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Magdalena Kurkiewicz!, Aleksandra Mozdzierz?

Oslonowe dzialanie zasklepu pszczelego
w odniesieniu do wzorcowych zwigzkow
0 potwierdzonym dzialaniu embriotoksycznym

1. Wprowadzenie

Silny rozw¢j cywilizacji, a takze wciaz rosngca 1lo$¢ stosowanych preparatow farma-
kologicznych sg potencjalnymi czynnikami stwarzajacymi zagrozenie dla prawidto-
wego funkcjonowania organizmu cztowieka. Stad tez wspotczesna tematyka badawcza
w duzej mierze ukierunkowana jest na poznanie procesoOw biotransformacji zwigzkoéw
toksycznych. Najbardziej wrazliwy na ich dzialanie jest organizm cigzarnej matki,
a takze rozwijajacy sie ptod, u ktorego za biotransformacje oraz detoksykacj¢ zwigzkow
odpowiedzialne sg w gtéwnej mierze uktady enzymatyczne matki [1, 2]. Dlatego whasnie
materiat genetyczny zarodka czy ptodu czesto ulega uszkodzeniu, konsekwencjg czego
jest wystgpienie roéznych wad rozwojowych [3]. Z kolei cigzarna kobieta wykazuje
zmnigjszong aktywno$¢ enzymdw mikrosomalnych watroby, co pociaga za sobg zwigk-
szong podatnos¢ na zatrucia zwigzkami toksycznymi [4]. Leki oprocz dziatania terato-
gennego, onkogennego czy mutagennego powodowa¢ moga takze upo$ledzenie lub
uszkodzenie niektorych uktadow badz narzadoéw [3]. Wyniki licznych badan doswiad-
czalnych wykazaly, ze zwigzkami o wysoce embriotoksycznym dziataniu sg antybiotyki
[5], steroidy (w tym hormony piciowe) [6], zwigzki rteci [7], alkohol etylowy [8],
tetrachlorek wegla [9] oraz kwas acetylosalicylowy [10].

Badania epidemiologiczne dowodza, ze zapobieganie zatruciom jest korzystniejsza
metoda ochrony organizmu, anizeli wczesne nawet wykrycie schorzen wywotanych
przez ksenobiotyki [11]. Stad tez zasadne wydaje si¢ ciagle poszukiwanie substancji
leczniczych, ktore beda pozbawione efektow ubocznych i wykaza jednoczesnie dziatanie
ostonowe w stosunku do substancji o dziataniu toksycznym. Wydaje sie, iz powyzsze
warunki spetniajg leki pochodzenia naturalnego, w tym apiterapeutyki.

Apiterapia cieszy si¢ coraz wigkszym zainteresowaniem i uznaniem. Wykorzystuje
ona udokumentowane do$wiadczalnie i klinicznie whasciwos$ci biologiczne produktow
pochodzenia pszczelego. Termin apiterapia, pochodzacy od greckich stow apis —
pszczota oraz therapia — leczenie, ma stosunkowo krotka historie, aczkolwiek produkty
wydzielone badz przetworzone przez pszczoty wykorzystywane byly w celach lecz-
niczych i kosmetycznych juz w starozytnosci. W czasach wspotczesnych apiterapia byla
powszechnie stosowana jako uznana metoda leczenia do lat czterdziestych ubieglego
stulecia. Wprowadzenie do lecznictwa antybiotykow, a takze lekow otrzymywanych na
drodze syntezy chemicznej spowodowalo chwilowy spadek zainteresowania farmako-
terapia oparta na surowcach biogennych [12]. Jednakze silny rozw¢j biotechnologii

! magda0496@interia.pl, Katedra i Zaktad Toksykologii i Bioanalizy Wydzialu Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowcu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
2 amozdzierz@sum.edu.pl, Katedra i Zaktad Toksykologii i Bioanalizy Wydzialu Nauk Farmaceutycznych
w Sosnowcu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
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oraz biologii molekularnej z jednej strony, a z drugiej wiedza o licznych zmianach
embriotoksycznych, teratogennych, mutagennych czy kancerogennych, jakie niesie za
sobag medycyna oparta na lekach syntetycznych, pozwala postrzega¢ apiterapi¢ jako
znakomitg metode alternatywng. Do grupy apiterapeutykoéw nalezg produkty zebrane
i czeSciowo przetworzone przez pszczoty (midd, propolis, pierzga, obndza pszczele),
a takze produkty wydzielone przez pszczoly (mleczko pszczele, wosk pszczeli, jad
pszczeli) [13]. W ostatnich latach apiterapeutyki poddane zostaly szczegotowej analizie
pod katem sktadu chemicznego, a takze mozliwosci stosowania ich w profilaktyce oraz
lecznictwie.

W wyniku izolacji, standaryzacji aktywnych biologicznie frakcji oraz po przeprowa-
dzeniu weryfikacji klinicznej produkty pszczele stajg si¢ lekami 0 niezwykle wysokiej
aktywnosci w stosunku do organizmu czlowieka. Zawieraja one bowiem w swym
sktadzie peten zestaw aminokwasow endo- i egzogennych, enzymy, hormony roslinne,
fosfolipidy, makroelementy, mikroelementy, weglowodany, witaminy rozpuszczalne
w thuszczach oraz w wodzie, zwigzki fenolowe, a takze kwasy organiczne. Tak bogaty
sktad chemiczny warunkuje przeciwdrobnoustrojowe, detoksykacyjne, ostonowe, znie-
czulajace, jak rowniez regeneracyjne dziatanie. Apiterapeutyki wykazujg ponadto zdolno$¢
stymulowania metabolizmu komoérkowego oraz uktadu immunologicznego [14].

Liczne badania i obserwacje w dziedzinie apiterapii potwierdzity jej skutecznos$é
w wielu dziedzinach medycyny, w tym: dermatologii, ginekologii, ortopedii, chirurgii,
laryngologii, gastroenterologii, stomatologii, endokrynologii czy geriatrii. Ich systema-
tyczne stosowanie nie tylko wzbogaca dietg, podnosi sprawnos¢ i odporno$¢ organizmu,
ale takze wykazuje dziatanie lecznicze, rownie wysokie jak lek syntetyczny [15]. Nalezy
przy tym pamigtac, iz preparaty otrzymane z produktow pszczelich nie wykazujg skut-
kéw ubocznych, 1 sg tatwo przyswajalne przez organizm. Inna, najczeSciej niedo-
ceniang, a przede wszystkim mato znang ich zaletg jest synergizm dzialania przy
facznym zastosowaniu z lekami konwencjonalnymi, gtéwnie antybiotykami. Produkty
pszczele lub wyizolowane z nich frakcje czynne farmakologicznie wykorzystywane sa
powszechnie w medycynie i farmacji jako surowce farmakopealne — propolis, mleczko
pszczele, obndza, pierzga, czerw pszczeli, jad pszczeli. Coraz liczniejsza grupe
stanowig takze suplementy diety, do otrzymania ktérych stosuje si¢ midd, mleczko
pszczele, pytek czy pierzge, a takze kosmetyki, wykorzystujace dobroczynng moc
miodu, mleczka pszczelego oraz propolisu [16].

Nowym kierunkiem badan w dziedzinie apiterapii jest mozliwo$¢ wykorzystania
ekstraktow z zasklepu miodowego i czerwiowego. Zasklep miodowy stanowi naturalny
produkt wytwarzany przez pszczoly miodne z wosku, pierzgi, propolisu oraz miodu.
W rodzinie pszczelej wykorzystywany jest on do zasklepienia, czyli zamknigcia komorek
plastra, we wnetrzu ktorych znajduje sie patoka, pierzga oraz mleczko pszczele, nie-
zbedne do wykarmienia przyszlej larwy [17]. Zasklep przez dhugi okres czasu nie byt
wykorzystywany z powodu stosunkowo stabej wiedzy dotyczacej jego wiasnosci fizyko-
chemicznych, a co za tym idzie whasciwosci farmakologicznych. Pierwsze analizy
dotyczace skuteczno$ci farmakologicznej zasklepu dowiodly, ze wykazuje on silne
dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, regeneracyjne oraz aktywujace reakcje obronne uktadu
immunologicznego [18]. Kontynuowanie badan empirycznych nad wiasciwo$ciami
oraz mozliwoscig zastosowania zasklepu w medycynie pozwolitlo przypuszczaé, iz
surowiec ten wykazuje takze dzialanie ostonowe w stosunku do ptodu i organizmu
matki, a przy tym pozbawiony jest efektow ubocznych [19].
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2. Cel i zalozenia
Celem przeprowadzonego eksperymentu byto uzyskanie odpowiedzi na nastepujace

pytania:

o Czy badany ekstrakt zasklepu pszczelego spowoduje zmiany w przebiegu fizjolo-
gicznej cigzy?

e (Czy badany apiterapeutyk wykaze dziatanie ostonowe w stosunku do organizmu
matki i rozwijajacego si¢ ptodu, narazonych na dziatanie zwigzkéw embriotoksycz-
nych i hepatotoksycznych — kwas acetylosalicylowy, busereling (syntetyczny analog
gonadoliberyny) oraz tetrachlorek wegla?

e (Czy wykaze on dziatanie protekcyjne w stosunku do zwigzkéw o znanym i spraw-
dzonym potencjale embriotoksycznym, zmniejszajac ryzyko wystgpienia wad
wrodzonych u ptodu?

o Czy wykaze dziatanie hepatoprotekcyjne w stosunku do watroby narazonej na
dziatanie zwigzkoéw hepatotoksycznych?

3. Materialy i metody

Eksperyment na zwierzetach przeprowadzony zostat w Centrum Medycyny Doswiad-
czalnej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach, po uprzednim uzyskaniu
zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach — nr zgody
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do§wiadczen na Zwierzetach — LKE 38/2009. Badania
prowadzone byly w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii i Bioanalizy Wydzialu Nauk
Farmaceutycznych w Sosnowcu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Materiat do§wiadczalny stanowito 100 samic szczurow szczepu Wistar, a ich dobor
determinowany byl zaréwno dojrzatoScig piciowg i fizyczna, jak i przydatnoscig do
rozrodu hodowlanego. Szczury o wadze 170 g +20 g osiggaly wiek okoto 80-100 dni.

Przed rozpoczeciem eksperymentu losowo wybrano 300 samic spetniajacych po-
wyzsze kryteria. Od kazdej z badanych samic pobrano wymaz cytohormonalny z drog
rodnych, na podstawie ktorego zostata okre§lona faza cyklu. Material cytologiczny
barwiony byl metoda standardowa Maya—Griinwalda—Giemsy. Rozrod prowadzono
metoda poligamiczna.

Po 24 godzinach od dopuszczenia samca ponownie pobrano wymaz cytohormonalny
z drog rodnych samicy. Po stwierdzeniu obecnosci meskich komodrek rozrodczych
samica zostata zakwalifikowana do dalszych etapéw doswiadczenia. Ostatecznie do
eksperymentu wiaczono 100 zaptodnionych samic.

Przedmiotem badan byt ekstrakt zasklepu pszczelego, otrzymany z Katedry i Zaktadu
Toksykologii i Bioanalizy Wydzialu Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Celem wykazania ostonowego dziatania badanego apiterapeutyku w doswiadczeniu
wykorzystano wzorcowe zwiagzki o potwierdzonym dziataniu embriotoksycznym
i hepatotoksycznym, tj. kwas acetylosalicylowy, busereling (Syntetyczny analog gonado-
liberyny) oraz tetrachlorek wegla. Byty one podawane samicom w 4, 10 i 14 dniu cigzy
droga iniekcji dootrzewnowej (buserelina i tetrachlorek wegla) oraz per os, sonda
zotadkowa (kwas acetylosalicylowy).

Cigzarne samice podzielono na trzy podstawowe grupy — kontrolng A oraz dwie
grupy doswiadczalne: B i C.



Magdalena Kurkiewicz, Aleksandra Mozdzierz

Grupa kontrolna sktadata si¢ z 40 samic i wydzielono w niej cztery podgrupy po 10
samic:

e Al —ci¢zarne samice, u ktorych przebieg cigzy nie byt zaklocany;

o A2 — cigzarne samice otrzymujace sam zasklep pszczeli sondg zotadkowa w obje-
tosci 0,5 ml w 4, 10 i 14 dniu trwania cigzy;

e A3 - cigzarne samice otrzymujace sol fizjologiczng sondg zotagdkowa w objetosci
0,5 ml w 4, 10 i 14 dniu trwania ciazy, aby wykaza¢ wplyw takiej ingerencji na
przebieg cigzy;

e A4 — ciczarne samice otrzymujace sol fizjologiczng w iniekcji dootrzewnowej
w objetosci 0,5 ml w 4, 10 i 14 dniu trwania cigzy, aby oceni¢ wpltyw tej ingerencji
na przebieg cigzy.

Grupe do$wiadczalng B stanowito 30 samic, podzielonych na trzy podgrupy po 10 sa-
mic. Zwierzgtom podawane byly $rodki hepatotoksyczne i embriotoksyczne w 4, 10
i 14 dniu trwania cigzy:

e Bl —cigzarne samice otrzymujace kwas acetylosalicylowy sonda zotadkowa w dawce
180 mg/kg masy ciala;

e B2 — cigzarne samice otrzymujgce busereling w iniekcji dootrzewnowej w dawce
23 ng na osobnika;

e B3 - cigzame samice otrzymujace tetrachlorek wegla w iniekcji dootrzewnowej
w dawce 5 mg/kg masy ciata.

Podobnie grupa doswiadczalna C, sktadajgca si¢ z 30 samic, podzielona zostata na
trzy podgrupy po 10 samic, ktorym oprocz zwigzkdéw hepatotoksycznych i embrio-
toksycznych podawanych w 4, 10 i 14 dniu trwania cigzy, w trzeciej dobie jednora-
zowo wstrzyknigto dootrzewnowo ekstrakt zasklepu pszczelego:

e Cl — ci¢zarne samice otrzymujace kwas acetylosalicylowy sonda zotadkowa
w dawce 180 mg/kg masy ciala oraz 2 g/kg m.c. zasklepu pszczelego;

e (C2 — cigzame samice otrzymujace busereling w iniekcji dootrzewnowej w dawce
23 ng na osobnika oraz 2 g/kg m.c. zasklepu pszczelego;

e (C3 — ci¢zamne samice otrzymujace tetrachlorek wegla w iniekcji dootrzewnowe;j
w dawce 5 mg/kg masy ciata oraz 2 g/kg m.c. zasklepu pszczelego.

W 21. dniu ciazy, przed planowanym rozwigzaniem, zwierzgta poddano eutanazji,
a nastgpnie wykonano badania sekcyjne. Do oceny histopatologicznej pobierano ptody
oraz watroby matek. Badania te zostaly wykonane w Katedrze i Zaktadzie Patologii
Wydziatu Nauk Farmaceutycznych Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.

Plody przeznaczone do badan histopatologicznych, bezposrednio po wydobyciu
Z macicy matki i oddzieleniu od tozyska, utrwalano przez okres 5 dni w ptynie Bouina,
zawierajagcym: nasycony roztwor kwasu pikrynowego, lodowaty kwas octowy oraz
40% roztwor formaldehydu. Watroby matek zaraz po pobraniu utrwalono w formalinie.
Utrwalone ptody przekrawano wzdhuz osi ciata i takie poddawano dalszej preparatyce.
Kolejne etapy preparatyki byly identyczne zaréwno dla ptodow, jak i watréb matek.
Utrwalony materiat ptukano w alkoholach o wzrastajacym stezeniu, zaczynajac od
alkoholu o st¢zeniu 70%, a konczac na alkoholu 100%. W celu oczyszczenia badanego
materiatu z alkoholu plody przepajano ptynami posrednimi: benzoesanem metylu
(metylbenzoat) oraz benzenem, a nastgpnie mieszaning parafiny i benzenu. Ostatecznie
ptody zatapiano w czystej parafinie o temperaturze 56°C w specjalnie do tego przezna-
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czonych foremkach, co pozwolito na uzyskanie bloczkow parafinowych. Po skrojeniu
bloczkow i uzyskaniu cienkich skrawkow preparaty poddawano barwieniu. W pierw-
szym etapie preparat umieszczono na kilka minut w roztworze hematoksyliny Ehrlicha,
po czym doktadnie ptukano pod biezaca wodg. Na koniec wyptukano go woda destylo-
wang. W drugim etapie preparat zanurzano na kolejne kilka minut w roztworze wodnym
eozyny — barwnika kwasnego. Po wyplukaniu preparatu woda destylowanag poddano
go procesowi odwodnienia w szeregu alkoholi o wzrastajacym stezeniu, zaczynajac od
alkoholu o stgzeniu 50%, a konczac na alkoholu absolutnym, po czym zanurzono go
w mieszaninie alkoholu z ksylenem i na koniec przeprowadzono przez ksylen. Preparaty
zamykano w balsamie kanadyjskim, nakrywajac szkietkiem nakrywkowym.

4. Wyniki
4.1. Wyniki pomiaréw morfometrycznych

4.1.1. Dlugos¢ ciemieniowo-siedzeniowa plodu

Wsrdd grup doswiadczalnych najwiekszy przyrost dhugosci ciemieniowo-siedzeniowej
ptodu obserwowano w grupie otrzymujacej jedynie substancje badanag pod postacia
zasklepu. Srednia warto$¢ tego parametru wyniosta 4,02 cm. Maksymalna dtugos¢ plodu

zasklep Brasklep+buseralina mzasklap+ASA ®zasklep+CCl4

Wykres 1. Dtugo$¢ ciemieniowo-siedzeniowa ptodu [cm]

Naymniejszy przyrost dfugosci ciemieniowo-Siedzeniowej odnotowano w grupie
doswiadczalnej otrzymujacej ostonowo substancje badang wraz z busereling. Maksy-
malna dhugos¢ ptodu w tej grupie to 4,14 cm, a minimalna 3,23 cm. Srednia badanego
parametru w tej grupie wyniosta 3,69 cm (wykres 1).

W grupie samic otrzymujacej substancj¢ badang oraz substancj¢ embriotoksyczna,
jaka jest kwas acetylosalicylowy, stwierdzono srednig warto$¢ dla parametru wynoszaca
3,90 cm. Maksymalna dlugo$¢ ciemieniowo-siedzeniowa osiagnela warto$¢ 4,09 cm,
natomiast minimalna dhugos¢ ciemieniowo-siedzeniowa wynosi 3,53 cm (wykres 1).

W grupie badanej otrzymujacej zasklep pszczeli oraz tetrachlorek wegla srednia
dhugos¢ ciemieniowo-siedzeniowa osiagneta wartos¢ 3,90 cm. Najwicksza dlugosé
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ciemieniowo-siedzeniowa w tej grupie ma warto$¢ 4,21 cm, natomiast najmniejsza
warto$¢ parametru dla grupy to 3,46 cm (wykres 1).

Na podstawie analizy dokonanej w oparciu o dlugo$¢ ciemieniowo-siedzeniowg
ptodu stwierdzono, iz najwigkszy przyrost dtugosci ciemieniowo-siedzeniowej ptodu
obserwowano w grupie samic otrzymujacych badany zasklep pszczeli, najmniejsza
warto$¢ dla tego parametru odnotowano w grupie ptodow samic otrzymujacych zasklep
oraz busereling. W dwoch pozostatych grupach badanych ptodéw otrzymujacych sub-
stancj¢ badang oraz kwas acetylosalicylowy lub substancj¢ badang wraz z tetrachlor-
kiem wegla $rednia warto$¢ parametru jest taka sama, mimo réznic dtugosci ciemieniowo-
-siedzeniowej dla poszczegdlnych ptodow w danej grupie.

4.1.2. Dlugos¢ ciemieniowo-ogonowa plodu

W grupie samic otrzymujacych tylko badany preparat — zasklep $rednia warto$¢
dhugosci ciemieniowo-ogonowej ptodéw wyniosta 5,46 cm. Najwigksza obserwowana
dhugos¢ ciemieniowo-ogonowa plodu w grupie otrzymujacej zasklep osiagneta wartos¢
5,7 cm. Najmniejsza warto$¢ badanego parametru w tej grupie jest rowna 5,06 cm
(wykres 2).
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Wykres 2. Dlugoé¢ ciemieniowo-ogonowa ptodu [cm]

W grupie badanej otrzymujacej zasklep oraz busereling $rednia warto$¢ badanego
parametru wyniosta 4,97 cm. Maksymalny wymiar w tej grupie osiagnat 5,57 cm, mini-
malna dhugos$¢ ciemieniowo-ogonowa dla grupy wyniosta 4,13 cm (wykres 2).

W grupie otrzymujacej substancj¢ badang oraz kwas acetylosalicylowy stwierdzono
najmniejsza srednig warto$¢ dla tego parametru, ktora wyniosta 4,91 cm. Najwicksza
dhugos¢ ciemieniowo-ogonowa ptodu w tej grupie réwna jest 5,08 cm, natomiast naj-
mniejsza warto$¢ parametru odnotowanego w grupie to 4,48 cm (wykres 2).

W grupie otrzymujacej zasklep oraz tetrachlorek wegla parametr ten osiagnat srednig
warto$¢ dhugosci ciemieniowo-ogonowej na poziomie 5,2 cm. Najwyzsza warto$¢ tego
parametru dla tej grupy to 5,6 cm, najnizsza osiaggneta wartos¢ 4,78 cm (wykres 2).

W oparciu o analiz¢ przeprowadzong w grupie parametrow obrazujacych dlugos¢
ciemieniowo-ogonowa ptodu w poszczegolnych grupach badanych wykazano, iz naj-
bardziej znaczacy przyrost dtugosci ciemieniowo-ogonowej ptodu wystapit w grupie
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otrzymujacej tylko substancje badana. Znaczny przyrost ocenianego parametru jest jednak
mniejszy niz w grupie poprzedniej, wsrod badanych ptodow, ktore bylty poddane dziataniu
substancji badanej i tetrachlorku wegla. Znacznie mniejszy przyrost dtugosci ciemie-
niowo-ogonowej stwierdzono w grupie poddanej dziataniu zasklepu oraz buse-reliny.
Jednak najmniejszg $rednig warto$¢ badanego parametru u ptodéw wykazano w grupie
otrzymujacej substancj¢ badang oraz substancje o sprawdzonym potencjale embrioto-
ksycznym pod postacig kwasu acetylosalicylowego.

4.1.3. Masa ciala plodu bez lozyska

W grupie badanej otrzymujacej tylko badang substancje stwierdzono, iz $rednia
masa ptodu osiagneta wartos¢ 3,12 g. Najwigksza wartos¢ masy ptodu w tej grupie to
3,53 g, natomiast najmniejsza wyniosta 2,68 g (wykres 3).
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Wykres 3. Waga ptodu bez tozyska [g]

Kolejna grupa badanych plodow otrzymujaca zasklep oraz busereling uzyskata
$rednig warto$¢ masy na poziomie 2,44 g, przy maksymalnej masie w tej grupie rzedu
3,14 g i minimalnej dochodzacej do 1,8 g (wykres 3).

Trzecia grupa, w ktérej obliczono $rednig mase ptodu o wartosci réwnej 2,96 g, otrzy-
mata zasklep i kwas acetylosalicylowy. Najwyzsza masa ptodu bez tozyska w tej grupie
osiagneta warto$¢ 3,29 g. Najnizsza masa dla ptodu w grupie otrzymujacej zasklep
oraz kwas acetylosalicylowy osiagneta warto$¢ 2,19 g (wykres 3).

W grupie badanej otrzymujacej zasklep oraz tetrachlorek wegla stwierdzono znaczny
przyrost masy ptodu bez tozyska przy $redniej wartosci dla tego parametru rownej 3,33 g.
Najwyzsza uzyskana masa miata warto$¢ 3,56 g, natomiast najnizsza 3,08 g (wykres 3).

Na podstawie analizy parametru obrazujacego matematycznie mase ptodu bez tozyska
wykazano, iz najwyzszy przyrost masy plodu nastapit w grupie otrzymujacej substancje
badang i tetrachlorek wegla. W grupie badanej otrzymujacej zasklep uzyskano znaczny
przyrost masy ciala, jednak nizszy niz W grupie poprzedniej. Jeszcze nizszy przyrost
masy ciata charakteryzuje grupg otrzymujacg substancj¢ badang i kwas acetylosalicy-
lowy. Bez watpienia najnizsza Srednig mase ciata ptodu bez tozyska uzyskano w grupie
otrzymujacej zasklep oraz busereling.

13



Magdalena Kurkiewicz, Aleksandra Mozdzierz

4.1.4. Masa ciala plodu z lozyskiem

Kolejny oceniany parametr w grupie badanej to masa ciata ptodu z tozyskiem.
Stwierdzono, iz w grupie samic otrzymujacych tylko badany apiterapeutyk $rednia masa
ptodu osiagneta wartos¢ 3,83 g. Najwyzsza masa ptodu z tozyskiem miata warto$¢ 4,3 g,
natomiast najnizszy parametr badany w grupie to 3,3 g (wykres 4).
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Wykres 4. Waga ptodu z tozyskiem [g]

Grupa otrzymujgca w trakcie badania zasklep oraz busereling uzyskata $rednig mase
ciata ptodu z tozyskiem na poziomie 3,5 g, przy maksymalnej masie stwierdzonej W tej
grupie rownej 3,83 g i minimalnej warto$ci parametru rzedu 2,3 g (wykres 4).

W grupie otrzymujacej substancj¢ badang oraz kwas acetylosalicylowy $rednia
warto$¢ ocenianego tu parametru osiggnela poziom 3,59 g. Najwyzsza masa plodu
Z fozyskiem w grupie doswiadczalnej miata warto$¢ 3,98 g, natomiast najnizsza warto$¢
tego parametru wyniosta 2,75 g (wykres 4).

W grupie samic poddanych dziataniu zasklepu oraz tetrachlorku wegla $rednia masa
ptodu z fozyskiem wyniosta 3,95 g. W obrebie tej grupy maksymalna warto$¢ badanego
parametru to 4,18 g, a minimalna masa badanych ptodéw razem z tozyskiem uzyskata
warto$¢ 3,65 g (wykres 4).

W trakcie analizy ostatniego parametru morfometrycznego, jakim jest masa ptodu
Z fozyskiem, wykazano jednoznacznie, iz najwigkszy przyrost zaobserwowano w grupie
ptodow poddanych dziataniu zasklepu razem z tetrachlorkiem wegla. Grupa otrzymujaca
substancje badanag bez dodatku substancji o potwierdzonej embriotoksyczno$ci osiagneta
znaczacy przyrost masy ptodu z tozyskiem, jednak istotnie nizszy w poréwnaniu z grupa,
ktora dodatkowo otrzymata tetrachlorek wegla. Znaczny spadek masy ptodu w porow-
naniu do poprzednich dwodch grup obserwowano wsroéd ptodéw poddanych dziataniu
substancji badanej w potaczeniu z kwasem acetylosalicylowym, natomiast najnizszy
przyrost masy ciala ptodu z lozyskiem odnotowano w grupie badanej otrzymujacej
zasklep oraz busereling.

Analizujac uzyskane wyniki dla poszczegdlnych parametrow podlegajacych ocenie
morfometrycznej w populacji badanych ptodéw szczurzych, poddanych w czasie do-
$wiadczenia dzialaniu testowanego apiterapeutyku oraz substancji 0 potwierdzonym
dziataniu embriotoksycznym, mozna bez watpienia stwierdzi¢, iz najbardziej znaczacy
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przyrost dlugosci ptodu wyrazony w wartosci dtugosci ciemieniowo-siedzeniowej oraz
ciemieniowo-ogonowej zaobserwowano w grupach otrzymujacych tylko substancje
badang, czyli zasklep. Natomiast parametry przedstawiajagce mas¢ badanych ptodow
zaréwno z tozyskiem, jak i bez lozyska wskazaly jednoznacznie na istotnie najwigkszy
przyrost masy ciala w grupach otrzymujacych substancje badang razem z tetrachlorkiem
wegla. Bezwzglednie najmniejsze $rednie wartosci badanych parametrow morfomet-
rycznych stwierdzono w grupach doswiadczalnych otrzymujacych substancje badana
oraz busereling. Wyjatek stanowi parametr pod postacig dtugo$ci ciemieniowo-0gonowej,
bowiem najnizsze wartosci tego parametru odnotowano dla ptodéw matek otrzymujacych
zasklep oraz kwas acetylosalicylowy.

5. Dyskusja

Zwiazki toksyczne wystepujace obecnie w srodowisku to szereg substancji pojawia-
jacych si¢ naturalnie (np. alkaloidy wystepujac w roslinach), jak i sztucznie wytworzo-
nych przez cztowieka (mozna zaliczy¢ tutaj sktadniki niektorych lekow, srodkow do
dezynfekcji, sktadniki konserwujace niektore produkty zywnosciowe, srodki ochrony
ro$lin, preparaty biobdjcze). Sktadniki te, biorgc pod uwagg ich wlasciwosci — w odnie-
sieniu do organizméw zywych, przy nadmiernej ekspozycji na nie cechujg si¢ w wiegk-
szo$ci przypadkow dziataniem toksycznym — sg zdolne do tworzenia mutacji, dziataja
uszkadzajaco na rozwijajacy si¢ ptoéd oraz sg zdolne do wywolywania nowotworow
poszczegodlnych narzadow [20]. Szczegdlnym narazeniem na wiasciwosci toksycznych
zwigzkoéw cechuje si¢ organizm samicy, ktdra znajduje si¢ w okresie cigzy. Cigza to
stan, w ktérym organizm matki powinien by¢ pewnego rodzaju ,barierg” przed
szkodliwym wptywem destrukcyjnych zwigzkow. Wiele z dotychczas przeprowadzonych
badan dowodzi, iz organ odpowiedzialny u ssakow za metabolizm i detoksykacje
wiekszo$ci zwigzkdw, zardwno tych nietoksycznych, jak i toksycznych — watroba,
ulega na ten czas ,,wyciszeniu”, czyli obnizeniu swojej swoistej aktywnosci detoksy-
kujacej poprzez zmniejszenie aktywnosci enzymow watrobowych, umozliwiajacych
rozktad szkodliwego zwiazku do postaci nietoksycznej. Skutkiem tego jest wicksze
ryzyko wystapienia wad rozwojowych u ptodu (zwlaszcza w pierwszych miesigcach
rozwoju ptodowego), jak i cigzszy przebieg zatrucia toksyczng substancja u matki, mo-
gacy spowodowa¢ m.in. niewydolno$¢ konkretnego narzadu i w najgorszym wypadku
$mier¢ zardwno matki, jak i dziecka [21]. Wzrasta poziom matczynej fosfatazy alka-
licznej (ALP) — enzymu, ktorego st¢zenie wzrasta w trzecim trymestrze cigzy, gdy ALP
jest wytwarzany zaréwno z tozyska, jak i w wyniku rozwoju kosci ptodu. Poziom alfa-
fetoproteiny (AFP) wzrasta w czasie cigzy, poniewaz AFP jest wytwarzany przez
watrobe ptodu. Inne powszechne badania biochemiczne i hematologiczne, w tym stezenie
hemoglobiny czy mocznika i czas protrombinowy, pozostajg niezmienione lub nieznacznie
zmniejszone z powodu hemodylucji (stezenie komoérek krwi staje si¢ mniejsze niz pra-
widlowe stezenie w rozpuszczalniku, tj. krwi). Zwigkszenie aktywnosci aminotransferaz,
bilirubiny lub czasu protrombinowego jest nieprawidtowe i wskazuje na stan patolo-
giczny, ktéry wymaga dalszej oceny [3].

Ostatnie lata badan naukowych ukierunkowane na apiterapi¢ pokazuja, ze produkty
pochodzenia pszczelego sa bardzo cenionymi srodkami wspomagajacymi terapi¢ standar-
dowymi farmaceutykami. Szereg przeprowadzonych badan udowodnit ich skutecznosc¢
w wielu gatgziach medycyny, migdzy innymi chirurgii czy dermatologii. Wigkszos$¢
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produktow wytwarzanych przez pszczoty wykazuje si¢ takze dziataniem protekcyjnym,
przeciwdrobnoustrojowym oraz regenerujacym tkanki zywych organizméw. Protekcyjne
dziatanie miodu na serce jednej z jego odmian — miodu tymiankowego, wykazane
W badaniach na modelu szczurzym, udowodnito oczekiwany pozytywny wplyw zawar-
tych w nim flawonoidoéw, ktore dziatajg antyoksydacyjnie oraz przeciwzapalnie [14].
Badania przeprowadzone z uzyciem miodu manuka wykazaty z kolei, iz dziata on
antybakteryjnie na kilka r6znych patogenéow ludzkich — m.in. E. Coli, S. aureus oraz
P. aeruginosa. Spowodowane jest to wiasciwosciami fizykochemicznymi miodu takimi
jak: wysoka osmolarno$¢, kwasowos¢ (niskie pH) oraz zawartos¢ nadtlenku wodoru
i sktadnikéw nienadtlenkowych, tj. obecno$ci sktadnikéw fitochemicznych, takich jak
metyloglioksal (MgO). Wysoka osmolarno$¢ powoduje, iz niskie pH nierozcienczo-
nego miodu tworzy dla bakterii srodowisko hamujace ich wzrost. Obecno$¢ enzymu —
oksydazy glukozowej, ktorg pszczoty dodaja do produkowanego miodu, katalizuje
przebieg przemiany glukozy do kwasu glukonowego i nadtlenku wodoru — ktory
odpowiada za biobdjcza wlasciwos$¢ wzgledem wymienionych drobnoustrojow [16].

Miéd jest rowniez produktem, ktory hamuje rozwdj nowotworow u ludzi. Dzieje si¢
tak za sprawg aktywacji procesu programowanej $mierci komorki, czyli apoptozy ko-
morek rakowych. Mechanizm tego procesu oparty jest na depolaryzacji blony mito-
chondrium, ktdra jest istotnym czynnikiem wej$cia na szlak proapoptotyczny niepoza-
danej komorki organizmu. Midd indukuje ekspresje p53, kaspazy 3 i biatka proapopto-
tycznego Bax, a takze obniza ekspresje biatka antyapoptotycznego Bclo. Doustne
podawanie miodu zwigksza ekspresj¢ proapoptotycznego biatka Bax [22]. Wykazano,
iz midd zapobiega proliferacji komoérek, modyfikuje progresje cyklu komoérkowego
i powoduje depolaryzacje btony mitochondrialnej w kilku typach nowotwordéw takich
jak: czerniak, gruczolakorak czy rak szyjki macicy. Miod wykazuje rowniez regene-
racyjny wplyw na roéznego rodzaju rany poprzez hamowanie procesu zapalnego
W uszkodzonej skorze. Jest w stanie hamowaé uwalnianie niektorych cytokin (czynnik
martwicy nowotworow-a, interleukina-1p i interleukina-6) oraz zmniejsza¢ produkcje
reaktywnych form tlenu (ROS) [23].

Ponadto produkty pszczele wplywaja na podniesienie naturalnej odporno$ci orga-
nizmu, sa fatwo przyswajalne przez cztowieka i nie powoduja skutkow ubocznych, a co
istotne, moga by¢ rowniez stosowane synergistycznie w terapii z lekami konwencjonal-
nymi, takimi jak na przyktad antybiotyki. Do produktow tych mozna zaliczy¢ midd,
pierzge, wosk oraz propolis. Mieszanina tych substancji — zasklep pszczeli, produkowana
w calosci przez owady, okazuje si¢ cenionym zwigzkiem ochronnym przed toksycznym
wpltywem zwigzkoéw patogennych u ciezarnych samic. Zwigzki izolowane z apitera-
peutykow, m.in.: propolis, pierzga czy jad pszczeli, z powodzeniem wykorzystywane
sa jako substraty w produkcji farmaceutykow czy suplementow diety, ale réwniez dermo-
kosmetykow.

Nowym kierunkiem badan w apiterapii jest zastosowanie zasklepu miodowego
i czerwiowego powstatego z wosku, pierzgi miodu oraz propolisu wytwarzanego przez
pszczoty. Wykorzystywany jest on do zamykania komorek plastra przez rodzing pszczela.
Badania udowodnity jego whasciwosci antybakteryjne, indukujace uktad odpornosciowy
czy regeneracyjne. W toku badan pojawity si¢ przypuszczenia, ze zasklep moze wpty-
wac na organizm matki i dziata¢ protekcyjnie na rozwijajacy si¢ ptod.
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6. Wnioski

W efekcie przeprowadzonych badan doswiadczalnych i analiz laboratoryjnych
uzyskano wyniki pozwalajace na wyciggnigcie nastgpujacych wstepnych wnioskow:

1. Badany apiterapeutyk — ekstrakt zasklepu pszczelego — nie oddziatywal w sposob
negatywny na procesy embriogenezy w aspekcie organogenezy i nie zakltocat
przebiegu ciazy.

2. Badane substancje wzorcowe — kwas acetylosalicylowy, buserelina i tetrachlorek
wegla — wykazaly zdecydowane dziatanie embriotoksyczne w stosunku do orga-
nizmu samic, jak i rozwijajacych sie ptodow.

3. Badany apiterapeutyk wykazat dziatanie ostonowe w stosunku do ptodu w przypadku
narazenia na embriotoksyczne dziatanie kwasu acetylosalicylowego, busereliny
(syntetyczny analog gonadoliberyny) oraz tetrachlorku wegla, poprzez ogranicze-
nie efektu toksycznego.

4. Wyniki z przeprowadzonego eksperymentu przedstawione w niniejszej pracy po-
twierdzaja wysoka skuteczno$¢ badanego apiterapeutyku, co pozwala na stwier-
dzenie — ekstrakt zasklepu pszczelego wykazat dzialanie protekcyjne w przypadku
narazenia na substancje embriotoksyczne poprzez wyeliminowanie badz ograni-
czenie ich efektu toksycznego.
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Oslonowe dzialanie zasklepu pszczelego w odniesieniu do wzorcowych zwigzkéow
0 potwierdzonym dzialaniu embriotoksycznym

Streszczenie

Intensywny rozwoj wielu gatezi przemyshu sprzyja powstawaniu i emisji toksycznych substancji. Prawdo-
podobnie najbardziej wrazliwy na ich dzialanie jest organizm ci¢zarnej matki i rozwijajaCy si¢ ptdd,
u ktorego za biotransformacje oraz detoksykacje zwigzkéw odpowiedzialne sa w glownej mierze uktady
enzymatyczne matki. Badania epidemiologiczne dowodza, Ze zapobieganie zatruciom jest korzystniejsza
metoda ochrony organizmu, anizeli wezesne wykrycie schorzen wywotanych przez ksenobiotyki. Zasadne
wydaje si¢ poszukiwane substancji leczniczych, ktore bez efektow ubocznych wykaza dziatanie ostonowe
w stosunku do rozwijajacego si¢ ptodu.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie ostonowych wiasciwosci zasklepu pszczelego w odniesieniu do ptodu
narazonego na dziatanie embriotoksyczne takich substancji jak: buserelina, tetrachlorek wegla i kwas acetylo-

salicylowy.
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Ostonowe dziatanie zasklepu pszczelego
w odniesieniu do wzorcowych zwigzkow o potwierdzonym dziataniu embriotoksycznym

Materiat doswiadczalny stanowito 100 zaptodnionych samic szczuréw szczepu Wistar, a ich dobor determi-
nowany byl zar6wno dojrzato$cia plciowa i fizyczna, jak i przydatno$cia do rozrodu hodowlanego. Celem
wykazania ostonowego dziatania zasklepu pszczelego w doswiadczeniu wykorzystano wzorcowe zwiazki
o potwierdzonym dziataniu embriotoksycznym i hepatotoksycznym, tj. kwas acetylosalicylowy, busereling
oraz tetrachlorek wegla.

W efekcie przeprowadzonych badan dos$wiadczalnych stwierdzono, iz badany apiterapeutyk — zasklep
pszczeli — nie oddziatywat w sposob negatywny na procesy embrio- i organogenezy. Ponadto zasklep pszczeli
wykazat dzialanie protekcyjne w przypadku narazenia na substancje embriotoksyczne poprzez wyelimino-
wanie badz ograniczenie ich efektu toksycznego.

Stowa kluczowe: apiterapia, zasklep pszczeli, kwas acetylosalicylowy, buserelina, tetrachlorek wegla

Shielding effect of the bee plug in relation to standard compounds with confirmed
embryotoxic activity

Abstract

The intensive development of many branches of industry favors the formation and emission of toxic
substances. Probably the most sensitive to their effects is the organism of the pregnant mother and the
developing fetus, in which the mother's enzyme systems are mainly responsible for the biotransformation
and detoxification of compounds. Epidemiological studies show that the prevention of poisoning is a more
beneficial method of protection of the body than the early detection of diseases caused by xenobiotics. It
seems reasonable to look for medicinal substances that, without side effects, will show a protective effect
on the developing fetus.

The aim of this study was to investigate the protective properties of the bee colon in relation to the fetal expo-
sure to embryotoxic effects of substances such as buserelin, carbon tetrachloride and acetylsalicylic acid.
The experimental material consisted of 100 fertilized female rats of the Wistar strain, and their selection
was determined both by their sexual and physical maturity, as well as suitability for breeding. In order to
demonstrate the protective effect of the bee cover, standard compounds with confirmed embryotoxic and
hepatotoxic effects, i.e. acetylsalicylic acid, buserelin and carbon tetrachloride, were used in the experiment.
As a result of the conducted experimental studies, it was found that the tested apitherapeutic — bee cover —
did not have a negative effect on the processes of embryo and organogenesis. Moreover, the bee seal
showed a protective effect in the event of exposure to embryotoxic substances by eliminating or reducing
their toxic effect.

Keywords: apitherapy, bee seal, acetylsalicylic acid, buserelin, carbon tetrachloride
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Genom czlowieka — rola ,,Smieciowego DNA”

1. Wprowadzenie

Po odkryciu niekodujacych sekwencji w DNA przez wiele lat sadzono, Ze nie
odgrywaja one zadnej roli w ewolucji 1 funkcjonowaniu organizmu, sg reliktami wbu-
dowywania si¢ wirusow w DNA lub inaktywowania zbednych juz genow lub ich kopii.
Jednakze zastanowienie budzito, czemu te sekwencje w genomach eukariotycznych nie
sg usuwane, co wydawatoby si¢ logiczne z perspektywy oszczednosci energii na repli-
kacje i magazynowanie niepotrzebnego genetycznego materiatu. Niekodujace sekwencje
pozagenowe, jak i wewnatrzgenowe introny budzily przez wiele lat pytania [1]. Postep
w dziedzinie genetyki, genomiki i bioinformatyki, ktory dostarczyt zaawansowanych
narzg¢dzi informatycznych pozwalajacych tatwiej analizowa¢ duze zbiory danych, spo-
wodowat poszerzenie wiedzy w tym zakresie. Obecnie uwaza si¢, ze sekwencje nieko-
dujace odgrywaja istotng rolg w organizmie, m.in. moge by¢ odpowiedzialne za kontrolg
ekspresji gendw, sta¢ u podstaw alternatywnego splicingu oraz zwigksza¢ réznorodnosé
genetyczna, ktora jest wazna z ewolucyjnego punktu widzenia [2, 3]. Konserwatywne
wzorce znaleziono w sekwencjach niekodujacych wielu gatunkéw, poddawane sg one
zardwno negatywnej, jak i pozytywnej selekcji, funkcjonalne niekodujgce DNA podlega
wolniejszym zmianom ewolucyjnym [4, 5]. Nowoczeshe metody bioinformatyczne jak
deep learning czy machine learning pozwalajg przewidywac funkcje niekodujgcego
DNA [6].

2. Hipotezy powstawania ,,Smieciowego DNA”

Mamy 99% wspolnego materiatu genetycznego z szympansem. Srednio regiony
kodujace biatka w genomie myszy i czlowieka sa identyczne w 85%, niektore geny sg
identyczne w 99%, podczas gdy inne sg identyczne w 60%, a zatem co powoduje roznice
w ztozonosci tych organizmdéw? Glowne réznice mozna zauwazy¢ w konserwatywnych
sekwencjach niekodujacego DNA, ktéore moze modyfikowa¢ profil ekspresji genow
i ich stopien [7]. Badania nickodujacego DNA, matych gendw, ktore moga by¢ rowniez
przez nie kontrolowane, jak i czasowych zmian w proteomie w poszczeg6lnych eta-
pach rozwoju i w odpowiedzi na rézne czynniki wewnetrzne i zewnetrzne sg trudne.
A zatem mozliwe, ze wigkszo$¢ materialu genetycznego ma jakie$ funkcje, ktore np. sa
potrzebne tylko na wezesnych i krotkich czasowo etapach rozwoju zarodka lub w od-
powiedzi na czynniki indukujace ich aktywnos¢. Po przyrownaniu sekwencji niekoduja-
cego DNA miedzy réznymi gatunkami okazalo sie, Ze istniejg konserwatywne sekwencje,
ktore byty poddawane silnej negatywnej, jak i pozytywnej selekcji, mozna je zidenty-
fikowac¢ nawet w odlegtych ewolucyjnie organizmach [4, 5, 7, 8]. Niekodujace DNA,
zwane dawniej ,,$mieciowym”, ma pewne znaczenie funkcjonalne dla organizmu. Jest
utrzymywane w duzej ilosci w wigkszosci genomow eukariotycznych, wytaczajac
ekstremofile, ktore musza zredukowaé swoj genom w celu przetrwania w niesprzyja-

! konradwieslawpawlak@gmail.com, Zaktad Bioinformatyki i Genomiki, Wydziat Biotechnologii, Uniwersytet
Wroctawski, www.uni.wroc.pl.
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jacych warunkach. Zauwazono, ze ilo$¢ niekodujacego DNA jest w znacznym stopniu
powigzana ze stopniem zlozonosci organizmu i jest przez niego w pewnym celu
utrzymywana pomimo, jak si¢ wydaje, niepotrzebnych wydatkow energetycznych.
Ponizej przedstawiono najwazniejsze hipotezy na temat funkcji niekodujacego DNA.

2.1. Transpozony

Okoto potowy genomu Homo sapiens zawiera powtarzajace si¢ sekwencje, wiele
z nich to transpozony, 90% to retrosekwencje [2, 9]. Podobnie rzecz si¢ miewa u ssakow
naczelnych, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem malp cziekoksztattnych w poréwnaniu
do C. elegans, u ktorego sekwencje transpozonowe stanowig okoto 12% [10]. Wyr6z-
niamy dwie grupy: retrotranspozony oraz transpozony DNA [11]. Retrotranspozony
nalezg do klasy I, sg przepisywane na RNA, a potem znowu na DNA. Transpozony
DNA nalezg do klasy II [1]. Transpozony klasy I dzielg si¢ na retrotranspozony LTR
(ang. Long Terminal Repeats), zawierajace duza liczbe powtorzen sekwencji na kon-
cach. W swej sekwencji retrotranspozony posiadaja gen integrazy, w miegjscu ich po-
nownego wigczenia nastepuje powstanie odcinkoéw TSD (ang. Target Site Duplication).
Elementy DIRS (ang. Dictyostelium Respetitive Sequences) w przeciwienstwie do LTR
maja gen rekombinazy zamiast integrazy i nie tworza sekwencji TSD. Elementy SINE
(ang. Short Interspersed Nuclear Elements) sa to krotkie sekwencje, ktore nie
posiadajg whasnych gendw, ich dtugos¢ wynosi do 1000 nukleotydow [10]. Elementy
LINE (ang. Long Interspersed Nuclear Elements) nie posiadajg elementéw LTR i majg
ogon poli-A na konu 3’. Penelopy zostaty dotychczas odkryte w ludzkim genomie,
posiadajg intron, ktory jest funkcjonalny, a ich enzym odwrotnej transkryptazy jest
bardzo podobny do telomerazy, mogg posiada¢ LTR [10, 12].

Retrotranspozony wystepuja tylko w organizmach eukariotycznych [9]. Duza czgs¢
genow 1 pseudogendéw powstata poprzez transpozycje, przepisanie ponownie mRNA
na DNA oraz nagromadzenie mutacji. W genomie cztowieka znajduje si¢ okoto 2000
retrokopii genow kodujacych peptydy rybosomalne. W genomie homo sapiens mozna
znalez¢ okoto 20 tys. pseudogenow, wigcej niz 70% sposrdd nich zawdzigcza swoje
istnienie transpozycji [10].

Transpozony poprzez ,,przeskakiwanie” w sekwencji genomu mogg pomoc w za-
chowaniu réznorodnosci, zmieniajac kolejnos$¢ sekwencji, moga rowniez wiaczy¢ sie
W juz istniejacy gen, modyfikujac jego funkcjg, moga petni¢ funkcje regulatorowa, jesli
znajda si¢ w poblizu promotora genu. Nagromadzenie mutacji w kopii genu powstalej
przez retrotranspozycje moze wptywac na ewolucje poprzez kodowanie nowego biatka
nadajacego nowe cechy. Transpozycja moze powodowa¢ m.in. nadekspresje, pekniecia
DNA skutkujace aberracjami chromosomowymi, zmiang ramki odczytu, delecje,
inwersje lub duplikacj¢ dtugich odcinkéw DNA [9, 10].

Retrokopia genu RNF13B wyparta pierwotny gen u wszystkich ssakow, a u naczel-
nych ulegta duplikacji. Nagromadzenie mutacji w jednym z duplikatow spowodowato
nabycie nowych funkcji dwoch transpozonow (Alu oraz L1) oraz powstanie nowego
intronu z genu, ktory wczesniej podlegat translacji. Umozliwito to powstanie nowego genu,
specyficznego dla rzedu Primates, ktory posiada mozliwos¢ alternatywnego splicingu [10].

