterie z rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych nalezg do rodziny
Enterobacteriaceae. Ich przedstawicielami sg zardwno patogeny roslin, jak
i niepatogenne bakterie zwiazane z ro$linami [1]. Niektorzy autorzy
uwazaja, ze rozwoj rolnictwa doprowadzit do konwersji niepatogennych
lub stabo patogennych szczepéw do zjadliwych przez nabycie gendéw
warunkujacych wirulencje od innych gatunkéw bakterii. Wykazano, ze
nowe szczepy bakterii patogennych dla roslin mogg pojawiac si¢ w ekosy-
stemach rolniczych m.in. dzieki horyzontalnemu transferowi genow [2].

Rozwoj badan nad fitopatogennymi bakteriami wymaga opanowania
takich technik manipulacji genetycznych, ktére pozwolityby na latwa
inaktywacj¢ ich konkretnych genow, modyfikacje genomoéw, czy tez
nadprodukcje okreslonych biatek. Tradycyjnymi narzgdziami w tych
manipulacjach sg plazmidy. Chociaz niektore z nich, w postaci naturalne;j
lub zmodyfikowanej, juz sa wykorzystywane, trudnosci z ich wprowadza-
niem do Srodowiskowych szczepoéw tych bakterii dyktuja potrzebg poszu-
kiwania nowych rozwigzan.

Na podstawie analizy 16S rDNA, z rodzaju Erwinia wyodrgbniono
dodatkowe pie¢ rodzajow: Pantoea, Enterobacter, Brenneria, Pectobac-
terium i Dickeya [1, 3]. Bakterie reprezentujace niektore ich gatunki
i bedgce groznymi fitopatogenami, takie jak: Pectobacerium carotovorum
subsp. carotovorum (wczesniej Erwinia carotovora subsp. carotovora),
Pectobacerium carotovorum subsp. atrosepticum (Erwinia carotovora
subsp. atroseptica), Dickeya dedantii (Erwinia chrysanthemi), Erwinia
amylovora, Erwinia aroideae, Erwinia horticola i Pantoea stewartii
(Erwinia stewartii) sa wrazliwe na infekcj¢ tagodnym bakteriofagiem

! kagie@op.pl, Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizméw, Wydziat Rolnictwa i Biologii,
Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, www.sggw.pl

2 malgorzata_lobocka@sggw.pl, Samodzielny Zaktad Biologii Mikroorganizméw, Wydziat
Rolnictwa i Biologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, www.sggw.pl;
lobocka@ibb.waw.pl, Zaktad Biochemii Drobnoustrojow, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN,
www.ibb.waw.pl
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modelowym, P1 (Tabela 1). Fitopatogeny te powoduja m.in. zaraz¢ ognio-
wa roslin, zgnilizny i wiednigcia, przyczyniajace si¢ do ogromnych strat
gospodarczych w uprawach ro$lin, gtownie w klimacie cieptym [4]. Dlate-
go wazne jest poznanie ich fizjologii i genetyki. Tymczasem brak jest
uniwersalnych wektorow plazmidowych, ktoére bylyby wykorzystywane
w tych badaniach, a liczba naturalnych plazmidow w/w bakterii o dobrze
poznanej biologii jest ograniczona.

Wiele szczepow bakterii z rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych nie
osigga stanu kompetencji. Takie szczepy nie sg zdolne do pobrania DNA ze
srodowiska w procesie naturalnej transformacji, a metody ich sztucznego
ukompetentniania lub elektroporacji sg zawodne lub nie zostaly opraco-
wane. Moga one przyja¢ DNA w wyniku koniugacji, ale najczgsciej albo
odpowiednie wektory koniugacyjne lub mobilizowalne i mobilizujace sa
niedostgpne, albo ich liczba i mozliwo$ci zastosowan sg ograniczone.
Dlatego bakteriofag P1 okazuje si¢ obiecujgcym narzgdziem w badaniach
tych bakterii oraz w konstrukcji wektorow stuzacym tym badaniom. Moze
on po infekcji bakterii tworzy¢ lizogeny, w ktorych profag P1 utrzymy-
wany jest w formie kolistego, stabilnie dziedziczonego plazmidu. Jego
szeroka specyficzno$¢ w stosunku do bakterii z rodziny Enterobacte-
riaceae, w tym fitopatogenow, pozwala mysle¢ o konstrukcji na bazie tego
faga uniwersalnych wektorow do wprowadzania DNA do komorek licz-
nych bakterii [5]. Dodatkowo, infekcja fagiem jest najprostsza, najszybsza
i najwydajniejszg metoda wprowadzenia do bakterii obcego DNA. Nie
wymaga ponadto urzadzen do elektroporacji i jest niezalezna od mozliwosci
osiggania przez komorki stanu kompetencji. Ma zalety w poréwnaniu
z koniugacja — nie wymaga pomocniczych plazmidow mobilizujacych.

2. Bakteriofag P1

2.1. Ogolna charakterystyka bakteriofaga P1

Bakteriofag P1 nalezy do rodziny Myoviridae. Jest to fag ogonkowy,
jego wirion sktada si¢ z dwudziesto$ciennej izometrycznej gtowki przyta-
czonej za pomocg szyjki do ogonka. Ogonek sktada si¢ z rurki i kurczliwej
pochewki, zakonczonej tzw. ptytka podstawna, do ktorej przytwierdzo-
nych jest sze§¢ widkien. Petnig one funkcje adhezyn rozpoznajacych specy-
ficzne receptory na powierzchni komorek bakteryjnych [7].

Bakteriofag P1 jest zdolny do infekcji i lizogenizacji komorek szeregu
bakterii Gram-ujemnych z rodziny Enterobacteriaceae [6, 7]. Zostal po raz
pierwszy wyizolowany w 1951 roku przez Giuseppe Bertani wraz z fagami
P2 1 P3, ze szczepow Escherichia coli Lisbone i Carrere. Wyizolowane fagi
byly serologicznie odmienne, a wytwarzane przez nich tysinki byty
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réznych rozmiarow. P1 wytwarzal najmniejsze tysinki na warstwie
komorek patogennej bakterii Shigella dysenteriae [8]. W 1955 roku Lennox
odkryl, ze P1 jest zdolny do og6lnej transdukcji. Od tamtej pory P1 byt
powszechnie uzywany jako narzedzie do przenoszenia fragmentdw geno-
moéw pomigdzy bakteriami. Ogodlna transdukcja okazata si¢ nieocenionym
narzedziem mapowania chromosomu E. coli, w czasie kiedy sekwencjono-
wanie genomu nie byto mozliwe [9]. Dodatkowo, od poczatku lat 60-tych
bakteriofag P1 jest powszechnie stosowany jako narzedzie biologii
molekularnej. Stanowi m.in. podstawe do konstrukcji wektoréw, z pomoca
ktéorych mozna wprowadzi¢ duze fragmenty heterologicznego DNA do
komorek bakterii. P1 moze replikowaé jako plazmid i namnazaé si¢ jako
wirus, co daje szersze mozliwo$ci manipulowania jego DNA, niz DNA
innych duzych plazmidow, ktéore w wigkszosci sa przekazywane tylko
przez koniugacj¢ lub transformacj¢. Dlatego tez P1 odegrat duza roleg
w badaniach z dziedziny genetyki, fizjologii i ekologii bakterii, a takze
W inzynierii genetycznej. Poznanie sekwencji genomu P1 (93,6 tys. pz)
poszerzylo mozliwosci wykorzystania tego faga jako wektora w biologii
molekularnej [10].

Kluczowy dla efektywnej infekcji bakterii srodowiskowych, o aktyw-
nych systemach restrykcji, jest system antyrestrykcji faga P1. Chroni on
DNA faga wprowadzone do komorki przed pofragmentowaniem przez
okre$lone enzymy restrykcyjne typu I enterobakterii [11]. Zwigzane sa
z geny darA i darB, potozone w dwoch réznych, oddalonych od siebie
operonach. Ich produkty sa sktadnikami wirionu P1 i chronig przed restryk-
cja nawet heterologiczne DNA zapakowane in vitro do wirionow fagowych
[10].

System restrykcji-modyfikacji kodowany przez bakteriofaga P1 chroni
lizogeny przed infekcja innymi fagami, i w ten sposdb zapewnia im
przewage selekcyjna nad nielizogenami. Geny tego systemu: res i mod,
koduja dwie podjednostki enzymu restrykcji-modyfikacji typu 111 — EcoP1.
Biatko Mod (74 kDa) rozpoznaje sekwencje DNA 5°’AGACC, a nastepnie
katalizuje metylacj¢ centralnej adeniny w obrgbie tej sekwencji,
z wykorzystaniem adenozylometioniny jako donora grupy metylowej.
Bialko Res (11 kDa) katalizuje przecigcie podwojnej nici DNA w rejonie
odleglym o okoto 25 pz od strony 3’ rozpoznanej sekwencji [12].

2.2. Strategie rozwoju faga P1

Bakteriofag P1 infekuje komorki bakterii Gram-ujemnych z rodziny
Eneterobacteriaceae. Poczatkowym etapem infekcji jest adsorpcja,
mozliwa dzieki rozpoznaniu przez biatko wldkien ogonka faga odpo-
wiednich receptorow komodrkowych [13]. Bakteriofag P1 rozpoznaje
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koncowa reszt¢ glukozy lipopolisacharydu (LPS) blony zewngtrznej
bakterii Gram-ujemnych i dzigki interakcji wiokna ogonka z t3 reszta
przytacza si¢ do powierzchni komoérek. Do nieodwracalnego zwigzania sie
faga z receptorami komérkowymi wystarcza interakcje co najmniej trzech
Z szesciu wiokien ogonka z czasteczka LPS bakterii [8]. Indukuje to skurcz
pochewki ogonka i wowczas fag bardziej zbliza si¢ do oston komorko-
wych. Przynajmniej blona zewngtrzna jest przebijana przez rurke ogonka
bakteriofaga, ktora wnika przez ostony komoérkowe na dtugos¢ 30 nm [14].
Degradacje peptydoglikanu $ciany komorkowej wspomaga enzym — lity-
czna transglikozylaza. Dzigki wytrawieniu przez nig otworu w peptydo-
glikanie, DNA z glowki faga jest wprowadzany do wnetrza komorki
bakterii. W cytoplazmie DNA P1 ulega cyklizacji, co chroni go przed de-
gradacjg przez nukleazy komorkowe [8]. Na tym etapie, zaleznie od
oddziatywania DNA lub biatek faga z szeregiem czynnikow wewnatrz-
komorkowych, rozpoczyna si¢ rozwoj lityczny faga lub lizogenia. Podczas
lizogenii DNA faga P1 (profag) znajduje si¢ w komodrce gospodarza
w postaci niskokopiowego plazmidu-profaga, odmiennie od profaga A,
ktory wystepuje w formie wbudowanej do chromosomu. Ekspresje genow
zwigzanych z rozwojem litycznym faga P1 uniemozliwia biatko represora,
C1l. Mutant faga P1, P1 c1-100 Tn9 produkuje temperaturowrazliwy
represor. W 42°C nastepuje jego inaktywacja, co umozliwia synchroniczne
rozpoczgcie we wszystkich komoérkach rozwoju litycznego faga. Represor
kodowany przez dzikiego faga P1 nie jest temperaturowrazliwy Indukcja
dzikiego profaga P1 zachodzi spontanicznie z czgstoscia zalezna od
warunkoéw wzrostu bakterii [10].

Geny, ktérych produkty sg odpowiedzialne za rozwdj lityczny faga P1
podzielono na wczesne i pdzne. Wczesne geny koduja m.in. biatka
zwigzane z replikacja DNA faga i aktywacjg pdznych genoéw fagowych
[10]. Sa one kontrolowane przez represor C1, a ich transkrypcja rozpo-
czyna si¢ z promotoréw rozpoznawanych przez podjednostke sigma 70
polimerazy RNA. Geny pozne kodujg biatka wirionu faga oraz biatka
odpowiedzialne za dojrzewanie wirionow i lize komorki. Replikacja DNA
faga rozpoczyna si¢ po przylaczeniu fagowego biatka RepL do miejsca
inicjacji, oriL, innego niz miejsce inicjacji replikacji plazmidu-profaga P1.
Poczatkowo replikacja przebiega wg modelu theta, a nastgpnie wg modelu
toczacego si¢ kota. Jest ona skorelowana z syntezg wczesnych bialek
fagowych. Po etapie powielania DNA faga rozpoczyna si¢ synteza poznych
bialek oraz sktadanie gltéwek i ogonkow wirionéw potomnych, z jedno-
czesnym pakowaniem DNA do preglowek [15]. Pakowanie przebiega
zgodnie z modelem ,do wypelnienia gtowki” (ang. headful packing).
Dlatego w populacji wiriondw znajduja si¢ czasteczki DNA charakter-
ryzujace si¢ kolista permutacjg i terminalng nadmiarowos$cig [16]. Nadmiar
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DNA w wirionach w stosunku do wielko$ci genomu P1 wynosi okoto 10%
[10]. Po wypetnieniu gtowki przytacza si¢ do niej ogonek, konczac proces
sktadania winionu. Wiriony potomne gromadzone sg w cytoplazmie
bakterii [8]. Uwolnienie fagoéw potomnych jest mozliwe dzigki lizie
komorek, powodowanej przez dwa biatka: endolizyng — enzym uszka-
dzajacy peptydoglikan Sciany komorkowej, oraz holing, umozliwiajaca
endolizynie dostep do jej substratu — Sciany [16].

2.3. Systemy odpowiedzialne za utrzymanie plazmidu

W lizogenach profag P1 wystepuje jako kolisty, jednokopiowy plazmid.
Jest on tracony z komoérek z czestoécia zaledwie 10 na generacje [10].
Zidentyfikowano i opisano cztery systemy zapewniajgce stabilne utrzymy-
wanie plazmidu P1 w populacji komorek bakteryjnych: regulowana repli-
kacja plazmidu, miejscowo-specyficzna rekombinacja, aktywna segregacje
(partycje), oraz addykcja [8].

Replikacja plazmidu P1 rozpoczyna si¢ w miejscu inicjacji replikacji
oriR. Plazmidowe biatko RepA wchodzi w interakcje z tzw. iteronami
— powtorzonymi sekwencjami o dtugosci 19 pz wigzacymi to biatko w rejo-
nie oriR. Dodatkowe iterony w rejonie promotora genu repA umozliwiaja
negatywng kontrole syntezy biatka RepA przez produkt jego wlasnego
genu. Interakcje pomigdzy czasteczkami RepA oddzialywujacymi z itero-
nami roéznych czasteczek plazmidu, powoduja dodatkowe zablokowanie
inicjacji replikacji tworzac wraz z plazmidami struktury podobne do
kajdanek, stad nazwa — kajdankowy mechanizm kontroli replikacji (ang.
handcuffing) [10]. Replikacja plazmidu P1 przebiega wg modelu theta,
a $cista kontrola jej inicjacji ogranicza liczbe kopii plazmidu w komérce do
jednej na chromosom [17].

Nowo zreplikowane plazmidy majg tendencj¢ do tworzenia dimeréw lub
innych form multimerycznych na skutek homologicznej rekombinacji.
Prowadzi to do zmniejszenia liczby kopii niezaleznych czgsteczek DNA
plazmidowego [18]. Za rozdzial multimetroéw plazmidowych do mono-
meroéw odpowiada rekombinaza Cre bakteriofaga P1, kodowana przez gen
cre zlokalizowany blisko miejsca jej dziatania, lox. Katalizuje ona prefe-
rencyjnie takie reakcje rekombinacji, w ktorych z oligomeréw powstaja
monomery, zmniejszajgc w ten sposdéb prawdopodobienstwo utraty
plazmidu [10].

Stabilne dziedziczenie plazmidéw przez komorki potomne zapewnia
system aktywnej segregacji, zwany tez systemem partycji. Partycja przy-
pomina mitoze¢, w tym, ze nowo zreplikowane plazmidy przemieszczane sg
z centrum komorki macierzystej do miejsc odpowiadajacych przysziym
centrom komorek potomnych [19]. Zalezy ona od dwoch genow P1, parA
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i parB, kodujacych biatka partycyjne, oraz dziatajacej w uktadzie cis sek-
wencji parS — analogu centromeru eukariotycznego [20]. Inaktywacja ge-
now systemu partycji prowadzi do utraty profaga P1 z ponad 90% komorek
juz po okoto 20 generacjach.

System postsegregacyjnej eliminacji komorek bezplazmidowych zwany
systemem addykcji dziata poprzez eliminacje komoérek potomnych
gospodarza plazmidu, jesli po podziale nie znajdzie si¢ w niej zadna kopia
plazmidu [21]. U bakteriofaga P1 biatka systemu addykcji sa kodowane
przez operon phd doc. Produkt genu doc (13,6 kDa) jest stabilng toksyna,
inhibitorem translacji. Komorki zawierajace plazmid P1 produkuja plazmi-
dowe, niestabilne biatko Phd (8,1 kDa) bedace antidotum neutralizujacym
toksyn¢. Rozktad biatka Phd w komorkach, ktore utracity plazmid, uak-
tywnia toksyne [22].

3. Bakterie z rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych

Bakterie z rodzaju Erwinia to Gram-ujemne, wzglednie beztlenowe
pateczki [23]. Ich wymiary wahaja sie od 0,5 do 1,0 szerokosci i od 1,0 do
3,0 um dlugosci. Bakterie te wystgpuja powszechnie w przyrodzie.
Izolowane sg przede wszystkim z tkanek roslinnych, wody, powietrza,
gleby, ale rowniez z tkanek zwierzgcych 1 materialow pochodzacych od
czlowieka. Nie tworzg przetrwalnikoéw. Wykazuja typowe cechy rodziny
Enterobacteriaceae, fermentuja glukoze, wytwarzaja katalaze, nie wytwa-
rzaja oksydazy i redukujg azotany do azotyndw. Optymalny dla ich wzrostu
jest przedzial temperatur 23-35°C. Wystepujg pojedynczo, w parach,
a czasami mogg tworzy¢ krétkie tancuchy. Sg to gléwnie patogeny, nie-
ktore sa epifitami lub saprofitami [4]. Nowoczesne metody identyfikacji
bakterii w oparciu o podobienstwa sekwencji 16S rDNA oraz wyniki anali-
zy genow 1 ich produktow, czgsto zwigzanych z fenotypem wywotywanej
przez dany gatunek bakterii choroby, pozwolity na wykluczenie z rodzaju
Erwinia niektorych bakterii, poczatkowo zaliczanych do tego rodzaju.
Sklasyfikowano je w obrebie rodzajow: Pantoea, Enterobacter, Brenneria,
Pectobacterium i Dickeya. Niektore wyodr¢bnione bakterie produkujace
pektynazy, enzymy hydrolizujace pektyny — lepiszcza komorek tkanki
roslinnej, zaliczono do rodzaju Pectobacterium np. Erwinia carotovora
subsp. carotovora, obecnie Pectobacterium carotovorum subsp. Caroto-
vorum. Inne wlaczono do rodzaju Dickeya, np. obecny gatunek Dickeya
dedantii grupuje bakterie zaliczane dawniej do gatunku Erwinia chry-
santhemii. Grupg¢ bakterii charakteryzujacych si¢ tlenowym metabolizmem
D-glukozy i wytwarzaniem zottego lub fioletowego pigmentu zaklasyfi-
kowano do rodzaju Pantoea np. Erwinia stewartii, Erwinia herbicola [1].
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Bakterie z rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych dostaja si¢ do tkanek
roslinnych poprzez uszkodzenia mechaniczne powstate w trakcie uprawy,
zbioru 1 transportu plonéw, a takze przez naturalne otwory takie jak przet-
chlinki, aparaty szparkowe i przewody nektarowe kwiatow [4]. Wektorem
za pomoca ktorego bakterie sg transportowane do rosliny sa czesto owady.
Np. E. amylovora przenoszona jest gtdéwnie przez pszczoty, ktore zapylaja
kwiaty drzew owocowych [23]. Bakterie atakujg liscie, todygi, korzenie,
powodujac procesy gnilne wywotane na skutek wydzielania pektynazy [1].
Sa m.in. sprawcami zarazy ogniowej, zgnilizny, wigdni¢cia, nekroz, pow-
stawania guzow, przyczyniajac si¢ do ogromnych strat gospodarczych
W uprawie roslin, gtdéwnie w klimacie cieptym [1, 4]. Dodatkowo ich
niszczace dziatanie polega na wydzielaniu na zewnatrz komoérki enzymow
degradujacych polisacharydy roslinnej $ciany komorkowej. Niszczenie
$ciany dostarcza bakteriom pozywienia w postaci cukrow, a zarazem
powoduje rozmickczenie S$rodowiska ulatwiajac rozprzestrzenianie si¢
bakterii w roslinie. Jednak z produktéw rozpadu Sciany komorkowej moga
korzysta¢ tez inne bakterie. Zapewne, dlatego w ewolucji Erwinia wy-
ksztalcita mechanizmy regulacyjne, w wyniku dziatania ktorych synteza
enzymow degradujacych polisacharydy jest regulowana przez system
»~quorum sensing”. Zapewnia to produkcje tych enzyméw, dopiero w wa-
runkach duzego zageszczenia populacji bakterii, kiedy ich aktywnos$¢
przynosi najwigksze korzysci [24]. Do wstrzykiwania biatek efektorowych
do cytoplazmy komorek roslinnych bakterie z rodzaju Erwinia wyko-
rzystuja system sekrecji typu III [1].

Czgsto zakazenia bakteriami rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych
powoduja $mier¢ zainfekowanych roslin dopiero w warunkach sprzyja-
jacych rozwojowi choroby np. wysokiej wilgotnosci i deficytu tlenowego.
Takie infekcje nie zawsze sg tatwe do zdiagnozowania. Mogg one tez by¢
zrodlem duzej liczby uwolnionych do $rodowiska patogenow, ktore
W sprzyjajacych warunkach rozprzestrzeniajg si¢ szybko, powodujac po-
wazne straty gospodarcze [4].

Badania nad bakteriami z rodzaju Erwinia i rodzajéw pokrewnych
z wykorzystaniem bakteriofaga P1 dotycza tylko kilku gatunkéow tych
bakterii. Sg to patogeny roslin wywolujace powazne choroby, a co za tym
idzie rowniez duze straty w uprawach. Zaliczamy do nich takie gatunki jak
P. carotovorum subsp. carotovorum, P. carotovorum SUbSp. atrosepticum,
D. dedantii, E. amylovora, Erwinia aroideae, Erwinia horticola i Pantoea
stewartii.
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3.1. Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum powoduje mokra
zgnilizng wielu gatunkow roslin m.in. pomidora oraz papryki [4]. Glowne
objawy choroby to wiedniecie i wycieki wody z lisci, co moze spowodo-
wac ztamanie lodygi. Nastgpnie pojawia si¢ brazowienie todygi i rdzenia.
Gdy dojrzate owoce, np. pomidora, sg zainfekowane, pojawiaja si¢ peknig-
cia skory, a na koniec kremowo-biata zgnilizna [25]. Objawy wystepuja
W ciggu 24 do 48 godzin po infekcji. Zakazenia, ktore wystepuja w nieko-
rzystnych warunkach mogg prowadzi¢ do zahamowania wzrostu i z6t-
knig¢cia rosliny [26].

Z komorek bakterii P. carotovorum subsp. carotovorum wyizolowano
kryptyczne plazmidy, np. plazmid pCA25, ktéory ma pochodzenie
profagowe oraz plazmid pCA6-2, kodujacy kolicyny [27, 28]. Niektore
plazmidy wyizolowane z innych bakterii np. plazmid R68.45, bedacy
pochodng plazmidu Pseudomonas aeruginosa PAO oraz plazmidy RP4,
R391 i pKM101 pochodzace z Escherichia coli lub Salmonella udato si¢
przenies¢ do komorek P. carotovorum subsp. carotovorum za pomoca
koniugacji [29, 30]. Ponadto przez transformacj¢ przeniesiono do komorek
tego fitopatogena pochodzacy z E. coli plazmid pECLI18. Chociaz
wydajnos¢ transformacji byta niska plazmid ten byt stabilnie utrzymywany
w komorkach nowego gospodarza [31]. Nie jest on jednak szeroko
wykorzystywany jako wektor w badaniach tej bakterii.

3.2. Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum

Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum powoduje chorobe
zwang czarng nézka u ziemniaka i innych warzyw [4]. Na poczatku liscie
porazonych roélin z6tkng i wigdng. Typowym objawem jest czernienie
i gnicie podstawy todygi. Ro$liny zamierajg nie tworzac bulw lub tez jesli
zainfekowane sg pdzniej wydajg bulwy z bakteriami w formie utajonej, co
skutkuje gniciem bulw podczas przechowywania [32].

3.3. Dickeya dedantii

Dickeya dedantii powoduje mokrg zgnilizng, bakteryjne wiedniecie
i bakteryjng zgorzel u wielu roslin rosngcych w klimacie tropikalnym
i subtropikalnym, np. banany, gozdziki, chryzantemy, ziemniak, pomidory,
marchew, seler [4]. Wytwarza duzo pektynaz, ktore niszcza $ciang komor-
kowa ro$lin [33]. Powoduje systemiczne wig¢dni¢cie roslin, kolonizuje
ksylem i rozprzestrzenia si¢ na catg rosling. Patogen moze by¢ przekazy-
wany do kolejnych roslin poprzez organy stuzace do wegetatywnego
rozmnazania np. bulwy, sadzonki [34, 35]. Bakterie te moga przetrwaé
W glebie, z ktorej sa przekazywane razem z woda, za pomocg owaddéw lub
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poprzez zabiegi agrotechniczne [36]. D. dedantii koduje biatka systemu
sekrecji typu III (T3SS), ktory jest odpowiedzialny za wydzielanie
i translokacje bialek efektorowych do komoérek gospodarza i uwazany za
glowny czynnik wirulencji w patogenezie [26].

Komérki D. dedantii transformowano plazmidami pBR322 i pMB9,
lecz wydajno$¢ tego procesu byta 60- lub 80-krotnie nizsza niz w przy-
padku transformacji E. coli. Dopiero konstrukcja chimerycznych plaz-
midow pECI i pEC6, ktore zawieraty przypadkowy fragment genomu D.
dedantii oraz plazmid pBR322 zwiekszyta czesto$¢ transformantow [37].
Natomiast przeniesienie do komorek tej bakterii genow warunkujacych
auksotrofi¢ argininowg 1 leucynowa oraz oporno$¢ na antybiotyki:
karbenicyling, neomycyng i tetracykling wykonano za pomoca koniugacji
z wykorzystaniem plazmidu RP1 z E. coli [38]. Mutageneze transpozonowa
D. dedantii i P. carotovorum, przeprowadzono poprzez koniugacyjne
przeniesienie plazmidow pDS1028 i pKRCPN1 z wbudowanym transpo-
zonem Tn5. Wstawienie transpozonu do genomu tych bakterii dalo efekty
fenotypowe zwigzane z inaktywacja okreslonych genéw — zmniejszenie
produkcji proteazy 1 zwigkszenie produkcji niebieskiego barwnika
— indygoidyny [39]. Brak jest uniwersalnych plazmidéw do badan nad
Srodowiskowymi szczepami tej bakterii.

3.4. Erwinia amylovora

Erwinia amylovora jest czynnikiem sprawczym zarazy ogniowej,
powoduje duze straty w uprawach roslin z rodziny Rosaceae np. jabtoni,
gruszy, roslin ozdobnych np. gtog, jarzab, irga [40]. Rozprzestrzenia si¢ po
calym $wieci, a ostatnio zwlaszcza w Europie [41]. W Polsce po raz
pierwszy zaraza ogniowa pojawita si¢ na wybrzezu Battyku w 1966 roku
[40]. Ostatnio odnotowanym zroédtem zakazenia sa sadzonki jarzabu
importowane z Holandii [42]. W przypadku drzew owocowych objawy
choroby widoczne sa nie tylko na owocach, ale rowniez na galeziach
zpakami i lisciach. Czasem choroba prowadzi do zamierania catego
drzewa [43]. Pierwsze objawy w postaci opadania platkoéw kwiatowych
obserwowane sg po 1-2 tygodniach od infekcji. Dno kwiatowe, zalgznia
i preciki wydzielaja wodnista ciecz, staja si¢ matowe i szarozielone,
nastepnie kwiaty kurcza si¢ i stajg si¢ brazowe, a nawet czarne. Pedy
i liscie poczatkowo wiedng, a pozniej ciemnieja stajac si¢ brgzowe lub
czarne [44]. Na korze drzew, owocach tworzg si¢ brazowe, Sluzowe
wycieki ($luz bakteryjny potaczony z sokiem roslinnym), ostatecznie
owoce kurcza si¢ i bragzowieja [43]. Niszczace dziatanie bakterii polega
m.in. na wydzielaniu na zewnatrz komodrki enzymow degradujacych
polisacharydy roslinnej $ciany komorkowej. Niszczenie $ciany dostarcza
bakteriom pozywienia w postaci cukrow, a zarazem powoduje rozmigk-
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czenie tkanek roslinnych ulatwiajac rozprzestrzenianie si¢ bakterii w ros-
linie [44].

Badania przeprowadzone na szczepach Erwina amylovora wykazaty, ze
gatunek ten jest bardzo jednorodny na poziomie biochemicznym i serolo-
gicznym, natomiast istniejg réznice mi¢dzy szczepami w zakresie wiru-
lencji [45-47]. Przyczyne tej roznorodnosci mozna przypisywaé plaz-
midom. Powszechne sg informacje o obecnosci plazmidow w szczepach tej
bakterii [48, 49]. Wigkszos¢ z nich posiada plazmid pEA29. Ma on geny
zwigzane z wirulencjg i stabilnym utrzymywaniem w komorce gospodarza.
Nie moze by¢ przekazywany na drodze koniugacji, natomiast w warunkach
laboratoryjnych wprowadzano go do komorek E.amylovora za pomoca
elektrotransformacji [50].

Wiele plazmidow E. amylovora scharakteryzowano. Naleza do nich:
pEA8.7 — bedacy pochodng wystepujacego u wielu gatunkéw bakterii
plazmidu RSF1010; kryptyczny plazmid pEA72; zawierajace transpozon
Tn5393 plazmidy pCPP60 i pEA34 plazmid pEU30, oraz szereg matych
plazmidow: pEA8.7, pEAL.7, pEP 2.6, pEARS5.2 i pEAR4.3 [48, 51-55].
W komoérkach niektorych szczepéw E. amylovora zidentyfikowano
plazmidy koniugacyjne lub mobilizowalne: pEI70, pEL60 i pEAG8 [3].
Zaden z plazmidow E. amylovara nie zostat wykorzystany do konstrukcji
wektorow, ktére moglyby by¢ stosowane jako uniwersalne narzedzia przy
wprowadzaniu DNA do $rodowiskowych izolatow E. amylovora.

3.5. Pantoea stewartii

Pantoea stewartii jest odpowiedzialna za wiednigcie naczyniowe
kukurydzy, spotykane gtéwnie w krajach Ameryki Pétnocnej i Potudniowe;j
[56]. Bakterie te moga by¢ przenoszone w nasionach, a czasem zimujg
w glebie, oborniku lub todygach kukurydzy. Jednak najwigksze znaczenie
w transmisji P. stewartii maja wektory owadzie, np. Chaetocnema pulicaria,
ktory przenosi je z jednej rosliny na druga w okresie wegetacji, zerujgc na
lisciach [1]. Objawy choroby to zmiany nekrotyczne w postaci zottych
smug na liciach wzdluz unerwienia, mogace rozprzestrzeni¢ si¢ na caty
1i$¢, male nasigknigte wodg plamy na tupinie kolb kukurydzy, gnicie todygi
1 wigdniecie calej rosliny [57]. Bakterie lokalizujg si¢ w systemie naczy-
niowym ro$liny i wytwarzaja egzopolisacharydy powodujace zamknigcie
naczyn, co doprowadza do wigdnigcia catej rosliny [1].

Opisano szereg plazmidow Pantoea stewartii: pSW200, pSW500,
pSW1200 oraz plazmidy koniugacyjne pSW100 i pSW800. Ich wielkos¢
wahata sie od 4000 do 318000 pz [58, 59]. Jednak zaden z tych plazmidow
nie byt systematycznie badany i nie stat sie podstawg konstrukcji wektorow
plazmidowych do badan.
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4. Mozliwos$¢ wykorzystania bakteriofaga P1 w infekcji
patogenéw roslin z rodzaju Erwinia i pokrewnych

Infekcyjnos¢ bakteriofaga P1 dla niektorych bakterii rodzaju Erwinia
i rodzajow pokrewnych stworzyta motywacje do badan nad rozwojem P1
w komorkach tych bakterii (Tabela 1). W doswiadczeniach nad bakteriami
fitopatogennymi wykorzystywano mutanty faga P1, takie jak P1 c1-100
Km, P1 ¢1-100 Cm [60, 61]. Mutanty te posiadaja allel ¢1-100 genu cl,
ktory koduje termowrazliwy represor fagowy C1. Dzigki mutacji ¢1-100
W lizogenach mozna pod wptywem podwyzszonej temperatury aktywowaé
rozw@j lityczny faga [10]. Niosg one rowniez geny opornosci na anty-
biotyki, Km — kanamycyn¢ i Cm — chloramfenikol. Geny te wyrazaja si¢
w lizogenach P1, co umozliwia prostg i bezposrednig selekcje lizogenow po
infekcji bakterii fagiem.

Ogolna transdukcja przy pomocy P1 byta wykorzystywana do mapo-
wania chromosomu E. coli. Wykorzystanie transdukcji w badaniach
bakterii innych gatunkow pozwolilo na przyspieszenie tych badan, a tym
samym na lepsze zrozumienie fizjologii i biologii molekularnej bakterii
oraz mechanizmoéw ich patogennosci [60, 62].

Szereg bakterii z rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych badano
z wykorzystaniem mutantéw P1 juz od poczatku lat 70-tych. Wyniki do-
tychczasowych do§wiadczen wzbogacaja informacje na temat patogennosci
tych mikroorganizméw oraz ich genetyki i biologii.

Tabela 1. Strategie rozwoju bakteriofaga P1 w komorkach infekowanych bakterii z rodzaju
Erwinia i rodzajow pokrewnych.

Bakteria Lizogenizacja Produkcja Odnosniki
faga
Erwinia amylovora + )+ 62,70
Erwinia aroideae + - 61
Erwinia horticola + )+ 64,70
Dickeya dedantii + - 61
Pantoea stewartii + 71
Pectobacterium carotovorum subsp. + - 60, 63, 64
carotovorum
Pectobacterium carotovorum subsp. ¥ . 61,67
atrosepticum

Wsérod  komorek szczepu  Pectobacterium  carotovoum  subsp.
carotovorum infekowanych fagiem P1 ¢1-100 Km zaobserwowano wysoka
czg¢stos¢ nabywania genu opornosci na kanamycyng. Co wigcej, po
termoindukcji, zaobserwowano produkcj¢ potomnych fagow P1 przez tak
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otrzymane klony antybiotykooporne [60]. Pozniejsze badania z wyko-
rzystaniem tego samego mutanta faga potwierdzity jego zdolno$¢ przeka-
zywania genoOw opornosci na kanamycyng, ale po termoindukcji nie zaob-
serwowano produkcji potomnych fagdéw, co wskazuje na brak zdolnosci P1
do rozwoju litycznego w komorkach tej bakterii. Nie wykryto réwniez,
w komorkach kanamycynoopornych klonow, DNA P1 jako elementu
pozachromosomalnego. Swiadczy to o tym, ze w lizogenach P. caroto-
vorum subsp. carotovorum profag P1 jest prawdopodobnie wiaczony do
chromosomu bakteryjnego [63].

Fag P1 moze nie tylko lizogenizowa¢ komorki P. carotovouma subsp.
carotovorum. Dodatkowo moze tez by¢ dawca transpozonu Tn9. Zostalo to
wykorzystane w mutagenezie kryptycznych plazmidow tego waznego
fitopatogena [64]. O kryptycznych plazmidach wiadomo tylko tyle, ze
posiadaja modut replikacyjny, a ich inne funkcje nie sg znane [65]. Ko-
morki P. carotovorum subsp. carotovorum uzyskaty oporno$¢ na chloram-
fenikol po transdukcji fagiem P1 ¢1-100 Cm. Analiza restrykcyjna wyka-
zata wstawienie fragmentu DNA P1 odpowiadajacego Tn9 do plazmidu
bakterii, dzieki pojawieniu si¢ charakterystycznych miejsc restrykcyjnych
dla transpozonu Tn9 oraz powigkszeniu rozmiaru plazmidu. W DNA P1
c1-100 Tn9, transpozon Tn9 wystepuje w dwoch tandemowych potow-
rzeniach. Bakterie posiadajace plazmid z transpozonem byty zdolne prze-
zy¢ przy stezeniu chloramfenikolu 100 pg/ml i wiekszym, co wskazuje na
nabycie przez nie obu lub nawet wigkszej liczby kopii tego transpozonu.
Dzieki wprowadzeniu Tn9 do DNA plazmidow P. carotovorum subsp.
carotovorum za pomoca faga P1 uzyskano markery selekcyjne pozwalajace
na dalsze badanie tych plazmidow [64].

Elementy genomu bakteriofaga P1 wykorzystano w mutagenezie P
corotovorum subsp. carotovorum za pomocg hybrydowego faga Mu d1(Ap"
lac cts62)-P1. Bakteria ta jest odporna na infekcje fagiem Mu, z uwagi na
brak na jej powierzchni receptoréw dla tego faga. Zmodyfikowano genom
Mu d1(Ap" lac cts62) poprzez wprowadzenie droga rekombinacji frag-
mentow gendow kodujagcych wiokna ogonka faga P1 w miejsce homolo-
gicznych fragmentow genow kodujacych widkna ogonka faga Mu. Fag Mu,
jest fagiem transpozycyjnym i moze wbudowywac si¢ w dowolne miejsce
w chromosomie gospodarza. Jego pochodna, Mu d1(Ap' lac cts62), niesie
gen opornosci na ampicyling. Faga Mu d1(Ap" lac cts62)-P1 uzyskano
Z podwojnego lizogenu E. coli, w ktéorym profag Mu d1(Ap' lac cts62) byt
wbudowany w chromosom, a P1 byt obecny jako plazmid. Po indukcji
rozwoju litycznego uzyskano hybrydowe fagi, ktorymi infekowano
komorki P. carotovorum subsp. carotovorum. Charakterystyczng cechg
lizogendw Mu d1(Ap" lac cts62) jest obecno$é na koncu genomu profaga,
gendow operonu lac pozbawionych wlasnego promotora. Operon ten moze
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wiec tworzy¢ fuzje transkrypcyjna z promotorem, przed ktorym zostal
wbudowany. W przypadku P. carotovorum uzyskano takg fuzje z promo-
torem genu his. Transkrypcja rozpoczynajaca si¢ od promotora his powo-
dowala ekspresje operonu lac, co ujawniato si¢ produkcja beta-galakto-
zydazy. P. carotovorum subsp. carotovorum moze wykorzystywac laktoze
jako zrodto wegla, ale z powodu represji katabolicznej nie ma wykrywalnej
aktywnosci beta-galaktozydazy podczas wzrostu na pozywce minimalnej
z glukozg. Obecno$¢ w komorkach fuzji Mu d1(Ap' lac cts62) z funk-
cjonalnym promotorem chromosomu bakterii wyrazata si¢ wiec w komor-
kach rosnacych na takiej pozywce zarowno przez produkcje beta-galakto-
zydazy jak i przez oporno$¢ transduktantdOw na ampicylni¢. Ekspresja genu
kodujacego beta-galaktozydaze byla aktywowana tak jak ekspresja operonu
his u Pectobacterium, w warunkach niedoboru histydyny. Wyniki powyz-
szych badan wskazuja, ze hybrydowy fag Mu d1(Ap" lac cts62)-P1 moze
by¢ uzyty nie tylko jako mutagen P. carotovorum subsp. carotovorum, ale
tez jako narzedzie do badania regulacji ekspresji genéow srodowiskowych
izolatow tej bakterii, w tym gendéw warunkujacych jej patogennos¢ [66].

Bakterie gatunkéw D. dedantii, P. carotovorum subsp. carotovorum
i Erwinia aroideae infekowane fagiem P1 c1-100 Cm tworzyly na podtozu
selekcyjnym z chloramfenikolem kolonie lizogenow, chociaz ich lizole-
nizacja zachodzita z mniejsza czgstoscia niz lizogenizacja E. coli. Jednak
W komorkach lizogendow nie zaobserwowano produkcji potomnych bak-
teriofagow ani spontanicznie ani po termoindukcji profaga [61].

Komorki Pectobacterium carotovoum subsp. atrosepticum po infekcji
fagiem P1 rowniez tworzyly lizogeny, w ktorych profag P1 ¢1-100 Cm
wystepowat, w postaci plazmidu. Mimo, ze lizogeny uzyskiwaty opornosé
na chloramfenikol, byla ona tracona po kolejnych podziatach komor-
kowych, co $wiadczy o niestabilnym dziedziczeniu plazmidu profaga.
Utrata profaga nastgpowata szybciej w niekorzystnych warunkach $rodo-
wiska np. w podwyzszonej temperaturze [67]. Pojawienie si¢ profaga P1
w komoérkach P. carotovorum subsp. atrosepticum wigzato si¢ ze zjawis-
kiem tzw. konwersji lizogennej — nabyciem przez bakterie nowych cech,
poprzez zakazenie bakteriofagiem, nawet bez udziatu transdukcji [68].
Wyrazem konwersji bylo nabycie przez lizogeny P. carotovorum subsp.
atrosepticum wigkszej odpornosci na superinfekcje P1, opornosci na
bakteriocyny Erwinia i podwyzszong temperatur¢ oraz dwukrotnym
zmniejszeniem szybkosci wzrostu [67].

W komorkach D. dedantii zainfekowanych fagiem P1 c1-100 Cm
profag obecny byt jako plazmid. Po przeniesieniu lizogenow do podwyz-
szonej temperatury (37°C) rowniez nie produkowaly one potomnych
fagow. Zamiast tego zmienialy si¢ w dlugie nitkowate formy i zamieraty.
Po krotkotrwatej termoindukcji zaobserwowano podwyzszona opornosé
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lizogendw na promieniowanie UV [61]. Podobne reakcje komoérek maja
miejsce po indukcji odpowiedzi SOS bakterii, co sugeruje obecno$é pro-
duktow nickompletnej replikacji DNA faga w zaindukowanych lizogenach.
Indukcje systemu SOS przez produkty niekompletnej replikacji P1 zaob-
serwowano rowniez w przypadku komoérek E. coli K-12, do ktorych wpro-
wadzono plazmidy mini-P1, pozbawione niektérych genéow koniecznych
dla prawidlowego przebiegu replikacji [69].

Zdolnos¢ bakteriofaga P1 ¢1-100 CM do infekcji komorek D. dedantii
umozliwita wykorzystanie go jako wektora do wprowadzenie transpozonu
Tn9 do komorek tej bakterii. Transpozon Tn9 z genomu faga ulegat
transpozycji, jednak nie zaobserwowano pojawienia si¢ zmian fenoty-
powych zwigzanych z ewentualnym przerwaniem ciaglosci chromosomal-
nych gendéw. Nie wiadomo, czy byto to spowodowane preferencyjng trans-
pozycja Tn9 w jedno miejsce w chromosomie, czy tez w DNA kryp-
tycznych plazmidéw. W przypadku transpozycji z genomu faga P1 ¢1-100
Km transpozonu Tn5, niosacego opornos¢ na kanamycyne, zaobser-
wowano pojawienie si¢ w komoérkach D. dedantii mutacji genomowych
zwigzanych z transpozycja. P1 moze zatem stuzy¢ jako wektor do wpro-
wadzania elementow transpozycyjnych do genomu tego fitopatogena [61].

Po infekcji komorek Erwinia amylovora i Erwinia horticola za pomoca
bakteriofaga P1 c1-100 Cm uzyskano lizogeny oporne na chloramfenikol.
Profag P1 znajdowal si¢ w lizogenach w postaci plazmidu i wspotegzys-
towal z podobnej wielkosci kryptycznymi plazmidami Erwinia. Naleza one
do innych grup niezgodnosci niz P1, co zapewniato stabilng koegzystencje.
W lizogenach wykazano ekspresj¢ genu cat transpozonu Tn9, oraz genow
kodujacych systemy restrykcji-modyfikacji, partycji i addykcji profaga P1.
Mimo ekspresji tych gendéw tracily one profaga Pl z nieco wigksza
czestoscig niz lizogeny E. coli. Jedynie w komoérkach dwoch szczepow E.
horticola, profag P1 byt stabilnie utrzymywany. Jednak tracity one marker
opornosci na antybiotyk, mimo zachowania plazmidu-profaga i zwigzanej
Z obecnoscig profaga odpornosci na superinfekcje. Utrata markera antybio-
tykoopornosci mogla wigza¢ si¢ z delecja transpozonu Tn9. Proby indukcji
profaga P1 w lizogenach szczepow Erwinia zakonczyly si¢ niepo-
wodzeniem [70].

Badania nad Pantoea stewartii wskazujg, ze plazmidy spokrewnione
z profagiem P1 wystepuja naturalnie w komorkach niektorych szczepow tej
bakterii. W jednym ze szczepow zidentyfikowano az 13 plazmidow
Zawieraja one geny zwigzane z replikacja i mobilizacjg. Region poczatku
replikacji (ori) jednego z plazmidow (pSW1200; 106 tys. pz) zostat
zsekwencjonowany. Okazato si¢, ze koduje on biatko w 73% identyczne
z biatkiem RepA bakteriofaga P1 i zawiera osiem iteronow (po 19 pz
kazdy) wysoce homologicznych z iteronami rejonu oriR plazmidu-profaga
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P1. Podobnie do plazmidu profaga P1, pSW1200 wystepuje w komodrkach
w postaci jednej kopii na chromosom. Pochodny plazmid, pSW1201,
posiada podobne cechy. Sklonowany iteron P1 moze wyklucza¢ pSW1201
z komorek bakterii, co $§wiadczy o tym, ze oba plazmidy nalezg do tej
samej grupy niezgodnosci, IncY. Zidentyfikowano rejony plazmidu
pSW1201 niezbedne dla jego replikacji i utrzymania w komorkach
w jednej kopii ha chromosom [71].