Transpozony uczestnicza takze w regulacji ekspresji gendw na poszczegolnych eta-
pach rozwoju zarodka, dezaktywacja transpozonu MT2B2 w embrionach Mus musculus
spowodowata obumarcie polowy zarodkoéw przed narodzinami. Transpozony reguluja
rozwoj zarodka oraz jego implementacje w macicy, jak rowniez majg ogromny poten-
cjal w tworzeniu duzej réznorodnosci ekspresji genow [2].
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2.2. Niekodujace RNA

Czes¢ kodujaca genomowego DNA czlowieka stanowi okoto 2%, pozostate 98%
nie ulega translacji i nie koduje sekwencji biatkowych, totez nalezatoby sadzi¢, ze bedzie
ono usuwane z genomu podczas ewolucji, aby zapewni¢ wydajna replikacje 1 ograni-
czy¢ koszty energetyczne podziatlow komorkowych oraz przechowywanie materialu
genetycznego. Okazato si¢ jednak, ze az ponad 90% ludzkiego genomu podlega trans-
krypcji na dhugie niekodujace RNA, ktére moze odpowiadac za regulacje epigenetyczna
ekspresji genéw [13-15]. LnRNA (ang. long noncoding RNA) moze by¢ powiazane
Z niektérymi procesami nowotworzenia [15-17]. Niekodujace DNA moze odgrywac
wazne funkcje regulatorowe, jak i katalityczne, moze to by¢ relikt ewolucyjny wedtug
hipotezy ,.Swiata RNA”, gdzie kwasy nukleinowe, oprécz funkcji nosnika informacji,
miaty rowniez funkcje strukturalne, enzymatyczne, katalityczne i in. Takimi reliktami
sa RNAzy, rybonukleazy, ktore sg niebialkowymi enzymami, a gtéwna ich funkcja
polega na rozktadaniu wigzan fosfodiestrowych w kwasach rybonukleinowych (RNA).
MircoRNA o dhugosci do 20 nukleotydow moze pelni¢ role regulatora ekspresji na
poszczegolnych etapach rozwoju organizmu, jak i ekspresji genéw w specyficznych
tkankach. Niekodujace RNA jest wykorzystywane w wielu procesach transkrypcyjnych,
jak i potranskrypcyjnych, w replikacji chromosoméw, procesach regulacji epigenetycz-
nej, jak m.in. acetylacja i metylacja DNA, alternatywnym splicingu i modyfikacji
powstatego biatka przez przytaczanie rdéznych zwiazkéw chemicznych, degradacji biatka
jak rowniez kontrolowanie jego przemieszczania do odpowiednich kompartymentow
komorki [18].

2.3. Introny

Eukariotyczne sekwencje genetyczne sktadajg sie z egzondéw, fragmentow kodujg-
cych sekwencje biatkowa oraz z intronow, czyli sekwencji niekodujacych. W genach
jadrowych eukariontéw introny prawie zawsze zaczynaja si¢ od dinukleotydu GT
i konczg sie na AC.

Wsrdd intronow wyroznia si¢ cztery klasy: introny jadrowe, ktore do wycinania
wymagaja udzialu spliceosomu, oraz samowycinajace si¢ introny grupy I, I11 III [19].

Zauwazono, ze wiele introndow w swojej sekwencji na koncu posiada kodon stop.
W pewnych przypadkach niektore sekwencje intronowe zostaja zachowane z pre-mRNA
i nie ulegaja splicingowi, co umozliwia tworzenie wickszej ilosci réznych biatek na
podstawie tej samej sekwencji DNA. Moze rowniez dochodzi¢ do transsplicingu, czyli
wycinania niektdérych introndw i taczenia si¢ wickszej ilosci transkryptéw mRNA
pochodzacych z réznych gendéw. Zwigksza to pule kodowanych biatek, ktore mozna
zapisa¢ czy uzyciu mniejszej ilosci materiatu genetycznego i zwickszy¢ tym samym
roznorodno$¢ kodowanych peptydow [18-21].

Oprocz funkcji alternatywnego splicingu wykazano inne funkcje intronéw, od regu-
lacji efektywnosci ekspresji genu RAS, ktory jest odpowiedzialny za kontrolowanie
proliferacji komorek, po tkankowo-specyficzng adhezyjng interakcje fibronektyny, ktora
jest odpowiedzialna za przekazywanie sygnalow z zewnatrz do wnetrza komorki [19].

W badaniach Homo sapiens i Pan troglodytes wykazano, ze wskaznik neutralnych
mutacji punktowych jest wyzszy w eksonach, ktore koduja proteiny, niz w niekodu;ja-
cych regionach. Jest to zaskakujace, gdyz kodony synonimiczne podlegajg pewnej presji
selekcyjnej zwiazanej m.in. z wydajnoscia translacyjng spowodowang dostosowaniem
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uzywalnosci kodondéw synonimicznych do puli t-RNA, selekcja na poziomie amino-
kwasowym, rampg zle przystosowanych kodonéw w pierwszych 90-150 nukleotydach
genu i wielu innym czynnikom selekcyjnym. Jednakze to w regionach kodujacych biatka
zaobserwowano wyzszy o 30-60% wskaznik mutacji niz w regionach niekodujgcych,
co jest zastanawiajace [22].

Obecnie sadzi si¢, ze w ewolucji eukariontéw bylo kilka epizodow, podczas ktdrych
nastgpowato tracenie Iub zyskiwanie intronéw. W jednym z ostatnich etapow, jakim byto
wyewoluowanie metazoa, nastgpowat szybki proces zyskiwania i rozpowszechniania
si¢ sekwencji intronowych, co stworzylo wigcej mozliwosci alternatywnego splicingu
i tworzenie wigkszej puli funkcjonalnych biatek o bardziej wyspecjalizowanych funk-
cjach. Jedng z najbardziej bogatych w introny grup organizméw sg kregowce. Dzieki
obfitosci intronow i zwickszeniu puli biatek moglty wyksztalci¢ si¢ bardziej ztozone
cechy [23].

Retrogeny powstajgce przy udziale odwrotnej transkryptazy i przepisaniu informacji
o sekwencji aminokwasow w biatku z mRNA na DNA zyskuja w procesie ewolucji
nowe introny. Proces ten zwany jest retropozycjg. Zazwyczaj kopie genow pozostajg
nieaktywne i sg nazywane pseudogenami, poniewaz sekwencje mRNA sg pozbawione
intronéw. Retrogeny poczatkowo tez nie posiadajg takich sekwencji, moga je jednak
nabywaé poprzez trzy mechanizmy: pierwszy to insercja elementdw zewngtrznej
sekwencji w obrebie retrogenu, drugi to rewersja czg$ci sekwencji pseudogenu, trzeci
to tranzycja lub transwersja pojedynczego nukleotydu powodujgca powstanie nowego
miejsca rozpoznawanego przez spliceosom [24, 25]. Takie procesy zaobserwowano
U wielu organizmdw, m.in. u nicieni oraz w pewnych retrogenach pochodzacych z genomu
cztowieka [24, 25]. Sadzi sie, ze wigkszo$¢ pseudogendw pozostaje niecaktywna i mu-
tacje w ich obrgbie sg neutralne, jednakze u réznych gatunkow wykazano istnienie funkcjo-
nalnych pseudogenow. U naczelnych funkcjonalny pseudogen GLUD2 [26] ulega
ekspresji w mozgu, takze Homo sapiens posiada funkcjonalny pseudogen CDC14Bretro,
ktory jest powigzany z cyklem komdrkowym [27].

2.4. Relikty wirusowego DNA

Czgsto niekodujace fragmenty DNA sg pozostato§ciami po wbudowaniu si¢ w genom
w trakcie ewolucji sekwencji wirusowych. Dotychczas sadzono, ze wirusowe sekwencje
pozostaja uspione, jednakze odkryto, ze uczestnicza one w regulacji rozwoju zarodka
U ssakow, w tym czlowieka. Wirusy moga integrowac si¢ z genomem gospodarza i by¢
sita napedowa ewolucji [2]. Zawarto§¢ DNA retrowirusowego w genomie cztowieka
szacuje si¢ na okoto 5-8%. Transpozony sa prawdopodobnie wirusowymi reliktami
w naszym genomie, zwanymi ludzkimi endogennymi retrowirusami (HERVS, ang.
Human Endogenous Retroviruses) [28, 29]. Sekwencje te powstaty na skutek integracji
genomu wirusa z genomem gospodarza i s3 w wigkszosci niekompletne i nieaktywne
na skutek licznych duplikacji i delecji, jednakze czgs¢ z nich zachowata konserwatywne
regiony promotora i genéw, co §wiadczy o hipotetycznej zdolnosci do aktywnosci.
Sekwencje LTR pochodzenia wirusowego pehia czgsto funkcj¢ regulacyjna poprzez
wzmacnianie lub wyciszanie ekspresji, funkcje promotorowe oraz moga kontrolowaé
obrobke potranskrypcyjna, m.in. poliadenylacjg.

Jako przyktadowe role regulacyjne wirusowych elementow mozna poda¢ regulacje
przez HERV-E aktywnosci genéw odpowiedzialnych za produkcje amylazy w §linian-
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kach, sg to geny AMY 1A, AMY 1B, AMYIC. Innym przyktadem jest synteza apolipo-
proteiny C1 w tkankach watroby, ktora zostata wzmocniona przez promotor pochodzacy
z LTR. Podobnie promotor pochodzenia wirusowego kontroluje specyficzng ekspresje
genow apolipoproteiny w watrobie, jak rowniez ekspresj¢ genéw endoteliny-B i pleo-
trofiny zachodzaca w tozysku. Sekwencja CYP19 odpowiada za homeostaze st¢zenia
estrogendéw w trakcie cigzy i jest rowniez pochodzenia wirusowego.

Nie wszystkie sekwencje wirusowe utracity zdolno$¢ do produkcji peptydow.
W powstaniu tozyska uczestniczg m.in. biatka wirusowe syncytyna 1 i syncytyna 2, ktore
zapobiegaja odrzuceniu ptodu przez organizm matki. Dziatanie tych bialek polega na
taczeniu komoérek w jedng mase — syncytium [30, 31]. Podobne sekwencje retrowiru-
sowe znaleziono u zyworodnych ryb i zyworodnych jaszczurek, obie grupy posiadajg
tozysko. Prawdopodobnie pierwszymi jajorodnymi kregowcami, ktore w wyniku infekcji
zyskaly mozliwo§¢ wytwarzania lozyska, byly ryby, okoto 400 milionow lat temu,
nastepnie ssaki 150 miliondéw lat temu i gady 25 miliondéw lat temu. Najprawdopodob-
niej geny kodujace syncytyng pochodza od sekwencji retrowirusowej env, ktora jest
genem retrowirusowym odpowiedzialnym za kodowanie biatka tworzacego otoczke
wirusow3a. Ekspresja genu env pozwala retrowirusom przytaczy¢ si¢ do specyficznych
rodzajow komorek oraz przenika¢ przez blong komérkows [32].

Endogennymi elementami wirusowymi (ang. Endogenous Viral Elements — EVESs)
nosiciela nazywa si¢ sekwencje wirusowe wpisane w genom. Jesli sekwencje pochodza
od retrowirusa, nazywane sg endogennymi retrowirusami (ang. Endogenous Retro-
viruses — ERV). Endogenne retrowirusowe sekwencje u ludzi to ludzkie endogenne
retrowirusy (ang. Human Endogenous Retroviruses — HERV) [30, 31, 33, 34]. U koali
obserwujemy obecnie proces wigczania wirusa w genom. U koali australijskiej przy-
najmniej od 200 lat wystepuje fragment retrowirusa W genomie, ktory zachowat aktyw-
nos$¢ i prowadzi corocznie do $mierci okoto 10% populacji na nowotwory. Wirus nie
jest aktywnie transmitowany z koali na koale, natomiast jest przekazywany przez lini¢
zarodkowa z rodzica na potomstwo. Podobnie jak u koali, rowniez u owiec stwierdza
si¢ aktywny fragment wirusa w genomie, ktory odpowiada za raka ptuc. U owiec wirus
nadal zachowat zdolno$¢ do przenoszenia si¢ z owcy na owcg, jak i z linig zarodkowa
na potomstwo [33]. Wiekszos¢ znanych fragmentow retrowirusowych wnikneta do ludz-
kiego genomu bardzo dawno temu i jest nieaktywna [33]. Prawdopodaobnie u naszych
przodkow wiekszo$¢ przypadkdéw wiaczania w genom materiatu genetycznego wiruséw
wygladata podobnie. Aby wirus mogt si¢ przenosi¢ z pokolenia na pokolenie, musi
nastgpi¢ jego wnikniecie do komorek ptciowych, takich jak plemniki i komorki jajowe,
wowczas przy zaplodnieniu caly organizm powstatego osobnika bedzie zawierat kopie
wirusa w genomie kazdej komorki i moze by¢ dziedziczony dalej [30, 33]. Ludzki
endogenny retrowirus HERV-K jest jednym z najmlodszych wirusow wiaczonych
W nasz genom. Miato to miejsce okoto 200 000 lat temu. Ma on kilka kopii w ludzkim
genomie, ktore nadal produkujg wirusowe biatka. Aktywno$¢ fragmentu wirusowego
na wczesnym etapie pozwala prawidlowo przeksztalci¢ si¢ pojedynczej komoérce w pelni
rozwiniety organizm, jak rowniez chroni embrion przed infekcjg innych wiruséw [33].
HERV-K mogl odgrywaé wazna role u pierwszych ludzi w oddzieleniu si¢ od ich
pierwszego przodka poprzez modyfikacje¢ aktywnosci szeregu genow [33]. Z kolei inny
fragment retrowirusowy zwany HERV-H produkuje czasteczki RNA, ktore kontroluja
aktywno$¢ innych genow, wilaczajac je lub wytaczajac. Zidentyfikowano 13 HERV-H,
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ktore pozwalaja komodrce utrzymaé zdolnos¢ do pluripotencji i tym samym prawidto-
wego rozwoju 1 réznicowania si¢ tkanek i organow [33]. Wbudowywanie wiruséw
W genom moglo mie¢ tez role ochronng przed grozniejszymi infekcjami. Retrowirus,
ktory wnikngt do naszego genomu migdzy 45 a 60 milionow lat temu, wlacza i moduluje
gen nazywany AIM2. AIM2 jest sktadnikiem wrodzonego uktadu odpornosciowego,
ktory dziata jako cytoplazmatyczny czujnik dsDNA (ang. double strand of DNA), od-
grywajac rolg¢ w obronie przeciwwirusowej i przeciwbakteryjnej, a takze w chorobach
autoimmunologicznych dotyczacych witasnego DNA. Odpowiedz na zagrozenie jest
indukowana przez interferon, ktory jest sygnatem infekcji. Gen AIM2 jest odpowie-
dzialny za indukowanie apoptozy, programowanej $mierci komorki w celu zmniejszenia
rozprzestrzeniania patogenu, zaburzenia w aktywno$ci tego genu sg obserwowane
w licznych procesach nowotworzenia [30, 34]. Produkty genu PRODH sg znajdowane
w tkankach ludzkiego mézgu. Kontrola tego genu odbywa si¢ poprzez fragment retro-
wirusa w naszym genomie. U szympansow réowniez znaleziono kopie genu PRODH,
ale nie jest ona tak aktywna jak w ludzkich mézgach [14, 20]. U naszego przodka wirus
wniknal blisko genu PRODH i zaczal kontrolowaé jego ekspresje, co nie nastapito
u innych naczelnych [30].

2.5. Regulatory genéw i miejsca wiagzania bialek

Sekwencjami niekodujacymi sg takze wszelkie operony, enhancery, silancery, pro-
motory oraz izolatory, ktore zarzadzaja m.in. kolejnosScig transkrypcji gendw, kontrolujg
obrobke potranslacyjng mRNA, a takze regulacj¢ czasowg i przestrzenng ekspresje
genow [35]. Szacuje si¢, ze okolo 10% niekodujacego DNA zawiera informacje na
temat aktywnosci i1 regulacji transkrypcji i translacji genéw [28]. MicroRNA, nieule-
gajace translacji, moze mie¢ wplyw na aktywno$¢ gendw powigzanych z ,,zegarem
biologicznym” kontrolujagcym rytm dobowy [36]. Elementy cis-regulatorowe sekwencji
réwniez sg niekodujacym DNA, moga znajdowac sie w r6znej odlegtosci od genu, kto-
rego ekspresje kontroluja, moga to by¢ zardwno wzmacniacze, jak i wyciszacze
ekspresji. Sekwencje takie majg zazwyczaj dlugo$¢ od 100 do 300 par zasad. Moga
znajdowac si¢ w bliskiej odlegloéci, mniejsze niz 150 par zasad, jak i w odlegtosci
ponad 100 000 par zasad powyzej lub ponizej sekwencji genu. Pojedynczy gen moze
posiada¢ wiele sekwencji regulatorowych. Zaobserwowano, ze sktad nukleotydowy
genow, jak i odpowiadajacych im sekwencji cis-regulatorowych jest bardzo podobny
i wykazuje wysoka konserwatywno$¢ oraz podlega niewielkim zmianom podczas
ewolucji, totez te rejony moga by¢ wykorzystywane w analizach filogenetycznych.
Sekwencje regulatorowe podlegaja negatywnej selekcji, ktora zapobiega gromadzeniu
si¢ szkodliwych mutacji oraz pozytywnej selekcji na lepsza wydajnos¢ swojej funkcji
[5]. Pewne geny i ich regulatorowe sekwencje sg aktywne tylko w okreslonym czasie
rozwoju lub przy okreslonych warunkach, np. czynnikach stresowych, co stwarza
trudno$¢ z identyfikacja elementdow powiazanych z ich ekspresja [37].

W badaniach nad niekodujacymi ortologami w regionach migdzygenowych czto-
wieka 1 myszy zauwazono, ze 11% z konserwatywnych sekwencji DNA moze by¢
regionami mocowania genomowego DNA do macierzy szkieletu jadrowego (MARs,
ang. Matrix-Scaffold Attachment Regions). DNA w jadrze komorkowym wystepuje
W postaci owinigtej wokol nukleosomow, ktore sg oktamerami histonow sktadajgcych
si¢ z histonowych biatek rdzeniowych: dwoch dimeréw histonow H2A-H2B oraz
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dwoch biatek histonowych H3 i dwoch biatek histonowych H4. DNA wykazuje r6ézne
stopnie upakowania. Wystepuja réozne stopnie upakowania chromatyny, podstawowy
podziat wyr6znia heterochromatyne, silnie upakowang i euchromatyng¢ rozluzniong. Sto-
pien upakowania chromatyny wplywa na mozliwos¢ przytaczania rybosomow i trans-
krypcji DNA. Regiony MARs sg odpowiedzialne za umozliwienie upakowania chro-
matyny w strukture trzeciorzedowa, co umozliwia skondensowanie DNA do bardzo
malego rozmiaru. Regiony MARs mogg rowniez wptywaé na wzmocnienie Iub wyci-
szenie ekspresji genow [38]. Geny odpowiedzialne za budowe twarzy u cztowieka
i szympansa sg bardzo podobne, najbardziej prawdopodobne wyjasnienie r6znic w ana-
tomicznej budowanie naszej twarzy i szympansa to modulacja aktywnoS$ci genow przez
wirusy [30]. Jednym z przyktadow regulacji sg motywy transkrypcyjne. Motywy KRAB
ZFPs (ang. KRAB Zinc Finger Proteins), ktore prawdopodobnie zostaly przechwycone
z wirusowych sekwencji, pomagaja maszynerii komorkowej wlaczaé i wytaczac eks-
presje niektorych gendw oraz zmienia¢ jej poziom. Zidentyfikowano ponad 300 sek-
wencji KRAB ZFPs w ludzkim genomie, ktore rozpoznajg rozne regiony DNA [30].

IncRNA moze by¢ wykorzystane do sygnalizowania, naprowadzania i zmiany ge-
sto$ci upakowania chromatyny. IncRNA Dum reguluje ekspresje genu DPPa2 poprzez
udzial w metylacji DNA, metylacja wycisza geny i zmniejsza lub catkowicie wylacza
ich ekspresje, natomiast acetylacja wzmaga ekspresje [39-42].

LncRNA moze rowniez bra¢ udziat w regulacji transkrypcji poprzez wigzanie si¢
Z czynnikami transkrypcyjnymi lub polimerazg RNA.

Dla przyktadu jednym z mechanizmow regulacji aktywnosci gendow proliferacji
komorkowej, jak N-Ras i c-Myc, ktore uczestniczg w miogenezie i powstawaniu tkanki
migséni szkieletowych podczas rozwoju embrionalnego, jest wigzanie LncMyoD do
IGF2-mRNA — wigzacego biatko 2(IMP2) i jego negatywne oddzialywanie na wczesniej
wspomniane geny i proces proliferacji [39-41].

Z kolei na poziomie regulacji potranskrypcyjnej, w ktdrej nastgpuje wycinanie intro-
now, poliadenylacja i transport mRNA z jadra do cytoplazmy, IncRNA uczestniczy we
wszystkich tych procesach, jak i w zapewnieniu stabilno$ci powstalemu transkryptowi
mRNA [39, 41].

Kontrola splicingu moze odbywac si¢ na dwa sposoby, pierwszy to interakcja z spe-
cyficznymi czynnikami transkrypcyjnymi, a drugi to tworzenie dupleksow RNA-RNA
z pre-mRNA. Wysoce konserwatywna sekwencja IncRNA MALATI, wystgpujaca
u ssakow, kontroluje ilo$¢ i proporcje specyficznych czynnikéw splicingowych w prze-
strzeni jadrowej i tym samym decyduje o ilo$ci i rodzaju powstatych biatek na bazie
MRNA powstalego z pre-mRNA, ktéry ulegt alternatywnemu splicingowi w jadrze
komorki [39, 41, 43]. Innym przyktadem uczestniczenia w alternatywnym splicingu jest
sekwencja GOMAFU, ktora jest powigzana z genami DISC1 oraz ERBB4, majacymi
kluczowe funkcje w rozwoju systemu nerwowego. Zaklocenia w funkcjonowaniu
IncRNA s3 obserwowane u pacjentow ze schizofrenig [41].

IncRNA moze oddziatywa¢ z mRNA i modulowa¢ czas jego trwania, co przektada
si¢ na efektywno$¢ produkcji biatek. Zmiana puli peptydoéw moze nastgpowaé w 0dpo-
wiedzi na rézne czynniki fizjologiczne, jak i srodowiskowe. LncRNA LAST (ang.
LncRNA Assisted Stabilization of Transcripts) dziata jako stabilizator razem z genem
CNBP, ktory dostarcza instrukcji tworzenia biatka zwanego biatkiem wigzacym kwas
nukleinowy CCHC typu palec cynkowy (ang. CCHC-type zinc finger nucleic acid bin-
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ding protein), aby zwigkszy¢ stabilno$¢ cykliny d1 mRNA, antysensowny IncRNA jest
transkrybowany z przeciwnej linii DNA, kodujacej RNA odpowiedniego genu [39, 41].

LncRNA moze rowniez wptywac na stabilno$¢ biatka poprzez regulacje ubikwi-
tynacji i degradacji biatka. LncRNA HOTAIR wigze si¢ do bialka receptora androge-
nowego 1 blokuje jego interakcj¢ z ligaza ubikwintyny E3 MDM?2, zapobiegajac ubi-
kwintynacji receptora androgenowego oraz degradacji biatka receptora androgenowego.
Zmiany w funkcjonowaniu receptora androgenowego sg powigzane z nowotworami
prostaty [39, 41].

LncRNA moze uczestniczy¢ w syntezie biatka poprzez interakcje z rRNA, ryboso-
mami i eukariotycznym czynnikiem inicjacji translacji eRF1. LncRNA LoNA redukuje
wytwarzanie RNA i zmniejsza synteze rybosomow [39, 41].

MicroRNA moze zmnigjsza¢ swoja role w regulacji genow poprzez wigzanie si¢
Z IncRNA. LncGUARDIN jest zaangazowany w szlak p53, ktore nastepuje w odpowiedzi
na uszkodzenie DNA. LncRNA GUARDIN zapobiega fuzji chromosoméw poprzez
utrzymanie ekspresji telomerowego czynnika wigzacego powtorzenia 2 (TRF2) poprzez
sekwestracje mikroRNA-23a [39, 41, 43].

LncRNa uczestniczy tez w sekwestracji biatek, czyli ich przechowywaniu, transpor-
towaniu 1 unieszkodliwianiu. LncRNA NORAD uczestniczy w utrzymaniu stabilnosci
genomu poprzez sekwestracje biatka PUMILIO. W przypadku braku NORAD biatko
PUMILIO powoduje niestabilno$§¢ chromosomow poprzez negatywne odziatywanie
z genami odpowiedzialnymi za naprawe DNA i mitoze [39, 41, 43].

LncRNa moze takze wigza¢ sie¢ do DNA lub tworzy¢ tripleksy RNA-dsDNA (ang.
dsDNA-double stands) przy udziale wigzan wodorowych. Trojniciowy kompleks kwa-
sow nukleinowych jest mniej stabilny niz dwuniciowy. Tak powstaly kompleks moze
by¢ bardziej otwarty do oddziatywania DNA z innymi czynnikami [39, 41, 42].

Mechanizmy regulacji przez IncRNA mozna podzieli¢ na dwie klasy: regulacja cis
i regulacja trans [39, 40]. W regulacji cis sekwencja lezy w obrebie chromosomu, na
ktérym znajduje/znajdujg si¢ geny, ktorych ekspresje on modyfikuje. Regulacja trans
polega na tym, ze sekwencja regulatorowa znajduje si¢ na innym chromosomie niz
gen/geny, ktorych ekspresje kontroluje [40].

Pewnym szczeg6lnym przyktadem regulacji aktywno$ci gendw jest wyciszenie
i inaktywacja jednego catego chromosomu X z pary w genomie. Za proces odpowiada
sekwencja INcCRNA XIST (ang. X-Inactive Specific Transcript), jest to sekwencja cis-
-regulatorowa, lezaca w obrebie chromosomu X, ktérego aktywno$¢ kontroluje. Na jed-
nym chromosomie X geny nie ulegaja ekspresji, DNA ulega kondensacji do hetero-
chromatyny oraz nastgpuja zmiany epigenetyczne jak metylacja histonow [42-44].

2.6. Duplikaty gendw i niedzialajace geny, nowe geny

Czesto w wyniku duplikacji genu dochodzi do nagromadzenia mutacji w jego kopii,
moga to by¢ mutacje modyfikujace lub nadajace mu nowa funkcje, jednakze czasem
dochodzi po prostu do nagromadzenia mutacji w genie, staje si¢ on niefunkcjonalny
i trafia do puli niekodujacego DNA. Jednym z takich pseudogenow jest gen GULOP,
ktéry u naszych przodkéw odpowiadatl za wytwarzanie kwasu askorbinowego, czyli
witaminy C. Wiekszo$¢ zwierzat posiada zdolno$¢ do syntezy tej witaminy, jednakze
czlowiek utracil t¢ zdolno$¢ i musi dostarczac ja z zewnatrz. Szacuje si¢, ze liczba
pseudogenéw w genomie cztowieka jest rowna liczbie gendw kodujacych biatka [28].
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Posiadanie wigkszej liczby kopii danego genu, ktore moga podlega¢ mutacjom i prze-
chodzi¢ w pseudogeny, jest korzystne, poniewaz zmniejsza szans¢ na mutacj¢ wlasci-
wego genu, wigc duza liczba kopii pseudogendow powstatych na drodze duplikacji
i mutacji moze mie¢ funkcje ochronne wiasciwego genu [45]. Do niedawna sadzono, ze
nowe geny moga powstawac tylko w wyniku duplikacji, a nastepnie dywergencji lub
rekombinacji. Jednakze niedawne badania dowodzs, ze geny mogg powstawac de novo
z puli niekodujacego DNA i szybko ewoluowac, aby produkowaé nowe funkcjonalne
biatka, duza pula niekodujacego DNA daje bardzo duzo mozliwosci dla ewolucji [46,
47]. Pseudogeny moga posiada¢ funkcje regulatorowa, ale nie kodujac biatka. Regu-
lacja ekspresji genow moze si¢ odbywaé na drodze tworzenia matego interferujacego
RNA-siRNA (ang. small interfering RNA), ktore przez interferencje z odpowiednig
czasteczka mRNA wycisza gen. Moze si¢ to odbywac na kilka sposobow: poprzez
zmniejszenie ilosci jego transkryptow, poprzez tworzenie struktury spinki do wloséw
z transkryptu pseudogenu, przez wspotzawodniczenie przez normalny transkrypt genu
oraz transkrypt pseudogenu o czynniki stabilizujace i microRNA, co wplywa na profil
jego ekspresji [48, 49]. Na regulacje aktywnosci genéw moze wptywaé tez microRNA
wytwarzane na bazie pseudogenow. MicroRNA wplywa na stabilno§¢ mRNA. Zmiany
ilosciowe 1 jakosciowe w puli microRNA sg powigzane z pewnymi procesami nowo-
tworzenia [48, 50]. W duplikacji genu opartej na RNA posredniczy retrotranspozycja
[51]. U ludzi dlugie retrotranspozony elementu LINE-1 (ang. Long Interspersed
Eelement-1) moga ,.kopiowa¢ i wkleja¢” geny do nowych lokalizacji w genomie za po-
mocg posredniego mRNA [51]. Dzigki aktywnosci dlugich, rozsianych retrotranspozondéw
elementu-1 pseudogeny rozpraszajg sekwencje kodujace i niekodujgce bogate w po-
tencjat regulacyjny w catym ludzkim genomie [52]. Aczkolwiek sekwencje te moga
wydawa¢ si¢ niefunkcjonalne, brak wspotczesnej funkcji nie uniemozliwia przysztego
rozwoju aktywnosci biologicznej [51].

3. Znaczenie niekodujacych sekwencji

3.1. Znaczenie ewolucyjne

Zmiany w regulacji r6znicowania neuronéw, budowie aksonow, regulacji powsta-
wania aksonow, rozwoju mozgu, migracji neurondw i neurogenezie sa spowodowane
glownie mutacjami w regionach DNA niekodujacych biatka. Gléwne fenotypowe zmiany
miedzy szympansem a cztowiekiem bardziej odzwierciedlaja zmiany w regulacji aktyw-
nos$ci genow anizeli zmiany w strukturze biatek [53].

Jednym z przyktadow regulacji genow poprzez niekodujace DNA jest fragment
0 nazwie HACNSL, warunkuje on powstanie specyficznych ludzkich cech takich jak
przeciwstawne kciuki. Rowniez sekwencja ta jest odpowiedzialna za zmiang anatomicz-
nego wygladu stop umozliwiajaca wyprostowany chod dwunozny [28]. Czeg$¢ nieak-
tywnego materialu wykazuje neutralny wptyw na organizm, wydaje si¢, ze zostat on
zachowany jako ,,brudnopis ewolucji”. Posiadanie puli nieaktywnych pseudogenow
posiada te zalete, ze moga one na dalszej drodze ewolucji by¢ modyfikowane i ponow-
nie aktywowane [45, 54]. Regulacja ekspresji gendow odegrata jedng z wazniejszych rol
w ewolucji cztowieka [7, 55].

Linie ewolucyjne cztowieka i szympansa rozeszly si¢ w przyblizeniu 6 milion6éw lat
temu. Ludzki mézg rozni si¢ od innych naczelnych. Ludzka kora nowa rdzni si¢ od kory
innych malp cziekoksztaltnych pod kilkoma istotnymi wzglgdami, w tym zmienionym
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cyklem komorkowym, przedtuzonym procesem powstawania kory moézgowej i zwigk-
szonym jej rozmiarem. Pojemno$¢ mozgoczaszki jest trzykrotnie wigksza niz u innych
naczelnych, a ludzka kora mézgowa zawiera najwigcej neuronow, bo okoto 85 miliardow.
Z szympansami dzielimy okoto 99% genow, za to réznic jest wigcej w sekwencjach
niekodujacych DNA, ktore mogg brac¢ udziat w kontroli ekspresji i obrobki biatka [7].
Homo sapiens wyrdzniaja tez rozwinigte zdolnosci poznawcze jak zdolnos¢ abstrakcyj-
nego myslenia, planowania dlugoterminowego, zdolno$¢ do tworzenia ztozonych jezy-
kéw 1 kultury. Innym przyktadem jest sekwencja stuzaca jako wzmacniacz ekspres;ji,
ludzka wersja wzmacniacza ekspresji HARES genu receptora FZD8 zmienia czas cyklu
nerwowej komorki progenitorowej i rozmiar mézgu. FZD8 jest wzmacniaczem regu-
lacji genow podczas rozwoju embrionalnego, mutacje specyficzne dla cztowieka moga
zmienia¢ wzorce ekspresji [56]. W badaniach nad réznicowaniem si¢ komorek Homo
sapiens i Pan troglodytes w tkanke nerwowa zauwazono, ze znaczng rol¢ odgrywaja
sekwencje niekodujace kontrolujgce miejsce ekspresji, czas i dlugos¢ trwania. I1o$¢
specyficznych biatek i ich proporcje odgrywaja wazng role na etapie rozwoju mozgu
W okresie prenatalnym, odgrywaja one kluczowa rolg w okresie embrionalnym [7]. Re-
giony te sg nazywane HARs (ang. Human Accelerated Regions). Do tej pory zidentyfi-
kowano 3000 niekodujacych regionow HARs. Zaburzenia w ich funkcjonowaniu mozna
powigzac¢ z chorobami neurologicznymi, jak np. autyzm czy schizofrenia. Prawdopo-
dobnie czg$¢ chordb neurologicznych jest spowodowana zaburzeniami w regionach
niekodujacych biatek, ale majacych udziat w kontroli ekspresji [57]. Przyktadem moze
by¢ biatko regulujace transkrypcje ZNF558, ktore podlega ekspresji u ludzi podczas
rozwoju komorek nerwowych przodomoézgowia, czego natomiast nie obserwuje si¢
u szympansow. Gen ZNF558 poczatkowo wyewoluowat jako regulator ekspresji grupy
elementow ruchomych, ale obecnie pelni funkcje w regulacji genu SPATA18 odpo-
wiedzialnego za prawidtowe funkcjonowanie mitochondriow. Ekspresja ZNF558 jest
kontrolowana przez dhugo$¢ niekodujacego strukturalnego elementu w DNA-VNTR
(ang. Variable Numer Tandem Repeats). U szympansow ta sekwencja mikrosatelitarna
jest dluzsza niz u ludzi [18]. Dlugo$¢ tego elementu moze mie¢ wptyw na ekspresje
genu 1 w ten sposob modulowaé rozwdj mézgu [58]. Zmiana w regionie HAR1, ktory
ewoluowal najszybciej od czasu rozdzielenia si¢ linii ewolucyjnej szympansa i czto-
wieka, doprowadzita do zmiany struktury RNA regionu HAR1 z niestabilnej spinki do
wlosow na strukture liscia koniczyny, co zmodyfikowato jego oddziatywanie na rozwdj
moézgu 1 rozwdj kory nowej, ktora uwazana jest za najmtodsza wyewoluowana czes¢
kory moézgowej [59]. Badania pokazaty, ze u ludzi wystgpuja specyficzne duplikacje
niekodujacego DNA-HSD (ang. Human Specific Duplications), ktorych nie obserwuje
si¢ u innych naczelnych i zwierzat, a ktére moga by¢ odpowiedzialne za powstanie
cech typowo ludzkich. Prawdopodobnie sg elementami regulatorowymi ekspresji genow,
moga oddzialywaé zaréwno z blisko potozonymi genami, jak i z tymi odlegltymi, co
oznacza, ze jedna duplikacja niekodujacego DNA moze wpltywac na wiecej niz regulacje
ekspresji pojedynczego genu, moze obejmowaé wigcej genow. Jako przyklad mozna
poda¢ duplikacj¢ regionu SRGAP2, ktora jest prawdopodobnie odpowiedzialna za wy-
ksztalcenie si¢ pewnych neurologicznych cech typowych dla homo sapiens, takich jak
zwigkszenie kory przedczolowe] oraz wytworzenie bardziej wydajnych synaps, ktore
s potaczeniami miedzy neuronami w moézgu [60]. Ewolucja aparatu stuchowego ssakoéw
przebiegata na skutek zar6wno ewolucji sekwencji kodujacych LOXHD1, TMC1, OTOF,
CDH23 i PCDH15, jak i licznych sekwencji niekodujacych, ktore byly wzmacniaczami
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transkrypcji, mogly one odgrywac¢ wazng role w funkcjonalnej przebudowie §limaka.
Ewolucje morfologiczng i funkcjonalng mozna osiaggna¢ poprzez zmiany molekularne
wplywajace zarowno na kodujace, jak i nickodujace regiony regulatorowe [61].

Zmiana ekspresji genu PRODH, ktory jest aktywny w hipokampie i pelni role
W metabolizmie neurotransmiteréw oraz kontroluje aktywno$¢ uktadu nerwowego, jest
skutkiem insercji LTR HERV-K, petnigcego funkcje regulatora ekspresji [30, 31].

Sposrod ludzkich INcRNA 40% ulega ekspresji specyficznej tylko w méozgu. Kora
mobzgowa jest najbardziej zaawansowang ewolucyjnie strukturg w ludzkim mézgu odpo-
wiedzialng m.in. za funkcje kognitywne. LncRNA biorg udzial w procesach neurorozwo-
jowych, ktore sugerowane sg jako lezace u podstaw ewolucji ludzkiego méozgu, w tym
prolife-racji, rozrostu neurytow i synaptogenezie, a takze w neuroplastycznosci.

Najbardziej zaawansowang strukturg mézgu jest kora mozgowa cztowieka, ktora
powstaje w ciggu pierwszych dwoch trymestrow cigzy z neuronalnych komorek macie-
rzystych znajdujacych si¢ w nabtonku cewy nerwowe;.

Czynnik transkrypcyjny REST indukuje ekspresje IncRNA RMST, ktory powoduje
rdéznicowanie neuronalne poprzez rekrutacje nerwowego czynnika transkrypcyjnego
SOX2 do kluczowych gendéw promujacych neurogeneze, takich jak DLX1, ASCII,
HEY?2 i SPS. Inne IncRNA uczestniczace w rozwoju mozgu to PNKY, ktory reguluje
roéznicowanie neuronalne zarodkowe i doroste. PNKY wraz z PTBPI1 regulujg eks-
presje i alternatywne skladanie naktadajgcego si¢ zestawu transkryptow 1 promujg neuro-
genezg. Sekwencja IncRNA PAUPAR, jesli ulegnie wytaczeniu, indukuje réznicowanie
si¢ komorek nerwowych w NEURO-2a komorkach nerwiaka. PAUPAR reguluje
ekspresje PAX6 lokalnie w sposdb cis oraz w sposob trans, PAUPAR 1aczy si¢ row-
niez z bialkiem PAX6 i moduluje aktywnos¢ gendow SOX2, NANOG, HES1 i E2F2.
RMST promuje réznicowanie neuronow, oddziatuje z SOX2 w celu regulacji gendw
kontrolujacych neurogeneze, w tym ASCIL1 i DLXL1.

TUNA reguluje pluripotencje i réznicowanie nerwowe, tworzy kompleks powigzany
z trzema biatkami PTBP1, hnRNP-K i NCL.

Linc-BRN1b kontroluje rozwdj kory moézgowej. Regulacja genu BRN1 odbywa sig
W Sposob cis.

Sekwencja GOMAFU kontroluje rozw¢j siatkowki i rozw6j neuronalny, defekty
W jej funkcjonowaniu sg powigzane z wystepowaniem schizofrenii. GOMAFU reguluje
sktadanie gendéw neuronalnych, w tym DISC1, ERRB4 i WNT7B, prawdopodobnie
przez wspotdziatanie z czynnikami splicingu SF1, SRSF1 i QKI.

Zaburzenie w sekwencji IncRNA DALI hamuje w komorkach Neuro-2a w neuro-
blastomie roznicowanie neuronéw indukowane przez kwas retinowy. DALI utrzymuje
ekspresje BRNI, a takze sekwencja DALI wspoldziala z DNMT1, regulujac DNA
uczestniczacy w metylacji promotoréw zwiazanych z wyspa CpG, wspotdziata z BRN1
w celu regulacji ekspresji neuronalnej genéw réznicujacych. Ubytek sekwencji IncRNA
BDNF-AS promuje rozw0j przerostu neurondw i neurogenez¢ u dorostych, represje
genu czynnika wzrostu BDNF przez rekrutacje ChRL2 do locus BDNF. BC1/BC200
reguluje pobudliwo$¢ synaptyczna, rotacje i plastycznos¢, thumi lokalne translacje
W synapsach poprzez interakcje z FMRP i czynnikiem translacyjnym, takimi jak elF4a
i biatkiem wiazacym poli(A).

MALAT1 promuje dojrzewanie dendrytéw i synaptogenez¢ w neuronach hipokampu,
wigze si¢ z czynnikami splicingu rodziny SR, aby kontrolowa¢ ekspresj¢ czasteczek
synaptycznych [41].
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3.2. Znaczenie medyczne

Ponad potowa poronien nie ma poznanego podloza genetycznego, by¢ moze sa za
nie odpowiedzialne zmiany transpozonowe w nickodujagcym DNA [2]. Pewne rodzaje
nowotworow sg powodowane przez zmiang aktywnosci telomerazy, kontrolujaca dtu-
gos¢ telomerow, ktore skracaja si¢ przy kazdym podziale, co skutkuje procesami starzenia
i w efekcie $miercig. Niektore komorki z zaktocong aktywnoscig telomerazy nie skra-
caja swoich telomerow, takie sytuacje czesto obserwuje si¢ w komdrkach nowotworo-
wych. Zmiana aktywnosci telomerazy moze by¢ skutkiem zmian w ,,$§mieciowym DNA”.
Badania dowiodly zaleznosci migdzy dtugoscig sekwencji VNTR2-1 a czgstoscig zacho-
rowania na nowotwory. Posiadanie dtuzszych sekwencji w tym regionie zwicksza
prawdopodobienstwo zachorowania. Usunigcie tej sekwencji z komorek rakowych
zatrzymywato rozwdj nowotworu zarowno w komoérkach Mus musculus, jak i Homo
sapiens [61, 62]. ,.Smieciowe geny” moga mie¢ udziat w roznicowaniu sie komorek
zarodka, w szczegolno$ci komodrek nerwowych, a zaburzenia w ich obrgbie moga
skutkowac¢ procesami nowotworzenia, jak i neurodegeneracyjnymi [63]. ROwniez inne
niekodujace sekwencje jak PANDA, DINO, GUARDIN, CCAT1-L, PVTI1 powigzano
z procesami nowotworzenia [43]. Badania nad rolg duplikacji niekodujgcych fragmentow
takich jak SRGAP2 mogg w przysztosci pomdc zrozumie¢ ich role w funkcjonowaniu
moézgu i rozwoju takich choréb jak schizofrenia, autyzm czy epilepsja [60]. Endogenne
retrowirusowe DNA moze by¢ odpowiedzialne za powstawanie wielu chorob. Pewne
sekwencje HERV mogg by¢ odpowiedzialne za powstawanie wielu chordb autoimmu-
nologicznych. Wirusy endogenne moga rowniez indukowac¢ odpowiedz uktadu immu-
nologicznego, powodujac stany zapalne. Obserwuje sie zwiekszong aktywno$¢ HERV-E
w limfocytach T u 0s6b chorujgcych na toczen rumieniowaty. U 0sob chorujacych na
stwardnienie rozsiane obserwuje sie¢ zmian¢ ekspresji trzech sekwencji retrowiru-
sowych HERV-H, HERV-W, HERV-K. Choroba neurodegeneracyjna polega na prze-
nikaniu limfocytdow przez bariere krew—mozg i niszczeniu ostonek mielinowych
W tkance nerwowej. Immunosupresyjne wlasciwosci sekwencji retrowirusowych, ktore
sq zaletg przy tworzeniu fozyska, majg negatywne znaczenie w tkankach nowotworo-
wych, ktore bardzo czgsto wykazuja zwigkszong ilo§é transkryptow sekwencji HERV-
K/HML w czerniaku, zwigkszong ilo§¢ przeciwcial przeciwko biatkom HERV-
K/HML-2 obserwuje si¢ rowniez u pacjentow z rakiem jader [31]. Ekspresja IncRNA
BACE1-AS w mozgu jest powigzana z choroba Alzheimera. LncRNA BACE1-AS
zwigksza stabilnos¢ BACEI, mRNA zwigksza produkcje biatka BACE1 poprzez
tworzenie dupleksow z BACEI mRNA, co prowadzi do zwiekszenia stabilnos$ci tego
mRNA i ilo$ci produkowanego biatka [39].

W kontroli wyksztalcania si¢ mézgow u ssakow bierze udziat az 40% znanych trans-
kryptow IncDNA, biorg one udzial w wyksztatcaniu si¢ neurondéw, jak i ich regeneracji.
Podczas uszkodzenia mézgu czynnik cis regulujacy SILCI jest niezbedny w aktyw-
nosci SOX11 do regeneracji nerwéw. Zaburzenia w funkcjonowaniu pewnych IncRNA
sa powigzane z chorobami neurodegeneracyjnymi jak choroba Parkinsona, plasawica
Huntingtona, stwardnienie zanikowe boczne, choroba Alzheimera [43]. LncRNA
bierze tez udzial w hemopoezie i odpowiedzi uktadu odpomosciowego. Sekwencja
IncRNA Inc13 jest powigzana ze stanami zapalnymi, mutacja typu SNP (ang. Single
Nuclotide Polimorfism) polegajaca na zmianie pojedynczego nukleotydu w sekwencji
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moze oddziatywac na poziom ekspresji Inc13 i zwigksza¢ go, co zwigksza predyspo-
zycje do choroby trzewnej, celiakii.

Zwicksza si¢ swiadomo$¢ dotyczaca roli sekwencji niekodujacych w terapii wielu
choréb, metoda zwana ASOs (ang. Antisense Oligonucleotides), antysensowne oligo-
nukleotydy wiaza si¢ do specyficznych sekwencji genomu, np. do miejsca startu trans-
krypcji, i moga zmniejsza¢ poziom IncRNA w komoree, co jest celem terapii. ASOs
moga by¢ tez wykorzystywane do tworzenia struktur trojniciowych DNA-RNA-DNA
do modulowania ekspresji, a takze moga powodowa¢ modyfikacje chemiczng DNA
[43]. Innym sposobem wykorzystania sekwencji niekodujacych do celow terapeutycz-
nych jest wykorzystanie IncRNA do taczenia si¢ z INCRNA i blokowaniem jego dalszej
interakcji [43]. Rowniez system CRISPR-Cas jest wykorzystywany do zmiany sek-
wengcji i modyfikacji dziatania niekodujgcego RNA [43].

4. Podsumowanie

Rola sekwencji kodujacych biatka w ksztaltowaniu fenotypu moze by¢ przeszaco-
wana, w ostatnim czasie postep w dziedzinie bioinformatyki i sekwencjonowania ge-
nomow, a takze bazy danych obejmujace genomy, transktyptomy i proteomy pomogly
zrozumie¢ w wickszym stopniu proces ksztattowania si¢ cech. Jak przedstawiono
w tym artykule przegladowym, za ekspresje cech odpowiadajg rowniez sekwencje nie-
kodujace biatek, ktore regulujg aktywnos¢ gendw oraz wydajnos¢ translacji. Aktywnosé
sekwencji niekodujgcych jest bardzo wazna podczas rozwoju embrionalnego, jak row-
niez specyficzna dla réznych tkanek. Pewne cechy swoiscie ludzkie mogg by¢ powia-
zane ze zmianami ewolucyjnymi w obrebie sekwencji niekodujacych. Regulacja
aktywnoS$ci nastgpuje na rdéznych poziomach organizacji komoérkowe;j, biorg tu udziat
zarOwno procesy epigenetyczne, pretranskrypcyjne, transkrypcyjne, obrobka potrans-
krypcyjna, modyfikacja translacji, obrobka potranslacyjna oraz czynniki regulatorowe
ekspresji gendéw. Nalezy rozwazy¢, czy tradycyjny dogmat Gen-Biatko-Cecha jest
wlasciwy. W artykule przedstawiono, ze za zmiany lub wyksztatcanie sie¢ cech moga
by¢ odpowiedziane rowniez sekwencje niekodujace bialek. Nalezy dalej badac role
niekodujacych sekwencji celem lepszego poznania ich roli, bowiem juz dzi§ z wyko-
rzystaniem niekodujacych sekwencji prowadzi si¢ terapie niektorych chordb.

Uwagi ogolne/Podzi¢kowania

Chciatbym podzigkowa¢ mojej mamie Barbarze za ciggla pomoc i wsparcie
W walce z moja niepelnosprawnoscia oraz zachecanie mnie do realizacji moich marzen
i aspiracji naukowych, moja mama zawsze byta dla mnie wzorem. Chciatbym réwniez
podzickowa¢ mojej zonie Kasi, za motywacje i rados¢, jaka wniosta w mojej zycie,
oraz mojemu tacie Wiestawowi.
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Konrad Pawlak
Genom czlowieka — rola ,,Smieciowego DNA”

Streszczenie

Niniejszy artykut stanowi przeglad aktualnej wiedzy na temat roli niekodujacego DNA w genomie cztowieka.
Jest to catosciowy przeglad tematyczny aktualnej wiedzy uwzglgdniajacy rézne poziomy organizacji ko-
morkowej od modyfikacji chemicznych i strukturalnych chromatyny, przez czynniki transkrypcyjne, proces
transkrypcji, czynniki translacyjne, obrobke potranslacyjng, degradacj¢ i transport produktéw. W publi-
kacji przedstawiono takze rol¢ niekodujacych sekwencji w ewolucji gatunku homo sapiens i medycynie;
przedstawione zostaty glowne hipotezy i badania na temat roli sekwencji niekodujacych w genomie homo
sapiens. Z dotychczasowego stanu wiedzy wylania si¢ coraz wigksza rola sekwencji niekodujgcych biatka
w ksztaltowaniu cech, ewolucji oraz w patogenezie i terapii choréb. W najblizszym czasie powinno si¢
zrewidowaé poglad, ze to tylko produkty biatkowe genéw odpowiadajg za fenotyp. Nalezy wprowadzi¢
cato$ciowe podejscie do interpretacji wynikoéw, zwigkszajac rolg niekodujacych sekwencji genomowych
i transkryptomu.

Stowa kluczowe: genom, transkryptom, niekodujace DNA, smieciowe DNA

Human genome — the role of ,,junk DNA”

Abstract

This article provides an overview of the current understanding of the role of non-coding DNA in the
human genome. It is a comprehensive overview of the current knowledge on the subject, taking into
account different levels of cellular organization from chromatin chemical and structural modifications,
through transcription factors, the transcription process, translational factors, post-translational processing,
degradation and transport of products. The publication also presents the role of non-coding sequences in
the evolution of the homo sapiens species and in medicine, the main hypotheses and research on the role of
non-coding sequences in the homo sapiens genome are presented. The current state of knowledge shows an
increasing role of non-coding sequences of proteins in shaping traits, evolution, and in the pathogenesis
and therapy of diseases. In the near future, the view that it is only the protein products of genes responsible
for the phenotype should be revised. A holistic approach to the interpretation of results should be
introduced, increasing the roles of non-coding genomic sequences and the transcriptome.

Keywords: genome, transcriptome, non-coding DNA, junk DNA

36



Mikotaj Danielewskil, Jarostaw Walkowiak?, Karolina Wielgus3

Wspolczesne choroby cywilizacyjne — czego mozemy sie¢
dowiedzie¢, analizujac genomy starozytnych populacji?

1. Wprowadzenie

Badania kopalnego DNA (aDNA, ang. ancient DNA) maja swoje poczatki w 1984
roku, kiedy Russel Higuchi wraz z zespotem wyizolowat krotkie fragmenty DNA
Z wysuszonego migsnia niezyjacego od 140 lat muzealnego osobnika z wymarlego
gatunku kwaggi (Equus quagga gquagga). Dwa fragmenty mitochondrialnego DNA
0 dhugosci 117 1 112 pz poddano sekwencjonowaniu, a uzyskane sekwencje poréwnano
z genomem zebry. Na 229 analizowanych pozycji w 12 zaobserwowano rozbieznosci,
przy czym 10 z nich nie skutkowato zmiang kodowanego aminokwasu. Na podstawie
ilosci, lokalizacji oraz natury zaobserwowanych substytucji badacze doszli do wniosku,
iz w uzyskanym materiale genetycznym modyfikacje posmiertne sg nieliczne lub catko-
wicie nieobecne [1].

Zaledwie rok pozniej, w 1985 roku, Svante Pédbo zsekwencjonowat fragment
jadrowego DNA pochodzacego z 2500-letniej egipskiej mumii. Jako Zze miato to
miejsce jeszcze przed powszechnym wykorzystaniem technologii PCR (ang. polymerase
chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy), znalezienie materialu genetycznego
odpowiedniego do klonowania wymagato przeanalizowania probek z 23 réznych mumii,
z ktorych tylko jedna zawierata materiat na tyle niezdegradowany, iz mogt mogt zostaé
wykorzystany do dalszych badan. Otrzymany wynik klonowania zawieral fragmenty
0 dtugosci 3,4 kpz, ktorych sekwencja zawierata transpozony Alu [2].

W obu wyzej wspomnianych przyktadach wyizolowany DNA odznaczat si¢ wysokim
stopniem fragmentacji (wigkszos¢ uzyskanych fragmentow byta krotsza niz 500 pz)
oraz niskim stgzeniem (okoto 5% wartosci oczekiwanej w przypadku $wiezych tkanek),
co, razem z nastepujaca po $mierci organizmu modyfikacjg zasad, stanowi charaktery-
styczne cechy aDNA. Najczestsza przyczyng posmiertnych uszkodzen DNA sa reakcje
hydrolityczne, ktore mogg prowadzi¢ do przerwania nici albo bezposrednio poprzez
hydrolize wigzania fosfodiestrowego pomigdzy reszta kwasu fosforowego a deoksyry-
boza albo posrednio na skutek hydrolizy wigzania glikozydowego pomiedzy deoksy-
ryboza, a zasada azotowa. Druga sytuacja prowadzi do powstania miejsc apurynowych
i apirymidowych, ktore nie tylko nie niosa informacji na temat sekwencji, ale rowniez
sa bardziej podatne na zajscie reakcji B-eliminacji skutkujacej przerwaniem nici.
Efektem reakcji hydrolitycznych jest rowniez deaminacja zasad azotowych, najczesciej
cytozyny do uracylu, ktéra skutkuje zmiang informacji genetycznej niesionej poprzez
ni¢ DNA [3-9]. Dodatkowo kopalny DNA pozyskiwany jest najczesciej z koSci oraz

! mikolaj.danielewski@student.ump.edu.pl, Klinika Gastroenterologii Dzieciecej i Chorob Metabolicznych,
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zgbow, ktore zostaly wydobyte z gleby, totez materiat zawsze bedzie skazony DNA
mikroorgaznizméw wiasciwych dla srodowiska, z ktérego zostat on pobrany. Co
wigcej, skazanie materialu moze nastapi¢ rowniez poprzez pracownikow podczas wy-
dobycia, transportu, przechowywania lub pobierania probek ze szczatek. Zanieczysz-
czenia badanej proby materiatem genetycznym badacza jest szczeg6lnie trudne do
unikniecia w przypadku badan szczatkow ludzkich, kiedy wykrycie oraz zidentyfiko-
wanie go jest bardzo trudne [10, 11].

Opracowanie, rozpowszechnienie, a takze rozwdj i adaptacja do potrzeb badan
aDNA techniki PCR pozwolity pokona¢ przeszkodg, jaka stanowita niska zawartos$¢
aDNA w badanym materiale, co w rezultacie spowodowalo gwattowny rozwoj paleo-
genomiki. Wysoka czuto$¢ PCR stanowi jednak ryzyko w badaniach kopalnego DNA,
w postaci amplifikacji fragmentéw DNA pochodzacych z zanieczyszczen, a nie z endo-
gennego materialu genetycznego. W konsekwencjg ukazaty si¢ publikacje donoszace
0 spektakularnych dokonaniach takich jak otrzymanie materiatu genetycznego z kosci
dinozauréw czy z inkluzji bursztynowych [12-15], ktérych prawdziwos¢ ostatecznie
zostala zakwestionowana. W odpowiedzi na rosngcy problem wiarygodnosci wynikoéw
badacze opracowali kryteria wiarygodnos$ci oraz rygorystyczne zasady dotyczace
praktyki laboratoryjnej minimalizujace ryzyko skazenia [10, 16].

Najbardziej przelomowym osiggnigciem dla paleogenomiki bylo opracowanie
sekwencjonowania nowej generacji (NGS, ang. next-generation sequencing), ktore
W polaczeniu z nowoczesnymi narzedziami bioinformatycznymi nie tylko uczynilto
sekwencjonowanie bardziej ekonomicznym i bardziej wydajnym, ale rowniez pozwolito
obej$¢ czg$¢ z ograniczen typowych dla badan aDNA [11].

Dzigki NGS w ostatnim 10-leciu masowo ukazywaty si¢ dane odnosnie do sekwencjo-
nowania genomow ludzi, w tym osobnikéw z czasoéw prehistorycznych [17-20]. Uzy-
skane bogactwo danych pozwala na rekonstrukcje historii naszego gatunku w aspekcie
wydarzen demograficznych takich jak emigracja z Afryki, utrata zr6znicowania gene-
tycznego na skutek migracji, krzyzowanie si¢ z innymi hominidami, a takze daje mozli-
wos¢ analizy mechanizméw doboru i prowadzacych do adaptacji do warunkéw klima-
tycznych, zywieniowych oraz stopnia narazenia na infekcje wywotane przez rézne
patogeny (wirusy, bakterie, patogeny grzybowe).

Dodatkowo zmiany w DNA, ktore niegdy$ mialy znaczenie adaptacyjne, obecnie
moga stanowi¢ czynniki ryzyka dla rozwoju choréb. Sekwencjonowanie nowej generacji
w badaniach prehistorycznych populacji umozliwito wskazanie w genomie anatomicznie
wspolczesnych ludzi sekwencji odziedziczonych po Neandertalczykach, z ktorych
wiele jest tozsamych z genami uczestniczacymi w m.in. metabolizmie thuszczow, odpor-
noscig na infekcje oraz zaburzeniami behawioralnymi (w szczegdélnosci depresja).
Zidentyfikowano rowniez allele odpowiadajace za rozwoj chordb takich jak: toczen,
pierwotna marskos¢ zotciowa, choroba Lesniowskiego—Crohna, celiakia, jaskra, cukrzyca
typu 2, nadkrzepliwos$¢, uzaleznienie od tytoniu [21-23].

2. Choroby cywilizacyjne a ich powigzanie z wariantami rzadkimi

Celem tej pracy jest omdwienie badan nad kopalnymi genomami, w ktorych wykryto
warianty gendw powigzane z rozwojem chorob cywilizacyjnych oraz odpowiedzenie
na pytanie, czego mozemy si¢ dowiedzie¢ na temat tych chorob dzigki analizie infor-
macji dotyczacych genomow starozytnych populacji.
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Choroby cywilizacyjne mozna okresli¢ jako niezakazne, chroniczne choroby, ktore
w przewazajacej wigkszosci dotycza tylko populacji Europy Zachodniej oraz Ameryki
Pomocnej. Nalezag do nich m.in.: otyloé¢, cukrzyca, choroby sercowo-naczyniowe,
choroby autoimmunologiczne, choroby nowotworowe, Alzheimer. Choroby te zastgpity
choroby zakazne jako wiodace przyczyny zgonu w XXI wieku. Ich podloze jest
ztozone, tj. wskazanie pojedynczego czynnika w pelni za nie odpowiedzialnego nie jest
mozliwe. W wiekszos$ci przypadkow podejrzewa si¢ wspotdziatanie czynnikow $rodo-
wiskowych, genetycznych oraz zywieniowych. Jakkolwiek udziat czynnika genetycz-
nego w rozwoju wigkszo$ci choréb cywilizacyjnych jest niekwestionowalny, to badania
asocjacyjne catych genoméw do tej pory odniosty jedynie czesciowy sukces w identy-
fikowaniu gendéw predestynujgcych. Aktualnie podejrzewa sig¢, iz odpowiedZ moga
stanowi¢ rzadkie warianty genow, ktore do tej pory pomijane byly w tego typu bada-
niach [21-23].

W przeciwienstwie do czgstych wariantow genetycznych (alleli), ktore mozna zaob-
serwowa¢ w wielu roznych populacjach, wigkszo$¢ wariantdw rzadkich jest charakte-
rystyczna wylacznie dla konkretnych populacji. Ponadto allele rzadkie majg z reguly
silniejszy negatywny efekt — w szczegdlnosci te, ktore nie wystepuja poza dang popu-
lacja. Rzadkie allele sg aktualnie przedmiotem wielu dyskusji, jako ze podejrzewa sie,
iz mogg one stanowi¢ czynnik ryzyka dla wielu pospolitych choréb i mogg by¢ powia-
zane z chorobami o wczesnym poczatku (ang. early-onset disease) [22].

Zgodnie z najpopularniejsza obecnie teorig choroby cywilizacyjne wynikajg z braku
genetycznego przystosowania cztowieka wspdtczesnego do warunkow srodowiskowych,
w ktorym przyszio mu zy¢. Problemem jest fakt, ze w ciggu ostatnich 10 000 lat (przejscie
z towiecko-zbierackiego trybu zycia na rolniczy), a w szczegdlnosci w ostatnich 250
latach (gwaltowny rozwdj cywilizacji) styl zycia cztowieka ulegt drastycznej zmianie.
Tymczasem, jako ze okres ten w perspektywie zdarzen ewolucyjnych jest stosunkowo
krétki, genom ludzki pozostat w glownej mierze niezmieniony [21, 22, 24].

Stanowcza wigkszo$¢ obecnie znanych szkodliwych wariantow wylonita si¢ jednak
W ciggu ostatnich 10 000 lat i, z racji ze nie minal jeszcze odpowiednio dhugi okres,
azeby dobor oczyszczajacy usunat je z populacji, ich negatywny efekt jest relatywnie
silny [26].

W ciagu ostatnich 100 000 lat ludzkie populacje przeszty radykalne zmiany w wyniku
zachodzenia zjawisk demograficznych takich jak migracje, efekty zalozyciela oraz
efekt waskiego gardta. W takich warunkach, mimo iz procesy selekcyjne powinny dzia-
fa¢ na niekorzys¢ szkodliwych wariantow, te moga zwigkszy¢ czestotliwosci, szcze-
gblnie gdy ich negatywny efekt jest relatywnie staby. Jest to obserwowane m.in. dla
populacji powstatych w wyniku migracji z Afryki — efekt waskiego gardia, ktory
W rezultacie na nie zadziatal, sprawil, iz obecne populacje nieafrykanskie maja wigkszy
stosunek szkodliwych alleli istotnych funkcjonalnie gendw niz populacje afrykanskie [25].

Poniewaz szkodliwe warianty genetyczne powinny podlega¢ dziataniu presji oczysz-
czajacej, mozemy zalozy¢, iz geny noszace Slady jej dziatania powigzane sg z wystgpo-
waniem chordb. Badania genetyczne populacji z przeszlosci pozwalaja zatem na
identyfikacje genow predestynujagcych w oparciu o zmiany czestosei ich alleli [21, 22].

W kontrascie do genow odpowiedzialnych za rozw¢j typowych chordb genetycz-
nych (tj. dziedziczonych zgodnie z rozktadem Mendlowskim) geny powigzane z choro-
bami zlozonymi, w tym m.in. chorobami cywilizacyjnymi, nosza mniej wyrazne $lady
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dziatania selekcji oczyszczajacej. Jest to po czesci zrozumiale, zwazywszy na ich rela-
tywnie nizszy poziom szkodliwosci. Nie wyjasnia to jednak faktu obecnosci sladow
dziatania selekcji pozytywnej — innymi stowy, dlaczego osobniki je posiadajagce mialy
wigkszg szans¢ na sukces rozrodczy [14]. Tlumaczy¢ to moze teoria tzw. modelu
podatnosci przodkéw (ang. ancestral susceptibility model), wedtug ktorej odziedziczone
po przodkach allele, stanowigce przystosowanie do zycia w niegdysiejszych warunkach,
moga stanowi¢ czynnik ryzyka w warunkach odmiennych. Na poparcie tej teorii mozna
przytoczy¢ kwestie wariantow, ktore ulegly doborowi w populacjach afrykanskich ze
wzgledu na ochrong przed malarig i trypanosomatoza, predysponujace wspotczesnie
kolejno do anemii sierpowatej oraz ogniskowego segmentalnego stwardnienia ktebusz-
kow nerkowych (FSG, ang. focal segmental glomerulosclerosis) [27, 28].

W zgodzie z powyzsza teorig stoi oparta na danych epidemiologicznych hipoteza
tzw. oszczednego genotypu (ang. thrifty genotype), wedlug ktorej wysoka czestotliwosé
wystepowania otyltosci i cukrzycy typu 2 we wspoétczesnych populacjach spowodowana
jest przez allele, ktore w przesztosci ulegaly dziataniu pozytywnej selekcji przez wzglad
na adaptacje do okresow glodu poprzez wydajne magazynowanie tluszczow i weglo-
wodanéw. Przyktadowo sadzi sig, iz wariant genu CREBRF pelnit wiaénie takg funkcje
i jest on aktualnie powigzany z wystepowaniem cukrzycy typu 2 oraz otytosci [25, 29].

Podobng zalezno$¢ obserwujemy w przypadku wariantu genu SLC22A4 (tab. 1),
ktory niegdys$ stanowil przystosowanie do niedoboru ergotioneiny (pochodna histydyny,
bedaca silnym antyoksydantem), natomiast obecnie taczony jest z predyspozycja do roz-
woju zespohu jelita drazliwego, wrzodziejacego zapalenia jelita grubego oraz celiakii [30].

Model podatnos$ci przodkow wydaje si¢ by¢ takze zgodny z hipoteza higieny, ktora
wskazuje, ze uktad odpornosciowy cztowieka, ewoluujacy w warunkach wysokiego
stopnia narazenia na patogeny, jest nieprzystosowany do rzadszego kontaktu z pato-
genami wynikajacego z wprowadzenia powszechnej higieny, a takze zastosowania
antybiotykow oraz szczepionek we wspotczesnych populacjach krajow wysokorozwi-
nigtych. Rezultatem tego nieprzystosowania jest zwigkszona czestotliwos$¢ alergii oraz
chordb zapalnych 1 autoimmunologicznych. Badania asocjacyjne catych genoméw
wskazaly, ze warianty genetyczne skojarzone z podatnos$cia na takie choroby wykazuja
silny dobor pozytywny, co potwierdza zarowno model podatnosci przodkow, jak
i hipoteze higieny [31, 32].

Badania przeprowadzone przez Nakagome i wsp. oraz Deshamps i wsp., w ktorych
skupiono si¢ na ocenie wieku sygnatéw doboru w genomie ludzkim pokazaty tez, iz
W okresie poczatkow rolnictwa miato miejsce wiele proceséw selekcyjnych dotyczacych
genéw powigzanych z wrodzonym uktadem odpornosciowym oraz ze allele stano-
wigce czynniki ryzyka dla chordb autoimmunologicznych wytonity sie w tym wtasnie
okresie. Potwierdza to wplyw rozwoju rolnictwa oraz hodowli zwierzat na zmiane
W ekspozycji oOwczesnego cztowieka na roznego rodzaju patogeny, a takze nastepujace
w jej rezultacie zmiany przystosowawcze w obrebie uktadu odpornosciowego, co
zbiezne jest z modelem podatnosci przodkow [33, 34].

3. Choroby cywilizacyjne w kontekscie analizy antycznych genoméw

Wspotczesnie anatomiczny cztowiek wywodzi si¢ od Homo heidelbergensis, ktory
opuscit Afryke okoto 700 tys. lat temu [35]. Hominid ten jest tez przodkiem dwodch
wymartych, archaicznych form: Homo sapiens neanderthalesis zamieszkujacego Eurazje
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oraz Homo sapiens denisova, ktorego szczatki znaleziono na Syberii w gorach Attaj
[20, 36]. Na podstawie analizy genomow Neandertalczykdéw ustalono poziom migracji
gen6w do genomu anatomicznie wspoiczesnych ludzi (Homo sapiens sapiens), na
warto$¢ okoto 6-9%. Wraz z uptywem czasu obserwuje si¢ spadek zawartosci Nean-
dertalskiego DNA z 6% do obecnie 2%, co badacze interpretujg jako dobor oczysz-
czajacy zwigzany z mniejsza ptodnoScig mieszancoéw [37]. Denisowianie natomiast
mieszali si¢ z anatomicznie wspotczesnymi ludzmi w Azji 1 Oceanii, ale nie w Europie.
Dodatkowo domieszka DNA Denisowian w netywnych populacjach Oceanii jest zna-
cznie mtodsza niz domiszka Neandertalczykow [38, 39]. Wigkszo$¢ regionéw genomu
anatomicznie wspotczesnych ludzi pochodzenia neandertalskiego ulegta dziataniu
wspomnianego wczesniej doboru oczyszczajacego, ale sg rowniez regiony o wysokim
Stopniu zachowania, dla ktorych stopien podobienstwa moze wynosi¢ nawet do 64%
dla populacji europejskich. Niektore z tych regionow tozsame sg z allelami zwigzanymi z
rozwojem takich chorob jak toczen, pierwotna marsko$¢ zotciowa, choroba Les-
niowskiego—Crohna, cukrzyca typu 2, nadkrzepliwo$¢ (tab. 1) [40]. Pojawiajg si¢
rowniez dowody wskazujace na to, ze cze$¢ z klastrow odziedziczonych od Neandertal-
czykow miata znaczenie adaptacyjne, np. w postaci genow zwigzanych z odpowiedzig
na infekcje (HLA, Kklaster OAS, klaster TLR6-TLR1-TLR10). Szczegolnym przyktadem
sg geny katabolizmu lipidow, ktére noszg $lady niedawnego doboru pozytywnego
wsrdd Europejezykow, ale nie Afrykanczykow czy Azjatow [41]. Przypuszcza sie, iz
niektore z archaicznych wariantow genetycznych mogly utatwié przystosowanie si¢
anatomicznie wspotczesnych ludzi do zmian wynikajacych z migracji np. do $rodo-
wiska o chtodniejszym klimacie oraz zmian w diecie i ekspozycji na nowe patogeny.

W badaniu przeprowadzonym przez Mathiesona i wsp. sekwencjonowaniu poddano
230 kopalnych probek pochodzacych od osobnikow, ktorych szczatki zebrano z obszaru
Eurazji, z okresu od 6500 do 300 lat p.n.e. Badanie pozwolilo na identyfikacje alleli,
ktorych czg$¢ ulegata drastycznym zmianom. Wskazano 12 wariantow genetycznych
gendéw noszacych Slady silnego doboru pozytywnego. Wyrdézni¢ mozna geny wply-
wajace na metabolizm kwasow thuszczowych oraz biosynteze witaminy D, a takze
powigzane z rozwojem celiakii (gen SLC22A4). Ponadto wykryto geny zwigzane
z uktadem odpornosciowym, jakim jest klaster TLR1-TLR6-TLR10 utozsamiany z podat-
noscig na choroby zakazne, i geny odpowiadajace za pigmentacj¢ skory (SLC45A2)
(tab. 1). Szczegblnie wyraznie uwidocznit si¢ tez polimorfizm odpowiedzialny za mozli-
wos$¢ trawienia laktozy. Wykazano réwniez, ze allel ten wylonil si¢ o wiele pdzniej
(okoto 4000 lat temu) niz dotychczas zakladano w oparciu o wyniki analiz staty-
stycznych [30].

Kolejne ciekawe badanie zaprezentowat zesp6t Priifer i wsp. Dokonali oni sekwencjo-
nowania genomu Neandertalczyka z jaskini Vindija w Chorwacji. Porownanie genomu
badanego Neandertalczyka do genomu innego Neandertalczyka, ktorego szczatki
odnaleziono w Goérach Attaj na Syberii uwidocznity, iz byt on blizej spokrewniony
z Neandertalczykami, ktorzy krzyzowali si¢ z anatomicznie wspotczesnymi ludzmi
zamieszkujgcymi obszary poza Afryka Subsaharyjska. W badanym genomie wykryto
m.in. allele genow powigzanych z wystgpowaniem schizofrenii, reumatoidalnego zapa-
lenia stawow, zaburzeniami odzywiania, a takze wptywajace na: poziom cholesterolu
LDL i witaminy D w osoczu krwi, reakcje pacjentow na leki antypsychotyczne oraz
akumulacje thuszczu trzewnego (tab. 1) [18].
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Toczen rumieniowaty uktadowy jest choroba autoimmunologiczng (SLE, ang.
Systemic Lupus Erythematosus) dotykajaca rocznie 1-10 0s6b na 100 000. W wigkszosci
badan kobiety stanowig ponad 90% zdiagnozowanych przypadkéw, przy czym
najczesciej chorujg kobiety po 40 roku zycia. Dodatkowo SLE jest do 4 razy czgstszy,
a takze cigzszy w przebiegu u 0sob spoza rasy kaukaskiej. Mimo postepdéw w zakresie
opieki medycznej i wzrostu przezywalnosci posrod pacjentdow cierpiacych na toczen
choroba ta jest czgsto wysoce dokuczliwa i negatywnie wplywa na jako$¢ zycia
pacjentdéw. W potaczeniu z potencjalnym ograniczeniem sprawno$ci w pracy oraz
nieuleczalnoscia tego schorzenia SLE skutkuje wysokimi kosztami bezposrednimi
(koszty leczenia pacjenta) oraz posrednimi, czyli zwigzanymi z nizszymi zarobkami
i mniejszg konkurenCyjnoscig na rynku pracy [42]. Poréwnujac genomy neandertalskie
z 1004 genomami wspoétczesnych ludzi, wykryto, ze w wyniku introgresji ludzie
odziedziczyli wariant (rs12531711) genu TNPQO3 (tab. 1), ktory powigzany zostat z wyste-
powaniem SLE. Rzeczony allel wystepuje z czgstoscig 10% w przypadku populacji
europejskiej, natomiast zaledwie 0,17% w przypadku populacji Azji Wschodniej [40].

Rocznie na $§wiecie na chorobe Lesniowskiego—Crohna zapada od 3 do 20 na 100 000
0S0b. Przypadtos¢ ta jest bardziej powszechna w przypadku regionéw rozwinigtych
przemystowo, w szczegélnosci krajow Ameryki Potnocnej i Europy Zachodnie;j.
W ostatnim czasie obserwowany jest wzrost zapadalnosci na t¢ chorobe w Ameryce
Potudniowej oraz w Azji. Zwazywszy, ze jest to choroba nieuleczalna, ktdérg mozna
jedynie utrzymywaé w stanie remisji za pomocg terapii farmakologicznej, oraz ze po
20 latach leczenia 80% pacjentéw wymaga leczenia operacyjnego, stanowi ona znaczne
obcigzenie dla 0sob na nig cierpigcych [43]. W genomie neandertalskim wykryto dwa
allele powigzane z tg choroba: rs7076156 oraz rs11175593 (tab. 1). Pierwszy wyste-
puje w obrebie genu ZNF365, drugi natomiast znajduje sie w poblizu genu LRRK2. Ich
czestotliwo$¢ w populacji europejskiej wynosi kolejno 26,52% oraz 1,98%, a w popu-
lacji wschodnio-azjatyckiej 8,74% i 3,32% [40].

Na cukrzyce typu 2 co roku na §wiecie zapada 6059 oséb na 100 000 ludzi, a z jej
powodu umiera acznie ponad milion osob, co czyni ja jedna z wiodacych przyczyn
$mierci na $wiecie. Szacuje si¢, ze do 2030 roku liczba zachorowan wzro$nie do 7079
przypadkéw na 100 000. W roku 2017 na chorobeg te cierpiato 462 miliondéw o0sob, co
przektada si¢ na 6,28% populacji catego Swiata. Wzrost czesto$ci zachorowan na
cukrzyce jest szczegolnie intensywny w krajach wysokorozwinigtych, ale obserwuje
si¢ rowniez rosnace tendencje wzrostowe dla krajow ubozszych. Zwazywszy, ze koszt
opieki zdrowotnej pacjentdw z cukrzyca jest 3,2 razy wigkszy od $redniego wydatku,
a takze wzigwszy pod uwage jej nieuleczalno$¢ oraz starzejace sie spoteczenstwo,
wplyw cukrzycy na sytuacje spoteczno-ekonomiczng Europy oraz reszty $wiata jest
znaczacy [44]. Badanie asocjacyjne calych genoméw przeprowadzone na ponad 8000
osobnikach z Ameryki tacinskiej wykazatlo zwigzek pomiedzy regionem genu
SLC16A11 (tab. 1) a cukrzyca typu 2. Rzeczone powigzanie dotyczylo haplotypu
zawierajacego 5 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (z ktorych 4 skutkowaty
zmiang niesynonimiczng) i wystepujacego z wysoka czestoscia jedynie wsrdd populacji
Meksyku. Te same 5 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu wykryto tez w kopalnej
sekwencji genomu Neandertalczyka razem z innymi dowodami wskazujacymi na to, ze
zostaly one wiaczone do genomu czlowieka w wyniku skrzyzowania z Neandertalczy-
kami [41]. Poréwnujac genomy neandertalczykéw z genomami wspotczesnych ludzi,
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udato si¢ wskaza¢ geny, ktore ulegly silnemu pozytywnemu doborowi po dywergencji
anatomicznie wspotczesnych ludzi od Neandertalczykow. Jeden z takich genow,
THADA (tab. 1), oraz polimorfizmy pojedynczego nukleotydu w jego regionie powig-
zane zostaly z cukrzyca typu 2, stad przypuszczenie, iz etiologia tej choroby powigzana
jest z procesami adaptacyjnymi, ktore zaszty w przesztosci [45].

Schizofrenia jest stosunkowo rzadkim schorzeniem — wystgpuje z czgstotliwoscia
3,3 na 1000 osob. Ujawni¢ si¢ moze juz w wieku nastoletnim, ale znaczgca wigkszos$¢
chorych to osoby w wieku ok. 40 lat. Osoby na nig cierpigce majg ograniczong zdol-
no$¢ do funkcjonowania w zakresie psychospotecznym, co przeklada si¢ na wigksze
ryzyko bezrobocia, bezdomnosci 1 ubostwa. Ponadto chorzy na schizofreni¢ majg istot-
nie skrocong przewidywang dlugos¢ zycia oraz $rednio jedynie 13,5% z nich spelni
kryteria oceny powrotu do zdrowia [46]. Analizujac genom Neandertalczyka z jaskini
Vindija w Chorwacji, wykryto wariant genu AGBL1 (rs16977195, tab. 1), ktory
powigzany jest z wystgpowaniem schizofrenii [18]. Przyréwnanie genomoéw ludzi
wspotczesnych i neandertalskich ujawnito takze pozytywny dobor w obrgbie genu
NRG3 (tab. 1), ktérego mutacje rowniez tgczone sg z tym schorzeniem [45].

Autyzm (ASD, ang. Autism Spcetrum Disorder) wystepuje na $wiecie ze $rednig
czestoscig 1,5 na 100 przypadkow, ale szacunek ten moze rézni¢ si¢ diametralnie
w zalezno$ci od kraju. Roéznice te sa skutkiem réznic w metodologii przy ocenie
konkretnych przypadkow oraz rdznej stratyfikacji grup badanych. W przypadku Polski
czestotliwo$é ASD wynosi 5,3 przypadkéw na 1000 osob, dla Niemiec jest to 6 przy-
padkoéw na 1000 osob, natomiast dla Szwecji 17,4 przypadkéw na 1000 osob. Symptomy
autyzmu pojawiaja si¢ najczesciej do 3. roku zycia, dotykajac mezczyzn 4 razy czesciej
niz kobiet, cho¢ proporcja ta wyrownuje si¢ wraz ze wzrostem poziomu dotkliwos$ci
przypadtosci. Efektem ASD sg uposledzenie interakcji spotecznych i zdolno$ci komu-
nikacji w polaczeniu z powtarzajgcymi si¢ wzorcami zachowan. Roczne wydatki powig-
zane z ASD w Stanach Zjednoczonych szacuje si¢ na ponad 250 miliardow dolarow.
Koszty wynikajace z ASD poniesione przez pacjenta w ciagu catego zycia szacuje si¢
na 1,5-2,5 miliona dolaréw [47,48]. Z wystgpowaniemautyzmu powigzane sg mutacje
w obrebie genéw CADPS2 i AUTS2 (tab. 1). W oparciu o dane pochodzace z analizy
genomow Neandertalczykow ustalono, iz oba geny objete byty pozytywnym doborem
wsrod anatomicznie wspotczesnych ludzi w Eurazji [45].

Czerniak wystepuje czesSciej u osob rasy kaukaskiej — ryzyko jego wystapienia
W ciggu catego zycia wynosi 2,4%. U Latynosow ryzyko to jest rowne 0,5%, natomiast
w przypadku Afroamerykandéw wynosi ono 0,1%. Nowotwor ten wywodzi si¢ z mela-
nocytow. Ryzyko wystapienia zwigksza si¢ wraz z wiekiem, a $redni wiek pacjenta,
W ktérym czerniak jest diagnozowany, to 60 lat. Dodatkowo cze$ciej cierpia na niego
mezczyzni, cho¢ proporcja ta rozni sie¢ w zaleznosci od kraju. W Europie rocznie czer-
niaka diagnozuje si¢ u 13,2 mezczyzn i 13,1 kobiet na 100 000 osdb. Nieczerniakowy
nowotwor skory (NMSC, ang. Non-melanoma skin cancer) wystepuje do 20 razy
czesciej niz czerniak, ale jego potencjat przerzutowy oraz wskaznik $miertelnosci jest
stosunkowo niski. W Europie rocznie na 100 000 osob zapada na niego 129,3 mez-
czyzn i 90,8 kobiet. Patogeneza NMSC powigzana jest z ekspozycja na $wiatto ultra-
fioletowe [49]. Przypuszcza si¢, ze na rozwdj choréb skoéry, w tym nowotwordw, moga
mie¢ wplyw geny HYAL2 i BNC2 (tab. 1). Gen HYAL2 koduje hialuronidazg, enzym
rozktadajacy hialuronian (istotny element macierzy migdzykomorkowej), ktory powia-
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zano z inhibicja nowotwordéw oraz odpowiedzig komorkowa na promieniowanie UV.
Fragment Neandertalskiego genomu o dtugosci 200 kpz, w sekwencji ktorego znajduje
si¢ gen HYAL2, wystepuje z wysoka czgstoscia w populacji Azji wschodniej 1 nosi
slady niedawnego dziatania presji selekcyjnej. Podejrzewa sig, iz jednym z powodow,
dla ktérych haplotyp ten ulegt doborowi, byt niesynonimiczny polimorfizm pojedynczego
nukleotydu w genie HYAL2. Zwazywszy, iz wariant ten jest nieobecny w innych
populacjach spoza Afryki, zaktada sig, ze zanikl on w czasie emigracji z Afryki i zostat
ponownie wprowadzony do genomu ludzi z Azji wschodniej na skutek skrzyzowania
z Neandertalczykami. Rozktad czgstotliwosci jego wystepowania wykazuje staba za-
lezno$¢ od szerokosci geograficznej, co moze wskazywaé na jego role w przystoso-
waniu do promieniowania UV w czasie zasiedlania Azji przez anatomicznie wspol-
czesnych ludzi [41, 50, 51].

Ciekawa zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku wariantu genu BNC2. Gen ten
odpowiada za pigmentacj¢ skory oraz powstawanie piegéw u Europejczykow i zostat
znaleziony w genomie Neandertalczyka. W obecnej populacji europejskiej wystepuje
on z czestotliwoscig 70%, natomiast w populacjach azjatyckich nie jest on w ogoble
obserwowany [41].

Czgstotliwos$¢ wystepowania celiakii na Swiecie wynosi 1,4%, przy czym wartosc ta
waha si¢ w zaleznosci od kontynentu — od 1,3% dla Ameryki Potudniowej do 1,8% dla
Azji. W wickszosci przypadkoéw choroba zaczyna si¢ przed 10 rokiem zycia, ale
zdarzajg sie rowniez przypadki diagnozy u osob w podesztym wieku — takie sytuacje
niekoniecznie wynikaja z pdznego rozpoznania choroby, albowiem powstanie nietole-
rancji glutenu de novo jest mozliwe w kazdym wieku. Celiakia jest cze$ciej rozpozna-
wana u kobiet niz u me¢zczyzn (17 przypadkéw na 100 000 w poréwnaniu do 7,8 na
100 000), ale przypuszcza si¢, iz moze by¢ to spowodowane faktem, ze mezczyzni
czesciej pozostaja niezdiagnozowani. Dodatkowo sg rowniez przestanki sugerujgce wzrost
zapadalno$ci na celiakie¢ niezalezny od wzrostu proporcji 0séb zdiagnozowanych do
chorych, a pozostajacych bez diagnozy [52]. Badanie przeprowadzone na 230 kopal-
nych genomach z Eurazji wykazalo dwa sygnaly pozytywnego doboru powigzane
z celiakia. Pierwszy dotyczyt wczeSniej wspomnianego juz genu SLC22A4 (tab. 1) —
warianty w obrebie tego genu utozsamiane sg z wrzodziejacym zapaleniem jelita gru-
bego, zespotem jelita drazliwego oraz celiakia. Istnieje podejrzenie, iz rzeczony allel
moglt zwickszy¢ czestos¢ jako efekt uboczny dziatania tego doboru pozytywnego.
Drugi sygnat dotyczyt genow ATXN2 i SH2B3 (tab. 1) [30].

Pierwszy przypadek COVID-19 zostal zarejestrowany 12 grudnia 2019 roku
W chinskim miescie Wuhan. Do 24 lutego nastepnego roku choroba ta dotkngta tacznie
ponad 70 tys. 0séb w 29 regionach $wiata. Do tej pory na $wiecie odnotowano tacznie
ponad 400 milionéow potwierdzonych przypadkow COVID-19 oraz 5,7 miliona przy-
padkow $miertelnych. W samej Polsce zanotowano tacznie ponad 5 milionéw zakazen
i 107 tys. zgonow. Ponadto w styczniu 2022 roku zaobserwowano nagly wzrost zapa-
dalnos$ci wraz z pojawieniem si¢ nowych serotypow wirusa [53]. Wysoka ilo$¢ zacho-
rowan doprowadzila do przecigzan systemow opieki zdrowotnej, co skutkuje ograni-
czonym dostepem dla pacjentéw niezaleznie od ich przypadtosci. W wyniku pandemii
oraz ograniczen wprowadzonych celem jej przeciwdziatania ucierpiata rowniez ekonomia
[54, 55]. Na chromosomie 3, w regionie, ktory powiazano z ciezkim przebiegiem
COVID-19, wyszczegolniono fragment DNA o ditugosci ~50 kpz i zawarte w nim
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warianty genow (tab. 1). Rzeczony fragment DNA zawiera 13 polimorfizméw poje-
dynczego nukleotydu, z ktorych 11 wykryto w formie homozygotycznej w genomie
Neandertalczyka. W oparciu o wyniki analizy statystycznej ustalono, iz nieprawdopo-
dobne jest, azeby fragment ten pochodzit od wspdlnego przodka, stad wywniosko-
wano, ze znalazl si¢ on w genomie cztowieka na skutek skrzyzowania z Neandertal-
czykami. O prawidlowosci tego wniosku $wiadczy fakt, ze omawiany fragment nie
wystepuje w wickszosci populacji Afryki (skrzyzowanie cztowieka z Neandertalczykami
zaszto po jego migracji z Afryki). Ponadto wspdtczesne haplotypy ryzyka cigzszego
przebiegu COVID-19 charakteryzujg si¢ wyzszym stopniem podobienstwa do haplo-
typow Neandertalskich niz do reszty wspotczesnych haplotypow. Allele omawianego
haplotypu wystepuja z czgstoscig 30% w przypadku populacji Azji Potudniowej i 8%
w przypadku Europy. Sam haplotyp posiada 50% mieszkancow Azji Potudniowej
i 16% obywateli Europy [56]. Dodatkowo w genomie Neandertalczykoéw wykryto
rowniez wariant genu OAS1 (rs10774671-G, tab. 1), ktory ulegt ponownemu wiaczeniu
do genomu cztowieka na skutek introgresji. Wariant ten skutkuje zwigkszong ekspresja
izoformy biatka uczestniczacego w odpowiedzi przeciwwirusowej i utozsamiany jest
ze zmniejszong podatno$cig na SARS CoV-2 oraz tagodniejszym przebiegiem choroby
[57, 58].

W roku 2018 sredni poziom calkowitego cholesterolu wynosit na swiecie 4,6 mmol/l
dla kobiet i 4,5 mmol/l dla megzczyzn. Obserwuje si¢ nieznaczny spadek Sredniego
poziomu cholesterolu w wigkszo$ci zachodnich regiondw o wysokich zarobkach, a takze
w Centralnej i Wschodniej Europie. Wyjagtkowym przypadkiem jest Azja Potudniowo-
-Wschodnia oraz Wschodnia, gdzie nastgpil znaczny przyrost Sredniego poziomu
chole-sterolu catkowitego. Szacuje sie, ze w roku 2017 wysoki poziom cholesterolu
innego niz HDL doprowadzit do 3,9 miliona $mierci na $wiecie, co stanowi 1/3 $mierci
spo-wodowanych przez chorobe¢ niedokrwienng serca i udar niedokrwienny. W latach
1990-2017 liczba zgondéw w krajach zachodnich spadta z 950 000 do 480 000, nato-
miast we wschodniej Azji liczba ta wzrosta z 250 000 do 860 000 [59]. W genomie
Neandertalczyka z jaskini Vindija wykryto polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(rs10490626) w genie INSIG2 (tab. 1) najprawdopodobniej powigzany z obnizonym
poziomem cholesterolu LDL w osoczu krwi [18].

Czestotliwos$¢ reumatoidalnego zapalenia stawoéw (RA, ang. Rheumatoid Arthritis)
na $wiecie wynosita 460 przypadkéw na 100 000 osob w latach 1980-2018. RA naj-
czgsciej wystepuje w Ameryce Potnocnej (0,7%), Europie (0,54%) oraz Afryce (0,52%),
natomiast najrzadziej w Azji i Ameryce Poludniowej (obydwa kontynenty 0,3%). Osoby
chorujagce na reumatoidalne zapalenie stawoéw maja o 50% wigksze ryzyko przed-
wczesnej $mierci, a ich oczekiwana dtugo$¢ zycia jest krotsza srednio o od 3 do 10 Iat.
Jakkolwiek zwigkszona $miertelno$¢ u pacjentow z RA jest udowodniona, to przyczyna
za nig stojaca pozostaje nieznana [60, 61]. Z reumatoidalnym zapaleniem stawow
powigzany jest wariant rs45475795 genu 1l-2 (tab. 1), ktory réwniez wykryto w geno-
mie Neandertalczyka z jaskini Vindija [18].
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Tabela 1. Geny i ich warianty powiazane z chorobami cywilizacyjnymi wykryte w badaniach aDNA

Gen/rs Powiazanie Cytowanie
SELP Nadkrzepliwosé [23]
rs3917862
IL-18 Stezenie interleukiny-18 [40]
rs1834481
rs3025343 Zachowanie palacza [40]
TLR1-TLR6-TLR10 Oporno$¢ na trad, gruzlice [30]
FADS1 Metabolizm kwasow ttuszczowych [30]
DHCRY Stezenie krazacej witaminy D [30]
NADSYN1 Stezenie krazacej witaminy D [30]
rs6730714 Stezenie krazacej witaminy D [18]
rs74566133 Zaburzenia odzywiania [18]
rs1459148 Odpowiedz na leki antypsychotyczne [18]
rs2059397 Akumulacja thuszczu trzewnego [18]
TNPO3 Toczen rumieniowaty ukladowy, [40]
rs12531711 pierwotna marskos¢ zélciowa watroby
ZNF365 Choroba Lesniowskiego—Crohna [40]
rs7076156
LRRK2 Choroba Lesniowskiego—Crohna [40]
rs11175593
SLC16A11 Cukrzyca typu 2 [40]
rs75418188
THADA Cukrzyca typu 2 [45]
NRG3 Schizofrenia [31]
AGBL1 Schizofrenia [18]
rsl6977195
CADPS2 Autyzm [45]
AUTS2 Autyzm [45]
HYAL2 Odpowiedz na promieniowanie UV, [41]
pigmentacja skory, nowotwory skory*
BNC2 Pigmentacja skory [41]
SLC22A4 Wrzodziejace zapalenie jelita grubego, [30]
zespOt jelita drazliwego, celiakia
ATXN2 / SH2B3 Celiakia [30]
LZTFL1 Ciezki przebieg COVID-19 [56]
rs35044562
OAS1 Zmniejszona podatno$é¢ oraz lzejszy [57, 58]
rs10774671-G przebieg COVID-19
INSIG2 Stezenie cholesterolu LDL [18]
IL2/1L21 Reumatoidalne zapalenie stawow [18]

Zrbdto: opracowanie wlasne na podstawie [18, 23, 30, 31, 40, 41, 45, 56-58].

4. Podsumowanie

Badania nad kopalnym DNA dostarczajg informacji na temat wydarzen demogra-
ficznych w historii gatunku ludzkiego, a takze mechanizmoéw stojacych za procesami
przystosowujacymi do zmian w §rodowisku. Umozliwiajg tez przypisanie danych przy-
stosowan do wydarzen z przesztosci, ktore je wywotaty. Dodatkowo, jak zademonstro-
wano na przykladzie genu odpowiedzialnego za tolerancje laktozy, wyniki uzyskane na
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podstawie analiz aDNA sa bardziej precyzyjne od tych uzyskanych tylko poprzez
zastosowanie analiz statystycznych z zakresu genetyki populacyjnej. W oparciu o badania
aDNA mozna rowniez §ledzi¢ zmiany czgstosci alleli w czasie, co pozwala na identyfi-
kacje nowych szkodliwych wariantow genetycznych. Analiza kopalnych genoméw
pozwala zatem na wnioskowanie na temat procesu ksztaltowania si¢ podtoza genetycz-
nego chordb rzadkich oraz cywilizacyjnych, a takze na wskazanie potencjalnych
gendw predestynujacych do rozwoju tychze chordb. Tym samym postepy w zakresie
tej dziedziny moga przyczyni¢ si¢ do rozwoju medycyny spersonalizowanej oraz
wspomoc jej wprowadzenie do powszechnej praktyki.

Wiyniki badan aDNA potwierdzajg dotychczasowe poglady naukowcow odnosnie do
przyczyn stojacych za rozwojem chorob cywilizacyjnych; hipoteza oszczgdnego geno-
typu, model podatnosci przodkow oraz teoria higieny, wszystkie trzy znajdujg w nich
swoje odzwierciedlenie.

Analiza genomow pochodzacych od Neandertalczykoéw oraz Denisowian potwier-
dza, iz ich skrzyzowanie z cztowiekiem faktycznie miato miejsce, i ze wsrod sekwencji
odziedziczonych po nich znajdowaly si¢ allele zwigzane ze zwigkszong podatnoscia na
réznorodne choroby, w tym choroby cywilizacyjne.

Uwagi ogolne
Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o nr 2017/26/E/NZ5/00851
finansowanego ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Wspolczesne choroby cywilizacyjne — czego mozemy si¢ dowiedzie¢, analizujac
genomy starozytnych populacji?

Streszczenie

Paleogenomika jest dziedzing zajmujaca si¢ badaniem kopalnych genomow. Przez wzglad na specyficzne
utrudnienia wynikajace z wieku materiatow wykorzystywanych do badan jej rozwdj oraz potencjat apli-
kacyjny byly ograniczone. Wraz z rozpowszechnieniem si¢ technik sekwencjonowania nowej generacji mozli-
we stalo si¢ rozbudowanie naszej wiedzy na temat zaleznosci filogenetycznych pomigdzy wymarlymi
i wspbtczesnymi przedstawicielami naszego gatunku. Powszechnie juz dostepne sekwencje kopalnych ge-
nomoéw pozwalajg m.in. na analiz¢ podioza genetycznego choréb cywilizacyjnych oraz procesow, ktore
doprowadzity do jego uformowania si¢. Poniewaz na niekorzystne w danych warunkach $rodowiska wa-
rianty genow oddziatuje dobor oczyszczajacy, mozliwa jest ich identyfikacja na podstawie ich zmieniajacej
si¢ W czasie czgstosci. Zastosowanie metod genetyki populacyjnej jest jednak trudniejsze w przypadku
choréb o ztozonym podtozu. Presja selekcyjna wplywajaca na allele powigzane z takimi chorobami jest
zazwyczaj o wiele stabsza w pordéwnaniu do presji selekcyjnej w obrebie gendw odpowiedzialnych za
choroby dziedziczone w sposob Mendlowski. Ponadto pojawia si¢ coraz wiecej przestanek sugerujacych,
ze adaptacje do pewnych warunkow srodowiskowych moga takze stanowi¢ czynniki ryzyka dla chorob
rzadkich i cywilizacyjnych. Przykladowo wariant genu SLC22A4 pochodzacy od Neandertalczykow
powiazany zostal z wystgpowaniem celiakii, a podejrzewa sig, iz ulegt on selekcji pozytywnej przez
wzglad na to, Zze stanowil przystosowanie do niedoboru ergotioneiny w diecie rolnej. Badania kopalnych
genomow potwierdzity transfer gendow pomiedzy Neandertalczykami a anatomicznie wspdtczesnymi ludzmi
oraz fakt odziedziczenia przez niego sekwencji stanowigcych czynniki ryzyka wystapienia chordb cywili-
zacyjnych.

Stowa kluczowe: paleogenomika, aDNA, choroby cywilizacyjne, warianty rzadkie

Modern civilization diseases — what can we learn by analysing genomes of ancient
populations?

Abstract

Paleogenomics is a branch of science focusing on analysing genomes of ancient origin. Because of specific
limitations resulting from the nature and age of the sample material its developement and aplication
potential were limited. However, with the spread of the Next Generation Sequencing methods it became
possible to overcome some of said limitations. Published sequences of ancient genomes allow us to analyse
the genetic background of civilization diseases and the processes that led to their formation. Because
purifying selection works on variants with negative impact, it is possible to identify them by their
frequency changing in a population over time. However, the population genetics methods are less
straightforward regarding complex diseases as selection signals in variants associated with them are fainter
than those responsible for Mendelian disorders. Additionally, there is an increasing evidence that genetic
adaptiations can also be risk factors for rare and civilization diseases. For example, a variant of
Neanderthal origin of the SLC22A4 gene is associated with coeliac disease risk. It is believed to be the
target of positive selection because of its protective effect against ergothioneine deficiency in agricultural
diets. Furthermore, analyses of ancient genomes confirmed the crossbreeding of humans and Neanderthals
and the fact of inheriting by humans the genetic sequnces which are risk factors for civilization diseases.
Keywords: paleogenomics, aDNA, civilization diseases, rare variants
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Justyna Kué!