5. Podsumowanie

Lagodny bakteriofag P1, dzicki zdolnosci do infekcji bakterii repre-
zentujacych okreSlone gatunki rodzaju Erwinia i rodzajow pokrewnych
okazuje si¢ pomocnym narzgdziem w badaniach tych bakterii oraz
modyfikacjach genetycznych ich komoérek. Dzigki elementom swojego
genomu takim jak gen kodujacy represor funkcji litycznych, modut
replikacyjny i partycyjny, geny systemow restrykcji-modyfikacji oraz
antyrestrykcji moze on z powodzeniem lizogenizowa¢ szczepy bakterii
wielu gatunkow z rodziny Enterobacteriaceae i replikowa¢ w ich komor-
kach jako plazmid o niskiej liczbie kopii. W dotychczas przeprowadzonych
eksperymentach udato si¢ z sukcesem wykorzysta¢ pochodne bakteriofaga
P1 niosace elementy transpozycyjne, jako wektory wnoszace te elementy
do komorek s$rodowiskowych izolatow fitopato-genéw z gatunku: P.
carotovorum subsp. carotovorum i D. dedantii. Ponadto wykazano
zdolnos$¢ P1 do lizogenizacji komodrek P. carotovorum subsp. carotovorum,
P. carotovorum subsp. atrosepticum, D. dedantii, E. amylovora, Erwinia
aroideae, Erwinia horticola i Pantoea stewartii., w wigkszosci ktorych
podobnie jak w E. coli profag P1 jest stabilnie utrzymywany jako jednoko-
piowy plazmid. Chociaz nie zademonstrowano rozwoju litycznego P1
w komoérkach wymienionych fitopatogenow, tatwos¢ z jaka mozna wpro-
wadza¢ DNA zawarte w wirionach P1 do ich srodowiskowych izolatow jest
przekonywujacg motywacjg do podejmowania dalszych badan w tej
dziedzinie.
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Interakcje bakteriofaga P1 z komérkami wybranych patogenow roslin
z rodzaju Erwinia i rodzajéw pokrewnych

Streszczenie

Bakteriofag P1 to fagodny fag majacy szeroki zakres gospodarzy. Sa to glownie bakterie Gram
ujemne z rodziny Enterobacteriaceae. Po infekcji, P1 moze je lizogenizowaé, pozostajac
w cytoplazmie jako niskokopiowy plazmid-profag. Wazna rolg¢ podczas lizogenii speniaja
okreslone elementy genomu P1, w tym gen kodujacy represor Cl, geny systemu restrykcji-
modyfikacji i antyrestrykcji oraz modut replikacyjny i partycyjny. Indukcja profaga w lizogenach
zapoczatkowuje rozwoj lityczny P1. Do gospodarzy P1 naleza szczepy szeregu gatunkéw
fitopatogendéw z rodzaju Erwinia oraz rodzajow pokrewnych, powodujace duze straty
gospodarcze w rolnictwie. Mechanizmy ich patogennoscei nie sa jeszcze do konca poznane. P1 nie
tylko lizogenizuje te bakterie, ale rowniez umozliwia badanie ich genetyki i fizjologii. Istotng rolg
w tych badaniach odgrywa transdukcja ogélna z pomoca faga P1, wykorzystanie faga P1 jako
dawcy transpozondéw i1 gendw opornosci na antybiotyki, a takze jako wektora do klonowania
duzych fragmentéw DNA i regulowanej ekspresji genow.

Stowa kluczowe: bakteriofag P1, lizogenia, profag, transdukcja ogolna, Erwinia

Interaction of bacteriophage P1 with cells of selected plant pathogens
of the genus Erwinia and related genera

Abstract

Bacteriophage P1 is a temperate phage of wide host range. Its hosts are mainly Gram-negative
bacteria from the Enterobacteriaceae family. After infection, P1 can lysogenize them remaining
in a cytoplasm as a low-copy-number plasmid-prophage. Certain elements of P1 genome play an
important role during lysogeny: a gene encoding the C1 repressor, genes of restriction-
modificaton and antirestriction system, and replication and partition module among them.
Prophage induction in lysogens initiates phage lytic development. Strains of numerous species of
phytopathogens of the genus Erwinia and related genera are among the hosts of P1. They cause
large economic losses in agriculture, but mechanisms of their pathogenicity are still not
completely understood. P1 not only lysogenizes these bacteria, but also enables to study their
genetics and physiology. The P1-mediated general transduction, the use of P1 as a donor of
transposons and antibiotic resistance genes, as well as a vector for cloning of large DNA fragment
and for the regulated gene expression play a significant role in these studies.

Keywords: bacteriophage P1, lysogeny, prophage, general transduction, Erwinia
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Charakterystyka bakterii
z rodzaju Xenorhabdus

1. Wstep

Rodzaj Xenorhabdus skupia ponad dwadzie$cia gatunkoéw enterobakterii
wchodzacych w symbioze¢ mutualistyczng z nicieniami z rodziny
Steinernematidae. Bakterie wykorzystujg nicienie jako wektory do przeno-
szenia do organizmu owada, ktory nast¢pnie infekuja. Jak dotad nie
znaleziono wolnozyjgcych Xenorhabdus spp., tak wiec przyjmuje si¢ ze
w warunkach naturalnych sa one w stanie dluzej przezy¢ tylko w stanie
symbiotycznym. Podobnie nicienie Steinernema spp. w warunkach natural-
nych zawsze zwigzane s3a z jakim$ gatunkiem Xenorhabdus. Zaréwno
bakterie, jak i nicienie entomopatogeniczne budza duze zainteresowanie,
gdyz sa wykorzystywane jako bardzo efektywne biologiczne srodki
ochrony roslin. W zwigzku z tym od wielu lat sa przedmiotem licznych
badan naukowych.

2. Cykl zyciowy entomopatogenicznych nicieni z rodzaju
Steinernema, a ich interakcje z bakteriami z rodzaju
Xenorhabdus

Bakterie z rodzaju Xenorhabdus zyja w dwoch réznych $rodowiskach.
Jednym z nich jest uktad pokarmowy nicieni entomopatogenicznych
z rodzaju Steinernema, a drugim hemolimfa, a nastgpnie tkanki rozktada-
jacego si¢ ciata owada. Nicienie Steinernema sa naturalnymi patogenami
larw owadow zyjacych w glebie, w ktorych przechodza niemal caty cykl
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rozwojowy. Jedynym stadium rozwojowym zdolnym do opuszczenia tego
srodowiska, a nastgpnie przetrwania przed dluzszy czas w glebie, jest
trzecie stadium larwalne, tzw. larwa infekcyjna (1J). Stadium to penetruje
powierzchniowa warstwe gleby w poszukiwaniu przebywajacych tam
owaddéw. Symbionty bakteryjne zasiedlaja specjalng strukture gornego
fragmentu przewodu pokarmowego nicieni — pegcherzyk jelitowy [1]. Bak-
terie s3 w tym $srodowisku nieruchome, chociaz potencjalnie sg obdarzone
zdolno$cig do ruchu. 1J infekuja napotkane larwy owadoéw bytujacych
w glebie, wnikajac do ich ciala poprzez naturalne otwory uktadu pokarmo-
wego, a nastepnie, przebijajac si¢ przez $ciang jelita, przedostaja si¢ do he-
mocelu, gdzie uwalniajg symbionty bakteryjne na drodze defekacji [2].
Wyniki niektérych badan nad S. carpocapsae wskazuja, ze do uwalniania
cze$ci bakterii (X. nematophila), moze dochodzi¢ juz w jelicie owada, po
kilku godzinach od pojawienia si¢ nicienia w jego uktadzie pokarmowym [3].
Proces uwolnienia bakterii zapoczatkowuje wychodzenie larw infek-
cyjnych z dlapauzy (ang. recovery). Nie OdzyWIance sie, nie rosngce i nie
rozmnazajace sie dotychczas larwy infekcyjne nicieni rozwijaja si¢ w dOJ—
rzale samce i samice. Bakterie Xenorhabdus po uwolnieniu zaczynaja
syntetyzowa¢ szereg substancji umozliwiajacych szybki rozwdj zardwno
samych bakterii jak i nicieni. Niektore z tych produktow umozliwiaja
przelamanie wrodzonego systemu obrony immunologicznej owada oraz
zapewniaja bakteriom przewage konkurencyjng, umozliwiajac szybkie
opanowanie $rodowiska, pomimo poczatkowej obecnosci w nim bogatej
gatunkowo naturalnej mikroflory jelitowej owada. Stosunkowo dobrze
poznanym w tym zakresie gatunkiem jest X. nematophila. Stwierdzono, ze
bakterie te sa zdolne do hamowania procesu nodulacji — jednego z waznych
mechanizméw odpornosciowych owaddw, poprzez wytwarzanie inhibito-
réw owadziej fosfolipazy A,, enzymu niezbednego do dojrzewania guzkow
[4]. Przypuszcza si¢ tez, ze ten gatunek bakterii ma zdolno$¢ do hamowania
ekspresji genow odpowiadajacych za synteze antybakteryjnych peptydéw
CAMP [5]. W skiad btony komorkowej bakterii Xenorhabdus wchodzi tez
lipopolisacharyd, ktorego fragment — lipid A, jest toksyczny w stosunku do
hemocytow [6]. Kolejnymi substancjami wytwarzanymi przez X. nemato-
phila sg toksyny XaxA/XaxB [7]. Stwierdzono, ze ich iniekcja jest letalna
dla wielu gatunkéw owadow, wykazuja tez toksyczno$¢ wzgledem roznych
linii komoérkowych insektow. Kolejna, stosunkowo dobrze poznang grupa
substancji wytwarzanych m.in. przez X. nematophila, sa toksyny Tc.
Podawane oralnie powoduja szybkie zahamowanie Zzerowania i $§mierc
owaddw. Ich dzialanie polega m.in. na tworzeniu poréw w btonach komor-
kowych [8]. Zazwyczaj larwa owada ginie w ciagu 24-48 godzin od
momentu wnikniecia larwy infekcyjnej do jej organizmu. Rowniez w przy-
padku wprowadzenia do hemolimfy owada samych bakterii z rodzaju
Xenorhabdus, juz ich niewielka liczba (powyzej 5 CFU na 1 larwe owada)
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sg w stanie wywota¢ infekcje i doprowadzi¢ do $mierci larwy po 48-72
godzinach [5]. Udowodniono jednak, Zze do $mierci owada przyczyniajg si¢
zarébwno bakterie, jak i nicienie, a wirulencja uktadu nicien-bakteria (dla S.
feltiae i X. bovieni) ma charakter synergiczny — jest wyzsza od sumy wiru-
lencji czastkowych, gdy organizmy te dziatajg osobno [9].

Bakteryjne symbionty nicieni Steinernema wytwarzaja tez substancje
0 wlasciwosciach antybakteryjnych, hamujgce wzrost innych bakterii
entomopatogenicznych z rodzajow Xenorhabdus i Photorhabdus, badz tez
bakterii gospodarza. Ksenorabdycyna, wytwarzana przez Xenorhabdus
nematophila, hamuje rozwo6j innych szczepow Xenorhabdus, Photorhabdus
luminescens oraz bakterii z rodzaju Proteus [10]. Do produktéw metabo-
lizmu wtérnego wytwarzanych przez bakterie Xenorhabdus i hamujacych
wzrost bakterii mozna zaliczy¢ m.in. ksenokumacyne, nematofing, pochod-
ne indolu oraz benzylideneaceton [11, 12]. Niektore gatunki moga syntety-
zowaé wiele tego typu substancji. W przypadku X. nematophila stwier-
dzono na przyktad wytwarzanie 4 roznych zwigzkow [11]. Wraz z namna-
zaniem si¢ bakterii w ciele owada, ich aktywno$¢ antybakteryjna stopniowo
ros$nie, osiggajac maksimum miedzy trzecim a piatym dniem od poczatku
infekcji, juz po $mierci zywiciela. Obecno$¢ zwigzkéw przeciwdrobno-
ustrojowych powoduje, ze w martwym ciele owada, gatunek zakazajacy
stanowi dominujacy, a czesto nawet jedyny wykrywany rodzaj bakterii.
Réwnoczesnie zachodzi proces namnazania nicieni, odzywiajacych sie
zardwno substancjami odzywczymi pochodzacymi z rozktadanych przez
enzymy bakteryjne tkanek owada, jak tez samymi bakteriami. W zaleznosci
od ilosci dostepnego pokarmu powstaje od 1 do 3 pokolen potomnych [13].
Wyczerpywanie si¢ dostgpnych sktadnikow pokarmowych indukuje rozwoj
nowego pokolenia larw infekcyjnych, ktore pobieraja bakterie Xeno-
rhabdus do swojego przewodu pokarmowego, gdzie nastepnie si¢ one
namnazajg, osiggajac liczebnos¢ od 50 do 100 pateczek w pojedynczej
larwie [2]. Rozw0j bakterii w peche-rzyku jelitowym nicieni entomopa-
togenicznych $wiadczy o tym, ze majg tam one dost¢p do substancji od-
zywczych. W przypadku S. carpocapsae stwierdzono tam obecno$¢ wol-
nych aminokwasoéw oraz witamin [14] Zaobserwowano tez, ze akseniczne
larwy infekcyjne S. carpocapsae zyja dtuzej niz larwy zawierajagce bakterie,
co $wiadczyloby o tym, ze rozwijajace si¢ bakterie wykorzystujg czgsé za-
sobdéw pokarmowych zmagazynowanych w organizmie larwy infekcyjnej
[15]. W czasie wyksztatcania dojrzatego stadium IJ u larw zanika torebka
gebowa, a uklad pokarmowy staje si¢ niedrozny [16]. Po osiggnigciu tego
stadium nicienie zawierajagce symbionty bakteryjne masowo opuszczaja
martwe ciato owada, migrujac do gleby. W przypadku nicieni Steinernema
spp. caly proces zajmuje 10-14 dni, a nastepnie nicienie moga przetrwac
w glebie do pottora roku, nie tracac zdolnosci do porazania owadow [17].
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3. Charakterystyka fenotypowa bakterii Xenorhabdus

Bakterie z rodzaju Xenorhabdus to ruchliwe, urzgsione perytrychalnie,
nie tworzace spor, Gram-ujemne pateczki, o wielko$ci ok. 0,3-2 um x 2-10
pm. Sg przystosowane do bytowania w srodowisku ubogim w tlen, jakim
sa rozktadajace si¢ tkanki owada, dlatego tez, podobnie jak pozostale
enterobakterie, naleza do wzglednych beztlenowcow [13]. Nie wytwarzaja
katalazy oraz oksydazy cytochromowej. Ujemny wynik testu na katalazg
oraz brak zdolnosci do bioluminescencji sa cechami pozwalajgcymi
W prosty sposob odrozni¢ bakterie Xenorhabdus od innej grupy symbion-
tow nicieni entomopatogenicznych — bakterii Photorhabdus. W stacjonar-
nej fazie wzrostu w komorkach czesto wystepuja krystaliczne inkluzje bial-
kowe. Optimum temperaturowe wynosi okoto 28°C lub mniej, nieliczne
szczepy osiagaja 40°C. Wigkszo$¢ szczepdéw Xenorhabdus jest lizogenna
[18], co moze powodowaé problemy zwigzane z brakiem stabilno$ci
izolatow.

Charakterystyczng cecha symbiontdow nicieni entomopatogenicznych
jest ich wystepowanie w dwoch wariantach fenotypowych. Bakterie fazy 1
(pierwotnej) wystepuja w larwach infekcyjnych nicieni oraz nastepnie
w zainfekowanym ciele owada. Natomiast faza II (wtérna) moze wyste-
powaé¢ na dalszym etapie porazenia owada. Do przemiany bakterii
Xenorhabdus z fazy T do fazy II dochodzi tez cz¢sto w trakcie ich hodowli
w warunkach sztucznych, co zazwyczaj jest procesem niekorzystnym, gdyz
za wytwa-rzanie zwigzkéw o dzialaniu przeciwdrobnoustrojowym oraz
enzyméw zewnatrzkomdrkowych zdolnych do hydrolizy réznego rodzaju
zwigzkow organicznych odpowiadaja bakterie znajdujace si¢ w fazie
pierwotnej [16, 19]. Bakterie w tej fazie, w odréznieniu od bakterii w fazie
II, tworza tez ciatka inkluzyjne zawierajace biatka IP1 i IP2. Przypusz-
czalnie zwigkszajg one warto$¢ odzywczg bakterii [5].

Wg niektorych doniesien bakterie Xenorhabdus w réznych fazach
rozwojowych roznig sie tez urzesieniem. Zaobserwowano, ze X. nema-
tophila i X. bovieni w fazie pierwotnej posiadajg fimbrie i flagelle, nato-
miast w fazie wtornej stwierdzono brak, badz tez znacznie zredukowang
liczbe tych struktur [20]. W przypadku X. nematophila zaobserwowano, ze
bakterie, w ktorych zaszta rewersja z fazy Il do fazy I odzyskiwaly
zdolno$¢ ruchu [21]. Bakterie Xenorhabdus w fazie pierwotnej sa tez
zdolne do adsorpcji niektorych barwnikow. Ta cecha pozwala w prosty
sposob ustali¢ aktualny wariant fenotypowy danego szczepu bakterii.
Zazwyczaj stosuje si¢ w tym celu podtoze NBTA (z bigkitem bromotymo-
lowym) lub podtoze MacConkey (z czerwienig obojetng). Zaobserwowano
tez inne roznice fizjologiczne pomiedzy bakteriami w roznych fazach.
W przypadku X. nematophila ustalono, ze bakterie w fazie II charakte-
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ryzuja si¢ bardziej efektywnym metabolizmem oddechowym. Aktywnos$¢
glownych enzymow tancucha oddechowego byta od 15% do 100% wyzsza
w bakteriach bedacych w fazie II. Komorki fazy II charakteryzowaly sie tez
wyzsza 0 20% trans-membranowg silg protonomotoryczng, 5-krotnie wyz-
szym tempem asymilacji biatek oraz krotszym czasem potrzebnym do
rozpoczgcia fazy wzrostu po wprowadzeniu bakterii do bogatego w sktad-
niki pokarmowe podtoza [22].

Jak dotad nie poznano w peii mechanizméw indukujagcych zmiang
wariantu fizjologicznego bakterii Xenorhabdus. Wiadomo jednak, ze
rewersj¢ do fazy I wywotuje czynnik znajdujacy si¢ w hemolimfie.
Bakterie X. bovieni, bedace w fazie II, przechodza przemiang do fazy I,
jezeli w podlozu Luria-Bertani badz bulionie odzywczym znajdzie sig¢
dodatek hemolimfy z larw Galleria mellonella. Rewersja ma tez miejsce,
gdy bakterie znajdg si¢ w samej hemolimfie, natomiast w podlozach bez jej
dodatku do niej nie dochodzi. Czynnik indukujacy przemiang znajduje si¢
tez w podlozu Schneidera z dodatkiem 10% serum ptodowego z cielat (ang.
fetal bovine serum). Bakterie X. bovieni wprowadzone do takiego podtoza
réwniez powracaja do fazy I [23]. Stwierdzono tez, ze przemiang bakterii
Xenorabdus w przeciwnym kierunku indukuja niektore warunki stresowe,
takie jak brak tlenu czy stres osmotyczny [20]. Prawdopodobnie faza |
zwiazana jest z lepszym przystosowaniem do $srodowiska bogatego w sub-
stancje odzywcze, a faza Il z przystosowaniem do ograniczonych, maleja-
cych zasobow pokarmowych, a nastgpnie warunkéw glodowych [24].

4. Klasyfikacja i molekularna filogeneza bakterii Xenorhabdus

Pierwszego bakteryjnego symbionta nicieni entomopatogenicznych
wyizolowano z S. carpocapsae w 1965 roku. Pierwotnie nosit on nazwg
Achromobacter nematophila, lecz p6zniej w zwigzku z przeniesieniem do
nowopowstalego rodzaju Xenorhabdus jego nazwe¢ zmieniono na
Xenorhabdus nemathopilus, a nastepnie poprawiono na Xenorhabdus
nematophila [25]. W poczatkowej fazie rodzaj Xenorhabdus (z gr. xenos
— nieproszony gos¢, pasozyt) zawieral dwa gatunki: X. nematophila
(symbionty nicieni rodziny Steinernematidae) i X. luminescens (symbionty
nicieni rodziny Heterorhabditidae), lecz w 1993 roku zgromadzone wyniki
badan fenotypowych jak i hybrydyzacji DNA/DNA daty podstawe do
utworzenia dla drugiego wymienionego gatunku nowego rodzaju Photo-
rhabdus i przemianowania go na P. luminescens [26]. Od tego czasu rodzaj
Xenorhabdus skupia wytacznie mikrosymbiony zyjace w symbiozie
z nicieniami rodziny Steinernematidae, za$ lista gatunkéw tego rodzaju
stale si¢ powigksza. Obecnie wyrdznia si¢ 23 gatunki Xenorhabdus acz-
kolwiek wielu izolatéw tej pory nie oznaczono (Tab. 1).
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Tabela 1. Lista gatunkow bakterii nalezacych obecnie do rodzaju Xenorhabdus wraz z ich
gospodarzami symbiotycznymi

Gatunek bakterii Literatura Gatunek nicienia z rodzaju Steinernema
z rodzaju
Xenorhabdus
X. beddingii 26 nieoznaczony
X. bovienii 26, 34,43 S. feltiae, S. kraussei, S. affinae, S. intermedium, S.
weiseri, S. silvaticum, S. sichuanense,
X. budapestensis 44 S. bicornutum, S. ceratophorum
X. cabanillasii 34 S. riobrave
X. doucetiae 34 S. diaprepesi
X. ehlersii 44 S. longicaudum
X. griffiniae 34 S. hermaphroditum
X. hominickii 34 S. karii, S. monticolum
X. indica 33 S. thermophilum, S. abbasi
X. innexi 44 S. scapterisci
X. ishibashii 41 S. aciari
X. japonica 45 S. kushidai
X. khoisanae 42 S. khoisanae
X. koppenhoeferi 34 S. scarabaei
X. kozodoii 34 S. arenarium, S. apuliae
X. magdalenensis 40 S. australe
X. mauleonii 34 nieoznaczony
X. miraniensis 34 nieoznaczony
X. nematophila 46 S. carpocapsae
X. poinarii 47 S. glaseri, S. cubanum
X. romanii 34 S. puertoricense
X. stockiae 34 S. siamkayai
X. szentirmaii 44 S. rarum
X. vietnamensis 39 S. sangi

Zrédto: Opracowanie whasne

Rodzaj Xenorhabdus nalezy do rodziny Enterobacteriaceae wchodzacej
w sktad gamma-proteobakterii. Analiza sekwencji genu 16S rDNA wyka-
zata, Zze bakterie nalezace do rodzaju Xenorhabdus sg najblizej spokrew-
nione z rodzajem Photorhabdus — identycznos¢ sekwencji tego genu
wynosi ponad 94%. Bakterie tych dwoch rodzajow sg stosunkowo niety-
powymi cztonkami rodziny Enterobacteriaceae pod wzgledem fenoty-
powym, np. nie redukuja azotanéw do azotynow. Dodatkowo, bakterie
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rodzaju Xenorhabdus nie wykazujg aktywnos$ci katalazy, jako jedyne
w rodzinie Enterobacteriaceae. Na podstawie hybrydyzacji DNA/DNA
stwierdzono, niski poziom podobienstwa genomowego z E. coli (ok. 4%),
typowym gatunkiem dla tej rodziny [27]. Przynaleznos¢ Xenorhabdus spp.
do Enterobacteriaceae potwierdza jednak obecno$¢ charakterystycznego
antygenu jak i analiza filogenetyczna oparta na sekwencji genu kodujacego
16S rRNa [28, 29].

Przedstawiciel typowego gatunku rodzaju Xenorhabdus, szczep X.
nematophila ATCC19061, posiada genom o wielkosci 4 432 590 pz, ktory
zawiera 7 operonow RNA i 79 genow kodujacych tRNA. Zawarto$¢ par
G+C w genomie tej bakterii wynosi 44,2% Najbardziej prawdopodobna
liczba otwartych ramek odczytu (ORF) kodujacych biatka to 4 299. X.
nematophila ATCC19061 zawiera jeden duzy plazmid o wielkosci 155 327
pz, zawierajacy okoto 175 gendéw kodujacych biatka. Wielko$¢ genomow
i sktad genomoéw innych szczepow Xenorhabdus wykazuje duze podobien-
stwo, aczkolwiek nie zawsze zawieraja one plazmidy [30].

Obecnie szybka identyfikacja bakterii rodzaju Xenorhabdus jak i analiza
ich réznorodno$ci jest najczesciej przeprowadzana, tak jak w przypadku
innych bakterii, za pomoca analizy polimorfizmu genu kodujacego 16S
rRNA, co jest bardziej wiarygodne i mniej pracochtonne niz przeprowa-
dzanie licznych testow fenotypowych. Na podstawie sekwencji genu
kodujacego 16S rRNA szczepy Xenorhabdus moga by¢ tatwo rozréznione
od bakterii nalezacych do rodzaju Photorhabdus poprzez unikalng
sekwencje TTCG w pozycji 208-211 tego genu (numeracja wzgledem
E. coli) i od rodzaju Proteus (nastepny najblizszy cztonek rodziny), ktory
posiada dluzsza wersje tej sekwencji (TGAAAG) [31]. W przypadku
identyfikacji duzej liczby entomopatogenicznych bakterii dobre rezultaty
uzyskano stosujgc metode 16S rDNA RFLP [28]. Analiza filogenetyczna
sekwencji genu kodujacego 16S rRNA po raz pierwszy dla bakterii rodzaju
Xenorhabdus i Photorhabdus zostata przeprowadzona przez Liu i wsp.
W 1997 roku i do tej pory jest rutynowym podejsciem przy identyfikacji
bakterii z rodzaju Xenorhabdus, opisywaniu ich ewolucji jak i oznaczaniu
nowych gatunkow [29, 32-36]. Filogenetyczna analiza sekwencji genu
kodujacego 16S rRNA 76 szczepow roznych gatunkow Xenorhabdus
wykazata ich wysoki stopien konserwatywnosci w obrebie rodzaju (po-
wyzej 95% identycznos$ci), co powoduje ze analiza genu 16S rDNA nie
zawsze daje wiarygodne rezultaty przy Klasyfikacji tych bakterii na
poziomie gatunku i podgatunku [34].

Gen kodujacy 16S rRNA nie jest idealnym markerem molekularnym
przy klasyfikacji bakterii nie tylko ze wzgledu na wysoka konserwa-
tywnos$¢ sekwencji, ale takze z powodu zréznicowanej liczby kopii tego
genu u roznych gatunkow bakterii, roznic w sekwencji w obrebie jednego
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genomu jak i mozliwosci horyzontalnego transferu [37, 38]. Z tego wzgle-
du obecnie coraz czesciej klasyfikacja entomopatogenicznych bakterii
oparta na analizie sekwencji 16S rDNA jest weryfikowana wielolokusowa
analizg sekwencji (MLSA, z ang. multilocus sequence analysis) (Rys. 1).
Polega ona na analizie filogenetycznej potaczonej sekwencji kilku genow
(zwykle od 4 do 6) z roznych fragmentéw genomu, wystepujacych w jednej
kopii, ktore kodujg biatka niezbedne do funkcjonowania komorki (ang.
housekeeping genes). Uwaza si¢ ze technika ta moze w pewnym stopniu
zastapi¢ czasochtonng hybrydyzacje DNA/DNA, ktéra do tej pory
stanowita kluczowa role w badaniach taksonomicznych organizméw proka-
riotycznych. Zastosowanie MLSA zaowocowato wyodrebnieniem nowych
kilku gatunkéw Xenorhabdus, takich jak: X. viethamensis [39], X.
magdalensis [40], X. ishibashii [41] i X. khoisanae [42]. W badaniach
polegajacych na analizie potaczonej sekwencji 4 genow recA, gyrB, dnaN
i gltX kodujacych, odpowiednio, rekombinaze A, gyraze B, podjednostke 3
polimerazy III DNA i syntetaze glutamylo-tRNA wykazano, Zze szczepy
Xenorhabdus wykazujace ponizej 97% identyczno$ci takiej sekwencji nie
powinny naleze¢ do tego samego gatunku [39].

W badaniach filogenetycznych bakterii coraz wigksze znaczenie ma
analiza sekwencji calych genomoéw. Na podstawie analizy poréwnawczej
genomow dwoch przedstawicieli Xenorhabdus spp. (X. nematophila
ATCC19061, X. bovienii SS-2004) i dwodch Photorhabdus spp. (P.
luminescens subsp. laumondii TT01, P. asymbiotica ATCC43949) stwier-
dzono, ze pomimo ogdlnego podobienstwa bakterii tych rodzajéw w spo-
sobie bytowania i bliskim pokrewienstwie filogenetycznym ich genomy
cechujg si¢ duza dywergencjg i zwigzanymi z tym znaczacymi roéznicami
w molekularnych mechanizmach wchodzenia w efektywne zwiazki mutu-
alistyczne [30]. Wyniki tej pracy, jak i fakt ze gospodarze nicieniowi
bakterii tych dwoch rodzajow nie sa blisko spokrewnieni wskazuja, ze
prawdopodobnie bakterie Xenorhbdus i Photorhabdus wyewoluowaty
stosunkowo niedawno (ok. 250-500 min lat temu) od wspolnego przodka,
ktory wykazywat zdolno$¢ kolonizacji zarowno Steinernema jak i Heteror-
habditis, lecz dtuzsze funkcjonowanie w ztozonym systemie symbiont-
pasozyt-zywiciel wymusito przystosowanie do jednego typu gospodarza, co
w rezultacie zaowocowato ewolucja konwergentng tych dwodch grup
bakterii.
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X ehlersii DSM16337
X.griffiniae ID10
X ishibashii GDh7
X kozodoii Sav
X. magdalenensis IMI397775
X doucetiae FRM16
EX romanii PRO6-A
X poinarii G6
X japonica DSM16522

100 X \ietnamensis VNO1

4|— X. nematophila ATCC19061
100 X. koppenhoeferi USNJO1

100 X miraniensis Q1

X. khoisanae SF87
94 X beddingii Q58
69 X szentirmaii DSM16338
X hominickii KEO1
X mauleonii VC01

X bovienii T228
100 X innexi UY61
X stockiae THO1
100 ——— X indica DSM17382
X budapestensis DSM16342
X cabanillasii USTX62
P. asymbiotica ATCC43949

100

100 L P. luminescens subsp. laumondii TTO1

0.02

Rysunek 1. Drzewo filogenetyczne gatunkow Xenorhabdus oparte na potaczonej sekwencji
sekwencji gendw recA, gltX, gyrB i dnaN (2986 pz). Filogram skonstruowano w oparciu o model
zlozony najwickszej wiarygodnosci i metodg najblizszego sasiada w programie MEGAG6. Do
przyréownania sekwencji uzyto programu ClustalW. Wiarygodno$¢ grupowania okreslono na
podstawie 1000-krotnego samo probkowania. Zamieszczono wskazniki poparcia > 50. Skala
przedstawia ilo$¢ substytucji nukleotydowych w przeliczeniu na 1 pozycje w sekwencji
[opracowanie wtasne].

5. Koewolucja nicieni Steinernema i bakterii Xenorhabdus

Rodzina Steinernematidae jest obecnie reprezentowana przez ponad 80
gatunkoéw nicieni. Wszystkie zaliczane sa do 1 rodzaju — Steinernema.
Filogeneza oparta na analizie r6znych fragmentow DNA (domeny D2D3
LSU rDNA, ITS1 i ITS2 rDNA) [48, 49] wskazuje na wystgpowanie w tym
rodzaju 5 kladow nicieni o zblizonej morfologii. Do kladu I — carpocapsae-
scapterisci-tami zaliczane sg nicienie o najkrotszych larwach infekcyjnych
(400-600 pm), niewielkim, kulistym, cienko$ciennym pecherzyku bakte-
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ryjnym i 6 polach bocznych. Klad Il — affine-intermedium — to nicienie
0 larwach infekcyjnych $redniej dtugosci (600-800 pm), z duzym, cien-
kosciennym pecherzykiem bakteryjnym i 8 polami bocznymi. Do kladu I11
— feltiae-kraussei-oregonense — zalicza si¢ liczna grupe gatunkéw nicieni
0 larwach infekcyjnych dlugosci 800-1000 pum, z niewielkim, grubo-
$ciennym pecherzykiem bakteryjnym i 8 polami bocznymi. Klad IV tworza
te gatunki entomopatogenicznych nicieni, ktérych larwy infekcyjne majg na
przednim odcinku ciata struktur¢ przypominajacg roég. Do ostatniego,
V kladu — arenarium-glaseri-longicaudum — nalezg nicienie o najdluzszych
larwach infekcyjnych (> 1000 pm).

Przeprowadzone analizy filogenetyczne bakterii z rodzaju Xenorhabdus
[36, 50] i nicieni z rodzaju Steinernema [48, 49] wskazuja na koewolucje
symbiontéw. Topologia drzew filogenetycznych obydwu symbiontow wy-
daje si¢ wysoce zbiezna dla wickszosci uktadow nicien-bakteria. Kazdy
bowiem gatunek nicieni entomopatogenicznych z rodzaju Steinernema jest
symbiotycznie zwigzany tylko z 1 gatunkiem bakterii z rodzaju Xeno-
rhabdus. Symbioza roznych gatunkéw Xenorhabdus moze by¢ ograniczona
do jednego gatunku nicieni (np. X. duocetiae i S. diaprepesi) [34]. Takie
przypadki sa jednak nieliczne i wynikaja prawdopodobnie z niedosta-
tecznego stanu wiedzy, zarowno o bior6znorodnosci entomopatogenicz-
nych nicieni, jak i zwigzanych z nimi symbiotycznie bakterii (symbiont
bakteryjny jest znany dla ok. 40% opisanych gatunkéw Steinernema).
Czgsciej okreslone gatunki bakterii z rodzaju Xenorhabdus sa zwigzane
z kilkoma gatunkami Steinernema, zwykle nalezacymi do 1 kladu nicieni.
Taki zwigzek mutualistyczny tworza np. X. kozodoii ze S. arenarium i S.
apuliae [34] oraz X. poinarii ze S. glaseri i S. cubanum [51].

Szczegdlnym przypadkiem sa bakterie zaliczane do X. bovienii, ktore
wchodza w symbioze z kilkunastoma gatunkami Steinernema, zaliczanymi
do 2 kladow (affine-intermedium i feltiae-kraussei-oregonense) [26, 36, 43,
51-53]. Ten gatunek bakterii wystepuje W wielu filotypach [34, 36], a kaz-
dy z nich moze mie¢ innego gospodarza [53]. Analiza genomdéw réznych
izolatow X. bovienii zwigzanych z nicieniami entomopatogenicznymi
z kladu feltiae-kraussei-oregonense wykazata, Ze maja one podobng
strukture. Jednocze$nie jednak u kazdego z badanych szczepow bakterii
stwierdzono wystgpowanie unikalnych genéw oraz mechanizméw regula-
cyjnych, ktore mogg wpltywaé na interakcje z nicieniami [54]. Analiza
filogenetyczna badanych szczepéw X. bovienii oraz ich gospodarzy nie
wskazywata jednak jednoznacznie na koewolucje¢ symbiontow. Ta
niezgodno$¢ moze by¢ spowodowana mozliwoscia wymiany mikro-
symbiontow miedzy réoznymi gatunkami Steinernema. Przeprowadzone
badania laboratoryjne wskazuja bowiem, ze owady moga by¢ jednoczesnie
infekowane przez rdézne gatunki nicieni [55]. Nie istnieja rowniez
skuteczne bariery zapobiegajace zerowaniu nicieni na owadach zabitych
przez przedstawicieli innych gatunkow Steinernema [56]. Martwy owad
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jest w takiej sytuacji skolonizowany gtéwnie przez nienatywne dla
padlinozercy bakterie. Wykazano, ze rozwdj populacji S. carpocapsae i S.
feltiae wewnatrz martwego owada moze by¢ wspierany przez rézne gatunki
czy filotypy Xenorhabdus. Utrzymywanie symbionta bakteryjnego przez
migrujace z porazonego owada larwy 1nfekcy]ne jest ]ednak ogranlczona do
gatunku bakterii im natywnego i, co wicgcej, zw1e}zanego Z micieniami
nalezagcymi do tego samego kladu [53]. Tak wigc mozliwos¢ wymiany
symbiontow bakteryjnych migdzy nicieniami z rodzaju Steinernema,
jakkolwiek ograniczona, niewatpliwie istnieje i jest prawdopodobnie
w warunkach naturalnych dos$¢ czesta. Uwzgledniajac powyzsze hipoteza
0 koewolucji Steinernema i Xenorhabdus, wymaga dalszych, doktadnych
badan, zwtaszcza w przypadku zwigzkow X. bovienii.

6. Podsumowanie

W ostatnich latach coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ nowe,
bezpieczniejsze dla $rodowiska, biologiczne metody ochrony roslin.
W zwigzku z powyzszym badania symbiontdéw nicieni entomopatoge-
nicznych, poza niewatpliwymi walorami poznawczymi, maja duze
znaczenie praktyczne. Z uwagi na ztozony cykl zyciowy, zdolno$¢ do
tworzenia zwigzku mutualistycznego z nicieniami, wytwarzanie szerokiej
gamy substancji bioaktywnych oraz skuteczno$¢ w przezwyciezaniu
mechanizméw obrony immunologicznej owadow, bakterie z rodzaju
Xenorhabdus stanowia niezwykle interesujacy obickt badawczy.
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Charakterystyka bakterii z rodzaju Xenorhabdus

Streszczenie

Do rodzaju Xenorhabdus naleza enterobakterie wchodzace w symbioze mutualistyczng z ni-
cieniami entomopatogenicznymi z rodzaju Steinernema. Nicienie te sg wykorzystywane w biolo-
gicznych metodach zwalczania szkodliwych owadow. Preparaty zawierajace te organizmy
uzywane sg przeciwko larwom owadow z rzedu Lepidoptera i Coleoptera. Larwy inwazyjne
nicieni Steinernema, zdolne do aktywnego poszukiwania zywiciela, wewnatrz ciala owada
uwalniajg bakterie Xenorhabdus, ktore produkujg szereg toksyn oraz enzymow, powodujacych
$mieré owada i przeksztatcajacych jego tkanki w $rodowisko optymalne do rozwoju nicieni.
W niniejszej pracy przedstawiono fenotypowsa i molekularng charakterystyke bakterii z rodzaju
Xenorhabdus. Opisano cykl zyciowy tych bakterii, przebieg infekcji organizmu owada oraz
wzajemne relacje pomiedzy bakteriami, nicieniami i owadami. Zaprezentowano rowniez
filogeneze rodzaju Xenorhabdus, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy. Na podstawie dostgpnych
danych filogenetycznych poddano dyskusji hipoteze o koewolucji bakterii i nicieni entomopato-
genicznych.

Stowa kluczowe: Xenorhabdus, Steinernema, mutualizm, filogeneza

Characterization of bacteria of the genus Xenorhabdus

Abstract

Xenorhabdus is a genus of enterobacteria that form a mutualistic association with entomo-
pathogenic nematodes of the genus Steinernema. Entomopathogenic nematodes are effective
biocontrol agents which can significantly reduce the numbers of several lepidopteran and
coleopteran insect pests. Infective juveniles, the only free-living stage in the life cycle of these
nematodes, after entering an insect release Xenorhabdus cells from their gut. These bacteria begin
to synthesize a number of toxins and enzymes which cause the death of the insect and prepare an
optimal environment for the growth and reproduction of the nematodes. In this review,
phenotypic and molecular characterization of the genus Xenorhabdus is presented. The life cycle
of these bacteria, as well as the mechanism of insect infection and relationships between bacteria,
nematodes and infected insects are characterized. Furthermore, the current knowledge of the
phylogeny of the genus Xenorhabdus is described. And finally, the hypothesis about the
cophylogeny of Steinernema spp. and Xenorhabdus spp. is discussed.

Keywords: Xenorhabdus, Steinernema, mutualism, phylogeny
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Gospodarka wodno-$ciekowa i odpadowa
w gminie Lapy

1. Wprowadzenie

Woda jest jednym z czynnikdéw, ktory warunkuje zycie na Ziemi.
Wykorzystuje sie ja do celow bytowych, produkcyjnych oraz do ksztat-
towania krajobrazu. Bardzo duza ilo§¢ wody tracona jest w wyniku
ztegostanu technicznego urzadzen stuzacych do jej poboru, zwigzanego
gléwnie z nieszczelno$cig instalacji wodociggowych. Na skutek tego mamy
do czynienia ze stratami okolo 10-15% pobieranych zasobow. Dodatkowo,
poziom gospodarki $ciekowej, szczegélnie na terenach wiejskich, jest
niezadowalajacy. Wiaze si¢ to z nieszczelnymi szambami oraz, w przy-
padku niektorych gospodarstw domowych, podigczeniami kanalizacji do
zbiornikéw na odchody zwierzgce. Skutkuje to przesigkaniem zanieczysz-
czen do wod podziemnych.

Istotg idei zrownowazonego rozwoju jest harmonia pomi¢dzy dbaloscia
o stan $rodowiska oraz rozwojem gospodarczym i spotecznym. Jest to
determinowane konieczno$cig prowadzenia polityki stuzacej ochronie
srodowiska oraz wlaczenia dziatan ochronnych w zakresie strategicznych
polityk prowadzonych na szczeblu krajowym, migdzynarodowym, unijnym
oraz lokalnym [1].

Obecnie, Unia Europejska zapewnia ogromny wybor projektow doty-
czacych ochrony $rodowiska naturalnego, zwigzanych gléwnie z poprawa
jakosci dystrybucji wody pitnej, wod powierzchniowych, racjonalizacji
gospodarki odpadowej oraz zagwarantowaniu bezpieczenstwa przeciw-
powodziowego. Zabieg ten jest mozliwy poprzez modernizacje oczysz-
czalni $ciekow, poprawe dziatania urzadzen uzdatniajacych wode oraz
usprawnienie funkcjonowania kanalizacji sanitarnych. Wazne jest rowniez
przestrzeganie zasad recyklingu odpadow, ktore gromadzone w sposob
niewtasciwy oddziatujg bardzo niekorzystnie na $rodowisko.

W Polsce jednym z najpopularniejszych sposobow unieszkodliwiania
odpaddow jest ich sktadowanie. Nieprawidtowa gospodarka sktadowiskami
jest przyczyna szkodliwego oddzialywania na wody, glebe, rosliny oraz
atmosfere. Jednym ze sposobdéw ograniczajacych ilosci skltadowanych

1, a.poltorak@doktoranci.pb.edu.pl, Politechnika Biatostocka, Wydziat Budownictwa i Inzynierii
Srodowiska,www.wb.pb.edu.pl
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Gospodarka wodno-sciekowa i odpadowa w gminie Lapy

odpadéw oraz umozliwiajacych wtorny odzysk jest ich selektywna zbiorka.
Oprocz korzysci dla $rodowiska, wigze si¢ to rowniez z korzySciami
ekonomicznymi. Jest to jednoczesnie cze$¢ przygotowanego planu zarza-
dzania gospodarka odpadami w poszczegolnych regionach. Dzigki ponow-
nemu wykorzystaniusurowcoOw wtdrnych, mozliwe jest zmniejszenie
udziatu surowcow pierwotnych w produkcji. Jest to oszczedne dla gospo-
darki oraz ogranicza szkodliwy wptyw na krajobraz.

Nowe prawo w duzej mierze dostosowane jest do wymagan Unijnych
wprowadzajac szereg zmian w sposobie zaopatrzenia w wode¢ i odprowa-
dzania $ciekoéw. Jedng z podstawowych zasad sformutowanych w ustawie
— Prawo wodne jest zasada mowiaca o koniecznoS$ci jednoczesnego rozwia-
zania problemoéw zaopatrzenia ludnosci w wode do picia z problemami
gospodarki $ciekami [2].

2. Cel pracy

Celem ponizszej pracy byta analiza stanu gospodarki wodno-$ciekowejoraz
odpadowej w gminie Lapy w wojewddztwie podlaskim. Poprzedzona zostata
ona charakterystyka zasobow wodnych Polski, rola gminy w gospodarowaniu
zasobami wodnymi, opisem problematyki Sciekowej i odpadowej. Ponadto
przeprowadzono ankiete dotyczaca Swiadomosci ekologiczne;j.

3. Zasoby wodne Polski

Zasoby wodne Polski cechuje duza zmiennos¢ sezonowa. Srednia ilogé
wody przypadajaca na mieszkafica na rok wynosi okoto 1,6 dm®.
W pozostatych krajach UE jest to okolo 4,6 dm’na rok. Jest to prawie
3 razy wigcej, niz na jednego mieszkanca naszego kraju. W zwiagzku z tym
Polska posiada mate zasoby wodne. Woda stodka w naszym panstwie
zajmuje okoto 200 km®. Gléwnym powodem niskich zasobow sa male
opady roczne oraz parowanie.

Jednym z czynnikow, ktory spowodowal zmniejszenie si¢ ilosci
zasobow wodnych byta bledna polityka wodno-gospodarcza w naszym
kraju. Mozna tu wskaza¢ liczne zabiegi melioracyjne, majace na celu
osuszanie gleb, nieracjonalne wykorzystywanie wody przy jednoczesnym
wzroscie liczby ludnosci, niewielkie inwestycje w zabiegi majace na celu
zaopatrzenie w wode, niszczenie obiektoéw tzw. ,,malej retencji” oraz
poczatkowy brak zainteresowania §rodowiskiem i skutkami, jakie niosg za
sobg bledne korzystanie z zasobow wdd. Do zmniejszenia ilosci wody
przyczynit si¢ rowniez wzrost wspotczynnika ewaporacji, powodujacy
obnizenie poziomu wod gruntowych, spowodowany gtownie ociepleniem
klimatu.
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Przepisy regulujace gospodarowanie wodami w Polsce zawarte sa
w ustawie Prawo wodne [3]. Ramowa Dyrektywa Wodna, ktora obo-
wiagzuje W Unii Europejskiej, okre$la, iz jakos¢ wod powierzchniowych
nalezy klasyfikowa¢ na podstawie pigciu pozioméw stanu ekologicznego.
W zwiazku z tym, od roku 2005 nowa klasyfikacja wod obejmuje pig¢ klas
jakosci: 1, II, III, TV oraz V. Poczatkowo klasy jakosci wod powierzch-
niowych i podziemnych zwigzane byty z ich kategoryzacjg jako wod prze-
znaczonych do spozycia, a od 2008 roku z ich stanem ekologicznym [3].

Kolejne klasy jakos$ci wod przedstawiaja si¢ nastepujaco:

e I klasa jakosci — bardzo dobry stan ekologiczny lub maksymalny
potencjal ekologiczny. Elementy jakosci wod osiagaja wartosci
odpowiadajace wartosciom w niezakloconych lub nieznacznie
zakloconych warunkach.

e |l klasa jakosci — dobry stan ekologiczny lub dobry potencjat
ekologiczny. Elementy jakos$ci wod osiagaja wartosci wskazujace na
wplyw antropogeniczny powodujacy jedynie niewielkie odchylenia
od warunkow niezakloconych.

e III klasa jakosci — umiarkowany stan ekologiczny lub umiarkowany
potencjat ekologiczny. Biologiczne elementy jakosci wod osiagaja
warto§ci wskazujace na umiarkowane odchylenia od wartos$ci
cechujacych biocenozy naturalne dla danego typu wod.

e [V klasa jakosci — staby stan ekologiczny lub staby potencjat ekolo-
giczny. Elementy jako$ci wod osiaggaja wartos$ci wskazujace na zna-
czne odchylenia od wartosci cechujacych biocenozy naturalne dla
danego typu wod.

e 'V klasa jakos$ci — zty stan ekologiczny lub zty potencjat ekologiczny.
Elementy jakosci wdd osiggaja wartosci wskazujace na powazne
odchylenia od wartosci cechujacych biocenozy naturalne dla danego
typu wod, tgcznie z brakiem typowych biocenoz. Gdy elementy biolo-
giczne wskazuja na stan zly, elementy fizykochemiczne i hydrofor-
fologiczne juz nie sg oceniane odrebnie, gdyz przyjmuje sie, ze
rowniez one majg wptyw na stan elementéw biologicznych [5].