Dawka czyni trucizne — pozytywnie i negatywnie
0 dzialaniu najpopularniejszych ksenobiotykow

1. Wstep/Wprowadzenie

Ksenobiotyki to obce zwigzki pochodzenia chemicznego, ktore nie maja swojego
odpowiednika w naturze. Wykazujg one aktywnos¢ biologiczna, czyli majg wptyw na
organizm [1]. Do tej grupy mozna zaliczy¢ takze substancje pochodzenia naturalnego,
ktore nie sa produkowane przez organizm [2]. Do ksenobiotykéw nalezg réznorodne
leki, charakteryzujace si¢ dzialaniem farmakologicznym, ale rowniez substancje, ktore
sg szkodliwe, migdzy innymi trucizny [3]. Definicja trucizny jest substancja, ktora do-
stajac si¢ do organizmu, wywotuje wiele niepozadanych efektow. Moze nawet dopro-
wadzi¢ do smierci. Toksyczno$¢ substancji podajemy w postaci $redniej dawki $miertelnej
LDso (ang. median lethal dose), oznaczajacej dawke zwigzku toksycznego powodujaca
$mier¢ potowy badanej populacji. LDsp najczesciej jest okreslana doswiadczalnie na
szczurach i myszach [4].

2. Cel pracy

Trucizny towarzysza ludzkos$ci od lat i sg obiektem zainteresowania wsrod przed-
stawicieli r6znych dziedzin naukowych. Trucizng moze by¢ zwigzek w postaci statej,
ciektej lub gazowej. Jednak czy trucizna zawsze ma tylko szkodliwe znaczenie? Sita
dziatania takiego zwiazku jest zalezna od zastosowanej dawki, dlatego mozna powie-
dzie¢ podobnie jak Paracelsus, ze wszystko jest trucizng i nic nie jest trucizng [5].
Celem pracy jest przedstawienie najpopularniejszych trucizn oraz omoéwienie ich wpty-
Wwu na organizm, zar6wno od tej pozytywnej, jak i negatywnej strony, w zaleznosci od
zastosowanej dawki.

3. Jad kielbasiany

W 1817 roku lekarz Justin Kerner podczas ogledzin pacjenta, ktdry zmart po zjedzeniu
spleéniatej kielbasy, doszedt do wniosku ze musiata w niej by¢ jaka$ szczegolna tru-
cizna, ktorg nazwat jadem kietbasianym [6, 7]. Jest to jedna z najsilniejszych neuro-
toksyn pochodzenia naturalnego i jest traktowana jako bron biologiczna. Zatrucie jadem
kietbasianym jest spowodowane dziataniem toksyny produkowanej przez laseczki
Clostridium botulinum i przez niektére inne bakterie z rodzaju Clostridium [8]. Dawka
letalna tej toksyny wynosi 0,2-2,0 pg/kg dla cztowieka i jest zalezna od ekspozycji [9].
Pod wzgledem chemicznym toksyna botulinowa stanowi mieszanine kilku réznych
bialek, wyrdzniono siedem toksyn (BoNT), oznaczonych literami od A do G.

Botulizm, czyli zatrucie jadem kietbasianym, to choroba, ktora nierzadko dopro-
wadza do $mierci. Rozroznia si¢ kilka postaci botulizmu: botulizm pochodzenia pokar-
mowego, botulizm jatrogenny, botulizm pochodzenia jelitowego dorostych, botulizm

! s77665@365.sum.edu.pl, Koto Naukowe przy Katedrze i Zakladzie Toksykologii i Bioanalizy, Wydziat
Nauk Farmaceutycznych, Slaski Uniwersytet medyczny w Katowicach, https://sum.edu.pl/. Opiekun pracy:
dr n. biol. Aleksandra Mozdzierz.
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inhalacyjny oraz botulizm dziecigcy [10]. Toksyna hamuje wydzielanie acetylocholiny,
co powoduje zablokowanie prawidlowego funkcjonowania nerwéw motorycznych.
Ostatecznie dochodzi do zwiotczenia i porazenia miesni, a takze porazenia autono-
micznego uktadu nerwowego [11]. Pierwsze symptomy botulizmu moga si¢ pojawié
po 12-73 godzinach od chwili zatrucia okreslona dawka. Zrodtem zakazenia najczesciej
sa skazone trucizng produkty spozywcze, ktdre sg niewlasciwe przechowywane lub
spozyte po uptywie terminu waznosci [12]. Jednym z pierwszych objawow jest pora-
zenie opuszkowe. Na poczatku pojawia si¢ rowniez zmgczenie, zawroty glowy i sucho$¢
w ustach. Po uptywie kilku godzin dochodzi do wystapienia objawow neurologicznych —
swiattowstretu, zaburzen mowy i1 widzenia oraz rozszerzenia zrenic [13]. Na skutek
dziatania toksyny moze doj$¢ do niewydolnosci serca czy zachlystowego zapalenia
ptuc, co moze prowadzi¢ do smierci (10-25% przypadkoéw). W Polsce od 2000 roku
odnotowuje si¢ spadek liczby zarejestrowanych przypadkéw botulizmu, jednak zatrucia
toksyna botulinowa wcigz stanowig problem epidemiologiczny [14].

Nalezy jednak podkresli¢c pozytywne wykorzystanie tej ,,niebezpiecznej” trucizny
w medycynie. W 1944 roku Edward Schantz wyizolowat jad kielbasiany z hodowli
Clostridium botulinum i od tego czasu toksyna jest intensywnie badana pod katem wy-
korzystania w celach terapeutycznych [15]. W wyniku metaanalizy badan nad toksyna,
prowadzonych od 1988 do 2017 roku, stwierdzono, Ze jad kietbasiany jest efektywny
przy leczeniu nadmiernej sztywnosci migsni, dystonii czy spastycznosci. Opisano row-
niez mechanizm dziatania BoNT, ktory opiera si¢ na hamowaniu uwalniania neuro-
przekaznikéw obwodowych i mediatorow stanu zapalnego, co jest wykorzystywane
przy réznego rodzaju bolach neuropatycznych [16]. Poréwnano rowniez skutecznosé
jadu kietbasianego w zakresie zmniejszenia przypadkoéw bruksizmu i bolu mig$niowo-
-powigziowego [17].

Ponadto ten Smiertelny zwigzek znalazt rowniez zastosowanie w zabiegach medycyny
estetycznej. Wchodzi w sklad preparatow dostgpnych komercyjnie, ktore sa wstrzyki-
wane w odpowiedniej dawce do konkretnego mies$nia. Przyktady takich preparatow
Z toksyng botulinowa A to Dysport (abobotulinumtoxinA), Botox (onabotulinumtoxinA),
Xeomin (incobotulinumtoxinA) i Neurobloc/Myobloc (rimabotulinumtoxinB) [18].
Efekt toksyny mozna zaobserwowaé w ciggu 3-4 dni, a dzialanie mig¢$ni moze by¢
zaburzone przez okres 3-4 miesi¢cy, jednak etapowo dochodzi do ich regeneracji [19].
W farmakologii jad kietbasiany stosowany jest takze przy leczeniu nadmiernej potli-
wosci, bolesnej migreny, zeza, stopy konsko-szpotawej, a u dzieci ponizej 12 lat przy
porazeniach nerwowych [20]. Preparaty z toksyna botulinowa wcigz stanowia obiekt
badan w zakresie medycyny i kosmetologii.

4. Amigdalina

W przypadku niektorych trucizn to nie sam zwiazek jest szkodliwy dla organizmu,
ale produkty powstajace w wyniku jego rozktadu. Przyktadem takiej substancji jest
amigdalina, nazywana rowniez witaming B17. Na skutek dziatania enzymu hydrolazy
amigdalinowej trucizna jest przeksztatlcana do prunazyny, a nastepnie ten zwigzek jest
hydrolizowany do glukozy i nitrylu kwasu D-migdatowego. Kolejny enzym, jakim jest
liaza, doprowadza do przemiany nitrylu w aldehyd benzoesowy i cyjanowodor, ktory
jest zwigzkiem toksycznym dla organizmu [21]. Niektorzy naukowcy przypuszczaja
jednak, ze sam wyj$ciowy zwigzek w postaci niezhydrolizowanej moze wplywac nie-
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korzystnie na organizm [22]. Amigdalina to organiczny zwiazek z grupy glikozydow
cyjanogennych. Pierwszy raz zostala wyizolowana w 1830 roku, a jej obecno$¢ zostala
stwierdzona w nasionach wielu owocow, na przyktad moreli, wisni czy brzoskwini
[23, 22]. Wystgpuje takze w nasionach migdalowca zwyczajnego czy pigwy pospolite;.

W przypadku zatrucia cyjanowodorem obserwuje si¢ rozowe zabarwienie skory,
a poczatkowe objawy to dusznos$ci, gorzki posmak w ustach, slinotok, bole glowy,
wymioty, kofatanie serca [24]. W miar¢ rozwoju objawow w drugim etapie mozna
stwierdzi¢ objawy ze strony osrodkowego uktadu nerwowego, takie jak drgawki czy
utrata przytomnosci, a takze sztywno$¢ migsni karku i ostabiong akcje oddechowa. Ostat-
nim etapem jest catkowita utrata czucia, spadek cisnienia tetniczego krwi i spowol-
nienie akcji serca.

Amigdalina juz w latach 20. XX wieku byta zwigzkiem, ktory badano pod katem
dziatania farmakologicznego, miedzy innymi przez Ernsta Theodore’a Krebsa, jednak
to jego syn opracowat mniej szkodliwa dla organizmu, pochodng amigdaliny i nazwat
ja Laetrile. Nazwga ,,witamina B17” Krebs okreslit mieszaning amigdaliny i jej zmo-
dyfikowanej formy [25]. Krebs twierdzit, ze wszystkie nowotwory sa wynikiem niedo-
boru witamin. Byt przekonany, ze to wlasnie Laetrile stanowi jedng z brakujacych
witamin u chorych na raka, stad nazwat ja witaming B17. Amigdalina nie nalezy jednak
do grupy witamin. Badania kliniczne dotyczace preparatu odkrytego przez Krebsa nie
potwierdzily wpltywu przeciwnowotworowego, poniewaz nie odnotowano zmniejszenia
guzow, ztagodzenia objawdw choroby czy wydtuzenia czasu przezycia pacjentow [26].

Jednak w ostatnich latach zwigzek ten ponownie zaczat cieszy¢ si¢ zainteresowaniem
wérod naukowcow. Odkryto korzystny wplyw amigdaliny, miedzy innymi na uktad
pokarmowy, krwionosny czy immunologiczny [27]. Przeprowadzono analiz¢ danych
na temat amigdaliny, gdzie omoéwiono wnioski ze 110 artykuldw. Wykazano, ze zwig-
zek ten ma dziatanie przeciwmiazdzycowe, przeciwnowotworowe, przeciwzwloknie-
niowe, immunomodulujace, przeciwzapalne i przeciwbdlowe [28].

5. Arszenik

Kolejna trucizna, ktora posiada rowniez wiele zalet wykorzystywanych w medycynie,
jest tritlenek arsenu, ktdry potocznie nazywany jest arszenikiem. Jest to drobnokrysta-
liczna substancja chemiczna barwy biatej. Arszenik jest bezwonny i nie posiada smaku
[29]. Toksyczno$¢ arsenu i jego zwigzkow rdzni sie miedzy sobg — w przypadku
arszeniku dawka toksyczna wynosi 10-50 mg, a dawka $miertelna przy ostrym zatruciu
to 70-200 mg lub 1 mg/kg masy ciata/dzien.

Tritlenek arsenu jest znany juz od I w. n.e. Zwigzkiem tym na przestrzeni wiekow
interesowali si¢ migdzy innymi Pedanios Dioskurydes, Olimpiodor, Albert Wielki.
W czasach $redniowiecznych arszenik shuzyt najczesciej jako sktadnik trucizn [30].
Chetnie byt wykorzystywany przez kobiety, ktore chciaty zyska¢ majatek lub pozby¢
si¢ wspOtmatzonka. Na kartach historii zapisata si¢ Mary Ann Cotton — w XIX wieku
zabila 16 0s6b przy uzyciu tej trucizny. Arszenikiem prawdopodobnie zostat otruty Napo-
leon Bonaparte [31]. Tritlenek arsenu zostat zaklasyfikowany przez IARC (Miedzy-
narodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem, ang. International Agency for Research on
Cancer) do grupy 1 czynnikow rakotworczych ze wzgledu na udowodniony kancero-
genny wplyw na organizm. Zatrucie biatym proszkiem poczatkowo objawia si¢ bie-
gunkg, wymiotami i bdlem brzucha. Gdy zatruta osoba przezyje, to moze dojs¢ do
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wystapienia objawow zwigzanych z uszkodzeniem uktadu nerwowego, czyli do neuro-
patii [32]. Zaburzenia czynno$ci moga dotyczy¢ réwniez watroby i wtedy objawia si¢
to zottaczka.

Pomimo tego, ze arszenik jest znany glownie jako trucizna, to od wiekow byl sto-
sowany w medycynie, migdzy innymi do leczenia tuszczycy, kity, choréb dotyczacych
stawow czy cukrzycy [28]. Warto podkresli¢, ze obecnie arszenik (nazwa handlowa
Trisenox) jest jednym z podstawowych farmaceutykdéw stosowanych w kuracji ostrej
biataczki promielocytowej [33]. W 2010 roku opublikowano wyniki badan klinicznych,
ktore potwierdzaja skutecznos¢ arszeniku stosowanego w terapii skojarzonej z kwasem
retinowym (ATRA, all-trans terinoicacid). W badaniu z 2021 roku zaobserwowano
rowniez, ze trojtlenek arsenu moze zapobiega¢ powstawaniu strukturalnych mutacji
w genie Tp53. Dzieje sie tak, poniewaz struktura mutanta genu Tp53 po zwigzaniu
z arsenem powoduje odkrycie migjsca allosterycznego. Fakt ten mozna wykorzystac¢ do
terapii przeciwnowotworowej [34]. Oprocz wykorzystania arszeniku do terapii przy
biataczce promielocytowej udowodniono takze dziatanie tego zwigzku na glejaka.
Wplyw ten polega na promowaniu produkcji wolnych rodnikow, ktore wywotujg stres
oksydacyjny w komodrkach i hamowanie komorek macierzystych guza. Dodatkowo
zaobserwowano, ze tritlenek arsenu reguluje w organizmie procesy autofagii i apoptozy.
Z innych zrédet wiadomo jednak, ze wystepuja réznorodne reakcje tkanek i komorek
glejaka na ten zwiazek, dlatego badania sg kontynuowane, aby zredukowac skutki nie-
pozadane oraz osiggnac jak najwyzszg skuteczno$¢ przy farmakoterapii [35].

6. Rycyna

Przyktadem biatkowej toksyny o globularnej strukturze pochodzenia roslinnego jest
rycyna, ktora jest syntetyzowana przez rgcznik pospolity (Ricinus communis L.).
Najwieksze stezenie tego zwigzku obecne jest w $rodku nasion i wynosi 1-5% ich
catkowitej masy [36]. Rycyna jest biatkiem heterodimerycznym skiadajacym si¢ z 2 pod-
jednostek: tancucha A (zwanego RTA) inaktywujacego rybosomy oraz tancucha B
niezbednego do zwiazania si¢ z komorka i przetransportowania toksyny do jej wnetrza
[37]. Centrum Kontroli i Zapobiegania Chorobom USA (ang. Centers for Disease
Control and Prevention, CDC) zaklasyfikowato rycyng¢ do kategorii B czynnikow biolo-
gicznych, ktére majg umiarkowane znaczenie bioterrorystyczne. Wynika to z faktu, ze
jest to zwigzek prosty i tani w produkcji oraz izolacji, a jednocze$nie wysoce tok-
syczny, co sprawia, ze istniejg obawy, ze rycyna moze by¢ wykorzystana przez bioter-
rorystow [38, 39].

Stopien toksyczno$ci rycyny koreluje migedzy innymi z wielko$cia dawki czy droga
narazenia [38]. W komoérkach eukariotycznych toksyna zaburza uwalnianie cytokin
oraz gospodarke wapniowa i magnezowa. Dodatkowo sprawia, ze dochodzi do generacji
stresu oksydacyjnego, ktory wiaze si¢ z procesem apoptozy komorek i ich poézniejsza
lizg [40]. W przypadku przyjecia rycyny z pokarmem dochodzi do takich objawow jak
krwawienie z nablonka przewodu pokarmowego czy zaburzenia zotadkowe. Moze
doj$¢ do uszkodzenia nerek, watroby, $ledziony. Po spozyciu nasion racznika okoto 6%
przypadkow konczy si¢ $§miercig [41, 42]. Opierajac si¢ na dotychczasowych raportach
zatru¢ rycyng, odnotowano, ze dawka letalna w przypadku ludzkiego organizmu
wynosi 1-20 mg/kg m. c. [43, 44].
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Aby moc wykorzysta¢ rycyne do celow terapeutycznych, nalezy pozna¢ doktadnie
mechanizmy jej dziatania oraz wtasciwosci. Wyniki wielu badan naukowych wskazuja
na mozliwos¢ wykorzystania tego zwiazku do produkcji immunotoksyn, ktére mozna
zastosowac przy leczeniu biataczek czy ziarnicy ztosliwej [45]. Obecnie jednak $rodki
zawierajace rycyne nie sg stosowane na masowa skale. Spowodowane jest to wyste-
powaniem tzw. zespotu przesigkania naczyniowego (ang. vascular leaks syndrome,
VLS). Dochodzi wtedy do zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn spowodowane]
uszkodzeniem i $miercig komorek §rodblonka [46]. Opisywana substancja jest rowniez
wykorzystywana do produkcji oleju rycynowego, otrzymywanego poprzez wyciskanie
oleju na zimno i wygotowywanie z wodg, co pozwala roztozy¢ toksyczng rycyng.
Wykorzystywany jest on miedzy innymi do produkcji smaréw, mydel, farb, woskow,
nylonu, farmaceutykéw, perfum. Olej rycynowy znalazt réwniez zastosowanie
w wyrobie masci, kreméw czy detergentow, gdzie pelni funkcje plastyfikatora [47, 48].
Pomijajac zastosowanie roslinnej toksyny w medycynie, rozwazane jest uzycie rycyny
do wytwarzania biopestycydow, na przyktad w walce z mszycami czy do zwalczania
omacnicy prosowianki, ktora jest szkodnikiem kukurydzy [43].

7. Kolchicyna

Przyktadem innej trucizny, ktora jest wykorzystywana do celow terapeutycznych,
jest kolchicyna. Ta silnie toksyczna substancja nalezy do organicznych zwigzkow
chemicznych z grupy alkaloidow i jest otrzymywana z nasion zimowitu jesiennego
(Colchicum autumnale). W przypadku tej toksyny dawke $miertelng stanowi Img/kg
masy ciata [49]. Mimo Ze kolchicyna jest jednym z najstarszych lekéw, poniewaz po-
czatki jej uzycia siggajg 1500 roku p.n.e., to potencjat farmakologiczny tej toksyny nie
zostat jeszcze w pelni wykorzystany [50].

Warto podkresli¢, ze nawet dawki lecznicze opisanej toksyny mogg by¢ niebez-
pieczne dla organizmu. Wplywa ona w réznorodny sposdb na organizmy zywe. Naj-
istotniejszym dzialaniem jest zdolno$¢ kolchicyny do oddzialywania na cytoszkielet.
Zakldca ona czynno$¢ wrzeciona podzialowego, uposledzajac segregacje chromosomow.
Efektem tego jest powstanie komorek, ktore maja zduplikowany garnitur chromo-
somow. Innym skutkiem dzialania tego alkaloidu jest obnizona ruchliwo$¢ komorek,
zmniejszona endocytoza i egzocytoza. Moze dojs$¢ réwniez do przerwania mitozy oraz
zaburzen przewodzenia w sercu. Ostatecznie doprowadza to do niewydolnosci wielu
narzadow [51]. Podczas dluzszego przyjmowania preparatow zawierajacych kolchicyne
moze doj$¢ do odktadania si¢ tej trucizny w tkankach. W takiej sytuacji moze wystapi¢
agranulocytoza czy zaburzenia procesu spermatogenezy.

Ten starozytny lek znalazl zastosowanie w farmakologii wielu zaburzen. Kolchi-
cyna jest lekiem stosowanym przy terapii chondrokalcynozy (odktadanie krysztalow
pirofosforanu wapnia), a tacznie z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ)
stanowi lek z wyboru w przypadku zapalenia osierdzia [52]. Podawanie tego zwigzku
jest réwniez najstarsza metoda leczenia dny moczanowej. Wykorzystuje sie tutaj
blokowanie polimeryzacji tubuliny przez kolchicyne, co przeciwdziala aktywowaniu
inflamasomu [53]. Odnotowano skuteczno$¢ tej przeciwzapalnej toksyny w terapii
rodzinnej goraczki $rddziemnomorskiej, przewlekiej pokrzywki, zapalenia naczyn skor-
nych i tuszczycy [54]. Z ostatnich informacji wiadomo, ze w Instytucie Kardiologii
w Montrealu trwaja badania nad kolchicyna, aby wykorzysta¢ ja jako lek przeciw
COVID-19 [55].
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8. Tlenek azotu

Wsrod nieorganicznych zwiazkow chemicznych przyktadem trucizny jest tlenek
azotu (NO). Posiada niesparowany elektron, co jest przyczyna jego wysokiej reaktyw-
nosci — w powietrzu bezposrednio reaguje z tlenem, powodujac powstanie toksycznego
dwutlenku azotu (NO.). Tlenek azotu jest produkowany endogennie pod wplywem
syntazy tlenku azotu (NOS) — neuronalnej (nNOS) i $rodblonkowej (eNOS). Enzymy
te sg zalezne od jonéw wapnia [56]. W warunkach patologicznych tlenek azotu moze
tez powstawac na skutek dziatania formy indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS).
Zwiazek ten powstaje z L-argininy.

Toksyczno$¢ NO moze by¢ wynikiem bezposredniej nitrozylacji grup sulfhydrylo-
wych (-SH) biatek i hemu oraz reszt tyrozylowych w biatkach. Co wiecej, tlenek azotu
jest rodnikiem, co przyczynia si¢ do jego mutagennego dziatania. Moze dochodzi¢ do
uszkodzenia tancucha DNA i zaburzenia proceséw replikacji i transkrypcji, co moze
by¢ przyczyna rozwoju choroby nowotworowej [57, 58]. NO wykazuje roéwniez
immunosupresyjny wplyw na organizm — dochodzi do spadku proliferacyjnej odpo-
wiedzi limfocytow na mitogeny lub przeciwciata [59]. Dodatkowo istnieje ryzyko
zawodowe zwigzane z narazeniem na tlenek azotu, co moze si¢ wigzaé¢ ze zwigkszona
podatnoscig na infekcje [60]. Korzystny wpltyw NO udowodniono w badaniu przeprowa-
dzonym na zwierzetach, ktore zostaly poddane niedotlenieniu i reperfuzji. Skutkiem
tego dziatania byt wzrost ich przezywalnosci.

Tlenek azotu jest zwigzkiem, ktory zostal wykorzystany na szerokg skale w réznych
dziedzinach medycyny. Miedzy innymi ma on udziat przy wystgpieniu niedokrwienia,
ktdére pojawia si¢ na skutek naglego skurczu lub zwezenia naczyn. Dochodzi wtedy do
spadku produkcji NO przez $rodbtonek naczyn krwionosnych i do wzrostu ci$nienia
krwi. Egzogennie podany tlenek azotu petni wtedy role antyoksydantu usuwajacego
02, co przyczynia si¢ do zahamowania rozwoju procesu zapalnego [61]. Inng zaletg
tego nieorganicznego zwigzku jest jego zdolnos¢ do reagowania z innymi zwigzkami,
ktore posiadajg niesparowane elektrony. W ten sposob zatrzymuje proces peroksydacji
lipidéw, zapobiegajac powstawaniu wielu uszkodzen w komorkach [62]. W 2020 roku
stwierdzono, ze tlenek azotu moze przyczyni¢ si¢ do zahamowania replikacji wirusa
SARS-CoV-2 wywotujacego COVID-19 [63].

9. Podsumowanie

Okazuje sig, ze nie kazda trucizna jest tylko i wylacznie trucizng. Kazdy z przed-
stawionych w artykule przyktadow wskazuje, ze wiele substancji toksycznych moze
by¢ wykorzystanych w terapii réznych chorob. Postep badan naukowych sprawil, ze
zwiazki, ktore byly wczesniej uwazane za zakazane, maja tez wiele pozytywnych
wlasciwos$ci. Najistotniejszg kwestia jest dawka, poniewaz to ona bedzie determinowac
wptyw danego ksenobiotyku na ludzki organizm.
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Dawka czyni trucizne — pozytywnie i negatywnie o dzialaniu najpopularniejszych
ksenobiotykow

Streszczenie

Trucizna to substancja, ktora przy zastosowaniu okre§lonej dawki wptywa niekorzystnie na ludzki orga-
nizm, a nawet doprowadza do $mierci. Moze by¢ ona pochodzenia naturalnego, gdy jest wytwarzana przez
trujace grzyby, rosliny, bakterie chorobotworcze czy zwierzeta, lub pochodzenia syntetycznego. Kazdy
zwigzek chemiczny posiada swoistag dawke toksyczng, po przekroczeniu ktérej dochodzi do wywotania
toksycznego dla cztowieka efektu. Oprocz dawki, do szkodliwosci ksenobiotykow przyczyniaja si¢ row-
niez inne czynniki, takie jak czesto$¢ zazywania, czas ekspozycji na toksyng, zakres negatywnych efektow,
droga wchianiania. Celem pracy jest przedstawienie kilku najpopularniejszych ksenobiotykoéw oraz ich
mechanizméw dziatania. Przyktadami trucizn, jakie zostaly opisane w artykule, sa: jad kielbasiany, amigda-
lina, arszenik, rycyna, kolchicyna i tlenek azotu. Ich destrukcyjny wptyw na organizm cztowieka obejmuje
migdzy innymi porazenie mig¢$ni oddechowych, uposledzenie wydzielania $liny, dzialanie teratogenne,
destabilizacje etapow podziatu komorki, biegunke, wymioty, agranulocytoze czy aglutynacje krwinek. Jednak
stwierdzono takze przydatnos$¢ tych zwigzkow w medycynie, na przyktad przy leczeniu nowotworow,
tradziku, astmy oskrzelowej, dny moczanowej.

Stowa kluczowe: ksenobiotyki, trucizna, dawka

The dose makes the poison — positively and negatively about the influence
of the most popular xenobiotics

Abstract

Poison is a substance that adversely affects the human body when used in a certain dose, and even leads to
death. It can be of natural origin, when produced by poisonous fungi, plants, pathogenic bacteria or animals,
or of synthetic origin. Each chemical compound has a specific toxic dose, beyond which it causes a toxic
effect for humans. Apart from the dose, other factors also contribute to the harmfulness of xenobiotics,
such as the frequency of use, the time of exposure to the toxin, the range of negative effects, the absorption
route. The aim of the article is to present some of the most popular xenobiotics and their mechanisms of action.
Examples of poisons described in the article are: botulinum toxin, amygdalin, arsenic, ricin, colchicines
and nitric oxide. Their destructive effect on the human body includes, among others, the paralysis of the
respiratory muscles, impaired salivation, teratogenic effects, destabilization of the stages of cell division,
diarrhea, vomiting, agranulocytosis or blood cell agglutination. However, these compounds have also been
found to be useful in medicine, for example in the treatment of cancer, acne, bronchial asthma, and gout.
Keywords: xenobiotics, poison, dose
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Wplyw rodzaju soli obecnej w roztworze odbierajacym
na proces osmotycznego zat¢zania
wodnych roztworow pektyny

1. Wprowadzenie

Wiodacym trendem XXI wieku jest poszukiwanie alternatywnych $ciezek technolo-
gicznych pozyskania cennych surowcow, do ktorych naleza m.in. polisacharydy.
Zwiazkiem nalezacym do tej grupy jest pektyna, ktorg na duza skale wydzieli¢ mozna
ze skorki cytrynowej lub wyttokow jabtkowych [1, 2]. Gtéwnymi etapami izolacji pektyny
ze statego odpadu powstajacego podczas produkcji zageszczonego soku jabtkowego sa
ekstrakcja kwasowa, zatezanie termiczne, stracanie alkoholem oraz suszenie [2, 3].
Kazda ze wspomnianych operacji jednostkowych jest kosztochtonna i wymaga poszu-
kiwania procesu alternatywnego, ktdry pozwoli opracowaé technologie spelniajaca
zatozenia zrOwnowazonego rozwoju.

Dotychczas w literaturze zaproponowano zastgpienie ekstrakcji kwasowej poprzez
niskotemperaturowa ekstrakcje enzymatyczng [4], a takze wskazano na mozliwo$¢
zastosowania membranowej techniki wymuszonej osmozy (FO, ang. forward osmosis)
W miejsce etapu zatezania termicznego [5]. Jednak nalezy zaznaczy¢, ze nadal w przed-
miotowej literaturze brakuje kompleksowych wynikow badan, ktore uzasadniatyby mozli-
wo$¢ wyeliminowania energochtonnych technik wyparnych w celu koncentracji wodnych
roztworéw pektyny i pokazaly zalety oraz efektywno$¢ zastosowania membranowego
zat¢zania osmotycznego.

Wymuszona osmoza jest technika membranowa, w ktorej przeptyw rozpuszczal-
nika (wody) wymuszony jest poprzez réznicg cisnien osmotycznych roztwordw roz-
dzielonych polprzepuszczalng btona. Klasycznie proces FO realizowany jest w dwoch
zamknigtych obiegach, gdzie roztwor zasilajacy (FS, ang. feed solution) ulega zateg-
zeniu, natomiast roztwor odbierajacy (DS, ang. draw solution) ulega rozcienczeniu [6].

Szereg parametrow procesowych, tj. poczatkowa rdznica cisnien osmotycznych po-
miedzy roztworami, temperatura roztworow zasilajacych, wartos¢ liniowej predkosci
przeplywu roztworéw roboczych, a takze dobor odpowiednich membran, moze istotnie
wplywac na wydajnos$¢ i efektywno$¢ prowadzonych proceséw osmotycznego zatezania
[7]. Jednym z gtownych wyzwan stawianych przed wspolczesnymi badaczami jest dobor
odpowiedniego DS, ktoéry determinuje wartos¢ strumienia wody transportowanej przez
membrang, a takze koszt procesu. Do glownych kryteriow klasyfikacji roztworéw od-
bierajacych stosowanych w procesie FO nalezy zaliczy¢ rowniez wlasciwosci fizyko-
chemiczne oraz sposob ich regeneracji [8]. Do grupy DS najczgsciej stosowanych

1 adam.el.andrzejewski@doctorate. put.poznan.pl, Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziat Tech-
nologii Chemicznej, Politechnika Poznanska, www.put.poznan.pl.

2 mateusz.szczygielda@put.poznan.pl, Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziat Technologii
Chemicznej, Politechnika Poznanska, www.put.poznan.pl.

8 krystyna.prochaska@put.poznan.pl, Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziat Technologii
Chemicznej, Politechnika Poznanska, www.put.poznan.pl.
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w procesie FO zaliczy¢ nalezy nieorganiczne roztwory soli jedno- (m.in. NaCl, KCI) oraz
dwuwarto$ciowych (m.in. MgCl,, CaCl,, Ca(NOs)2) [9]. Roztwory te charakteryzujg
si¢ zdolnoscig do generowania wysokiego ci$nienia osmotycznego, niska lepkoscia
oraz niewysoka cena. Wysoki potencjat aplikacyjny jako DS w procesie FO wykazuja
rowniez: gazy i lotne zwigzki organiczne, roztwory wodne monosacharydéw (fruktoza,
glukoza), organiczne sole jonowe (m.in. EDTA), polielektrolity, a takze organiczne
amfifilowe ciecze jonowe oraz funkcjonalizowane nanoczastki magnetyczne [10, 11].
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze gtdwnym kryterium doboru roztworu odbierajacego w przy-
padku zastosowanie techniki FO do zatgzania wodnych roztwordéw sktadnikow pocho-
dzenia naturalnego o potencjalnym zastosowaniu w przemysle spozywczym i medycynie
jest nietoksycznos¢ i niski stopien zanieczyszczenia koncentratu po procesie [12].

W procesie FO roznica w stezeniu substancji rozpuszczonych miedzy DS a FS
wymusza migracj¢ przez membrang czasteczek i jondw w kierunku przeciwnym do
przeptywu strumienia rozpuszczalnika. Zjawisko to nazywane strumieniem wstecznym
substancji rozpuszczonych (RSF, ang. reverse solute flux) negatywnie wptywa na
jakos$¢ zatezanego roztworu. Tak wigc konieczne jest poszukiwanie sposoboéw na jego
minimalizacje, co znacznie poprawi atrakcyjno$¢ zastosowania techniki FO do zate-
zania roztworow wodnych.

W procesie osmotycznego zatezania zwiazkow takich jak alginiany i pektyna,
rodzaj dobranej cieczy odbierajacej odgrywa szczegolng role nie tylko ze wzgledu na
mozliwo$¢ permeacji substancji rozpuszczonych z DS do FS, ale dodatkowo z uwagi
na mozliwo$¢ interakcji jondw migrujgcych przez membrang w strumieniu wstecznym
z czasteczkami polisacharydu. Obecno$¢ jondw wielowartoSciowych w cieczy zasi-
lajgcej moze prowadzi¢ do intensyfikacji zjawiska blokowania (ang. fouling) [13] po-
wierzchni membrany FO, ktore wptywa negatywnie na przepuszczalno$¢ rozpuszczal-
nika, co oznacza obnizenie wydajnosci procesu zat¢zania (maleje warto$¢ strumienia
permeujacej wody). Fouling membran jest zjawiskiem powszechnie wystgpujacym
W procesach separacyjnych wykorzystujacych btony potprzepuszczalne, a jego ograni-
czenie jest obiektem ciggtych badan [14, 15].

Na spadek efektywno$ci procesu membranowego wplywa nie tylko porastanie
membrany, ale rtowniez wystepowanie polaryzacji stezeniowej (CP, ang. concentration
polarization). Zjawisko CP definiowane jest jako wystepowanie gradientu st¢zenia
w warstwie granicznej powstatej w bezposrednim sgsiedztwie membrany [16], a co za
tym idzie obnizenie efektywnej sily napedowej procesu.

Ponadto dobierajac typ roztworu odbierajacego do danego procesu FO, nalezy pa-
migtaé¢ o koniecznosci regeneracji DS, ktorej moze towarzyszy¢ odzysk wody prze-
transportowanej przez membrang podczas procesu zatezania roztworu zasilajacego.
Zatezanie roztworu DS wymaga zastosowania dodatkowych operacji jednostkowych,
takich jak np. destylacja membranowa (MD, ang. membrane distillation) [17] czy od-
wrocona osmoza (RO, ang. reverse 0smosis) [18].

Celem pracy byto zbadanie wptywu typu soli obecnej w DS na proces osmotycznego
zatgzania wodnych roztworow pektyny. Analizie poddano wartosci bezwzgledne stru-
mienia wody przeplywajacej przez membrang podczas zatgzania oraz jego procentowy
spadek w trakcie procesu. Ponadto przeprowadzone badania pozwolity okresli¢ warto$¢
wstecznego strumienia substancji rozpuszczonych wywierajacego negatywny wplyw
na jako$¢ zatezanego roztworu pektyny. Rozwazania takie dotychczas nie zostaly
przedstawione w literaturze.
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Wplyw rodzaju soli obecnej w roztworze odbierajgcym
na proces osmotycznego zatezania wodnych roztworow pektyny

2. Materialy i metody

2.1. Roztwory

W przypadku proceséw referencyjnych (BL, ang. baseline) jako FS stosowano 0,3 dm?
wody dejonizowanej (pH 6,66, opornos¢ wiasciwa 0,56 MQ-cm), natomiast podczas
badan zatezania pektyny jako FS uzyto 0,3 dm® wodnego roztworu wysokometylowanej
pektyny (C. E. Roeper GmbH, Germany) o stezeniu 2 g-dm™. Jako DS zastosowano
0,3 dm® wodnego roztworu odpowiedniej soli o stezeniu réwnym 3 M: chlorku sodu,
chlorku magnezu(l1) lub chlorku wapnia(Il) (Chempur, Polska).

2.2. Uklad eksperymentalny

Procesy FO prowadzono w dwdch zamknigtych obiegach. Wymiana masy nastgpo-
wata w module membranowym o budowie ptytowo-ramowej, ktory zostat wyposa-
zonym w komercyjnie dostgpna membrang¢ z trojoctanu celulozy (Fluid Technology
Solutions, USA) o powierzchni aktywnej rownej 32 cm? Zastosowana membrana ma
budowe asymetryczna, tzn. sktada si¢ z cienkiej i nieporowatej warstwy aktywnej oraz
porowatej warstwy wspierajgcej, czyli supportu. Wszystkie procesy FO przeprowa-
dzono w temperaturze 20 +1°C. Procesy BL prowadzono przez 180 minut, natomiast
procesy zatezania pektyny dwukrotnie dtuzej, tj. przez 360 minut. W przypadku
wszystkich do$wiadczen natezenie przeptywu mediow roboczych wynosito 30 dm?-h™.

2.3. Ocena procesu

Strumien wody transportowanej przez membrang wyznaczono na podstawie
réwnania:

_ Am
o = (1)

w ktorym: Jw — strumiefi, dm®-m?-h?; Am — masa wody przetransportowanej przez membrane w czasie At, g;
p — gestos¢ wody, g-dm®; Am — efektywna powierzchnia membrany, m?; At —czas, h.

Strumien wsteczny substancji rozpuszczonych zostat okreslony na podstawie

stezenia jonow chlorkowych w FS i zostal wyliczony zgodnie z rOwnaniem:

RSF = (Ct'(vfeed,o_i\r:]:.,tt)_co'vfeed,o) (2)

w ktorym: Co oraz Ct — stgzanie chlorkéw w FS na poczatku procesu oraz po czasie t trwania eksperymentu,
mol-dm; Vred0 — objeto$é FS na poczatku procesu, dm® AVpt — objetosé wody przetransportowanej przez
membrane, dm®.

Spadek strumienia podczas procesu zatgzania (FD, ang. flux decline) zostat obli-
czony na podstawie rownania:

FD = (1 —’“V—"‘) -100% (3)

w,t

w ktorym: FD — spadek strumienia, %; Jwt — warto$¢ strumienia wody przeptywajacej przez membrane
W czasie t procesu zatgzania, dm® m?-h’; Jwk — warto$¢ strumienia wody przeptywajacej przez membrang na
koncu procesu zatezania, dm®-m?-h.

Stopien odzysku wody (WR, ang. water recovery) wyznaczono na podstawie wzoru:
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WR = % -100% (4)
F

w ktéorym: Qp — objeto$¢ wody przetransportowanej przez membrane w trakcie procesu zatezania, cmS;
Qr — poczatkowa objetos¢ FS, cm®.

2.4. Stezenie chlorkéow

Zawarto$¢ jonow chlorkowych w FS zostata okreslona potencjometrycznie z zasto-
sowaniem titratora 703 Ti Stand (Metrohm, Polska). Kazdorazowo 10 cm® wody
dejonizowanej, 1 cm® buforu octan (pH okoto 2) i 2 cm® probki miareczkowano 0,1 N
roztworem AgNOs, az do catkowitego wytracenia AgCl. Stezenie jonow chlorkowych
zostato wyznaczone na podstawie rownania:

Cagno3-VagNos
Co-=—" (5)
probki

w ktorym: Cgj- — stezenie jonéw chlorkowych w DS lub FS, mol-dm; Cagnos — stezenie uzytego titranta,
mol-dm3; Vagnos — objetos¢ zuzytego titranta AgNO3, cmS; Viprsoki — objetosé analizowanej probki, cm?,

2.5. CiSnienie osmotyczne

Cisnienie osmotyczne zostalo wyznaczone na podstawie pomiardw osmolalnosci
uzyskanych z zastosowaniem osmometru OS 3000 (Merazet, Polska). Kazdorazowo
pobierano probke roztworu o objetosci 0,1 cm® i umieszczano w probowce typu
eppendorf, w celu zbadania osmolalnosci. Cisnienie osmotyczne obliczono na pod-
stawie rOwnania:

n=227-10"3-0 (6)

w ktorym: 7 — ci$nienie osmotyczne, MPa; O — osmolalnos$¢ probki, mOsm- kg™,
3. Wyniki i dyskusja

3.1. Procesy referencyjne

Pierwsza czeg$¢ badan dotyczylta proceséw typu BL. Poréwnano wydajnosci procesow
FO dla trzech wodnych roztworéw wybranych soli nieorganicznych, spetniajacych role
DS. Eksperymenty referencyjne pozwalajg oceni¢ maksymalng osiagalng efektywnos¢
zatgzania w procesie FO, czyli warunki maksymalizacji stopnia odbioru wody. Wyniki
przedstawiono na wykresie 1.

Dla kazdego z trzech proceséw obserwuje si¢ podobng dynamike zmian warto$ci
strumienia, a przebieg krzywych mozna podzieli¢ na trzy zasadnicze obszary. Bezpo-
$rednio po rozruchu uktadu (0-10 minuta) zauwaza si¢ gwattowny spadek wydajnosci
procesu. Jest to czas usredniania stezenh wewnatrz ukladu, stabilizacji przeptywu mediow
roboczych oraz ustalania si¢ przeptywu wody przez membrang. W drugim etapie
(10-45 minuta) obserwuje si¢ spowolnienie dynamiki zmian i stopniowe wyptaszczanie
krzywych. Jednakze przebieg spadku strumienia nadal ma charakter krzywoliniowy, co
jest szczegolnie widoczne dla procesu, w ktorym jako DS uzyto NaCl. Dalszy spadek
warto$ci strumienia (45-180 minuta) charakteryzuje si¢ rownomiernoscia i jest
zblizony do linowego. W tym etapie za spadek wydajnosci migracji wody przez mem-
brang w gldwnej mierze odpowiada efekt rozcienczania DS, albowiem im mniejsze jest
stezenie soli obecnej w DS, tym mniejsza jest sita napgdowa procesu, a tym samym
mniejsza wydajno$¢ procesu FO [19].
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Wykres 1. Zmiana warto$ci strumienia wody przeptywajacej przez membrang w trakcie trwania procesu typu
BL dla badanych DS [opracowanie wiasne]

W tym miejscu nalezy rdwniez wspomnie¢ o polaryzacji stezeniowej, ktora wptywa
na obnizenie efektywnej réznicy ci$nien osmotycznych wymuszajacej transport wody
przez membran¢ FO [16]. W rozwazanych doswiadczeniach CP wystepuje po stronie
cieczy odbierajacej. Gradient stezenia powstaje wewnatrz warstwy porowatego SUpportu
asymetrycznej membrany FO ze wzgledu na utrudnienie odptywu rozcienczonego DS
(po odebraniu wody z FS) z warstwy przymembranowej [20]. Polaryzacja stezeniowa
(po stronie DS) ogranicza mozliwo$¢ mieszania si¢ cieczy odbierajacej, a co za tym
idzie usredniania ci$§nienia osmotycznego w calej objgtosci roztworu DS.

Najwigksza koncowa wartos$¢ strumienia wody przeptywajacej przez membrane
(26,20 dm3*-m?-h*) uzyskano dla procesu, w ktorym jako DS uzyto 3M roztwor CaCl..
Nieznacznie nizszg wydajnoscig (25,34 dm®m?-h?) charakteryzowatl si¢ proces FO
z zastosowaniem MgCl., natomiast najmniejsza wydajnos¢ (22,82 dm?-m?-h?) uzyskano
w procesie BL, w ktorym jako DS zastosowano NaCl. Obserwowane r6znice w efek-
tywnosci odbioru wody spowodowane sg rdéznica w wartosciach ci$nienia osmotycznego
(m) poszczegdlnych roztworéw odbierajacych. Wartosci ci$nienia osmotycznego dla
badanych soli, obliczone zgodnie ze wzorem (6), zestawiono w tabeli 1. Wartosci n dla
soli, ktore w swojej strukturze zawierajg kation dwuwarto§ciowy, sa wyraznie wyzsze
niz dla NaCl. Na podstawie przedstawionej analizy nalezy stwierdzi¢, ze w przypadku
procesow typu BL jedynym czynnikiem wplywajagcym na wydajno$¢ migracji wody
przez membrang jest sita napgdowa procesu FO.
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Rozwazaniom poddano réwniez procentowy spadek strumienia wody transportowej
przez membran¢ w ostatniej fazie procesu FO, zwigzany z efektem rozcienczania roz-
tworu odbierajacego. Obliczen dokonano na podstawie wzoru (3), a jako czas t przyjeto
45 minute procesu. Wyznaczone wartosci wynosity 8,54%, 7,86% i 6,09%, odpo-
wiednio dla NaCl, MgCl, i CaCl, uzytego jako DS. Wyniki wskazuja na rdznice
W zmianie cisnienia osmotycznego wraz ze zmiang st¢zenia dla kazdego z badanych DS.

Tabela 1. Zestawienie wartosci ciSnienia osmotycznego przy réznym stezeniu badanych soli

Cisnienie osmotyczne [MPa]
dla wodnego roztworu soli:
St%iﬂefle NaCl | MgCl, | CaCl;
3,0 11,78 17,71 17,84
2,0 8,04 11,53 12,08
15 6,17 8,60 8,94
1,0 4,11 6,04 6,13
0,5 2,13 3,16 3,36
0,1 0,48 0,84 0,93

Zrodto: opracowanie wiasne.

Bazujac na przeprowadzonych analizach, nalezy stwierdzi¢, ze wodny roztwor CaCls
wydaje si¢ najlepszym roztworem odbierajgcym ze wzgledu na generowanie najwigkszej
sity napedowej procesu FO oraz najmniejszg podatnos¢ na rozcienczanie. Jednoczes$nie
warto$ci wstecznego strumienia substancji rozpuszczonych, okreslone na podstawie
zawarto$ci jondw chlorkowych w roztworze zasilajacym po procesie FO, nie roznity
si¢ W sposob statystycznie znaczacy miedzy procesami referencyjnymi i wynosilty
0,062 0,007 mol-m?-h?,

3.2. Proces zatezania

Druga cze$¢ badan dotyczyta poréwnania wydajnosci zatezania wodnego roztworu
pektyny technika FO przy zastosowaniu rozwazanych roztworéw odbierajacych. Poréw-
nanie zmiany wydajnosci procesow przedstawiono na wykresie 2.

Podobnie jak w przypadku proceséw referencyjnych, krzywe zmiany strumienia
wody transportowanej przez membrang w czasie procesu FO dla kazdego z uzytych DS
przyjmuja podobny ksztatt. Jednak podzial tych krzywych na poszczegdlne zakresy
odpowiadajace kolejnym etapom procesu zatgzania jest odmienny. Etap dynamicznego
spadku strumienia wyraznie widoczny w eksperymentach typu BL, w przypadku zatg-
zanie roztworow pektyny nie jest juz tak jednoznaczny, albowiem brak skokowej zmiany
warto$ci, ktora obserwowano w przypadku procesow referencyjnych. Dla procesow
zatgzania pektyny granica migdzy fazg stabilizacji przeptywu mediow a faza wyptasz-
czania krzywej zostala zatarta, a przejScie migdzy etapami jest ptynne. Dodatkowo,
analizujgc przebieg krzywych pokazanych na wykresie 2, nalezy zauwazy¢, ze liniowy
spadek strumienia w czasie zwigzany z ostabianiem si¢ sity napedowej procesu
w efekcie rozcienczania DS obserwuje si¢ dopiero po 180 minutach procesu.
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Wydluzenie pierwszej z faz opisanych dla proceséw referencyjnych lub potaczenie
fazy pierwszej i drugiej mozna tlumaczy¢ pojawieniem si¢ dodatkowego zjawiska
w przypadku zatezania roztworu pektyny, ktorym jest odktadanie si¢ czasteczek poli-
sacharydu na powierzchni membrany. Z powodu braku porow w membranie od strony
cieczy zasilajagcej mozna z calg pewnoscig przyjaé, ze fouling polegat wylacznie na
wytworzeniu placka filtracyjnego, czyli dodatkowej warstwy na powierzchni mem-
brany, ktora zwickszata catkowity op6r uktadu i ograniczata przepuszczalnos¢ dla czaste-
czek wody.

Nalezy zaznaczyC, ze powstanie warstwy pektyny na powierzchni membrany nie
jest jedynym zjawiskiem wplywajacym na obnizenie wydajnosci procesu zat¢zania
wodnego roztworu pektyny. W poréwnaniu z procesem referencyjnym, po stronie
cieczy zasilajacej pojawia si¢ gradient stezenie pektyny skierowany prostopadle do
powierzchni membrany, o zwrocie od membrany. Obserwowanym zjawiskiem jest pola-
ryzacja st¢zeniowa, w efekcie ktorej nastgpuje przeplyw od warstwy przymembranowej
do objetosci cieczy zasilajacej znajdujacej si¢ wewnatrz modutu membranowego. Zwrot
powstatego strumienia jest przeciwny do strumienia rozpuszczalnika transportowanego
przez membrang, co obniza wydajnos¢ procesu zatgzania.

Na podstawie analizy krzywych pokazanych na wykresie 2 mozna zatozy¢, ze
podczas zatezania roztworu pektyny etap dynamicznego spadku strumienia ulegt wydtu-
zeniu i trwat okoto 180 minut. Szczegdétowa analiza zmian zachodzacych na powierzchni
membrany w trakcie zat¢zania wodnego roztworu pektyny technikg FO, z zastosowa-
niem NaCl jako DS, zostata szeroko przedyskutowana w innej pracy autorow [5].
W cytowanych badaniach zaobserwowano charakterystyczne etapy powstawania warstwy
foulingu. Przy stopniu odbioru wody powyzej 40% (160-180 minuta procesu) pektyna
zostata odtozona na catej efektywnej powierzchni membrany FO, tworzac nieréwno-
mierng, ale ciggla warstwe. Obserwacje eksperymentalne zostaly poparte zdjeciami
zZ skaningowego mikroskopu elektronowego, ktore pozwolity na szczegdlowe zobrazo-
wanie kolejnych etapow osadzania si¢ warstwy blokujacej polisacharydu.

Zaskakujace jest rowniez zestawienie koncowych warto$ci strumienia, ktdre wynosza
12,01 dm®*m?%h?, 11,10 dm*m?h? i 9,38 dm*m?h?, odpowiednio dla uktadow,
w ktorych jako DS uzyto wodnych roztworéw NaCl, MgCl; i CaCl,. Poréwnujac war-
tosci strumienia dla proceséw zatezania pektyny z procesami referencyjnymi, nalezy
wnioskowaé, ze przepuszczalno$¢ warstwy blokujacej utworzonej przez czasteczki
pektyny zdeponowanej na powierzchni membrany jest czynnikiem determinujgcym
wydajnos$¢ techniki FO. Nalezy wyraznie zaznaczy¢, ze pojawienie si¢ warstwy pektyny
na powierzchni membrany sprawilo, iz r6znice w ci$nieniu osmotycznym uzytego DS
(tab. 1) staty si¢ zaniedbywalne dla wydajnosci migracji wody. Cisnienie osmotyczne
generowane przez wodny roztwor pektyny wynosito 4,54-10° MPa, a wiec jest pomi-
jalnie mate wzgledem warto$ci osigganych przez badane ciecze odbierajace.
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Wykres 2. Zmiana warto$ci strumienia wody przeptywajacej przez membrang w trakcie trwania procesu
zatezania wodnych roztworéw pektyny dla roznych DS [opracowanie wiasne]

Przeprowadzajac analize wielkosci spadku strumienia (FD) podczas zatezania roz-
tworu pektyny w ostatniej fazie procesu FO, tj. po 180 minucie, w przypadku wszyst-
kich trzech badanych cieczy odbierajacych obserwuje si¢ podobny trend spadkowy
strumienia, jednakze wartosci FD sa rozne. Najwigkszy spadek wydajnosci (49,62%)
nastapit w przypadku procesu, w ktorym jako roztworu odbierajacego uzyto CaCly,
a najmniejsza (39,78%) dla procesu FO z wykorzystaniem NaCl jako DS.

Poréwnanie wynikow przedstawionych na wykresach 1 i 2 wskazuje, ze roztwor
odbierajacy, ktory pozwala uzyskac najwie;ksza, efektywnos¢ procesu FO, jest zalezny
od sktadu FS. Roztwor odbierajacy generuj 3cy naj w1e;ksza, site napedowa w przypadku
proceséw referencyjnych (CaCly) wykazat najmniejsza wydaJnosc W procesw zatezania
pektyny. Natomiast DS, dla ktoérego odnotowano najnizsze ci$nienie osmotyczne
w badaniach referencyjnych (NaCl), sprawdzit si¢ najlepiej w koncentracji osmotycznej
wodnego roztworu pektyny.

W kazdym z omawianych procesow zat¢zania pektyny zachodzi powolna akumulacja
czasteczek polisacharydu na powierzchni membrany, a nastepnie zzelowanie powstale;
warstwy [5]. Jednakze w przypadku procesu zatezania technikg FO z zastosowaniem
DS zawierajacego wylacznie jony jednowarto$ciowe zjawisko polimeryzacji pektyny
zachodzi samoczynnie po osiagnieciu odpowiedniego stezenia i pH [21, 22]. Efekt ten
jest charakterystyczny dla pektyny wysokometylowanej, ktora zostala zastosowana
W omawianym cyklu badan. W przypadku obecnosci jonéw dwuwartosciowych zelo-
wanie warstwy blokujacej moze by¢ intensyfikowane przez wytworzenie mostkéw po-
migdzy oraz wewnatrz czasteczek pektyny, co opisane zostalo modelem egg-box [13].
Omawiane zjawisko jest silniejsze dla jonow Ca?*, a powstajaca warstwa charakteryzuje
si¢ wigkszym uporzadkowaniem i zwartosécig [23]. Tozsame obserwacje poczyniono
w przypadku zat¢zania alginianow technikg FO [24].
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Wykres 3. Pordwnanie warto$ci wstecznego strumienia substancji rozpuszczonych podczas procesu zatezania
wodnych roztworéw pektyny dla trzech rozwazanych soli [opracowanie wiasne]

Na wykresie 3 zestawiono warto$ci wstecznego strumienia substancji rozpuszczonych
dla trzech omawianych proceséw zat¢zania. Najwigcej jondw soli zostato przetrans-
portowane z roztworu odbierajacego do roztworu zasilajacego podczas 360 minut pro-
cesu FO z zastosowaniem NaCl jako DS. Natomiast najnizsza warto$¢ wstecznego
strumienia substancji rozpuszczonych odnotowano dla procesu zatgzania roztworu
pektyny z wykorzystaniem CaCl, jako DS. Przypuszcza si¢, ze nizsze stezenie jonow
chlorkowych w uktadzie z CaCl, moze wynika¢ z mniejszej przepuszczalno$ci zzelo-
wanej warstwy pektyny, ktora prawdopodobnie byta stabilizowana kationami dwuwar-
tosciowymi [13].

Niestety, nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, czy jony Cl nie zostatly zamknigte
wewnatrz powstatych struktur egg-box [22, 25], przez co nie byly nieobecne w ba-
danym roztworze. Potwierdzenie badz obalenie postawione] tezy wymagaloby wyko-
nania bilansu jonéw chlorkowych, na podstawie stezenia ktorych okre$lany jest RSF
w niniejszych badaniach. Jednakze, ze wzglgdu na znaczny rozrzut warto$ci strumienia
wstecznego (patrz wykres 3), wynik proponowanych badan bilansowych bylby nie-
miarodajny.

4. Podsumowanie

Zrealizowane eksperymenty stanowia wstepny etap badan nad doborem odpowied-
niej cieczy odbierajgcej do procesu osmotycznego zatezania wodnych roztworow pek-
tyny. Z przeprowadzonych analiz wynika, Zze najwigkszg efektywnos$¢ osmotycznego
odbioru wody z roztworu pektyny o stezeniu 2 g-dm™ uzyskano w przypadku zastoso-
wania NaCl jako DS. Fakt ten nalezy uzna¢ za zaskakujacy, albowiem NaCl charakte-
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ryzuje si¢ najnizsza wartoscia cisnienia osmotycznego ze wszystkich rozwazanych soli
nieorganicznych.

Przeprowadzone rozwazania wskazuja na odmienny mechanizm kontroli efektywnosci
transportu wody miedzy procesami referencyjnymi a procesami zat¢zania roztworu
pektyny. W uktadzie zatezania polisacharydu o efektywnosci procesu FO decyduje war-
stwa blokujgca tworzona na powierzchni membrany przez odkladajace si¢ czasteczki
pektyny. Powstawanie placka filtracyjnego zwigksza catkowity opdr i ogranicza
przepuszczalno§¢ membrany dla rozpuszczalnika. Dodatkowo zjawisko foulingu ulega
intensyfikacji w obecnosci kationéw dwuwartosciowych. Efekt ten mozna opisaé
modelem egg-box, ktory polega na powstawaniu wigzan pomiedzy jonami a tancu-
chami pektyny, ktore zwigkszajg zwarto$¢ powstajacej warstwy zzelowanego polisa-
charydu.

Literatura przedmiotu wskazuje inne grupy zwigzkéw o duzym potencjale aplikacji
jako roztwor odbierajacy w procesach zat¢zania technikg FO. Jednoznaczne okreSlenie
najlepszego DS dla procesu osmotycznego zatgzania wodnych roztworéw pektyny
wymaga wiec dalszych badan, np. sprawdzenia wydajnosci odbioru wody dla m.in.
nanoczastek magnetycznych i cieczy jonowych.
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Wplyw rodzaju soli obecnej w roztworze odbierajacym na proces osmotycznego
zatezania wodnych roztworéw pektyny

Streszczenie

Pektyna jest jednym z najlepiej poznanych biopolimerow. Ze wzgledu na swoje wilasciwosci stosowana
jest w przemysle spozywczym, a takze w przemysle kosmetycznym (dzigki zdolnosci do modyfikacji
wlasciwosci reologicznych mieszanin) oraz przemysle farmaceutycznym w systemach dostarczania lekow.
W produkcji wielkoskalowe]j pektyne otrzymuje si¢ ze skorki cytrynowej badz wyttokow jabtkowych,
w wieloetapowych procesach przetworczych. Gtownymi etapami technologii pozyskiwania pektyn ze stalych
odpadoéw po przetworstwie jablek sg ekstrakcja, stracanie alkoholem i suszenie. Jednak ta metoda produkcji
pektyn nie jest ani tania, ani przyjazna srodowisku, konieczne jest wigc opracowanie bardziej proekologicznych
rozwiazan. Interesujacym podejsciem moze by¢ zatgzanie ekstraktu z zastosowaniem technik separacji
membranowej, co pozwoli zmniejszy¢ objetos¢ alkoholu uzytego w procesie stracania, a co za tym idzie

71



Adam Andrzejewski, Mateusz Szczygielda, Krystyna Prochaska

zredukowaé kosztochtonno$¢ oraz ilos¢ powstajacych odpadow. Szczegdlnie uzasadnione wydaje si¢
zastosowanie niskoemisyjnej techniki wymuszonej osmozy (FO) jako techniki zatgzania, albowiem tech-
nika FO w przeciwienstwie do odwréconej osmozy (RO) jest znacznie mniej podatna na fouling membran.
Zbadano wptyw rodzaju cieczy odbierajacej (DS) na proces zat¢zania wodnych roztworéw pektyny
technikg FO. Eksperymenty przeprowadzono, stosujac modut ptytowo-ramowy wyposazony w membrang
z trioctanu celulozy. Jako DS zastosowano wodne roztwory soli: chlorek sodu, chlorek wapnia(ll) i chlorek
magnezu(Il). Podczas badan analizowano warto$¢ koncowa strumienia permeatu, spadek strumienia trans-
portowanego przez membrang FO oraz strumien wsteczny soli uzytej w roztworze odbierajacym. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze uzycie roztworu chlorku sodu jako roztworu odbierajacego
pozwala na osiggnigcia najlepszych rezultatow w procesie zatezania wodnych roztworéw pektyny technikg FO.
Stowa kluczowe: pektyna, wymuszona osmoza, sole nieorganiczne, ciecz odbierajaca

The effect of the type of salt present in the draw solution on the osmotic
concentration of aqueous pectin solution

Abstract

Pectin is one of the best-investigated biopolymers. Because of its properties, it is used in the food industry,
cosmetic industry (due to its ability to modify the rheological properties of mixtures), and pharmaceutical
industry in drug delivery systems. In large-scale production, pectin is extracted from lemon peel or apple
pomace in several processing stages. The main steps of the technology are pectin extraction from solid waste,
alcohol precipitation and drying. However, this method is neither cheap nor environmentally friendly, so it
is necessary to develop a more eco-friendly pectin production method. An interesting approach could be to
concentrate the extract using membrane techniques to reduce the volume of alcohol used in the preci-
pitation process. Such an enhancement will result in reducing the total cost and the amount of produced
waste. The use of the low-carbon forward osmosis (FO) technique as a concentration method seems
justified because the FO, unlike the reverse osmosis (RO), is much less susceptible to membrane fouling.
In this paper, the influence of the draw solution (DS) type on the osmotic concentration of aqueous pectin
solutions was investigated. Experiments were carried out using a plate-frame module equipped with
a cellulose triacetate membrane. Aqueous solutions of salts: sodium chloride, calcium(ll) chloride and
magnesium(ll) chloride were used as DS. The final value of the permeate flux, the flux decline, and the
reverse salt flux were analysed as process outcomes. The use of aqueous sodium chloride solution as the
draw solution was found to show the best performance in the concentration of aqueous pectin solution
using FO.

Keywords: pectin, forward osmosis, inorganic salts, draw solution
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Metody otrzymywania polioli
z chitozanu rozpuszczalnego w wodzie

1. Wprowadzenie

Poliole naleza do grupy zwiazkow wielkoczgsteczkowych, charakteryzujacych si¢
obecno$cig w strukturze przynajmniej dwoch grup hydroksylowych. Wérod nich mozna
wyrozni¢ poliestrole otrzymywane w wyniku syntezy kwasow dwukarboksylowych
z alkoholami wielowodorotlenowymi oraz polieterole stanowiagce produkt reakcji zwiagz-
kéw posiadajacych aktywny atom wodoru z oksiranami [1]. Stanowig wazng grupe
zwigzkoéw w przemysle chemicznym, a wykorzystywane sg na przyktad jako zamienniki
cukru w zywnos$ci (np. erytrytol, mannitol) [2]. Poliole stanowig rowniez gtowny
sktadnik kompozycji, z ktorej otrzymywane sa pianki poliuretanowe. Konsekwencja
duzego zapotrzebowania na materiaty poliuretanowe (7,8% calkowitej produkcji poli-
meré6w w Europie w 2020 r. [3]) jest zwigkszone zuzycie surowcoéw wykorzysty-
wanych do ich otrzymywania. Nie jest to korzystne dla srodowiska, cho¢by ze wzgledu
na konczace si¢ zasoby nieodnawialne, ktdre stanowig wazne zrodto wielu zwigzkow
0 znaczeniu przemystowym. Dodatkowo konicowe produkty poliuretanowe ze wzgledu
na trudno$¢ w recyklingu czesto zalegaja na wysypiskach $mieci [4]. Dlatego tez dazy
sie do otrzymywania polioli, ktore bedg bazowaé na zwigzkach pochodzenia natural-
nego. Pozwala to zmniejszy¢ zuzycie paliw kopalnych, a réwnoczesnie otrzymaé
materiaty, ktore dzigki swojej biodegradowalno$ci nie beda przyczyniaé si¢ do gene-
rowania dodatkowych odpaddéw. W literaturze mozna spotka¢ przyktady wykorzystania
w tym celu odpowiednio zmodyfikowanych olejéw roslinnych, na przyktad palmowego
[5], biomasy [6] czy hydroksyalkilowanych polisacharydoéw, skrobi i celulozy [7, 8].
Polimerem nalezagcym do tej ostatniej grupy jest chitozan — zwigzek pochodzenia
zwierzgeego, otrzymywany na drodze N-deacetylacji chityny powszechnie wystepu-
jacej np. w egzoszkielecie bezkregowcdw morskich, owaddéw oraz w $cianach komorko-
wych grzybow z gromady Ascomyceta i Basidiomyceta [9]. Lancuch chitozanu zbudo-
wany jest z powtarzajacych si¢ jednostek B-(1,4)-D-glukozoaminowych i N-acetylo-D-
glukozoaminowych. Na rynku obecne sa r6zne odmiany tego polimeru, roznigce si¢
masg czasteczkowq i stophiem zdeacetylowania. Mata rozpuszczalnos$¢ chitozanu (gtéwnie
W roztworach wodnych kwaséw organicznych, np. mrowkowego, octowego, cytryno-
wego, o pH mniejszym od 6,3 [9]) wymusza konieczno$¢ przeprowadzania réznych
modyfikacji chemicznych, ktére zwigkszaja mozliwo$¢ jego zastosowania. Jest to
mozliwe dzieki obecnosci we wspomnianym polimerze grup funkcyjnych: aminowej
przy weglu C-2 oraz pierwszo- i drugorzedowych grup hydroksylowych, odpowiednio
przy trzecim i szostym atomie wegla (rys. 1).

1 d524@stud.prz.edu.pl, Szkota Doktorska Nauk Inzynieryjno-Technicznych na Politechnice Rzeszowskie;j,
Politechnika Rzeszowska, www.szkoladoktorska.prz.edu.pl.

2 jml@prz.edu.pl, Zaktad Kompozytéw Polimerowych, Wydziat Chemiczny, Politechnika Rzeszowska,
www.wch.prz.edu.pl.
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Rysunek 1. Wzor strukturalny chitozanu

Wsréd wazniejszych zwigzkow chitozanu mozna wymieni¢ migdzy innymi pochodne
O- i N-karboksymetylowe, acylowe, sulfonowe, alkilowe oraz rézne potaczenia z me-
talami [10]. Dzigki takim zaletom chitozanu jak nietoksyczno$¢, biodegradowalnosg,
biokompatybilnos¢ uzyskiwane pochodne znajduja gléwnie zastosowanie w dziedzinach
medycyny, inzynierii tkankowej Iub farmacji. Zdolno$¢ do tworzenia polikationéw
W roztworach kwasow organicznych w wyniku protonowania grupy aminowej sprawia,
ze jest on wykorzystywany rowniez w procesach oczyszczania wody [11].

W pracach [7, 8] poliole otrzymywano na drodze hydroksyalkilowania polisacha-
rydow glicydolem i weglanem etylenu. Taki rodzaj reakcji pozwala na wprowadzenie
do zwigzku zawierajgcego aktywny atom wodoru dodatkowych grup hydroksylowych,
umozliwiajagcych miedzy innymi dalszg reakcje z diizocyjanianem. W literaturze
obecne sg przyklady hydroksypochodnych chitozanu otrzymywanych w wyniku
reakcji tego polimeru z epoksydami lub glicydolem w postaci krétkotancuchowych
zwigzkow, znajdujacych glownie medyczne zastosowanie [10]. Badania portugalskich
naukowcow [12] sugeruja rowniez inny kierunek wykorzystania hydroksyalkilowanego
chitozanu, tj. jako polioli do otrzymywania poliestrow i1 poliuretanéw. W pracy opisano
jednoetapows synteze, prowadzong w autoklawie, w ktorej na aktywowane wodoro-
tlenkiem potasu probki chityny i chitozanu dziatano nadmiarem tlenku propylenu.
Wada przedstawionego rozwigzania jest otrzymywanie produktow o duzej lepkosci (co
moze powodowac pdzniejsze problemy na przyklad z wymieszaniem z diizocyjania-
nem), zanieczyszczenie produktu koncowego katalizatorem oraz uzycie jako czynnika
hydroksyalkilujacego oksiranu, ktory jest zwiazkiem o duzej toksycznosci, a takze
fatwopalnym i tworzagcym mieszaniny wybuchowe z powietrzem.

W literaturze nie sa znane przyktady biodegradowalnych polioli otrzymywanych na
bazie chitozanu. Czynnikiem hydroksyalkilujacym znacznie bardziej przyjaznym $rodo-
wisku, dzigki swojej nietoksycznosci, wyzszej temperaturze wrzenia niz tradycyjnie
stosowane oksirany, a takze mozliwosci petnienia roli zarowno rozpuszczalnika, jak
i reagenta jest weglan etylenu. Dlatego tez w niniejszej pracy na drodze reakcji hydro-
ksyalkilowania chitozanu glicydolem i weglanem etylenu podjeto proby syntezy bio-
degradowalnych polioli, ktore moglyby by¢ nast¢pnie uzyte do otrzymywania pianek
poliuretanowych.

1.1. Material

W pracy uzyto nastgpujacych materiatow: chitozanu rozpuszczalnego w wodzie
(CHIT, dane podane przez producenta; Mn = 3000 u, stopien deacetylacji min. 90%,
CarbosynthLtd, Compton, Wielka Brytania), glicydolu (GL, cz., Sigma-Aldrich, Niemcy),
glicerolu (GLYC, cz., Avantor Performance Materials Poland, Polska), weglanu
etylenu (WE, cz., Fluka, Szwajcaria) i weglanu potasu (K2COs, cz., POCH, Polska).
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1.2. Syntezy

1.2.1. Synteza poliolu CHIT+GL+H,O+WE

Do okragtodennej kolby trojszyjnej o pojemnosci 250 cm?®, wyposazonej w chtodnice
zwrotng, mieszadlo mechaniczne i termometr odwazono 6 g chitozanu rozpuszczalnego
w wodzie, 60 g glicydolu i 45 g wody. Calo$¢ ogrzewano, intensywnie mieszajac
w temperaturze 105-110°C, do momentu catkowitego przereagowania glicydolu (ozna-
czono liczbe epoksydowa). Po zakonczeniu reakcji wode¢ oddestylowano pod obnizonym
cisnieniem (p = 30 mm Hg, do temperatury 150°C), otrzymujac jasng, galaretowata
ciecz (potprodukt CHIT+GL). Do otrzymanego potproduktu dodano 75 g weglanu etylenu
oraz 0,5 g weglanu potasu jako katalizatora. Cato§¢ ponownie ogrzewano do tempe-
ratury 160°C i utrzymywano w tym stanie do momentu przereagowania weglanu etylenu.

1.2.2. Synteza poliolu CHIT+GL+GLYC+WE

Do okragtodennej kolby tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm® wyposazonej w chtodnice
zwrotng, mieszadlo mechaniczne 1 termometr odwazono 6 g chitozanu rozpuszczal-
nego w wodzie, 45 g glicydolu i 60 g glicerolu. Calo$¢ ogrzewano, intensywnie mie-
szajac w temperaturze 160°C, do momentu catkowitego przereagowania glicydolu. Do
otrzymanego polproduktu (CHIT+GL+GLYC) dodano 105 g weglanu etylenu oraz 0,5 g
weglanu potasu jako katalizatora. Calo$¢ ponownie ogrzewano do temperatury 180°C
i utrzymywano w tym stanie do momentu przereagowania weglanu etylenu.

1.2.3. Synteza poliolu CHIT+GL+WE

Do okragtodennej kolby tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm® wyposazonej w chtodnice
zwrotng, mieszadlo mechaniczne i termometr odwazono 6 g chitozanu rozpuszczalnego
w wodzie i 90 g glicydolu. Calo$¢ ogrzewano, intensywnie mieszajgc w temperaturze
190°C, do momentu catkowitego przereagowania glicydolu. Do otrzymanego pot-
produktu (CHIT+GL) dodano 135 g weglanu etylenu oraz 0,5 g weglanu potasu jako
katalizatora. Cato$¢ ponownie ogrzewano do temperatury 180°C i utrzymywano w tym
stanie do momentu przereagowania weglanu etylenu.

2. Metody analityczne

Przebieg reakcji CHIT z GL byt badany za pomocg liczby epoksydowej metoda
chlorowodorowg w dioksanie [13]. Do prébki o masie ok. 0,5 g dodawano 25 cm? roz-
tworu kwasu chlorowodorowego w dioksanie (1,6 cm® HCI cz.d.a. w 100 cm?® dioksanu),
po czym jego nadmiar odmiareczkowywano za pomocg 0,2 M alkoholowego roztworu
wodorotlenku sodu wobec czerwieni 0-krezolowej.

W celu zbadania stopnia przereagowania weglanu etylenu uzyto metody opierajacej
si¢ na reakcji tego zwiazku z wodorotlenkiem baru [14]. W tym celu do prébki o masie
0,1-0,5 g dodano 2,5 cm® 0,15 M roztworu wodorotlenku baru, a nastepnie miarecz-
kowano ja 0,1 M roztworem kwasu chlorowodorowego wobec 0,2% alkoholowego
roztworu tymoloftaleiny.

Liczbe hydroksylowa otrzymanych polioli oznaczono przez acylowanie probki
bezwodnikiem octowym w $rodowisku ksylenu [15]. Probke o masie ok. 1 g ogrze-
wano z 20 cm® mieszaniny acetylujacej (bezwodnik octowy i dimetyloformamid
w stosunku obj. 23:77) przez godzing w temperaturze 100°C. Nadmiar bezwodnika
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i powstatego w reakcji kwasu odmiareczkowywano za pomocg 1,5 M roztworu wodo-
rotlenku sodu w obecnosci fenoloftaleiny.

Widma magnetycznego rezonansu jagdrowego wykonano za pomocg spektrometru
NMR o czestotliwosci roboczej 500 MHz, firmy Bruker, stosujac jako wzorzec wew-
netrzny heksametylodisiloksan. Jako rozpuszczalnika uzyto DMSO-ds. Do otrzymania
widma w podczerwieni uzyto spektrometru ALPHA FT-IR firmy Bruker. Widma
wykonano w postaci filmu kapilarnego.

2.1. Wlasciwosci fizyczne polioli

Oznaczono nastepujace wlasciwosci fizyczne otrzymanych polioli: gesto$¢ (pikno-
metr Lenz Laborglas GmbH & Co. KG, Wertheim, Niemcy), lepkos¢ (wiskozymetr
Hopplera, Thermo-Haake, Karlsruhe, Niemcy) oraz napigcie powierzchniowe metoda
odrywania pier$cienia [16].

3. Omowienie wynikéw

W pracy przeprowadzono dwuetapowg reakcje hydroksyalkilowania tzw. chitozanu
rozpuszczalnego w wodzie o $redniej masie czasteczkowej 3000 u. Wstepne proby wy-
kazaty, ze przeprowadzenie tej reakcji tylko z weglanem etylenu w obecnosci weglanu
potasu jako katalizatora (ogrzewanie w temperaturze 180°C) powoduje zweglenie poli-
meru. Z literatury wynika, ze w przypadku innych polisacharydow, np. celulozy, nale-
zato najpierw ogrzewa¢ zwigzek w srodowisku wody i glicydolu w celu jego roztwo-
rzenia, a dopiero p6zniej dziata¢ na otrzymany polprodukt weglanem etylenu [8].
Obecnie postanowiono zastosowaé podobny sposob otrzymania polieterolu, hydroksy-
alkilujac najpierw chitozan glicydolem w §rodowisku wodnym, a nastepnie, po usunig¢ciu
wody za pomocg destylacji pod obnizonym ci$nieniem, traktujac otrzymany potprodukt
weglanem etylenu i uzyskujac wiasciwy poliol (CHIT+GL+H,O+WE). Przedstawiony
sposob wymagat dlugiego czasu prowadzenia reakcji w temperaturze 105-110°C,
w celu przereagowania glicydolu z woda w glicerol, w ktorej rozpuszczat sig¢ chitozan,
a nastepnie oddestylowania wody. Dlatego w kolejnej syntezie wprowadzono mody-
fikacje, stosujac dodatek gliceryny zamiast wody (reakcja 2). Dodano minimalng ilo$¢
tego zwiazku potrzebnego do rozpuszczenia chitozanu, aby nastepnie przeprowadzic
reakcje z glicydolem i weglanem etylenu. W badanym srodowisku oprécz hydroksyal-
kilowania chitozanu zachodzita reakcja glicerolu z glicydolem. Majac na celu otrzy-
manie biodegradowalnych pianek poliuretanowych z udziatem wspomnianych polioli,
nalezalo zwigkszy¢ w nich udziat chitozanu. Podjeto zatem proby rozpuszczenia
chitozanu bezposrednio w glicydolu, rezygnujac z dodatku glicerolu. Okazato sig, ze
zastosowanie nadmiaru glicydolu w stosunku do meréw chitozanu i nast¢pnie przeprowa-
dzenie reakcji z weglanem etylenu pozwala otrzymac ciekly poliol (CHIT+GL+WE)
mieszalny z izocyjanianami. Schematyczny przebieg reakcji przedstawiono na rysunku 2.
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Rysunek 2. Reakcje hydroksyalkilowania chitozanu

H,0 itd

Otrzymane produkty miaty posta¢ ciemnobrazowych, wolno przelewajacych si¢ zywic.
Wyznaczono ich liczbe hydroksylowa oraz zbadano wiasciwosci fizyczne (lepkosé,
gestos¢ 1 napigcie powierzchniowe) w funkcji temperatury. Uzyskane dane zebrano
w tabeli 1.

Tabela 1. Wiasciwosci fizyczne polioli

Wiasciwosci fizyczne w T = 20°C Liczba
Rodzaj poliolu Gesto$é | Lepkosé Napigcie hydroksylowa
3 powierzchniowe
[g/cm®] | [mPas] [mN/m] [mg KOH/g]
CHIT+GL+H,O+WE | 1,2789 | 6846,67 40,96 654
CHIT+GL+GLYC+WE | 12702 | 147450 37,90 560
CHIT+GL+WE 1,3150 | 88611,66 59,95 409

Stwierdzono, ze najwigkszg funkcyjno$¢ wykazuje poliol otrzymany w reakcjach
hydroksyalkilowania chitozanu w $rodowisku wodnym. Z kolei najwigkszymi warto-
$ciami gestosci, lepkos$ci i napigcia powierzchniowego charakteryzowat si¢ produkt
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otrzymany w bezpos$rednich reakcjach chitozanu z czynnikami hydroksyalkilujagcymi
prowadzonych bez udziatu rozpuszczalnikow. Zmiany wiasciwosci fizycznych polioli
w funkcji temperatury przedstawiono na rysunkach 3, 4 i 5.

B CHIT+GL+H20+WE
® CHIT+GL+GLYC+WE
A  CHIT+GL+WE

20 30 40 50 60 70 80
Temperatura [°C]

Rysunek 3. Zmiana gestoci polioli w funkeji temperatury

100000
. m  CHIT+GL+H20+WE
® CHIT+GL+GLYC+WE
80000 CHIT+GL+WE
o
5_5 60000
£
o 40000
)
>
= 20000
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| | N
0 o —8—= ~ = 4 -
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Temperatura [OC]
Rysunek 4. Zmiana lepkosci polioli w funkc;ji temperatury
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Rysunek 5. Zmiana napigcia powierzchniowego polioli w funkcji temperatury

Zaobserwowano typowe zmiany tych warto$ci w funkcji temperatury, a uzyskane
wyniki miescily si¢ w zakresach uzyskiwanych dla polioli stosowanych do produkcji
pianek poliuretanowych.

Wykonano widma IR otrzymanych polioli i poréwnano je z widmami chitozanu
i glicydolu. Na widmie IR chitozanu (rys. 6) obserwuje sie obecno$¢ naktadajacych sie
na siebie pasm pochodzacych od drgan walencyjnych wigzan O-H i N-H przy ok. 3420
cm™. Odpowiadajace im drgania deformacyjne wystepuja przy 1420 cm™ i 1636 cm™.
Wigzania eterowe C-O-C daja pasmo drgan walencyjnych przy ok. 1030 cm™.

o

"N
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[~e]
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Rysunek 6. Widmo IR chitozanu
W widmie IR glicydolu (rys. 7) wystepuja pasma drgan walencyjnych i deformacyj-

nych grupy OH odpowiednio przy 3404 i 1035 cm™. Piericien oksiranowy absorbuje
przy 1260, 960 i 850 cm™,
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Rysunek 7. Widmo IR glicydolu

Analiza widm IR polioli (rys. 8) potwierdzita mozliwos¢ hydroksyalkilowania
chitozanu, nastepuje bowiem wzrost natgzenia pasma przy 1037cm™, co sugeruje
pojawienie si¢ kolejnych wigzan C-O-C powstajacych w wyniku pekania pierscieni
epoksydowych i pierScienia weglanu etylenu. Wzrasta natgzenie pasma pochodzgcego
od drgan walencyjnych grup metylenowych i metinowych wzgledem pasma walencyj-
nego grup hydroksylowych, co rowniez Swiadczy o tworzeniu si¢ tancuchéw oksyalki-
lenowych w wyniku rozpadu wspomnianych pierscieni. Pasmo przy ok. 1750 cm?,
szczegblnie widoczne na widmie poliolu (CHIT+GL+WE) wskazuje na mozliwo$¢
wbudowywania si¢ wigzan estrowych podczas otwierania pierscienia weglanu etylenu.
Potwierdza to jednoczesnie obecnoéé pasma przy 1250 cm™ pochodzacego od wigzania
C-O w grupie estrowej.

Transmitancja [%]

o T T T

T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Liczba falowa [cm-1]

Rysunek 8. Widma IR polioli: CHIT+GL+H20+WE (czerwony); CHIT+GL+GLIC+WE (niebieski);
CHIT+GL+WE (zielony)
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Na rysunku 9 pokazano widmo H-NMR chitozanu. Protony grup aminowych
absorbujg przy ok. 8,5 ppm i w widmach polioli (rys. 11) zanikaja, co $wiadczy o ich
przereagowaniu. Z kolei sygnaty protonow w grupach hydroksylowych chitozanu
wystepujg przy ok. 5 ppm i w widmach polioli rowniez zanikajg, ale pojawiajg si¢
sygnaty tych grup w widmach produktow przy ok. 4,5 ppm. Sygnaly grup metinowych
pierscienia chitozanu wystepuja przy ok. 3,5 ppm i pozostaja widoczne w widmach
polioli, a dodatkowo w zakresie 3,2-3,4 ppm pojawiaja si¢ sygnaly grup metylenowych
i metinowych powstajgcych w wyniku rozpadu pierscieni glicydolu i weglanu etylenu.
Widmo glicydolu i przypisane do niego sygnaly pokazano na rysunku 10. W widmie
polioli nie obserwuje si¢ sygnatdow o przesunigciu chemicznym 3,6 i 3,0 ppm charak-
terystycznych dla protonéw CH w pierScieniu epoksydowym, co $wiadczy o jego
uczestnictwie w reakcji.

/ C2H

C3H
C4H
C5H

gl CH3-CO-

NH2

8 3 ] 2 g wem
Rysunek 9. Widmo 1H-NMR chitozanu

3.6 ppmi 3,35 ppm
30ppm 2.7 ppmi 2,55 ppm

CHy— CH — CH,0H =—— 4.8 ppm
X"

-----------------------------

Rysunek 10. Widmo *H-NMR glicydolu
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Rysunek 11. Widma *H-NMR polioli: a) CHIT+GL+H20+WE; b) CHIT+GL+GLIC+WE;
(c) CHIT+GL+WE

4. Podsumowanie i wnioski

Opracowano 3 nowe, nieopisane dotychczas w literaturze metody otrzymywania
polioli z pierscieniami chitozanu w reakcjach hydroksyalkilowania chitozanu rozpusz-
czalnego w wodzie glicydolem i weglanem etylenu w r6znych §rodowiskach. Wyzna-
czono liczbe hydroksylowa oraz podstawowe wtasciwosci fizyczne, takie jak lepkosc,
gestos¢ 1 napigcie powierzchniowe otrzymanych polioli w funkcji temperatury.
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Metody otrzymywania polioli z chitozanu rozpuszczalnego w wodzie

Streszczenie

Duza $§wiadomos$¢ ekologiczna spoteczenstwa stawia przed producentami wyzwanie otrzymywania mate-
riatéw, ktore w jak najmniejszym stopniu beda ingerowa¢ w $rodowisko naturalne. Problem pojawiajacy
si¢ przy produkcji pianek poliuretanowych dotyczy wykorzystywanych surowcow, migedzy innymi polioli,
ktorych zrodtem sg konczace sig zasoby petrochemiczne oraz trudnosci z pozniejszym zagospodarowaniem
powstajacych odpadéw. W pracy opisano sposob i warunki otrzymywania polioli na bazie polimeru pocho-
dzenia naturalnego — chitozanu. Tzw. chitozan rozpuszczalny w wodzie o $redniej masie czasteczkowej
3000 u poddano reakcjom hydroksyalkilowania glicydolem i weglanem etylenu w réznym $rodowisku.
Przeprowadzono analiz¢ spektralng otrzymanych produktow, tj. wykonano widma w podczerwieni i magne-
tycznego rezonansu jadrowego oraz zbadano ich podstawowe wiasciwosci fizyczne takie jak gestosc, lepkosé
i napigcie powierzchniowe.

Stowa kluczowe: chitozan rozpuszczalny w wodzie, hydroksyalkilowanie, poliole, wtasciwosci

Methods to obtain polyols from water-soluble chitosan

Abstract

High ecological awareness of the society, poses a challenge for manufacturers to obtain materials which
will interfere with the environment as little as possible. The problem that arises in the production of
polyurethane foams concerns the raw materials used, among others polyols, whose source is the running
out of petrochemical resources and difficulties with subsequent management of the resulting waste. The
paper describes the method and conditions of preparation of polyols based on polymer of natural origin —
chitosan. The so-called water-soluble chitosan with an average molecular weight 3000 u was subjected to
hydroxyalkylation reactions with glycidol and ethylene carbonate in various environments. Spectral
analysis i.e., infrared and nuclear magnetic resonance spectra were performed for the obtained products and
basic physical properties such as density, viscosity and surface tension were investigated.

Keywords: water-soluble chitosan, hydroxyalkylation, polyols, properties
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Soja jako baza dla klejow do produkcji plyt
drewnopochodnych — przeglad literaturowy

1. Wprowadzenie

Soja jest najpopularniejsza rosling uprawng wykorzystywang jako sktadnik klejow
biologicznych. Wynika to glownie z jej niskiej ceny oraz powszechnych upraw na
swiecie. Jest to gatunek ro$liny straczkowej o ziarnie bogatym nie tylko w bialko, ale
i w wysokiej jakosci oleje jadalne. Prasowanie nasion pozwala na oddzielenie oleju od
frakcji stalej, ktora jest nastepnie przetwarzana na inne produkty. Istniejg trzy glowne
grupy wyrobow z maki sojowej (FFSF, ang. full fat soy flour), réznigce si¢ miedzy
sobg procentowa zawartoscig biatka [1]:
e odtluszczona $ruta sojowa (DSF, ang. defatted soy flour);
e koncentrat biatka (SPC, ang. Soy protein concentrate);
e izolat biatka (SPI, ang. soy protein isolate).

Réznice w procentowej zawarto$ci protein oraz pozostatych komponentow w wy-
mienionych wyzej produktach zaprezentowano w tabeli 1 na podstawie opracowania
A. Bacigalupe i wsp. [1].

Tabela 1. Sktad procentowy produktéw biatkowych

Skladnik Maka sojowa | Odtluszczona $ruta sojowa Koncentrat Izolat biatka
(FFSF) (DSF) biatka (SPC) (SPI)
Biatko sojowe 41 53 65,3 92
Thuszcz 22,5 5,1 0,3 :
Woda 34 6,5 9,0 48
Popiot 51 6,0 4,7 40
Inne 1,7 3,0 29 0.25

Catkowita powierzchnia pol uprawnych zajmuje okoto 1,3 min km?, wytwarzajac
rocznie okoto 350 mln t surowca o wartosci prawie 130 mld dolaréw [2]. Glownymi
producentami soi s3: Stany Zjednoczone wytwarzajace 45% $wiatowych zasobow,
Brazylia posiadajaca 25% areatu, a takze Argentyna, Indie oraz Chiny. Europejskimi
potentatami sa natomiast Ukraina i Rosja, na ziemiach ktorych tacznie znajduje si¢ az
3,5 min ha upraw [3].

Soja szeroko wykorzystywana jest przez wiele galezi przemystu, a duze zapotrze-
bowanie na nie wynika tylko z zastosowania jej jako sktadnika srodkow wigzacych.
Warto zaznaczy¢, ze az 87% produkowanych ziaren jest rozdrabnianych i przetwarzanych
na odtluszczong $rute sojowa i olej [4]. Soja znalazta swoje zastosowanie w [2, 5]:

1 katarzyna.osiak@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z 0.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakéw,
www.sestec.pl.

2 anna.sieranc@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z 0.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakow,
www.sestec.pl; Katedra Chemii Organicznej, Chemii Bioorganicznej i Biotechnologii, Politechnika Slaska,
ul. B. Krzywoustego 4, 44-100 Gliwice.
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e przemysle spozywczym — jako sktadnik piwa, ciastek, nalesnikow, zywnosci dla
dzieci, pieczywa, cukierkow, czekoladek, ptatkéw, makarondéw, zywnoSci instant,
majonezu czy margaryny;
produkcji pasz zwierzecych;
produkcji biopaliwa;
chemii gospodarczej (sktadnik kosmetykow, mydetl, szamponow, detergentow);
produkcji farb oraz kredek;
produkcji tworzyw sztucznych.

Makrosktadnikami budujacymi soj¢ sa: biatko, weglowodany rozpuszczalne i nie-

rozpuszczalne oraz olej [4].

Procentowa zawartos¢ sktadnikow soi

H Biatko

B Weglowodany
rozpuszczalne

Weglowodany
nierozpuszczalne

H Olej

M Inne

Rysunek 1. Procentowa zawarto$¢ sktadnikow soi [4]

Procentowa zawarto$¢ poszczego6lnych sktadnikéw nie jest stata i zalezy gtdéwnie od
odmiany ro$liny, potozenia jej upraw oraz panujgcego tam klimatu. Warto zaznaczy¢,
ze soja jest rosling o jednej z najwiekszych procentowych zawartosci oleju, plasujac sie
na drugim miejscu zaraz za orzechami ziemnymi [4].

Celem niniejszego artykutu byto dokonanie przegladu aktualnego stanu wiedzy doty-
czacego wykorzystania soi jako sktadnika klejow do produkc;ji ptyt drewnopochodnych.

2. Sklad chemiczny biatka

Bialka izolowane z nasion soi to w wigkszosci biatka globularne. Od 90 do 95%
biatka sojowego to jedno biatko zapasowe zbudowane z dwoch podjednostek — glicyniny
i konglicyniny. Biatko sojowe jest stabilne, mozna je dlugo przechowywac i jest sto-
sunkowo odporne na degradacj¢ termiczng [6]. Glicynina jest wysoce heterogeniczna,
sktada si¢ z dwoch tancuchéw polipeptydowych zwiazanych ze sobg mostkiem disiarcz-
kowym. Jeden tancuch jest zasadowy, drugi kwasowy. Charakteryzuje si¢ wysoka
masg czasteczkowa siegajaca nawet 380 kDa. Konglicynina ma kilka izoform — a, B iy —
dominuje forma f. Jest trimeryczng glikoproteina, ktora jest nieco lzejsza od glicyniny,
jej masa czasteczkowa wynosi okoto 200 kDa. Izolaty biatka sojowego zwykle
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uzyskuje si¢ metoda precypitacji izoelektrycznej. Ta metoda uzyskuje si¢ mieszaning
wszystkich bialek, z ktorych najwigksza czeg$¢ stanowig glicynina i konglicynina.
Istniejag réwniez metody, ktore pozwalaja na uzyskanie frakcji o zwickszonej zawar-
tosci glicyniny [7].

W przemystowej produkcji kleju najczgséciej wykorzystuje si¢ jednak nie izolaty
bialkowe, a maczke sojowa, ktora nie sktada si¢ catkowicie z biatka, ale zawiera tez
wiele innych substancji. Biatka stanowig wigkszo$¢ sktadu maki sojowej, ale moze ona
réowniez zawiera¢ do 25% thuszczu, blisko 20% weglowodanow oraz niewielkie ilosci
popiotu i btonnika [8].

Makroczasteczka biatka sojowego posiada ztozong budowe, sktada si¢ na nig 20
réznych aminokwasoéw réznigcych sie tancuchami bocznymi, ktore okreslaja specyficzne
cechy aminokwasu, zapewniajac mu konkretng role w biatku. Lancuchy te mozna po-
dzieli¢ na polarne (hydrofilowe), niepolarne (hydrofobowe) i amfipatyczne (posiadajace
cechy obu), w zaleznosci od ich rodzaju bardziej lub mniej chetniej wechodza w reakcje
z innymi [9].

H,N jf

o .
\// ‘\\

< "OH
R
Rysunek 2. Struktura chemiczna aminokwasow, w ktorej R oznacza rozne tancuchy boczne

3. Obrobka soi

Ziarno, ktore jest podstawa pozniejszych produktéw sojowych wykorzystywanych
m.in. w przemysle ptyt drewnopochodnych, zbierane jest z pola w formie stragkow. Po
oddzieleniu go od skorupki trafia do zakladow przetworstwa. Material jest wstgpnie
przesiewany, aby wyeliminowa¢ uszkodzone ziarna oraz mozliwe odpadki. Po oddzie-
leniu frakcji czystej i jednolitej jest ona odpowiednio rozdrabniana (przewaznie na
zabkowanych rolkach) w celu nie tylko zmniejszenia wielkosci, ale takze pozbawienia
ziaren zewnetrznej tuski, ktora wykorzystywana jest nastepnie jako sktadnik pasz
zwierzecych. W kolejnym etapie dochodzi do przemialu materialu na walcach w pod-
wyzszonej temperaturze (okoto 70°C), a otrzymane ptatki trafiaja do kolejnej obrobki.
Na tym etapie ekstrahowany jest takze olej za pomoca odpowiedniego rozpuszczalnika,
ktérym w glownej mierze jest heksan. Ilosci oleju, ktore nie przeszly do przesaczu,
stanowig $rednio 1% masy pozostatych platkow. Mieszanina ekstrakcyjna oddzielana
jest od platkow glownie poprzez dziatanie na materiat parg wodng pod préznig lub
przez ich bezposrednie gotowanie. Pozostate ptatki maja przewaznie 52-54% biatka
i mozna je rozdrobni¢ na make lub grys w zalezno$ci od wykorzystania. Koncentraty
powstaja w wyniku odthuszczania ptatkow poprzez ekstrakcje weglowodandéw rozpusz-
czalnych (sacharoza, rafinoza, stachioza), woda o pH 4-5 wraz z denaturacja cieplng
i tugowaniem. Proces pozostawia nierozpuszczalne biatko, zwigkszajac zawarto$¢
protein do okoto 65% suchej masy (warto$¢ standardowa dla koncentratu) [4, 10].
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4. Wykorzystanie soi jako skladnika klejow

Kleje na bazie soi szeroko wykorzystywane byly do produkcji ptyt drewnopochod-
nych juz od lat 30. XX wieku. W latach 60. musiaty ustgpi¢ jednak miejsca klejom
produkowanym na bazie ropy naftowej ze wzgledu na ich nie tylko lepsze dziatanie,
ale takze nizszg ceng. Ponowny wzrost zainteresowania bioklejami sojowymi spowo-
dowany jest zwroceniem uwagi na ograniczenie i nicodnawialno$¢ zasobow kopalnych.
Jednak glownym celem nowych rozwigzan roslinnych jest poprawa wlasciwosci me-
chanicznych oraz wodoodpornosci docelowych produktow [9].

Z perspektywy przemyshu produkcji ptyt drewnopochodnych najbardziej interesu-
jacym sktadnikiem soi jest biatko. W swojej podstawowej formie posiada ono zwarta
strukture kulista, ktora jest stabilizowana poprzez stabe oddzialywania migdzy-
czasteczkowe, w tym wigzania wodorowe, jonowe czy oddziatywania van der Waalsa.
Grupy funkcyjne (-COOH, -OH, -NH., -CONH), atrakcyjne z perspektywy modyfikacji
biatka w kleju, zwinigte sg do $rodka molekuty, ograniczajgc tym samym mozliwosé
tatwego wigzania si¢ biatka z drewnem [3, 4]. W zwigzku z tym, chcac wykorzystaé
biatko sojowe jako gtdéwny surowiec stanowigcy baze kleju, trzeba je odpowiednio
zmodyfikowaé. Wzrost dostepnosci grup aminowych czy karboksylowych spowodo-
wany jest zwykle rozktadem czasteczki biatka pod wptywem czynnikoéw zewnetrznych,
doprowadzajac do zajscia proceséw denaturacji i hydrolizy [12].

4.1. Modyfikacje bialka sojowego

Wyrdzni¢ mozna rézne strategie modyfikacji protein celem poprawy zdolnosci
wigzgcych. Polegajg one gldwnie na rozwinigciu struktury biatka z uzyciem $rodkow
sieciujacych tancuchy liniowe biatek czy uzyciu nanowypelniaczy stanowiacych faze
wypelniajgco-taczaca tancuchy biatka. Do najczgéciej wykorzystywanych metod przy
tworzeniu spoiw zaliczy¢ mozemy denaturacje¢ oraz sieciowanie, ktore bardzo czgsto
nastgpujac po sobie, zapewniajg pozadane efekty [9].

4.1.1. Denaturacja

Denaturacja to proces rozerwania wigzan stabilizujacych trzeciorzedowa (prze-
strzenng) strukture biatka. Prowadzi do rozplecenia tancucha polipeptydowego i odsto-
nigcia bocznych tancuchow aminokwasow. Bardzo czesto stanowi wstep do dalszych
modyfikacji i sieciowania. Rozszczepienie wigzan wodorowych i destabilizacja stabych
oddziatywan migdzyczasteczkowych (sit van der Waalsa, wiazan jonowych itp.) rozplata
tancuch polipeptydowy, nie zrywajac wigzan pomigdzy aminokwasami. Powszechnie
uzywanymi dodatkami do przeprowadzenia tego etapu s3: wodorotlenek sodu, mocznik,
wodorosiarczan sodu, dodecyobenzenosulfonian sodu (SDBS), chlorek guanidyny,
a takze siarczan dodecylu (SDS). Powstate zmiany zachodza glownie ze wzgledu na
wrazliwos¢ peptydow na zmiany pH $rodowiska, a takze obecnos¢ srodkow powierzch-
niowo czynnych. Proces zachodzi w temperaturze pokojowej. Sama denaturacja bardzo
czesto nie polepsza koncowych parametréw produktu na tyle, aby byla procesem wy-
starczajacym [9].