3.1. Rola gminy w gospodarowaniu zasobami wodnymi

Problemami ochrony srodowiska na szczeblach gminnych zajmuje si¢
samorzad terytorialny. Zadaniem samorzadu, czyli gminy, jest kontrola nad
gospodarkg $cickowa oraz regulacja prawna problemdéw gospodarki
sciekowej, ktora nie zostata jeszcze uregulowana przepisami panstwowymi,
np. wywoz nieczystosci beczkowozami, ktorych kontrola pozostawia wiele
zastrzezen.
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Podmiot gospodarczy, czyli spoteczenstwo, ktore wytwarza Scieki,
obowigzane sa do ich unieszkodliwiania poprzez dostarczenie na oCzysz-
czalnig, lub tez oczyszczenie ich we wlasnym zakresie do tego stopnia, aby
nadawaty si¢ do dokonania zrzutu do odbiornika. Kwestie gromadzenia,
odprowadzania oraz utylizacji $ciekow, budowy kanalizacji, kontroli gos-
podarki sciekowej oraz wykonywania oceny oddziatywania na srodowisko
zawarte s3 w dotyczacych tychze kwestii ustawach. Utrudnieniem
w dazeniu do ochrony $rodowiska jest brak aktow wykonawczych oraz
odpowiednio wysokich kar za spowodowanie negatywnych skutkow
W $rodowisku.

3.2. Rodzaje $ciekow i ich oddzialywanie na zasoby wodne

Wyro6zniane sg nastgpujace rodzaje sciekow:

e Scieki bytowe — z budynkow mieszkalnych, zamieszkania zbioro-
wego oraz uzytecznosci publicznej, powstajace w wyniku ludzkiego
metabolizmu lub funkcjonowania gospodarstw domowych;

e $cieki komunalne — $cieki bytowe lub mieszanina §ciekow bytowych
ze S$ciekami przemystowymi albo wodami opadowymi lub
roztopowymi;

e Scieki przemyslowe — niebedace Sciekami bytowymi albo wodami
opadowymi lub roztopowymi, powstate w zwigzku z prowadzong
przez zaklad dzialalno$cia handlowa, przemystowa, sktadowa,
transportowg lub ustugows, a takze bedace ich mieszaning ze
sciekami innego podmiotu, odprowadzane urzadzeniami kanaliza-
cyjnymi tego zaktadu.

Po oczyszczeniu $cieki kierowane sa do odbiornika, ktorym sa
zazwyczaj wody powierzchniowe lub $rodowisko gruntowe, za$ nie moga
by¢ one zrzucane do wod podziemnych, srodladowych, jezior bezodply-
wowych, oraz ziemia na obszarach uzytkowania plytkich wod gruntowych.

Glownym zagrozeniem dla wod sa zwiazki fosforu, azotu, gtownie
azotyny oraz azotany, bakterie, wirusy oraz toksyczne zwigzki organiczne.
Jeziora w Polsce sg szczeg6Olnie narazone na zrzuty $SciekoOw przemysto-
wych oraz komunalnych, co w efekcie prowadzi do eutrofizacji wod.
Jakos¢ wod podziemnych jest szczegdlnie istotna dla duzych zbiornikéw
podziemnych, ktore sa glownym zrodtem zaopatrzenia miast oraz wsi
w wode. Niebezpieczny jest réwniez doptyw pestycyddéw z terendw
rolniczych, zawierajacych gtownie metale cigzkie. Najwicksze zagrozenie
zwiazanie jest z ich akumulacja w organizmach oraz dlugim czasem
oczyszczania wod. Skutkuje to dlugim czasem przebywania w organizmach
wodnych oraz w wodzie, co skutkuje obumieraniem wspomnianych
organizmow [6].

87



Agnieszka Pottorak

Zbiorniki bezodptywowe, jak sama nazwa wskazuje, ze wzgledu na
brak odptywu magazynuja Scieki. Wody nie zawsze oczyszczaja si¢ same,
CO wymusza zastosowanie oczyszczania przy ingerencji cztowieka.
W przypadku przydomowych oczyszczalni $ciekéw, do pelnego biolo-
gicznego oczyszczania $ciekow, czesto stosowanym zabiegiem jest stoso-
wanie oczyszczalni hydrobotanicznych, zwanych roslinnymi, hydro-
fitowymi oraz makrofitowymi [7].

3.3. Problemodpadéw

Ustawa o odpadach i ustawa o utrzymaniu czystosci i porzadku wymie-
niajg szereg zadan gmin w zakresie utrzymania porzadku i czystosci.
Przepisy te nie zawieraja blizszych wskazowek co do tego, jak taki system
powinien by¢ zorganizowany, gminy maja tu wigc pewng swobode, moga
uwzglednia¢ wlasne mozliwosci, istniejace tradycje i doswiadczenia [8].

Ze wzgledu na zroédlo powstawania, mozemy wyrozni¢ odpady komu-
nalne, przemystowe oraz niebezpieczne. Odpady komunalne pochodza z in-
dywidualnych gospodarstw domowych, z infrastruktury wiejskiej, miej-
skiej, z ulic 1 jednostek osiedlowych. Odpady przemystowe powstajg glow-
niec na skutek dziatalnosci gospodarczej, przemystu i przetworstwa.
Z odpadaminiebezpiecznymi mamy do czynienia w wyniku ich oddziaty-
wania w sposOb niebezpieczny, posredni lub bezposredni, na wszelkie
organizmy zywe, mogacymi wywola¢ negatywne skutki zawartymi w nich
substancjami agresywnymi. Oprocz tego wystepujg réwniez odpady
medyczne, weterynaryjne, odpady z wypadkow oraz odpady obojetne [8].

Wazna kwestig jest wptyw odciekow z wysypisk komunalnych na wody
podziemne. Odcieki ze sktadowisk odpadoéw stanowig zrodlo zanieczysz-
czen wod, co powoduje charakterystyczne zanieczyszczenia. Jezeli na
danym sktadowisku mamy niezabezpieczong powierzchni¢ podtoza, a skta-
dowisko znajduje si¢ w stosunkowo niedalekiej odlegtosci od cieku wod-
nego, wowczas zanieczyszczenia przedostajg sic do zbiornika, skutkujac
pogorszeniu parametrow chemicznych oraz biologicznych tejze wody.
Oprocz tego, w glebach nagromadzona zostaje znaczna ilo$¢ szkodliwych
pierwiastkow, skutkujace zasoleniem, zakwaszeniem, alkalizacja lub zanie-
czyszczeniem takich gleb. Zanieczyszczenie glownie metalami ciezkimi
moze skutkowaé przedostawaniem si¢ zanieczyszczen do zywnosci, z poz-
niejszymi konsekwencjami dla zdrowia na skutek spozywania skazonych
pokarmow.
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3.4. Charakterystyka gminy Lapy

Gmina Lapy jest gming miejsko-wiejska, zlokalizowana nad rzeka
Narew, na terenie powiatu biatostockiego, w wojewddztwie podlaskim.
Zajmuje powierzchni¢ 12 757 ha i zamieszkuje ja okoto 23 688 osob.
Znajduje si¢ ona we wschodniej czesSci Polski, a w uktadzie administra-
cyjnym stanowi srodkowy fragment wojewodztwa podlaskiego i graniczy
od pénocy z gming Choroszcz, od wschodu z gming Turo$n Koscielha
i Suraz, od zachodu z gming Sokoty, a od potudnia z gming Poswietne.
Ponadto znajduje si¢ w obrebietrzech mezoregionow tj. od zachodu Wyso-
czyzny Wysokomazowieckiej, od pétnocy Doliny Gornej Narwi i od poéi-
nocnego wschodu Wysoczyzny Bialostockiej, obejmujacej fragment ob-
szaru wschodniej cze$ci gminy. Pod wzgledem hydrograficznym obszar
gminy Lapy nalezy do dorzecza Wisty i polozony jest w obrgbie zlewni
Narwi. W gminie skanalizowanych jest 10 wiosek na 24 miejscowosci oraz
cate miasto Lapy. Gmina jest skanalizowana prawie w 90%, w odniesieniu
do liczby gospodarstw domowych, dlugo$¢ kanalizacji sanitarnej wynosi
83,2 km. Sktadowisko odpadow zlokalizowane w miejscowosci Uhowo.
Sktadowisko posiada zatwierdzong instrukcje eksploatacji. Powierzchnia
catkowita sktadowiska obejmuje ponad 2 ha. [9].

4. Metodyka

Glownym zréodlem do powstania pracy byly informacje uzyskane od
wiladz gminy oraz przeprowadzenie ankiety wérdd stu mieszkancow gminy
Lapy. Ankiet¢ przeprowadzono w polowie 2015 roku. Zawierata ona
pytania o sposob wykorzystywania wody, gromadzenia i odprowadzania
sciekow oraz sposob postgpowania z wytwarzanymi odpadami. W metrycz-
ce dotyczacej danych socjodemograficznych ankietowani zaznaczali swdj
wiek, wyksztatcenie i miejsce zamieszkania.

5. Analiza wynikéw

Wiek ankietowanych miescit sie w przedziale 25-65 lat. Zdecydowana
wigkszo$¢, az 87% ankietowanych, to osoby ze $rednim wyksztatceniem.
70% ankietowanych os6b to mieszkancy pobliskich wsi, natomiast
pozostali to mieszkancy miasta.

Wyksztatcenie oraz wiek wykazaly znaczacy wplyw na $wiadomos$¢
ekologiczng mieszkancow. Mtodsi ludzie, bardziej wyksztatlceni mieli
o wiele wigksza $wiadomos¢ powagi zagrozenia, jaka niesie za soba
n1epraw1dlowa gospodarka wodno-$ciekowa. Dodatkowa informacjq jest
to, iz mieszkancy miejscowosci, w ktorych nie bylo kanalizacji, znacznie
rzad21e] zdawali sobie sprawe z koniecznos$ci utylizacji §ciekoOw w oczysz-
czalniach. Po przeanalizowaniu ankiet wynika, iz 89% mieszkancow
posiada podigczenie do kanalizacji oraz biezaca wodg. Mate gospodarstwa
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domowe posiadaja gtownie studnie glebinowe oraz kopane, stanowiac przy
tym 11% ankietowanych.

Odnosnie gromadzenia i postgpowania z odpadami — na wsiach wiele
odpaddéw suchych jest spalanych. Odpady organiczne stajg si¢ nawozem
organicznym na polach. Segregu]e si¢ tam glownie szklo. Co jest bardzo
smutne i niepokojace — wcigz zdarzajg si¢ przypadki porzucania odpadow
na tak zwanych dzikich wysypiskach. Sa to gtéwnie odpady wielkogabary-
towe. W miastach problem odpadoéw jest w duzym stopniu przestrzegany ze
wzgledu na réznigee si¢ koszty wywozu odpadow segregowanych oraz
zmieszanych.

Wsrod wielu pytan zadanych ankietowanym, znalazlo si¢ rowniez to
0 oszczedzaniu wody oraz sposobie, w jaki jest to praktykowane. Warto
podkresli¢, ze az 82% mieszkancoOw przyznalo si¢ do oszczedzania wody.
Ponad potowa z ankietowanych zrezygnowata z kapieli w wannach na
rzecz kilkuminutowego prysznica. Cze¢$¢ osob ze wzgledu na brak tazienki
stosuje miske. U 65% o0sob wystepuja dwupoziomowe sptuczki w toa-
letach. Az 64% o0s6b zmywa naczynia pod biezagca woda, a 26% posiada
w domu zmywarke. Oszczedno$ci spowodowane sg gtownie czynnikami
ekonomicznymi.

6. Podsumowanie

Swiadomo$¢ ekologiczna jest zlozong z wielu elementow, skomli-
kowang struktura $wiadomos$ci spotecznej. Uwaza si¢ jg za zespot prze-
konan oraz informacji na temat $rodowiska naturalnego. W naszych
badaniach stwierdzono, iz mtodsi oraz lepiej wyksztalceni ludzie posiadaja
wiekszg §wiadomos$¢ dotyczaca sposobu wykorzystywania wody, odprowa-
dzania $ciekéw oraz sposobu postepowania z odpadami.

Ze wzgledu na przynalezno$¢ gminy do Narwianskiego Parku Narodo-
wego, uzasadnione jest uwzglednienie prowadzenia racjonalnej gospodarki
wodno-sciekowej, glownie dla zachowania lasow, tak, torfowisk, mokradet
oraz wielu gatunkow zwierzat, gtdwnie ptakow.

Wraz ze wzrostem liczby ludno$ci — wzrasta rowniez ilo$¢ produkowa-
nych $ciekéw, odpaddéw, a zasoby wodne wcigz si¢ kurcza. Odpady
stanowia coraz wigkszy problem zaréwno gospodarczy, zwigzany z ich
zbiorkg, transportem i unieszkodliwianiem, jak i problem ekonomiczny,
dotyczacy ich negatywnego oddzialywania na wszystkie elementy $rodo-
wiska [10]. My, jako spoteczefistwo, powinnismy o wiele bardziej zwrdcic¢
na to uwage i podejs¢ do problemu w sposéb w petli $wiadomy oraz
racjonalny, zdajac sobie przy tym sprawe z powagi sytuacji. Wiadze gminy,
szkoty oraz media powinny w wigkszym stopniu promowac sposoby poste-
powania w takich sytuacjach, gdyz nalezy dotrze¢ nie tylko do ludzi
miodych, ale przede wszystkim do starszych, ktérzy maja juz swoje nie-
kiedy naganne nawyki, dlatego wazne sa wszelkie programy edukacyjne.
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Gospodarka wodno-$ciekowa i odpadowa w gminie Lapy

Streszczenie

Opracowanie miato na celu przyblizenie sposobu funkcjonowania gospodarki wodno-$ciekowe;j
i odpadowej na terenie gminy Lapy. W tym celu przeprowadzono ankiety wéréd mieszkancow
gminy oraz oparto si¢ na danych statystycznych uzyskanych od wladz gminy. W pracy wykazano
stopien §wiadomo$ci ankietowanych osob, zwigzany z ich wiekiem, wyksztalceniem oraz
miejscem zamieszkania. Stwierdzono, iz wiele osdb, pomimo zmniejszajacych si¢ zasobow
wodnych oraz pogarszajacych si¢ standw gleb, wciaz nie zdaje sobie sprawy z zagrozenia
skazeniem $rodowiska, czego dowodem s3 odpowiedzi uzyskane w przeprowadzonych
ankietach. Mtodsi, wyksztalceni ludzie posiadaja wicksza Swiadomo$¢ dotyczaca sposobu
wykorzystywania wody, odprowadzania §ciekow oraz sposobu postepowania z odpadami.

Stowa kluczowe:gospodarka wodno-$ciekowa, odpady komunalne, zanieczyszczenia wod

Wastewater and waste management in Lapy commune

Abstract

This work introduces the functioning of wastewater and waste management in Lapy commune.
For this purpose, questionnaires among residents were conducted and statistical data obtained
from the municipal authority were analyzed. Inthe study was shown that degree of awareness of
respondents were correlatedwith their age, education and place of residence. It was stated that
many people, in spite of deteriorating water resources and deteriorating soil conditions, were still
not unaware of the danger of contamination the environment,which were evidenced by the
responses to questionnaires. It was observed that younger, better educated people had a greater
awareness about how touse of water resources, and about the treatment of wastewater and waste.
Keywords: wastewater management, municipal waste, water pollution
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Bioakumulacja metali ci¢zkich w rybach

1. Wprowadzenie

Wsréd konsumentow obecnie duze zainteresowanie wzbudza bezpie-
czenstwo 1 jako$¢ zdrowotna zywnosci [1]. Obecnos$¢ zanieczyszczen
chemicznych jest jednym z kryteriow oceny bezpieczenstwa produktow
przeznaczanych do konsumpcji. Z tego powodu od wielu lat prowadzi si¢
szeroko zakrojony monitoring zawarto$ci tych substancji w S$rodkach
spozywczych 1 porownuje ich zawarto$¢ z normami, aby okresli¢ jakos¢
zdrowotng zywnosci [2]. Czlonkostwo Polski we Wspolnocie Europejskiej
obliguje nasz kraj do prowadzenia statego nadzoru i kontroli pozostatosci
substancji szkodliwych w produktach spozywczych. Oceny wynikow
zawarto$ci olowiu, kadmu 1 rtgci w zywnosci dokonuje si¢ zgodnie z roz-
porzadzeniem Komisji (WE) Nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 r. [3]
wraz z poOzniejszymi zmianami, ustalajgcym najwyzsze dopuszczalne
poziomy niektorych zanieczyszczen w $rodkach spozyczych [4]. Zanie-
czyszczenie $rodowiska sprawia, ze pomimo wdrazania do produkcji
zywno$ci zasad dobrej praktyki produkcyjnej i rolniczej nie jest mozliwe
calkowite wyeliminowanie obecnosci w niej zanieczyszczen chemicznych
[5]. Metale cigzkie (otow, kadm, rtg¢) nalezg obecnie do jednych z nagroz-
niejszych zanieczyszczen $rodowiska [2]. Zwigzki metali cigzkich zali-
czane sg do zanieczyszczen ze wzgledu na ich zdolno$¢ do kumulowania
si¢ w okreslonych dla poszczegdlnych metali tkankach [6]. Kumulujg si¢
one w organizmie: otdw gtownie w tkance kostnej, kadm — w tkance koro-
wej nerek i watrobie, zwiazki metylortgciowe — w tkance mozgowej [7, 8].
Pierwiastki te odznaczajg si¢ najwyzszym wspotczynnikiem kumulacji,
ktéry wynosi od 10 do 600% [1, 2].

Zanieczyszczenie $rodowiska metalami ciezkimi pochodzi gldwnie
Z pytow, dymow, sciekow i opadow przemystowych. Zwigzki metali tatwo
ulegajg rozpuszczeniu w wodzie deszczowej, zasilajac systemy wodne oraz
gleby [9]. Na poziom akumulacji metali w poszczegélnych organizmach

! rstanisl@ur.edu.pl, Katedra Przetworstwa i Towaroznawstwa Rolniczego, Wydzial Biolo-
giczno-Rolniczy, Uniwersytet Rzeszowski, www.ur.edu.pl
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majg wplyw: sposdb odzywiania, przyjeta dawka, szybko$¢ usuwania,
a takze drogi wchilaniania [10, 11]. Rézne tkanki i organy ryb akumuluja
rézne ilosci poszczegdlnych metali cigzkich [11]. Na zawarto$¢ metali
ciezkich w rybach w znacznym stopniu wplywaja: gatunek, pteé, wiek,
zywienie (specyficzny metabolizm metali) oraz dostgpno$¢ metali ci¢zkich
w $rodowisku (stan zanieczyszczenia) [12-14]. W przypadku ryb zawartos¢
metali w poszczegdlnych narzadach jest zroznicowana i zalezy od funkcji
spelnianej przez dany organ wewnetrzny [15].

Metale cigzkie stanowigce zanieczyszczenia zywnosci pochodzg z roz-
nych zrédel. Zanieczyszczenia pochodzenia roslinnego, jak i pochodzenia
zwierzgcego moga pojawic sie¢ na roznych etapach produkcji [16, 17]. Do
produktéw spozywczych metale cigzkie trafiajg ze Srodowiska, w ktorym
pojawiaja si¢ jako skutek industrializacji i dziatalnosci technologicznej
cztowieka, z opakowan, urzadzen przemystowych, substancji dodatkowych
oraz procesOw technologicznych przetwarzania zywno$ci. Dlatego tez
w praktyce nie mozna unikna¢ tych zanieczyszczen. Nalezy jednak kontro-
lowaé poziom metali cigzkich i dazy¢ do minimalizowania zawartosci tych
zanieczyszczen [6].

Szczegblnie narazone na zanieczyszczenia jest Srodowisko wodne,
poniewaz zbiorniki wodne sg czesto bezposrednim miejscem zrzutu Scie-
koéw przemystowych, komunalnych i zanieczyszczen bgdacych wynikiem
dziatalno$ci rolniczej [11]. Zanieczyszczenie wod nastgpuje z przyczyn
naturalnych i antropogenicznych. W zwiazku z dziatalnoscia cztowieka,
najbardziej narazone sg powierzchniowe wody srodladowe, ptytkie grun-
towe 1 wody atmosferyczne, a najmniej zanieczyszczane sg wody podziem-
ne [18]. Do wody substancje szkodliwe dostajg si¢ z powietrza, w wyniku
opadéw atmosferycznych, jak rowniez z gleb — w wyniku sptywow obsza-
rowych [11, 19]. Toksyczno$¢ metali w srodowisku wodnym jest warunko-
wana glownie ich rozpuszczalno$cia, pH wody, temperaturg oraz twardos$-
cig wody itp. [11, 20]. Organizmy wodne sg szczegodlnie narazone na bez-
posrednie dziatanie szkodliwych substancji. Metale ci¢zkie w organizmach
zywych prawie zawsze wystepuja w postaci utlenionej lub chemicznie
zwigzanej. Metale w postaci nieorganicznych kationéw wykazujg w wigk-
szos$ci przypadkow sktonnosé do silnego wigzania si¢ z biatkami i tkankami
biologicznymi [21]. Takie wigzanie zwigksza bioakumulacj¢ i hamuje ich
wydzielanie z organizmu [11].

Ocena stopnia skazenia ekosysteméw wodnych metalami ciezkimi nie
moze ograniczy¢ si¢ tylko do okreslania stopnia zanieczyszczenia wyste-
pujacego w wodzie, ale réwniez w organizmach zywych bytujacych
W srodowisku wodnym [11, 22]. Zawarto$¢ metali ciezkich w tkankach ryb
jest efektem pobierania tych zwigzkow w trakcie zycia w dwojaki sposob:
przez akumulacje z otaczajacego $rodowiska (wody), gltownie przez
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skrzela, oraz droga pokarmowa wraz z pozywieniem [9, 11]. W warunkach
naturalnych wyszczegolnione zrodla pobierania metali cigzkich zachodza
rébwnoczesnie, a koncowym rezultatem jest stezenie pierwiastka w tkan-
kach. Stezenie to okresla si¢ jako funkcje ilosci przyjetego metalu, wspot-
czynnika wchlaniania pierwiastka przez dang tkanke oraz szybkosci usuwa-
nia metalu z organizmu. Zjawisko to nazywane jest biokumulacja [8].

Literatura [11] dotyczaca pobierania i rozmieszczania metali w ciele ryb
informuje, ze ich kumulacja w tkance migsniowej jest stosunkowo niewiel-
ka. W najwigkszych ilosciach metale odktadaja si¢ w tkankach i organach
miekkich: watroba, nerki, $ledziona, przewdd pokarmowy i skrzela [11, 14].

Celem niniejszej pracy byto przedstawienie na podstawie pisSmiennictwa
poziomu akumulacji metali ciezkich w tkankach ryb.

2. Wplyw metali ci¢zkich na organizm czlowieka

Metale cigzkie, gtownie otow, kadm, chrom, nikiel, miedz, cynk oraz
rte¢  zaliczane s3 do podstawowych zanieczyszczen przemystowych
i sSrodowiskowych [9, 23]. Nie stwierdzono przydatnosci tych pierwiastkow
dla organizmu czlowieka, mogg by¢ przyczyng przewlektych i niebez-
piecznych zatru¢. Problemy zdrowotne zwigzane z narazeniem $rodowis-
kowym na metale cigzkie spowodowane sa wchtanianiem tych pierwiast-
kow nie tylko droga oddechowsg (pyt metalonosny), ale przede wszystkim
droga pokarmowsg. Wraz z przyjmowanym pokarmem i wodg do organizmu
czlowieka moze trafia¢ do 80% catkowitej dziennej dawki tych toksycz-
nych pierwiastkow (otow, rte¢, kadm i inne) [1, 24, 25], natomiast pozos-
tate 20% — poprzez uktad oddechowy [1]. Metale ciezkie kumuluja si¢
W organizmie, a objawy chorobowe uwidaczniajg si¢ na ogoét po uplywie
wielu miesiecy, a nawet lat. Z tego powodu ogromne znaczenie ma kontro-
la jakos$ci produktow zanieczyszczonych tymi pierwiastkami [5].

Wzrost stezenia metali cigzkich w srodowisku ma bezposredni wptyw
na funkcjonowanie organizméw roslinnych i zwierzgcych [1]. Ich obecnosé
w zywnosci nawet w ilosciach $ladowych stanowi powazne zagrozenie dla
zdrowia ludzi [7, 26]. Zdaniem wielu autorow [16, 17] wystepowanie ich
W duzych ilosciach moze powodowac¢ ostre lub przewlekle stany choro-
bowe. Metale ci¢zkie to pierwiastki toksyczne dla organizméw zywych.
Narazenie na nie moze stanowi¢ podloze wielu chorob: uktadu sercowo-
naczyniowego, chordb watroby, nerek, krwi, uktadu nerwowego i kostnego
oraz kostno-stawowego. Powoduja réwniez nieprawidlowy rozwoj dzieci,
zZmiany mutagenne i teratogenne, alergie, a takze choroby nowotworowe [5,
8, 13, 17, 27]. Ponadto dziataja neurotoksycznie, nefrotoksycznie, przeni-
kaja przez bariere krew-tozysko [7, 8, 27]. Stosunkowo rzadko metale
ciezkie mogg wywotywac ostre zatrucia. Najczgsciej moga by¢ przyczyna
zatru¢ przewleklych, 0 nietypowym przebiegu, ujawniajacymi si¢ po diuz-
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szym okresie czasu [6]. Przy malym stopniu narazenia objawy nie wyste-
puja od razu, lecz dopiero po uptywie miesi¢cy, a nawet wielu lat. Metale
cigzkie wplywaja na biodostgpno$¢ imetabolizm mikroelementow.
W zwigzku z niebezpieczenstwem, zwigzanym z zanieczyszczeniem zyw-
nos$ci metalami cigzkimi, ich poziom powinien by¢ stale monitorowany [7, 28].

3. Warto$¢ odzywcza miesa ryb

Ryby oraz przetwory rybne sag waznym elementem zbilansowanej diety
cztowieka [12, 26, 29]. Produkty te sg cennym zrodtem wysokowartoscio-
wego 1 tatwo przyswajalnego biatka, niezbg¢dnych aminokwasow, witamin
(A, D, E, z grupy B; niacyna, kwas pantotenowy, pirydoksyna, rybofla-
wina, tiamina i cyjanokobalaminy), makroelementow (potas, s6d, wapn,
fosfor, magnez) i mikroelementow (fluor, zelazo, cynk, miedz). Gatunki
morskie dostarczajg rowniez jodu i selenu, a takze bardzo cennych dla
organizmu cztowieka thuszczow, w tym nienasyconych kwasoéw tluszczo-
wych z grupy omega — 3, gléwnie kwasu eikozapentaecnowego — EPA oraz
dokozaheksaenowego — DHA [14, 29, 30, 31] Kwasy te migdzy innymi
zapobiegaja miazdzycy, wspomagaja rozwoj i prace mozgu oraz wplywaja
na prawidlowg ostro$¢ widzenia. Ponadto redukuja poziom triglicerydoéw
we krwi 1 zmniejszajg ryzyko zachorowan na raka [30, 32]. Migsnie ryb
zawieraja S$rednio 50—85% wody, 10-25% biatka, 0,2—30% tluszczu
(najczesciej 1—-8%), 0,5—5,6% soli mineralnych, 0,1-0,4% weglowodanow
w postaci glikogenu [33, 34]. Ryby pod wzgledem zawartosci niektorych
sktadnikow mineralnych znacznie przewyzszaja inne rodzaje Zywnosci.
Srednia zawarto$¢ wapnia w tuszach ryb na poziomie 5-750 mg/100g migsa
jest prawie 10-krotnie wyzsza niz w wolowinie. Najwigcej wapnia (po-
wyzej 1%) zawierajg konserwy i ryby wedzone z drobnych ryb calych
(szprot, sardynka) oraz marynaty i ryby solone. Pod wzglgdem zawarto$ci
fosforu (10-1110 mg/100g migsa) migso ryb przewyzsza woltowing i wiep-
rzowin¢ o okolo 15%. Zawartos¢ magnezu w migsie ryb nie jest specjalnie
zalezna od gatunku ryby i wynosi $rednio 25 mg/100g migsa. Wyzsza od
ryb zawarto$cig magnezu (powyzej 40 mg/100g migsa), charakteryzujg si¢
skorupiaki i inne bezkregowce morskie [35, 36]. Zywno$¢ pochodzenia
morskiego jest przede wszystkim jednym z najlepszych zrédet rowniez
fluoru i manganu [35].

4. Zawarto$¢ metali ciezkich w tkankach ryb

Poza prozdrowotnymi sktadnikami odzywczymi, migso ryb i ich przet-
wory mogg zawiera¢ rowniez substancje niepozadane w zywieniu czto-
wieka [2, 37]. Coraz wigksze zanieczyszczenie $rodowiska sprawia, ze
organizmy wodne poza cennymi sktadnikami odzywczymi sg rowniez
zrodtem substancji szkodliwych [30]. Ryby zajmujac jedno z ostatnich
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ogniw w tancuchu troficznym ekosystemu wodnego moga akumulowaé
znaczne ilo$ci metali ciezkich [11, 14].

Zanieczyszczenie srodowiska jest §ci§le zwigzane ze stopniem indu-
strializacji okre$lonego regionu geograficznego. Dlatego zaklada sie, ze
ryby hodowane na terenach uprzemystowionych (w wojewodztwie $lagskim)
beda zawieraly wiecej metali cigzkich niz ryby hodowane na terenach
charakteryzujacych si¢ wigkszym udzialem gospodarstw rolnych (w woje-
wodztwie matopolskim) [9]. W badaniach Tkaczewskiej i Migdata [9] nie
wykazano zwigkszonego st¢zenia metali cigzkich w mig$niach pstragoéw
z hodowli usytuowanej w wojewodztwie $lgskim w poréwnaniu z rybami
pochodzacymi z innych rejondow. Ponadto Tkaczewska i Migdat [9] wyka-
zali na podstawie przeprowadzonych badan niewielkie pozostatosci zanie-
czyszczen srodowiskowych w migsniach pstragow hodowlanych. Wedlug
tych autorow moze to by¢ wynikiem $cistej kontroli zar6wno jakos$ci pasz
stosowanych w hodowli zwierzat, jak i warunkow srodowiskowych, w ja-
kich te zwierz¢ta przebywaja oraz stosunkowo krétkim cyklem produkcji
pstraga.

W migsie ryb wielu autoréw [2, 38] wykazuje czesto podwyzszong
zawarto$¢ metali ciezkich, a w szczegdlnosci rtgci. Rte¢ kumuluje sig
w tancuchu troficznym organizméw wodnych, dlatego tez ryby i owoce
morza stanowig istotne zrodto pobrania tego toksycznego pierwiastka [30,
39, 40]. Badania wskazuja réwniez na wicksza kumulacje zwigzkow rteci
w osadach dennych [40]. Z tego powodu ryby bardzo czgsto wykorzy-
stywane sa jako bioindykatory zanieczyszczenia §rodowiska substancjami
toksycznymi i szkodliwymi dla zdrowia konsumentow [2, 37]. Zdaniem
Dumy i in. [2] oraz Rudego [41] stezenie rteci w migsie ryb przekracza
zawarto$¢ tego pierwiastka W poréwnaniu z migsem innych gatunkdéw
zwierzat [30, 40]. Rowniez tkanka migsna pozyskiwana od ryb zawiera
wiecej rteci w pordéwnaniu do innych gatunkow zwierzat pochodzacych
z badanego regionu (wojewodztwo podkarpackie). Najprawdopodobniej
pierwiastek ten przedostaje si¢ do wod $rodladowych za posrednictwem
sciekéw melioracyjnych z po6l uprawnych, na ktorych rolnicy stosuja duze
ilosci nawozow i srodkow ochrony roslin [2].

Stgzenie rteci w rybach jest bardzo zréznicowane [42]. Na Wystepo-
wanie tego pierwiastka w mig$niach ryb wptywa wiele czynnikow: zawar-
to$¢ rteci w wodzie, temperatura, obecno$¢ tlenu rozpuszczonego oraz
wegla organicznego, odczyn wody, rodzaj spozywanego pokarmu, jak
rowniez gatunek, wiek oraz rozmiar ryb [40, 42].

Metale cigzkie sa akumulowane w systemie wydzielania wewngtrznego.
Rteé¢ w ilosci 0,03 gHg/m® w wodzie rzecznej moze ulec akumulacji do 0,3
mgHg/kg w organizmie ryb. Jest to poziom, ktory zawiera si¢ w zakresie
mogacym powodowaé zaklocenie pracy gruczotow dokrewnych. U ryb
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pochodzacych z niektorych obszaréw zanieczyszczonych wykryto nawet
wyzsze zawartosci tego pierwiastka [43]. Rte¢ w tkankach migéni ryb moze
osigga¢ poziom milion razy wyzszy niz st¢zenie tego toksycznego metalu
w wodzie [42]. Srednia catkowita zawarto$é rteci w jadalnych cze$ciach
produktow rybotowstwa i migsa ryb zgodnie z rozporzadzeniem Komisji
(UE) nie moze przekraczac 0,50 mg/kg [44].

Rte¢ wskutek metabolizmu mikroorganizmow moze si¢ przeksztatcié
W metylorte¢ gromadzac si¢ w organizmach (biokoncentracja) lub akumu-
lowa¢ w tancuchach troficznych (biomagnifikacja). Dotyczy to zwlaszcza
srodowiska wodnego, ryb oraz ssakéw morskich. Szacuje sie, ze od 75 do
95% rteci w rybach i owocach morza ma forme¢ metylorteci [42, 45, 46].
Metylortg¢ budzi najwigkszy niepokoj. Zwiazek ten jest silng neurotok-
syng, ktora wlaczajac si¢ do tancucha pokarmowego akumuluje sie¢
w rybach drapieznych, u ludzi i w catej zywej przyrodzie. U kobiet w cigzy
metylorte¢ atakuje rozwijajacy si¢ mozg ptodowy oraz centralny uktad
nerwowy [42]. Pierwsze masowe zatrucie rtecig dotyczyto duzej grupy
0sOb systematycznie jedzacych ryby zitowione w wodach zanieczysz-
czonych zwiazkami rtgci Zatoki Minamata w Japonii [25]. U setek osob
stwierdzono powazne objawy uszkodzen moézgu. Znane sg przypadki
$miertelnego zatrucia rtecig [25, 38].

Metylortg¢ moze stanowi¢ nawet ponad 90% rteci catkowitej zawartej
w organizmach wodnych. Gatunki drapiezne ryb: szczupak, rekin, tunczyk,
miecznik, znajdujace si¢ na szczycie tancucha pokarmowego charakte-
ryzujg si¢ znacznie wigksza kumulacjg metylorteci w poréwnaniu z pozo-
statymi gatunkami ryb. Zwiazane jest to nie tylko z samym sposobem
odzywiania ryb, ale rowniez z ich wiekiem, ruchliwoscia i miejscem hodo-
wli. Gatunki denne zyjace na dnie zbiornikdéw wodnych moga roéwniez
zawiera¢ wigcej metylorteci. W przypadku tunczyka s$rednia zawarto$é
metylorteci w zaleznos$ci od gatunku wynosi: tunczyk bonito (Katsuwonus
pelamis) — 0,15 ug/g, tunczyk biaty (Thunnus alalunga), tunczyk biekitno-
ptetwy (Thunnus thynnus) — 0,49 ug/g. Stezenie metylorteci W migsie ryb
moze stanowi¢ od 75 do 100% rteci catkowitej, Srednio okoto 91%. Istnieja
jednak gatunki: marlin bigkitny (Makaira nigricans), a takze szproty czy
malz — omulek jadalny (Mytilus edulis), w ktorych stosunek metylortgci do
rteci catkowitej wynosi ponizej 50%. Przyczyn tych dysproporcji upatruje
si¢ w zmianach klimatycznych. O wyzszej mozliwosci kumulowania
metylorteci gltéwnie przez gatunki drapiezne ryb: miecznik (0,94 pg/g),
gardtosz (0,57 pg/g), tunczyk (0,33 pg/g), wegorz (0,32 pg/g Swiezej masy)
swiadcza dane liczbowe pochodzace z Francji [30].

W migsie ryb: §ledzia, szprota, dorsza, czarniaka i plamiaka — $rednia
zawartos¢ rtgci nie przekracza 0,1 ug/g. W przypadku tkanki mie$niowe;j
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ryb drapieznych wystepuje ok. 0,5-1,0 pg/g rteci, a w przypadku szcze-
gdlnie duzych osobnikéw do kilku pg/g [42].

Beldowska i in. [47] wykazali trzykrotnie wyzsza koncentracje rteci
w skrzelach (ok. 10 ng-g™) oraz dwukrotnie wyzsza w gonadach (ok. 7
ng-g™) storni zatokowej w poréwnaniu ze stornig pelnomorska. W tkance
migsniowej ryb, w ktorej wykazano najwyzsze st¢zenie Hg, poziom ana-
lizowanego pierwiastka byt 30% wickszy w rybach z zatoki (35 ng-g™)
W poréwnaniu z organizmami z otwartego morza (25 ng'g?). W latach
19962000 przeprowadzono badania ryb odlowionych w Miedzyodrzu
(dolny bieg Odry) oraz w rejonie Wroctawia (gérny bieg Odry). Naj-
wicksze ilosci rteci oznaczono w migéniach okoni oraz boleni z rejonu
Migdzyodrza, u ktérych wykazano odpowiednio 0,28 mg/kg i 0,23 mg/kg
analizowanego pierwiastka [42].

W polskiej strefie brzegowej Battyku w sezonie zimowym, wysokie
stezenie rteci oznaczono w tkance miesniowej storni (25 ng'g™) w porow-
naniu ze skrzelami (ok. 10 ng-g™) czy gonadami (ok. 2 ng-gh) [47].
Poréwnujac zawartosci rteci w narzadach ryb zauwazono, ze w wiekszosci
przypadkow najwyzsze st¢zenia tego pierwiastka wystgpowaly w migs-
niach. Dlatego stwierdza si¢, ze ryby kumuluja rtg¢ gtownie w tkance
mie$niowej, w mniejszym stopniu w watrobie i jelitach [42].

W badaniach Stezyckiej i in. [40] $rednie st¢zenie rteci w watrobie ryb
stanowito od 50% do 70% $redniego stezenia rteci w migsniach ryb.
Betdowska i in. [47] wykazali, ze zawartos$¢ rtgci w analizowanych rybach
pochodzacych z Zatoki Puckiej byta nierdéwnomiernie akumulowana
U poszczegolnych osobnikow tego samego gatunku, rowniez w ich narza-
dach i samych tkankach. Stezenie rteci w tkance migsniowej w poblizu
pletwy ogonowej dorsza na poziomie ok. 21 ng-g™ byto dwudziestokrotnie
wyzsze, a u storni nawet trzydziestokrotnie (ok. 30 ng-g") wyzsze w porow-
naniu z migéniami w okolicy glowy (ok. 1 ng-g™ — u dorsza i storni). Jest to
prawdopodobnie zwigzane z intensywniejszym przyrostem w okolicach
glowy tkanki mig$niowej 1 jej wickszg masg niz tkanki w okolicach ptetwy
ogonowej, gdzie koncentracja rtgci si¢ poglebia.

W tkankach ryb odlowionych w Wisle w poblizu Warszawy i Wio-
ctawka w latach 1998, 2000 i 2002 najwyzsze stezenie rteci, dla ryb
drapieznych oznaczono w mig¢s$niach bolenia 0,45 mgkg i 0,35 mgkg
swiezej masy w 2002 roku oraz szczupaka — 0,25 mg/kg w 2000 roku.
Wsrdd ryb niedrapieznych najwyzszy poziom rt¢ci oznaczono w mig$niach
leszcza — 0,33 mg/kg w 2000 roku i 0,31 mg/kg w 2002 roku. Srednie
stezenie rtgci w mie$niach badanych ryb wynosito 0,122 mg/kg w 1998
roku, 0,169 mg/kg w 2000 roku i 0,209 mg/kg w 2002 roku [42].

Wedlug danych GUS [48], zawarto$¢ rteci w migsniach karpi w 2001
roku mies$cita si¢ w zakresie od 0,003 mg/kg do 0,148 mg/kg.

98



Bioakumulacja metali cigzkich w rybach

Poziom rteci catkowitej w tkance mig$niowej ryb dostepnych w handlu
ksztattowat si¢ nastepujaco: tosos 0,092 mg/kg, ptotka 0,168 mg/kg, Sledz
0,359 mg/kg, tunczyk 0,415 mg/kg. W przypadku ryb pochodzacych
z prywatnych hodowli z okolic Lodzi st¢zenie rteci wynosito: karp 0,156
mg/kg, zgbacz 0,296 mg/kg, okon 0,320 mg/kg [42].

W ramach badan monitoringowych przeprowadzonych w Polsce §rednie
zanieczyszczenie rtgcia w tej grupie $rodkow spozywczych wyniosto
w przypadku ryb 0,035 mg/kg [30]. W wyniku przeprowadzonych badan
Duma i in. [2] wykazali w tkance mig$niowej ryb pozyskiwanych z woje-
wodztwa podkarpackiego w latach 2002—2010 srednig zawarto$¢ rteci na
poziomie 0,015 mg/kg (tab. 3). W badaniach Stezyckiej i in. [40] w Zzadne;j
z przebadanych probek ryb nie wystgpito przekroczenie dopuszczalnego
stezenia rteci (wynoszacego 0,5 mg/kg). Najwyzsze st¢zenie rteci wykryto
w miesniach bolenia (0,450 mg/kg) i leszcza (0,330 mg/kg). Poziom
akumulacji Hg w migsniach badanych ryb wynosit 0,122 mg/kg w 1998
roku, 0,169 mg/kg w 2000 roku i 0,209 mg/kg w 2002 roku. W watrobie
natomiast 0,101mg/kg w 2000 roku i 0,142 mg/kg w 2002 roku. Stezycka
i in. [40] stwierdzili rowniez, ze zanieczyszczenie rtecig ryb pochodzacych
z Wisty byto wigksze niz innych ryb stodkowodnych w kraju. Dla leszczy
odtowionych z Wisty w okolicach Czerwinska w latach 1996-1997 §rednie
stezenie rteci w mie$niach wynosito odpowiednio 0,106 mg/kg i 0,256
mg/kg, a w watrobie tych ryb 0,076 mg/kg i 0,174 mg/kg. Ryby niedra-
piezne odtowione w Bugo-Narwi zawieraty $rednio 0,064 mg/kg rteci,
a drapiezne 0,189 mg/kg. Dla porownania Szkoda i in. [4] wykazali $rednie
stezenie rteci w mig$niach ryb na poziomie 0,036 mg/kg, a wykazana
maksymalna warto$¢ osiagneta poziom 0,361 mg/kg. W badaniach Rudego
[41] przeprowadzonych w latach 2002—2006 w rejonie Polski potudniowo-
wschodniej (okolice wojewddztw podkarpackiego i lubelskiego) poziom
akumulacji rtgci w migsie karpi wahat si¢ w przedziale od 0,006 mg/kg do
0,008 mg/kg. Ponadto wraz z wiekiem karpi zwickszyta si¢ zawarto$¢ rteci
w migsie. [lo§¢ tego pierwiastka w migsie karpi najmtodszych wyniosta
0,005 mg/kg i wzrosta w surowcu z kolejnych grup wiekowych odpowie-
dnio 0 60% i 180% (tab. 2). W innych badaniach ten sam autor [49] wyka-
zal stgzenie rteci w migsie karpi na poziomie 0,008 mg/kg. W badaniach
Tkaczewskiej i Migdata [9] zawarto$¢ rteci w mig$niach ryb w hodowlach
z wojewodztw: slaskiego i warminsko-mazurskiego byta mniejsza niz 0,02
mg/kg. Poziom rteci w tkankach ryb z hodowli potozonej w potudniowo-
zachodniej czesci wojewodztwa $wietokrzyskiego wynosit 0,03 mg/kg
masy ciala, a w migsniach pstragow z hodowli potozonej w potudniowe]
czgsci wojewodztwa matopolskiego 0,02 mg/kg.

Dos¢ powszechnym sktadnikiem wod jest arsen. Naturalna zawarto$¢
tego pierwiastka w wodzie wynosi okoto 10 pg/dm?. Zanieczyszczenie wod
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arsenem zwigzane jest przede wszystkim ze Sciekami przemystowymi
i komunalnymi oraz opadami pyléw atmosferycznych. Dodatkowo arsen
moze si¢ przedostawa¢ do wod na skutek wymywania gleb zawierajacych
pozostatosci srodkow ochrony roslin [50]. Najwieksze ilosci arsenu w cato-
dziennej racji pokarmowej pochodza z ryb i owocow morza oraz z wody
pitnej [16, 17, 50]. W zywnoS$ci wykrywa si¢ zawarto$¢ arsenu na poziomie
kilku setnych mg/kg. Wyjatek stanowia ryby i inne organizmy morskie
i ich przetwory, w ktorych ilosci te sg kilkakrotnie wyzsze [50]. Najwyzsze
stezenie arsenu zawieraja ryby morskie, u ktérych wystepuje on glownie
w formie organicznej, uznawanej za mato toksyczng. W rybach stodkowod-
nych stwierdzono za$ znacznie nizsze poziomy tego pierwiastka [41].
Organiczne zwigzki arsenu: arsenobetaina (AsB) czy arsenocholina (AsC),
sa dominujacymi formami wystepujacymi w organizmach morskich,
zaréwno roslinnych — glony, jak i zwierzecych — ryby, skorupiaki, migcza-
ki. Mechanizm obronny tych organizméw polega na przeksztalcaniu nieor-
ganicznych zwiazkow arsenu w mniej szkodliwe formy organiczne. Arse-
nobetaina stanowi od 75 do 95% catkowitej zawartosci arsenu w rybach
i jest tatwo oraz szybko absorbowana w uktadzie pokarmowym, a takze
szybko eliminowana z organizmu [51].

Uwzgledniajac brak limitbw w odniesieniu do arsenu wiele panstw
czlonkowskich Unii Europejskiej ustalito tzw. krajowe poziomy dziatania
dla tego pierwiastka w wielu produktach Zzywnosciowych, ktore nie sa
objete rozporzadzeniem Komisji (WE) Nr 1881/2006 [3]. Rowniez w Pol-
sce Glowny Lekarz Weterynarii podjal decyzjg, by przy interpretacji
wynikéw badan kontrolnych pozostatosci chemicznych w zywnosci zwie-
rzgcego pochodzenia stosowaé poziomy dzialania zamieszczone w Krajo-
wym programie badan kontrolnych obecnosci substancji niedozwolonych
oraz pozostatoSci chemicznych, biologicznych i produktow leczniczych
U zwierzat i w zywnosci pochodzenia zwierzgcego (tab. 1), ktory corocznie
jest zatwierdzany przez Glownego Lekarza Weterynarii i Komisj¢ Euro-
pejska, stajac si¢ obowigzujacym prawem [4].