4.1.2. Sieciowanie

Kleje sojowe charakteryzuja si¢ przewaznie brakiem silnego usieciowania i ela-
stycznym szkieletem. Zastosowanie biatek w charakterze bazy do polaczenia klejowego
wymaga wigc odpowiedniego przygotowania, ktore zwigkszy trwato§¢ tancuchow,
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nadajac im odpowiednie wlasciwosci mechaniczne. W przypadku pecznienia (podczas
dziatania wody) moga wytworzy¢ si¢ migdzyfazowe naprgzenia ze wzgledu na kur-
czenie si¢ nie tylko materiatu, ale tez elastycznej warstwy kleju. Ma to negatywny
wplyw na jeden z najwazniejszych parametréw ptyt, czyli wodoodpornosé [9, 13].

Popularnie wykorzystywanymi Srodkami do usieciowania bialek sa: bezwodniki
maleinowy i bursztynowy, zywice epoksydowe, aldehydy (np. glutarowy,formaldehyd)
czy melamina. Srodki sieciujace sa w stanie reagowa¢ z grupami aktywnymi biatka
takimi jak -COOH, -NH; i -OH, a ze wzglgdu na ich mnogos¢ w biatku ilo§¢ mozli-
wych do uzycia grup zwigzkow stosowanych na tym etapie jest bardzo duza [9].

5. Kleje na bazie soi — zastosowanie

Wiasciwosci adhezyjne klejow sojowych sg $cisle zwigzane z iloscig biatka — im go
wigcej, tym wihasciwosci klejace Srodka wigzacego powinny sie poprawiaé [1]. Sita
klejenia zalezy natomiast od zdolnosci biatka do dyspergowania w wodzie i oddzia-
tywania jego polamnych i apolarnych grup z drewnem [11]. W pordéwnaniu z klejami
bazujacymi na sktadnikach ropopochodnych kleje sojowe posiadaja niestety szereg
wad. Zaliczy¢ do nich mozemy gléwnie: niskg wytrzymatosé, stabg wodoodpornosé,
a takze niskg zawarto$¢ substancji statych przy wysokiej lepkosci. Konieczne jest wigc
zastosowanie dodatkow odpowiednio poprawiajgcych wymagane parametry. Roznice
w skladzie produktow sojowych determinujg konieczno$¢ indywidualnego podejécia
do kazdego z nich, a co za tym idzie wyboru odpowiedniej drogi modyfikacji [1].

Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ biatka SPI najbardziej nadaje si¢ jako alternatywa
dla sktadnikéw ropopochodnych. Jednak brak wystarczajacej ilosci grup funkcyjnych
zdolnych do reakcji w mace sojowej sprawia, ze jest ona stabym dodatkiem do kleju,
dlatego potrzebne sg jej modyfikacje, ktore zerwg wewnetrzne wigzania i roztoza lub
zdyspergujg polarne czasteczki biatek [1].

Istnieje $cista korelacja miedzy wilasciwosciami reologicznymi kleju a mechaniczna
wytrzymato$cia gotowego produktu. Vnucec D. i inni wykazali, ze nalezy dobraé
odpowiednig ilos¢ alkaliow do modyfikacji SPC [9]. Gdy ilos¢ alkaliow jest niska,
nastgpuje denaturacja, prowadzac do rozwinigcia biatka i zwigkszenia lepkosci miesza-
niny klejowej, ostatecznie utrudniajac prawidlowe zwilzanie kleju na powierzchni
drewna, co prowadzi do stabego wiazania. Z drugiej strony wysokie wartosci pH sprzy-
jaja hydrolizie i zmniejszaja lepkos¢ spoin, powodujac nadmierna penetracje kleju na
powierzchni drewna. Konieczna jest wiec optymalizacja i opracowanie odpowiedniego
srodowiska tworzenia kleju sojowego.

Prowadzenie prac nad wykorzystaniem nowych $rodkéw modyfikujacych biatka
sojowe jest konieczne, aby sprosta¢ wciaz rosnagcym wymaganiom. Ghahri S. i inni
wykorzystali w swojej pracy trzy rodzaje tanin z kory akacji, drewna kasztanowca oraz
drewna kebraczo w celu otrzymania dobrze usieciowanego $rodka wigzacego na bazie
odtluszczonej maki sojowej (DF) oraz izolatu biatka sojowego (ISP), ktory poprawi
rowniez odporno$¢ na dziatanie wody [14]. Autorzy zastosowali wybrane taniny ze
wzgledu na podobienstwo ich budowy do budowy fenoli, ktéore powszechnie stoso-
wane sg do modyfikacji biatek. Klej sktadat si¢ z wody destylowanej, DF lub ISP, 5,
10 i 15% taniny, 6,5% heksaminy i roztworu 50% NaOH, ktory regulowat pH. Badania
powstatych wigzan potwierdzily tworzenie si¢ potaczen migdzy taninami oraz grupami
bocznymi aminokwasow. Zbadany modut elastycznosci (MOE) wykazat lepsze wyniki
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w przypadku uzycia ISP niz DF. Wykazano, ze przy uzyciu izolatu biatkowego wraz
z 10% dodatkiem taniny kebraczo wartos¢ MOE wzrasta z wartosci 4400 MPa dla
kleju bez tanin do wartosci 5660 MPa [14].

Chen X. i inni w celu poprawy odpornosci na wode uzyli wlasnorgcznie przygoto-
wanych poliuretanow [15]. Zmieszali SPI z woda destylowana, weglanem metylu oraz
heksametylenodiaming, tworzac klej SPI-NIPU (ang. non-isocyanates polyurethanes).
W dwoéch przypadkach dodano 10 i 15% eteru diglicydylowego gliceryny w celu
poprawy usieciowania biatka. Opracowane receptury klejowe przetestowano, tworzac
z nich sklejkg. Najwyzszy dodatek eteru spowodowal znaczny wzrost wytrzymatosci
rozrywania na sucho. Nie udato si¢ jednak zwigkszy¢ wodoodpornosci klejow i otrzymac
zadowalajgcych wynikow z rozrywania probek po wodzie i po gotowaniu (0,34 i 0,28
MPa) [15].

Podlena M. i wsp. zajeli si¢ usprawnieniem wiasciwosci klejacych soi poprzez do-
datek nanowypetniaczy sprawdzony dla klejow z, jak i bez lignin [16]. Ocenie poddano
dodatek tlenku polietylenu (PEO), hydroksypropylometylocelulozy (HPMC), nano-
wlokna celulozy (CNF) i polialkoholu winylowego (PVA). Substancje te dodano do
zZywic na bazie soi oraz zywic na bazie soi i lignin. Probki zbadano, zaréwno rozry-
wajac na sucho, jak i mokro. Dla czterech receptur osiagnieto lepsze wyniki niz dla
kleju UF. Byly to 9% 1 10% dodatek tlenku polietylenu do mieszaniny bez lignin oraz
9% dodatek nanowtokna celulozy z ligninami z oraz bez lignin [16].

Hettiarachchy N. i wsp. testowali modyfikacje soi [11]. Pierwsza metoda byta
modyfikacja za pomoca zasad. W tym celu autorzy rozpuszczali SPI w wodzie desty-
lowanej z r6zna iloscig dodatku NaOH. Mieszaniny miaty finalnie pH 8, 9, 10, 111 12.
Po dodaniu NaOH byly przykrywane folig aluminiowg i inkubowane przez godzine
w réznych temperaturach od 30 do 70°C i ciggle mieszane. Na koniec mieszaniny byty
zamrazane, liofilizowane i przechowywane w temperaturze pokojowej. Druga metoda
byta modyfikacja enzymatyczna, ktora przeprowadzono za pomocg trypsyny. Przygo-
towano 7% roztwor soi w wodzie destylowanej z 2% dodatkiem trypsyny wzgledem
wagi soi w pH = 8.0. Mieszaning inkubowano w wytrzasarce przez 1 h w 37°C. Enzym
nastepnie inaktywowano poprzez podgrzanie mieszaniny do 90°C. Kolejno mieszaning
zamrozono 1 liofilizowano. P6zniej zmierzono wspolczynnik hydrolizy soi. Najlepsze
wyniki sitowe osiggni¢to dla mieszaniny soi modyfikowanej zasadowo w pH = 12
i w temperaturze 40 i 50°C. Najlepszg wodoodporno$¢ osiagngta mieszanina z soja
modyfikowang zasadowo w pH = 10,0 i w temperaturze 50°C [11].

Zeng Y. i inni testowali wptyw dodatku czynnika sieciujacego na parametry kleju
sojowego [17]. W tym celu sporzadzili klej sojowy poprzez rozpuszczenie soi w wodzie
destylowanej w temperaturze 55°C. Jako dodatki denaturujace zastosowano boraks
i siarczek sodu. Jako czynniki sieciujace stosowano eter 1,6-heksanodiolu diglicydy-
lowego 1 trietylenotetraaming. Czynnik sieciujacy przygotowano poprzez zmieszanie
obu komponentéw w stosunku 10:1. Nastepnie dodawano mieszaning do kleju, ktory
poézniej testowano na sklejce. Jako czynnik sieciujacy stosowano takze sam eter
1,6-heksadiolu diglicydylowego. Badano réznice pomiedzy mieszaning klejowa przed
dentauracja, po denaturacji i po dodatku czynnikow sieciujacych. Najlepsza wodo-
odpornos¢ osiagnat klej z dodatkiem dwuskladnikowego czynnika sieciujacego. Ta
mieszanina osiagneta rowniez najlepsze wyniki sitowe na sucho i mokro. Udalo si¢
spetni¢ norm¢ na klasg 11 sklejki [17].

89



Katarzyna Osiak, Anna Sieranc

Chen M. i wsp. testowali wptyw hydrofobowych dodatkow na parametry kleju
sojowego [18]. Testowano glikol etylenowy, glikol dietylenowy i r6zne rodzaje glikolu
polietylenowego (PEG) — PEG400, PEG2000 i PEG10000. Poczatkowo sporzadzono
10% roztwor biatka sojowego w wodzie, do ktorego dodawano po 3 g kazdego
z dodatkéw. Nastepnie podnoszono pH kazdej sporzadzonej mieszaniny do 10,0 poprzez
dodatek NaOH. Jako referencje stosowano 10% roztwor soi, do ktoérego dodano tylko
NaOH. Sporzadzone kleje nastgpnie suszono, mielono i testowano na sklejce. Klej byt
ponownie rozpuszczany w wodzie przed zastosowaniem. Najlepsze wyniki sitowe
W tescie rozrywania na mokro osiggnagt klej z dodatkiem glikolu etylenowego. Sita
potrzebna do rozerwania sklejki byla wyzsza o prawie 0,4 MPa w poréwnaniu do
proby kontrolnej [18].

Zeng Y. i wsp. badali wptyw dodatku hydrofobowej celulozy nanokrystalicznej na
parametry kleju sojowego [19]. Klej sporzadzono poprzez rozpuszczalnie biatka sojo-
wego w wodzie. Jako dodatki zastosowano Tris, eter 1,2,3-propanpotriolu diglicydylo-
wego, boraks i oktadecyloaming. Sporzadzono zawiesing nanokrystalicznej celulozy
w wodzie destylowanej i stopniowo dodawano kwas taninowy, ktdry przylaczat si¢ do
powierzchni nanocelulozy i polimeryzowat. Tak sporzadzony roztwoér nanocelulozy
dodawano do kleju. Autorzy donoszg, ze dodatek nanocelulozy obnizyt pobieranie
wody o ponad 50%, co udowodniono poprzez badanie kata zwilzania dla powstatych
mieszanin [19].

Gui C. i wsp. badali wptyw trudno rozpuszczalnych dodatkéw na wodoodpornosé
kleju sojowego [20]. Sporzadzono 10% roztwor maki sojowej w wodzie i ustalono pH
mieszanin na 8, 9 oraz 10 za pomocg dodatku NaOH. Wprowadzono réwniez czynnik
temperaturowy i czasowy — mieszanie przeprowadzano w temperaturze 25, 35 lub
45°C przez 1, 2 lub 3 godziny. Nastepnie do mieszaniny dodawano roztwor HCI, aby
uzyska¢ pH = 4,5. Mieszaniny odwirowywano i dodawano rézne ilosci alkoholu
poliwinylowego (2, 6, 10, 15, 20, 30 lub 40 g) do 100 g mieszaniny soi. Tak sporza-
dzone kleje testowano na sklejce. Autorzy doszli do wniosku, ze dodatek alkoholu
poliwinylowego powyzej 10 g znaczaco poprawia wodoodpornos¢ kleju, ale obniza
sity do tego stopnia, ze sklejka nie spelnia wymogo6w na klasg II. Dodatek alkoholu
poliwinylowego w ilosci 6 g powoduje mniejsza poprawe wodoodpornosci, ale sity
pozostaja na zadowalajacym poziomie [20].

Zhao X. i inni zsyntezowali mocny i wodoodporny klej na bazie soi [21]. Autorzy
osiagneli dobre wyniki na swoim kleju za pomoca reakcji sieciowania pomiedzy
biatkiem sojowym i alkoholem furfurylowym oraz kwasem fitowym. Otrzymany klej
mial pH 4, wiec stosunkowo niskie jak na klej sojowy. W wigkszosci przypadkow
kleje sojowe sa zasadowe. Klej przetestowano na sklejce. W tescie starzeniowym
i teScie rozrywania na mokro otrzymano wyniki na poziomie 1,07 i 1,47 MPa. Autorzy
donoszg rowniez, ze klej jest wysoce odporny na plesn i ogien [21].

Xu Y. i wsp. testowali wptyw dodatku poliuretanowego elastomeru na parametry
kleju na bazie izolatu sojowego [22]. Baza klejowa byta dodatkowo modyfikowana
triglicydyloaming. Nastgpnie tworzono rézne mieszaniny, do ktorych dodawano termo-
plastyczny elastomer poliuretanowy oraz silan y-(2,3-epoksydowo-propoksydowo)-
propylotrimetylowy. Kleje testowano na sklejce. Najlepsze wyniki sitowe uzyskat klej
ze wszystkimi dodatkami, zarowno przy rozrywaniu na sucho (2,55 MPa), jak i na
mokro (1,99 MPa). Badania mikroskopowe wykazaly rowniez, ze na powierzchni tego
kleju nie powstaja pgknigcia lub inne skazy podczas schnigcia [23].
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6. Podsumowanie

Niniejsza praca przedstawia mozliwosci uzycia naturalnego materiatu, jakim jest
soja do produkcji klejow stosowanych w przemysle ptyt drewnopochodnych. Stosowane
obecnie rozwigzania sg szkodliwe dla zdrowia ludzkiego ze wzgledu na dodawane
podczas produkcji trujace zwiazki, ktore emitowane do Srodowiska stanowig powazne
zagrozenie dla operatoréw linii oraz koncowych uzytkownikéw. Potrzeba stworzenia
naturalnego kleju musi by¢ wigc priorytetem, a istniejgce rozwigzania bazujace na na-
turalnych sktadnikach nie sg w stanie spetni¢ wymagan technicznych. Koniecznos¢
osiagniecia przez finalny produkt wiasciwych, spetiajacych okre§lone wymogi para-
metrow wytrzymato§ciowych rodzi potrzebe modyfikacji struktury biatka. Rozwigzania
dla glownych problemow, jakimi sg niewystarczajaca wodoodpornosé czy elastycznose,
zostaly przedstawione wigc w tym artykule. Wyrdznione i wyraznie podzielone zostaty
takze rodzaje produktow biatkowych, a omowione prace skupiaty si¢ nie tylko na
izolatach bialkowych, ale rowniez bardziej zanieczyszczonych produktach, ktore maja
wigkszy potencjat w przypadku wielkotonazowych produkcji. Zainteresowanie oma-
wianym tematem stale ro$nie, a wraz z nim potrzeba poszukiwania coraz nowszych
rozwigzan.
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Soja jako baza dla klejow do produkcji plyt drewnopochodnych — przeglad
literaturowy

Streszczenie

Rosnace zapotrzebowanie na tworzenie naturalnych spoiw do produkcji ptyt drewnopochodnych jest wyni-
kiem nie tylko malejacych zasobow skiadnikéw ropopochodnych, ale takze koniecznosci ograniczenia emisji
szkodliwych zwigzkow. Biatko sojowe stanowi za to potencjalny bezemisyjny glowny sktadnik bazy klejo-
wej o szeroko dostepnych zasobach. W niniejszej pracy skupiono si¢ na przedstawieniu szeregu modyfikacji
poprawiajacych wiasciwosci klejow zawierajacych biatko sojowe. Zebrane wyniki moga postuzy¢ jako
punkt wyjsciowy do pracy nad stworzeniem naturalnych klejow do ptyt drewnopochodnych.

Stowa kluczowe: biatko sojowe, plyty drewnopochodne, kleje roslinne, kleje bezformaldehydowe

Soy as a base for the wood-based panel adhesives — a review

Abstract

Increasing demand for the need of creation a natural adhesives for wood-based panel production is a result
of the rapid petroleum raw materials depletion but also the need to reduce harmful compounds emission.
Soy protein has a great potential to become a main adhesive base ingredient due to its zero emission
character and an availability. This article focuses on the presentation of a number of modifications
improving the properties of soy protein based adhesives. Collected results can be a good starting point for
the reation of a natural biobased resins.

Keywords: soy-based adhesives, wood-based panels, plant adhesives, formaldehyde free adhesives
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Innowacyjne kleje bialkowe GreenBond
jako zastepstwo dla formaldehydowych Srodkow
wiazacych w produkeji ptyt MDF

1. Wprowadzenie

Ptyta MDF (ang. Medium Density Fibreboard) to ptyta pilsniowa o gesto$ci wyno-
szacej od 600 do 800 kg/m® Powstaje ona w wyniku poddania wiokna drzewnego
i srodka wigzgcego (czesto zywicy melaminowo-mocznikowo-formaldehydowej) dziata-
niu wysokiej temperatury [1-4]. Wtasnie prasowanie, okreslane waskim gardtem procesu
tworzenia plyty, jest kluczowym elementem produkcji. Etap ten wymaga zorganizo-
wania dziatan w taki sposob, by daly one jak najlepsze efekty, poniewaz prasowanie
wplywa na wiasciwosci koncowe produktu oraz limituje szybkos$¢ procesu produkcji [5].

Surowcem najczesciej wybieranym na ptyty pilSniowe sg drzewa iglaste, z ktorych
pozyskuje si¢ bardzo dobrej jakosci widkna. Ich niewatpliwe zalety to atrakcyjna cena
i szeroka dostepno$¢. Jednak do produkcji ptyt MDF mozna uzy¢ kazdego surowca
drzewnego, ktory podczas procesu rozwiokniania dzieli si¢ na odpowiednio male
czastki, zwane witdknami [6].

Produkcja ptyt MDF w ostatnich latach jest jedng z najszybciej rozwijajacych sie
galezi przemyshu drzewnego. Zapotrzebowanie na ten wyrdb stale rosnie [6, 7].
Szacuje sig, ze globalna produkcja ptyt MDF w 2020 roku osiagneta az 100 mln m®.
Wsrod producentéw liderem jest Azja wytwarzajaca nawet do 70% Swiatowej
produkgc;ji [1, 2]. Na drugim miejscu znajduje si¢ Polska, gdzie produkcja w 2020 roku
wynosita 3,55 mln m® [8]. Przyczynito sie do tego powstanie na terenie kraju kilku linii
produkcyjnych przeznaczonych do wytwarzania ultracienkich ptyt HDF, m.in. IKEA
Industry Orla w 2011 czy Homanit Krosno Odrzanskie 2015 [9].

Piyty MDF, o gladkiej powierzchni i wigkszej wytrzymatosci niz lite drewno,
stanowig stosunkowo tani material budowlany. Szeroko stosowane sa w meblarstwie.
Wykorzystywane sg jako elementy dekoracyjne oraz panele podtogowe ze wzgledu na
duza mozliwo$¢ ich sklejania, skrecania czy zszywania bez utraty wlasciwosci
mechanicznych [1-4, 6].

Ptyty MDF, podobnie jak inne rodzaje ptyt drewnopochodnych, charakteryzuja si¢
licznymi walorami, ktore czynig je niekiedy lepszym materiatem niz lite drewno. Do
ich glownych zalet mozna zaliczy¢ [10, 11]:

e mozliwo$¢ produkcji w duzych i ré6znych wymiarach dostosowanych do potrzeb
konsumentow;
* wysoka jednorodnos¢ produktu koncowego;

! anna.sieranc@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z o.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakow,
www.sestec.pl; Katedra Chemii Organicznej, Chemii Bioorganicznej i Biotechnologii, Politechnika Slaska,
ul. B. Krzywoustego 4, 44-100 Gliwice.

2 katarzyna.osiak@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z o. o., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakow,
www.sestec.pl.
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o duza wytrzymato$¢ rosngca wraz ze wzrostem gestosci;
o gladkos¢ i twardo§¢ powierzchni utatwiajacg obrobke plastyczna;
o latwos¢ obrobki wynikajaca z jednorodnosci gestosci i sktadu w catym przekroju.

Na $wiecie produkuje si¢ rocznie ponad 11 milionow ton kleju mocznikowo-
-formaldehydowego, a ponad 80% przemystu drzewnego stosuje wiasnie ten rodzaj
spoiwa na swoich liniach produkcyjnych. Pomimo szeregu jego zalet, do ktorych
zaliczy¢ mozna tworzenie wytrzymatych spoin czy mieszalnos¢ z woda, utatwiajaca
czyszczenie instalacji, bardzo tatwo ulega on rozkladowi i traci wlasciwosci. Na przy-
ktad pod wptywem czynnikéw zewngtrznych takich jak ciepto czy zmienna wilgotno$é
dochodzi do uwalniania si¢ z kleju formaldehydu. Dlatego ze wzgledu na potencjalng
reakcje hydrolizy kleju mocznikowo-formaldehydowego mozliwosci jego uzycia sg
ograniczone [7, 12].

Formaldehyd jest bezbarwnym tatwopalnym gazem o charakterystycznym, duszacym
zapachu. W matych ilosciach jest wytwarzany przez organizmy zywe, a ekspozycja na
niewielkie stezenia tego zwigzku jest bardzo powszechna i nieszkodliwa. Jednak kontakt
z wigkszymi ilo§ciami formaldehydu jest grozny. Wywoluje podraznienie oczu, nosa,
gardta, skory, a nawet moze doprowadzi¢ do problemoéw z oddychaniem i uszkodzenia
ptuc. Szczegodlnie narazeni na szkodliwe dziatanie aldehydu mrowkowego sa wigc
astmatycy [13]. Ponadto formaldehyd zostat sklasyfikowany jako kancerogenny,
zwlaszcza w przypadku przedtuzonej ekspozycji. Wyniki badan wskazuja, ze opary alde-
hydu mréwkowego mogg zwicksza¢ ryzyko rozwinigcia si¢ biataczki lub nowotwordéw
moézgu [14]. W zwigzku z tym kleje mocznikowo-formaldehydowe i produkty, ktore je
zawieraja, stanowig realne zagrozenie dla zdrowia zardbwno operatoréw linii produk-
cyjnych, jak i konsumentow. Pojawia si¢ wiec potrzeba opracowania nowych, nieza-
wierajacych szkodliwych komponentow srodkdéw wigzacych widokno drzewne w pro-
dukcji ptyt MDF.

Kleje oparte na biatkach byly podstawowym srodkiem wigzacym dla przemystu
drzewnego, stanowigc podstawowy $rodek wigzacy do produkcji sklejki przez wiele
lat, a ich potencjal odkryto juz w starozytno$ci. Skomplikowana tancuchowa budowa
czasteczek biatka, w ktorej peptydowy tancuch glowny ma liczne boczne rozgatezienia
z grupami funkcyjnymi, pozwala mu na wchodzenie w reakcje z zawartymi w drewnie
zwigzkami, m.in. celulozg. Biatka w stanie natywnym przyjmuja strukture przestrzenna
i poprzez zjawisko zwane efektem hydrofobowym ich reaktywne i zarazem hydrofo-
bowe grupy sa ulokowane w rdzeniu biatka, ktory otaczajg reszty mniej reaktywne,
wykazujace wieksze powinowactwo do wody. Aby wyeksponowa¢ reaktywne grupy
biatka, konieczne jest zaburzenie jego natywnej struktury i rozwinigcie tancucha poli-
peptydowego, czyli denaturacja biatka. Denaturacja polega na zerwaniu wigzan wodo-
rowych i ostabieniu oddzialywan miedzyczasteczkowych stabilizujacych strukture
trzeciorzgdowa, co powoduje rozplecenie tancucha i ekspozycje reaktywnych tancu-
chow bocznych. Denaturacje biatka mozna przeprowadzi¢ za pomoca podwyzszonej
temperatury lub $rodkdw chemicznych. W produkcji klejoéw na bazie biatek czgsto
stosuje si¢ mocne zasady lub kwasy, aby zdenaturowac biatko. Gléwne grupy, jakie
mozna wyr6zni¢ w biatkach, to grupy wodorotlenowe, aminowe i karboksylowe. Ze
wzgledu na budowe wykazuja one powinowactwo z wodg i celuloza, a wigc zapew-
niajg adhezj¢ do drewna i rozpuszczalnos¢ w wodzie.
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Do tworzenia zamiennika toksycznych klejow formaldehydowych konieczne jest
nie tylko znalezienie odpowiedniej receptury nadajacej si¢ do sklejenia materiatow
lignocelulozowych, ale rowniez wykorzystanie bioodpadow z rdéznych gatezi przemystu.
Dlatego ekologiczne kleje wykorzystujace odpady organiczne, na przyktad biatka
zwierzece, zyskujg na znaczeniu [15]. W ostatnich latach firmy takie jak LdDavis [16],
Hanson [17], Sestec [18] zamiescity w swoich ofertach kleje oparte na biatkach.

W niniejszej pracy przedstawiono mozliwos¢ wytwarzania ptyt MDF z uzyciem
biatkowego, naturalnego kleju GreenBond oraz zestawiono otrzymane wyniki badan
wytrzymalosciowych z warto$ciami dla ptyt zawierajacych zywicg syntetyczna.

2. Czes¢ doswiadczalna

2.1. Materialy

Kleje GreenBond o oznaczeniach 2A, 3B, 4A i 6 zostaly wytworzone i przygotowane
w laboratorium firmy Sestec Polska Sp. z 0.0. Receptury klejowe sg objete patentem
LU 101487 z dnia 19.11.2020 r. [19]. Otrzymane kleje sa produktami przeznaczonymi
do wytwarzania naturalnych plyt MDF ze Srodkami wigzacymi niezawierajacymi
w sktadzie formaldehydu.

Wedtug patentu kleje te zawierajg w gldwnej mierze wode, sktadnik pochodzenia zwie-
rzecego, gliceryne oraz Srodek przeciwdziatajgcy powstawaniu piany. Klej GreenBond
2A zawiera dodatkowo gluten, GreenBond 3B zawiera mocznik oraz sorbitol, GreenBond
4A zawiera kazeing i wodorotlenek sodu, a GreenBond 6 zawiera melasg.

Do wykonania ptyty referencyjnej wykorzystano zywice MUF — melaminowo-
-mocznikowo-formaldehydowa, standardowo uzywang do produkcji ptyt MDF.

Do produkcji ptyt MDF wykorzystano widkna sosnowe przeznaczone do typowej
produkcji ptyt MDF, otrzymane od jednego z czotowych producentow ptyt HDF
w Polsce.

2.2. Metody

2.2.1. Badania fizykochemiczne klejow

W celu oznaczenia whasciwosci fizykochemicznych uzytych klejow przeprowadzono
szereg testow. Lepkos¢ kleju zbadano przy uzyciu HAAKE Viscotester VT-01,
zrotorem nr 3. Pehametr VOLTCRAFT PH-100ATC pozwolit na zmierzenie pH
badanych mieszanin. Dodatkowo przeprowadzono badanie substancji statych kleju
oraz okres§lono ggsto$ci mieszanin.

2.2.1.1. Pomiar zawarto$ci substancji stalych

Aby okresli¢ zawartos¢ czesci stalych (SC) w kleju, ok. 1 g probki kleju (M1)
suszono w suszarce w temperaturze 105°C do uzyskania stalej masy koncowej (M2).
Kazdorazowo w celu wyznaczenia SC wykonano 15 powtorzen. Nastgpnie otrzymane
masy wprowadzono do wzoru 1:

M?2
SC = +=x 100% [%] €Y

gdzie: SC — iloé¢ substancji statych [%], M1 —masa poczatkowa probki [g], M2 — masa koncowa probki [g].
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2.2.1.2. Okreslenie gestosci kleju

Na wadze z doktadnoscig do 0,01 g ustawiono cylinder miarowy o pojemnosci 100 ml
(V). Wage wytarowano. Nastepnie do cylindra wlano 100 cm® badanego ptynu i od-
czytano wage (W). W celu wyznaczenia wyniku D otrzymane masy wprowadzono do
wzoru 2:

w 3
D =7 [g/cm®] (2)
gdzie: D — gesto$é¢ [g/ml], W —masa probki [g], V — objetos¢ probki [cm?].

2.2.2. Wytwarzanie ptyt MDF

Plyty przygotowane zostaty w laboratorium firmy Sestec Sp. z 0.0. w Krakowie.
Kazdorazowo dla pojedynczego kleju wykonano trzy plyty. W celu wytworzenia 3-mili-
metrowych plyt pilsniowych o $redniej gestosci zmieszano widkna sosnowe ze spoiwem
w mie-szalniku bgbnowym poprzez natrysk pod cisnieniem 8 bar. Zastosowane zywice
stanowity jednosktadnikowg mieszanke i nie wymagaly nanoszenia na materiat dodat-
kow badz ich mieszania. Proces produkcyjny rozpoczat si¢ od przygotowania materiatu.
Wibdkno drzewne suszono w suszarce do osiggnigcia wilgotnosci ponizej 6%. Gotowe
spoiwo przed naniesieniem mieszano z uzyciem bebnowego mieszalnika elektrycznego
przez ok. 1 minutg, a wlasciwa objetos¢ odwazono bezposrednio przed natryskiem na
materiat. Ilo$¢ kleju przeliczono odpowiednio tak, aby zawartos¢ substancji kleju
stanowita 11% masy gotowego produktu. Wysuszone widkno w odpowiedniej iloSci
umieszczono w bebnie mieszalnika topatkowego. Po jego szczelnym zamknigciu przy-
stgpiono do rozpylenia kleju na materiat z uzyciem dyszy grawitacyjno-syfonowej firmy
Spraying Systems Co. o numerze 60100 pod ci$nieniem 8 bar. Wilgotno$¢ materiatu
zarowno przed, jak i po naniesieniu $rodka wigzacego sprawdzano za pomocg
wagosuszarki AXIS AGS120. Mata z witokien formowana byta recznie z uzyciem
drewnianej formy o wymiarach 300 x 400 x 400 mm. Nastepnie wstepne prasowano
mate recznie poprzez doci$nigcie materiatu drewnianym stemplem. Prasowanie na
gorgco przeprowadzono w temperaturze 190°C z czasem prasowania 8 s/mm grubosci.
Piyty miasly wymiary 400 x 400 mm 1 osiggaly docelowa grubo$¢ 3 mm przy gestosci
800 kg/m”.

2.2.3. Charakterystyka pltyt MDF

Wytworzone pltyty MDF klimatyzowano przez 48 godzin w temperaturze 20°C
i wilgotnosci 65%. Wtasciwosci mechaniczne ptyt okreslono na probkach o wymiarach
zmierzonych zgodnie z normg EN 325, wycigtych zgodnie z norma EN 326-1. Na
plytach przeprowadzono nastepujace badania: oznaczenie ggstosci wedtug normy EN
323, wytrzymatos$ci na rozcigganie w kierunku prostopadtym do ptaszczyzny plyty (IB,
ang. internal bondIB) zgodnie z norma EN 319, specznienia na grubo$¢ po moczeniu
w wodzie przez czas 24 godzin (ST, ang. swelling test) wedtug normy EN 317 oraz
zgodnie z normg EN 310 okreslono modut elastycznosci (MOE, ang. modulus of
elasticity) 1 wytrzymatosci na zginanie (MOR, ang. modulus of rapture). W niniejszej
pracy przedstawiono $rednie wyniki z wykonanych ptyt (po 5 probek z kazdej plyty dla
kazdego parametru). Lacznie 15 probek na kazdy test. Wyniki pordwnano nastepnie z Wy-
maganiami podanymi dla ptyt MDF i MDF.H przedstawionymi w normie EN-622 [20].
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3. Wyniki
W niniejszej pracy przedstawiono mozliwos$¢ zastosowania naturalnych klejow do
produkcji ptyt MDF. Zbadano r6zne rodzaje klejow na bazie sktadnikéw biologicznych,

wykonano ich pomiary fizykochemiczne (tab. 1) oraz wytworzono z ich uzyciem ptyty
MDF przy zastosowaniu jednakowych parametrow produkcyjnych (tab. 2).

Tabela 2. Wyniki badan fizykochemicznych uzywanych klejow

; Ilos¢ substancji statych | Ggstos¢ Lepkos¢
Nazwa kleju Kolor [%] [g/ml] pH [mPas]
GreenBond 2A | brazowy 48,96 1,243 7,21 322
GreenBond 3B | brazowy 53,80 1,155 7,45 57
GreenBond 4A | brazowy 46,99 1,256 12,30 422
GreenBond 6 | brazowy 46,88 1,109 7,33 40
MUF biaty 64,55 1,250 10,10 359
Tabela 3. Wyniki wytrzymato$ciowe dla ptyt MDF wykonanych z uzyciem klejow naturalnych oraz zywicy
MUF
Nr Srodek | Grubosc Gestosé 1B ST MOR MOE
WI3zacy | [mm] [ka/m®] [MPa] [%] [MPa] [MPa]
MDF 0,65 35 23 -
MDF.H 0,70 30 27 2700
1 2A 3,03+0,03 | 805+5,22 | 2,51+0,01 | 27,6 +0,54 | 30,542,16 | 2943 +£202
2 3B 3,02+0,02 | 797 £6,32 | 2,44 40,03 | 16,8 +0,72 | 29,0+1,96 | 2822 +183
3 4A 2,99+0,02 | 808 £7,22 | 3,05+0,02 | 18,9+0,36 | 37,1+2,62 | 3784 +£195
4 6 3,03+0,04 | 804 £5,77 | 2,84+0,02 | 29,7 +0,41 | 39,942,29 | 3855179
5 MUF | 3,02+0,03 | 809+6,94 | 2,71+0,02 | 32,9+0,22 | 37,2+2,44 | 3466 +205

4. Omoéwienie wynikow badan i dyskusja

Aby mozliwe byto wskazanie potencjalu naturalnych klejéw w produkcji ptyt MDF,
nalezy wykona¢ ptyty z ich uzyciem oraz ptyty odniesienia z obecnie wykorzystanymi
na rynku, standardowymi zywicami syntetycznymi. Na potrzeby testu wytworzono
plyty z zywica MUF. Nalezy zaznaczy¢, ze do wykonania kazdej z ptyt uzyto tylko
okreslonego rodzaju kleju, bez stosowania zadnych innych dodatkéw poprawiajacych
wlasciwosci mechaniczne. Zrezygnowano z uzycia emulsji, ktora jest standardowym
dodatkiem poprawiajacym wodoodporno$¢ gotowych produktow.

Otrzymano bardzo wysokie wytrzymalosci z uzyciem wszystkich testowanych klejow
naturalnych, znacznie przekraczajace wymagania dla normy MDF (IB > 0.65MPa, ST
<35%, MOR >23MPa) i MDF.H (IB > 0.70MPa, ST < 30%, MOR > 27MPa, MOE >
2700MPa), ktore przedstawiono w tabeli 2. Receptura 2A, ktorg odroznia od reszty
testowanych klejow dodatek glutenu, charakteryzuje si¢ jednymi z gorszych wynikoéw
wytrzymatosci. Biatko roslinne spowodowato obnizenie wodoodpornosci ptyt, jednakze
wyniki nadal spetniaty wymagania norm dla produktéw do zastosowan w warunkach
wilgotnych, otrzymujac wynik ST <30%.

W recepturze 3B uzyto powszechnie stosowanego modyfikatora bialek, jakim jest
mocznik. Dzigki niemu uzyskano najnizszy wynik ST. Spowodowat on jednakze obni-
zenie wszystkich pozostatych parametroéw wytrzymatosciowych, dajac najnizsze wyniki
IB, MOE i MOE.
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Bardzo dobrym rozwigzaniem okazato si¢ dodanie do kleju innego biatka zwierzg-
cego, jakim jest kazeina, oraz przeprowadzenie denaturacji biatlek za pomoca NaOH,
opracowujac klej 4A. Kazeina jest silnie hydrofobowym biatkiem, dzicki czemu
otrzymano dwukrotnie nizszy ST niz w przypadku zywicy MUF. Denaturacja biatek
NaOH i rozwinigcie struktury biatek spowodowaly otrzymanie najwyzszego wyniku
IB ze wszystkich testowanych ptyt, natomiast modut sprezystosci oraz wytrzymatosc
na zginanie dla receptury 4A jest na podobnym poziomie jak dla kleju referencyjnego.

Dodatek melasy do receptury klejowej 6 przyczynit si¢ do uzyskania najlepszej
elastycznosci plyty. Mimo Ze melasa w potowie jest cukrem, ktory powinien dobrze
rozpuszczaé si¢ w wodzie, nie doszto z pogorszenia wodoodpornosci ptyt MDF. Wynik
ST 29,7% w dalszym ciggu spetnia wymagania dla MDF (35%) i MDF.H (30%),
a jednoczesnie nadal jest lepszy niz dla MUF. Brak pogorszenia wynikow ST moze
by¢ spowodowany przeksztatlceniem grup aldehydowych i ketonowych melasy do grup
karboksylowych. Mozna réwniez wysnu¢ wniosek, ze zwiekszenie grup karboksylowych
w mieszaninie klejowej odpowiada za zwigkszenie elastyczno$ci 1 wytrzymatosci plyty.

Nie udato si¢ spelni¢c wymagan dla wodoodpornych produktow tylko na plycie
referencyjnej wytworzonej z zywicg syntetyczna.

5. Podsumowanie

Zaprezentowane wyniki wykazaty przewage naturalnych klejow nad syntetycznymi
pod wieloma wzgledami. Wszystkie przetestowane biokleje wykazaty si¢ lepsza wodo-
odpornoscig. W standardowej produkcji ptyt MDF uzywa si¢ dodatkow zwigkszajacych
wodoodporno$¢ — parafin. Stosujac kleje GreenBond, mozna zmniejszy¢ lub nawet
wyeliminowa¢ konieczno$¢ doktadania do spoiw dodatkow, ktore tak jak zywice syn-
tetyczne sg produktami ropopochodnymi. Wykorzystanie klejow GreenBond do pro-
dukcji ptyt MDF byltoby korzystne dla ochrony $rodowiska i zmniejszyloby zapotrze-
bowanie na surowce nieodnawialne.

Produkty producentow plyt drewnopochodnych czesto musza spetni¢ bardziej
restrykcyjne wymagania niz te, ktére s3 umieszczone w normach. Wykazano, ze
W zalezno$ci od potrzeb producenci moga wybraé sposrod klejow GreenBond roézne
warianty. W celu otrzymania najlepszej wodoodpornosci nalezy wykorzysta¢ klej 3B,
najwigkszej elastycznosci i wytrzymato$ci na zginanie — 6, najwyzszej wytrzymatosci
na rozrywanie prostopadie do ptaszczyzny plyty — 4A. Sposrod testowanych bioklejow
tylko receptura 2A nie wyrdznila si¢ szczegdlnymi wynikami.
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Innowacyjne kleje bialkowe GreenBond jako zastepstwo dla formaldehydowych
Srodkow wiagzacych w produkcji ptyt MDF

Streszczenie

Opracowanie naturalnych spoiw dla ptyt pilsniowych MDF jest duzym wyzwaniem dla naukowcéw. Przed-
stawiony w niniejszej pracy klej biatkowy GreenBond stanowi dobra alternatywe dla szkodliwych klejow
formaldehydowych. Zebrane wyniki ukazujg przewage spoiw naturalnych, ktore przy uzyciu takich samych
parametréw produkcyjnych osiggaja wyniki nie tylko na tym samym poziomie co klej MUF, ale takze
prezentuja lepsze rezultaty.

Stowa kluczowe: ptyty drewnopochodne, kleje bezformaldehydowe, biokleje, kleje biatkowe

Innovative GreenBond protein adhesives as a replacement for formaldehyde
binders in the production of MDF boards

Abstract

Creation of a natural binders for MDF boards production is a big challenge for scientists these days. The
GreenBond protein-based adhesive presented in this article is an excellent alternative to harmful form-
aldehyde adhesives. Posted results show the advantage of a natural binders, which, using the same production
parameters, are able to achieve not only the same level results as MUF adhesive, but also overcome them.
Keywords: wood-based panels, non added formaldehyde adhesives, bioadhesives, protein-based adhesives
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Nowatorskie kleje biatkowe GreenBond
jako zastepstwo dla formaldehydowych $rodkow
wigzacych w produkcji pltyt wiorowych

1. Wprowadzenie

Potrzeba wykorzystania odpadéw drzewnych pozyskiwanych z tartakow bylta jed-
nym z aspektow determinujgcych powstanie ptyt wiorowych (PBs, ang. particle-boards)
[1]. Stanowiac jeden z najczesciej spotykanych kompozytéw drewnopochodnych, PBs
shuzg jako podstawowy surowiec w meblarstwie oraz budownictwie. Rosngce zaintere-
sowanie wynika z mozliwo$ci tatwej obrobki ptyt, ktore produkowane w rozmiarach
zdecydowanie wigkszych niz maksymalny rozmiar litego drewna, osiagaja nawet kilku-
krotnie wyzsze wytrzymato$ci niz sam surowiec [2]. Gotowe PBs mozna dodatkowo
pokry¢ laminatem dekoracyjnym, podnoszac estetyke mebli z nich wytworzonych. Jedna
z zalet mebli wykonanych z PB moze by¢ tatwiejszy transport, poniewaz sg niekiedy
1zejsze niz ich odpowiedniki powstate z samego drewna [3]. Dodatkowo wybrane PBs
o okreslonych gestoSciach charakteryzujg si¢ bardzo dobra zdolno$cig do pochtaniania
dzwigku 1 moga stuzy¢ jako izolatory hatasu w celu poprawy akustyki pomieszczen [4].

Zapotrzebowanie na drewno i produkty drewnopochodne stale ro$nie [5]. Dla przy-
ktadu produkcja ptyt drewnopochodnych w Europie w 2016 roku wynosita 74,7 min m?,
z czego 37,8 min m® stanowily ptyty wiorowe [6]. W 2018 roku wyprodukowano
97 min m® ptyt drewnopochodnych, a wartosci te stale rosng [7]. Zwickszony popyt na
calym $wiecie oraz zwigzane z tym wyczerpywanie zasobow lesnych powoduje, ze
ceny drewna stale rosng, a zainteresowanie alternatywnymi materiatami mogacymi stu-
zy¢ do produkcji paneli drzewnych jest z roku na rok coraz wigksze. Do produkcji PBs
wykorzysta¢ mozna nie tylko inne materiaty zawierajace ligninoceluloze jak widkno
Iniane czy konopne, ale takze material recyklingowy bedacy odpadem z regularnej
produkcji [8].

Plyta widrowa wytwarzana jest z potaczenia czastek drewna (zwanych widrami) ze
spoiwem. Na rynku istnieje szeroki asortyment dostepnych ptyt wiorowych okresla-
nych jako meblarskie o gestosciach z przedziatu 640-800 kg/m? [3]. Proces produkcji
podzieli¢ mozemy na kilka etapow: przygotowanie wiorow (w tym rozdrobnienie,
suszenie i1 frakcjonowanie), nanoszenie kleju oraz dodatkoéw, formowanie kobierca,
wstepne prasowanie, prasowanie na gorgco i obrobka koncowa [8, 9].

Istnieje wiele czynnikow wpltywajacych na jako$¢ plyty. Jednym z kluczowych
etapow jest prawidlowe pokrycie materiatu klejem. Zbyt duza jego ilos¢ prowadzi do
wprowadzenia do produktu za duzej ilosci wody, ktéora moze powodowaé eksplozje
w prasie. W przypadku zywic syntetycznych podwyzszona wilgotnos¢ materiatu

! katarzyna.osiak@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z 0.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakéw, Polska.
2 anna.sieranc@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z 0.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakow,
www.sestec.pl; Katedra Chemii Organicznej, Chemii Bioorganicznej i Biotechnologii, Politechnika Slaska,
ul. B. Krzywoustego 4, 44-100 Gliwice.
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prowadzi dodatkowo do zwigkszenia ilo§ci uwalnianego formaldehydu. Niewystar-
czajaca ilo$¢ kleju natomiast ostabia wlasciwosci mechaniczne plyty, a co za tym idzie
dochodzi do pogorszenia jakosci catkowitej produktu [9].

Parametry wytrzymatosciowe ptyt drewnopochodnych w znacznym stopniu zaleza
od whasciwosci uzytych do ich produkcji surowcow. Jednym z wazniejszych czynnikow
jest ilo$¢ uzytego srodka wigzacego oraz sposob pokrycia nim materiatu drzewnego.
Niejednorodne pokrycie klejem widrow wigze si¢ z brakiem homogenicznosci wytrzy-
matosci plyty, na co wplyw ma takze poziom rozdrobnienia czastek surowca. Kolejnym
waznym parametrem jest wilgotno$¢ materiatu drzewnego. Odpowiednio dobrana
zapobiega negatywnym zjawiskom takim jak: rozwarstwianie plyt, eksplozje podczas
prasowania, gdy wilgotnos¢ jest zbyt duza, czy ryzyko samozaptonu gdy wody jest
zbyt mato [9, 10]. Wartym uwagi zjawiskiem jest takze zwigzany bezposrednio z iloScia
wody w macie transfer ciepla. Wnikanie ciepla w mate determinowane jest czasem
prasowania ptyty, a dzigki obecno$ci wody wzrost temperatury w calej objetosci
zachodzi szybciej. Optymalizacja ilosci wody jest wigc kluczowa w celu obnizenia
kosztow produkcji. Mozliwo$¢ pracy z wyzszymi wilgotno$ciami wiorow daje szanse
na zmniejszenie zuzycia energii poprzez ograniczenie pracy suszarni. Zbyt wysokie
ilosci wody w macie oraz temperatury prowadzi¢ mogg do nadmiernego wzrostu
cis$nienia wewnatrz ptyty, co skutkuje eksplozjami ptyt podczas otwierania prasy [10].

Celem niniejszej pracy bylo wyprodukowanie ptyt MDF z naturalnym klejem
GreenBond bedacym produktem firmy SESTEC Polska objetym patentem LU 101487
z dnia 19.11.2020 r. oraz wykazanie ich przewagi nad ptytami zawierajgcymi zywice
syntetyczna.

2. Czes¢ doswiadczalna

2.1. Materialy

Mieszaniny klejowe GreenBond o nastepujacych numerach: 1A, 2, 4A i 5 przygo-
towano zgodnie z patentem LU 101487 z dnia 19.11.2020 r. [11].

Glownymi sktadnikami niniejszych klejéw sa: woda, odpieniacz, gliceryna oraz hemo-
globina. GreenBond 1A dodatkowo zawiera w swoim sktadzie sorbitol, GreenBond 2
gluten i sorbitol, GreenBond 4 A kazeing i wodorotlenek sodu.

Do wykonania ptyty referencyjnej wykorzystano zywice UF — mocznikowo-form-
aldehydowa, standardowo uzywana do produkcji ptyt PB klasy P2.

Do produkcji PB wykorzystano mieszanke czastek drewna przygotowang w labora-
torium poprzez rozdrabnianie i tworzenie zrebkoéw z bali sosnowych. Uzyto mieszanki
wioréw o nastepujacych wielkosciach: >4,0 mm (5,0%), 4,0-2,0 mm (37,5%), 2,0-1,0 mm
(37,5%), 1,0-0,5 mm (5,0%), <0,5 mm (15,0%).

2.2. Metody

2.2.1. Badania fizykochemiczne kleju

Wykonano szereg testow fizykochemicznych badanych spoin klejowych. Lepkos¢
kleju zmierzono za pomoca HAAKE Viscotester VT500, z rotorem nr 3. Pehametr
VOLTCRAFT PH-100ATC pozwolit na zmierzenie pH badanych mieszanin. Dodat-
kowo wykonano badania substancji statych kleju oraz okreslono ich gestos¢.
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2.2.1.1. Pomiar zawartoS$ci substancji stalych
Aby okresli¢ zawarto$¢ czesci statych (SC) w kleju, ok. 1 g probki kleju (M1) suszono
w piecu w temperaturze 105°C do uzyskania statej masy koncowej (M2). Kazdorazowo

w celu wyznaczenia SC wykonano 15 powtorzen. Nastepnie otrzymane masy wpro-
wadzono do wzoru 1:

M2
SC = +=x 100% [%] 1)
gdzie: SC — ilo¢ substancji statych [%], M1 — masa poczatkowa probki [g], M2 — masa koncowa probki [g].