Tab. 1. Najwyzsze dopuszczalne poziomy wybranych pierwiastkéw toksycznych w rybach
(mg/kg $w. m.), przyjete dla urzgdowych badan kontrolnych [4]

Produkt Otow Kadm Rted Arsen

Ryby 0,30 0,05 0,50 4,00

Naturalna zawarto$¢ arsenu w organizmach zwierzecych zalezy od
srodowiska i badanych tkanek [52]. Szkoda i in. [51] wykazali w migéniach
ryb stodkowodnych wyzsze stezenia arsenu, ale nieprzekraczajace limitow
dopuszczalnej zawartos$ci tego pierwiastka. W przypadku ryb (karp, pstrag)
$rednia zawarto$¢ arsenu w mig$niach ksztaltowata si¢ na poziomie 0,228
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mg/kg, natomiast w watrobie 0,002 mg/kg. Istotne jest to, ze w badaniach
kontrolnych ryb pochodzacych z importu wykazano, ze zawierajg one
znacznie wigksze stezenia arsenu niz ryby stodkowodne hodowane w Pols-
ce: toso$ — od 0,10 mg/kg do 3,97 mg/kg, panga — od 0,04 mg/kg do 0,08
mg/kg, pstrag — od 0,98 mg/kg do 1,54 mg/kg, wegorz — od 0,93 mg/kg do
1,03 mg/kg, tupacz — od 6,48 mg/kg do 27,53, dorsz — od 7,97 mg/kg do
30,24 mg/kg. W $wietle obowigzujacych unormowan prawnych ryby,
W ktorych zawarto$¢ arsenu przekraczata 4 mg/kg zostaly uznane jako
nieprzydatne do spozycia. W innych badaniach Szkoda i in. [53] stwierdzili
stezenie arsenu w probach mie$ni i watroby karpi na poziomie od 0,016
mg/kg do 0,040 mg/kg. ZawartoSci te nie roznily si¢ w ciagu trzech lat
prowadzonych badan (1995-1997) i byly nizsze od obowigzujacych
limitow. Z kolei Duma i in. [2] wykazali, ze akumulacja arsenu w migsie
ryb pochodzacych z wojewddztwa podkarpackiego za caly okres badan
(2002—-2010) wynosita 0,037 mg/kg (tab. 3). W badaniach Szkody i in. [4]
wykazano zawarto$¢ arsenu w migsie ryb na poziomie 0,121 mg/kg,
a najwyzsze maksymalne stezenie analizowanego pierwiastka wyniosto
1,542 mg/kg. Z kolei Rudy [41] w przeprowadzonych w rejonie Polski
potudniowo—wschodniej (okolice wojewodztw podkarpackiego i lubels-
kiego) badaniach w latach 2002-2006 w zadnej grupie wiekowej w tkan-
kach karpi nie stwierdzit obecnosci arsenu w ilosci powyzej 0,001 mg/kg
(tab. 2). Natomiast Tkaczewska i Migdat [9] wykazali zawarto$¢ arsenu
w tkankach ryb pochodzacych ze wszystkich badanych hodowli na
poziomie mniejszym niz 0,1 mg/kg.

Zanieczyszczenie wod otowiem ma miejsce zazwyczaj w poblizu
zaktadow produkcyjnych, ktore uwalniajg nieoczyszczone $cieki. Zwigzki
otowiu w wyniku wytracania i sedymentacji substancji nierozpuszczalnych
w wodzie ulegaja akumulacji w mule i osadach rzecznych. Rolnictwo,
gltownie poprzez stosowanie nawozow azotowych zawierajagcych Pb,
wplywa rowniez na stan zanieczyszczenia otowiem wod powierzchnio-
wych, rzek i jezior. Z danych przedstawionych przez Panstwowy Instytut
Geologiczny w latach 1990-1991 wynika, ze najwigksze skazenie osadow
otowiem wystepuje m.in. w okolicach Legnicy, Konstancina, Mystowic
oraz Oswigcimia [54]. Zaobserwowano, ze koncentracja otowiu w tkankach
ryb zmniejsza si¢ wraz z ich wiekiem. Tlumaczy si¢ to wigksza aktyw-
noscig i zapotrzebowaniem na tlen i energie mtodszych ryb. Dodatkowo
u starszych ryb lepiej funkcjonuja mechanizmy obronne, dlatego eliminacja
zwigzkow szkodliwych jest szybsza [9, 11].

Srednia zawarto$é olowiu w migsie ryb z wojewodztwa podkarpackiego
w latach 2002-2010 wynosita 0,055 mg/kg (tab. 3). Nalezy stwierdzi¢, ze
warto$¢ ta jest duzo nizsza od maksymalnego dopuszczalnego st¢zenia
otowiu [2], ktore zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (UE) 2015/1005 [55]
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nie powinno przekracza¢ dla migsa ryb wartoéci 0,30 mg/kg Pb $wiezej
masy. W badaniach Staszowskiej i in. [12] przecietna zawarto$¢ otowiu
W miesie analizowanych gatunkéw ryb wahata si¢ od 0,0429 mg/kg do
0,2349 mg/kg. Wykazano, ze migsnie ryb dziko zyjacych (zar6wno
morskich, jak i stodkowodnych) charakteryzowaty si¢ istotnie wigksza
zawarto$cig otowiu, w poréwnaniu z miesem ryb pochodzgcych z akwa-
kultury. W migsniach ryb z akwakultury wykazano akumulacje Pb na
poziomie 0,0432 mg/kg. Z kolei mig¢énie ryb morskich i stodkowodnych
dziko zyjacych zawieraty zblizong zawarto$¢ otowiu (odpowiednio 0,1419
mg/kg i 0,1644 mg/kg). Istotnie najwiecej otowiu zawieraty mieénie $ledzi
i ploci (odpowiednio 0,2349 mg/kg i 0,2145 mg/kg), nast¢pnie dorszy
i okoni (odpowiednio 0,1171 mg/kg i 0,1030 mg/kg), najmniej natomiast
pstragdw teczowych 1 karpi (okoto 0,043 mg/kg). Istotne jest, ze
W badanych migs$niach ocenianych gatunkéw nie stwierdzono przekro-
czenia dopuszczalnego limitu zawartosci otowiu, poza jedna probka ptoci,
w ktorej stezenie otowiu wynosito 0,3437 mg/kg [12]. Staniak [10] podaje,
ze Srednie stgzenie tego pierwiastka w miesie ryb wynosi 0,016 mg/kg,
a najwyzsze 0,190 mg/kg. Z kolei Szkoda i in. [4] stwierdzili w mie$niach
ryb zawarto§¢ Pb na poziomie 0,016 mg/kg, a maksymalna wykazana
warto$¢ osiggneta poziom 0,190 mg/kg i nie przekroczyla najwyzszej
dopuszczalnej zawartosci rtgci. Rudy [41] w przeprowadzonych badaniach
w rejonie Polski poludniowo-wschodniej (okolice wojewoddztw podkar-
packiego i lubelskiego) w latach 2002-2006 wykazal zawarto$¢ otowiu
W miesie karpi w latach 2002-2005 na poziomie 0,060 mg/kg. Stezenie to
nieznacznie tylko wzrosto w roku 2006 o 13%. Ponadto zawarto$¢ ofowiu
w migsie byla wysoko skorelowana z wiekiem ryb. Ilo$¢ tego metalu byta
najmniejsza w tkance mig$niowej karpi najmtodszych 0,042 mg/kg i wzras-
tata w migsie uzyskanym z kolejnych grup wiekowych karpi odpowiednio
0 36% i 55% (tab. 2). W innych badaniach Rudy [49] wykazat stezenie
Pb w migsie karpi na poziomie 0,061 mg/kg. Niski stopien akumulacji Pb
w migsie ryb wykazali rowniez Grela i in. [56], odpowiednio: w miesie
karpia — 0,05 mg/kg, leszcza — 0,02 mg/kg, szczupaka — 0,03 mg/kg i san-
dacza — 0,04 mg/kg. W badaniach Tkaczewskiej i Migdata [9] zawartos¢
otowiu w tkankach ryb ze wszystkich badanych hodowli byta mniejsza niz
0,05 mg/kg.

W najwigkszych iloSciach metale cigzkie odkladaja si¢ w tkankach
i organach migkkich [11]. Drag-Kozak i in. [11] najwigksza koncentracje
otowiu wykazali w $ledzionie dwuletnich pstragéw jesienig (14,28 mg/kg),
nastepnie w jelicie jednorocznych ryb pobranych wiosng (13,26 mg/kg).
Najmniej otowiu zanotowano w sercu jednorocznych pstragdéw ztowionych
jesienig i wiosng — odpowiednio 0,03 mg/kg oraz 0,04 mg/kg. Réwniez
w mig$niach koncentracja byta mata i nie przekroczyta wartosci 0,46 mg/kg
u pstragow jednorocznych i 0,39 mg/kg u dwuletnich.
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Tab. 2. Zawarto$¢ pierwiastkow toksycznych w miesie karpi w zaleznoéci od wieku (mg/kg) [41]

Metale do 2 lat 2-3 lat powyzej 3 lat

cigzkie )—( Xorax } Xona )—( X
Pb 0,042 0,053 0,057 0,063 0,065 0,078
Cd 0,008 0,012 0,015 0,017 0,020 0,021
Hg 0,005 0,007 0,008 0,012 0,014 0,017
As ns ns ns ns ns ns

Objasnienie; ns — nie stwierdzono obecnosci powyzej 0,001 mg/kg

Sposrod metali cigzkich najwicksze zagrozenie dla czlowieka stanowig:
otow, kadm, rte¢ oraz cynk [4, 6, 10, 16, 17, 18]. Pierwiastki te sg zaliczane
do priorytetowych zanieczyszczen zywnoS$ci, poniewaz stwarzaja
najwieksze zagrozenie dla zdrowia ludzkiego, zaréwno ze wzgledu na ich
wlasciwosci toksykologiczne i powszechno$¢ wystgpowania [5]. Kadm
wprowadzany jest do $rodowiska gltoéwnie w procesach przemystowych
[37], dlatego wystepuje w duzych ilosciach w rejonach skazenia przemys-
towego, znajduje si¢ rowniez w dymie papierosowym, w wodzie wodo-
ciagowej, w glebie i zywnosci [16, 49].

Najwyzsze koncentracje kadmu odnotowano w powietrzu atmos-
ferycznym (5,23 ng/m®) i w glebie (290 mg/kg) w poblizu hut cynku i oto-
wiu zlokalizowanych w wojewodztwie §laskim, a takze w roslinach [57].
Glownymi docelowymi organami kumulujagcymi kadm sa watroba i czesé
korowa nerek [7, 24, 25], a takze trzustka, jelita, gruczoty oraz ptuca. Tlo$é
kadmu w organizmach zwicksza si¢ z wiekiem, poniewaz okres jego poto-
wicznego zaniku w organizmie wynosi ok. 20-30 lat. Srednio na tydzien
czlowiek z pozywieniem wprowadza do organizmu od 0,2 do 0,4 mg Cd,
przy dopuszczalnych granicach okreslonych przez WHO na poziomie 0,4-
0,5 mg [25].

Srednie stezenie Cd w miesie ryb w latach 2002-2010 pochodzacych
z wojewodztwa podkarpackiego wynosito 0,007 mg/kg (tab. 3) [2]. Brucka-
Jastrzgbska 1 Protasowicki [58] okreslili poziomu kadmu w tkankach
i narzgdach karpi hodowanych w wodach wojewodztwa zachodniopo-
morskiego, ze szczegdlnym uwzglednieniem rzeki Odry. Badania zostaly
przeprowadzone na 5-miesiecznych karpiach. Wedlug tych autorow
stezenie badanego pierwiastka ksztattowalo sie na poziomie od 0,004 pg/g
do 0,053 pg/g. Najwyzszg zawarto$¢ kadmu wykazano w przypadku
watroby (0,053 pg/g), skrzel (0,039 pg/g) i nerek (0,031 pg/g), natomiast
najnizszg w migsniach (0,004 pg/g), skorze (0,022 ug/g) i przewodzie
pokarmowym (0,029 ng/g). Na podstawie uzyskanych wynikow stwier-
dzono, ze zawarto$¢ badanego pierwiastka (Cd) miescita si¢ w granicach
norm fizjologicznych okre$lonych dla ryb karpiowatych. Rowniez w ba-
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daniach Szkody i in. [4] nie stwierdzono przekroczenia najwyzszych
dopuszczalnych zawartos$ci, wynoszacych dla kadmu zgodnie z rozporza-
dzeniem Komisji (UE) Nr 488/2014 [59] 0,05 mg/kg. Akumulacja Cd
W badanych mie$niach ryb osiagneta poziom 0,001 mg/kg, a wykazana
warto$¢ maksymalna wyniosta 0,012 mg/kg.

W badaniach Tkaczewskiej i Migdata [9] mies$nie ryb z hodowli poto-
zonej w wojewodztwie $laskim, w dolinie gornej Wisty, u podndzy Bes-
kidu Slaskiego, u zbiegu rzek Brynicy i Wisty zawieraly $rednio 0,014 mg
kadmu na kg masy ciata, natomiast proby pochodzace z pozostalych
badanych hodowli cechowaty si¢ zawartos$cig tego pierwiastka mniejszg niz
0,010 mg/kg.

Rudy [41] w przeprowadzonych badaniach w rejonie Polski potud-
niowo-wschodniej (okolice wojewodztw podkarpackiego i lubelskiego)
w latach 2002-2006 wykazal podobng zawarto$¢ kadmu w miesie karpi
w latach 2002-2004 oraz 2006 i wahata si¢ w granicach 0,009-0,010 mg/kg.
Stezenie Cd w tej tkance wzrosto o 67% w roku 2005 i osiagngto poziom
0,015 mg/kg. Ponadto wedtug tego autora wraz z wiekiem karpi wzrastato
stezenie kadmu w migsie z poziomu 0,008 mg/kg w grupie do 2 lat 0 87%
w grupie od 2 do 3 lati o 150% w grupie powyzej 3 lat (tab. 2). O zwiek-
szajacej si¢ akumulacji kadmu wraz z wiekiem ryb w wigkszo$ci tkanek
i organdéw, w przeciwienstwie do otowiu, podkresla literatura [11]. Rudy
[49] w innych badaniach wykazal zawarto§¢ Cd w migsie karpi ha
poziomie 0,011 mg/kg.

Poziom akumulacji Cd w migsie ryb byt rowniez przedmiotem badan
Greli i in. [56], ktorzy wykazali w migsie karpia, leszcza, szczupaka i san-
dacza stgzenie tego pierwiastka na niskim poziomie 0,001 mg/kg. W ba-
daniach Drag-Kozak i in. [11] najwiecej kadmu odnotowano w $ledzionie
dwuletnich pstragdéw jesienig (1,65 mg/kg), w jelicie jesienig (1,18 mg/kg)
oraz w nerkach jednorocznych ryb wiosng (1,16 mg/kg). Najmniej Cd
odnotowano w migéniach jednorocznych ryb (0,003 mg/kg). Nie stwier-
dzono przekroczenia dopuszczalnego poziomu kadmu w migsie ryb. Fakt
ten jest korzystny z punktu widzenia konsumenta, poniewaz 2-letnie pstragi
teczowe sg przeznaczone do spozycia.
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Tab. 3. Zawarto$¢ pierwiastkow toksycznych w migsie ryb pozyskanych na terenie wojewodztwa
podkarpackiego w poszczegolnych latach (mg/kg) [2]

Rok Metale ciezkie
As Cd Pb Hg

2002 0,014 0,003 0,022 0,009
2003 <0,05 0,008 0,058 0,012
2004 <0,05 0,009 0,066 0,005
2005 <0,05 0,019 0,053 0,016
2006 <0,05 0,01 0,052 0,017
2007 <0,05 0,004 0,019 0,022
2008 <0,05 0,007 0,067 0,030
2009 0,014 0,003 0,111 0,009
2010 0,010 0,003 0,043 0,015

i 0,037 0,007 0,055 0,015

5. Podsumowanie

Ryby stanowig jeden z podstawowych sktadnikéw diety cztowieka juz
od najdawniejszych czasow. Sg zalecanymi sktadnikami diety, dostarczaja
pelnowartosciowego biatka, witamin, soli mineralnych oraz kwasow thusz-
czowych, szczegolnie omega-3. Coraz wigksze zanieczyszczenie $rodo-
wiska sprawia, ze organizmy wodne poza cennymi sktadnikami odzyw-
czymi s3 rOwniez zrodlem substancji szkodliwych. W migsie ryb wykazuje
si¢ czgsto podwyzszong zawarto$¢ metali cigzkich, a w szczegdlnosci rteci.
Oceny wynikoéw zawartosci otowiu, kadmu i rteci w zywnos$ci dokonuje si¢
zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (WE) Nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia
2006 r. wraz z poOzniejszymi zmianami, ustalajacym najwyzsze dopusz-
czalne poziomy niektdérych zanieczyszczen w $rodkach spozywczych.
Z obszernej literatury dotyczacej pobierania irozmieszczania metali
ciezkich w ciele ryb wynika, ze ich kumulacja w tkance mig$niowej jest
stosunkowo niewielka. W najwiekszych ilo$ciach pierwiastki te odktadaja
si¢ w tkankach i organach migkkich: watroba, nerki, $ledziona, przewod
pokarmowy i skrzela. Z przedstawionego pismienictwa wynika, ze ryby na
og6t nie wykazujg przekroczenia dopuszczalnych zawartosci metali
cigzkich. Wystgpujacy na niskim poziomie stopien akumulacji pierwiastkow
toksycznych w rybach nie stwarza zagrozen dla zdrowia konsumentow.
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Bioakumulacja metali ci¢zkich w rybach

Streszczenie

Ryby oraz przetwory rybne sa waznym elementem zbilansowanej diety czlowieka. Stanowig
cenne zroédto wysokowartosciowego biatka, niezbednych aminokwaséw oraz tluszczow,
dostarczajg rowniez wielu makro— i mikroelementow. Coraz wigksze zanieczyszczenie
srodowiska sprawia, ze organizmy wodne poza cennymi skladnikami odzywczymi sg rowniez
zrodlem substancji szkodliwych. Ryby zajmujac jedno z ostatnich ogniw w tancuchu troficznym
ekosystemu wodnego moga akumulowa¢ znaczne ilosci metali cigzkich. Metale cigzkie to
pierwiastki wysoce toksyczne dla organizmoéw zywych. Ocena stopnia skazenia ekosystemow
wodnych metalami cigzkimi nie moze ograniczy¢ si¢ tylko do okre$lania ich stgzen w wodzie, ale
réwniez w organizmach zywych bytujacych w $rodowisku wodnym. Dlatego celem ninigjszej
pracy bylo przedstawienie na podstawie piSmiennictwa koncentracji metali cigzkich w tkankach
ryb. W pracy zwrocono rowniez uwage na skutki narazenia ludzi i zwierzat na pierwiastki
toksyczne zwigzane ze spozywaniem zanieczyszczonej zywnosci. Czlonkostwo Polski we
Wspolnocie Europejskiej obliguje nasz kraj do prowadzenia stalego nadzoru i kontroli
pozostalo$ci  substancji  szkodliwych w  $rodkach spozywczych. Dodatkowo w pracy
przedstawiono regulacje prawne dotyczace maksymalnych dopuszczalnych pozioméw metali
ciezkich w tkankach ryb w aspekcie przydatnosci do spozycia.

Stowa kluczowe: metale cigzkie, bioakumulacja, ryby

Bioaccumulation of heavy metals in fish

Abstract

Fish and their preserves are important elements of balanced diet of human. They constitute to
valuable source of high quality white, essential amino acids and fats. They also get many micro
and macroelements. The more polluted environment causes, that water organisms are, apart from
valuable nutritionist, sources of harmful substances. Being on one of last links in trophic chain of
water ecosystem fish may accumulate considerable amounts of heavy metals. Heavy metals are
highly toxic chemical elements for living organisms. The assessment of pollution of water
ecosystems by heavy metals cannot be reduced only to determining their concentrations in water,
but also on living organisms, which live in them. That is why the aim of the present work was to
present concentration of heavy metals in fish tissues based on writing. Results of exposing people
and animals on toxic chemical elements, which are connected with eating of polluted food, was
also taken into consideration in the presented work. Membership of Poland in European Union
obligates our country to conduct constant supervision and control of remains of substances, which
are harmful in food. In addition the work presents legal regulations, concerning maximum
acceptable levels of heavy metals in fish tissues in aspect of usefulness to eat.

Key words: heavy metals, bioaccumulation, fish
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Identyfikacja grzybow z rodzaju Fusarium
izolowanych z materialu roslinnego

1. Wstep

Grzyby z rodzaju Fusarium sa najczesciej wystgpujacymi patogenami
grzybowymi na $wiecie. Najpowszechniejsze gatunki wystepujace w na-
szym klimacie to F. culmorum, F. graminearum, F. poae, F. oxysporum
oraz F. sporotrichioides. Z powodu wysokiej patogenicznosci i toksycz-
nosci sg one przyczyng ogromnych strat gospodarczych [1]. Moga bytowac
w glebie, na szczatkach organicznych, a takze na przetworzonych pro-
duktach spozywczych. Tolerujg zmiany temperatury oraz mogg rozwijac
si¢ w warunkach malego potencjatu wodnego. Grzyby z rodzaju Fusarium
powszechnie wystepuja na zbozach, stanowigc powazny problem [2].
Uprawa monokultur bez tradycyjnego ptodozmianu, oszczgdnosciowe
systemy uprawy oraz jednostopniowy zbior plondéw przyczynia si¢ do
wzrostu porazenia upraw rolniczych [3]. Rosliny mogg by¢ porazane przez
patogeniczne grzyby Fusarium w roznych fazach rozwojowych, powodujac
choroby przed- i powschodowe, tj. fuzaryjna zgorzel podstawy zdzbta
i korzeni, zamieranie ziarna, zgorzel siewek, fuzariozy klosow i wiech
owsa czy fuzariozg kloséw pszenicy (FHB) [4, 5]. W $wietle badan
wlasciwie zaplanowane zabiegi agrotechniczne uznawane s3 za najwaz-
niejszy czynnik zapobiegajacy rozwojowi grzybowych patogenéw. Dobor
odmian mniej podatnych na zakazenia przez patogeny odgrywa kluczowa
role w uprawach ekologicznych. Niemniej istotna jest tez chemiczna och-
rona roslin, ktora polega m.in. na stosowaniu fungicydow bezposrednio
zwalczajacych patogeny oraz herbicydow, ktore posrednio moga wptywac
na ograniczenie rozwoju choroéb grzybowych. Zastosowanie fungicydow
zmniejsza porazenie klosow przez grzyby z rodzaju Fusarium, lecz nie
zawsze redukuje w znaczacy sposob zawarto$¢ metabolitow wtdrnych
wytwarzanych przez te grzyby w ziarnie [6]. Uzyskane plony moga by¢
zanieczyszczone niezwykle niebezpiecznymi dla ludzi i zwierzat miko-
toksynami. Niektore z toksyn grzybowych wywieraja rowniez dziatanie
fitotoksyczne, przejawiajace si¢ wzmozong patogenicznoscig grzybow.
Takie porazone uprawy maja obnizong zar6wno warto$¢ handlowa jaki
i konsumpcyjna, powodujac tym samym réwniez straty ekonomiczne [1].

1_ izapodg@gmail.com, Katedra Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa

Zywnosci, Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie,
http://mww.up.lublin.pl/
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2. Cel pracy

Celem pracy jest przedstawienie glownych zagrozen zwiazanych
z patogenicznymi grzybami z rodzaju Fusarium oraz omowienie metod
izolacji DNA patogenow z materiatu roslinnego i ich identyfikacji.

3. Mikotoksyny produkowane przez grzyby z rodzaju Fusarium

Mikotoksyny sa to metabolity wtdrne pochodzace ze szlakow przemiany
materii grzybow plesniowych. Wspotczesne definicje toksyn wytwarzanych
przez drobnoustroje sa rozne. Niektore z nich podaja, ze mikotoksyny sa to
organiczne substancje produkowane przez mikroorganizmy, Kktore
wykazujg szkodliwy wpltyw na komorki lub tkanki innych organizméw.
Inne natomiast formuluja stwierdzenie, ze mikotoksynami nazywa sie¢
sktadniki lub produkty mikroorganizméw, ktore wyekstrahowane i wpro-
wadzone do zwierzecego gospodarza (bez zasiedlenia) mogg wywolaé
wystgpienie objawow chorobowych [7]. Spozycie zywnosci zawierajacej
toksyny grzybowe oraz kontakt z zarodnikami moze mie¢ powazne konsek-
wencje dla zdrowia, powodujac zatrucia — mikotoksykozy. Gléwnymi
objawami mikotoksykoz sa zaburzenia krzepliwo$ci krwi, zaburzenia
odpornoséci organizmu oraz procesOw trawienia, apatia czy zmegczenie.
Badania wykazaty, ze wickszo$¢ ludzi zjada z pokarmem niewielkie ilo$ci
mikotoksyn. Systematyczne pobieranie przez dtuzszy okres czasu moze
prowadzi¢ do cigzkich problemoéw zdrowotnych. Niektdre toksyny grzy-
bowe s3 podejrzewane o wywolywanie nowotwordéw, podczas gdy inne
moga niszczy¢ watrobe, nerki, uktad rozrodczy lub nerwowy. Moga by¢
takze przyczyna ostrych i przewlektych zatru¢ (w tym S$miertelnych),
powodowa¢ alergie, grzybice, choroby uktadu oddechowego, pokarmo-
wego, a takze liczne choroby zwigzane z ostabieniem uktadu odpornoscio-
wego. Masowe zatrucia $§miertelne majg charakter wyjatkowy 1 zazwyczaj
lokalny, natomiast dtugotrwaty kontakt konsumenta, nawet z bardzo nis-
kimi stezeniami poszczegolnych mikotoksyn moze prowadzi¢ do przewlek-
tych choréb trudnych do ustalenia diagnostycznie [8].

Grzyby z rodzaju Fusarium produkujag mykotoksyny w okresie wege-
tacji roslin, ale takze podczas ich zbioru, transportu i przechowywania.
Najbardziej znane toksyny fuzaryjne to: zearalenon, bowerycyna, zwigzki
z grupy trichotecendw (deoksyniwalenol — DON, niwalenol — NIV), moni-
liformina i fumonizyna [9]. Przez swoje wlasciwosci, trichoteceny sg
szczegolnie niebezpieczne i maja zdolnos¢ wnikania do makroorganizmow
przez przewod pokarmowy, droga inhalacji i przez skore. W wysokich stg-
zeniach moga spowodowac silne uszkodzenia narzadéw wewnetrznych
[10]. Mniejsze dawki nie powoduja poczatkowo reakcji organizmu, ulegajg
kumulacji w tkankach, a wystgpienie fuzariotoksykozy charakteryzuje si¢
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zroznicowanym nasileniem [7]. Z uwagi na powszechne wystepowanie
i wielokierunkowy sposob dziatania wobec réznych organizméw mikoto-
ksyny fuzaryjne stanowiag bezposrednie zagrozenie dla zwierzat i cztowieka
z racji obecnosci w tancuchu pokarmowym. Na poziomie komoérkowym
trichoteceny odpowiedzialne sg za hamowanie biosyntezy biatka, redukcje
aktywnos$ci enzymow, zaburzenia w przepuszczalnosci bton cytoplazma-
tycznych, zaburzenia w podziatach komorkowych, indukowanie aberracji
chromosomowych i zaburzenia w przebiegu cyklu komoérkowego [11].
Mikotoksyny te posiadajg takze dziatanie fitotoksyczne przejawiajgce si¢
hamowaniem kietkowania nasion, hamowaniem wzrostu korzeni i pedow,
redukcji §wiezej masy organdéw roslinnych, chlorozami, wiednigciami
i nekrozami. Zatrucie ludzi czy zwierzat mikotoksynami wytwarzanymi
przez Fusarium nastepuje gléwnie w wyniku spozycia zakazonej zywnosci,
np. zbdz, warzyw, orzechow, nasion ro$lin stragczkowych, owocow czy
przypraw [1]. Produkty zbozowe sg podstawa codziennej diety kazdego
czlowieka, dlatego tez niezwykle istotne jest sprawdzanie jako$ci surow-
cow do produkeji, czyli ziarna i maki, na obecnos¢ mikotoksyn. Kraje Unii
Europejskiej zalecaja, azeby zawarto§¢ DON w ziarnie pszenicy nie prze-
kraczata wartosci 1,75 mg/kg, a w mace 0,75 mg/kg [3].

Procesy unieczynnienia mikotoksyn i ich eliminacji sa kosztowne oraz
Czaso- i pracochtonne, dlatego tez najbardziej celowe jest zwrdcenie uwagi
na zapobieganie ich powstawaniu. Zapobieganie tworzeniu si¢ mikotoksyn
obejmuje dwa etapy. Pierwszy etap to dziatania agrotechniczne, do ktoérych
mozna zaliczy¢:

e dobdr odpowiednich odmian mniej podatnych na porazenie przez
toksynotworcze grzyby;

e wlasciwa ochrone fitosanitarng upraw dla zmniejszenia mozliwos$ci
porazen przez grzyby;

e zapobieganie inwazji owaddéw uszkadzajacych nasiona i przeno-
szacych materiat infekcyjny grzybow;

o wlasciwy zbior.

Przestrzeganie prawidtowej agrotechniki i ochrony roslin zmniejsza
mozliwos¢ infekcji toksynotworczymi grzybami. Drugi etap zapobiegania
powstawania mikotoksyn to wtasciwe przechowywanie, odpowiednio do
wymagan skladowania, zb6z, warzyw i owocow [3].

113



Izabela Podgorska

4. Izolacja DNA grzybow z materiatu roslinnego

Istnieje wiele metod izolacji DNA, ale wszystkie polegaja na znisz-
czeniu struktur komoérkowych i wyodrgbnieniu materialu genetycznego
Z mieszaniny zanieczyszczen i inhibitorow reakcji enzymatycznych. W celu
wyizolowania DNA grzybow z tkanek roslinnych, pierwszym etapem jest
homogenizacja, czyli mechaniczne zniszczenie struktur komoérkowych.
Najczesciej stosowang metoda homogenizacji jest ucieranie tkanki w ciek-
tym azocie. 1zolacja materiatu genetycznego musi zapewnié¢ wysoka jakosé¢
preparatu DNA, ktory bedzie wykorzystywane w nastgpnych etapach
badan. Gléwnym celem izolacji materialu genetycznego jest otrzymanie
(z maksymalng wydajnoscia) wysokoczasteczkowego DNA. Powinno to
przebiega¢ z jednoczesnym oczyszczeniem preparatu DNA z biatek oraz
inhibitorow enzymoéw, ktére moga stwarza¢ problemy podczas dalszej
pracy z DNA, czyli reakcji PCR. Istnieje wiele réznych metod izolacji
kwasow nukleinowych i wcigz opracowywane sa nowe procedury. Ich
celem jest dostarczenie DNA w jak najwigkszej iloéci oraz najlepszej
czystosci 1 jakosci. Nowe metody izolacji maja by¢ efektywne, wydajne,
szybkie oraz stosunkowo tanie [12]. Przygotowujac si¢ do izolacji DNA
nalezy przestrzega¢ kilku podstawowych zasad. Wszystkie odczynniki
(roztwory wyjsciowe 1 robocze) powinno si¢ sporzadzaé uzywajac
odczynnikow o najwickszej dostepnej czystosci, oraz wody podwojnie
destylowanej i dejonizowanej. Wszystkie odczynniki oraz woda uzywana
do ich sporzadzania powinny by¢ sterylizowane [13].

Obecnie metody izolacji mozna podzieli¢ na 3 gtdéwne grupy:

e izolacja DNA z zastosowaniem mieszaniny fenol/chloroform (stoso-

wane do odbialczania preparatow);

e izolacja DNA, ktora przebiega z wysoleniem bialek z otrzymanych
lizatow komorek;

e izolacja DNA z wykorzystaniem odpowiedniego no$nika, do ktdrego
DNA bedzie si¢ wigzaé, nastgpnie odmycie zanieczyszczen i uwol-
nienie zwigzanego DNA [12].

Jedna z najbardziej popularnych metod izolacji DNA jest ta, w ktorej
wykorzystuje si¢ mieszaning zwigzkow chloroform/fenol. Wykorzystanie
rozpuszczalnikdw organicznych zwigksza efektywnos$¢ oddzielania kwa-
sow nukleinowych od zwigzanych z nimi biatkami. W przypadku, gdy
kwasy nukleinowe izolowane sg z mieszanin czasteczek (np. z lizatow
komoérkowych), po ekstrakcji rozpuszczalnikiem organicznym nalezy
wprowadzi¢ dodatkowe etapy, ktére podniosg efektywnos¢ izolacji kwasow
nukleinowych. Takim etapem moze by¢ zastosowanie enzymow prote-
olitycznych, np. proteinazy K. Po etapie ekstrakcji DNA znajduje si¢
W rozcienczonym 1 zanieczyszczonym roztworze wodnym. Dlatego tez
przeprowadza si¢ etap zaggszczania, ktory polaczony jest z usuwaniem

114



Identyfikacja grzybow z rodzaju Fusarium izolowanych z materiatu roslinnego

zanieczyszczen matoczasteczkowych. Zaggszczanie kwasow nukleinowych
osigga si¢ przez wytracanie czasteczek etanolem lub izopropanolem.
Nastepnie precypitat DNA odzyskuje si¢ przez wirowanie i rozpuszczanie
otrzymanego po wirowaniu osadu w odpowiednim buforze. Wytracone
kwasy nukleinowe nalezy przemy¢ w 70% roztworze etanolu i pozostawic
w temperaturze pokojowej w celu odparowania sktadnikéw ciektych
z probki. Po wysuszeniu otrzymane probki kwasow nukleinowych powinny
by¢ tatwo rozpuszczalne w matej ilosci buforu o niskiej sile jonowej [13].

5. Metody identyfikacji grzybow strzepkowych

Do metod wykorzystywanych przy identyfikacji grzybow mozna
zaliczy¢ tradycyjne techniki oparte na obserwacjach makro- i mikrosko-
powych, biochemiczne testy diagnostyczne oraz metody biologii mole-
kularnej. Obserwacje cech morfologicznych najczesciej przeprowadza si¢
po przygotowaniu czystych mikrokultur na odpowiednich podtozach oraz
poprzez hodowle grzybow na szalkach Petriego na tych samych podtozach.
W obserwacjach mikroskopowych zwraca si¢ uwage na nastepujace cechy
morfologiczne:

e grzybnia — podzielona septami lub jednokomorkowa;

e trzonki zarodniono$ne i zarodnie — ich sposdb ulozenia, wielkos¢,

obecno$¢ lub brak kolumelli;
konidiofory — ksztalt, sposob utozenia, rozgalezienia;

e zarodniki wewnetrzne lub zewnetrzne — ksztatt, wielko$¢, barwa;

e obecnos¢ i typ struktur szczegolnych.

Morfologi¢ kolonii po tygodniowej hodowli na podlozu agarowym
okresla si¢ poprzez:

e wyglad i zabarwienie grzybni, zmiany barwy w czasie zarodni-

kowania, barwe grzybni od spodu;

obecnos¢ stref koncentrycznych;

struktura powierzchni kolonii;

brzeg kolonii;

szybko$¢ namnazania;

zmiana zabarwienia podtoza;

obecnos¢ kropelek wody na grzybni powierzchnioweyj;

zapach.
Fusarium culmorum tworza obfitg, watowata, jasng grzybnig, ktora
w miar¢ dojrzewania moze przybiera¢ kolor fioletowor6zowy lub czerwono
fioletowy. Patogen ten nie tworzy stadium doskonatego. Konidiofory
wystepuja pojedynczo lub skupieniach, mogg by¢ rozgatezione, na nich
powstaja komorki konidiotworceze, tzw. fialidy [2]. F. culmorum wytwarza
krotkie, grube, z mocno wygietg czgscig grzbietowa makrokonidia. Makro-
konidia przedzielone sg zazwyczaj 3-ma lub 4-ma przegrodami. Grzyb ten
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nie tworzy natomiast mikrokonidiow. Chlamydospory moga wystgpowaé
pojedynczo, w tancuszkach i skupieniach [1].

Fusarium graminearum na pozywce PDA (agar glukozowo-ziem-
niaczany) rosnie bardzo szybko, grzybnia jest obfita, welnista, gesta i bar-
dzo puszysta. Strzepki grzybni przybieraja barwe od biatej, przez ré6zowa
do karminowej, a nawet Jasnobrqzowej Rewers hodowli jest zwykle
karmlnowoczerwony [9]. F. graminearum wytwarza dwa typy konidiow:
makrokonidia i chlamydospory Makrokonidia sg cienkie i dtugie, o ksztat-
cie sierpowatym i prostym, z pigcioma lub szeScioma przegrodami.
Chlamydospory sa okragle, wystepuja w grzybni pojedynczo, w skupie-
niach lub tancuszkach [1].

Fusarium poae wytwarza glownie mikrokonidia, ktore sa okragle, bez
przegrod. Makrokonidia oraz chlamydospory tworzone sg bardzo rzadko.
Na podtozu PDA patogen ten rozwija si¢ bardzo szybko, rosnie obficie,
przybiera kolor od bialego do r6zowego. Rewers hodowli jest bialorozowy,
karminowoczerwony, czasami przybiera barwe z6ita do jasnobrazowe;.
Cechg charakterystyczng F. poae jest zapach kolonii przypominajacy
zapach kwiatow lub dojrzatych brzoskwin [9].

{5, %o
o

- makrokonidia

- mikrokonidia

- chlamydospory

E - konidiofory z monofialidami

oow>»

Rysunek 1. Makrokonidia, makrokonidia, chlamydospory oraz konidiofory z monofialidami
grzyba F.poae [9]

Fusarium sporotrichioides na podtozu PDA rozwija si¢ szybko,
grzybnia jest obfita i wetnista oraz bardzo gesta, czasem maczysta. Strzepki
grzybni przybieraja barwe od biator6zowej z zottym odcieniem, do koloru
jasnobrazowego. Rewers mtodej hodowli jest réozowy, podzniej zmienia
barwg¢ na karminowoczerwony lub brazowy. Mikrokonidia tworzone sa
licznie, o ksztalcie owalnym, gruszkowatym lub przypominajacym cytryny,
z maksymalnie 2 przegrodami. Makrokonidia wystepuja bardzo licznie, sa
krotkie, sierpowate, kilkukomorkowe. Chlamydospory wystepuja obficie
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w starszych kulturach, sg interkalarne, ulozone w tancuszkach i skupie-
niach, gtadkie, kuliste lub owalne, jasnobrazowe [9].

Biochemiczne metody identyfikacji grzybow polegaja na okresleniu ich
zdolno$ci do asymilacji, fermentacji czy rozktadu okreslonych zwigzkow.
Cechy biochemiczne ustala si¢ na podstawie reakcji chemicznych,
zachodzacych w odpowiednio dobranych pozywkach wzrostowych. Wynik
testu odczytuje si¢ makroskopowo przez obserwacj¢ wzrostu, zmiang
zabarwienia pozywki powstata na skutek metabolizmu drobnoustrojow,
wywolanie reakcji barwnej poprzez wprowadzenie odczynnika reagujacego
z metabolitem wytwarzanym przez badany organizm. Po okreslonym czasie
dokonuje si¢ odczytu testow [14].

Zastosowanie tradycyjnych metod identyfikacji wymaga duzej wiedzy
oraz do$wiadczenia w pracy z grzybami, dlatego identyfikacja ta jest
niezwykle trudna i wigze si¢ z czg¢stymi bledami popelnianymi w trakcie
wykonywania oznaczen. Stosowanie technik molekularnych, w poréwnaniu
z konwencjonalnymi, jest natomiast o wiele dokladniejsza i mniej
pracochtonng metoda, ktoéra w sposob jednoznaczny okresla przynaleznos¢
do gatunku [15].

5.1. Identyfikacja grzybow z rodzaju Fusarium metoda PCR

W obecnych czasach techniki umozliwiajace wczesne wykrycie
obecnosci patogena i okreslenie jego zdolnosci do tworzenia mikotoksyn
maja coraz wigksze znaczenie. Sg to podstawowe elementy profilaktyki
ochrony produktow spozywczych i paszowych przed toksynami. Metody
molekularne opieraja si¢ na analizie struktury DNA. Pozwalaja one na
fatwiejsza, szybsza i doktadniejsza identyfikacje patogenéw w badanych
probach [16]. Najwieksze znaczenie w identyfikacji patogendéw grzybo-
wych zyskata tancuchowa reakcja polimerazy (PCR — Polymerase Chain
Reaction). Jest to technika, przy uzyciu ktérej mozemy powieli¢ dowolny
fragment DNA o dlugosci od kilku do kilkuset tysiecy nukleotydow.
Lancuchowsg reakcje polimerazy wykorzystujemy czgsto w sytuacji, kiedy
dysponujemy niewielka ilo$cia materialu badanego. Metoda PCR zostala
wynaleziona w 1983 roku przez Kary’ego Mullisa z kalifornijskiej firmy
Cetus. Za to osiagnigcie w roku 1993 Mullis otrzymal Nagrode Nobla.
Lancuchowa reakcja polimerazy znalazta wiele zastosowan m.in. w klasy-
fikacji izolatow grzybow czy w badaniach interakcji gospodarz-patogen.
Szczegodlny rozwoj tej techniki nastgpil po 1988 roku, kiedy wykorzystano
po raz pierwszy enzym polimerazg¢ z bakterii Thermus aquaticus (Taq),
wykazujacg stabilno$¢ w wysokich temperaturach [17, 18].

Aby reakcja PCR doszta do przebiegu 1 nastapito powielenie badanego
fragmentu DNA musimy posiada¢ odpowiednie sktadowe reakcji, bez
ktorych doswiadczenie si¢ nie uda. Te elementy to:

e wyizolowana, o odpowiedniej czysto$ci ni¢ DNA;

117



Izabela Podgorska

e Srodowisko reakcji, ktore zapewniajg bufor, jony magnezowe oraz
odpowiedniej czystosci woda;

e primery - inaczej startery, czyli kilku do kilkunastu nukleotydowe
sekwencje flankujace znany lub nieznany odcinek DNA;

e dNTP — wolne nukleotydy;

e termostabilna (nie ulegajgca degradacji w wysokich temperatu-
rach) polimeraza DNA;

e opcjonalnie: substancje stabilizujace polimeraze (w gotowych zesta-
wach, tzw. kitach, substancje stabilizujace znajduja si¢ zazwyczaj
w buforach dostarczanych razem z polimeraza) [19].

Reakcja PCR przebiega w termocyklerze — specjalnym urzadzeniu
stuzacym do sterowania temperatura. Probowki znajdujace sie w termo-
bloku raz sa podgrzewane, a raz ozigbiane. Sterowanie temperatura
mozliwe jest dzieki wprowadzeniu do pamieci termocyklera okre$lonego
programu, zazwyczaj podanego w opisie metodyki, na podstawie ktorej
powielamy badany DNA. W temperaturze okoto 95°C dochodzi do dena-
turacji podwojnej nici DNA, przez co rozdzielenia si¢ ona na dwie nici.
Jest to wynik pekania wiazan wodorowych pomiedzy zasadami azotowymi
(purynami 1 pirymidynami). W temperaturze nizszej, Scisle okreslonej dla
danej pary starterOw stosowanych w reakcji (najczeSciej w przedziale
pomiedzy 45-65°C), nastepuje ich asocjacija do matrycy. Kolejne
podwyzszenie temperatury do okoto 72°C powoduje przylaczenie sie
polimerazy DNA do miejsca asocjacji starterOw z matryca DNA. Powstaty
kompleks rozpoczyna synteze nici komplementarnej do matrycy. Po
zakonczeniu pierwszego cyklu reakcji nastepuje kolejny, czyli: denaturacja,
przylaczanie starter6w oraz synteza nici DNA. Po ostatnim cyklu,
W temperaturze 72°C, przez okres zazwyczaj 5 minut nastepuje koncowe
wydluzanie. Zakres zmiany temperatury w urzadzeniu zalezy od kilku
czynnikow m.in. od dlugosci odcinka DNA, ktory planujemy powieli¢, od
dlugosci starterow oraz optiméw temperaturowych enzymow (polimeraz).
Okresowe zmiany temperatury wywotuja roznego typu reakcje chemiczne,
ktére zachodzac cyklicznie (np. 35 cykli reakcji PCR), doprowadzaja do
powielenia, okreslonego przez primery (startery) fragmentu DNA. Gdyby
wydajnos¢ reakcji PCR byla stuprocentowa, po n cyklach reakcii z jedne;j
czasteczki mozna by uzyska¢ 2 do n-tej potegi czasteczek DNA.
W praktyce wydajnos¢ reakciji PCR jest nieco mniejsza. Nie zmienia to
jednak faktu, ze PCR pozwala na geometryczne zwielokrotnienie poza-
danego odcinka tancucha DNA oraz to, ze metoda ta jest bardzo czula [19].

Produkt otrzymany po reakcji PCR poddajemy dalszej analizie. Badany
DNA przenosimy na zel agarozowy lub poliakrylamidowy i poddajemy
rozdzialowi elektroforetycznemu. Metody te pozwalaja okresli¢c zarowno
obecnos¢, jak 1 wielkos¢ 1 ilos¢ powstatych produktow. Rozdziatu doko-
nujemy w obecnosci bromku etydyny. Zdolnos¢ bromku etydyny zaréwno
do wnikania pomiedzy zasady azotowe DNA jak i emitowanie promie-
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niowania pod wpltywem $wiatla UV, pozwolilo na wykorzystanie go jako
znacznik do wizualizacji efektow reakcji PCR. Obecnos¢ lub brak prazka
0 okreslonej wielkosci $wiadczy odpowiednio o obecnosci lub braku wykry-
wanego mikroorganizmu w badanej probie. Otrzymane wyniki archiwa-
zujemy, a nast¢pnie poddajemy dalszej analizie, statystycznej [21].

Matryca DNA %Sta i
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Rysunek 2. Schemat powielania fragmentu DNA metoda PCR [20].

Poza wieloma wspomnianymi zaletami PCR istniejag rowniez stabe
strony metody. Zastosowanie tancuchowej reakcji polimerazy do préb
uzyskanych bezposrednio z materiatu roslinnego czesto wigze sie z trud-
nosciami z powodu obecnosci inhibitorow, ktére mogg znaczaco spowolnié
reakcje PCR lub catkowicie jg zahamowac. Inhibitorami mogg by¢ zardw-
no zwiazki organiczne, i jak i nieorganiczne réznego pochodzenia. W ten
sposob moze dojs¢ do sytuacji, kiedy pomimo obecno$ci patogenu w ba-
danej probie wynik reakcji bedzie falszywie negatywny. Dlatego na
podstawie standardowej procedury PCR powstalo wiele modyfikacji, ktore
pozwalajg polepszy¢ mozliwosci badawcze [22].
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6. Podsumowanie

Metody identyfikacji i réznicowania drobnoustrojow oparte na technice
PCR, w poréwnaniu z klasycznymi metodami identyfikacji mikroor-
ganizmow, sg znacznie dokladniejsze, pozwalaja zmniejszy¢ naktad pracy
ludzkiej oraz czas wykonywania oznaczenia. Metoda PCR moze by¢ stoso-
wana do wczesnego wykrywania grzybow z rodzaju Fusarium nawet jesli
objawy obecnosci patogenu nie sa jeszcze widoczne na roslinie. Toksyno-
tworcze grzyby z rodzaju Fusarium sa niezwykle groznymi patogenami,
dlatego ich identyfikacja jest istotna, w celu podj¢cia odpowiednich
zabiegdw ochronnych uniemozliwiajacych rozprzestrzenienie si¢ patogena
w $Srodowisku.
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Identyfikacja grzybéw z rodzaju Fusarium metoda PCR

Streszczenie

Grzyby nalezace do rodzaju Fusarium sa czynnikami wywotujacymi powazne choroby ro$lin,
glownie zboz. Istotnym problemem, jaki stwarza obecnos$é tych patogenéw w uprawach
rolniczych i uzyskiwanych z nich produktach jest zdolno$¢ do tworzenia mikotoksyn z grupy
trichotecenow: deoksyniwalenolu (DON) i niwalenolu (NIV). Toksyny te zostaly uznane za
najniebezpieczniejsze dla zdrowia i zycia ludzi oraz zwierzat gospodarskich. Tradycyjna
identyfikacja poszczegdlnych gatunkow grzybow z rodzaju Fusarium jest utrudniona ze wzgledu
na duza zmienno$¢ cech morfologicznych. W zwigzku z powyzszym ogromne znaczenie zyskaty
metody molekularne oparte na reakcji fafncuchowej polimerazy (PCR).

Stowa kluczowe: Fusarium, mikotoksyny, PCR

PCR identification of Fusarium species

Abstract

Fungi belonging to the genus Fusarium are factors that cause serious diseases of plants, especially
cereals. A major problem, caused by the presence of these pathogens in agricultural crops and
products derived from them, is the ability to produce mycotoxins including the trichothecenes:
deoxynivalenol (DON) and nivalenol (NIV). These toxins have been recognized as the most
dangerous for health and life of humans and animals. The traditional identification of the
individual species of fungi of the genus Fusarium is difficult due to the high variability of
morphological features. Accordingly, molecular methods based on polymerase chain reaction
(PCR) gained great importance.

Keywords: Fusarium, mycotoxins, PCR
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Przeglad wybranych metod
sekwencjonowania wysokoprzepustowego:
przebieg analiz i zastosowan

1. Wstep

Pierwsze lata XXI wicku uswiadomity genetykom, ze poznanie genomu
organizmu nie bedzie wystarczajacym osiggnieciem do rozwigzania
problemow takich jak, funkcjonowanie organizmu czy etiologia chorob
genetycznych. Projekt Human Genome Project pochiongt setki milionow
dolaréw, zaangazowanych w niego bylo tysigce naukowcow, jednakze
okazat si¢ jedynie preludium do wspoélczesnych wyzwan naukowych.
Genom organizmu w zaleznosci od jego ztozonosci posiada zréznicowana
wielko§¢ materialu genetycznego. Idac prostym tokiem rozumowania,
czlowiek jako organizm najbardziej rozwiniety, powinien charakteryzowac
si¢ najwicksza iloscig gené6w w swoich komorkach, jednakze tak nie jest.
Homo sapiens jest organizmem diploidalnym, co znaczy, ze kazda komoérka
ludzka posiada podwojng ilos¢ materialu genetycznego upakowanego
w strukturach zwanych chromosomami. Istniejg, w szczegdlnoSci w Swie-
cie roslinnym, organizmy o kilku-, a nawet kilkunastokrotnym zestawie
chromosomow. Rekordzistami pod wzgledem genetycznego upakowania sg
niektore gatunki ryb, ktérych haplotyp jest powielony w komoérkach okoto
100-krotnie (np. karp). Rezultaty Human Genome Project dostarczyly
wielu odpowiedzi na nurtujace naukowcoéOw pytania. Z drugiej jednak
strony staly si¢ zrodlem kolejnych hipotez napedzajac przy tym rozwoj
technik sekwencjonowania materiatlu genetycznego. Wysokoprzepustowe
metody sekwencjonowania zaczeto dynamicznie rozwijaC wraz z idea
medycyny spersonalizowanej, a konsorcja zajmujace si¢ Sekwencjono-
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waniem materialu genetycznego postawity sobie za cel zsekwencjonowanie
calego genomu ludzkiego za koszt mniejszy niz 1000 dolarow amery-
kanskich [1].

W ponizszym opracowaniu przedstawiono krotka charakterystyke trzech
wiodacych metod sekwencjonowanie wysokoprzepustowe. W pracy
przedstawione zostaly mozliwosci wykorzystania tych metod w badaniach
genetycznych oraz podstawowe informacje dotyczace zardwno ekspe-
rymentoéw laboratoryjnych jak i analiz bioinformatycznych.

2. Sekwencjonowanie genomowe

Obserwowany w ostatnich latach spadek cen wysokoprzepustowego
Sekwencjonowania materialu genetycznego oraz postgp technologiczny,
przyspieszajacy ,,odczytywanie materiatu genetycznego”, przyczynit sie¢ do
wykorzystywania sekwencjonowania genetycznego w medycynie oraz
diagnostyce medycznej. Wysoka przepustowo$¢ metod sekwencjonowania
nastepnej generacji umozliwita poznanie sekwencji wszystkich egzonow
badz tez catego genomu organizmu [2]. Czynniki te przyczynily si¢ do
rozwoju nowej metody diagnostycznej a mianowicie sekwencjonowania
genomowego. Sekwencjonowanie genomowe (ang. Whole Genome Sequen-
cing, WGS) jest metoda bazujaca na poznaniu sekwencji genomu catego
organizmu, lacznie z informacjg genetyczng pochodzaca z mitochondridw
aw przypadku roslin chloroplastow [3-5]. Metoda sekwencjonowania geno-
mowego dostarcza informacji na temat indywidualnej zmienno$¢ gene-
tycznej osobnika [3]. Sekwencjonowanie genomowe generuje ogromna ilos¢
danych, ktore po szczegélowych analizach bioinformatycznych dostarcza
istotnych informacji na temat osobnika. W zaleznosci od celu badan, analizy
moga dotyczy¢ catego genomu (WGS), wszystkich egzonow organizmu
(ang. Whole Exome Sequencing, WES), identyfikacji gendw oraz innych
wybranych analiz genetycznych [2].

2.1. Przebieg eksperymentu z wykorzystaniem
sekwencjonowania wysokoprzepustowego

Przebieg eksperymentu z wykorzystaniem metody sekwencjonowania
genomowego przedstawiono na podstawie postgpowania zalecanego dla
sekwencjonowania przy uzyciu zestawu firmy I[lumina (jeden z lideréw na
rynku sekwencjonowania wysokoprzepustowego).

2.1.1. Analiza laboratoryjna

Analiza laboratoryjna rozpoczyna si¢ od pobrania probek z materiatu
biologicznego, a kolejnym krokiem jest izolacja materiatu genetycznego.
Izolacja DNA przebiega najczesciej z wykorzystaniem komercyjnie dostep-
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nych zestawow. W tym celu najczeséciej wykorzystywana jest precypitacja
DNA, po wczesniejszym uwolnieniu materialu genetycznego z komorek.
Metoda ta polega na wstepnym oddzieleniu bialek od kwaséw nukleino-
wych, wskutek denaturacji biatek, a nast¢pnie zat¢zeniu wyizolowanego
DNA poprzez odwirowanie i ponowne rozpuszczenie w buforze (np. TE)
lub wodzie dejonizowanej. Przed przystapieniem do kolejnych analiz
nalezy sprawdzi¢ jako$¢ oraz ilo$¢ wyizolowanego materialu genetycz-
nego. Jako§¢ wyizolowanego materialu genetycznego sprawdzana jest
poprzez elektroforezg w 1% zelu agarozowym, tworzaca wyrazny prazek
po zakonczeniu rozdziatu $wiadczacy o braku degradacji materialu gene-
tycznego [5].

Kolejnym krokiem analizy laboratoryjnej jest fragmentacja wyizo-
lowanego materiatu genetycznego. Otrzymane fragmenty DNA wykorzys-
tywane sg nastgpnie do przygotowania biblioteki. Przygotowanie biblioteki
DNA jest kluczowym elementem prawidtowego przeprowadzenia sekwen-
cjonowania genomowego. W tym celu z otrzymanych fragmentow DNA
usuwane sa lepkie konce wskutek dziatania egzonukleaz [6, 7]. Nastgpnie
do koncow 3’ nici DNA przylaczana jest adenina, kluczowa do przyla-
czenia adaptera. Kazdy adapter zawiera na koncu 5’ tyming, konieczng do
ligacji adaptera do adeniny znajdujacej si¢ na koncu 3’ fragmentow DNA.
Przytaczone adaptery zawieraja na swoich koncach unikatowe sekwencje
komplementarne do starteréw uzywanych podczas amplifikacji DNA [7-9].
Tak przygotowane fragmenty nanosi si¢ na ptytke (ang. flowcell) zawie-
rajacg przytwierdzone startery. Przytwierdzone fragmenty poddawane sa
nastepnie amplifikacji, koniecznej do otrzymania wystarczajacej ilosci ma-
trycy DNA, pozwalajacej na doktadniejsze pokrycie podczas analizowania
sekwencji. W wyniku amplifikacji w obrebie pojedynczego fragmentu nici
DNA tworzone sg sektory (ang. Polymerase generated colonies). Poszcze-
golne sektory zawierajace okoto 1000 kopii powielanego fragmentu DNA.
Przygotowana w ten sposob biblioteka wykorzystywana jest w metodzie
sekwencjonowania genomowego [6, 7]. Schemat przedstawiajacy przy-
gotowanie biblioteki wykorzystywanej w sekwencjonowaniu genomowym
przedstawiono na rysunku 1.

Sekwencjonowanie przygotowanej biblioteki odbywa si¢ jednoczesnie
dla wszystkich sektorow. Podczas sekwencjonowania wykorzystywane sa
nukleotydy wyznakowane znacznikami fluorescencyjnymi. W wyniku
przylaczania nukleotydow w czasie syntezy komplementarnej nici DNA,
kazdorazowo nastgpuje uwalnianie znacznikéw fluorescencyjnych. Uwol-
nione z kazdego sektora znaczniki rejestrowane sa przez detektor (rys. 2).
Po zakonczeniu rejestracji widm fluorescencyjnych nastgpuje usuniecie
znacznikoOw, umozliwiajac przytaczenie kolejnych nukleotydow w nastep-
nym cyklu sekwencjonowania [7, 11].
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Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy proces przygotowywania biblioteki wykorzystywanej do
sekwencjonowania genomowego: A) fragmentacja DNA, B) usunigcie lepkich koncow, C)
przylaczenie adeniny na koncach 3°, D) przytaczenie adapterow koniecznych dla prawidlowego
procesu amplifikacji, E) amplifikacja fragmentow DNA [11]
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Rysunek 2. Schemat przedstawiajacy odczytywanie sekwencji nukleotydowej na podstawie
detekcji widm fluorescencji. Kolorem czarnym zaznaczono guaning, zielonym alaning,
czerwonym oznaczono tyming natomiast kolorem niebieskim cytozyne [12]

2.1.2. Analiza bioinformatyczna

Drugim etapem eksperymentu zwigzanego z sekwencjonowaniem geno-
mowym jest bioinformatyczna analiza danych. Generowane w czasie sek-
wencjonowania, krotkie odczyty (ang. reads) najczgs$ciej zapisywane sg
w formacie FASTQ. Pliki te stanowig dane poczatkowe wykorzystywane
w procesie analizy danych [14].

Pierwszym krokiem analizy bioinformatycznej jest ocena jako$ci otrzy-
manych odczytow. Weryfikacja wykonywana jest pod katem wystepowania
w sekwencjach nukleotydow niesprecyzowanych (N), zawarto$ci nukle-
otydow guaninowych i cytozynowych (ang. GC content), wystepowania
duplikacji, adapteréw, nukleotydow o niskiej jakosci odczytu oraz rozktadu
dtugosci sekwencji (rys. 3) [15].

Po sprawdzeniu jako$ci sekwencji, zalecane jest usunigcie odczytow nie
spetiajacych kryteriow jakosciowych takich jak: sekwencje pochodzace
z procesu przygotowywania biblioteki (np. adapterow) oraz sekwencje
0 niskiej jakos$ci. Z sekwencji nalezy takze usuna¢ ewentualne zanieczysz-
czenia na przyktad pochodzace z innych organizméw niz organizm badany.
Kontaminacje te mogg pojawia¢ si¢ wskutek zanieczyszczenia materiatu
genetycznego lub wynikaja z sekwencjonowania jednoczesnie na tym
samym sekwenatorze prob pochodzacych z réznych organizmow [15].
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Rysunek 3. Przyktadowy raport oceny jako$ci odczytow wygenerowany przez program FastQC [16]

Kolejny krok analizy bioinformatycznej zalezny jest od dostepnosci
genomu blisko spokrewnionego gatunku (tzw. genom referencyjny) do
badanego organizmu. W przypadku gdy jest on dostgpny wykonywane jest
mapowanie odczytdow do sekwencji genomu referencyjnego (rys. 4).
W przypadku gdy genom referencyjny nie jest dostgpny nalezy wykonaé
sktadanie genomu metoda de novo. Metody sktadania genomu sg procesami
skomplikowanymi obliczeniowo, wymagajacymi wykorzystania kompute-
row ,,duzej mocy obliczeniowej”. Ztozonos$¢ obliczen wynika z analizowa-
nia wszystkich sekwencji na raz oraz wystgpowanie wielu izoform sek-
wencji tych samych genoéw. Istotne znaczenie dla zloZzonosci obliczen ma
takze wielko$¢ genomu. Wigkszy genom wymaga wigkszej mocy oblicze-
niowej oraz znaczaco wydtuza czas trwania analizy [17, 18].

Metoda mapowania do genomu referencyjnego polega na dopasowaniu
odczytow do znanej sekwencji referencyjnej. Programami najczgsciej
wykorzystywanymi w tym celu s3a: Bowtie [19] oraz BWA [20]. Sktadnie
genomu metodg de novo polega na tworzeniu grup odczytdéw o podobnym
uktadzie sekwencji nukleotydowej i odczytywaniu powstatych sekwencji
konsensusowych (tzw. kontigbw). Programami wykorzystywanymi do
sktadania genomu metodg de novo sa: Velvet [21] oraz SOAPdenovo [22].

Sposréd uzyskanych danych pochodzacych w procesu mapowania,
najwigksze znaczenie ma pokrycie sekwencji (gleboko$¢ sekwencjono-
wania, ang. sequencing depth). Parametr ten opisuje $rednig liczbe odczy-
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tow, w ktorych nukleotyd z okre$lonej pozycji wystepuje w sekwencji.
Opisujgc parametr pokrycia na poziomie catego genomu, warto$¢ ta wyra-
zona jest jako S$rednia lub tez mediana wartosci pokrycia dla poszcze-
g6Inych nukleotydow. Nalezy takze pamigta¢ ze wyzsze pokrycie oznacza
dhuzsze sekwencje konsensusowe otrzymane w czasie mapowania
sekwencji genomowych [23]. -

- - = = . —

Consensus o e S T

Rysunek 4. Mapowanie odczytow do genu referencyjnego. Odczyty (réznokolorowe) zostaty
dopasowane do genu referencyjnego (kolor zielony). Rozklad oraz liczebno$¢ zmapowanych
odczytow jest miarg poziomu ekspresji danego genu. Opracowanie wiasne na podstawie [18]

Analiza WGS, dostarcza wielu dodatkowych informacji na temat bada-
nego organizmu, takich jak: poznanie pelnej sekwencji genomu organiz-
mow dla ktorych genom nie byt wczesniej znany, poznanie genomu
mitochondrialnego (mitogenomu) lub tez chloroplastowego w przypadku
ro§lin. Ponadto poznanie genomu w genomice populacyjnej umozliwia
identyfikacje chorob dziedzicznych, charakteryzowaniu mutacji przyczy-
niajacych si¢ do rozwoju nowotworéw a takze pozwalaja na poznanie
przyczyn rozwoju stanéw chorobowych [24].

3. Sekwencjonowanie transkryptomu

RNA-seq jest metodg sekwencjonowania transkryptomu (caloSciowe
RNA badanych komorek ulegajacych ekspresji w danych warunkach,
odzwierciedlajagcych aktywno$¢ gendow). Metoda ta jest alternatywa dla
stosowanych przez ostatnig dekad¢ mikromacierzy ekspresyjnych. Badania
dotyczace transkryptomu sg jednym z najwickszych wyzwan we wspot-
czesnej genetyce.

Ekspresja mierzona technologia macierzowg opierata si¢ o kilkudziesig-
cionukleotydowe sondy, ktore w procesie hybrydyzacji wiazaty sekwencje
RNA transkryptéw aktywnych w badanych komorkach. Niedoskonatoscia
tej metody bylo zastosowanie jej jedynie w eksperymentach dotyczacych
organizméw o dobrze poznanym genomie. Wyniki tego typu ekspery-
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mentow byly w duzej mierze uzaleznione od specyficznosci zastosowanych
sond oraz wysyceniu mapy genowej danego gatunku. Wraz z nadej$ciem
metod sekwencjonowania okazato sie, ze mikromacierz ekspresyjna jako
metoda wysokoprzepustowa jest ograniczona jedynie do wyznaczania
profili ekspresji gendéw, nie dajac informacji o polimorfizmach pojedyn-
czego nukleotydu (SNP — single nucleotide polymorphism), alternatywnym
splicingu czy ekspresji alleli genéw [26]. Rozwdj technologii sekwen-
cjonowania wysokoprzepustowego okazat si¢ duzym krokiem naprzod
W dziedzinie genetyki. Dzigki tym metodom realne stato si¢ badanie
»screeningowe” catych transkryptomow gatunkoéw stabo poznanych
genetycznie [27]. Metoda RNA-seq w duzej mierze nie ro6zni si¢ od
sekwencjonowania DNA. Poziom ekspresji szacowany jest na podstawie
liczby odczytéw przyréwnanych do konkretnych transkryptow. Transkrypt
w zywej komorce stanowi integralng cze$¢ materiatu genetycznego, a jego
dtugos¢ waha si¢ w granicach od kilkudziesigciu do tysiecy nukleotydow.
W przypadku sekwencjonowania genomu ilo§¢ dopasowanych odczytow
nie ma tak duzego znaczenia, natomiast w sekwencjonowaniu transkryp-
tomow jest miara poziomu ekspresji. Wiaze si¢ to z zastosowaniem krot-
szych sekwencji, najczesciej 100 pz (w sekwencjonowaniu genomowym
standardem jest 250 pz), ktoére obarczone sa mniejszym prawdopo-
dobienstwem wystapienia btedu podczas procesu sekwencjonowania [28].
Podstawowymi informacjami uzyskiwanymi z eksperymentu RNA-seq
jest poziom oraz réznice ekspresji gendéw pomiedzy porownywanymi
obiektami (kontrola — proba badana). Oprocz ekspresji genow mozliwe jest
szczegotowe okreslenie, ktora z izoform lub miejsc rozpoczgcia trans-
krypcji (ang. transcription start site, TSS) genu wykazuje poziom eks-
presji. Kazdy z genéow moze by¢ dodatkowo zbadany pod kontem alter-
natywnego splicingu, polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang.
single nucleotide variant, SNV lub ang. single nucleotide polymorphism,
SNP — w badaniach populacyjnych) lub innego rodzaju mutacji. Duza cze$¢
sekwencjonowanegotranskryptomu stanowia sekwencje niekodujace, kto-
rych funkcja nie jest jeszcze poznana. Przypuszcza si¢, ze peinig one glow-
nie role regulacyjne, warunkujac wiele procesow metabolicznych w orga-
nizmie. Oprocz wymienionych zalet metody najbardziej atrakcyjna wydaje
si¢ mozliwo§¢ badania transkryptoéw nie posiadajacych referencyjnych
danych genomowych w bazach danych. Podstawowy podziat badan RNA-
seq obejmuje wykorzystanie genomu referencyjnego (np. genom czio-
wieka, myszy, $wini, Arabidopsis thaliana) [29-32] lub asemblacje trans-
kryptoméw de novo (np. stonia, kaczki czy melona) [33-35]. Drugi podziat
stanowi zastosowanie technologii pojedynczych sekwencji (single-end) lub
par sekwencji (paired-ends). Metoda paired-ends, wykorzystujaca sparo-
wane sekwencje oddzielone 150-800 nuklotydowym insertem, jest prefe-
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rowana w analizach RNA-seq. Badanie transkryptomu metoda RNA-seq
podobnie jak w sekwencjonowaniu DNA obejmuje dwie czegSci: ekspe-
ryment laboratoryjny oraz analiz¢ bioinformatyczna. O ile r6znice w czesci
laboratoryjnej dotycza gtéwnie badanego materialu genetycznego (RNA
zamiast DNA), oraz zastosowanie zestawu dedykowanemu do przygo-
towania bibliotek RNA, o tyle w badaniach transkryptomicznych czgsciej
wykorzystywane sg sekwenatory HiSeq niz MiSeq [36].

3.1. Analiza laboratoryjna

Eksperyment laboratoryjny wymaga skrupulatnego doboru grupy
kontrolnej oraz grupy badanej. Kazdy obiekt badawczy powinien zostac
poddany sekwencjonowaniu w przynajmniej dwoch powtorzeniach biolo-
gicznych. Duze projekty transkryptomowe opierajg sie przynajmniej o Kil-
kanascie powtorzen biologicznych, ktéore umozliwiaja zastosowanie pre-
cyzyjnych testow statystycznych. W zaleznosci od postawionych celow
w badaniach, wazne jest tez oszacowanie liczby odczytow (sekwencji
nukleotydowych) potrzebnych do pokrycia transkryptomu danego gatunku.
Ocenia sig, ze okoto 30 mln odczytoéw w zupelosci wystarcza dla przepro-
wadzenia analizy roznic ekspresji transkryptomu (np. kurczaka) [37].
W przypadku, gdy celem jest odszukanie nowych alternatywnych form
splicingowych, wielko$¢ proby powinna wynosi¢ minimum 100 mln sek-
wencji dla tego organizmu. Wyizolowany material genetyczny musi zosta¢
poddany analizie jakosci. W tym celu standardem jest ocena integralno$ci
RNA (parametr RIN), przy uzyciu Bioanalizatora. RNA o dobrej jakos$ci
(RIN >8) podobnie jak w sekwencjonowaniu genomu, wykorzystane jest
do przygotowania bibliotek. Jeszcze przed znakowaniem materiatu gene-
tycznego dochodzi do fragmentacji materiatu genetycznego. Nastgpnie do
krétkich odcinkéw RNA (100 pz) przytaczane sg sekwencje adaptorowe,
ktore na zasadzie komplementarno$ci tacza badane RNA z sondami znaj-
dujace si¢ na ptytce sekwenatora (flowcell). Nastepnie na zasadzie sekwen-
cjonowania przez syntez¢ dobudowywane sa komplementarne nukleotydy,
w wyniku czego uwalniany jest sygnal fluorescencyjny. Sygnaty swietlne
sg odbierane przez detektory i przetwarzane na dane cyfrowe [38,39].

3.2. Analiza bioinformatyczna

Dane cyfrowe zapisane sg w formacie FASTQ. W przypadku sekwencji
paired-ends sa to dwa pliki, zawierajace sparowane sekwencje RNA od-
dzielone ustalonym na etapie analizy laboratoryjnej insertem. Zadaniem
bioinformatyka jest w zaleznosci od typu eksperymentu (de novo lub
z referencjg) wykorzystanie narzedzi komputerowych w celu okreslenia
zmienno$ci transkryptomicznej badanego obiektu. Pierwszym krokiem
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podobnie jak w analizie sekwencjonowania genomu jest kontrola jakos$ci
(usunigcie adaptorow, sekwencji o niskiej jakosci — PHRED < 20, koncow
poliadenylowych).

W przypadku analizy de novo niezbednym krokiem jest rekonstrukcja
nieznanego (badanego) transkryptomu wytacznie z samych odczytow.
Proces ten nazywa si¢ asemblacjg de novo. Podczas tego procesu krotkie
100-nukleotydowe odczyty tacza sie w dlugie sekwencjekonsensusowe
(transkrypty), przy zachowaniu odpowiednich parametrow identyczno$ci
oraz dlugosci pokrycia. Wszystkie transkrypty grupowane s3 w trans-
kryptom referencyjny w pliku FASTA. Nastepnie transkryptom ten zostaje
poddany mapowaniu pojedynczym proébom eksperymentu. Wartosci
poziomow ekspresji dla poszczegolnych genow sg bezposrednio ilosciami
przyrownan (alignment) odczytow do ich sekwencji transkryptomicznej.
W celu poréwnania wynikow mapowania porownywanych bibliotek RNA
eksperymentow, dane poddawane zostaja normalizacji. W wyniku tego
procesu uzyskuje sie¢ wartosci ekspresji (RPKM, FPKM, TMM lub norma-
lizedcount), uwzgledniajace wielko§¢ proby. Wyniki FPKM powtdrzen
biologicznych dla warunku badanego oraz kontroli sg grupowane, a nas-
tepnie porownywane [40].

Jednym z najbardziej istotnych czynnikow eksperymentu RNA-seq jest
liczba powtorzen biologicznych, ktéra warunkuje uzycie odpowiednich
testow statystycznych. Przy wigkszej liczbie powtdrzen biologicznych
istnieje mozliwo$¢ wykorzystania bardziej precyzyjnych testow, narazo-
nych na mniejsza liczbe bledow (falsepositive, truenegative). W wyniku
eksperymentu uzyskuje si¢ liste genow scharakteryzowanych warto$ciami:
zmienno$ci ekspresji (foldchange) oraz istotno$ci statystycznej (p-value, g-
value). Interpretacja wynikow zalezy w duzej mierze od specyficznosci
badanych tkanek (komorek, organizmoéw), jednakze jako standard uznaje
si¢ krotno§¢ zmiany wicksza niz 2 (foldchange>2) oraz prawdopodo-
bienstwo popetnienia bledu statystycznego mniejszag niz 5% (q-value<
0.05) [41]. Najpopularniejszymi narzedziami do asemblacji de novo sa
programy Trinity [42] oraz SOAPdenovo. Wartosci ekspresji wyliczane sg
w programie RSEM [43] oraz eXpress [44]. W przypadku statystyk stosuje
si¢ metody mniej restrykcyjne — edgeR [45], limma [46] lub bardziej DEseq
[47], cufflinks [48]. Analizy RNA-seq transkryptomow organizmoéw o poz-
nanym genomie (np. czlowiek, mysz, $winia, Arabidopsis thaliana,
Caenorhabditis elegans) wykorzystuja sekwencje referencyjne tych
organizméw. W odrdznieniu do wyzej opisywanej metody de novo, mapo-
waniu poddawany jest genom referencyjny. W kolejnym kroku wyko-
rzystujac program Tophat (identyfikacja splicingu exon-exon), rekonstru-
owany jest transkryptom badanego organizmu. Dalsza metodyka jest
analogiczna do zastosowanej w asemblacji de novo. Metodyka RNA-seq
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jest wykorzystywana jako narzedzie screeningowe w badaniach trans kryp-
tomicznych. Geny wykazujace rdéznice ekspresji w analizie RNA-seq,
muszg zosta¢ zwalidowane dodatkowo w analizie laboratoryjnej g-PCR [40].

4. Sekwencjonowanie metylomu

Wysokoprzepustowe techniki sekwencjonowania DNA znalazly row-
niez zastosowanie w dynamicznie rozwijajacej si¢ od poczatku XXI wieku
epigenetyce. Dziedzinie genetyki, zajmujacej si¢ dziedziczonymi zmianami
ekspresji genow, ktére nie powstaly wskutek zmian w sekwencji DNA.
Mechanizmy epigenetyczne sg biochemicznymi modyfikacjami DNA oraz
biatek histonowych stanowigcych strukturalng podstawe chromatyny [49,
50] Zadaniem epigenetyki jest zrozumienie dziatania oraz sposobu
dziedziczenia modyfikacji chromatyny. Modyfikacje epigenetyczne sta-
nowig cze$¢ prawidtowego rozwoju komorki, a anomalie w programowaniu
epigenetycznym sg skorelowane z wystepowaniem takich chorob jak:
nowotwory, choroby autoimmunologiczne, choroby uktadu krazenia, cho-
roby neuropsychiatryczne, zapalenia [51].

Jedna z poznanych dotychczas modyfikacji epigenetycznych jest me-
tylacja DNA. Wystgpowanie metylacji powoduje zmiang funkcjonowania
DNA. W komorce metylacja jest wykorzystywana w przebiegu jej normal-
nego rozwoju m.in. w pigtnowaniu rodzicielskim, wyciszaniu sekwencji
powtdrzonych oraz wytaczaniu drugiego chromosomu X w komorkach
zenskich. Metylacja bierze udziat w wielu procesach zwigzanych z rozwo-
jem organizméw, przede wszystkim w wytwarzaniu i utrzymywaniu
odpowiedniej specyfikacji tkankowej. Dotychczas udowodniono, ze wzrost
metylacji w cze$ci promotorowej genu moze prowadzi¢ do zahamowania
ekspresji tego genu. Zatem metylacja poszczegdlnych fragmentéw chroma-
tyny zwigzana jest z czgsciowg lub catkowitg inaktywacjg transkrypcyjna [52].

Proces metylacji DNA polega na przylgczeniu grup metylowych do
zasad azotowych nukleotydow za posrednictwem metylotransferazy.
Metylacji moze ulega¢ cytozyna lub adenina. Jednak metylacje adeniny
zaobserwowano jedynie u prokariontow. Metylacja zachodzi przy piatym
atomie wegla pierscienia aromatycznego (rys. 5). Przy czym ten mecha-
nizm w organizmie czlowieka zachodzi jedynie gdy cytozyna sgsiaduje
Z guaning tworzac dinukleotyd (CpG). Zaggszczenie CpG w obrebie
genomu nazywane jest wyspa CpG. W genomie cztowieka wystepuje okoto
29 000 wysp CpG. Sg one zlokalizowane w okoto 60% promotoréw ge-
néw. Dinukleotydy CpG wystgpuja rowniez poza wyspami CpG. Ich rola
jest stabilizacja struktury chromosomoéw i ochrona przed obcym DNA [50, 53].
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Rysunek 5. Metylacja cytozyny do metylocytozyny. Reakcja przebiega za posredmctwem
metylotransferazy. Przy piatym atomie wegla pierScienia aromatycznego cytozyny dochodzi do
podstawienia grupy metylowej [53]

4.1. Analiza laboratoryjna

Obecnie wysokoprzepustowe sekwencjonowanie DNA jest wykorzy-
stywane w celu otrzymywania profilu metylacji — metylomu. Tego typu
analizy sg szczegolnie interesujace w polgczeniu z analizg transkryptomu,
poniewaz umozliwiajg zweryfikowanie wplywu metylacji na profil eks-
presji genow. Dotychczasowe wyniki takich analiz potwierdzaja wspot-
zalezno$¢ zmian w profilu metylacji oraz transkrypcji [54-56].

Ztotym standardem identyfikacji profilu metylomu jest sekwencjo-
nowanie calego genomu z wykorzystaniem disiarczanu (WGBS — Whole
Genome Bisulfite Sequencing) [57, 58]. W DNA traktowanym disiar-
czanem dochodzi do konwersji cytozyny w uracyl, natomiast zmetylowana
cytozyna nie ulega tego typu konwersji. W skutek czego w sekwencji
nukleotydowej pojawiaja si¢ czagsteczki uracylu w miejsce niezmety-
lowanych czasteczek cytozyny. O pozostalych w sekwencji cytozynach
wiadomo, ze ulegaja metylacji (rys. 6) [59].

Procedura laboratoryjna WGBS poza wprowadzeniem disiarczanu do
analizy przebiega w podobny sposob jak w przypadku, wczeéniej opi-
sanego, sekwencjonowania genomowego. DNA jest fragmentowane, doda-
wane sa adaptery, nastgpnie fragmenty DNA poddawane sa dziataniu
disiarczanu w warunkach denaturujacych. Otrzymane w ten sposob odcinki
DNA poddawane sa amplifikacji po czym sekwencja nukleotydowa
poszczegdlnych fragmentow odczytywana jest przy pomocy sekwenatora.
Wynikiem sekwencjonowania WGBS sg miliony odczytow, ktore nastepnie
sa poddawane analizie bioinformatycznej [57].
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>>AC"GTTCGCTTGAG>> T R —
<<TGC"AAGCGAACTC<< G gl e

Denaturacja ﬂ

>>AC*GTTCGCTTGAG>> <<TGC"AAGCGAACTC<<
Traktowanie disiarczanem ﬂ

>>AC*GTTUGUTTGAG>> <<TGC"AAGUGAAUTU<<
Amplifikacja ﬂ

>>AC*GTTTGTTTGAG>> <<TGC"AAGTGAATTT<<

<<TG CAAACARACTC<< >>ACG TTCACTTAAA>>

Rysunek 6. Schemat przebiegu sekwencjonowania z wykorzystaniem disiarczanu. Pierwszym
etapem jest denaturacja — oddzielenie nici DNA od siebie. Nast¢pnie sekwencje nukleotydowe
traktowane sg disiarczanem, w wyniku czego dochodzi do konwersji cytozyn (zaznaczonych
niebieskim kolorem) do uracylu. Zmetylowane nukleotydy cytozynowe (zaznaczone kolorem
czerwonym) nie ulegaja metylacji. Koncowym etapem sekwencjonowania WGBS jest ampli-
fikacja. Nici DNA, ktore byty komplementarne wzgledem siebie po przeprowadzeniu amplifi-
kacji z uprzednim zastosowaniem disiarczanu r6znig si¢ sekwencjami nukleotydowymi [60].

4.2. Analiza bioinformatyczna

Pomimo wielu podobienstw w stosunku do sekwencjonowania genomu,
bioinformatyczna analiza odczytéw z sekwencjonowania metylomu jest
bardziej wymagajaca. Wynika to z faktu, iz otrzymane sekwencje r6znig si¢
od genomowych sekwencji referencyjnych ze wzgledu na zachodzenie
konwersji z cytozyny do uracylu. Pierwszym etapem analizy bioinfor-
matycznej danych WGBS jest dopasowanie otrzymanych odczytow do
genomu referencyjnego. Do analiz bioinformatycznych metylomu
stosowane sg dedykowane do tego zadania programy, m.in. takie jak: BS-
SEEker[61], Bismark[62], B-SOLANA[63]. Programy tego typu zwykle
opierajg si¢ na algorytmach stosowanych w analizie bioinformatycznej
genomu jednak wprowadzaja dodatkowo konwersj¢ wsteczng aby
umozliwi¢ alignment sekwencji genomowej do sekwencji metylomowej
[64]. Wynikiem pierwszego etapu analizy bioinformatycznej jest plik
zawierajacy wspohrzedne alignmentdéw oraz umiejscowienia dopasowanej
sekwencji na genomie referencyjnym. Podczas alignmentu sekwencji
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nalezy zwr6ci¢ szczegolng uwage na bledy niedopasowania, poniewaz ich
wystepowanie moze prowadzi¢ do blednej identyfikacji miejsca wyste-
powania metylacji. Kolejnym etapem analizy danych jest segmentacja
profili metylacji. Polega na odszukaniu w otrzymanych sekwencjach
odcinkdéw o podobnych lub istotnie réznigcych si¢ wzorcach metylacji [65].
Poprzez analizy porownawcze tych samych segmentow pomiedzy réznymi
probkami (np. komorka zdrowa i komdrka nowotworowa) mozna okresli¢
kierunek zmian metylacji wywarty poprzez badany czynnik. Nastepnie
przeprowadzane sg analizy wyzszego rzedu majace na celu interpretacje
uzyskanych wynikow.

Badanie zalezno$ci epigenetycznych w tym metylomu jest bardziej
skomplikowane od analiz genomowych. Wynika to gtéwnie z duzo wigk-
szej zmienno$ci epigenomu. Pojedynczy epigenom rdzni sie¢ wraz z Wie-
kiem, pomiedzy tkankami, zmienia si¢ pod wplywem warunkéw $rodo-
wiska oraz chordb. Szczegdtowe analizy epigenetyczne mogg dostar-
czy¢ cennych informacji w jaki sposdb wyzej wymienione czynniki wpty-
wajg na organizm. Ponadto anormalne profile metylacji sg skoregowane
z wystgpowaniem r6znego rodzaju nowotworéw. Zatem Przyspieszone,
dzigki wprowadzeniu sekwencjonowania wysokoprzepustowego, badania
epigenetyczne pozwola lepiej pozna¢ mechanizmy zachodzace w komor-
kach organizmu w stanie chorobowym lub lepiej zrozumie¢ wptyw §ro-
dowiska na nie [66].

5. Podsumowanie

Wprowadzenie technik wysokoprzepustowych do badan biologicznych
pozwolito lepiej zrozumie¢ role jaka pelni genom, transkryptom oraz
epigenom w funkcjonowaniu komorki oraz catego organizmu. Sekwen-
cjonowanie wysokoprzepustowe umozliwia bardziej doglebng i szersza
analiz¢ mechanizmow powstawania stanu chorobowego na poziomie Sub-
komorkowym. Szczegdlnie interesujgca jest perspektywa integracji kilku
metod sekwencjonowania wysokoprzepustowego do jednoczesnej analizy
badanych probek na wielu ptaszczyznach np. transkryptomu i metylomu
jednoczesnie.

Obecnie platformy sekwencjonowania wysokoprzepustowego sa stale
rozwijane co skutkuje skroceniem czasu sekwencjonowania oraz wydtu-
zeniem dhugosci pojedynczych odczytéw przy jednoczesnym obnizaniu
kosztow analizy. Ten nieustajacy trend z pewnoScia przyczyni sie
w przysztosci do otrzymania pelnego molekularnego obrazu funkcjo-
nowania proceséw biologicznych.
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Przeglad wybranych metod sekwencjonowania wysokoprzepustowego:
przebieg analiz i zastosowan

Streszczenie

Genomika jest mtoda dziedzing nauki, powstala niewiele ponad 10 lat temu, pomimo to zostala
okrzyknieta jedna z wiodacych w XXI wieku. Obecnie genomika oraz jej pokrewne nauki
dostarczaja odpowiedzi na pytania dotyczace funkcjonowania organizméw, przyczyn zmiennosci
genetycznych oraz etiologii chordb. Przy czym jest to jedynie zalazek rozwoju genomiki.
Dynamiczny postgp tej nauki jest akcelerowany poprzez powstawanie coraz nowszych
technologii analitycznych. Jednym z glownych narzedzi, ktore przyczynily si¢ do rozrostu
genomiki oraz nauk pokrewnych, jest wysokoprzepustowe sekwencjonowanie materiatu
genetycznego.

W  niniejszym opracowaniu przedstawiono porzadek eksperymentu z wykorzystaniem
sekwencjonowania nowej generacji obejmujacy prace laboratoryjng oraz analizg
bioinformatyczng danych. W pracy zostat ujety przebieg doswiadczenia dla trzech, obecnie
najbardziej dynamicznych galezi sekwencjonowania wysokoprzepustowego, mianowicie:
sekwencjonowania genomowego, transkryptomowego oraz sekwencjonowania metylomu.

Stowa kluczowe: sekwencjonowanie wysokoprzepustowe, genomika, transkryptomika,
epigenetyka, bioinformatyka

Survey of the selected high-throughput sequencing methods:
the process of analyses and applications

Abstract

Genomics is a young field of science which occurred a little over 10 years ago, however it has
been named one of the leading sciences of the XXI century. Nowadays genomics and its related
sciences answer the questions concerning functioning of the organisms, reasons of genetic
variability and etiology of diseases. While it is only the tip of the iceberg in terms of genomics
development. Dynamic development of the science is accelerated by emergence of new analytic
technologies. One of the major tools which contributed to growth of genomics and related
sciences is high-throughput sequencing of genetic material.

In this study the order of next-generation sequencing research is presented including laboratory
testing and bioinformatics analyses of data. The research pipeline for three, nowadays most
dynamic branches of high-throughput sequencing is shown, including: sequencing of genome
transcriptome and methylome.

Keywords: high-throughput sequencing, genomics, transcriptomics, epigenetics, bioinformatics
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Zastosowanie metod chromatograficznych
w analizie zawartoSci substancji psychoaktywnych
w probkach moczu, krwi i plynu z jamy ustne;j

1. Wstep

1.1. Sytuacja prawna

W polskim ustawodawstwie funkcjonuje ,,Wykaz srodkoéw odurzajacych
1 substancji psychotropowych”, jest to lista wszystkich substancji, ktorych
posiadanie, produkcja, przetwarzanie, przew6z i obrdt sg nielegalne
w Polsce bez posiadania odpowiedniego zezwolenia regulowanego ustawa
o przeciwdziataniu narkomanii [9]. Od czasu opublikowania ustawy
pojawily si¢ aktualizacje wykazu o nowe substancje (w 2011 oraz 2015
roku) oraz nowelizacja samej ustawy, ktora weszta w zycie 25 sierpnia
2010 roku. Nalezy zauwazy¢, ze istniejg substancje zawarte w wyzej
wymienionym wykazie, ktére sa dostgpne (do 31.12.2016 roku) dla osob
petoletnich bez recepty w aptekach i punktach aptecznych. W ustawie
wymieniono trzy takie substancje bedace sktadnikami lekow: kodeina,
dekstrometorfan oraz pseudoefedryna. Lista substancji nie zawiera
natomiast niektoérych lekéw psychoaktywnych dostgpnych na recepte np.
tramadol. W zwigzku z mnogoscia réznych nowych substancji zawartych
w tzw. dopalaczach nie mozliwe jest umieszczenie ich w tym wykazie.
Sytuacj¢ dobrze obrazuje ilos¢ syntetycznych pochodnych kannabinoidow,
ktorych liczba z roku na rok ciagle wzrasta [7].

1.2. Rodzaje substancji psychoaktywnych

Do substancji psychoaktywnych mozemy zaliczy¢ takie zwigzki jak
alkohol etylowy, nikotyna, opiaty, réznego rodzaju psychostymulanty
(amfetamina, metamfetamina), kannabinoidy, steroidy, a takze $rodki
zastepcze czyli tzw. dopalacze. W niniejszej pracy skupiono si¢ glownie na
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tych ostatnich substancjach poniewaz zatrucia tymi wlasnie substancjami
naleza do coraz cz¢stszych i niosa ze sobg bardzo powazne konsekwencje
dla zycia i zdrowia ludzi. Dopalacze sg to substancje nie objete wykazem
srodkow odurzajacych i substancji psychoaktywnych. Swoim dzialaniem
maja nasladowaé dziatanie klasycznych substancji psychoaktywnych.
Mozemy je podzieli¢ na $rodki o dziataniu pobudzajacym, uspokajajacym
i nasladujacym dziatanie marihuany. Jedng z cech taczagcych wszystkie typy
substancji jest wywotywanie uzaleznienia psychicznego o sile zaleznej od
typu zazywanej substancji. Dodatkowym kryterium podziatu jest pocho-
dzenie substancji. Wyrdézniamy dopalacze pochodzenia naturalnego
wytwarzane z ro$lin takich jak np.: szatlwia wieszcza Salvia divinorum,
muchomor czerwony Amanita Muscaria czy drzewo kratom Mitragyna
speciosa oraz pochodzenia syntetycznego bedgce efektem syntezy
W laboratoriach. Wiele z syntetycznych dopalaczy to analogi receptorow
kannabinoidowych powstalych w trakcie badan nad ich wykorzystaniem do
celow medycznych czy przemystowych. Istotnym zagadnieniem jest
kwestia uzaleznien. Wigkszo$¢ zwigzkoéw zawartych w ,,dopalaczach” nie
jest przebadana w tym kierunku, jednak istnieje wiele doniesien o wiek-
szym potencjale uzalezniajagcym ,,dopalaczy” niz ,klasycznych” narko-
tykow. W trakcie badan na zwierzgtach dowiedziono, Ze istnieje korelacja
pomigdzy czasem wystgpienia efektow dziatania substancji psycho-
aktywnej, poziomem odczuwanej przyjemnos$ci a wystgpieniem zalez-
nienia. Substancje po ktorych efekt byt odczuwalny natychmiastowo oraz
takie po ktorych odczuwano wigkszg przyjemnos¢ szybciej wywotywaly
uzaleznienie. Wyr6zniamy tutaj zalezno$¢ psychiczng (zwigzang z trudnym
do przezwyci¢zenia dazeniem do przyjmowania danego S$rodka) oraz
zalezno$¢ fizyczng (brak srodka powoduje negatywny efekt) [5].

1.3. Dane statystyczne

Dane epidemiologiczne dotyczace uzywania dopalaczy sg alarmujace.
Srednia krajowa liczba podejrzen zatru¢ dopalaczami w 2014 roku
wynosita 6,29 a w 2015 juz 18,92 na 100 tysiecy mieszkancéw co daje
trzykrotny wzrost w skali roku. Najwiecej zatru¢ notowano w wojewodz-
twach todzkim, lubuskim i $lgskim [3]. Na przestrzeni lat 2011 do 2015
znaczgco wzrosla liczba podmiotow oferujacych dopalacze co skutkowato
zwigkszong iloscig przeprowadzonych kontroli. Dane z dziatalno$ci Pan-
stwowej Inspekcji Sanitarnej ilustruje Tabela nr 1 oraz Wykresy 1 oraz 2.