2.2.1.2. Okreslenie gestosci kleju

Na wadze z doktadnoscig do 0,01 g ustawiono cylinder miarowy o pojemnosci 100 ml
(V). Wage wytarowano. Nastepnie do cylindra wlano 100 ml badanego ptynu i odczy-
tano wage (W). W celu wyznaczenia wyniku D otrzymane masy wprowadzono do
wzoru 2:

w
D =3 [g/ml] (2)
gdzie: D — ggstos¢ [g/ml], W —masa probki [g], V — objgtosé probki [ml].

2.2.2. Produkcja plyt wiorowych

Plyty widrowe o grubosci 16 mm otrzymano poprzez natrysk kleju pod ci$nieniem
8 bar na wiory sosnowe. Proces produkcyjny PB skladat si¢ z kilku pojedynczych
etapow, takich jak: wytworzenie wiorow sosny w laboratorium poprzez rozdrabnianie
drewna z bali sosnowych, przesiewanie materialu do rozdzielenia na odpowiednie
wielkosci frakcji, suszenie materialu celem uzyskania odpowiedniej wilgotnosci, utwo-
rzenie mieszaniny wiéréw o odpowiednim udziale wielkosci czastek, przygotowanie
kleju, rozpylenie spoiwa na widry, usypanie materiatu w formie ze sklejki o wymiarach
400 x 600 x 300 mm, wstepne reczne sprasowanie 1 prasowanie na goraco.

Wilgotno$¢ materialu sprawdzano kazdorazowo przed i po naniesieniu kleju za
pomoca wagosuszarki AXIS typ AGS120. Natrysk kleju przeprowadzono za pomoca
dyszy firmy Spraying Systems Co. z serii 1/4] z jednostka rozpylajaca SUS5.

Do wytworzenia wszystkich plyt widrowych uzyto tych samych parametréw
produkcyjnych: zatozona grubo$é produktu koncowego 16 mm, gestos¢ 650 kg/m®,
10% udzialu masowego sktadnikéw statych spoiwa na mas¢ suchego drewna, czas
prasowania 8 s/fmm, temperatura prasy 210°C.

2.2.3. Charakterystyka plyt wiérowych

Przed wykonaniem badan ptyty wiérowe klimatyzowano przez 48 godzin w tem-
peraturze 20°C i wilgotnosci 65%. Wykonano po 3 powtdrzenia dla kazdej otrzymanej
spoiny klejowej. Z kazdej ptyty pobrano po 5 probek na kazdy test. Ptyty poddano
nastepujacym badaniom: oznaczenie gesto$ci (EN 323), wytrzymato$ci na rozciaganie
w kierunku prostopadtym do ptaszczyzn ptyty (IB, ang. internal bond) (EN 319),
specznienia na grubos$¢ po moczeniu w wodzie przez 24 godziny (ST, ang. swelling
test) (EN 317), okreslenie modutu elastycznosci (MOE, ang. modulus of elasticity)
I wytrzymatos$ci na zginanie (MOR, ang. modulus of rupture) (EN 310). Wyniki porow-
nano nastgpnie z wymaganiami przedstawionymi w normie EN-312 [12]. Prezento-
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wane wyniki dotycza ptyt widrowych klasy P2. Normy klas P2 nie wymagajg testow
wodoodpornosci, jednakze zamieszczono ich wyniki dla lepszego zobrazowania réznic
miedzy testowanymi klejami. Dodatkowo do celow testowych umieszczono réwniez
wymagania dla normy Kklasy P3 — czyli dla ptyt do zastosowan w warunkach wilgotnych.

2.2.4. Oznaczanie zawartosci formaldehydu

2.2.4.1. Metoda analizy gazowej

Metoda analizy gazowej polega na wyznaczeniu warto$ci emisji formaldehydu
z powierzchni probki ptyty o szerokosci 5 cm i dlugosci 40 cm. Grubos¢ probki zalezna
jest od grubosci badanego produktu. Powierzchnie cigcia kazdorazowo zaizolowane sa
samoprzylepng tasmg aluminiowa tak, aby formaldehyd uwolniony zostat tylko z gornej
i dolnej powierzchni probki. Sposob izolowania probki przedstawiono na rysynku 1.

Rysunek 1. Przyktad probek przygotowanych do badania metoda gazowa (opracowanie wiasne)

Badanie przeprowadzono zgodnie z normg PN-EN ISO 12460-3 [3]. Uwalniajacy
si¢ z plyty formaldehyd miesza si¢ z powietrzem przeplywajacym przez komorg,
a nastepnie absorbowany jest w wodzie umieszczonej w szklanych pluczkach. Powstate
w ten sposob roztwory taczone sa z wiasciwymi dla metody odczynnikami (ace-
tyloaceton, octan amonu). Po odpowiedniej obrobee termicznej spektrofotometrycznie
oznacza si¢ formaldehyd przy diugosci fali 412 nm w kuwetach o dtugosci 50 mm.
Otrzymang warto§¢ absorbancji przeliczono przy uzyciu wzoru (3) na ilo§¢ form-
aldehydu wyrazong w mg/m?.

AxVxf

Gi=— 3)

gdzie: Gi — zawartos¢ formaldehydu uwolniona z niezaklejonych czgsci plyty [%], i — pierwsza, druga,
trzecia lub czwarta godzina oznaczania, A — otrzymana spektrofotometrycznie warto$¢ absorbancji [-],
f — wspotczynnik nachylenia krzywej kalibracyjnej dla metody analizy gazowej [%], F — powierzchnia
badanej probki z wytaczeniem zaklejonych bokéw [m?2], V — objetoéé kolby miarowej = const = 100 [ml] [13].

3. Wyniki i wnioski

W tabeli 1 zebrano wyniki oznaczen wlasciwosci fizykochemicznych przeprowa-
dzonych dla uzytych klejow:
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Tabela 4. Wyniki badan fizykochemicznych uzywanych klejow

. Tlo$¢ substancji statych | Gesto$¢ Lepkos¢
Nazwa kleju Kolor [%] Ji staly [g /mi] pH [ITIl’PaS]
GreenBond 1A | brazowy 47,16 1,207 7,13 402
GreenBond 2 | brazowy 55,30 1,235 7,37 125
GreenBond 4A | brazowy 45,26 1,200 12,15 462
GreenBond 5 | brazowy 47,95 1,039 7,56 113
UF biaty 68,40 1,230 10,05 373

Zrodho: opracowanie whasne.

Przedstawione w tabeli 2 wyniki sg srednig dla wszystkich trzech ptyt wykonanych
na jednym kleju. Na kazdej ptycie przeprowadzono 4 badania MOR i MOE, 5-krotnie
badano IB i ST, wykonano 2 analizy formaldehydu oraz po 7 oznaczen gestoSci
i grubosci.

Tabela 2. Wyniki wytrzymato$ciowe dla PB wykonanych z uzyciem klejow naturalnych oraz zywicy UF

Nr | OOk | rbose | Gestosé | IB ST MOR | MOE
wiazacy
[mm] [ko/m®] [MPa] [%] [MPa] [MPa]
Klasa
- 0,35 - 11 1600
K;;":‘fa 0,45 14 14 1950
1 1A 16,03 +0,06 642 +6,20 | 0,45+0,01 | 27,6 40,54 | 11,7 £1,56 | 1743 £123
2 2 16,02 +0,03 659 +7,42 | 0,48+0,03 | 25,7+0,72 | 12,3+1,03 | 1822 +95
3 4A 16,05 +0,02 655+5,84 | 0,78+0,02 | 14,6 40,22 | 149+1,46 | 2083 £116
4 5 15,99 +0,03 647 +6,15 | 0,72+0,01 | 18,5+0,41 | 16,6 +1,22 | 2155 +147
5 UF 15,97 £0,01 657 +6,80 | 0,50+0,03 | 21,3+0,59 | 11,9+1,73 | 1821 +98

Zrédto: opracowanie wiasne.

Mimo ze produkty klasy P2 sg do zastosowan wewnetrznych w warunkach suchych,
bardzo czesto w produkcji uzywa si¢ minimalnych ilo$ci dodatkéw poprawiajacych
wodoodporno$¢, takich jak emulsja parafinowa, ktora zabezpiecza czastki drewna
przed wchtanianiem wody. Producenci uzywaja takze dodatkow majacych na celu po-
prawe wilasciwosci antyadhezyjnych mat produkcyjnych, by unikna¢ przyklejania sig
plyty w prasie. Do wykonania poszczegolnych PB uzyto tylko okreslonego typu kleju,
bez zadnych dodatkow.

W celu okreslenia potencjatu testowanych klejow bazujacych na biatkach zwie-
rzecych postanowiono nie tylko porowna¢ wyniki ze standardowymi normami dla
klasy P2 i P3 PB (EN 312), ale wykonano réwniez ptyty odniesienia. Referencje wy-
produkowano z uzyciem zywicy UF (ilo$¢ substancji statych 68,4%, gestos¢ 1,230 g/ml,
pH 10.05, lepkos¢ 373 mPas), ktorej uzywa si¢ standardowo w produkcji ptyt P2.

Na wszystkich testowanych klejach otrzymano wysokie wytrzymatosci >0,45 MPa,
spetniajgce nie tylko wymagania dla klasy P2, ale rowniez dla klasy P3.

Receptury 1A 12 odrozniajg si¢ od 4A 1 5 tym, Ze zawierajg z swojej bazie sorbitol.
Maja one zblizone wartosci IB, MOR i MOE do referencyjnego kleju UF. Zaobserwo-
wano wyzsze wartosci ST, co moze by¢ spowodowane tym, ze sorbitol jest substancja
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hydrofilows. Dodatek glutenu (receptura 2) poprawit wodoodporno$¢ gotowego pro-
duktu o 2% w odniesieniu do receptury 1A oraz zwigkszyl minimalnie wytrzymatosci.

Receptura 4A wyroznia si¢ od pozostatych badanych klejow dodatkiem czynnika
denaturujgcego proteiny — NaOH, oraz silnie hydrofobowego biatka zwierzecego,
jakim jest kazeina. Dzigki denaturacji biatek otrzymano najwyzsze wytrzymatosci 1B
na poziomie 0,78 MPa — wigksze o 0,28, 0,33, 0,30 i 0,06 MPa niz w przypadku
zywicy UF, kleju 1A, 2 i 5. Wysokie wartosci MOR 1 MOE spehily wymagania dla
klasy P3. Dzigki hydrofobowosci kazeiny uzyskano produkt o najwyzszej odpornosci
na wodg wsrod testowanych spoin klejowych. Wynik 14,6% jest niewiele powyzej
normy ST dla P3 (14,0%).

Receptura 5 sktada si¢ z czterech podstawowych sktadnikow, jakimi sg woda,
odpieniacz, gliceryna i hemoglobina. Z uzyciem kleju 5 otrzymano najwyzsze wyniki
MOR i MOE, powyzej normy dla klasy P3. W poréwnaniu do receptury 4A uzyskano
nizszy IB 0 0,06 MPa, a ST wyzszy o 2,8%. Badana ptyta nadal przewyzszala wartosci
dla plyty wyprodukowanej z uzyciem standardowej zywicy syntetyczne;j.

Wyniki wytrzymato$ciowe przedstawiono dla zywicy UF klasy Carb II. Nie wy-
roznia si¢ ona swoimi wytrzymato$ciami na tle najstabszych nawet klejow naturalnych.
Dodatkowo MOR i MOE sg na poziomie spetniajacym tylko wymagania dla P2.

Aby moc bardziej efektywnie poréwnaé kleje bazujace na biatkach z Zzywicami
syntetycznymi, postanowiono wykona¢ analizy emisji formaldehydu. Wykonano ptyty
odniesienia dla zywic UF spelniajacych klasy emisji EO, CARB 1 i CARB II, a na-
stepnie przeprowadzono badania analizy gazowej, ktore zebrano w tabeli 3.

Tabela 3. Wyniki analizy gazowej dla PB wykonanych z uzyciem klejow naturalnych oraz syntetycznych
PLYTY REFERENCYJNE [mg/m?h]

Klej DZIEN 1 DZIEN 7 DZIEN 14 DZIEN 28
1A 0,343 0,276 0,303 0,288
2 0,330 0,260 0,289 0,268
4A 0,285 0,198 0,228 0,215
5 0,296 0,203 0,235 0,222
EO 1,169 0,933 1,117 1,062
CARB | 5,841 5,751 5,506 4,929
CARB | 1,149 1,080 0,855 1,050

Zrédto: opracowanie wiasne.

Wyniki otrzymane dla bezformaldehydowych ptyt zawierajacych kleje GreenBond
(tab. 3) ukazujg ich zdecydowang przewage nad klejami syntetycznymi. Juz od pierw-
szego dnia badania wartosci dla pltyt z zywicami spehniajacymi normy emisji EO,
CARB | oraz CARB Il kilkukrotnie przewyzszaja ilosci formaldehydu emitowane
Z ptyt z klejami biatkowymi. Kazdorazowo maksimum emisji osiggnieto w pierwszym
dniu badania, a warto$¢ najwyzsza pochodzita od ptyty oznaczonej jako CARB L.

Bardziej restrykcyjne normy EQ oraz CARB Il prezentowaty wartosci nizsze i bardzo
do siebie zblizone. Nieduze roéznice w ilo$ci emitowanego pomiedzy plytami z klejami
GreenBond wynika¢ moga z podobienstwa w budowie klejow, a niezerowa emisja jest
wynikiem naturalnego wydzielania si¢ formaldehydu z materiatu drzewnego. Podwyz-
szona ilo$¢ gazu wydobywajacego si¢ z plyt z klejami formaldehydowymi wynika
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Z obecnosci w ich mieszaninie wolnego formaldehydu, ktory pod wptywem zastosowania
odpowiednich warunkéw zewngtrznych wydobywa si¢ z produktu. Na przestrzeni
28 dni trwania badania zaréwno ptyty z klejami biatkowymi, jak i ptyty z zywicami
CARB I oraz EO spelnity bardziej restrykcyjng norme E1 (<3,5 mg/m?), jednak roz-
nica w warto$ciach pomiedzy nimi jest kilkukrotna.

4. Podsumowanie

Wszystkie przetestowane kleje osiggnety wyniki pordwnywalne badZz lepsze od
referencji, jaka byta ptyta wykonana z zywica UF. Kazda z otrzymanych ptyt spetia
normy na klas¢ P2. Warto zauwazy¢, ze w przypadku zywic GreenBond 4A i 5 wynik
IB jest ponad 2 razy wyzszy niz wymagany przez norm¢ klasy P2 i znacznie prze-
wyzsza wynik konieczny do osiagniecia klasy P3 (IB: 0,45 N/mm?). Podobnie jest
z warto$ciami MOR i MOE, ktore znacznie przewyzszaja wymogi klasy P3, jak i wyniki
plyty referencyjnej. Wartosci ST plyt wykonanych na zywicach 4A i 5 jako jedyne
graniczg z wymogami normy P3, jednak warto zauwazy¢, ze sa nieporownywalnie
lepsze od wynikow plyty referencyjnej. Dodatkowo wartym podkreslenia jest to, ze
w standardowej produkcji ptyt klasy P3 uzywa si¢ dodatkow poprawiajacych wodo-
opornos$¢. Kleje oparte na biatkach zwierzgcych niemal spetniaja normy wodooporno-
$ciowe, bez dodatku emulsji. Swiadczy to o mozliwym potencjale testowanych klejow
do zastosowan produkcyjnych dla produktéw przeznaczonych do zastosowan wilgot-
nych — P3.

Zywice GreenBond stanowia bardzo dobra alternatywe dla konwencjonalnych
zywic na bazie formaldehydu. Wyniki uzyskane z ptyt wyprodukowanych przy uzyciu
klejéw naturalnych wyraznie pokazuja, ze spoiwo wolne od toksycznego formaldehydu
moze uzyska¢ podobne lub nawet lepsze parametry od syntetycznego kleju bez zmiany
parametréw produkcyjnych. Ponadto warto zauwazy¢, ze zywice GreenBond zawieraja
wylacznie naturalne, przyjazne dla srodowiska sktadniki, przez co sa bezpieczne zar6wno
dla pracownikow na linii produkcyjnej, jak i konsumentow.
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Nowatorskie kleje bialkowe GreenBond jako zastepstwo dla formaldehydowych
Srodkow wiazacych w produkcji plyt wiorowych

Streszczenie

Obecnie okoto 95% klejow stosowanych w produkcji ptyt widrowych to kleje na bazie formaldehydu, z czego
wickszo$¢ stanowig zywice mocznikowo-formaldehydowe (UF). Formaldehyd zostat sklasyfikowany jako
toksyczny dla ludzi przez organizacj¢ REACH, przez co jego zastosowanie jest $ci§le monitorowane i mocno
ograniczone. Ponadto formaldehyd jest bardzo szkodliwy dla srodowiska. Wyeliminowanie go z przemystu
drzewnego pozwoliloby na zwigkszenie bezpieczenstwa pracownikow na linii produkcyjnej i uczynitoby
przemyst drzewny bardziej przyjaznym dla Srodowiska. Najnowsze badania pokazuja, ze kleje do drewna
na bazie bialek moglyby by¢ skuteczng alternatywa. Artykut przedstawia biatkowe kleje Greenbond jako
bezformaldehydowa alternatywe i innowacje w przemysle ptyt wiorowych.

Stowa kluczowe: kleje biatkowe, ptyta widrowa, kleje bezformaldehydowe, plyty drewnopochodne, biokleje

Innovative protein-based GreenBond adhesive as a replacement fo formaldehyde
binders used for particleboard production

Abstract

Nowadays, about 95% of adhesives used for the production of particleboard are formaldehyde-based
binders, most of which are urea-formaldehyde (UF) resins. Formaldehyde has been classified as a toxic for
human health by the REACH organization, therefore its use is strictly monitored and limited. Moreover,
formaldehyde is very harmful to the environment. Eliminating this substance from the wood industry
would not only increase the safety of the workers but also make the whole industry safer. Recent studies
show that protein-based adhesives could be an effective alternative. This article present protein-based, non-
formaldehyde GreenBond adhesives as a innovation in the field of particleboards industry.

Keywords: protein-based adhesives, particleboard, non-formaldehyde adhesives, wood-based panels,
bioadhesives
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Kleje oparte na bialkach krwi zwierzecej jako
innowacja w produkcji plyt drewnopochodnych

1. Wprowadzenie

Pierwsze znane cztowiekowi kleje bazowaty na naturalnych i tatwo dostgpnych su-
rowcach pochodzenia roslinnego (wosk pszczeli, zywice drzewne) oraz zwierzecego
(krew, kazeina czy kolagen) [1]. Problemem naturalnych klejow zawsze byla niewy-
starczajaca wytrzymato$¢ i wodoodpornos¢. Chociaz kleje na bazie biatek zwierzecych
i skrobi byly zdolne do wigzania w suchych warunkach przez dhugi czas, ich wodo-
odpornos¢ byta nadal niewystarczajaca [1, 2]. Na poczatku XX wieku, po szybkiej
industrializacji, kleje termoutwardzalne na bazie surowcoéw ropopochodnych zdomino-
waly calkowicie rynek produkcji ptyt drewnopochodnych. Byly one tanie, wytrzymate
i wodoodporne. Zrezygnowano z klejow naturalnych, ograniczajac ich zastosowanie
jedynie do produkcji instrumentow muzycznych, mebli czy ozdobnych oklein [2-4].
Poczatkowo, podczas stosowania tego nowego typu klejow, nie bylo obaw o wyczer-
pywanie sie zasobow do ich produkcji oraz nie zdawano sobie sprawy z wysokiej
toksycznosci 1 mozliwej kancerogenno$cii formaldehydu, ktéry jest podstawowym
sktadnikiem niemal wszystkich klejow syntetycznych. Aldehyd mréwkowy jest bardzo
lotny, a jego opary sg toksyczne dla organizmdw zywych. Produkty wykonane z wyko-
rzystaniem zywic bazujacych na formaldehydzie sg szkodliwe nie tylko dla ich uzyt-
kownikdw, ale rdwniez dla pracownikdéw obstugujgcych linie produkcyijne [5]. W zwigzku
z tym przepisy dotyczace emisji formaldehydu staly si¢ znacznie bardziej rygory-
styczne, a producenci zaczeli szuka¢ bardziej zrownowazonych alternatyw, takich jak
garbniki, lignina czy glioksal [6]. W ostatnich latach badania koncentrowaty si¢ row-
niez na opracowaniu klejoéw na bazie biatka z odpadéw lub produktow ubocznych
roznych galezi przemyshu. Naukowcy skupiaja si¢ gtéwnie na zrodle biatka, jakim jest
soja, surowcach pochodzenia roslinnego — takich jak gluten lub innych dodatkach, jak
lignina [7, 8]. Bardzo dobre wyniki wytrzymatosciowe i wodoodporno$ciowe w prze-
sztodci otrzymywano dla klejow produkowanych z wykorzystaniem zwierzgcych biatek
[1, 2]. Niniejszy przeglad skupia si¢ na mato popularnym surowcu do produkcji klejow
naturalnych, pozyskiwanym z krwi zwierzece;.

1 anna.sieranc@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z 0.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakow,
www.sestec.pl; Katedra Chemii Organicznej, Chemii Bioorganicznej i Biotechnologii, Politechnika Slaska,
ul. B. Krzywoustego 4, 44-100 Gliwice.

2 gabriela.pastuch-gawolek@polsl.pl, Katedra Chemii Organicznej, Chemii Bioorganicznej i Biotechnologii,
Politechnika Slaska, ul. B. Krzywoustego 4, 44-100 Gliwice; Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej,
ul. B. Krzywoustego 8, 44-100 Gliwice.

3 katarzyna.osiak@sestec.pl, SESTEC Polska Sp. z 0.0., ul. prof. M. Zyczkowskiego 16, 31-864 Krakow,
www.sestec.pl.
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2. Klej na bazie krwi

Kleje na bazie krwi powszechnie stosowane byly juz od starozytnosci. Problema-
tycznos$¢ wykorzystania jej jako sktadnika zapraw murarskich czy srodkow wiazacych
do drewna byta zwigzana z koniecznos$cig natychmiastowego jej uzycia (produkcja just
in time). Na poczatku XX wieku opracowana zostata innowacyjna metoda suszenia
krwi, umozliwiajgca jej ponowne rozpuszczenie w wodzie. Dzieki temu surowiec, ktory
ze wzgledu na nietatwe przechowywanie przestat wzbudza¢ zainteresowanie, ponownie
wrocit do task. Wysuszong na proszek krew (tak zwang blood meal (BM)), mozna byto
magazynowa¢ przez dhugi czas, bez obawy przed zepsuciem czy utratg wlasciwosci
[9]. Swiatowa produkcja suszonej krwi opiera si¢ gtownie na krwi wolowej i wieprzowe;.
Jest to spowodowane tym, ze sg to zwierzeta, ktore ubija si¢ w rzezniach na najwicksza
skale do celow spozywczych. Suszona krew zwierzeca znalazta rowniez zastosowanie
jako wysokobiatkowy dodatek do pasz i nawozow [10].

Odpady rzeznicze nienadajace si¢ do spozycia stanowig w przypadku uboju krow
55% 1 w przypadku uboju $win 30% materialu. Sama krew stanowi 5-9% masy
zywych zwierzat. Po uboju otrzymuje si¢ 40-60% krwi zwierzecia (reszta pozostaje
W narzadach i naczyniach wtosowatych) [11]. Przewiduje si¢, ze do 2050 r. popyt na
wotowing i baraning wzro$nie odpowiednio o 1,2 i 1,5% [12]. Czg$¢ otrzymanej krwi
zwierzecej jest traktowana jako podroby, jednak wiekszo$é jest produktem ubocznym
pochodzenia zwierzgcego (ABP, ang. animal by-product) [11]. BM jest bogata
W biatka i aminokwasy, dlatego wykorzystuje sie ja jako dodatek do pasz. Swiatowa
produkcja jest jednak tak duza, Ze nie sposob zuzy¢ BM tylko na potrzeby przemyshu
paszowego [13]. Ze wzgledu na wysoka zawarto$¢ materii organicznej krew odpadowa
znalazta zastosowanie rowniez w produkcji biogazu w procesie fermentacji beztlenowej
[14]. Traktowana jako odpad, ze wzgledu na wysokg kalorycznos$¢ spalana jest tez
W piecach. Mozliwo$¢ zagospodarowania tych odpadéw poprzez wykorzystanie ich do
produkcji klejow do wyrobéw drewnopochodnych wydaje sie¢ dawa¢ ogromne korzysci.
Zastapienie zywic na bazie formaldehydu pozytywnie wptynie zar6wno na zdrowie
pracownikow fabryk, jak i zwyklych uzytkownikow produktow na bazie wyrobow
drewnopochodnych. Ponadto przeksztalcenie odpadow w uzyteczny produkt zmniejszy
zanieczyszczenie Srodowiska.

By krew nie stracita swoich wlasciwosci, suszy si¢ ja w suszarkach rozpylowych.
Suszenie krwi do postaci proszku nastepuje w ciagu paru sekund, nie denaturujac
biatek, a produkt pozbawiany jest wszelkich patogenow. Taki produkt ma bardzo duza
zawarto$¢ biatek — okolo 85% i ma rewelacyjng rozpuszczalno$§¢ w zimnej wodzie,
nawet do 95% [15]. Jak donosi Lynch S.A. i inni [11], jedyna wada tej metody jest
zmiana smaku produktu — co w przypadku zastosowania do produkcji kleju nie
powinno by¢ wada. W przypadku innych metod suszenia otrzymuje si¢ substancje
trudno rozpuszczalng w wodzie (rozpuszczalno$¢ do 40%). Zazwyczaj mieszanina
z dodatkiem takiej krwi jest jej zawiesing. Aby ujednorodni¢ mieszaning, nalezy dodac
do niej alkaliow, ktore rozpuszcza czasteczki krwi. Kleje na bazie krwi maja kilka
mocnych stron, jakimi sg [9-11, 16-18]:

e niskie koszty surowca — jest on odpadem rzezniczym, ktory nie ma zadnego zasto-
sowania wielkoprodukcyjnego;

e latwos$¢ w przygotowaniu i pézniejszym zastosowaniu, przez niskg lepkos¢ i mozli-
wo$¢ wykorzystania go na zimno i goraco;

e odpomos¢ na warunki atmosferyczne.
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BM jest proszkiem koloru czekoladowego o specyficznym zapachu [19]. Moze by¢
to problemem dla producentow sklejki (PL, ang. plywood), gdzie fuga klejowa bedzie
si¢ odznacza¢ w produkcie. Jednakze dotyczy to sklejek produkowanych z uzyciem zy-
wicy UF (ang. urea-formaldehyde resin, zywica mocznikowo-formaldehydowa), ktora
znajduje zastosowanie jedynie do sklejek o najnizszej klasie wodoodpornosci. Zywica
UF ma postac lekko metnego, niezbyt transparentnego biatego syropu. Po termoutwar-
dzeniu staje si¢ ona przezroczysta, oddajac naturalny kolor drewna. Natomiast do
produkcji sklejki wysoce odpornej na warunki atmosferyczne wykorzystuje si¢ zywice
PF (ang. phenol-formaldehyde resin, zywica fenolowo-formaldehydowa), ktorych kolor
jest czerwony lub nawet ciemno czerwony, wiec tutaj kolor naturalnego kleju nie po-
winien juz wzbudza¢ kontrowersji.

Bialka krwi sg w gtdéwnej mierze bialkami globularnymi, a ich natywna forma jest
mato reaktywna, poniewaz na jej powierzchni znajduja si¢ gtdwnie niepolarne grupy.
Wewnatrz $ci$le upakowanej struktury biatka znajdujg si¢ grupy polarne (funkcyjne)
(amidowe, aminowe i grupy kwasowe pochodzace od kwasu glutaminowego badz
asparaginowego), wchodzace w reakcje z powierzchnig drewna. By uwolni¢ te grupy
na zewnatrz, konieczne jest ,,rozplecenie” struktury biatka, uzywajgc metod modyfikacji
chemicznych lub fizycznych. Rozwiniecie struktury helikalnej zwigksza tez dostepna
ilos¢ grup hydrofobowych, odpowiadajacych za wytrzymato$¢ i wodoodpornos$¢ spoiny
klejowej z wykorzystaniem maczki z krwi [13, 20].

3. Klej na bazie krwi — zastosowanie

Surowcem do produkcji klejow na bazie krwi zwierzecej jest nie tylko produkt
W postaci wysuszonego proszku, ale rowniez $§wieza krew. Naukowcy przetestowali
modyfikacje podczas obrobki chemicznej i enzymatycznej $wiezej krwi zwierzecej, co
miato na celu zminimalizowanie ilo$ci procesow energochtonnych, do jakich zaliczamy
suszenie krwi do postaci proszku [18, 21]. Nie jest to jednak pozadana droga produkcji
kleju na bazie krwi, budzi bowiem wiele kontrowersji. Glownym ich powodem jest
niestabilno$¢ produktu, ktory musi by¢ wykorzystany od razu. Wszelki transport czy
magazynowanie surowej, nieprzetworzonej krwi nidstby wielkie ryzyko zakazenia
bakteriologicznego. Jezeli krew zwierzeca miataby by¢ wykorzystana jako surowiec do
produkcji materialow drewnopochodnych, bezpieczniejsze jest jej zastosowanie
w formie sproszkowanej maczki.

BM ma tendencj¢ do intensywnego pienienia. Juz sam proces rozpuszczania
W wodzie skutkuje utworzeniem si¢ piany. Efekt ten potegowany jest w przypadku
stosowania dodatkéw, w tym glownie utleniaczy. Aby minimalizowa¢ ten negatywny
efekt, zalecane jest stosowanie tzw. odpieniaczy. Sieranc A. i Kowalska P. w swoim
patencie opisuja uzycie mieszaniny alkoksylowanych alkoholi tluszczowych w ilosci
0,1-0,5% [22], z kolei Cone C.N. uzywa w tym celu ok. 0,25% dodatku terpineolu [23]
lub 0,5-0,7% olejku sosnowego [24].

BM ma sklonnos¢ do aglomeracji, co wplywa niekorzystnie na sile wigzania kleju.
By temu przeciwdziata¢, stosuje si¢ odpowiednie antykoagulanty i emulgatory, jak np.
alkohol poliwinylowy [10] czy EDTA [18]. Gunasekaran S. wymienia, Ze w zastepstwie
za EDTA mozna zastosowa¢ rowniez cytryniany (np. kwasny cytrynian dekstrozy czy
cytrynian sodu), szczawiany, heparyng i jej pochodne (np. glikozaminoglikany o dzia-
faniu przeciwzakrzepowym czy tez fondaparynuks i idraparynuks, ktore sg syntetycznymi
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srodkami heparynopodobnymi), antagonistow witaminy K (np. warfaryng, acenokumarol,
fenprokumon, fenindion) oraz inhibitory trombiny (np. hirudyna, desirudyna, lepiru-
dyna, biwalirudyna, argatroban, melagatran, dabigatran) [21].

Jako $rodki konserwujace wykorzystuje si¢ azydek sodu, fluorek sodu, dehydro-
octan sodu, dziesigciowodny boran sodu, wersenian disodowy, 2-fenoksyetanol [21].

Ze wzgledu na swoje bardzo dobre wlasciwosci wytrzymatosciowe i wodoodporno-
sciowe klejow na bazie BM, ktore zblizone sg do wynikéw uzyskiwanych dla klejow
syntetycznych, BM czesto dodaje si¢ rowniez do klejow roslinnych, by poprawi¢ ich
parametry [25-27].

Cone C.N. opisuje w swoim patencie kleje otrzymane z wykorzystaniem maczki
z krwi jako gtownego zrodta biatka. Do kazdej z powstatych mieszanin dodaje w sto-
sunku masowym 1 : 1 dodatkowe Zrodto biatka, takie jak kazeina, maczka sojowa,
ziarna konopi czy maka arachidowa [23]. By uzyska¢ odpowiednie klejenie na zimno,
a nastgpnie by mozna byto sklejke ogrzewaé (bez uzycia prasy), niezbgdna jest do tego
odpowiednia alkalicznos$¢ kleju. Do jej zapewnienia stosuje si¢ NaOH (wodorotlenek
sodu), CaO (wapno palone), Na;SiOs (krzemian sodu). Dzieki dodatkowi CaO (7-15%
masowych w przeliczeniu na mase¢ zrodta biatka) uzyskano nie tylko wyzsza lepkos¢
kleju, ale rowniez zwickszong wytrzymatos¢ produktow na Scinanie (na poziomie
2,09 N/mm?) oraz wodoodpornoé¢ (2,19 N/mm? po moczeniu w wodzie przez czas 48 h).
Na,SiOs jest czynnikiem sieciujagcym, ktory daje znakomita poprawe wodoodpornosci,
gdy uzywa si¢ go ok. 30% masowych wraz z 7% masowymi CaO (% przeliczony na
ilo$¢ uzytego biatka). Mozna uzy¢ kombinacji Na;SiOs, CaO wraz z NaOH, jednakze
reakcja krzemianu sodu z NaOH silnie determinuje mozliwg do uzycia ilos¢ wodoro-
tlenku. Cone C.N. zaobserwowal, Ze do otrzymania odpowiednich parametrow wytrzy-
mato$ciowych produktu konieczne jest zagrzanie sklejki do minimum 77-82°C.
W swoich do$§wiadczeniach ogrzewat sklejone forniry w 100°C. Receptury z uzyciem
BM s3 klejami wymagajacymi reakcji w podwyzszonej temperaturze. Proba zastapienia
czgSci BM innym zrodtem biatka przyniosta zadowalajace efekty. W przypadku badania
wytrzymatosci na $cinanie na sucho (testy wykonano na probkach po kondycjonowaniu)
podobny efekt otrzymano, uzywajac maki sojowej (2,07 N/mm?) oraz maki arachidowej
(2,0 N/mm?), a kazeina poprawita wytrzymatosé o 0,38 N/mm? (2,47 N/mm?). Wytrzy-
mato$¢ na $cinanie na mokro (probki moczono w wodzie przez 24 godziny zanim wyko-
nano testy) pogorszyta si¢ w przypadku prawie wszystkich zastosowanych zamiennikow,
wyjatkiem byta kazeina, w przypadku ktérej poprawa wyniosta az 0,8 N/mm?
(2,99 N/mm?). Wytrzymato$¢ na $cinanie na mokro uzyskano wyzsza niz na sucho
w przypadku BM oraz mieszanki BM:kazeina.

Yang 1. i inni opisujg wykorzystanie maczki z krwi kurzej (ang. chicken blood
(CB)) oraz z pierza (ang. chicken feathers (CF)) do wykonania kleju do produkcji MDF
(ang. medium-density fibreboard, ptyta pilsniowa o $redniej gestosci) [28]. Testowa-
nym produktem byty ptyty MDF o grubosci 1,2 mm, gestoéci 600 kg/m?, prasowane
w temperaturze 190°C w czasie 6 min (300 s/mm). Glownym skladnikiem kleju byta
maczka z pierza hydrolizowana za pomoca roéznych ilosci NaOH — odpowiednio 5
i 7,5%. W calosci do§wiadczen, jakie byly przeprowadzone, do kleju dodawano zywice
PF w ilosci 30% koncowej masy mieszaniny. Sprawdzono wstepnie dodatek formaliny
i MUF (ang. melamine-urea-formaldehyde resin, zywica melaminowo-mocznikowo-
-formaldehydowa), ale prowadzito to do pogorszenia wodoodpornosci i mniejszego
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stopnia usieciowania z biatkiem. W przypadku dodatku 7,5% masowych NaOH otrzy-
mano gorszy wynik badania zmian grubosci probek po moczeniu w wodzie o 4,5% niz
w przypadku dodania zaledwie 5% masowych NaOH. Analizujac uzyskane wyniki,
autorzy doszli do wniosku, ze wyzsza ilos¢ NaOH mogta przyczyni¢ si¢ do powstania
wigkszej ilosci hydrolizatbw o matej masie czasteczkowej, wskutek czego do catko-
witego utwardzenia kleje takie potrzebuja dtuzszego czasu prasowania. Udowodniono
to, wydtuzajac czas produkcji o 2 minuty (czas prasowania 400 s/mm). Otrzymano
podobne parametry koncowe dla ptyt MDF jak w przypadku kleju z 5% dodatkiem
NaOH. Biorac pod uwage, ze w zywicach syntetycznych jednym z podstawowych
dodatkow jest utwardzacz, Yang I. i wsp. przygotowali na potrzeby eksperymentu swoj
wlasny utwardzacz. Podstawg syntezy utwardzacza z surowca biatkowego bylo stwo-
rzenie kwasnego $rodowiska poprzez dodatek H,SOs w ilosci 5 lub 10%. Zrodtem
biatka byta maczka z piér lub maczka z kurzej krwi. Wprowadzenie tak uzyskanego
utwardzacza w ilosci 10% i1 20% pozytywnie wptyneto na whasciwosci gotowego pro-
duktu, zwiekszajac jego wodoodporno$¢ oraz MOR (ang. modulus of recepture, wy-
trzymato$¢ na zginanie). Najwigksza poprawe zaobserwowano przy zastosowaniu utwar-
dzacza bazujacego na BM, dlatego w dalszych badaniach przeprowadzono optymali-
zacj¢ procesu produkcji z jego udziatem. Sprawdzono, jak ilos¢ dodatku utwardzacza
oraz zawartego w nim H.SOs; wptywa na klejenie. Okazalo sig, ze stgzenie HoSO4
stosowane do hydrolizy CB wptywa w istotniejszy sposob na wlasciwosci adhezyjne
niz ilo$¢ uzytego utwardzacza. Udato si¢ otrzymac kleje porownywalne do kleju UF
pod katem koncowych wartosci IB (ang. internal bond, rozrywanie prostopadte do
powierzchni ptyty), ST (ang. swelling test, specznienie na grubo$¢ po moczeniu
W wodzie przez czas 24h) i MOR. Autorzy stwierdzili, ze receptura klejowa na bazie
CF zawierajgca 60% wag. kleju z CF i 5% NaOH, 10% wag. utwardzacza z CB z 5%
H>SO4 1 30% wag. PF moze by¢ stosowana jako przyjazny dla $rodowiska klej do
produkcji paneli drewnianych [28]. Kwestia ekologiczno$ci takiego kleju budzi pewne
watpliwosci ze wzgledu na znaczng ilo$¢ uzywanego NaOH i H2SOs, jak i fakt, ze do
koncowej masy powstalej mieszaniny dodawano zywicg PF w ilosci 30%. Naturalne
sktadniki sg tylko matym dodatkiem do zywicy syntetycznej, ktdra jest konieczna do
odpowiedniego sieciowania kleju i zapewnienia mu wytrzymato$ci i wodoodpornosci.
Problematyczna jest rowniez wysoka lepkos¢ kleju. Ze wzgledu na nig istnieje
koniecznos¢ jego aplikacji w 50°C.

BM ma sktonno$¢ do aglomeracji, wigc by temu zapobiec, Li X. i inni wykorzystali
w swoich do$§wiadczeniach emulgator, jakim jest alkohol poliwinylowy (PVA, ang.
polyvinyl alcohol) [10]. Do rozwinigcia struktury biatka i odstonigcia wewngtrznych
grup hydrofobowych zastosowano dodecylosiarczan sodu (SDS — ang. sodium dodecyl
sulfate), natomiast $rodkiem sieciujagcym, majacym na celu poprawe wodoodpornosci,
byta triglicydyloamina (TGA, ang. triglycidylamine). Testy tak uzyskanego kleju prze-
prowadzono na sklejce. Dodatek PVA ujednorodnit rozmieszczenie BM w miesza-
ninie, pozwalajac na zwigkszenie oznaczanych dla produktu sit Scinajacych na sucho
00,19 N/mm? w stosunku do czystej mieszanki z BM bez dodatku PVA. Wprowadzenie
SDS do mieszaniny z PVA podniosto wynik o 0,06 N/mm? natomiast dodanie do
ostatniej receptury TGA przyczynilo si¢ do otrzymania wyniku oznaczenia wytrzy-
matosci na $cinanie wiekszego od bazowego az o 1,01 N/mm? Tak znaczna poprawa
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parametrOw zostata osiggnieta dzigki usieciowaniu, ktore zapewnilto stabilng, ciezka do
zerwania strukture biatkowa.

Gunasekaran S. w swoim patencie, opierajgcym si¢ na zastosowaniu swiezej krwi
krowiej/swinskiej, postuzyt si¢ innym rodzajem antykoagulantu — EDTA [21]. Pozo-
statymi dodatkami byty: 1% roztwor (w/v) NaNs pelniacy funkcje $rodka konserwu-
jacego, mleko wapienne w ilosci od 1-10% w/w Ca(OH); oraz soda kaustyczna 30%
roztwor NaOH (w/w) — do wytworzenia mieszaniny o pH mieszczacym si¢ w zakresie
9-11, Na,SiO3 i Al(H2PO4)3:3H,0 — jako utwardzacze oraz wodny roztwor amoniaku.
Patent opieral si¢ na sprawdzeniu ilosci i stosunku utwardzaczy oraz dopasowaniu
srodowiska zasadowego mieszaniny. Kleje byly testowane zaréwno na PL, jak i z za-
stosowaniem szybkich testow (ang. quick test (QT)), polegajacych na sklejeniu ze sobg
dwoch pojedynczych paskow fornirdw, a nastepnie okresleniu wytrzymato$ci na rozcig-
ganie. W obu przypadkach najlepsze wyniki otrzymano dla receptury, w ktorej uzyto
dwoch utwardzaczy w mieszaninie w stosunku wagowym: 100 czg$ci 37% roztworu
Na,SiOs; do 5 czesci statego Al(H2POas)s-3H20. Utwardzacz zastosowano w ilosci ok.
4-5% wagowych w przeliczeniu na ilo§¢ Swiezej krwi. W te$cie wytrzymatosci na
Scinanie na sucho na PL otrzymano o 86% lepsze wyniki niz w przypadku zastosowania
referencyjnej zywicy PF (3,05 N/mm?), na QT wynik byt lepszy o 85% w poréwnaniu
do polioctanu winylu (5,54 N/mm?). Wynik badania wytrzymatosci na $cinanie na
mokro w przypadku PL byt poréwnywalny do zywicy referencyjnej PF (1,12 N/mm?),
natomiast w przypadku QT probki sklejone polioctanem winylu nie przetrwaly testu
wytrzymatosci na wode — rozpadly sie. Na wybranym najlepszym kleju otrzymano
dobry rezultat wytrzymatosci $cinania na mokro — 3,15 N/mm?. Patent Gunasekaran S.
opisuje rowniez uzycie srodka redukujacego do ostabienia oddzialywan elektrostatycz-
nych i wigzan kowalencyjnych. Ma to na celu minimalizacje interakcji miedzy-
czasteczkowych 1 ustabilizowanie lepkosci podczas przechowywania. W tym celu
uzyto 0,02% koncentratu NasPsO1s (0,06 g zwiazku na 5 ml wody). Nastepnie przez
miesigc badano parametry $cinania na mokro i sucho. Zaobserwowano znaczna stabili-
zacj¢ kleju w trakcie przechowywania, jak i poprawe wytrzymatosci w badaniu na
sucho. Wyniki oznaczane na sucho miescity si¢ w zakresie wartosci 6,05-5,45 N/mm?,
a na mokro 2,98-2,8 N/mm? [21].

W swojej publikacji Lin H. i Gunasekaran S. opisujg wptyw zmiany pH na wyzej
opracowane receptury [17]. W do$wiadczeniu uzywaja tylko jednego utwardzacza —
Na,SiOs. Na opracowanych recepturach wykonano 3-warstwowe sklejki z uzyciem
fornirdw z osiki. Klejem syntetycznym, referencyjnym byta zywica PF. Sita w stanie
suchym poréwnywalna jest z PF (2,75-2,86 N/mm?), natomiast w stanie mokrym
otrzymano wynik 0 0,4 N/mm? nizszy, niz dla standardowej zywicy referencyjnej
(0,8 N/mm?). Warto$¢ lepkoéci kleju uzywanego do produkcji konkretnego rodzaju phyty
zalezy od metody jego aplikacji. W przypadku sklejki lepkos¢ kleju moze by¢ wyzsza
niz w przypadku ptyt MDF lub PB, do ktorych produkcji wymagane jest uzycie dyszy.
Jednym z glownych czynnikow, wptywajacych na ten parametr zywicy, jest jej pH.
Autorzy dowiedli, ze w przypadku stosowanych receptur zmiana pH nie wplywa na ich
efektywna jako$¢, czas utwardzania ani rozpuszczalno$¢ w wodzie. Zdecydowali, ze
jedynym parametrem limitujagcym wykorzystanie danego kleju jest jego lepkos¢, ktora
mozna modyfikowac w zalezno$ci od potrzeb.
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Ostendorf K. i wsp. do produkcji MDF z klejem opartym na BM uzyli alkoholu
cukrowego jako srodka wigzacego w ilosci 27% [29]. Grubos¢ ptyt wynosita 10 mm,
gesto$é 800 kg/m?, temperatura prasy 200°C, czas prasowania 9 min (54 s/mm), ilo$é
kleju 15% masowych. Ilo$¢ substancji statych, dzigki wysokiemu dodatkowi alkoholu
cukrowego, byla wysoka — 57,8%. Wynik IB i MOR nie réznit si¢ wiele od proby
referencyjnej uzyskanej z UF, jednakze ST byto wyzsze o 15%. W zwigzku z tym do
kleju dodano 1% emulsji i wydluzono czas prasowania do 21 minut (126 s/mm).
Otrzymano wyzszy wynik IB o 0,08 N/mm? ST 0 14,73%. Niestety nie da si¢ okresli¢,
co byto powodem poprawy wodoodpornosci. Najprawdopodobniej przyczynit si¢ do
tego zar6wno dodatek emulsji, jak i wydluzony czas prasowania, jednak zmiana
parametréw byla na tyle duza, ze nie mozna z tego wyciggnac konkretnych wnioskow.
Dodatkowo nie wydaje si¢, ze mozna porownywac otrzymane wyniki z referencyjnym
klejem UF, poniewaz te ostatnie plyty byly wykonane z uzyciem innej iloéci kleju —
10%, a nie 15% jak w przypadku opracowywanych przez autoréw klejow.

Guan M. i inni sprawdzili, jak wptywa dodatek NaOH oraz aldehydu glutarowego
na wilasciwosci klejace $§wiezej krwi swinskiej [20]. W celu oceny wytrzymato$ci
wykonano badania QT na probkach bambusa na sucho i na mokro. Test na Swiezej,
niezmodyfikowanej krwi potraktowano jako punkt odniesienia. Uzyskano wynik §cinania
na sucho na poziomie 5,6 N/mm? i na mokro na poziomie 0,5 N/mm? Dodatek
5 mol/L NaOH przyczynit sie do zwigkszenia wytrzymatosci na mokro do 1,2 N/mm?,
Uzycie 10% masowych aldehydu glutarowego zwigkszyto wynik Scinania na mokro do
4,4 N/mm?, a receptura, w ktorej potaczono oba dodatki, osiagneta wartosé wytrzy-
matoéci na poziomie 4,6 N/mm?. Dla wszystkich trzech klejow wynik §cinania na
sucho wynosit 10 N/mm?, jednakze autorzy zaznaczyli, ze kleje byly tak mocne, ze
zerwanie nastgpito na probce bambusa, a nie na taczeniu klejowym — prawdopodobnie
wigc majg one wyzsze wartosci wytrzymatosci.

Roman J.K. i Wilker J.J. w swoich do$wiadczeniach wykorzystali kwas askorbinowy
(KA) do modyfikacji BM [30]. Wykonano szereg eksperymentow z zastosowaniem
r6znych proporcji BM:KA. Dodatkowo autorzy wykonali testy QT nie tylko z uzyciem
drewnianych patyczkow, ale tez aluminiowych. Dla optymalnej ilosci KA, ktora
zaobserwowano w przypadku stosunku molowego BM:KA na poziomie 10 : 1, w przy-
padku klejenia drewna otrzymano 60-krotng poprawe wytrzymatosci, a w przypadku
aluminium poprawa byta az 90-krotna. Zwigkszanie stosunku KA do BM powodowato
nadmierne usieciowanie biatka, zwigkszajace lepkos¢ kleju, prowadzace do zmniej-
szenia jego wnikania w strukturg drewna i spadek wytrzymatosci gotowego produktu.
Wykonano tez testy starzeniowe kleju. Zaobserwowano znaczna poprawe sily klejenia
po uptywie 2 tygodni (z 0,55 do 2,0 N/mm?). Zastosowanie kleju po czasie od produkcji
dhuzszym niz 14 dni powodowato spadek sit, prawdopodobnie przez zbyt intensywne
usieciowanie biatka. Do otrzymania najlepszego produktu koncowego optymalnym
rozwigzaniem byloby uzywanie 7-dniowej zywicy. Sprawdzono rowniez wptyw dodat-
kow jonoéw metali, takich jak: Na*, Cu?*, Zn*" i Fe** i Fe*" w postaci odpowiednich
soli, na site klejenia. Tylko przy zastosowaniu jonéw Fe** w stosunku molowym 10 : 1
(BM:Fe*") zaobserwowano istotng roznice w wynikach, jako ze wartoéci $cinania
wzrosty z 0,1 do 2,2 N/mmZ. Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie dziatania utle-
niacza na biatko. Jako utleniacz zastosowano NalO4 w stosunku do biatka wynoszacym
1: 100. Jego dodatek pozwolit na uzyskanie najlepszego wyniku wytrzymato$ci na
$cinanie w pordéwnaniu do pozostatych prob. Nalezy jednak pokresli¢, ze dodatki zarbwno
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metali, jak i utleniacza, nie sprawdzily si¢ w przypadku prob klejenia aluminium,
a dodatki te negatywnie wplynely na wytrzymato$¢ badanych potaczen.