142



Zastosowanie metod chromatograficznych w analizie zawartosci substancji psychoaktywnych
W probkach moczu, krwi i ptynu z jamy ustnej

Tabela 1. Opracowanie wlasne na podstawie danych ze strony Glownego Inspektora Sanitarnego
w Warszawie, dostep 01.06.2016r. http://gis.gov.pl/zdrowie/dopalacze/dane-statystyczne

Liczba Liczba

dopalacze organdw $cigania.
2011 335 35 11 24
2012 548 443 103 43
2013 779 1448 134 71
2014 651 1630 204 79
2015 1425 2590 224 135

Dane z dzialalnosci Panstwowej Inspekcji Sanitarnej
w sprawie dopalaczy w latach 2011-2015

2000
2590
2500
2000
1448 1639
1500 1425
1000 - 79 651
; 443
500 335
N
0
2011 2012 2013 2014 2015

Liczba kontroli m Liczba probek pobranych do badan

Wykres 1. Opracowanie wiasne na podstawie danych Gtownego Inspektora Sanitarnego
w Warszawie, dostgp 01.06.2016 r. http://gis.gov.pl/zdrowie/dopalacze/dane-statystyczne

Dane z dziatalnosci Paristwowe]j Inspekcji Sanitarnej
w sprawie dopalaczy w latach 2011 - 2015

224
204
200
150 134 135
103

100 71 7o
- 43

. 11

0 |

2012 2013 2014 2015

m Liczba podmioctdow oferujgoych Srodki zastepcze

Liczba zawiadomien skierowanych do organdow scigania

Wykres 2. Opracowanie wlasne na podstawie danych ze strony Glownego Inspektora Sanitarnego
w Warszawie, dostep 01.06.2016 r. http://gis.gov.pl/zdrowie/dopalacze/dane-statystyczne
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1.4. Dostepnosé

Istnieje wiele mozliwosci nabycia dopalaczy. Z badan przeprowadzo-
nych w 2011 roku przez Glowny Inspektorat Sanitarny wynika, ze 56%
ucznidow nabywa $rodki w sklepach z dopalaczami, 36% od kolezanek
i kolegdw, okoto 11% od dileréw a tylko 6% kupuje $rodki za posrednic-
twem sklepow internetowych. Obecnie szacuje si¢, ze okoto 70% uzytkow-
nikow kupuje dopalacze w sklepach internetowych. Dodatkowym kryte-
rium sprawiajacym, ze coraz wigcej mtodych ludzi siega po dopalacze jest
ich stosunkowo niska cena w poréwnaniu z klasycznymi narkotykami [3].

2. Podzial i diagnostyka dopalaczy
2.1. Typy substancji wraz z ich efektem biologicznym

2.1.1. Pochodne kannabinoidow

Czestym sktadnikiem dopalaczy, zwlaszcza mieszanek ziotowych typu
»Spice”, sa syntetyczne kannabinoidy. Z racji duzego podobienstwa tych
substancji do receptorow kannabinoidowych (CB1, CB2) wykazuja dzia-
fanie podobne do tetrahydrokannabinolu, gtownego skladnika aktywnego
marihuany i haszyszu, jednak ich spozycie jest bardziej niebezpieczne [4].
Efekty dziatania mieszanek zawierajacych tego typu zwiazku pojawiajg si¢
juz po 10 minutach i utrzymuja si¢ przez okoto 6 godzin. Sa to znaczne
przyspieszenie tetna, suchos¢ w ustach, przekrwienie spojowek oraz zmia-
ny nastroju i percepcji [7]. Moga powodowaé zaburzenia oddychania
i utrate przytomnosci [4].

2.1.2. Pochodne piperazyny

S to substancje o dzialaniu stymulujgcym i halucynogennym, sposrod
ktorych gtownie stosowane sg benzylopiperazyna (BZP) i 1-(3-trifluoro-
metylofenylo) piperazyna (TMPP). Potaczenie tych dwoch substancji
wywotuje dziatanie zblizone do 3,4-Metylenodioksymetamfetaminy
(MDMA), maja jednak wigcej efektow ubocznych. Benzylo-piperazyna jest
stymulantem OUN osiagajacym 10% mocy amfetaminy. Do jej skutkow
ubocznych nalezg tachykardia, hipertonia, podwyzszona temperatura,
drgawki, depresja uktadu oddechowego oraz szczegolnie grozne komorowe
zaburzenia rytmu serca. Moze powodowaé zachowanie agresywne [7].
TMPP w malych dawkach wywoluje stabe dziatanie empatogenne, nato-
miast w wigkszych dawkach moze powodowaé tachykardie, odczyny
skorne, biegunke, wymioty a takze bole migsni i glowy czy psychozy.
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2.1.3. Pochodne metkationu

Nalezg one do podrodziny pochodnych amfetaminy. Mefedron,
pierwszy narkotyk zsyntetyzowany z tej grupy i rowniez czesty sktadnik
dopalaczy, wykazuje stosunkowo krotkie dziatanie, utrzymujace sie 2-3
godziny. Do efektow odbieranych jako pozytywne zaliczajg si¢ popra-
wienie nastroju i stymulacja, lecz mefedron powoduje rowniez zaburzenia
widzenia, uczucie zmgczenia, problemy z koncentracja i pamigcia. Zaob-
serwowano ponadto wzrost ci§nienia i tachykardie, a takze objawy $wiad-
czace o negatywnym wplywie na uktad krazenia.

2.2. Diagnostyka dopalczy

Mnogos$¢ réznych wariantow strukturalnych i chemicznych substancji
stosowanych w dopalaczach wymusza na laboratoriach toksykologicznych
wdrozenie procedur pozwalajagcych na szybka diagnostyke zwigzkéw
zawartych w otrzymywanych probkach. Zawartos¢ substancji aktywnych
W roéznych preparatach jest bardzo niska dlatego metody stosowane
rutynowo w tego typu oznaczeniach powinny si¢ charakteryzowa¢ duza
precyzja i czutoscig Najlepsza metoda analityczng wydaje si¢ by¢ chroma-
tografia gazowa lub cieczowa w potaczeniu ze spektrofotometria mas. Ze
wzgledu na znaczng ilo$¢ substancji w ponizszym opracowaniu zdecy-
dowano si¢ omowi¢ diagnostyke tylko wybranych ,,dopalaczy”.

2.2.1. Przygotowanie probek

Jednym z kluczowych problemoéow zwigzanych z toksykologiczng
analiza materialow biologicznych jest niestabilnos¢ lekow i ich meta-
bolitéw, spowodowana aktywno$cig enzymow, wpltywem pH roztworu
i temperatury przechowywania czy bezpos$rednim dziataniem zwigzanym
z wykonywaniem analizy. Wtasciwe przygotowanie probek biologicznych,
Mmajace na celu izolacje analitdéw z probek, usunigcie interferentow i prze-
ksztatcenie analitow w forme utatwiajaca rozdzielenie i detekcje, jest klu-
czowe dla prawidtowego przebiegu analizy. Najczesciej stosowanymi me-
todami izolacji analitow sg ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE), przeprowadzana
w warunkach pH, w ktérych analit wystepuje w formie niezjonizowanej,
oraz ekstrakcja do fazy statej (SPE).Probki krwi pelnej wymagaja procesow
odbialczenia i wirowania poprzedzajacych ekstrakcje SPE. Mozliwe jest
rowniez wykorzystanie metody podwdjnej ekstrakcji ciecz-ciecz, ktorej
produkt poddaje si¢ mieszaniu, wytrzasaniu, wirowaniu, wymrazaniu. Tak
wyizolowane warstwy organiczne odparowywuje si¢ w Strumieniu azotu,
a nastepnie ekstrakty rozpuszcza w mieszaninie acetonitryl : woda. Na
stabilnos¢ substancji maja wptyw antykoagulanty stosowane przy pobie-
raniu probki krwi. EDTA, kwas mréwkowy, kwas octowy, fluorek sodu,
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heparyna, szczawian potasu oraz akrylan metylu moga stabilizowa¢ anality
w probkach krwi. Izolacja analitow z ptynu z jamy ustnej przeprowadzana
jest przy uzyciu metody mikroekstrakcji na upakowanym sorbencie
(MEPS). Jest to metoda umozliwiajaca szybka izolacj¢ substancji psycho-
aktywnych z probek biologicznych znajdujaca zastosowanie przy analizie
materiatldw pobieranych w niewielkich ilosciach. Wstgpne przygotowanie
probki do ekstrakcji obejmuje wirowanie w obnizonej temperaturze,
filtracje oraz stosowanie ultradzwigkow.

2.2.2. Syntetyczne pochodne kannabinoidow

Syntetyczne kannabinoidy najczesciej sg sprzedawane pod postacia
mieszanek ziolowych do palenia, kadzidetek a takze jako aromatyczne
mieszanki kwiatow tzw. ,,potpourri”’. Sktad podawany przez producentow
zazwyczaj zawiera rozne ekstrakty roslinne i znaczaco odbiega od wyni-
kéw analiz toksykologicznych. Przez diugi czas (mieszanki tego typu sa
w sprzedazy od 2002 roku) nie bylo doktadnie wiadomo jakie substancje
wywoluja efekt psychoaktywny, dopiero badania niemieckiej formy THC
Pharma potwierdzily obecno$¢ syntetycznych kannabinoidow w tych
dopuszczonych do legalnego obrotu produktach. Analiza zwigzkoéw zawar-
tych w ,,dopalaczach” niesie ze soba pewne trudnos$ci. Zawarto$¢ substancji
aktywnych zazwyczaj wynosi od 0,1-1,0% wagowego, dodatkowo pro-
dukty te sa bogate w substancje, ktore moga maskowac obecnos¢ kanna-
binoidow jak np. gliceryna czy amidy kwasow tluszczowych. Najlepsza
metodg analitycznag jest zastosowanie chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrofotometriag mas. Dzigki zastosowaniu technik laczonych mozemy
identyfikowa¢ substancje ze wzgledu na ich czas retencji oraz elementy
strukturalne co jest duzo bardziej korzystne w przyypadku substancji
nowych, dla ktérych nie okreslono jeszcze wzorcéw. W wyzej wymie-
nionych badaniach (niemiecka firma THC Pharma) stosowano chromato-
grafie kolumnowa, strukture ustalano na podstawie wysokorozdzielczej
(HRMS) i tandemowej (MS2) spektrofotometrii mas a dalsze analizy
prowadzono z zastosowanie jadrowego rezonansu magnetycznego (nMR)
w tym technik korelacyjnych H,H-COSY, H,C-HSQc i HMBC.

2.2.3. Pochodne piperazyny

Do identyfikacji substancji z grupy piperazyn stosowana jest z duzym
powodzeniem chromatografia cieczowa. Metabolity pochodnych pipe-
razyny w osoczu krwi mogg by¢ wykrywane i identyfikowane metoda
chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometria mas (LC-MS),
dzigki czemu mozliwe jest badanie farmakokinetyki tych zwigzkow [1].
Chromatografia przy uzyciu jako fazy stalej mrowczanu lub octanu amonu
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oraz aminonitrylu w gradiencie fazowym, przeprowadzana w warunkach
20°C oraz detekcja fragmentografia mas (SIM) charakteryzuje si¢ >90%
doktadnoscia w okreslaniu ilosci substancji [10]. Oznaczane s3 BZP,
TMPP oraz ich hydroksylowe metabolity — odpowiednio izomery OH-BZP
oraz OH-TMPP. Anality te, stosunkowo dobrze rozdzielone, eluuja
w kolejnosci TFMPP, p-OH-TFMPP, BZP i OH-BZP ze stosunkowo wyso-
kim rozdziatem. W celu usprawnienia separacji izomerow m-OH-BZP oraz
p-OH-BZP obniza si¢ pH buforu octanowego poprzez dodanie kwasu
octowego do osiggniecia optymalnego pH=4 [8]. Poszczegdlne pochodne
piperazyny moga by¢ dokladnie identyfikowane przy uzyciu wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej z diodowym detektorem UV (HPLC-
DAD). Analiza spektrum UV jest szczegdlnie istotna w rozréznianiu
izomerow TMPP oraz CPP, ktérych identyfikacja metoda spektro-
metryczng jest utrudniona. Wykazano, iz BZP posiada podobne spektrum
UV do amfetaminy, lecz znaczgco odmienne od TMPP oraz CPP, ktére
ponadto wykazuja odmienne maksima UV w zalezno$ci od stereoizomeru
[2]. W przypadku analizy metabolitbw BZP w moczu chromatografig
gazowa 1 detekcja metoda fragmentografii mas, mozliwa jest ich identy-
fikacja wytacznie na podstawie czasu retencji oraz masy. Na podstawie
tych dwoch parametrow okresla si¢ izomery metabolitu OH-BZP (m-OH-
BZP i p-OH-BZP) [8]. Jako fazy stalej uzywa si¢ helu wysokiej czystosci
0 predkosci przeptywu lml/min w gradiencie temperatury osiagajacej
250C. Zaleca si¢ stosowanie kombinacji metod GC-MS oraz LC-MS
W celu uzyskania jak najbardziej wiarygodnych wynikow analizy.

2.2.4. Pochodne metkationu

Opracowano metode chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie
faz (RP-HPLC) pozwalajaca na rozdziat substancji takich jak kokaina i jej
metabolity, amfetamina, katynony a takze inne S$rodki znajdujace si¢
W dopalaczach. Jest to metoda bardzo szybka, trwajaca zaledwie 11 minut,
znajdujgca zastosowanie w potwierdzeniu obecnosci 1 potilosciowym
oznaczaniu substancji psychoaktywnych w prébkach moczu. W celu
przyspieszenia badania przesiewowego ocenia si¢ jedynie substancje
wyjs$ciowe, gdyz wytworzenie wzorcéw ich metabolitdéw, przy niewielkich
0 nich danych znacznie wydtuzyloby proces analizy. Wysokie dawki
przyjmowanych substancji umozliwiajg jednak ich identyfikacje w moczu.
Bufor fazy ruchome;j sktada si¢ z mroéwczanu amonu i kwasu mrowkowego
o stezeniach odpowiednio 25mM oraz 0,5%. Niskie pH zwigksza szybkos¢
analizy przy zachowanej doktadnosci metody, stad preferowane jest pH=3.
Probke moczu wiruje si¢, a supernatant rozpuszcza w dejonizowane]
wodzie w stosunku 1:9. W moczu wystepuja zwigzki wplywajace na elucje
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niektorych substancji, na co wskazuje wzmocnienie lub ostabienie sygnatu
zwigzane z supresja jonowa. Najsilniejsze ostabienie obserwuje si¢ przy
3,4-metylenedioksypirowalerionie  (MDPV), medetronie, bufedronie
i innych katynonach, cho¢ inne, takie jak etylon czy butylon wykazujg
wzmocnienie. Efekt ten jednak mozna wyeliminowac poprzez przygoto-
wanie probki metodami opisanymi wyzej, takimi jak ekstrakcja w fazie
statej [6].

3. Whioski

Od czasu kiedy na rynku pojawity si¢ ,,dopalacze” (2002 r.) notujemy
znaczny postep w metodach pozwalajacych poznac¢ ich sktad. Obecnie
Narodowy Instytut Lekow [5] do analiz toksykologicznych dopalaczy
stosuje 4 techniki analityczne:

* spektrometri¢ masows;

* magnetyczny rezonans jagdrowy (NRM);

* chromatografi¢ gazowa;

* dyfraktometri¢ rentgenowska.

Zastosowanie technik tgczonych pozwala szybciej i trafniej identy-
fikowa¢ substancje poniewaz analiza wykonywana jest w oparciu o0 rdzne
cechy danej substancji. W analizach nie oznacza si¢ substancji tylko ze
wzgledu na czas retencji, ale takze ze wzgledu na wlasciwosci strukturalne.
Niestety zastosowanie wszystkich wspomnianych technik jest mozliwe
tylko w wyspecjalizowanych os$rodkach dysponujacych odpowiednig apa-
raturg. W analizie zwigzkéw dla ktérych nie istnieja wzorce nic nie zastapi
doswiadczonego i wykwalifikowanego toksykologa. Waznym kryterium
jest takze koszt wykonania jednego badania. Idealnym rozwigzaniem
bylaby metoda szybka, nie wymagajaca wicloetapowego przygotowania
probek, ktéra w dodatku moglaby by by¢ wykonywana w warunkach
Szpitalnych Oddzialow Ratunkowych czy szpitalnych laboratoriow.
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Zastosowanie metod chromatograficznych w analizie zawartoSci substancji
psychoaktywnych w probkach moczu, krwi i plynu z jamy ustnej

Streszczenie

W obliczu zwigkszajacej si¢ ilosci przypadkow zatru¢ tzw. dopalaczami czyli $rodkami zawie-
rajacymi rézne substancje psychoaktywne nie ujetymi w wykazie srodkow odurzajacych i sub-
stancji psychotropowych, szybka analiza materialow biologicznych pod katem wyzej wymie-
nionych substancji staje si¢ niezwykle wazna. Pacjenci przyjmowani do Szpitalnych Oddziatow
Ratunkowych z powodu zatru¢ dopalaczami najczesciej sg przywozeni w stanie niemo-
zliwiajagcym kontakt oraz zebranie wywiadu co dodatkowo wydtuza proces diagnostyczny.
Zwykle na obecno$¢ toksyn pobiera si¢ krew lub mocz pacjenta, w ostatnim czasie wzrasta
zainteresowanie nowymi materialami do badan takimi jak np. ptyn z jamy ustnej czy tzy. Dzigki
mozliwosci zastosowania do badan materialéw tego typu nie ma koniecznosci wykonywania
inwazyjnych procedur. W pracy skupiono si¢ na wykorzystaniu do takiej identyfikacji metod
chromatograficznych wraz z detektorami, a takze na zagadnieniu odpowiedniego przygotowania
probek do analizy toksykologicznej.

Stowa kluczowe: dopalacze, chromatografia, toksykologia
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Chromatography methods in the detection of psychoactive substances
in blood, urine and oral fluid

Abstract

Facing the rising amount of cases of intoxication with designer drugs- agents containing a variety
of psychoactive substances which are not included in the list of psychotropic substances, the fast
analysis of biological material regarding mentioned substances becomes exceedingly important.
Patients admitted to emergency departments due to designer drugs intoxication are predo-
minatingly brought in a state which renders contact and medical history collection impossible,
what additionally prolongs the diagnosis process. Although ordinarily blood or urine samples are
taken for toxicological analysis, a growing interest in the examination of other materials, such as
fluid from oral cavity or tears, has recently arised. The possibility of the usage of such materials
eliminates the necessity of performing invasive procedures. The article focuses on liquid and gas
chromatography application in such indentification as well as on the issue of adequate sample
preparation for toxicological analysis.

Keywords: designer drugs, chromatography, toxicology
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Pulapki ilosciowego oznaczania kwasu liponowego
w probkach biologicznych

1. Wstep

Techniki separacyjne takie jak chromatografia gazowa, wysokosprawna
chromatografia cieczowa czy techniki elektromigracyjne sg w chwili
obecnej podstawowymi technikami wykorzystywanymi w badaniach
zywnosci czy w oznaczeniach klinicznych. Potaczenie rozdziatu na kolum-
nie z jednoczesng detekcja sprawia, ze charakteryzuja si¢ wysoka selek-
tywnosciag, a zastosowanie czulego detektora pozwala na oznaczenia
istotnych sktadnikéw $ladowych takich jak np. antyoksydanty, witaminy
czy ksenobiotyki. Tematyka prezentowanego artykutu dotyczy wykorzys-
tania technik chromatograficznych do oznaczania kwasu liponowego,
istotnego antyutleniacza mitochondrialnego.

2. Co to jest kwas a-liponowy

Kwas liponowy — to o$mioweglowy, nasycony kwas ttuszczowy, znany
réwniez jako kwas 6,8-ditiooktanowy, kwas a-liponowy, tiooktan, ALA [3,
27]. Stosowane nazwy systematyczne to kwas 1,2-ditiolano-3-pentanowy
[4], kwasl,2-ditiolano-3-walerianowy, kwas 6-[3-(1,2-ditiacyklopentylo)]-
pentanowy.

Czasteczka kwasu liponowego sklada sie z pigciocztonowego,
heterocyklicznego pier§cienia z ugrupowaniem disulfidowym. Pieciowe-
glowy tancuch boczny z grupa karboksylowa przytaczony jest do piers-
cienia w pozycji a wzgledem atomu siarki (rys. 1) [17].

Jest to zwigzek wszechobecny. Wystepuje we wszystkich komarkach
organizmow, zarowno prokariotycznych jak i eukariotycznych, glownie
w formie utlenionej jako kwas liponowy (LA) i zredukowanej jako kwas
dihydroliponowy (DHLA) (Rys. 1). Stanowi wazny element mitochon-
drialnego fancucha oddechowego.

! Joanna Karpifska, joasia@uwb.edu.pl, Instytut Chemii, Uniwersytet w Biatymstoku.
2 Urszula Kotowska, ukrajew@uwb.edu.pl, Instytut Chemii, Uniwersytet w Biatymstoku.
% Justyna Kapelewska, j.kapelewska@uwb.edu.pl, Instytut Chemii, Uniwersytet w Biatymstoku.
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Rysunek 1 Uktad redoks LA/DHLA; a — kwas liponowy (LA); b — kwas dihydroliponowy
(DHLA)*

Kwas liponowy (LA) obecnie jest uwazany za uniwersalny anty-
oksydant i istotny kofaktor szlakéw energetycznych [3]. W mitochondriach
forma utleniona i zredukowana kwasu liponowego tworzy uktad redoks
(rys 1). Reakcja redukcji kwasu liponowego zachodzi przy udziale mito-
chondrialnej dehydrogenazy lipoamidowej (LipDH) w obecno$ci zredu-
kowanej formy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH). Proces
ten stanowi odwracalny uktad redoks. W obecno$ci utlenionej formy dinu-
kleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD+) kwas di hydroliponowy
ponownie zostaje utleniany do kwasu liponowego3. Warto$¢ potencjatu
redoks pary LA/DHLA wynoszaca E°LA/DHLA=-032 V3 sprawia, ze
kwas liponowy bierze udzial w regeneracji utlenionych form innych
antyoksydantow komorkowych takich jak kwas askorbowy, tokoferol,
glutation i koenzym Q102 [28].

Z powodu umiarkowanej dlugosci bocznego tancucha z grupa
karboksylowa, wykazuje ograniczong rozpuszczalnos¢ w wodzie. Lepiej
rozpuszcza si¢ w thuszczach oraz rozpuszczalnikach organicznych [23, 25].
Cecha ta sprawia, ze jest posrednikiem pomigdzy lipofilnymi antyutle-
niaczami takimi jak tokoferol czy koenzym Qg a hydrofilowymi (witamina
C i glutation) [7]. Kwas liponowy oraz kwas dihydroliponowy biorg udziat
w dezaktywaCJl wolnych rodnikow takich jak HO, NO, NO, oraz zmniej-
szajg aktywno$¢ nadtlenku azotu, wodoru a takze podchlorynow. Reakcja
,zmiatania” rodnika hydroksylowego HO przez kwas liponowy powoduje
ostateczne unieszkodliwienie rodnika.
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Ze wzgledu na zdolnosci do chelatowania jonéw metali przejsciowych,
kwasy liponowy oraz dihydroliponowy biora udzial w detoksyfikacji orga-
nizméw. LA tworzy stabilne kompleksy z kationami Pb%*, Zn®*, Mn®" oraz
Cu?*. DHLA z kolei chelatuje kationy: Pb**, Zn*, Co*, Cu*, Ni**, Hg*",
Fe?* oraz Fe** (kompleks z Fe*" jest stabilniejszy niz z Fe?*)*®’. Dodat-
kowo, pochodne kwasu liponowego moga tworzy¢é kompleksy z Cd**®.

Kwas liponowy jest istotnym czynnikiem regulacyjnym szeregu komor-
kowych szlakow metabolicznych. Jest zwigzkiem posrednio wptywajacym
na synteze glutationu’.Wchodzi w sklad kompleksu znajdujacego sie
w mitochondriach watroby, ktory powoduje rozklad glicyny do CO; i NH5°.
Kwas liponowy petni role koenzymu w oksydacyjnej dekarboksylacji
kwasu pirogronowego do acetylo-CoA. Jest czeScig kompleksu dehydro-
genazy pirogronianowej. Jego zadaniem jest przeniesienie grupy acylowej
na CoA. Podobne zadanie spelnia w kompleksie dehydrogenazy 2-okso-
glutaranowej [32]. Ponad to, bierze udzial w metabolizmie takich amino-
kwasow jak: leucyna, walina i izoleucyna. Petni role kofaktora w wieloen-
zymatycznym kompleksie dehydrogenazy a- ketokwaséw o rozgat¢zionych
fancuchach.

Ze wzgledu na swoje cenne znalazl zastosowanie w farmakoterapii,
medycynie oraz kosmetologii. W kosmetologii stosowany jest gtownie
w srodkach do pielegnacji i ochrony skory. Jego rolg jest dziatanie przeciw-
zmarszczkowe, nawilzajace, fotoochronne, ujedrniajace i przeciwzapalne.
W kosmetykach stosowany jest na poziomie stezen 1-7%. Uzywa si¢ go
w takich produktach jak kremy, sera, lotiony i maseczki do stosowania na
skorze twarzy, dekoltu, ciala i oczu. Niekiedy takze uzywa si¢ go w pod-
ktadach, srodkach do pielggnacji ust, ptynach do kapieli.

Stosuje si¢ go takze w wielu terapiach m.in. w zatruciu metalami cigzkimi
oraz grzybami, chorobach watroby, cukrzycy, neuropatii cukrzycowej oraz
infekcji wirusem HIV [35].

Kwas liponowy moze by¢ dostarczany dla organizmu wraz z pozy-
wieniem lub poprzez suplementacjg.

Naturalnymi zrodtami LA sg produkty pochodzenia zwierzecego, jak
rowniez roslinnego. Znajdziemy go gtéwnie w podrobach tj. nerki, watroba
oraz w takich warzywach jak: szpinak, pomidory czy brukselka pod posta-
cig g-amidu lizyny. Posta¢ ta w potaczeniu z aminokwasami, poprzez
wigzania peptydowe, tworzy reszty lipoilowe. Reszty te sg skladnikami
wielu enzyméw np. dehydrogenazy pirogronianowej. Ugrupowania lipoilo-
we znajdziemy w mitochondriach, a w przypadku roslin réwniez w chlo-
roplastach.

Zawartos¢ kwasu liponowego w produktach spozywczych jest rzedu
kilku mikrogram6éw na gram — wyzsza w produktach pochodzenia roslin-
nego. Natomiast w produktach pochodzenia zwierz¢cego znajdziemy go
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gléwnie w podrobach. Poziom LA w komorkach niektorych bakterii np.
Escherichia coli B, Bacillus subtilis jest bardzo wysoki. Zawarto$¢ kwasu
liponowego w rdéznych probkach zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Poziom kwasu liponowego w probkach zwierzecych i roslinnych

Probka Zawarto$¢ kwasu liponowego [ng/g]
Nerki wotowe 2,64
Serce wolowe 1,51
Watroba wotowa 0,86
Szpinak 3,15
Zielony groszek 0,39
Ziemniak 4,20
Brokuty 0,94
Pomidory 0,56
Brukselka 0,39
Zbtko jaja kurzego 0,05
Aerobacter vinelandii (pateczka jelitowa) 34,96
Bacillus subtilis (laseczka sienna) 17,65
Escherichia coli B (pateczka okreznicy) 2,3-11.8

3. Pulapka 1 — przygotowanie probki do analizy

Ze wzgledu na coraz szersze wykorzystanie kwasu liponowego, jak
réwniez coraz lepsze zrozumienie jego roli, niezbgdna staje si¢ wiedza
dotyczaca jego zawartosci w produktach spozywczych, oszacowanie
poziomu dziennego spozycia wraz z catodzienna dieta jak rowniez
oznaczenia w probkach klinicznych.

Oznaczanie kwasu liponowego jest ztozonym zadaniem analitycznym.
Do analizy ilosciowej kwasu liponowego wykorzystuje si¢ techniki
separacyjne, glownie chromatografie cieczowg ale rdwniez gazowa oraz
techniki elektromigracyjne [18]. Wymaga to starannego przygotowania
probek: oddzielenia od matrycy, oczyszczenia a nastepnie zaggszczenia.
Dodatkowo, kwas liponowy w uktadach biologicznych wystepuje w trzech
formach: kowalencyjnie zwigzany poprzez wigzanie peptydowe z resztg &-
aminowa lizyny (rys. 2), luzno zwiazany wigzaniami wodorowymi
z kompleksami biatkowymi oraz w postaci wolnego kwasu liponowego.
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Rysunek 2. Struktura ugrupowania lipoilowego.

Wydzielanie kwasu liponowego z probek rzeczywistych mozliwe jest za
pomoca réznych technik ekstrakcyjnych np. ekstrakcji ciecz-cialo stale
(SPE) [19], czy ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) [9]. W procedurze opartej na
technice SPE wykorzystano kolumng ekstrakcyjng Cig. Zatrzymany ztozu
kwas liponowy wymywano dichlorometanem a nastgpnie uzyskany
ekstrakt suszono strumieniem azotu w temperaturze 40°C.

Wigkszo$¢ procedur izolacji kwasu liponowego wykorzystuje ekstrakcje
ciecz ciecz z uzyciem réznych rozpuszczalnikdw. Do tego celu najczesciej
uzywany jest dichlorometan, metanolowy roztwoér kwasu octowego, octan
etylu [22, 7], acetonitryl [37] lub eter dietylowy [24]. Zaproponowano
procedure dyspersyjnej ekstrakcji cieczowej wykorzystujaca chloroform jako
rozpuszczalnik ekstrahujacy, za$ acetonitryl jako faze dyspersyjna [33].
Nadmiar rozpuszczalnika jest odparowywany w atmosferze gazu obojetnego.

W przypadku oznaczania catkowitej zawartosci kwasu liponowego
konieczne jest rozerwaniec wigzania peptydowego z lizyna. Wowczas
niezbg¢dne jest wlaczenie do procesu przygotowania probki etapu hydrolizy,
najczesciej] kwasem siarkowym lub lagodniejsza enzymatyczng, np.
subtylizyng A i pronazg E w odpowiednich proporcjach [29]. Nalezy
pamigta¢, ze hydroliza enzymatyczna jest procesem wymagajacym dhu-
giego czasu inkubowania, nawet do 24 godzin. Proces hydrolizy kwasowej
jest znacznie szybszy. Prowadzony jest najczesciej w wysokich tempe-
raturach, w obecno$ci kwasow nieorganicznych (kwas siarkowy, solny) co
moze powodowac rozktad samego analitu a przez to by¢ zrédtem bledow.
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4. Pulapka 2 — oznaczenie iloSciowe

Koncowym etapem procedury oznaczania kwasu liponowego w prob-
kach biologicznych jest analiza chromatograficzna. Jak juz bylo wspom-
niane wczesniej, podstawowa technika analityczng jest chromatografia
cieczowa z roznymi technikami detekcji (elektrochemiczng, spektrofo-
tometryczng w zakresie UV, fluorymetryczna, chemiluminescencyjna czy
spektrometrii mas). Wykorzystanie detektoréw spektrofotometrycznych
badz fluorymetrycznych wymaga modyfikacji czasteczki kwasu lipono-
wego, gdyz nie zawiera ona grup chromoforowych ani tez fluoroforowych.
Widmo UV kwasu liponowego (LA) posiada dwa pasma absorpcji: stabsze
przy 330 nm i intensywniejsze przy 210 nm. Natomiast widmo absorpcji
zredukowanej formy, kwasu dihydroliponowego nie zawiera charakte-
rystycznych pasm, jedynie jedno niespecyficzne przy 198 nm. Dlatego tez,
w literaturze niewiele jest opisanych procedur wykorzystujacych bezpo-
$redni pomiar absorbancji do bezposredniej detekeji kwasu liponowego [2].
Zaproponowana przez Aboul-Enein metoda oznaczania charakteryzuje si¢
wysokimi warto$ciami wykrywalnosci (4,4 pgLA/mL) i oznaczalnosci
(16,8 uglLA/mL). Z tego wzgledu autorzy wykorzystali ja do oznaczenia
zawarto$ci LA w preparacie farma-ceutycznym.

Analiza zywno$ci badz probek klinicznych wymagaja znacznie
czulszych metod analitycznych. Kryteria czulosci i selektywnosci spetniaja
metody chromatograficzne sprzgzone z detektorami elektrochemicznymi
badz spektrometrii mas. Wykorzystanie detektora kulometrycznego pozwo-
lito na oznaczenie kwasu liponowego w zakresie 0,01-1 uglLA/mL (granica
wykrywalnosci 0,03ugLA/mL) [30]. Uzycie detektora z elektrodg diamen-
towa domieszkowang borem umozliwito oznaczenie kwasu liponowego
w zakresie 0,01-60 pgLA/mL z granicg oznaczalno$ci na poziomie 3,00
ngLA/mL.

Zbadano przebieg reakcji utlenienia i redukcji kwasu liponowego na
grafitowej elektrodzie modyfikowanej ftalocyjanigninem kobaltu za pomo-
cg technik woltamperometrycznych oraz mozliwosci ich wykorzystania
w analizie ilo$ciowej [11]. Stwierdzono, Ze za pomocg techniki réznicowej
woltametrii pulsowej mozna oznaczy¢é kwas liponowy w zakresie stezen
0,1-3,9 puglLA/mL (granica wykrywalnosci 0,25 nglLA/mL). Dodatkowa
korzyscig z wykorzystania detektorow elektrochemicznych jest mozliwosé
jednoczesnego oznaczania oby form — utlenionej (LA) i zredukowanej
(DHLA) kwasu liponowego [20].

W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wigcej prac wykorzystujacych jako
technike detekcji spektrometric mas. Do badan farmakokinetycznych
zaproponowano metode HPLC z tandemowym detektorem mas oznaczania
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kwasu liponowego w osoczu szczurow laboratoryjnych [38]. Zakres linio-
wosci zaproponowanej metody wynosit 0,005-5 pgLA/mL.

Wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa sprzezona z detektorem MS
z elektrorozpylaniem wykorzystano do oznaczenia kwasu liponowego
w suplementach diety w zakresie 0,005-1 pugLA/mL (granica wykrywal-
nosci 0,003uglLA/mL) [10].

Pomimo tego, ze detektory elektrochemiczne czy spektrometrii mas
charakteryzuja si¢ wysoka czuloscig pozwalajaca na uzyskiwanie niskich
granic oznaczalno$ci, nie s3 zbyt czg¢sto wykorzystywane w analityce
kwasu liponowego. Podstawowym ograniczeniem jest cena. Zestawy LC-
MS ciagle sg bardzo drogie a przez to nie sg powszechnie dostgpne. Row-
niez koszt zakupu detektorow elektrochemicznych jest wysoki, do tego
dochodzg koszty ich eksploatacji. Poza tym ich uzycie ogranicza si¢ do
zwigzkow o wilasciwosciach redoks, co dodatkowo zniechgca do ich
nabywania.

Wykorzystanie spektrofotometrycznych lub fluorymetrycznych technik
detekcji wymaga wprowadzenia do czasteczki kwasu liponowego grup
chromoforowych lub fluoroforowych. Pozwala to na oznaczanie tego
analitu z dobrg czuto$cig w ztozonych matrycach. Wprowadzenie dodatko-
wego etapu do procedury analitycznej nie jest pozbawione wad. Wydluza
procedure analityczng i dodatkowo moze by¢ zrédlem bledow. Wyko-
rzystanie reakcji derywatyzacji wymaga od analityka starannej walidacji,
okreslenia wydajnosci wykorzystywanego procesu.

Kwas liponowy w czasteczce posiada dwie grupy funkcyjne: grupe
karboksylowa oraz ugrupowanie disiarczkowe. Analityczne wykorzystanie
reakcji grupy karboksylowej jest niestychanie trudne. Ugrupowanie to
w kwasie liponowym jest niereaktywne i wymaga przeprowadzenia
w chlorek kwasowy badz amid, a nastepnie przeprowadzenie w odpo-
wiednie pochodne. Caty proces musi by¢ przeprowadzany w $rodowisku
niewodnym, najlepiej w atmosferze gazu oboj¢tnego. Bardziej reaktywne
s ugrupowania sulfidowe. W czasteczce kwasu liponowego wystepuje
W postaci polgczenia disulfidowego. Azeby wprowadzi¢ ugrupowanie
znacznikowe, nalezy przeprowadzi¢ reakcj¢ redukcji w celu rozerwania
polaczenie S-S. Do tego celu wykorzystywany jest najczesciej tetra boro-
wodorek sodu (NaBH,) czy tributylofosfina [16]. Nastgpnie przeprowadza
si¢ wlasciwg reakcje¢ derywatyzacji z odczynnikiem spektrofotome-
trycznym badz fluorometrycznym. W analityce kwasu liponowego wyko-
rzystano reakcje z monobromobimanamem [36], pocho-dnymi kumaryny
(4-bromometylo-6,7-dimetoksykumaryna), bromkiem 1-benzylo-2-chloro-
pirymidyniowym, tetrafluoroboranem 2-chloro-1-methylochinolinowym
(CMQT) [12], 2-(4-aminofenylo)-)-6-metylobenzotia-zolem [13], 4-fluoro-
2,1,3-benzoksadiazolo-7-siarczanem amonowym, pochodnymi pirenu: N-
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(1-pireno)jodoacetamidem i N-(1-pirenome-tylo)jodoacetamidem. Opisane
metody derywatyzacji wraz z charakterystyka analityczng zebrano w tabeli 2.

Tabela 2. Metody oznaczania kwasu liponowego wykorzystujace reakcje derywatyzacji

Odczynnik derywatyzujacy Uzyta Zakres LoD LoQ Literatura
technika liniowosci
tetrafluoroboran 2-chloro-1- HPLC/UV 2.5-50 420 13.00 28
metylochinolinowy pumol L™ | pmol | pmol*
bromek 1-benzylo-2- HPLC/UV 0.2-50 0.1 0.2 8
chloropirydyniowy pmol L | pmol | pmol
L* Lt
4-bromometylo-6,7- LC/FL 0.1-20 1.03 - 15
dimetoksykumaryna pmol L* pg
4-bromometylo-6,7- LC/FL 0.1-40 5 - 18
dimetoksykumaryna pmol L* fmol
aldehyd ftalowy HPLC/FL 15-1000 3,0 15,0 26
ng/ mL ng/ ng/ mL
mL
monobromobiman HPLC/FL 20-3000 - - 27
nM
2-(4-aminofenylo)-)-6- HPLC/FL 50nM- - - 29
metylobenzotiazol S5uM
4-fluoro-2,1,3- HPLC/FL 0,94-600 | 0,13 0,44 19
benzoksadiazolo-7-siarczan uM pM pM
amonowy
N-(1-pireno)jodoacetamid HPLC/FL 0.75-120 <31 - 26
N-(1- umol L™ fmol
pirenometylo)jodoacetamid
4-bromomethyl-6,7- MALDI/TOF 0.1-40 0.83 - 18
dimetoksykoumaryna pumol L pg
kwas 3- UPLC/ESI- 1-750 - - 6
pirydylokarboksylowy MS/MS ng/mL
(niacyna)
chlorowodorek heksahydro- LC-MS/MS | 1,0-1000,0 - 1,0 14
1-(5-isochinolino- ng/mL ng/mL

sulfonylo)-1H-1,4-diazepina
(fasudil)

Reakcje grup tiolowych kwasu liponowego z 7-hydroksykumaryna
wykorzystano w mikroskopii fluorescencyjnej do obrazowania specy-
ficznych biatek w komorce [34].

Trwato$¢ termiczna i wystarczajgca lotno$¢ kwasu liponowego pozwa-
lajg na bezposrednie oznaczanie go metoda chromatografii gazowej. Jednak
obecno$¢ polarnej grupy karboksylowej powoduje znaczne ogonowanie
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piku, a co za tym idzie negatywnie wplywa na czulo$¢ oznaczenia. Sililo-
wanie za pomocg N-metylo-N-tert-butylodimetylosililotrifluoroacetamidu
(MTBTSFA) pozwala na usunigcie tych niedogodnosci. Oznaczono kwas
liponowy w probkach migsa w postaci pochodnej sililowej w zakresie 10-
20 pg/pL.

5. Inne techniki

W literaturze naukowej spotykane sg nieliczne proby wykorzystania
innych technik analitycznych do analizy iloSciowej kwasu liponowego. Do
tego celu wykorzystano m. in. technike elektroforezy kapilarnej z detekcja
UV [31] oraz elektrochemiczng [15]. Opracowane procedury wykorzystano
do oznaczenia LA preparacie farmaceutycznym oraz w probkach komorek
linii 293T. Detekcja spektrofotometryczna pozwolita na oznaczenie LA
w zakresie stezen 10-900 pg/mL (granica wykrywalnosci 0,8 pg/mL,
granica oznaczalno$ci 2,5 pg/mL). Dzigki potaczeniu detekcji elektro-
chemicznej z rozdziatem elektromigracyjnym uzyskano zakres liniowosci
0,5-80 umol/L (granica wykrywalnosci 0,5 umol/L).

Zaproponowano potaczenie detekcji chemiluminescencyjnej z rozdzia-
fem chromatograficznym do oznaczania LA w preparacie farmaceutycznym
oraz w probkach biologicznych. Stwierdzono, ze chemiluminescencja gene-
rowana w wyniku reakcji KMnO,4 z LA w $rodowisku formaldehydu i me-
taheksafosforanu (V) sodu zalezy od stezenia kwasu liponowego. Chroma-
tograficzny rozdziat probek rzeczywistych prowadzono na kolumnie Cyg za
pomoca fazy ruchomej acetonitryl — 0,05 M KH,PO, (pH 3) = 30:70, (v/v).
Zakres liniowo$ci opracowanej metody wynosit 0,05-20 pg/mL (granica
wykrywalnosci 0,004 pg/mL). Opracowana metode wykorzystano do
oznaczenia zawarto$ci kwasu liponowego w preparacie farmaceutycznym
oraz w wybranych produktach spozywczych.

Abbas i Radwan [1] zaproponowali metode przeplywowa z detekcja
potencjometryczng do oznaczania kwasu liponowego. Pomiar st¢zenia
przeprowadzono za pomoca specjalnie skonstruowanej elektrody selek-
tywnej w stosunku do LA. Opisana procedura pozwalala na oznaczenie LA
w zakresie 107 — 10 mol/L z granica wykrywalnosci rowna 9 10°® mol/L¥.

Wiasciwosci kompleksotworcze kwasu dihydroliponowego (DHLA)
staly si¢ podstawa opracowania spektrofotometrycznej metody oznaczania
LA w preparacie farmaceutycznym [21]. Zaproponowana procedura
wykorzystuje reakcje pomiedzy DHLA a jonami Pd(Il). Prawo Lamberta
Beera jest spelnione w zakresie stezen 7,5 10°-10 mol/L. Czulo$¢ meto-
dy wyra%ona wartoscig molowego wspotczynnika absorpcji wynosi
3,597 10°.
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6. Podsumowanie

Ilosciowe oznaczanie kwasu liponowego jest trudnym przedsigwzieciem
analitycznym. Wymaga szczegdlowego okreslenia celu analizy, jak
rowniez informacji na temat form wystegpowania w badanym materiale.
Oznaczanie tego zwigzku w materiale biologicznym wigze si¢ z koniecz-
no$cig oddzielenia go od matrycy i zatezenia. Dodatkowa trudno$cia jest
konieczno$¢ transformacji czasteczki kwasu liponowego w forme¢ kompa-
tybilng z koncows technika detekcji. W prezentowanej pracy zaprezen-
towano informacje dotyczace opracowanych procedur ekstrakcji, stoso-
wanych rozpuszczalnikow oraz wykorzystywanych do derywatyzacji kwa-
su liponowego reagentow. Dodatkowo zamieszczono charakterystyke
analityczng opisanych metod oznaczania.
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Pulapki iloSciowego oznaczania kwasu liponowego
w prébkach biologicznych

Streszczenie

Kwas liponowy (LA) jest jednym z najwazniejszych endogennych utleniaczy pemiacym funkcje
regulacyjne w szeregu procesOw enzymatycznych. Badanie poziomu kwasu liponowego
w probkach biologicznych jest niezwykle istotne, gdyz pozwala na poznanie jego poziomu
w stanach chorobowych, za§ oznaczanie zawarto$ci kwasu liponowego w produktach spo-
zywezych umozliwia wskazanie jego zrodet. Ilo§ciowa analiza LA jest trudnym zadaniem anali-
tycznym. Czasteczka kwasu liponowego nie posiada bowiem grup fluoroforowych badz
chromoforowych. Uniemozliwia to bezposrednie wykorzystanie popularnych detektorow do
analizy ilo$ciowej tego zwiagzku. Problem ten mozna pokona¢ poprzez modyfikacje chemiczng
LA — wprowadzenie odpowiednich grup znacznikowych. Prezentowana praca dotyczy omo-
wienia stosowanych w ilo$ciowej analizie kwasu liponowego odczynnikow derywatyzujacych.
Podano rowniez charakterystyki analityczne opracowanych procedur.

Stowa kluczowe: Kwas liponowy, reakcje derywatyzacji, analiza chromatograficzna, metody
oznaczania

Pitfalls of quantitative determination of lipoic acid
in biological samples

Abstract

Lipoic acid (LA) is one of the most important endogenous oxidants which plays a regulatory
functions in a number of enzymatic processes. Due to its importance, examination of its level in
biological samples allows to get knowledge about condition of organisms and presence of
oxidative stress. A quantification of LA in food items indicates its nutritional sources.
Quantitative analysis of LA is a difficult analytical task because the molecule of lipoic acid does
not have any fluorophore or chromophore groups. This prevents direct use of popular detectors
for quantitative analysis of this compound. This problem can be overcome by the chemical
modifying of LA by the introduction of appropriate labeling groups. The present work concerns
on the problems connected with quantification of LA. The elaborated procedures of derivatization
LA are gathered and discussed.

Keywords: Lipoic acid, derivatization reactions, chromatographic analysis methods of
determination
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Ciecze jonowe — rozpuszczalniki XXI wieku

1. Wstep

Ciecze jonowe sa zwigzkami chemicznymi sktadajacymi si¢ z jonoéw
—organicznego kationu oraz nieorganicznego anionu o prostej budowie.
Substancje te sa zwykle cieczami w temperaturze nie przekraczajacej
100°C. Od niedawna obserwuje si¢ gwaltowny wzrost zainteresowania
cieczami jonowymi, chociaz sa one powszechnie znane od ponad 20 lat.
Szczegodlne zainteresowanie tego rodzaju cieczami wynika z ich niezwyk-
tych wlasciwosci, ktore nie tylko wplywaja na efektywno$¢ prowadzonych
procesow — ciecze jonowe uwazane sg za ,zielone zwigzki”, czyli zwigzki
chemiczne, ktore sg nieszkodliwe dla srodowiska [1]. Mozliwo$ci wyko-
rzystania cieczy jonowych sa ogromne — poczynajac od ich wykorzystania
jako nowoczesnych rozpuszczalnikow w syntezach, analityce i technikach
ekstrakcyjnych, po wykorzystanie w nanochemii, elektrochemii oraz
inzynierii. Nalezy takze zaznaczy¢, ze ciecze jonowe prawdopodobnie
wypra w przysztoéci znacznie bardziej szkodliwe rozpuszczalniki orga-
niczne. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie mozliwos$ci wykorzy-
stania cieczy jonowych jako potencjalnych zamiennikow powszechnie
stosowanych rozpuszczalnikow organicznych. W pracy zostang takze
przedstawione wlasciwosci, mozliwosci modyfikacji oraz przyktady cieczy
jonowych nalezacych do poszczegdlnych klas tych substancji [2].

2. Ogélna charakterystyka cieczy jonowych

Termin ,,ciecze jonowe” obejmuje sole, ktore sa cieczami we wzglednie
niskich temperaturach, czesto juz w temperaturze pokojowej, przy czym
niektore z cieczy jonowych zachowuja swoj ciekly stan skupienia w za-
kresie temperatur od -80°C do 400°C [3]. W ogbélnym ujeciu, cieczg jono-
wa jest sol, ktora topi si¢ w znacznie nizszych temperaturach niz powszech-
nie znane sole [4]. Duza stabilno$¢ termiczna oraz odporno$¢ na zmiany
warunkow prowadzenia procesu, zapobiegaja zachodzeniu niepozadanych
reakcji. Pierwsza ciecz jonowa — azotan etyloamoniowy, zostala otrzymana

! anika.szady@gmail.com, Zaktad Technologii Chemicznej, Wydzial Chemii, Uniwersytet Marii
Curie — Sktodowskiej w Lublinie, www.umcs.pl
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w roku 1914, przez P. Waldena w wyniku reakcji etyloaminy ze stgzonym
kwasem azotowym. Azotan etyloamoniowy nie byt jednak wykorzys-
tywany na duzg skale [5]. Pierwszymi stosowanymi na skale przemystowa
cieczami jonowymi byly sole pirydyniowe zawierajace w swojej budowie
aniony AICI,". Okazato si¢ jednak, iz pierwsze ciecze jonowe posiadaty
szczegolng wade — zwiazki te tatwo hydrolizowaty, co wykluczato ich
praktyczne zastosowanie [3]. Na krotki okres czasu, w latach 70. wzrosto
zainteresowanie cieczami jonowymi, ze wzgledu na mozliwos¢ ich zasto-
sowania w produkcji baterii glowic jadrowych. Zainteresowanie tymi
substancjami pojawilo si¢ ponownie w pierwszej polowie lat 90., gdy
zaczeto rozwazaé zastosowanie cieczy jonowych jako ekologicznych za-
miennikow powszechnie wykorzystywanych, szkodliwych dla srodowiska
rozpuszczalnikoéw organicznych [6].

Wiasciwos$ci obecnie stosowanych cieczy jonowych réznig si¢ znacznie
od poznanych do tej pory zwigzkéw chemicznych, gdyz pomimo cieklego
stanu skupienia, nie sg one stopionymi solami [2]. Zdolnos$¢ rozpuszczania
substancji przez ciecze jonowe zalezy od wchodzacych w ich sktad
kationow 1 aniondéw — moga one rozpuszcza¢ réznorodne substancje, tj.:
enzymy, polimery, zwigzki o charakterze organicznym jak i nieorga-
nicznym [5].

W przeciwienstwie do popularnych soli nieorganicznych, ciecze jonowe
sa znacznie mniej uporzagdkowane, na co bezposredni wptyw ma obecnosé
asymetrycznego kationu organicznego. Skutkiem asymetrycznej budowy
kationu organicznego jest ciekly stan skupienia w niskich temperaturach.
Szereg zalet cieczy jonowych spowodowanych jest ich wystgpowaniem
W cieklym stanie skupienia w stosunkowo niskich temperaturach, bez
koniecznos$ci uzycia dodatkowego rozpuszczalnika [7]. Ciecze jonowe sa
nielotne, nie wydzielajg toksycznych oparéw, sg niepalne. Powyzsze wtas-
ciwosci pozwalaja na zaliczenie cieczy jonowych do grupy ,.zielonych
rozpuszczalnikOw”  (,,green solvents”) czyli zwiazkow spehiajacych
wymagania zielonej chemii [2]. Wprowadzenie do uzytku substancji
spetniajacych warunki zielonej chemii, pozwala na eliminacj¢ badz znaczne
ograniczenie niebezpiecznych zwigzkéw chemicznych. Postgpowanie takie
posrednio wpltywa na standard zycia spoteczenstwa oraz stan srodowiska.
Najpowszechniejszym do tej pory ekologicznym rozpuszczalnikami jest
woda, a takze ditlenek wegla w stanie nadkrytycznym. Substancje te nie sg
jednak uniwersalnymi rozpuszczalnikami, stad tez od dawna istniata
konieczno$¢ poszukiwania innych, spetniajagcych wymogi zielonej chemii
rozpuszczalnikow [8].
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3. Specyficzne wlasciwosci cieczy jonowych

Wilasciwosci cieczy jonowych wynikaja z budowy anionu i kationu.
To$¢ mozliwych kombinacji kation-anion wynosi 10™ i wraz z rozwojem
nauki, liczba ta stale wzrasta, w zwigzku z tym wtasciwosci cieczy jono-
wych moga by¢ bardzo zréznicowane [5]. Ciecze jonowe sg czgsto nazy-
wane zwigzkami projektowanymi, gdyz ich wiasciwosciami fizyko-che-
micznymi mozna sterowaé poprzez dobor odpowiednich jonow. Wiasci-
wosci cieczy jonowych mozna takze zmieniaé poprzez odpowiedni dodatek
modyfikatora, ktorym moze by¢ inna ciecz jonowa badz rozpuszczalnik
molekularny [4].

3.1. Gestosé i lepkosé

Cecha zwykle obowigzujaca wszystkie substancje nalezace do kategorii
cieczy jonowych jest znacznie wigksza ggstos¢ oraz lepkos¢ od wody
— W zwiazku z tym ograniczona jest dyfuzja rozpuszczonych w nich ana-
litow. Ograniczenie te mozna wyeliminowac poprzez zastosowanie mody-
fikacji kationu badz anionu. Wraz ze wzrostem dlugosci fancucha alkilo-
Wego jonu organicznego, a wigc wraz ze wzrostem hydrofobowosci cieczy
jonowej, wzrasta takze toksyczno$¢ zwigzku wzgledem mikroorganizmow
[5]. Lepkos$¢ stosowanych cieczy jonowych mieSci si¢ w przedziale od 10
do 1100 mPa's i z reguly przekracza lepkos¢ powszechnie wykorzys-
tywanych rozpuszczalnikow organicznych. Na lepkos$¢ tych zwigzkow
W duzej mierze wptywa obecnos$¢ zanieczyszczen, takich jak np.: nieprze-
reagowane reagenty, sole, woda [9]. Nie zauwazono istotnej korelacji
pomiedzy budowa, a lepkos$cig cieczy jonowych, stwierdzono natomiast, iz
najwickszy wptyw na lepkosc¢ tych zwigzkow wywiera temperatura. Wzrost
temperatury prowadzi do wzrostu energii kinetycznej czgsteczek i zmniej-
szenia lepkosci, co poprawia zdolno$¢ rozpuszczania substancji przez
ciecze jonowe [7]. Gestos¢ cieczy jonowych miesci sie w przedziale 0,9-2,5
glem®, zalezy gtownie od struktury kationu i anionu. Wzrost temperatury
przyczynia si¢ do zmniejszenia gestosci, jednak jest on znacznie mniejszy
niz w przypadku lepkosci [9].

3.2. Nielotnos$¢ i odpornosé¢ termiczna

Nielotnos$¢ cieczy jonowych w potaczeniu z odpornosciag na wysokie
temperatury umozliwia wykorzystanie tych zwigzkow w procesach cechu-
jacych sie konieczno$cig utrzymywania wysokiej temperatury. Ciecze
jonowe nie odparowujg stad tez nie pojawiaja si¢ problemy zwigzane
z utratg rozpuszczalnika, ponadto nie dochodzi do emisji toksycznych par
tak jak w przypadku stosowania rozpuszczalnikow organicznych. Czesto
ciecze jonowe sg stabilne do temperatury ok. 400°C [3]. Duza stabilnos$¢

166



Ciecze jonowe — rozpuszczalniki XXI wieku

termiczna pozwala na prowadzenie reakcji w roznych warunkach, bez
ryzyka utraty reagentdéw badz powstawania produktoéw ubocznych. Wada
moze by¢ utlenianie si¢ anionéw organicznych w obecnosci tlenu atmosfe-
rycznego badz innych substancji utleniajacych [5]. Stabilnos¢ termiczna
cieczy jonowych moze zosta¢ zaburzona pod wplywem obecno$ci zanie-
czyszczen, ktorych obecno$¢ jest czgsto niemonitorowana. Cechg wigk-
szosci cieczy jonowych jest wyjatkowo niska prgznos¢ par. Pozwala to na
usuwanie zawartych w nich zanieczyszczen poprzez ogrzewanie w prozni.
W przeciwienstwie do klasycznych rozpuszczalnikéw, nie mozna jednak
oczyscic¢ cieczy jonowych poprzez destylacje [10].

3.3. Wlasciwosci biologiczne

Wraz ze wzrostem dlugosci tancucha alkilowego cze$ci organicznej,
a wigc wraz ze wzrostem jego hydrofobowosci, wzrasta toksyczno$¢ zwig-
zku wzgledem mikroorganizméw. Badania wykazuja, ze ciecze jonowe
maja znacznie wicksza aktywnos$¢ biologiczng wobec drobnoustrojow niz
konwencjonalne rozpuszczalniki organiczne. Obecno$é czwartorzedowych
kationéw amoniowych badz kationéw pirydynowych powoduje zahamo-
wanie rozwoju mikroorganizmow, przy czym aktywno$¢ biologiczna jest
uzalezniona od dlugosci tancucha weglowego bedacego w bezposrednim
kontakcie z natadowanym atomem fosforu badz azotu. Najwickszg aktyw-
no$¢ wykazuja ciecze jonowe zawierajace w swojej budowie od 10 do 14
atomow wegla. Zarowno mniejsza liczba atomow wegla jak 1 dalszy wzrost
fancucha weglowego powoduje spadek aktywnosci biologicznej [5]. Op-
rocz aktywnosci wobec bakterii i grzybow, ciecze jonowe posiadajg roOw-
niez zdolno$¢ konserwowania tkanek roslinnych i zwierzecych [2].

3.4. Polarnos$é

Polarnos¢ cieczy jonowych jest zblizona do alkoholi o krotkich tancu-
chach weglowych badz innych rozpuszczalnikéw aprotonowych, np.:
DMSO, DMF. Nalezy zaznaczy¢ fakt, ze typowe ciecze jonowe cechujg si¢
znacznie wicksza polarnoscig niz wigkszo$¢ znanych rozpuszczalnikdéw
organicznych [3]. Polarnos$¢ tych zwigzkow zalezy od rodzaju kationu
i anionu, dlatego tez poprzez ich odpowiedni dobdér mozna sterowaé
polarnoscia. Wzrost dlugosci lancucha alkilowego powoduje wzrost
charakteru hydrofobowego i utrudnia rozpuszczalno$¢ cieczy jonowych
w rozpuszczalnikach polarnych [9]. Dowiedziono takze, iz hydrofobowo$¢
tych zwiazkéw mozna kontrolowa¢ w prosty i skuteczny sposob poprzez
dobdr anionu. Naukowcy zajmujacy si¢ badaniem wilasciwosci cieczy jono-
wych dowiedli, Zze obecno$¢ anionéow tetrafluoroboranowych, heksa-
fluorofosforanowych oraz bis(trifluorometylosulfonylo)imidkowych powo-
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duje zwigkszenie hydrofobowosci zwigzku, a obecnos¢ anionu mrow-
czanowego, octanowego badz azotanowego (V) zapewnia dobrg rozpusz-
czalno$¢ cieczy jonowej w wodzie, czyli zmniejsza ich hydrofobowos¢ [4].

4. Typy wykorzystywanych cieczy jonowych
Ciecze jonowe mozna podzieli¢ na dwie grupy zwigzkow:

e proste ciecze jonowe — zawierajace w swoim sktadzie jedynie
kationy i aniony;

e zlozone ciecze jonowe — skladajace si¢ z mieszanin innych cieczy
jonowych [2] .

Inny podziat cieczy jonowych opiera si¢ na hybrydyzacji atomu azotu:

e ciecze jonowe zawierajace atom azotu o hybrydyzacji sp®— struktura
czasteczki kationu w okolicy tadunku przyjmuje ksztalt tetraedru
(rys.1);

e ciecze jonowe zawierajace atom azotu o hybrydyzacji sp” — struktura
czasteczki w okolicy fadunku jest ptaska (rys.2).

o
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Kation tetraalkiloamoniowy piperydyniowy  pirolidyniowy morfoliniowy

Rysunek 1. Przyklady kationdw cieczy jonowych o hybrydyzacji sp®[9]
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Rysunek 2. Przyklady kationéw cieczy jonowych o hybrydyzacji sp® [9]

Ze wzgledu na symetri¢ kationu mozna takze dokona¢ podziatu na
symetryczne i asymetryczne ciecze jonowe, podwojne (zawierajace dwa
centra fadunku w obrebie czasteczki), potrdjne (zawierajace trzy centra
fadunku w obrebie czasteczki) oraz chiralne [7]. Niektorzy wyodrebniajg
takze podzial cieczy jonowych na protonowe oraz aprotonowe. Ciecze
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jonowe protonowe (PILs — protic ionic liquids) cechuja si¢, w prze-
ciwienstwie do cieczy jonowych aprotonowych (AILs — aprotic ionic
liquids), wystepowaniem atomu badz atoméw wodoru polaczonych z ato-
mem centralnym [11].

Na poczatku XXI wieku zaproponowano podziat cieczy jonowych na
trzy generacje. Do pierwszej generacji cieczy jonowych nalezy zaliczy¢
zwiazki, ktore sg wykorzystywane jako rozpuszczalniki, a ich wlasciwosci
zalezg zardwno od kationu jak i od anionu. Do tej grupy zwigzkéw nalezy
m.in.: bis(trifluorometylosulfonylo)imidek. 3-butylo-1-metyloimidazolo-
liowy, ktory ze wzgledu na wlasciwosci kationu cechuje si¢ niskg tempe-
raturg topnienia, a ze wzgledu na obecno$¢ anionu — wysoka hydrofo-
bowoscia oraz niska lepkoscia [7]. W klasyfikacji cieczy jonowych drugiej
generacji oprocz wilasciwosci fizycznych brane sg pod uwage ich wiasci-
wosci chemiczne. Oprocz parametrow takich jak: temperatura topnienia,
stabilno$¢ termiczna, przewodnictwo, hydrofobowo$¢, dochodza dodat-
kowe wilasciwos$ci, m.in.: reaktywno$¢ chemiczna, chiralno$¢, blokowanie
promieni UV, korzystny bilans tlenowy, palno$¢, zdolnos¢ solwatacji [9].
Jednym z przyktadow cieczy jonowych zaliczanych do drugiej generacji
jest bis(trifluorometylosulfonylo)imidek-3-(1-metylooctanetylu)-1-metylo-
imidazoliowy, ktorego anion wptywa na hydrofobowos$¢ oraz wzglednie
niska lepko$¢, a kation wptywa na indukcje chiralng. Do trzeciej generacji
cieczy jonowych nalezy zaliczy¢ zwiazki, ktére poza cechami charak-
terystycznymi dla pierwszej i drugiej generacji wykazuja takze aktywno$¢
biologiczna [7].

5. Ciecze jonowych — zamienniki konwencjonalnych
rozpuszczalnikow organicznych

Powszechnie stosowane rozpuszczalniki organiczne wykazuja nega-
tywny wptyw na srodowisko i cztowieka, dlatego od dawna poszukuje sig¢
ekologicznych, ,,zielonych” zamiennikéw. Jednym z nich sg wlasnie ciecze
jonowe. Obecnie, najwickszg grupe zamiennikéw organicznych rozpusz-
czalnikow organicznych stanowig estry, aczkolwiek znajduja one dosy¢
ograniczone zastosowanie [12]. Poza estrami wykorzystuje si¢ takze
weglany alkoholi polihydroksylowych, ciecze w stanie nadkrytycznym oraz
wode w odpowiednich warunkach cisnienia i temperatury [8].

W latach 80. ubiegltego wieku istniato zaledwie kilka patentow doty-
czacych wykorzystania cieczy jonowych. Pierwszg funkcja cieczy jono-
wych bylo zastgpowanie lotnych rozpuszczalnikéw organicznych, ktore
wykazujg negatywny wplyw na $rodowisko. Od poczatku XXI wieku,
liczba mozliwych funkcji cieczy jonowych wzrosta do tysigca [2].
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Wykorzystaniu cieczy jonowych jako rozpuszczalnikow niewatpliwie
sprzyja fakt, iz posiadajg one zdolno$¢ rozpuszczania zard6wno zwigzkow
nieorganicznych jak i organicznych. Ciecze jonowe sa uzywane w Syn-
tezach, ktore wymagaja zastosowania rozpuszczalnika posiadajacego
zdolno$¢ rozpuszczania katalizatorow — niejednokrotnie sg to zwiazki
nieorganiczne badz metaloorganiczne. Jednym z pierwszych zastosowan
cieczy jonowych bylo wykorzystanie ich jako rozpuszczalnikéw w pro-
cesach polimeryzacji z przeniesieniem atomu (ATRP — Atom Transfer
Radical Polymerization). Katalizatorem stosowanym w ATRP sg sole
metali przejsciowych, ktore w stopniu bardzo ograniczonym rozpuszczajg
si¢ w konwencjonalnych rozpuszczalnikach organicznych. Oprocz zdol-
nosci rozpuszczania katalizatoréw, stosowanie cieczy jonowych w chemii
polimerow wnosi dodatkowe korzy$ci, np. ograniczenie udzialu reakcji
terminacji [3]. Znane sg przypadki wykorzystywania cieczy jonowych jako
rozpuszczalnikdéw metali, zwigzkéw polimerowych, fullerenow. Nalezy
spodziewac sie, ze w przyszlosci ciecze jonowe ze wzgledu na swoja zdol-
no$¢ rozpuszczania znajda zastosowanie w oczyszczaniu S$ciekow [5].
Wiasciwosci  biologiczne umozliwiaja zastosowanie cieczy jonowych
W przetworstwie biomasy, gdyz maja one zdolnos¢ rozpuszczania celulozy,
chityny oraz skrobi. Powyzsze cechy umozliwiaja uzyskiwanie réznego
rodzaju kompozytow, ktorych glownym sktadnikiem jest celuloza [9].
Ciecze jonowe, jako rozpuszczalniki substancji nieorganicznych i metalo-
organicznych, zaczyna juz wykorzystywa¢ przemyst farmaceutyczny.
Zwiazki nieorganiczne, petnigce w ludzkim organizmie funkcje lecznicze,
czesto wykazujg r6zng rozpuszcezalnos¢ w zaleznosci od polarnosei $rodo-
wiska, w ktorym si¢ znajduja, co w duzej mierze ogranicza ich zastoso-
wanie. Wykorzystanie cieczy jonowych zwigksza rozpuszczalno$¢ sub-
stancji leczniczych izwieksza ilo§¢ wchianianej dawki. Ciecze jonowe
moga takze pochtania¢ zanieczyszczenia oraz nosniki lekow, jednak ze
wzgledu na brak badan klinicznych nie sg one powszechnie wykorzys-
tywane w przemysle farmaceutycznym [13]. Jednym z potencjalnych
zastosowan cieczy jonowych jest wykorzystanie ich jako elektrolitow
nowej generacji, ktore znalaztyby wykorzystanie w. postaci baterii, kon-
densatorow, sensorow elektrochemicznych, ogniw stonecznych. W wymie-
nionych przypadkach ciecze jonowe sa wykorzystywane jako rozpusz-
czalniki dla soli litu badz jako plastyfikatory dla materiatéw polieterowych
[14]. Zwiazki te znalazly zastosowanie jako rozpuszczalniki ekstrahujace,
m.in. do oczyszczenia oleju napgdowego ze zwigzkéw siarki, badz barw-
nikow spozywczych z metali ciezkich [9].

Ze wzgledu na niskg lotno$¢, stabilno$¢ termiczng oraz mozliwosé
uzyskania r6znych polarnosci cieczy jonowych, uwaza sig, ze substancje te
znajda wykorzystanie w chromatografii, jako dodatek do faz ruchomych.
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Przyktadem takiego zwiazku jest tetrafluoroboran imidazoliowy, ktory
stanowi dodatek do faz ruchomych chromatografii cienkowarstwowej [7].

W wielu syntezach organicznych, wymogiem koniecznym jest zasto-
sowanie rozpuszczalnika posiadajacego zdolno$¢ transportu tadunku — takie
wymagania spetniaja ciecze jonowe. Okazuje si¢, ze elektrochemiczna
polimeryzacja tiofenu badz pirolu w cieczach jonowych pozwala na
uzyskanie polimeréw przewodzacych [3]. Ponadto, zastosowanie cieczy
jonowych w syntezach czy tez w analityce, nie wymaga skomplikowane;j
aparatury, a reakcje przebiegaja znacznie szybciej niz z wykorzystaniem
rozpuszczalnikow organicznych [2].

6. Mozliwosci oraz zagrozenia stosowania cieczy jonowych

Zastosowanie cieczy jonowych zalezy w $cisty sposéb od wiasciwosci
kationu i1 anionu tworzacego dang ciecz jonowa. Nalezy zauwazy¢, ze
ciecze jonowe sg nie tylko doskonatymi zamiennikami konwencjonalnych
rozpuszczalnikow organicznych — substancje te znajdujg zastosowanie
takze na wielu innych ptaszczyznach nauki i techniki [14]. Ciecze jonowe
mozna takze wykorzysta¢ w procesie elektrochemicznego wydzielania
metali oraz syntezie nanoczastek. Zwigzki o charakterze cieczy jonowych
mozna rowniez z powodzeniem wykorzystywa¢ w chromatografii — lecz
nie tylko jako sktadnikoéw faz ruchomych, a takze jako fazy stacjonarne.
Zastosowanie tych zwiazkow jako faz stacjonarnych wynika z ich wysokiej
lepkosci, niskiej lotnosci oraz zrdznicowanej polarnosci. Przykladem
takiego zwigzku jest heksafluorofosforan 3-butylo-1-metyloimidiazoliowy,
ktory ma charakter polarny, a wigc retencji na nim ulegaja anality o wyso-
kiej polarnosci [7].

Ciecze jonowe mogg takze zosta¢é wykorzystane jako Kkatalizatory.
Dodatkowsg zaletg tych zwiazkdéw, oprocz wihasciwosci katalitycznych, jest
ich wysoka rozpuszczalnosc¢ i nietoksyczno$é. Zwigzki te mozna wykorzys-
tywaé jako katalizatory w reakcjach takich jak: Diesla-Aldera, Friedla-
Craftsa, sprzgganie Hecka oraz wielu innych [9]. PrzyszloSciowym wyko-
rzystaniem cieczy jonowych, zwazywszy na wilasciwosci biologiczne tych
zwigzkow, jest zastosowanie ich w preparatach o wlasciwosciach dezyn-
fekujgcych i sterylizujacych, gdyz ciecze jonowe posiadajace tancuch
weglowy o minimum 8 atomach wegla wykazuja aktywnos$¢ wobec grzybow
i bakterii [7]. Z powodzeniem mozna takze wykorzystywaé te zwigzki jako
srodki konserwujace oraz zabezpieczajace tkanki biologiczne [9].
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Rysunek 3. Mozliwo$ci zastosowania cieczy jonowych [2]

Do wad cieczy jonowych nalezy zaliczy¢ dos¢ wysoka ceng produktu
oraz mozliwe dzialanie toksyczne na organizmy wodne. Toksycznosé
cieczy jonowych jest w wielu przypadkach pozadana (dziatanie bakterio-
bojcze, grzybobodjcze), aczkolwiek pojawiaja si¢ rowniez eksperymenty
potwierdzajace niekorzystny wptyw tych zwigzkow na kregowce. Nalezy
zaznaczy¢, iz mimo wszystko, negatywny wplyw tych zwigzkoéw jest
znacznie mniejszy niz rozpuszczalnikow organicznych i zalezy w duzej
mierze od rodzaju jonow wchodzacych w sktad danej substancji. Inng
niedogodnos$cia moze by¢ ich bardzo niska preznos$¢ par, co oznacza, ze
rozpuszczalniki te praktycznie nie dostajg si¢ do atmosfery. Cecha ta
stanowi duzg zalete, gdyz nie dochodzi do przedostawania si¢ toksycznych
par poza uktad. Z drugiej strony, pozostaje problem odpadow, ktore trzeba
w odpowiedni sposob przetwarzaé. Coraz cze$ciej proponuje sie¢ jednak
modyfikacje cieczy jonowych, ktore umozliwiajg ich biodegradacj¢ [10].

7. Podsumowanie

Ciecze jonowe od wielu lat s3 podmiotem badan wielu naukowcow.
Zainteresowanie tymi substancjami wynika z ich interesujacych wtas-
ciwosci fizykochemicznych i biologicznych, ktére odrozniajg je od innych,
poznanych do tej pory rozpuszczalnikow organicznych. Do zalet nalezy
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zaliczy¢ wyjatkowo niska prezno$¢ par, nielotnos¢, niska toksycznosc,
mozliwos$¢ odzysku cieczy jonowe z roztworu poreakcyjnego. Wymienione
cechy sprawiaja, ze ciecze jonowe staja si¢ doskonalymi rozpuszczal-
nikami, aczkolwiek ich zastosowanie jest znacznie wicksze. Ze wzgledu na
innowacyjny charakter tych zwiazkéw, nalezy mie¢ na uwadze mozliwe
wady cieczy jonowych, a w badaniach ukierunkowywac si¢ nie tylko na
poszukiwanie nowych mozliwosci wykorzystania cieczy jonowych, lecz
takze na mozliwe dziatania niepozadane.
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Streszczenie

Stosowanie rozpuszczalnikow organicznych, przyczynitlo si¢ do wzrostu poziomu zanie-
czyszczenia Srodowiska naturalnego. Rozpuszczalniki organiczne, poza znaczna toksycznoscia,
charakteryzuja si¢ zdolno$cig do migrowania na znaczne odleglosci i powodowania skazen na
ogromne obszary. Wymienione cechy konwencjonalnych rozpuszczalnikéw zmusity naukowcow
do poszukiwania ekologicznych, ,,zielonych” rozpuszczalnikow, cechujacych si¢ duza stabil-
nodcig, niska lotno$cia, a przede wszystkim mozliwoscig wielokrotnego wykorzystana. Jednym
z takich rozpuszczalnikéw sa tzw. ciecze jonowe, czyli sole zawierajace kation organiczny oraz
anion — najczgéciej nieorganiczny.

Glownym celem niniejszej pracy jest przedstawienie mozliwos$ci zastosowania cieczy jonowych
jako zamiennika powszechnie stosowanych rozpuszczalnikow organicznych. Substancje te,
znajduja zastosowanie rOwniez w innych dziedzinach nauki, takich jak: techniki separacyjne,
elektrochemia, inzynieria, analityka, farmacja.

Szczegdlnymi wiasciwosciami cieczy jonowych sa m.in.: zdolno§¢ rozpuszczania zwigzkow
nieorganicznych (wlacznie z niektéorymi mineratami oraz weglem) jak i organicznych. Rozpusz-
czalniki te sg rowniez stabilne termicznie oraz nielotne, co chroni przed emisjg toksycznych
gazow do atmosfery. Niezwykle wlasciwosci tych zwiazkow sprawiaja, Ze ciecze jonowe powoli
wypieraja z powszechnego zastosowania zwykte, konwencjonalne rozpuszczalniki organiczne.
Stowa kluczowe: ciecze jonowe, rozpuszczalniki, zielona chemia

lonic liquids — solvents for 21st century

Using organic solvents on a massive scale, has contributed to environmental pollution. Organic
solvents are characterized by migration ability, causing contamination of large areas, not to
mention the fact that organic solvents are extremely toxic. These features of conventional solvents
forced scientists to search for ecological, "green™ solvents, which are characterized by high
stability, low volatility, and possibility of re-use. One of them is so called “ionic liquid” —
chemical reagent consisted of organic and inorganic part.

The principal purpose of the presentation is to provide possibilities of using ionic liquids as a
replacement for commonly used organic solvents. These substances are variously called ionic
melts, ionic fluids or ionic salts. lonic liquids have many potential applications, except for being
a replacement for organic solvents. They are electrically conducting fluids and have been
considered as sealants because of their low vapour pressure. These substances also find use in
separation techniques, electrochemical engineering, analytics and pharmacy. lonic liquids are
thermally stable and non-volatile, which prevent emission of toxic gases into the atmosphere.
Extraordinary properties of these compounds, make ionic liquids slowly displace the widespread
use of ordinary, conventional organic solvents.

keywords: ionic liquids, solvents, green chemistry
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Optymalizacja warunkow pracy pasa zebatego
ze wzgledu na parametry fizyczne
elementu podatnego napinacza

1. Wstep

Projekt uktadu przeniesienia napgdu mechanizmoéw napedzanych pasem
zgbatym wigze si¢ z konieczno$cia rozpatrzenia problemu napigcia pasa
w celu prawidtowej pracy uktadu. Odpowiednie napigcie jest niezbedne do
zachowania zdolnosci przenoszenia sity przez pas oraz utrzymania przez
niego zadanej trajektorii. Zbyt silne napigcie spowoduje zerwanie, a zbyt
stabe spadniecie pasa zebatego z kot zebatych, co w obu przypadkach
konczy si¢ uszkodzeniem mechanizmu. Nalezy znalez¢ rozwigzanie opty-
malne. W celu zapewnienia prawidtowej pracy uktadu przeniesienia napg-
du stosuje si¢ m.in. napinacze pasow [1].

Praca wykonana zostala na podstawie ukladu przeniesienia napedu
hamowni podwoziowej skonstruowanej przez studentow Studenckiego
Kota Aerodynamiki Pojazdow, jednak jej uniwersalno$¢ pozwala na
adaptacje rozwigzania do kazdej innej konstrukcji z pasowym uktadem
przeniesienia napedu.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest optymalizacja warunkéw pracy pasa
zebatego ze wzgledu na parametry fizyczne elementu podatnego, tj. spre-
zyny, w napinaczu wilasnej konstrukcji. Wyniki pracy zostang uwzgled-
nione w projekcie koncepcyjnym napinacza oraz w dalszym projektowaniu
uktadu przeniesienia napgdu, co zapewni jego prawidlows i bezpieczng
prace.

3. Materialy i metody

3.1. Proces optymalizacji

Poszukiwania rozwigzania postawionego problemu nalezy zaczaé¢ od
przedstawienia istoty optymalizacji. Proces ten polega na znalezieniu

! jakub.rupniewski@gmail.com, Studenckie Kolo Aerodynamiki Pojazdow, Wydziat

Mechaniczny Energetyki i Lotnictwa, Politechnika Warszawska, www.skap.meil.pw.edu.pl

175



Jakub Rupniewski

najlepszego rozwigzania ze wzgledu na przyjete kryterium, gdy dla
okre§lonego zbioru zmiennych decyzyjnych zdefiniowana funkcja celu
osigga ekstremum z uwzglgdnieniem ograniczen obszarowych i funkcjo-
nalnych. Fundamentem optymalizacji jest model matematyczny badanego
uktadu, ktory to otrzymamy po przedstawieniu modelu fizycznego [2].

3.2. Model fizyczny

Model fizyczny jest uproszczeniem uktadu rzeczywistego. Bardzo
uproszczony model fizyczny moze pomijaé istotne cechy uktadu rzeczy-
wistego, a zbyt dokladny prowadzi do znacznych trudnosci matema-
tycznych i ekonomicznych zwigzanych z dtugim czasem obliczen [3].

3.2.1. Geometria badanego ukladu

Uktad jest czgécig hamowni podwoziowej do badania parametrow pracy
uktadu napedowego pojazdow matej mocy (rys. 1). Trajektoria pasa
zgbatego ograniczona jest cechami geometrycznymi tej konstrukcji takimi
jak pozycje kot pasowych rolek, kota zamachowego oraz umiejscowieniem
napinacza. Schemat trajektorii przedstawiony jest na rys. 2.

Rysunek 1. Projekt hamowni podwoziowej [zrodio wiasne]

Dhugos¢ pasa dobrana przez konstruktora wynosi [, = 1100 mm.
Kierunek pracy pasa zebatego jest zgodny z kierunkiem ruchu wskazowek
zegara. Pas zostal podzielony na 3 czeSci, ktorych dlugos¢ wynosi
odpowiednio

ly =485,5mm, |, =260 mm, l; = 354,5 mm, a kat rozwarcia pasa
nad napinaczem a = 120,12°. Zachodzi zaleznos¢:

lo = l1 + lz + l3 =1100 mm (1)
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12=260

i Rolkal Rolka Il |
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1.=485,5 MNapinacz

Kolo
zamachowe

Rysunek 2. Schemat trajektorii pasa zgbatego [Zrodto whasne]

3.2.2. Model fizyczny pasa zebatego

W modelu fizycznym przyjeto zalozenia, ze pas jest doskonale
sprezystym, niewazkim ciatlem podlegajacym prawu Hooke’a, a wymiar
poprzeczny jest pomijalny. Pas uproszczony jest do krzywej o dlugosci
poczatkowej [y, = 1100 mm (rys. 2). Odlegtosci migdzy rolkami i kotem
zamachowym nie ulegaja zmianie. Sila na pasku jest nieciagla
w granicznych punktach styku z kotem pasowym i przyjmuje na calej
dlugosci styku z kotem stalg warto$¢ rowna sile przenoszonej przez pas
W rozpatrywanej czesci. Pas przenosi tylko obciazenie rozciagajace.
Wystapienie sit §ciskajacych uznane jest jako spadnigcie.

Pas podzielony zostal na trzy czesci (rys. 2). Na kazdej z czgsci
obcigzenie pasa jest niezmienne na catej dtugosci. Podziat zostal dokonany
uwzgledniajac kierunek ruchu pasa zgodnie ze wskazoéwkami zegara
zakladajac, ze wszystkie zgby kota pasowego bedace w geometrycznym
zetknigciu z zgbami pasa biorg udziat w przenoszeniu sity.

Podczas pracy, w pasie wystepuja sity dynamiczne Fg,,, spowodowane
przyspieszaniem uktadu oraz sita napiecia F, spowodowana wydtuzeniem
pasa do ksztaltu wymuszonego przez kota pasowe oraz napinacz (rys. 3).
Suma tych dwoch sit jest sita przenoszong przez pas.

Fi = Figyn + By

F2=F2dyn+Fn @)

F3=F 3dyn T E,
gdzie: F; — sita przenoszona na i-tym kawalku pasa z¢batego.
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Rysunek 3. Schemat pasa zgbatego [Zrodto wlasne]

Pas przenosi site powodujaca obrot rolki I, rolki II oraz kota
zamachowego (rys. 2). Kola pasowe sa identyczne, zatem przetozenie
wynosi i = 1. Obracajace si¢ elementy przyspiesza¢ beda z jednakowym
przyspieszeniem katowym &. Warto$¢ sity dynamicznej przenoszonej przez
pas zalezy od wartosci momentu bezwtadnosci ciatl, ktére napgdzane sg za
pomocg pasa. Gdy uklad napedzany jest tylko rolka I pas przenosi site
niezb¢dng do napedzenia kota zamachowego oraz rolki Il, na pasie
W czesci I nie wystgpuje sita dynamiczna F,4y, = 0. Gdy ukfad nape-
dzany jest tylko rolka II, sita dynamiczna Fs4y, = 0. Gdy ukfad napgdzany
jest za pomocg obu rolek, sila przenoszona przez pas napedza tylko koto
zamachowe, a poniewaz pas przenosi tylko sily rozciggajace nie wystepuje
wtedy sita dynamiczna w czesci Il Fs4y, = 0. WartoSci momentu bez-
wladno$ci rolki oraz kota zamachowego obliczonych na podstawie modelu
CAD projektu hamowni podwoziowej wynosza:

I, = 14532,74 kg - mm?
3)

Iy, = 164792,2 kg - mm?

178



Optymalizacja warunkow pracy pasa zebatego
ze wzgledu na parametry fizyczne elementu podatnego napinacza

3.2.3. Model fizyczny napinacza

Napinacz przenosi sitg Fy,, powstalg na ugigtej sprezynie dla uktadu
nieobcigzonego sita dynamiczng o Ax =X — X, podlegajac prawu
Hooke’a, ktora oparta jest na nieruchomej obudowie (rys. 4). Rolka
napinacza oparta jest na pasie z¢gbatym powodujgc jego obciazenie silg F3.

Rysunek 4. Schemat napinacza [zrodlo wiasne]

3.3. Model matematyczny

Na podstawie modelu fizycznego zostal zbudowany model mate-
matyczny ukladu. Uwzglednia on zalezno$ci matematyczne, jakie wyste-
puja w elementach o wtasciwos$ciach okreslonych przez model fizyczny.

3.3.1. Model matematyczny pasa zebatego

Kazda z cze$ci pasa rozciggana jest sitg F;. Zgodnie z prawem Hooke’a
sita ta powoduje odksztatcenie proporcjonalne do przylozonej sity oraz
odwrotnie proporcjonalne do sztywno$ci pasa. Sztywnos¢ paska K
W jednostce dtugosci dobranego pasa Optibelt ALPHA TORQUE T10-ST
odczytana z karty danych technicznych produktu wynosi K = 538889 N -
mm

mm .
Otrzymujemy zalezno$¢:

F, = 15 AL =123 @)

gdzie: F; — sita przenoszona na i-tej czeSci pasa, [; — dtugos¢ i-tej
czesci, Al; — zmiana dhugoscei i-tej czesci pasa.
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Suma zmian dlugosci Al; kazdej czesci pasa jest zmiang diugosci Al
catej dtugosci pasa:

YA =Al=1-1, (5)
gdzie: | — aktualna dlugos$¢ pasa, [, — dtugos¢ pasa w spoczynku i dla
badanego uktadu [, = 1100 mm.

Z zaleznosci (2), (4) 1 (5) otrzymamy:
l l l l
lO_l+;'Fn+F1dyn';1+F2dyn';2+F3dyn’;3=O (6)

3.3.2. Model matematyczny napinacza

Sprezyna napinacza jest Sciskana, co spowodowane jest sila nacisku na
sprezyng. Zgodnie z prawem Hooke’a zachodzi zaleznos¢:
Fopr = k - Ax (7)

Dla pasa nieodksztatconego Al = 0:

Ax = (Xy — X) 8)
Podstawiajac (8) do (7):

Fspr = k- (Xo — X) ©)

gdzie: Fy, — sila nacisku na sprezyng, k — sztywno$¢ sprezyny, X
— dtugo$¢ sprezyny nieobcigzonej, X — dlugos¢ sprezyny obcigzonej przy
braku odksztalcenia pasa, Ax — warto$¢ ugiecia sprezyny przy braku
odksztalcenia pasa.

Sita Fg,, zrownowazona jest sitg nacisku pasa zgbatego na napinacz.
Z geometrii przedstawionej na rys. 4 otrzymujemy zaleznos¢:

Fpr =2-cos - (%) - F3 (10)

gdzie: F; — sita przenoszona przez pas zebaty w miejscu zetkniecia
z napinaczem, a — kat rozwarcia pasa zgbatego przy napinaczu.

Pozycja rolki napinacza jest zalezna od aktualnej dlugosci pasa
zgbatego. Rowniez kat rozwarcia a ulega zmianie. Poniewaz sprezyna
napinacza jest z jednej strony podparta na nieruchomej obudowie,
a z drugiej strony na cze¢$ci napinacza z rolka, ugigcie obcigzonej sprezyny
Ax zalezy od aktualnej dtugosci [ pasa zebatego, a co za tym idzie warto$¢
sity Fyp,- ulega zmianie (rys. 5).

180



Optymalizacja warunkow pracy pasa zebatego
ze wzgledu na parametry fizyczne elementu podatnego napinacza

Rysunek 5. Wptyw zmiany dtugo$ci pasa zgbatego na wartosci geometryczne ukladu [Zrodto
wiasne]

Po nadaniu wiezo6w geometrycznych trajektorii pasa zgbatego
w programie CAD i zbadaniu wartosSci kata a oraz przesunigciu rolki
napinacza s w zaleznosci od niewielkiej zmiany dlugo$ci pasa zg¢batego
otrzymano zlinearyzowane funkcje opisujace te zmiany wokot potozenia
pracy [ = 1100 mm:

s =1-1 (11)
gdzie: s(l) — przesuniecie rolki napinacza w zaleznosci od aktualnej
dhugosci pasa

a(l) =a—-10,8976 - (1 — 1y) (12)
gdzie: a — warto$¢ kata dla | = [, = 1100mm i dla danej geometrii
WYnNosi

a=120,12°
a(l) — warto$¢ kata rozwarcia w zaleznosci od aktualnej dtugosci pasa
Warto$¢ ugigcia sprezyny zmienia si¢ podczas zmiany dtugosci pasa
zgodnie z rys. 5 wedlug zalezno$ci:
Ax =Xo—X —5s() (13)
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3.4. Proces optymalizacji

Przed procesem optymalizacji nalezy okresli¢ zmienne decyzyjne, podac
dopuszczalny przedziat ich zmiennosci oraz okresli¢ funkcje celu [4].

3.4.1. Zmienne decyzyjne

Parametry, na ktére konstruktor moze w prosty sposoéb wptynac podczas
konstrukcji napinacza to sztywnoS¢ sprezyny k i jej napiecie wstepne Fyp. .
Sa to parametry, ktorych zmiana podczas projektowania nie kosztuje
konstruktora wiele czasu oraz pienigdzy, a dobdr ich wartosci moze
odbywac si¢ w bardzo szerokim zakresie.

3.4.2. Decyzje dopuszczalne

Zarowno zmienne decyzyjne jak i pozostate parametry pracy uktadu sa
ograniczone ze wzgledow geometrycznych, wytrzymalosciowych, czy
fizycznych.

Sztywno$¢ sprezyny musi spetnia¢ warunek:

k>0 (14)

Dhugos¢ swobodna sprezyny, ograniczona przez geometrie ukladu,

WYNosi:
X, = 25mm (15)

Warto$¢ ugigcia sprezyny jest ograniczona konstrukcyjnie i musi
spetnia¢ zaleznos¢:

0 < Ax < 10 (16)

Warto$¢ napigcia wstepnego tym samym musi spetnia¢ warunek:

Fopry >0 a7
Podczas pracy ukladu przeniesienia napgdu nie moze wystapié
spadniecie pasa zebatego. Na pas dzialaja dwa rodzaje sit — sita

dynamiczna spowodowana przyspieszaniem ukladu oraz sita napigcia
spowodowana koniecznosécia dopasowania si¢ dtugosci pasa zgbatego do
trajektorii wyznaczonej przez kola pasowe oraz napinacz. Przypadkiem
granicznym prawidtowej pracy pasa jest tak duza sita dynamiczna, ze
napinacz nie powoduje dodatkowego docisku pasa powodujacego
powstanie sity napigcia w pasie. Dalsze zwigkszenie sity dynamicznej na
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czesci Il pasa wymagaloby wickszej wartosci sity napinacza, tym samym
wigkszego ugiecia sprezyny. Dalsze cofnigcie si¢ rolki napinacza spowo-
dowatoby utrate zdolnosci podpierania pasa przez napinacz tym samym
powodujac jego spadnigcie. Nie stanie si¢ to wtedy, gdy sita Sciskajaca
sprezyneg bedzie wigksza badz rowna sile potrzebnej do przeniesienia przez
napinacz obcigzenia dynamicznego na III czgSci pasa Fzqyyn. Uwzgled-
niajac zaleznos$ci geometryczne z rys.4 wymagane jest spelnienie w kaz-
dym punkcie pracy uktadu zaleznosci:

Fpr = 2 - cos - (%) Fzqyn (18)

3.4.3. Funkcja celu

Celem optymalizacji jest maksymalny zakres dopuszczalnego obcig-
Zenia przenoszonego przez pas oraz jak najmniejsze obcigzenie w catym
zakresie pracy. Pierwszym celem do osiagnigcia podczas optymalizacji jest
by podczas obcigzenia powodujacego zerwanie paska, miejsce krytyczne
bylto obcigzone tylko przez sit¢ dynamiczng. Podczas pracy, maksymalne
obcigzenie wystepuje zaraz za rolka napedzajaca. Poniewaz pas obraca si¢
w prawo, a rozktad sity zewnetrznej napedzajacej uktad moze by¢ rozto-
zony miedzy dwiema rolkami, rozpatrzone zostang dwa skrajne przypadki
napedu: naped w catosci przez rolke I albo w calosci przez rolke II.
Przyjmujemy, ze spetniona jest wtedy zaleznos¢:

F = Fldyn = Fnax

{ F,=0 (19)
Albo:

F, = deyn = Fnax

- @

gdzie: E,,, — wartos¢ sity powodujacej zerwanie pasa zebatego
odczytana z karty danych technicznych pasa ze¢batego wynosi:

Fpax = 2425 N 1)

Drugi cel, jaki chcemy osiggngé, jest by pas podczas spoczynku byt
napigty mozliwie najmniejszg sita zapewniajaca prawidlowa prace w caltym
zakresie obcigzenia:

{Fldyn = FZdyn = F3dyn =0 22)
F, = min
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Dla przypadku (19), gdy uktad napedzany jest w catoSci przez rolke I,
pasek jest obcigzony sitami dynamicznymi powodujacymi przyspieszanie
kota zamachowego oraz rolki I1.

Zalozenia (19) sg spelnione, zatem:

F = Fldyn
F2=F2dyn (23)
F3= F3dyn

Poniewaz rolka I napedza uktad:

Fy = Foqyn =0 (24)
W I czgsci pasek przenosi site potrzebng do napgdzenia rolki:

Iy

F3dyn = W

(25)
gdzie: r-promien kota pasowego.

W 1T czesci pasek przenosi sile¢ potrzebna do napedzenia kota
zamachowego oraz rolki:

Iige Inge  Ipe
Fldynsz+F3dyn= kr +TT (26)

Poréwnujac (26) z (27) otrzymamy:

I
Ir+1ky

F3dyn = Fldyn : 27)

Dla przypadku (20), gdy uktad napedzany jest w cato$ci przez rolke II,
pasek jest obcigzony sitami dynamicznymi powodujacymi przyspieszanie
kota zamachowego oraz rolki 1.

Poniewaz rolka II napedza uktad, zatem cze$¢ III nie przenosi
obcigzenia dynamicznego:

F3 = F3qyn =0 (28)

Zgodnie ze wzorami (20) i (28) nie istnieje mozliwo$¢ spadni¢cia pasa.
W tym przypadku w catym zakresie pracy napinacz bgdzie rownowazyt
jedynie sit¢ napigcia paska. Dalszy cigg optymalizacji dla tego przypadku
nie ma sensu, gdyz w rzeczywistosci przy réznym rozkladzie sity zewnet-
rznej na obu rolkach i wystapieniu sktadowej sity dynamicznej na napi-
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naczu spowodowatoby to dodatkowe cofnigcie si¢ sprezyny napinacza,
czego wynikiem byloby spadnigcie pasa.

Gdy uktad napedzaja obie rolki, na III czesci pasa nie wystepuje sita
dynamiczna, tzn. Fzgy, = 0. Zgodnie ze wzorem (18) nie wystepuje
ryzyko spadniecia pasa. Najniebezpieczniejszym przypadkiem jest, gdy
uktad napedzany jest tylko rolka I. Wiedzac, ze zapewnienie prawidtowej
pracy uktadu przeniesienia napedu dla przypadku napedu tylko rolkag I
implikuje prawidtlowo$¢ pracy dla pozostatych przypadkéw, podczas
optymalizacji bedziemy rozpatrywaé wlasnie ten przypadek.

Whioskiem z powyzszych rozwazan jest przyjecie dwoch funkceji celu
podczas optymalizacji zgodnie ze wzorem (19) oraz (22):

{Fl = Fldyn = Fnax
F,=0

{Fldyn = FZdyn = F3dyn =0

F, = min

3.4.4. Obliczenie optymalnych wartosci
Uwzgledniajac rownosci (6), (19), (21), (24) otrzymamy zalezno$¢
opisujaca prace pasa zgbatego:

1100 — [ + 0 +2425 . 2835 4 . 250
538889 538889 538889
14532,74 3545
+2425- 14532,74+164792,2 538889
(29)
Po wyliczeniu:
I =1102,314 mm (30)

Uwzgledniajac rownosci (30), (13), (27), (12), (15) i poréwnujac ze
soba wzory (10) i (7) otrzymamy:
k-(25—-X—(1102,314 — 1100)) =

— 9 cos (120,12—0,8976-(1102,314-—1100)) 2475 . 14532,74
2 14532,74+164792,2
(31)
Upraszczajac:
k- (22,686 — X) = 202,315 (32)

Uwzgledniajac rownosci (22), (6) otrzymamy zalezno$¢ opisujacg prace
pasa zebatego przy braku przyspieszania uktadu:
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1100 — [+ —L— . F, 402855 4 (. 260, 3545 _
538889 538889 538889 538889
(33)
Upraszczajac:
E, = (1-1100)-538889 -

l

Zgodnie z zatozeniem (22) oczekujemy, by FE, = min. Analizujgc
rownanie (34) dochodzimy do wniosku, ze spelnione jest to tylko wtedy,
gdy dhugo$¢ pasa dla uktadu nieobcigzonego sitami dynamicznymi:

l = min (35)

Uwzgledniajac (22), (2), (34), (32) i po poréwnaniu (10) i (7)
otrzymamy zaleznosc:
(l—1100)~538889~2.cos(120‘12_0'8976'(1_110(’))—l~202,315

k= z (36)

1.(2,314—(1-1100))

Jest to funkcja k(1). Pamigtajgc zalezno$é¢ (22) nalezy dowiedzieé sig,
jak zachowuje si¢ funkcja k(l) w otoczeniu pracy. Po narysowaniu
wykresu tej zaleznosci np. w MATLABie mozna zauwazy¢ fakt, ze dla:

1100,5 <1< 1102,314 (37)

k ro$nie wraz ze wzrostem [. Zwazywszy na (35) optymalnej wartosci
sztywnosci szuka¢ bedziemy dla:

k = min (38)
Whioskujac z (32) i (38) podczas optymalnej pracy pasa wymagane jest:
X =min (39)
Zgodnie z ograniczeniami konstrukcyjnymi (16) i (13):

Xo—X—s() <10mm (40)
Podstawiajac (15) 1 (11):
X+1—-1100 = 15mm (41)

Dhugos¢ paska bedzie minimalna dla pasa nieobcigzonego sitami
dynamicznymi. Implikuje to, ze wtedy spetniona bedzie zalezno$¢:
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s(l) =1—-1100 = min (42)

Zgodnie z wnioskiem (39), (42) i wzorem (41) dla ukladu
nieobcigzonego sitami dynamicznymi, optymalne rozwigzanie spetnia
zaleznos¢:

X+1—-1100 = 15mm (43)

Otrzymali$my uklad trzech réwnan (43), (36), (32) z trzema niewia-
domymi, ktérych spelnienie warunkuje optymalng prace ukladu. Rugujac
zmienne X oraz k otrzymamy réwnanie nieliniowe postaci:

202315 o
l 7,686+1-1100 —
1100 -1 + 538889 : (2‘605(120,12—0,8976»(1—1100))) =0 (44)

2
Numeryczne rozwigzanie powyzszego zagadnienia daje wynik:
[ =1100,502 mm (45)

Jest to dlugos¢, jaka ma pas podczas braku obcigzenia uktadu sitami
dynamicznymi. Podstawiajac wynik (45) do (43):

X = 14,457 mm (46)
Optymalng sztywno$¢ sprezyny otrzymamy z roéwnan (46) i (32):
k = 24,59 — (47)
mm
Optymalna sita napigcia wstgpnego sprezyny z zaleznosci (13), (11),
(7), (47), (46), (45) wynosi:
F, = 245,65 N (48)

4. Analiza wynikow

Otrzymane wyniki zapewniaja zadang przez nas prace uktadu w dwoch
szczegolnych punktach — przy braku obcigzenia dynamicznego oraz przy
maksymalnym obcigzeniu mozliwym do przeniesienia przez pas. W tym
momencie warto byloby wiedzie¢ jak uklad zachowuje si¢ podczas
normalnej pracy. Swiadomos$é ta jest niezbedna w ocenie prawidtowosci
przeprowadzenia optymalizacji.
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Symulacja przeprowadzona w programie MATLAB przedstawia niezbg-
dne parametry do analizy poprawno$ci optymalizacji oraz bezpieczenstwa
pracy. Przeprowadzono ja dla okre$lonej sity dynamicznej w calym jej
zakresie.

Zaleznos¢ (18) warunkujaca brak mozliwosci spadni¢cia pasa zgbatego
zostata sprawdzona dla calego zakresu pracy uktadu (rys. 6). Wyniki
symulacji potwierdzaja poprawno$¢ wykonanej optymalizacji zapewniajac
prawidtowa prace uktadu dla catego zakresu obcigzenia sitag dynamiczna.

300

- Sita napigcia sprgzyny napinacza
—— — — — Sifa od napinacza niezbgdna do zréwnowazenia sity dynamicznej na pasku

0 500 1000 1500 2000 2500
Sita napedzajgca pojazdu [N]
250 ‘ T \ \

200 - Roznica sity rzeczywistej na napinaczu i sily niezbgdnej do zrownowazenia sity dynamicznej

Z 150 \ 8

o

% 100 - \ .
50 -

|

| |
0 500 1000 1500 2000 2500
Sita napedzajgca pojazdu [N]

Rysunek 6. Symulacja mozliwo$ci spadnigcia pasa z¢batego

Réznica dhugosci pasa zegbatego przedstawiona jest na rys. 7. Podczas
catego zakresu pracy réznica ta zmienia si¢ prawie o 2 mm, tym samym
nalezy zauwazy¢, ze zgodnie ze wzorem (11) konstrukcja napinacza pod-
czas zmiany obcigzenia przesuwa si¢ maksymalnie o As = 2mm. Whniosek
ten nalezy uwzgledni¢ w projekcie koncepcyjnym umozliwiajagc swobodne
poruszanie si¢ wzglgdem siebie elementow napinacza.

E3 \ \ T
£ | roznica diugosci luznego i napietego paska L
22 E—
2 P——
=) o
K —
5 S
o1 -
ks _
S L
N
© g | | | 1
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Rysunek 7. Symulacja zmiany dlugosci pasa zebatego

188



Optymalizacja warunkow pracy pasa zebatego
ze wzgledu na parametry fizyczne elementu podatnego napinacza

5. Whioski

Wnhnioskujac z analizy wynikéw optymalizacja zostata przeprowadzona
poprawnie. Efektem dokonanych obliczen jest zapewnienie mozliwie
najlepszej pracy uktadu. Odpowiedni dobor sprezyny oraz napiecia wste-
pnego catkowicie wyklucza awaryjnos¢ uktadu spowodowang spadnigciem
paska, co jest jedng z najczgstszych przyczyn awarii pasowych ukladow
przeniesienia napedu. Dodatkowo znamy parametry uktadu przeniesienia
napedu w zaleznos$ci od sity dynamicznej przyspieszajacej uktad. Warto
zwr6ci¢é uwage na warunki pracy napinacza i zapewni¢ konstrukcyjnie
odpowiednie mozliwosci przesuwania si¢ wzdtuz swojej osi.

Dalszy etap projektowania napinacza uwzglednia¢ bedzie wykonanie
sprezyny o wyliczonej sztywnosci oraz zapewnienie odpowiedniego napig-
cia wstgpnego przy montazu napinacza.

6. Podziekowania

Chciatbym podzickowa¢ cztonkom Studenckiego Kota Aerodynamiki
Pojazdow, a w szczegdlnosci inz. Pawlowi Radziszewskiemu za pomoc
merytoryczng, motywacj¢ 1 czas poswigcony przy rozwigzywaniu proble-
mow napotkanych podczas prac nad optymalizacjg i projektem napinacza.

Chciatbym réwniez podzigkowa¢ firmie STAMIX s.c. z Radomia za
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Streszczenie

W pracy rozpatrzono problem napinania paséw napedowych w ukladach przeniesienia napgdu.
Skupiono si¢ na wplywie podatno$ci napinacza na poprawnos$¢ i niezawodno$¢ pracy.
Przeprowadzono optymalizacj¢ warunkéw pracy pasa zgbatego dobierajac najlepsze warto$ci
parametrow fizycznych elementu podatnego napinacza. Proces ten przeprowadzono po
owczesnym napisaniu modelu fizycznego jak i matematycznego napinacza i pasa zg¢batego.
Efektem analizy sa optymalne warto$ci sztywno$ci oraz napigcia wstepnego elementu podatnego,
tj. sprezyny napinacza. Przeprowadzono rowniez symulacje zmiany dlugosci pasa zebatego
w stosunku do przytozone;j sity napedzajacej uktad oraz wyznaczono przebieg sity dziatajacej na
napinacz w zaleznos$ci od obcigzenia uktadu przeniesienia napgdu. Wyniki badania uwzglednione
zostaly w procesie konstruowania napinacza wiasnej konstrukcji zapewniajac prawidlowa
i bezpieczng prace uktadu przeniesienia napedu.

Stowa kluczowe: napinacz sprezyna podatny naped optymalizacja

Optimization of working conditions of the belt
due to a flexible element’s physical characteristics of tensioner

Abstract

Examination of tensioning belts in transmission systems is included in the field of this study. It
was focused on the impact of the vulnerability of tensioner for accuracy and reliability. It was
carried out to optimize the operating conditions of the belt by choosing the best values of the
physical parameters of flexible element of tensioner. This process is carried out after writing a
physical and mathematical model of tensioner and belt. The result of the analysis is optimal
values of stiffness and preload of a flexible element — spring. There was also have been carried
out simulation of changes of belt length in order to applied force. The results of the study were
included in the process of constructing the tensioner ensuring proper and safe operation.
Keywords: tensioner spring drive optimization belt
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Wykorzystanie metody DArT do identyfikacji
sekwencji specyficznych rodzaju Avena

1. Wprowadzenie i cel pracy

Ziarno owsa stanowi bogate zrodto sktadnikow odzywcezych, o wysokiej
wartosci fizjologiczno-zywieniowej i profilaktycznej, moze by¢ wykorzys-
tywane w zywieniu ludzi i zwierzat, oraz stanowi niezbgdny element
w plodozmianie. W Polsce owies jest zbozem niedocenianym, ilo$¢ jego
upraw stale maleje, ponadto nadal jest kojarzony przewaznie tylko z paszg
dla koni, ktorych pogltowie w Polsce rowniez maleje [1]. Tymczasem jest to
ro$lina zbozowa o najwyzszej zawartosci bialka, charakteryzujacego si¢
najkorzystniejszym sktadem aminokwasowym oraz najwickszg zawarto$cia
tluszczu o korzystnej proporcji kwasu linolowego do oleinowego [2].
Zawarte w owsie nierozpuszczalne frakcje B-glukanow nadaja mu wiasci-
wosci lecznicze. Badania wykazaty ze spozywanie 3g B-glukanow, pocho-
dzacych z produktow owsianych, obniza st¢zenie cholesterolu LDL o 5%.
B-glukany sa dobrym regulatorem popositkowej glikemii 1 zawarto$ci
insuliny [3].

Poszerzanie wiedzy dotyczacej organizacji i struktury genomow roslin-
nych, ich mapowania oraz analiza loci cech ilosciowych i jakosciowych,
anastepnie analiza sekwencji sprzezonych z waznymi ekonomicznie
cechami to podstawa wspolczesnej analizy genetycznej jakiegokolwiek
gatunku, w tym rowniez owsa [4]. Jednakze zastosowanie w tym celu kla-
sycznych metod analizy molekularnej okazuje si¢ w wigkszos$ci przypad-
kow trudne lub niemozliwe. Niezbedne jest wykorzystanie wysoko rozwi-
nigtych technik molekularnych [5]. Ws$rod roéznych systemdéw marke-
rowych, ktore zostaly wprowadzone i zoptymalizowane w ostatniej deka-
dzie, najistotniejsza rolg odgrywaja metody markerowe oparte na mikroma-
cierzach, a ostatnio znacznie czg¢sciej na sekwencjonowaniu [6]. Metody
hybrydyzacji w potaczeniu z uzyciem mikromacierzy, nic wymagaja frak-
cjonowania w polu elektrycznym i1 pozwalaja na zwickszenie ilosci

! Klaudiagustaw1@gmail.com, Katedra Biotechnologii, Zywienia Cztowieka i Towaroznawstwa
Zywnoéci, Wydziat Nauk o Zywnosci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

2 awaskol @tlen.pl, Katedra Biotechnologii, Zywienia Czlowicka i Towaroznawstwa Zywnosci,
Wydziat Nauk o Zywnoéci i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
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analizowanych markeréw w jednostce czasu. Do technik dajacych takie
mozliwosci nalezy metoda Diversity Arrays Technology (DArT) [7].

Celem pracy byto przedstawienie zalet i wad metody Diversity Arrays
Technology (DArT) stuzacej do identyfikacji sekwencji specyficznych
rodzaju Avena.

2. Charakterystyka owsa

Owies zwyczajny (Avenasativa L.) nalezy do rodziny wiechlinowatych
Poaceae, podrodziny wiechlinowych Pooideae, plemienia Aveneae,
podslemienia Aveninae, rodzaju Avenae L. [8]. Swiatowa produkcja owsa
wedhug danych FAO Food and Agriculture Organization of the United
Nations w 2012 roku wyniosta 19 milionow ton, tendencja ta wzrasta,
i w2016 roku produkcja tego zboza osiagneta 22 milionow ton [9]. Tylko
20% produkcji wykorzystywane jest przez przemyst spozywczy [10].
Ziarno owsa, poza tatwo przyswajalnym biatkiem i dobrze strawnymi
kwasami tluszczowymi, posiada duzo zwiazkéw mineralnych takich jak
krzem, magnez, sod, wapn, miedz oraz inne substancje takie jak lecytyna
czy witaminy, glownie E. Wicksza czgsci produkeji jest wykorzystywana
jako zboze paszowe, pasza slomiasta z owsa jest szczegodlnie dobra
poniewaz zawiera niewielkie ilosci trudno strawnego widkna. Owies ma
niewielkie wymagania glebowe, jedynym warunkiem jest zasobno$¢ gleby
w wode i pH powyzej 5,5. Ziarno kietkuje w temperaturze 2-3°C dlatego
moze by¢ siane wczesng wiosng. Owies jest rosling fitosanitarng i pelni
wazng role w ptodozmianie, lecz czesty jego wysiew moze powodowaé
namnazanie w glebie matwika zbozowego powodujacego chorobe zbdz
jarych [11].

Rodzaj Avena obejmuje gatunki diploidalne, tetraploidalne i heksa-
ploidalne. Podstawowa liczba chromosomow u owsa to 7, z trzema grupa-
mi kariologicznymi o 14, 28 i 42 chromosomach [12]. Do rodzaju Avena L.
przyporzadkowano 31 gatunkéw uprawnych, dzikich i chwastow, obejmuje
on szesnascie gatunkéw diploidalnych, gdzie 2n=2x=14, osiem tetraplo-
idalnych (4x=28) i siedem heksaploidalnych (6x=42). Klasyfikacja opiera
si¢ na podstawie ich poliploidalnosci oraz struktury genomu [13]. Rodzaj
Avena reprezentuje cztery podstawowe typy genomoéw; diploidy to AA lub
CC, w przypadku tetraploidow kombinacje AABB, AACC lub CCCC, za$
sktad genomowy heksaploidow to AACCDD [14]. Dodatkowo gatunki
podzielono na siedem sekcji [15]:

1) Ventricosa — diploidy: A. eriantha Dur., A. clauda Dur., A. ventricosa
Bal. Ex Cross.;

2) Agraria — diploidy: A. hispanica Lag., A. brevis Roth., A. nuda L., A.
strigosa Schreb.
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3) Tenuicarpa — diploidy: A. atlantica Baum et Fedak, A. longiglumis
Dur., A., A. canariensis Baum Rajhathy et Sampson, A. damascene
Rajhathy et Baum, A. hirtula Lag., A. lusitanica (Tab. Mar.) Baum Comb et
Stat., A. matritensis Baum Sp. Nov, A. prostrate Ladiz., A. wiestkiSteud.
oraztetraploidy: A. agadiriana Baum et FedakiA. Barbata Pott. Ex Link.

4) Ethiopica - tetraplidy: A. abyssinicaHochstiA. Vaviloviana (Malz.)
Mordv.;

5) Pachycarpa — tetraploidy: A. maroccana Gdgr, A. murphyi Ladiz.
(dawniej A. magna) i A. insularis Ladiz.;

6 ) Avenotrichon — autotetraploid A. macrostachya Bal. ex Coss. et Dur.,
jedyny obcopylny i wieloletni gatunek z rodzaju Avena, wszystkie inne sg
samopylne oraz jednoroczne [16];

7 ) Avena — obejmuje: A. atheranta Presl, A. fatula L., A. sterilis L., A.
hybryda Peterm, A. occidentalis Dur., A. sativa L., | A. trichophylla C.
Koch.

W Polsce uprawiane sa gtownie odmiany owsa zwyczajnego (Avena
sativa L.), marginalne znaczenie ma réwniez owies szorstki. Krajowe
odmiany owsa charakteryzuje stosunkowo mate zroznicowanie pod wzgle-
dem genetycznym. Nowe zrodta zmienno$ci genetycznej s3, wiec najwaz-
niejszym czynnikiem postepu w hodowli [15, 17]. Nadzieje na wzboga-
cenie puli genetycznej owsa zwyczajnego poktada si¢ w dzikich gatunkach,
zawierajacych wiele pozadanych genow [18].

Za najlepsze zrodlo korzystnych genow i jednoczesnie najtatwiej
dostepne ze wzgledu na niewielkie bariery izolujace gatunki, uznaje si¢
dzikie heksaploidy: Avena sterilisi, Avena fatuao genomie typu AACCDD.
W obrebie genotypow AACCDD wystepuje bogactwo form zrdznico-
wanych pod wzgledem morfologicznym, charakteryzujacych si¢ odpornos-
cig na choroby, szkodniki i abiotyczne stresy srodowiskowe oraz korzys-
tnym sktadem chemicznym ziarniakow [19]. Sktad genomowy AACCDD,
pozwala na stosunkowo tatwe przetamywanie barier izolacyjnych podczas
krzyzowan. Bardzo dobrym rezerwuarem pozadanej zmiennosci aczkol-
wiek, o ograniczonej dostepnosci, sg tetraploidy o konstrukcji genomowej
AACC: Avena maroccana i Avena murphyi [20]. Wystepowanie barier
genetycznych utrudnia dostgpnos$¢ zmienno$ci genetycznej pomigdzy ga-
tunkami, jednakze tetraploidy o skladzie genomowym AACC przy zasto-
sowaniu wielokrotnych krzyzowan wstecznych, przekazuja geny do
heksaploidalnych form uprawnych. Natomiast przenoszenie genow
z gatunkow AABB czy diploidow, jest jeszcze bardziej ograniczone [21],
jednakze gatunki te moga zosta¢ wykorzystane w hodowli po zastosowaniu
odpowiednich technik hodowlanych m.in. izolacji niedojrzatych zarodkow
i podwajania liczby chromosoméw. Najbardziej odmienny genetycznie jest
gatunek autotetraploidalny CCCC — A. macrostachya, jednak pomimo to
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udato si¢ uzyska¢ w pracach hodowlanych plodne mieszance o duzym
potencjale [22]. Szereg metod biotechnologicznych pomaga przetamac
silne bariery genetyczne, oddzielajace formy dzikie od uprawnych, spowo-
dowane glownie odmiennym sktadem genomowym i réznym poziomem
ploidalnosci, oraz efektywnie przenosi¢ cenne geny, gdy zawodza metody
krzyzowania [19].

Pomimo, ze heksaploidalne gatunki zawierajg genomy ACD, tetraploidy
AB lub AC to w przypadku diploidéw wystepuja tylko genomy A lub C,
za$ nie zidentyfikowano do tej pory u nich genomu B i D [13]. Na skutek
wielu tranzycji i transwersji, a takze kumulacji r6znic w liczbie powtorzen
i rozmieszczeniu sekwencji mikrosatelitarnych, genomy A i C ulegly
rozdzialowi filogenetycznemu [18]. Strukturalne réznice w budowach
genoméw A 1 C doprowadzily do wyodrebnienia charakterystycznych
subgenomow. Dla genomu A wyrdzniono nastgpujace subgenomy: Ac
wystepujacy u A. canariensis, Ad u A. damascena, Al u A. longiglumis Ap
u A. prostrata, As u gatunkoéw A. atlantica, A. brevis, A. hirtula, A.
hispanica, A. lusitanica, A. matritensis, A. nuda, A. westii i A. strigosa.
Genom C gromadzi w sobie nastepujace subgenomy: Cp charakterystyczny
dla gatunkéw A. erianthai A. clauda, oraz subgenom Cv wystepujacy u A.
ventricosa [15]. Obecnie genom C uznaje si¢ za starszy ewolucyjnie
i podstawowe jego subgenomy Cp i Cv powstaly na skutek rearanzacji
chromosomowych i przesunigcia pozycji centromeru [23]. Zmiany, ktore
powstaly w toku ewolucji w genomie C sa niewielkie w porownaniu
z genomem A, ktéory prawdopodobnie wyodrebnil si¢ z genomu C na
skutek wielu uwidaczniajacych si¢ z czasem modyfikacji [18]. W drodze
ewolucji wyodrebnily si¢ pdzniej oddzielnie dwa sktady genomowe AABB
oraz AACC. Tetraploidy AACC powstaly poprzez skrzyzowanie si¢
osobnikéw diploidalnych AA z CC. Prawdopodobnie organizmami
z ktorych wylonily sig te tetraploidy, byly dla genomu A gatunki takie jak
A. westii, A. strigosa, A. hirtula, A. canariensis, oraz A. damascena, jako
dawce genomu C typuje si¢ A. eriantha [24]. Wciaz trwaja badania nad
ewolucja i strukturg genomowsg owsa zwyczajnego (Avena sativa L.), gdyz
jednoznacznie nie zidentyfikowano gatunkow diploidalnych z ktorych to
wywodzg sie gatunki tetraploidalne i heksaploidalne [15].

3. Metody stosowane do analizy genom6w owsa

W tej sekcji nalezy w sposob jasny i czytelny sformutowaé wnioski
wynikajace z przedstawionego opracowania lub tez podsumowac tresc.
W badaniach ewolucyjnych, jak i hodowlanych owsa coraz czgsciej stosuje
si¢ techniki molekularnej analizy DNA typu AFLP, ISSR czy REMAP
[17], a takze zaawansowane technologie analizy catych genoméw lub
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okreslonych genow [25]. Kazdy pojedynczy genotyp moze by¢ obecnie
analizowany wieloma metodami. Wydajne technologie genotypowania
beda odgrywaé coraz wigksza role w biotechnologii roslin. Jednak po-
wszechnie stosowanie technologii molekularnej analizy DNA, jest ogra-
niczone przez mozliwosci techniczne i finansowe [4].

Rozwoj technik markerowych w ciggu ostatnich dwoch dekad pozwolit
na monitorowanie zmian w sekwencji DNA wsrdd gatunkéw, stworzenie
nowych zréodel zmienno$ci genetycznej oraz wprowadzenie cech
korzystnych do gatunkdéw zbdz o zastosowaniu rolniczym [26]. Za marker
uznaje si¢ dowolny wyznacznik, ktory genetycznie kontroluje jakas$ ceche
fenotypowa, lub tez dowolng roznice genetyczng wykorzystywang do
ujawnienia polimorfizmu osobniczego [4]. Jest to sktadajacy sie z kilku-
dziesieciu lub kilkuset par zasad fragment kwasu deoksyrybonuklei-
nowego, majacy za zadanie wychwyci¢ zmienno$¢ struktury w obrebie da-
nego locus. Markery sg wykorzystywane w doborze do krzyzowan osob-
nikow z cennymi cechami i wczesnym wykryciu osobnikow bez poza-
danych gendéw [27]. Sa one rowniez niezb¢dne do opracowywania map
genetycznych, okreslaniu relacji taksonomicznych form uprawnych,
w analizie struktury populacji, mapowaniu asocjacyjnym oraz lokali-
zowaniu loci cech ilosciowych QLT [7].

Do analizy zmiennos$ci organizméw stosowano dawniej markery
morfologiczne, opierajace si¢ na cechach fenotypowych, ktére to nie
dostarczaly poprawnych informacji dotyczacych filogenezy i zrdznico-
wania genetycznego [28]. Nastepnie wprowadzono markery cytologiczne,
bazujace na $ledzeniu aberracji chromosomowych genomu danego organi-
zmu, potem za$ markery biatek strukturalnych, oraz biatek enzymatycz-
nych, ktore odzwierciedlaty zmienno$¢ poprzez analize polimorfizmu
struktury molekularnej polipeptydow.

Obecnie najwazniejsze sg systemy markerow molekularnych ujawnia-
jace zmiennos$¢ sekwencji nukleotydowej DNA [4]. Markery molekularne
bazuja glownie na aktywno$ci enzymow restrykcyjnych [29] oraz polime-
razy DNA (reakcja PCR — Polymerase Chain Reaction) [30].

Marker DNA o wysokiej uzyteczno$ci powinien:

e Ujawniac szeroki zakres zmiennos$ci analizowanej cechy;

e charakteryzowac si¢ rownomiernym rozproszeniem i duzg czestotli-
woscig wystgpowania w genomie;

e cechowa¢ sie neutralnoscia selekcyjna, czyli nie moze wykazywac
sprzgzen z genami plejotropowymi;

e nie ulega¢ wptywowi czynnikow srodowiskowych;

e wykazywac znaczny polimorfizm;

e przy uzyciu prostych metod wykazywacé duza wykrywalnos$¢, zarow-
no u organizméw homozygotycznych, jak i u heterozygotycznych [31].
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Najwczesniej opracowang technika oparta na hybrydyzacji DNA jest
RFLP, czyli polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Metoda polega na wykorzystaniu
enzymow restrykcyjnych do trawienia DNA, oraz rozdzialu produktow tej
reakcji na zelu agarozowym. Pd6zniej udoskonalono ja, poprzez wprowa-
dzenie dodatkowego transferu rozdzielonych fragmentow DNA, na
membrang, oraz pdzniejszg ich hybrydyzacje DNA ze specyficzng sonda
znakowang radioaktywnie (Southern, 1975) lub fluorescencyjnie (Neuhaus,
1993). Zazwyczaj jako sondy stosuje sie zwykle DNA lub ¢cDNA, wyniki
analizy polimorfizmu sygnatow hybrydyzacyjnych dokonuje si¢, za pomo-
cg autoradiografii. RFLP réznicuje strukture DNA za pomocg identyfikacji
delecji lub insercji, co skutkuje utrata lub tez pojawieniem si¢ nowego
miejsca restrykcyjnego. Metoda ta ma wiele zalet miedzy innymi, wysoka
wiarygodnos$¢ i powtarzalno$¢, umozliwia stwierdzenie homo- i hetero-
zygotycznos$ci badanego osobnika, czy tez pozwala na analize specyficz-
nych loci lub alleli [5]. Jednakze wysoka jako$¢ i ilos¢ DNA, oraz wysokie
koszty zwigzane z otrzymaniem sondy stanowig barierg, dla szerokiego jej
zastosowania [32]. Technika pozbawiong tych ograniczen jest RAPD
(Random Amplifiled polymorphic DNA),czyli losowo amplifikowany
polimorfizm DNA.

Metoda RAPD jest prosta technicznie i wymaga stosunkowo niewiel-
kich iloéci DNA. RAPD bazuje na reakcji PCR, z zastosowaniem pojedyn-
czego startera o dtugosci 9-11 pz o losowej sekwencji. Starter hybrydyzuje
do matrycy DNA w wielu miejscach i rozpoczyna amplifikacje jedno-
cze$nie w wielu rejonach genomu. Produkty tej reakcji rozdziela si¢ na zelu
agarozowym, w obecno$ci bromku etydyny, lub srebra. Prazki na zelu o tej
samej wielkosci, a wlasciwie tempo migracji, nie $wiadczg, jednak o homo-
logicznosci sekwencji [33]. Pomimo $redniej wiarygodno$¢ analizy i nis-
kiej powtarzalnosci, RAPD umozliwia skuteczna analiz¢ materiatu o nis-
kim stopniu zréznicowania genetycznego [4].

ISSR, podobnie jak RAPD bazuje na reakcji PCR, z zastosowaniem
arbitralnego startera komplementarnego do styku mikrosatelity z sekwencja
sasiadujgca. Reakcja ze starterami zakotwiczonymi na koncu 3’ pozwala na
analiz¢ polimorfizmu dtugos$ci obszarow miedzy mikrosatelitarnymi DNA,
osadzonymi pomiedzy skierowanymi identycznie sekwencjami mikro-
satelitarnymi [34]. Startery reakcji ISSR posiadaja kilka selektywnych
nukleotydow, w celu zakotwiczenia startera na koncu mikrosatelity. Od 10
do 60 powstalych produktow rozdziela si¢ na zelu. W ISSR przypuszcza si¢
ze markery mikrosatelitarne moga by¢ sprzezone z obszarami kodujacymi.

Rowniez bazujacymi na PCR metodami sg SSR, SCAR i SNP. Tande-
mowe krotkie powtorzenia w SSR sa szczegdlnie czesto wykorzystywane
do badan zbo6z [26]. Analiza sekwencji mikrosatelitarnych DNA, zbudo-
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wanych z powtorzonych kilkadziesiat razy 1-6 nuklotydowych odcinkow
DNA, polega na poréwnywaniu liczby powtorzen elementu podstawowego.
W SSR konieczne jest zastosowanie biblioteki genomowej, do projek-
towania starterow. Wigze si¢ to z wzbogaceniem biblioteki o sekwencje
mikrosatelitarne [34]. Metoda ta jest pomocna w selekcjonowaniu poszu-
kiwanych genotypow i mapowaniu, oraz rozréznieniu dominujgcych homo-
zygot od heterozygot [32].

Wezeéniej wspomniana technologia SCAR, czyli polimorfizm sekwen-
cyjnie charakteryzowanych regiondbw DNA, czesto stosowana jest do
zwickszenia specyficznos$ci reakcji RAPD. Polega na sekwencjonowaniu
koncowych produktow RAPD, ktére sa matrycg do zaprojektowania
starterow, ktore amplifikujg specyficzne locus. Pomocha jest w identy-
fikacji sekwencji dziedziczonych w sposdb dominujacy, za§ wtdrne
poddanie produktow PCR trawieniu restrykcyjnemu i rozdzieleniu ich na
zelu pozwala na okreslenie homo- lub heterozygotycznosci osobnika [4].

System SNP polega na identyfikacji polimorfizmu dotyczacego poje-
dynczego nukleotydu wystepujacego w badanym fragmencie. SNP pomimo
wysokich kosztoéw wykrywa bardzo rozpowszechnione w genomie mutacje
punktowe. Mutacje tego typu czgsto wystepuja w obszarach kodujacych
genomul.

Technika, ktora laczy w sobie wykorzystanie aktywno$ci enzymow
restrykcyjnych oraz wiasciwosci replikacyjne polimerazy jest AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism). Enzymy restrykcyjne trawig
matrycowe DNA na fragmenty, ktore pdzniej sa poddawane amplifikacji
specyficznej i niespecyficznej [35]. Do lepkich koncéw powstatych
W efekcie trawienia enzymami tngcymi na lepko, nastepuje przytgczenie
adaptorow o znanej sekwencji, co umozliwia projektowanie specyficznych
starterow, w ktorych, tylko kilka ostatnich nukleotydow dobieranych jest
losowo, zeby ograniczy¢ ilos¢ amplifikowanych fragmentow. W pierwszej
turze amplifikacji, czyli w amplifikacji niespecyficznej starter przylacza si¢
do adaptera i miejsca restrykcyjnego. W specyficznej amplifikacji wyko-
rzystuje si¢ starter ktory na koncu 3’, posiada od 2 do 4 specyficznych
nukleotydow. Produkty rozdzielane sa na zelu poliakrylamidowym, i uwi-
daczniane poprzez barwienie srebrem lub autoradiograficznie. Metoda ta
nie wymaga znajomosci badanych sekwencji. Charakteryzuje si¢ wysoka
rozdzielczo$cig wzorow prazkowych, oraz wysokg powtarzalnoscia [4].

4. Technologia DArT

Technologia nowej generacji oparta na mikromacierzach jest DArT
(Diversity Arrays™ Technology). Metoda ta w swoich zatozeniach podob-
na jest do metody AFLP i podobnie jak ona nie wymaga znajomosci
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badanych sekwencji. Metoda ta jest rowniez pozbawiona niektorych
ograniczen AFLP. DArT jest metodg stosowang glownie do wykrywania
roznic genetycznych pomiedzy genotypami. Poczatkowo zastosowano ja do
oceny polimorfizmu DNA pomiedzy odmianami ryzu i pszenicy, ale
obecnie technologia ta moze by¢ stosowana do prawie wszystkich gatun-
koéw roslin i zwierzat. Metoda taczy w sobie oprocz analizy restrykcyjnej
i amplifikacji PCR, réwniez techniki hybrydyzacyjne z technologig mikro-
macierzy [25]. Dostarcza ona duzej liczby markeréw dominujacych w jed-
nym eksperymencie bez wstgpnych informacji na temat sekwencji DNA
[36]. Zrodtem zmienno$ci identyfikowanej z uzyciem metody DArT, sg
polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP), sekwencje powtdrzone,
zmiany wzoréw metylacji DNA w obrebie miejsc restrykcji, rozpozna-
wanych przez stosowane endonukleazy restrykcyjne (zazwyczaj Pstl).
Pewnym ograniczeniem w technologii DArT, jakim jest konieczno$¢ two-
rzenia bibliotek genomowych, dla gatunkéw ktérych analiza prowadzona
jest po raz pierwszy ta metoda. Technologia DArT charakteryzuje si¢ duza
powtarzalnoscig uzyskanych wynikow do 99,8%, oraz wydajnoscia
umozliwiajaca uzyskanie od kilkuset do kilku tysiecy markerow [7]. llos¢
otrzymanych markerow zalezy od zr6znicowania badanego materiatu [37,
38]. DArT wykorzystuje si¢ gtoéwnie do ustalenia profilu genomu i analizy
réznorodnosci organizméw, selekcji genomowej, mapowania genomow
i tworzenia map genetycznych, oceny rdéznorodnosci genetycznej, czy tez
identyfikacji odmian ro$lin. Znalazta zastosowanie w badaniu czystosci
genetycznej, identyfikacji cech ilosciowych (QTL), oraz okreslaniu sprze-
zenia cech 1 korelacji marker-cecha [39]. Bardzo wazna zaletg technologii
DAIT jest dbato$¢ o jej rozwdj [7]. Do osiggnie¢ uzyskanych tg metoda,
mozna zaliczy¢ przygotowanie, badz zageszczenie markerami DArTmap
genetycznych jeczmienia (Hordeum vulgare) [40], pszenicy heksaploidalnej
(Triticum aestivum) [37, 41], pszenicy tetraploidalnej (Triticum durum) [42-
44], zyta (Secale cereale) [45], owsa (Avena sativa) [25], sorga (Sorghum)
[46] oraz rajgrasu (Arrhenatherum) [47]. Wiedza ta pozwala na opraco-
wanie map dla nowych populacji mapujacych i usprawnia opracowanie
nowych markerow cech uzytkowych.

Poczatkowym etapem technologii DATT jest stworzenie biblioteki geno-
mowej badanego gatunku. W tym celu pozyskujemy formy badanego ga-
tunku reprezentujace odmienne pule genowe. Najczesciej sg to linie wsob-
ne i odmiany o zréznicowanym pochodzeniu genetycznym. Z DNA
genomowego kazdego organizmu otrzymuje si¢ zbidr fragmentow bedacy
wzorcem tych genotypow. Aby uzyska¢ fragmenty mozna wykorzystac
wiele metod, jednak najczeSciej stosuje si¢ pare enzymow Pstl/Tagl.
Fragmenty DNA sa nastepnie ligowane z odpowiednimi adapterami, potem
amplifikowane oraz klonowane. Klony z wbudowanymi insertami stanowig
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biblioteke. Do standardowo prowadzonych analiz na podstawie biblioteki
przygotowuje si¢ mikromacierz, ktora jest zbiorem sond do hybrydyzacji.
Sekwencje reprezentowane przez dane klony amplifikuje si¢ w reakcji
PCR, a uzyskane amplikony po wysuszeniu i oczyszczeniu sg zawieszone
w buforze, ktory pozwala na drukowanie ich na szklanych plytkach, co
odbywa si¢ za pomocg urzadzenia MicroGridllarrayer (Biorobotics). Na
jednej ptytce miesci si¢ tgcznie 15360 sond DNA, i drukowane sg dwie
takie plytki. Jedna plytka umozliwia analiz¢ polimorfizmu DNA tylko
jednego osobnika. Caly proces sterowany jest komputerowo, a rozmiesz-
czenie poszczegdlnych sond na plytce zapisane jest w odpowiednim
programie komputerowym [7]. W podobny sposob do tworzenia biblioteki,
nastepuje przygotowanie prob do analizy. DNA poddaje si¢ trawieniu przez
enzymy restrykcyjne, a nastepnie reakcji PCR, przy czym uzyskane
fragmenty dodatkowo znakuje si¢ fluorescencyjnie. Wykorzystuje si¢ do
tego Cy5 maximum absorpcji 633 nm oraz Cy3 o maximum absorpcji 543
nm [39]. Barwnikiem FAM znakuje si¢ sekwencje wektora znajdujace si¢
w buforze, w celu sprawdzenia jakosci mikromacierzy [7]. Dalszym etapem
jest hybrydyzacja badanych prob DNA z mikromacierza. Proby zawieszone
w buforze do hybrydyzacji poddaje si¢ denaturacji i nanosi na szkietka
mikromacierzowe. Po hybrydyzacji nastepuje ptukanie ptytki specjalnymi
roztworami, co ma na celu usuni¢cie nie zwigzanego DNA. Ostatnim
etapem jest zeskanowanie konfokalnym skanerem laserowym Tecan LS300
otrzymanych mikromacierzy. Analiza obrazu sygnatéw fluorescencyjnych
dokonywana jest za pomoca komputera i specjalnie opracowanego prog-
ramu DArTsoft. Opracowanie wynikow polega na ocenie i porownaniu
intensywnosci fluorescencji, bedacej efektem skutecznej hybrydyzacji oraz
ocenie parametrow zwigzanych z jako$cig mikromacierzy. Uzyskane wyni-
ki zapisywane sg ostatecznie w systemie 0-1, w ktorym jedynka oznacza
obecno$¢ sygnalu markera, za$§ zero jego brak. W celu uzyskania wigkszej
liczby polimorficznych markerow DArT na etapie budowy biblioteki,
zaro6wno jak i przygotowania prob analizowanego materialu badawczego,
mozna stosowac rownolegle kilka réoznych kombinacji enzymow re stryk-
cyjnych [48].

Podstawowym 1 najczesciej stosowanym wariantem technologii DArT
jest trawienie DNA za pomoca kombinacji enzymdw restrykcyjnych, ligacji
adaptorow do otrzymanych koncéw i specyficznej amplifikacji tych frag-
mentow, ktore ulegly ligacji [7]. Polimorfizm identyfikowany w techno-
logii DArT jest wysoce powtarzalny dzigki dokladnosci z jaka enzymy
restrykcyjne wykrywaja zmiany nukleotydowe w miejscach restrykcyjnych
[37]. Zmiana kombinacji enzymow pozwala osiagna¢ lepsze wyniki, dzigki
zastosowaniu wrazliwego na metylacje enzymu Pstl w potaczeniu z czesto
tngcymi Taql, Alul, Msel, zlokalizowaniu ulegaja markery DArT, glownie
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w miejscach genomu ulegajacych ekspresji [7]. Innym wariantem techno-
logii DAIT jest DArT-BSA, czyli szybka identyfikacja markerow sprzezo-
nych z wybrang cechg (Bulked Seregant Analysis) [49]. Celem metody jest
wylonienie markeréw roznicujacych pule zbiorcze, z dwoch pul zbiorczych
osobnikow wywodzacych si¢ z tej samej segregujacej populacji, ale repre-
zentujacych dwa rozne warianty cech. Taka modyfikacja metody pozwala
na skrocenie analiz w poroéwnaniu z klasyczng budowa mapy genetycznej,
aby uzyska¢ markery sprzgzone z fenotypem [4]. Gdy frekwencja polimor-
fizmu jest niewystarczajaca, na przyktad w przypadku roslin o bardzo
duzych i skomplikowanych genomach, czy tez w przypadku niewielkiego
zroznicowania, opracowano metode wzbogacenia markeréw. Wykorzys-
tuje ona technike SSH (Suppression Subtractive Hybridization) polegajaca
na regulacji kinetyki procesu hybrydyzacji oraz selektywnej amplifikacji
danych fragmentow DNA. Metod¢ t¢ opracowano dla trzciny cukrowej
(Saccharum officinarum L.) o duzej liczbie chromosoméw od 100 do 120
[38]. Wariant technologii DArT sprawdzit si¢ takze w przypadku ewolu-
cyjnych badan paproci i mchu. Ponadto technologia DArT w potaczeniu
Zinnymi typami markeréw (AFLP, SSR, RAPD i in.) znalazla swoje
zastosowanie w konstrukcji silnie zageszczonych map genetycznych, jak
rowniez w identyfikacji QTL [7].

5. Podsumowanie

Technologia Diversity Arrays moze by¢ efektywnie i skutecznie
wykorzystana do analizy genomoéw, oceny podobienstwa genetycznego
oraz mapowania genetycznego [7]. Markery DArT pozwalaja na kon-
strukcje wysoko zageszczonych map genetycznych, dzieki wysokiej
wydajnosci generowania markerow w jednym eksperymencie (nawet od
kilkuset do kilkunastu tysigcy). Uzycie duzej ilosci sond pozwala na
identyfikacje r6znic, nawet w przypadku organizmoéw silnie ze soba spo-
krewnionych. Niewatpliwe w przypadku rodzaju Avena, charakter-
ryzujacym si¢ zlozong strukturg genomowsa konieczne jest uzycie duzej
ilo§ci markerow [22]. Dlatego tez metoda DArT jest dobrym rozwigzaniem
do identyfikacji polimorfizmu w obrebie tego rodzaju, oraz w przypadku
wielu innych badan nad roslinami uprawnymi.

Oprocz duzego wktadu tej metody w konstruowanie map genetycznych
wielu gatunkéw oraz opracowanie markerow dla réznorodnych cech uzyt-
kowych, najwazniejszym wydaje si¢ mozliwos¢ porownywania wynikow
uzyskiwanych przez rézne zespoly badawcze i wspodlna analiza takich
danych. Warunkuje to rozbudowana infrastruktura informatyczna rozwijana
rownolegle z unowoczesnianiem technologii genotypowania, a takze bar-
dzo rygorystyczne przestrzeganie metodyki, zapewniajace powtarzalnosé
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eksperymentu. Metoda DArT jest ponadto opatentowana i wykonywana
tylko w jednym laboratorium na calym $wiecie, co rowniez wptywa na
powtarzalnos¢ wynikow. Metoda DArT nie wymaga znajomosci sekwencji
badanych obiektow.

Jednakze metoda DArT posiada takze swoje wady, jakim jest na
przyktad koniecznos¢ tworzenia bibliotek genomowych dla gatunkéw po
raz pierwszy analizowanych ta metod3. Nie pozwala ona na odr6zni-
cowanie od siebie homozygot i heterozygot, co wiaze si¢ z dominujacym
charakterem sond DArT [38]. Ponadto sondy DArT pozostajg anonimowe
dopoki nie zostana zsekwencjonowane. Niekiedy dostep do sekwencji sond
jest utrudniony. W przypadku owsa zsekwencjonowano mniej niz 10%
dostepnych sond.

Biorac pod uwage wyzej wymienione wady i zalety technologii DArT,
mozna uznac, ze istniejg solidne argumenty przemawiajace za wyborem tej
metody do analizy genomoéw owsa.
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Wykorzystanie metody DArT do identyfikacji sekwencji specyficznych
rodzaju Avena

Streszczenie

Potencjat owsa w zywieniu cztowieka jest wcigz niewykorzystany. Owies jest bogaty w sktadniki
odzywcze, szczegblnie w biatko, moze by¢ takze stosowany jako zywno$¢ funkcjonalna
W leczeniu ludzi np. do obnizania poziomu cholesterolu w surowicy krwi. Analiza struktury
genomoOw oraz gendow cech ilo§ciowych i jako$ciowych ma obecnie znaczenie ekonomiczne
W produkeji gatunkéw uprawnych w tym na przyktad owsa. Ze wzglgdu na rozmiary i ztozono$¢
genomoOw roslinnych coraz czgSciej stosuje si¢ metody markerowe z wykorzystaniem plytek
mikromacierzowych. Jedng z takich metod jest DArT (Diversity Arrays™ Technology), ktora
pozwala na wykrycie polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNP), sekwencji powtorzen
czy tez wzorow metylacji DNA w obrebie migjsc restrykcyjnych. Metoda ta pozwala na szybka
identyfikacje za pomoca ogromnej ilosci markerow, bez koniecznodci posiadania informacji
0 sekwencji DNA.

Stowa kluczowe: owies, Avena, DArT, Diversity Arrays

Identification of specific sequence in genus Avenausing DArT technology

Abstract

The potential of oats in humans nutrition is not used enough. Oats are a rich source of nutrient
ingredients especially of protein, it can be also used as functional food to improve human health
for example to reduce level of cholesterol. Analysis of genome structure and genes responsible
for quantitative and qualitative characteristics currently proves that it has economic importance in
the production of cultivated plants such as oats. Due to the large size and complexity of plants
genomes increasingly more and more often are applied of microarray-based molecular markers.
One of them is DArT, which has been applied in detection of single-nucleotide polymorphisms
(SNP), repeated sequence or pattern of DNA methylation in restriction fragments. Method
provides fast identification thanks to a complete set of markers, without knowing the sequence of
DNA.

Keywords: oat, Avena, DArT, Diversity Arrays
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