Sieranc A. i Kowalska P. w swoim patencie opisuja wykorzystanie hemoglobiny do
wytworzenia klejow do zastosowan w produkcji réznego rodzaju plyt zawierajacych
celuloze [22]. Przedstawiono wyniki uzyskane dla roznych receptur klejow, stosowanych
do plyt widrowych, ptyt wiérowych recyklingowych, ptyt MDF, OSB, plyt ze stomy,
wiokna kokosowego czy korka. Gtownymi skltadnikami kleju byta gliceryna, hemo-
globina i odpieniacz. Stosowany odpieniacz jest mieszaning na bazie alkoksylowanych
alkoholi thuszczowych. Pemni on istotng role, ktora nie ogranicza si¢ jedynie do redukcji
lub tez eliminacji powstawania piany biatkowej podczas mieszania sktadnikow kleju.
Stosuje si¢ go, by zapobiec koniecznosci mechanicznego usuwania piany, w ktorej
obecne jest biatko, odpowiedzialne za wigzanie materiatu celulozowego. Wplyneloby
to na pogorszenie parametrow produktéw koncowych oraz na obnizenie ilosci sub-
stancji statych w gotowej recepturze. Autorzy patentu dodatkowo przetestowali dodatki
biatek z innych zrodet (nie tylko zwierzgcych), takich jak: gluten, kazeina czy inne
proteiny zwierzece. Dodatkami modyfikujacymi podstawowsa mieszaning byly: mocznik,
sorbitol, melasa, NaOH, olej rzepakowy i KMnO,. Sprawdzane dodatki wptywaty
pozytywnie albo na wytrzymatosci ptyt, albo na wodoodpornos¢. Wydaje sie jednak,
ze najlepsze wyniki dla wszystkich testowanych produktéw uzyskano dla kompozycji
klejowej, w ktorej stosowano dodatek NaOH i kazeiny. Mieszanie opisanych receptur
klejowych prowadzi si¢ w srodowisku obojetnym i w temperaturze z przedziatu 10-38°C.
Uzyskane w ten sposdb spoiwa nie utwardzaja sie i nawet po rozmrozeniu sg zdatne do
uzycia bez utraty swoich wlasciwosci.

4. Podsumowanie

Zaprezentowany przeglad literatury pokazuje mozliwosci, jakie daje opracowanie
i wdrozenie receptur klejowych z wykorzystaniem produktow z krwi zwierzgcej. Suro-
wiec ten, mimo swojej dostepnosci, wlasciwosci adhezyjnych i kohezyjnych, a takze
bardzo dobrych wlasciwos$ci wodoodpornosciowych, jest niezbyt popularnym przed-
miotem badan. Niestety, w znacznej czeSci omawianych powyzej prac uzyskanie zywic
bezpiecznych dla srodowiska nie byto gldwnym celem prowadzonych ekspetymentow.
W opisywanych klejach stosowano duze ilosci chemikaliow szkodliwych dla §rodowiska,
a przygotowanie $rodka wigzacego wymagalo wielokrotnego podgrzewania. Czgsto
nie proponowano tez opracowanej receptury kleju jako ekologicznego zamiennika dla
zywic syntetycznych, a jedynie jako dodatki do powszechnie stosowanych klejéw na
bazie formaldehydu. Dopiero w ostatnich latach wzrosto zainteresowanie omawianym
w niniejszej publikacji surowcem, jako potencjalnym sktadnikiem naturalnych klejow
nowej generacji. Opracowanie zamiennika syntetycznych polimerdéw jest tematem prio-
rytetowym. Produkcja z uzyciem bioklejow przyczyni si¢ nie tylko do zmniejszenia
narazenia pracownikéw obstugujacych linie produkcyjne do wyrobu plyt drewno-
pochodnych oraz uzytkownikow na emisje szkodliwego, rakotwodrczego formaldehydu,
ale przyniesie rowniez znaczne korzysci ekologiczne. Nadmierne stosowanie niebio-
degradowalnych polimeréw, do ktérych produkcji konieczne jest przeprowadzenie
wieloetapowych procesow polikondensacji, powoduje zanieczyszczenie atmosfery
I Srodowiska. Ograniczenie emisji szkodliwych chemikaliow i zadbanie o $rodowisko
naturalne moze mie¢ dobroczynny wpltyw na zdrowotno$¢ i ograniczenie coraz
powszechniejszego wystgpowania alergii mlodego pokolenia.
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Kleje oparte na bialkach krwi zwierzecej jako innowacja w produkcji plyt
drewnopochodnych

Streszczenie

Glownym skladnikiem powszechnie uzywanych zywic syntetycznych jest szkodliwy dla zdrowia, rako-
twoczy formaldehyd. Zmiany w przepisach dotyczacych emisji formaldehydu z ptyt drewnopochodnych
oraz potrzeba zadbania o zdrowie ludzi oraz o $rodowisko naturalne sa czynnikami napedzajacymi badania
nad alternatywami dla obecnie uzywanych polimeréw syntetycznych. Wielu naukowcow skupia si¢ w swoich
badaniach nad opracowaniem klejow na bazie surowcow naturalnych. W niniejszej publikacji przedsta-
wiono przeglad badan dotyczacych zastosowania bialek krwi zwierzecej jako potencjalnego sktadnika
naturalnych klejow nowej generacji. Omowiono rowniez modyfikacje poprawiajace adhezje i zwigkszajace
wodoodporno$¢ powstatych wyrobow drewnopochodnych.

Stowa kluczowe: kleje do drewna, kompozyty drzewne, klej ekologiczny, kleje zwierzece, ptyty drewno-
pochodne

Glues based on animal blood proteins as an innovation in the production of wood-
based panels

Abstract

Formaldehyde which is commonly considered as carcinogenic and very harmful substance is a main
component of the synthetic resins used in the wood-based panel industry . Changes in the regulations on
formaldehyde emissions from wood-based panels and the need to care for human health and the
environment are factors driving research into alternatives to currently used synthetic polymers. Many
scientists focus their research on the development of adhesives based on natural raw materials. This article
provides an overview of the use of animal blood proteins as a potential component of next-generation
natural adhesives. Modifications improving the adhesion and increasing the water resistance of the wood-
based products were also discussed.

Keywords: wood adhesives, wood composites, eco-friendly adhesive, animal-based adhesive, wood-based
panels
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Wykorzystanie technik woltamperometrycznych
do oznaczania polifenoli

1. Wprowadzenie

1.1. Polifenole

Polifenole sg ro$linnymi produktami naturalnymi niebedacymi sktadnikami odzyw-
czymi, ktore wystepuja w owocach, nasionach i innych czesciach roslin [1, 2]. Polifenole
charakteryzujg si¢ obecnoscig co najmniej dwoch grup fenolowych, polaczonych
w mniej lub bardziej ztozone struktury, zazwyczaj o duzej masie czasteczkowej. Do tej
grupy zalicza si¢ rowniez kwasy fenolowe, ktore mogg by¢ prekursorami polifenoli.
Do polifenoli nalezg wigc m.in. kwasy fenolowe, flawonoidy, stilbeny i lignany (tab. 1).
Niektore z nich sg odpowiedzialne za aromat, kolor i wtasciwosSci przeciwutleniajgce
spozywanych przez nas produktow spozywczych. Polifenole stajg si¢ obiektem
zainteresowania wielu badaczy ze wzglgdu na korzystny wptyw na zdrowie. Polifenole
jako naturalne przeciwutleniacze odgrywajg istotng role w zapobieganiu i leczeniu
nowotworow, chorob zapalnych, sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych. Ich
spozycie w postaci orzechow, nasion, owocoéw 1 warzyw obniza ryzyko wystgpienia
chorob przewleklych zwigzanych z wiekiem. Majg one szerokie zastosowanie jako
suplementy diety, dodatki do wyrobow farmaceutycznych i kosmetykow [1].

Tabela 1. Klasyfikacja polifenoli

Katechiny
Flawonole
Flawanony
Izoflawony
Flawony
Antocyjany
Kwas hydroksybenzoesowy
Kwas hydroksycynamomowy
Lignany
Stilbeny

Flawonoidy

Polifenole

Kwasy fenolowe

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [3, 4].

1.2. Wlasciwosci

Flawonoidy i inne zwiazki fenolowe naleza do wtornych metabolitéw roslinnych,
ktoére posiadajg pierscien aromatyczny z co najmniej jedng grupa hydroksylowa. Sa
wytwarzane przez rosliny w celu obrony lub wspierania wzrostu w niekorzystnych

L azon@agh.edu.pl, Katedra Technologii Materiatbw Budowlanych, Wydzial Inzynierii Materialowej
i Ceramiki, AGH Akademia Gorniczo-Hutnicza, al. Mickiewicza 30, 30-059 Krakow.
2 krolicka@agh.edu.pl, Katedra Technologii Materiatébw Budowlanych, Wydziat Inzynierii Materiatowej
i Ceramiki, AGH Akademia Gorniczo-Hutnicza, al. Mickiewicza 30, 30-059 Krakow.
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warunkach. Opisano ponad 8000 zwigzkow fenolowych naturalnie wystepujacych
W materialach pochodzenia roslinnego. Polowa z tych zwigzkéw fenolowych to fla-
wonoidy wystgpujace w postaci aglikonow, glikozydow i metylowanych pochodnych.
Flawonoidy, jak rowniez inne zwigzki fenolowe zostaty opisane jako skuteczne prze-
ciwutleniacze, czynniki przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne, kardioprotekcyijne,
przeciwzapalne, wspomagajace uktad odpornosciowy, chronigce skore przed pro-
mieniowaniem UV oraz znalazly zastosowanie w wielu preparatach farmaceutycznych
i medycznych [4].

Podczas syntezy adenozynotrojfosforanu (ATP) w celu wytworzenia energii dla
komorek przy uzyciu tlenu jako produkty uboczne komodrkowej reakcji redoks powstaja
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) i reaktywne formy azotu
(ang. reactive nitrogen species, RNS). Reaktywne formy tlenu (nadtlenki, rodniki
hydroksylowe, rodniki wodoronadtlenkowe, anionorodniki ponadtlenkowe, tlen single-
towy) i azotu (tlenek azotu (I1), kation nitrozylowy, anion nitrozylowy, nadtlenoazotyn)
pelnig wazna funkcjg¢ w procesach komérkowych i odpowiedzi immunologicznej, ale
w warunkach braku réwnowagi pomigdzy mozliwa do wykorzystania iloscig reak-
tywnych form tlenu i azotu a efektywnoscig proceséw ich detoksykacji dochodzi do
stresu oksydacyjnego. W wyniku oddzialywania ROS dochodzi do utlenienia lipidow,
biatek, uszkodzen kwaséw nukleinowych oraz hamowania dziatania enzymoéw.
Niezdolnos¢ komodrki do naprawy uszkodzen moze spowodowac jej zaprogramowang
$mier¢ (apoptoze) lub wywotaé stan zapalny. O tym, jakie beda losy uszkodzonej
komorki, czyli czy komorka wejdzie w stan zapalny, czy apoptoze, decyduje wzgledna
ilo§¢ mitochondrialnych ROS znajdujacych si¢ w komorce. Sredniowysoki poziom
ROS wywoluje stany zapalne, a wysoki prowadzi do $mierci komoérki. Konsekwencja
uszkodzenia struktur komoérkowych na skutek oddziatywania reaktywnych form tlenu
jest rozwoj chorob uktadu krazenia, nowotwordw ztosliwych, chordb o podtozu auto-
immunologicznym, a takze neurologicznych chordb zwyrodnieniowych. Przeciwutle-
niacze to zwigzki, ktoére hamuja utlenianie, czyli reakcje chemiczna, w wyniku ktorej
moga by¢ tworzone rodniki. Naturalnie wystgpujace czasteczki zwiazkéw o wiasci-
wosciach przeciwutleniajacych sa czestym obiektem badan stuzacych ocenie mozli-
wosci wykorzystania ich jako czynnikow zapobiegajacych uszkodzeniom komorek,
wywolanych stresem oksydacyjnym. Wiele naturalnych zwiazkéw przeciwutleniajacych
zostalo zastosowanych w produktach medycznych i farmaceutycznych w charakterze
zamiennikow syntetycznych przeciwutleniaczy, ktore moga wykazywac dziatanie rako-
tworcze. Rosliny lecznicze sa od dawna uznawane za zrodlo naturalnych zwigzkow
przeciwutleniajacych. Rozmieszczenie grup funkcyjnych, w czasteczce, konfiguracja,
podstawienie, liczba grup hydroksylowych majg wplyw na aktywnos$¢ przeciwutle-
niajacg flawonoidow [5].

Istnieje duza liczba flawonoidéw i fenoli, ktore wykazuja rowniez dziatanie przeciw-
bakteryjne [5]. Zwiazki te mozna powszechnie znalez¢ zardbwno w niekwitngcych, jak
i kwitngcych ro$linach leczniczych. Zwiazki flawonoidowe i fenolowe wytwarzane
przez rosliny sg cennymi sktadnikami nie tylko ro$lin leczniczych, ale takze warzyw,
owocOw 1 przypraw. Przyktadem ro$liny bogatej w zwiagzki flawonoidowe i fenolowe
moze by¢ gatka muszkatotowa, tradycyjnie stosowana jako $rodek aromatyzujacy
w krajach Azji Potudniowo-Wschodniej [5].
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Wysokie stezenie wolnych rodnikow, takich jak ROS i RNS, w organizmie, zwigksza
ryzyko wystgpienia mutacji oraz rozwoju nowotworow, ktore sg jedng z glownych
przyczyn zgonow na catym $wiecie. Chemioterapia powszechnie stosowana w leczeniu
nowotworow niesie ze sobg wiele niepozadanych skutkéw ubocznych, dlatego poszu-
kiwane sg alternatywne metody leczenia nowotworow, ktore nie powodujg efektow
ubocznych i nie sg tak kosztowne. Suplementy diety, mimo ze ich efektywnos$¢ jest
tematem sporow w $wiecie nauki, moga odgrywac istotng role¢ w zapobieganiu i leczeniu
réznych rodzajow nowotworow. Znaczaco wicksza skuteczno§¢ w poréwnaniu z suple-
mentami, zawierajacymi wyizolowane z roslin sktadniki aktywne, przypisuje si¢
zwigzkom fenolowym, zwlaszcza flawonoidom, zawartym w warzywach i owocach,
czyli w sktadnikach diety. Warzywa i owoce sg uznawana za $rodki chemoprewen-
cyjne, o udowodnionym, skutecznym przeciwdziataniu wystepowaniu nowotwordéw [6].
Udowodniono, ze wiele flawonoidow i innych zwiazkow fenolowych wywiera pozy-
tywny wplyw na funkcjonowanie uktadu odpornosciowego i hamuje procesy zapalne [5].

1.3. Przeciwdzialanie starzeniu si¢ dzieki polifenolom

Starzenie si¢ jest dynamicznym i ztozonym procesem biologicznym, ktéry podlega
wplywom genetycznym i/lub srodowiskowym. Zaproponowano wiele teorii wyjasnia-
jacych mechanizm procesu starzenia, ale powszechnie akceptowana, cho¢ nadal badana
i weryfikowang jest hipoteza zaktadajaca udzial wolnych rodnikow w procesach sta-
rzenia. Teoria ta powstata w roku 1956, a jej autorem jest profesor Denham Harman [7-9].
Zgodnie z zatoZzeniami teorii wolnorodnikowe;j starzenie jest procesem spowodowanym
przez nadmierny stres oksydacyjny. Podczas fosforylacji oksydacyjnej reaktywne formy
tlenu i azotu powstajg gtdéwnie w mitochondriach, cho¢ sg rowniez generowane przez
dodatkowe czynniki endogenne i egzogenne. Sie¢ endogennych i egzogennych anty-
oksydantow neutralizuje ROS/RNS, ale niektore ROS/RNS omijajg systemy obronne.
Niezneutralizowane ROS/RNS powoduja oksydacyjne uszkodzenia sktadnikéw komorki,
w tym lipidow, biatek, kwaséw nukleinowych itp. Chociaz istnieja mechanizmy na-
prawy uszkodzonych oksydacyjnie biomolekut, pewne uszkodzenia pozostaja i kumu-
luja sie wraz z wiekiem. Teoria wolnorodnikowego starzenia si¢ organizmow zaklada,
ze ROS/RNS wywotuja uszkodzenia oksydacyjne, powodujac dysfunkcje komorek,
dezorganizacj¢ tkanek oraz zaburzenie funkcji organéw, co prowadzi do starzenia sig,
pojawiania si¢ chordb zwyrodnieniowych, a w koncu $mierci. Hipoteza ta wskazuje
zatem, ze przeciwutleniacze, ktére skutecznie neutralizuja ROS/RNS, sa w stanie spo-
wolni¢ proces starzenia. Badania wykazaty, ze antyoksydanty pochodzenia roslinnego,
a zwlaszcza polifenole, mogg mie¢ potencjat terapeutyczny w odniesieniu do starzenia
si¢ i chorob zwigzanych z wiekiem [1].

Celem pracy byto opracowanie szybkich i prostych procedur analitycznych pozwa-
lajacych poréwnywac zdolnosci przeciwutleniajace ekstraktéw roslinnych zawierajacych
naturalne polifenole, bez koniecznos$ci poddawania probek dodatkowym zabiegom,
prowadzacym do rozdzielania poszczeg6lnych sktadnikow lub eliminacji interferencji
matrycowych.
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2. Metody badania polifenoli

2.1. Dwuwymiarowa chromatografia cienkowarstwowa

Zapotrzebowanie na szybkie testy pozwalajace w prosty sposob oznacza¢ zaré6wno
zwiazki chemiczne pozytywnie oddziatujgce na zdrowie cztowieka, jak rowniez kseno-
biotyki stale rosnie. Duzym zainteresowaniem cieszg si¢ zwlaszcza techniki pozwalajgce
analizowac sktad probek bez poddawania ich dodatkowym zabiegom takim jak dery-
watyzacja, oddzielanie analitu od matrycy czy rozdzielanie poszczegolnych sktadnikow.
W przypadku badania polifenoli i oceny ich wtasciwosci przeciwutleniajgcych istotne
jest, aby techniki analityczne pozwalaly na prowadzenie badan bez izolowania poli-
fenoli od matrycy, poniewaz efekt chemoprewencyjny wykazuja antyoksydanty przyjmo-
wane w postaci warzyw lub owocow, a nie wyizolowane zwigzki, zawarte w preparatach
dostepnych jako suplementy diety. Badania prowadzone w tradycyjnych laboratoriach
stacjonarnych pozwalajg uzyska¢ wyniki o wysokiej doktadnos$ci i precyzji, jednak ich
wykonywanie wymaga uzycia wysokospecjalistycznych i kosztownych urzadzen. Ozna-
czenia polifenoli mozna wykonywaé¢ z wykorzystaniem zaréwno technik chromato-
graficznych, jak roéwniez woltamperometrycznych. Jednym z najprostszych wariantow
technik chromatograficznych, niewymagajacym specjalistycznego oprzyrzadowania
jest dwuwymiarowa chromatografia cienkowarstwowa. Probke badanego roztworu nanosi
si¢ w rogu plytki, a nastepnie rozwija si¢ za pomocg pierwszego eluentu. Nastepnie, po
wysuszeniu, plytke obraca sie o 90° i rozwija chromatogram z uzyciem drugiej fazy.
Po zakonczeniu rozwijania chromatogramu ptytka jest suszona i poddawana dzialaniu
reagentow wywolujacych reakcje barwng. W efekcie uzyskuje si¢ barwna mape sktad-
nikow probki. W przypadku ekstraktow herbaty jako pierwszy eluent stosuje si¢
roztwor fenolu nasycony woda, a nastepnie roztwor sktadajacy sie z n-butanolu, kwasu
octowego i wody. Do wywotania reakcji barwnej stosuje sie sole zelaza(III) [10]. Przy-
ktadowa mapg sktadnikow stezonego ekstraktu herbaty Da Hong Pao przedstawiono na
rysunku 1.

A B

/ n-butanol, kwas

3 octowy, woda

Sproszkowane li§cie herbaty:woda
1:3 (m:m)

Fenol —»

Rysunek 2. (A) Ekstrakt herbaty Da Hong Pao po odwirowaniu, stosowany podczas badan
chromatograficznych. (B) Rozwinigty chromatogram z zaznaczonymi eluentami oraz plamkami
$wiadczgcymi o obecno$ci pochodnych pirogallolu (barwa szaroniebieska) oraz katecholu (barwa zielona)
ekstraktu herbaty [opracowanie wiasne]

121



Anna Szczurkowska, Agnieszka Krolicka

Zgodnie z danymi literaturowymi [10], stosujac przedstawiong procedurg, mozna
wykry¢ 9 roznych zwigzkéw obecnych w probkach ekstraktow wodnych herbat.
Niestety powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikéw jest dos¢ ograniczona, widocznosc¢
plamek zmienia si¢ w czasie, czas rozwijania chromatogramow jest dlugi, a uzywane
odczynniki organiczne cechuje wysoka toksycznos¢. Dodatkowo konieczne jest przy-
gotowanie ekstraktOw o znacznie wyzszym stezeniu, niz ma to miejsce w przypadku
naparow stosowanych do celow spozywczych, na skutek czego sktad ekstraktow moze
odbiega¢ od sktadu roztworow wykorzystywanych w praktyce.

2.2. Woltamperometria cykliczna

Grupy funkcyjne zawarte w czasteczkach polifenoli (tab. 2) ulegaja procesom utle-
niania, dzigki czemu na krzywych woltamperometrycznych widoczne sg sygnaty pra-
dowe, ktore moga by¢ wykorzystane w celu identyfikacji zwigzkdéw oraz okreslenia ich
zawartosci w probce. Zwigzki polifenolowe ulegaja procesom utleniania zgodnie
Z rownaniem 1.

Tabela 2. Wzory strukturalne polifenoli oraz elementy strukturalne umozliwiajace ich wykrywanie metodami
chromatograficznymi i woltamperometrycznymi [opracowanie wiasne]

Element struktury
, . . wykrywany przez Reakcja
Wzo6r strukturalny polifenoli reakcjc barwng elektrodowa
zFe*
OH
OH
HO o Szaroniebieska Utlenianie grup
OH barwa -OH. Otoczenie
» OH chemiczne oraz pH
% roztworu decyduje
OH OH oH 0 potencjale, przy
o ktorym formuje sie
OH p||(
OH
OH

Galusan epigallokatechiny

Katechina

©:OH
OH

Zielona barwa

Utlenianie grup
-OH. Otoczenie
chemiczne oraz pH
roztworu decyduje
0 potencjale, przy
ktérym formuje si¢

pik

©:OH
OH

Katechol

O:OH
OH

Zielona barwa

Utlenianie grup
-OH. Otoczenie
chemiczne oraz pH
roztworu decyduje
0 potencjale, przy
ktorym formuje si¢
pik
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CL, 22 CL

Rownanie 1. Proces utleniania i redukcji katecholu

Przyktadowy wolamperogram zarejestrowany w roztworze zawierajacym 0,5 mM
katecholu przedstawia rysunek 2.

10

Prad (uA)
2

-10 T T T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

E (V) (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI)

Rysunek 3. Woltamperogram cykliczny roztworu zawierajacego 0,5 mM katechol, 0,1 M bufor octanowy
(pH=4.5), v= 0,05 V/s. Elektroda z wegla szklistego, srednica 3 mm [opracowanie wiasne]

Na krzywej zarejestrowanej podczas przyktadania potencjalu narastajgcego liniowo
w kierunku coraz bardziej dodatnich wartosci widoczny jest sygnal utleniania katecholu,
oznaczony jako P1, natomiast na krzywej powrotnej, zarejestrowanej podczas przykta-
dania coraz bardziej ujemnego potencjalu widoczny jest sygnat P., odpowiadajacy
redukcji grup >C=0, utworzonych podczas utleniania. Rdznica potencjatéw pikow P:
iP2 wynosi 0,05 V, co $wiadczy o odwracalno$ci reakcji opisanej rownaniem 1.
Potencjal E,, przy ktorym obserwowany jest pik, umozliwia identyfikacje polifenolu,
aprad piku I, umozliwia okre$lenie jego stezenia w badanym roztworze. Na ksztalt
rejestrowanych krzywych pradowo-napigciowych wplyw ma réwniez pH roztworu.
Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w roztworach polifenoli o r6znym pH
przedstawiono na rysunku 3 A-C. Jak wynika z danych przedstawionych na rysunku 3
A-C, podwyzszanie pH roztworu polifenoli powoduje przesuniecie potencjatu pikow
utleniania, jak i redukcji w strong warto$ci ujemnych. Zaleznos¢ krzywych Ep = f(pH)
w przypadku katecholu (rys. 3A) jest prostoliniowa w catym zakresie badanych warto$ci
pH, czyli od pH = 5,0 do 8,5. Warto$¢ nachylenia krzywej E, = f(pH) jest zblizona do
0,060 V/pH, co $wiadczy, ze w procesie elektrodowym uczestniczy rowna liczba pro-
tonow i elektronow (rownanie 1). W przypadku katechiny (rys. 3B) w roztworach o pH
przekraczajacych warto$¢ 5,0 mechanizm procesu elektrodowego ulega zmianie.
W zakresie pH od 5,0 do 6,0 proces utleniania przebiega z udziatem rdéwnej liczby
elektronéw 1 protonéow, o czym S$wiadczy wartos¢ wspolczynnika kierunkowego
krzywej E, = f(pH), ktora jest rowna 0,059 V. Dla roztworéw o odczynie obojetnym
I zasadowym wspotczynnik nachylenia jest trzykrotnie nizszy, co wskazuje na zmiane
mechanizmu procesu elektrodowego. Woltamperogramy zarejestrowane w roztworach
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galusanu epigallokatechiny (rys. 3C) zdecydowanie réznig si¢ od woltamperograméw
katecholu i katechiny, poniewaz w miejscu pojedynczego piku na krzywych utleniania
obserwowane sg dwa piki, natomiast brak jest dobrze uformowanych sygnatéw na
krzywych katodowych. Wystepowanie wylacznie sygnatdow utleniania oraz brak
obserwowanych pikow zwigzanych z procesem redukcji $wiadczy o nieodwracalnosci
procesu elektrodowego. Potencjaty pikow Ep11 i Ep12 zalezg od pH, a warto$ci wspot-
czynnikéw kierunkowych krzywych Ep = f(pH) sa bliskie 0,06 V/pH w waskim
zakresie pH, czyli od 5,0 do 5,5. Dla wyzszych pH warto$¢ nachylenia staje si¢ blisko
dwa razy wyzsza, wskazujac, ze procesy elektrodowe przebiegaja w bardziej ztozony
sposdb w porownaniu do proceséw redoks opisanych rownaniem 1.
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Rysunek 4. Woltamperogramy cykliczne roztworéw zawierajacych (A) 0,5 mM katechol, (B) 0,5 mM
katechiny, (C) 0,5 mM galusanu epigallokatechiny oraz 0,1 M bufor octanowy (pH =4,5), v =0,05 V/s.
Elektroda z wegla szklistego, srednica 3 mm. Linig przerywang zaznaczono woltamperogram zarejestrowany
przed dodaniem roztworu polifenolu [opracowanie wiasne]

Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane zostaty rowniez w roztworach uzyskanych
podczas 10-minutowej ekstrakcji probek herbat woda o temperaturze 95°C, stosujac
0,15 g lisci herbaty i 100 ml wody. Badano dwa rodzaje herbat oolong, Zhangping
Shui Xian i Da Hong Pao. Porownanie woltamperograméw roztworéw polifenoli
zarejestrowanych w roztworach o pH = 5,5 oraz roztworu z dodatkiem ekstraktu herbaty
Zhangping Shui Xian przedstawiono na rysunku 4A. Warto$¢ pH 5,5 wybrano do
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przedstawienia wynikow, poniewaz odpowiada kwasowosci ekstraktow herbaty uzy-
wanych do celow spozywczych. Ksztalt zarejestrowanych krzywych wskazuje, ze
glownym sktadnikiem ekstraktu herbaty jest galusan epigallokatechiny. Niewielkie
piki widoczne na krzywej powrotnej $wiadcza o tym, ze rdwniez inne polifenole moga
by¢ obecne w ekstrakcie herbaty, ale ich zawarto$¢ jest znaczaco mniejsza. Zwigk-
szenie pH badanego roztworu powoduje przesuni¢cie potencjatow pikow anodowych
i katodowych w strone nizszych wartosci potencjatu, podobnie jak to mialo miejsce
w przypadku badan roztworéw polifenoli (rys. 4B). Wspodtczynnik kierunkowy krzywej
Ep, = f(pH) wynosi 0,057 V/pH i wskazuje, ze zwiazek zawarty w ekstrakcie herbaty
ulega procesowi elektrodowemu, w ktorym uczestniczy rowna liczba elektronow i pro-
tonow.
A B
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E (V) (vs. Ag/AgCI, 3 M KCI)

Rysunek 5. (A) Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w roztworach zawierajacych 0,5 mM katecholu,
katechiny lub galusanu epigallokatechiny oraz w dwudziestokrotnie rozcienczonym ekstrakcie herbaty
Zhangping Shui Xian. 0.1 M bufor octanowy (pH =5,5). (B) Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane
w dwudziestokrotnie rozcienczonym ekstrakcie herbaty w 0,1 M buforze octanowym o réznym pH. Szybkosé
polaryzacji 0,05 V/s. Elektroda z wegla szklistego, srednica 3 mm. Linig przerywang zaznaczono
woltamperogram zarejestrowany przed dodaniem porcji ekstraktu [opracowanie whasne]

Woltamperometria cykliczna moze by¢ rowniez stosowana do badania zmian, jakim
ulegaja polifenole w zalezno$ci od czasu oraz od warunkéw przechowywania. Rysu-
nek 5A przedstawia probki ekstraktow herbaty przygotowanej w dniu badania (a) oraz
probek przechowywanych przez 21 dni w temperaturze 20°C (b) oraz w temperaturze
4°C (c). Jak wynika z rysunkow 5B-D, sktad roztworu ulega zmianie w czasie, 0 czym
$wiadczy zmiana ksztaltu rejestrowanych sygnalow woltamperometrytcznych. Porow-
nanie woltamperogramoéw zarejestrowanych dla swiezego ekstraktu oraz ekstraktow po
21 dniach przechowywania pozwala stwierdzié, ze zawarto$¢ galusanu epigallokate-
chiny ulega zmniejszeniu, o ile ekstrakt przechowywany jest w temperaturze 4°C, lub
zanika zupelnie, jezeli temperatura przechowywania jest wyzsza. Dodatkowo nalezy
zauwazy¢, ze sygnaly badanych zwiazkéw formuja si¢ przy bardziej dodatnich warto-
$ciach potencjalu, w poréwnaniu z sygnatami rejestrowanymi w $wiezych roztworach.
Trend ten jest obserwowany w kazdym z badanych przypadkoéw, lecz jest on szcze-
g0lnie wyraznie widoczny w przypadku roztworu o pH réwnym 5,5 (rys. 5D). Piki
widoczne na wspomnianym rysunku ulegajg przesunigciu o 0,08 V w strong warto$ci
dodatnich, co $wiadczy o pogorszeniu wilasciwosci przeciwutleniajacych badanego
roztworu, poniewaz krzywe woltamperometryczne odzwierciedlaja zdolnos¢ danego
zwigzku do oddawania lub przytaczania elektronow. Im latwiej dany zwigzek ulega
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utlenieniu, tym pik reprezentujacy proces utleniania pojawia si¢ przy mniej dodatnim
potencjale. Warto$¢ pradu piku jest proporcjonalna do zawartosci danego polifenolu.
W przypadku ztozonych, wielosktadnikowych roztworéw do okreslenia zdolnosci
przeciwutleniajgcej, odpowiadajacej tacznej zawartosci polifenoli nalezy w miejsce
pradu piku stosowac pole powierzchni piku [11, 12], poniewaz w uktadach wielosktad-
nikowych poszczegdlne sygnaly moga by¢ nierozréznialne lub tworzy¢ stabo odroz-
niajgce si¢ szczatkowe, trudne do interpretacji piki (ang. shoulders).
B
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Rysunek 6. (A) Ekstrakty herbaty Da Hong Pao (0,15 g probki, 100 ml wody) przygotowane w dniu
wykonywania badan woltamperometrycznych (a) oraz przechowywane przez 21 dni w temperaturze
pokojowej (b) lub w temperaturze 4°C (c). (B-D) Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w dwudziesto-
krotnie rozcienczonym ekstrakcie herbaty w 0,1 M buforze octanowym o pH 4,0 (A), pH 4,5 (C) oraz pH 5,0
(D). Szybkos¢ polaryzacji 0,05 V/s. Elektroda z wegla szklistego, $rednica 3 mm [opracowanie wlasne]

Badania wiasciwosci polifenoli prowadzono réwniez za pomoca elektrod pastowych.
Paste weglowa przygotowano, stosujac grafit oraz zmielony, naturalny wegiel szklisty
jako materiat elektrodowy oraz parafing lub olej silikonowy (polidimetylosiloksan)
jako czynniki spajajace (rys. 6). Krzywe zarejestrowane w roztworach katecholu oraz
galusanu epigallokatechiny wskazuja, ze sygnaly o wyzszej intensywnosci oraz lepszej
rozdzielczo$ci uzyskuje sie, stosujgc elektrode przygotowana z wykorzystaniem wegla
szklistego oraz oleju silikonowego. Krzywe woltamperometryczne zarejestrowane w eks-
trakcie herbaty Da Hong Pao potwierdzaja, ze nowe elektrody pastowe sa odpowiednie
do badania ekstraktow naturalnych polifenoli, $ledzenia przemian zachodzacych w ich
roztworach oraz do okreslania wlasciwosci przeciwutleniajacych ztozonych roztworow.

126



Wykorzystanie technik woltamperometrycznych do oznaczania polifenoli

3
34 pH=45 pH=45
24
24
1 2"
2 )
ke B, 04
o o0 <
o o
-14
14
— 24 )
pasta grafitowa —— pasta grafit
-24 —— pasta GC pasta GC
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Potencjat / V E (V) (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI)
0.4
. 0.2
<
2
T,
oy
& 00
—— 0.dni, 20C
0.2 —— 12 dni, 4C
0.0 0.2 0.4 0.6

E (V) (vs. Ag/AGCI, 3 M KCI)

Rysunek 7. (A) Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w roztworze zawierajagcym 0,5 mM katecholu.
(B) Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w roztworze zawierajacym 0,5 mM galusanu
epigallokatechiny. (C) Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane w dwudziestokrotnie rozcienczonym
ekstrakcie herbaty Da Hong Pao. Elektrolit podstawowy: 0,1 M bufor octanowym o pH 4,5. Szybkos¢
polaryzacji 0,05 V/s. Elektrody pastowe, §rednica 2 mm [opracowanie wiasne]

Uzyskane wyniki wskazuja, ze stosujac pasty weglowe, mozna z powodzeniem ozna-
cza¢ polifenole. Dodatkowo stosowanie past weglowych umozliwia przygotowywanie
elektrod o rdznej geometrii, nie tylko klasycznych elektrod, ztozonych z cylindrycz-
nego korpusu wypetionego odpowiednig pasta, ale rowniez elektrod cienkowarstwo-
wych, przygotowywanych poprzez rozprowadzanie past na podlozach roéznego typu,
w tym poszukiwanych jednorazowych czujnikow o wysokiej czutosci [13, 14].

3. Whnioski/Podsumowanie

Pomiary wykonywane za metoda woltamperometrii cyklicznej pozwalaja w prosty
Sposob oceni¢ zdolno$¢ przeciwutleniajacg polifenoli (i innych zwiazkow). Czutosé
techniki woltamperometrii cyklicznej jest wystarczajaca do rejestracji sygnatow poli-
fenoli w probkach naturalnych bez poddawania probek jakimkolwiek dodatkowym zabie-
gom. Ponadto pomiary woltamperometryczne pozwalajg okresli¢ wtasciwos$ci przeciw-
utleniajace probek, bez koniecznosci rozdzielania i identyfikacji poszczegolnych sktad-
nikéw, przy uzyciu niekomplikowanego instrumentarium pomiarowego. Badania wolt-
amperometryczne moga stuzy¢ do badania whasciwosci przeciwutleniajacych surowcow

127



Anna Szczurkowska, Agnieszka Krolicka

i wyrobow zawierajacych polifenole oraz by¢ wykorzystywane w badaniach stabil-
nosci wyrobow, wpltywu warunkéw przechowywania, okreslaniu czasu przydatnosci
do uzycia. Powodzenie badan zalezy od wyboru wlasciwego materiatu elektrodowego,
ale jak wykazano w pracy, elektrody weglowe bardzo dobrze nadajg si¢ do prowadzenia
tego typu badan.

Podziekowania

Badania przeprowadzono, korzystajac z ,,Dofinansowania badan prowadzonych
w ramach przygotowania pracy doktorskiej na Wydziale Inzynierii Materialowej
i Ceramiki AGH”.
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Streszczenie

Praca przedstawia wyniki badan woltamperometrycznych roztwordw polifenoli (katecholu, katechiny, galusanu
epigallokatechiny) oraz ekstraktow herbat oolong. Badania wykazatly, ze elektrody dyskowe z syntetycznego
wegla szklistego oraz elektrody pastowe przygotowane z wykorzystaniem naturalnego wegla szklistego
i polidimetylosiloksanu mogg z powodzeniem by¢ wykorzystywane w badaniach polifenoli i ich przemian.
Stowa kluczowe: polifenole, galusan epigallokatechiny, woltamperometria cykliczna, elektrody pastowe

The Use of Voltammetric Techniques for the Determination of Polyphenols

Abstract

The paper presents the results of voltammetric tests of polyphenol solutions (catechol, catechin, epigallo-
catechin gallate) and oolong tea extracts. Research has shown that synthetic glassy carbon disc electrodes
and paste electrodes prepared with the use of natural glassy carbon and poly(dimethylsiloxane) can be used
successfully in the study of polyphenols and their transformations.

Keywords: polyphenols, epigallocatechin gallate, cyclic voltammetry, paste electrodes
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Pianki poliuretanowe z merami chitozanu

1. Wprowadzenie

Poliuretany stanowig grupe wielkoczasteczkowych zwiazkow organicznych, ktorych
fancuch charakteryzuje si¢ powtarzajagcym si¢ wigzaniem uretanowym. Polimery te
obecne sg w przemysle juz od co najmniej 80 lat. O duzym zainteresowaniu tymi
zwigzkami $wiadczg ogolnodostepne dane. Na przyktad wedtug raportu Europejskiego
Stowarzyszenia Handlowego Plastics Europe za rok 2020 [1] w Europie poliuretany
stanowity okoto 7,8% catkowitej produkcji polimerdw, plasujac si¢ w czolowce naj-
chetniej wytwarzanych tworzyw polimerowych. Zdecydowana wigkszo$¢ poliuretanow
stosowana jest w postaci sztywnych i elastycznych pianek poliuretanowych, cho¢ znane
sg rowniez elastomery, kleje, substancje uszczelniajgce oraz witokna [2]. W postaci
pianek poliuretanowych wykorzystywane sg one m.in. w przemysle meblarskim (np.
produkcja materacy), motoryzacyjnym (wypelnienie foteli, zderzaki, izolacja). Sztywne
pianki poliuretanowe znajdujg zastosowanie jako materiaty izolacyjne budynkow, prze-
wodow rurowych, w transporcie chtodniczym lub jako sktadniki opakowan termoizo-
lacyjnych. W sktad typowej pianki poliuretanowej wchodzi wielofunkcyjny izocyjanian,
poliol (polieterol lub poliesterol), srodek spieniajacy (np. woda), katalizator (I1I- rzgdowe
aminy lub sole metali, np. bizmutu, cynku) oraz substancje dodatkowe (emulgatory,
stabilizatory, napehiacze, pigmenty, $rodki uniepalniajgce) [3]. Na otrzymywanie tych
materiatlow sktada si¢ kilka etapow, wsrdd ktorych wyrdznia sie reakcje poliaddycji
grup hydroksylowych do izocyjanianowych, ktéra prowadzi do powstania tancucha
polimeru (rys. 1a), powstawanie wlasciwego $rodka spieniajacego, dwutlenku wegla,
w reakcji izocyjanianu z wodg (rys. 1b) oraz sieciowanie powstatej struktury poprzez
tworzenie wigzan uretanowych, biuretowych i allofanianowych (rys. 1d,e) [4].

Pianki poliuretanowe sa bezpieczne dla srodowiska naturalnego oraz zdrowia czlo-
wieka, jednak duze zapotrzebowanie na tego typu produkty generuje w konsekwencji
powstawanie znacznej ilo$ci, trudnych do zagospodarowania odpadéw komunalnych,
charakteryzujacych si¢ dlugimi czasami rozktadu. Trudnos$¢ w recyklingu tych tworzyw
wynika przede wszystkim z ich termoutwardzalnego charakteru, malej gestosci i czestych
polaczen z innymi materiatami. W zwigzku z tym wigkszo$¢ tego typu produktow jest
wecigz sktadowana na wysypiskach $mieci [5]. Roéwniez sktadniki wykorzystywane do
otrzymywania pianek poliuretanowych, na przyktad poliole, wytwarzane sa ze zrodet
pochodzenia petrochemicznego (ropy naftowej czy gazu ziemnego). Jest to niekorzystne,
poniewaz przy dynamicznym rozwoju wspolczesnego Swiata surowce nieodnawialne
ulegaja powolnemu wyczerpaniu.

1 d524@stud.prz.edu.pl, Szkota Doktorska Nauk Inzynieryjno-Technicznych na Politechnice Rzeszowskiej,
Politechnika Rzeszowska.
2 jml@prz.edu.pl, Zaktad Kompozytoéw Polimerowych, Wydziat Chemiczny, Politechnika Rzeszowska.
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Rysunek 1. Schemat reakcji prowadzacych do otrzymywania pianek poliuretanowych [opracowanie wlasne]

Rozwigzaniem tych trudnosci moze by¢ proba wprowadzenia do pianek poliure-
tanowych substancji pochodzenia naturalnego, ktére pozwolg uzyska¢ materialy bardziej
przyjazne srodowisku. Wsrod najczesciej wykorzystywanych zwigzkow mozna wyrdznic
poddane odpowiednim modyfikacjom (np. reakcji transestryfikacji, epoksydacji, 0zo-
nolizy) oleje ro$linne (palmowy, rycynowy, stonecznikowy i inne) [6]. W literaturze
znane sg rowniez przyktady zastosowania hydroksyalkilowych pochodnych polisacha-
rydoéw: skrobi [7] czy celulozy [8], ktore wprowadzone w postaci polioli do pianek
poliuretanowych pozwolily uzyska¢ materiaty biodegradowalne.

Do powszechnie wystepujacych w przyrodzie polisacharydow mozna rowniez zali-
czy¢ chityne (drugie miejsce po celulozie) [9], z ktorej otrzymuje si¢ chitozan. Jest to
polimer pochodzenia naturalnego, otrzymywany w wyniku N-deacetylacji chityny,
ktorej gtownym zrodltem jest egzoszkielet bezkregowcoéw morskich (np. krewetek)
i owadow. Mozna jg rowniez znalez¢é w $cianach komérkowych niektorych grzybow
(z gromady Ascomycetai Basidiomyceta) [10]. Ma on budowg semikrystaliczng, liniowa,
a na jego tancuch sktadaja si¢ jednostki [-(1,4)-D-glukozoaminowe i N-acetylo-D-
glukozoaminowe, ktore stanowia pozostatos¢ po niezdeacetylowanej chitynie (rys. 2).
O\

NH H

Rysunek 2. Wzér strukturalny chitozanu [opracowame wiasne]
Wzajemny stosunek obu jednostek nazywany jest stopniem deacetylacji. Aby mowié
o chitozanie, stopien deacetylacji musi przekroczy¢ co najmniej 50% [10].Wsrod zalet

tego polimeru mozna wyr6zni¢ tatwa dostepnos¢, biodegradowalnos¢ i biokompaty-
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bilnos¢. Jest to zwiazek nietoksyczny, o wlasciwosciach antygrzybicznych i antybakte-
ryjnych [10]. Dzigki temu znajduje zastosowanie gtownie w medycynie, inzynierii
tkankowej, farmacji oraz kosmetologii [11]. Chitozan ma réwniez zdolno$¢ nabierania
w roztworach kwasow organicznych charakteru polikationu, w wyniku obecnosci
wolnych grup aminowych, ktore ulegajg protonowaniu. Pozwala to na tworzenie
kompleksow z ujemnie natadowanymi czastkami, np. barwnikami, co jest wykorzy-
stywane w procesach oczyszczania wody [10]. Ograniczeniem w zastosowaniu chitozanu
jest jego mata rozpuszczalnos¢ w wodzie oraz popularnych rozpuszczalnikach orga-
nicznych (stosuje si¢ gldwnie roztwory kwasow mrowkowego, octowego i innych,
0 pH< 6,3) [10]. Obecno$¢ w polimerze grup hydroksylowych i aminowych daje
mozliwos$¢ modyfikacji w wyniku reakcji, np. O/N-karboksymetylowania, acylowania,
alkilowania, sulfonowania, wydtuzania tancucha w wyniku kopolimeryzacji i siecio-
wania oraz depolimeryzacji [12]. Uzyskane pochodne czesto charakteryzujg si¢ lepsza
rozpuszczalnoscia, co zwigksza mozliwosci ich zastosowania. Wspomniana obecno$¢
grup funkcyjnych w chitozanie pozwala réwniez na przeprowadzenie reakcji hydro-
ksyalkilowania za pomocg takich zwigzkow jak np. tlenki etylenu, propylenu, glicydol
i weglan etylenu [12]. Uzyskane pochodne, ze wzgledu na dodatkowa liczbe grup funk-
cyjnych, mogg stanowié ciekawg alternatywe dla powszechnie stosowanych polioli. Te
z kolei w wyniku reakcji spieniania z diizocyjaniami mogg prowadzi¢ do otrzymywania
pianek poliuretanowych, ktore beda mialy mniejszy wptyw na Srodowisko naturalne,
dzigki swojej biodegradowalnosci. Bioaktywnos¢, nietoksycznosé 1 biodegradowalno$é
chitozanu i jego pochodnych sprawiaja, ze polimer ten jest przyjazny dla srodowiska.

W literaturze obecne sg przyktady materialow poliuretanowych zawierajacych
W sobie mery chitozanu. Sg to gléwnie produkty o zastosowaniu medycznym. Mozna
tu wyr6zni¢ np. nici chirurgiczne otrzymywane z elastomerdéw poliuretanowych z do-
datkiem chitozanu [13] lub hydrozele pomagajace przy trudno gojacych si¢ ranach,
otrzymywane w wyniku dziatania na prepolimer poliuretanowy roztworem chitozanu
w kwasie octowym [14]. W publikacji [15] immobilizowano chitozan modyfikowany
grupami karboksymetylowymi w piance poliuretanowej, dzigki czemu mogta by¢ ona
wykorzystana w procesie oczyszczania wody z barwnika, btekitu metylowego.

Nie spotyka si¢ jednak badan, w ktérych chitozan lub jego pochodna petnityby role
sktadnika poliolowego w piankach poliuretanowych, dzieki czemu taki materiat bytby
bardziej przyjazny srodowisku naturalnemu. Dlatego w obecnej pracy otrzymano i zba-
dano wtasciwosci pianek poliuretanowych otrzymanych w wyniku spieniania polioli
zawierajacych mery chitozanu.

2. Czes$¢ doswiadczalna
2.1. Material

W pracy wykorzystano nastgpujace zwigzki: poliole z merami chitozanu rozpusz-
czalnego w wodzie otrzymane przez autorow, trietyloaming (TEA, cz., Fluka, Szwajcaria),
srodek powierzchniowo czynny Silicon L-6900 (cz., Momentive, USA), polimeryczny
diizocyjanian 4,4’-difenylometanu (pMDI, Merck, Niemcy) o zawartosci grup izocyja-
nianowych 31,4%.
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2.2. Synteza polioli

Uzyte w pracy poliole zostaly otrzymane w trzech dwuetapowych reakcjach hydro-
ksyalkilowania glicydolem (GL) chitozanu (CHIT) rozpuszczalnego w wodzie, a na-
stepnie weglanem etylenu (WE) w obecno$ci weglanu potasu jako katalizatora i opisane
w innej pracy. W pierwszej metodzie chitozan rozpuszczano w wodzie i traktowano
glicydolem, a nastgpnie weglanem etylenu (CHIT+GL+H.O+WE) [16], w drugiej jako
srodowisko reakcji zastosowano glicerol (CHIT+GL+GLYCH+WE) [17], w trzeciej
chitozan poddawano bezposrednio reakcji z glicydolem, a otrzymany potprodukt trakto-
wano w nastepnym etapie weglanem etylenu (CHIT+GL+WE) [18]. Reakcje prowa-
dzono do momentu przereagowania glicydolu i weglanu etylenu, co kontrolowano
odpowiednimi metodami analitycznymi.

2.3. Otrzymywanie pianek poliuretanowych

Do kubkéw o pojemnosci 500 cm® wprowadzano 10 g poliolu, 0,30-0,39 g $rodka
powierzchniowo czynnego, 0,05-0,20 g trietyloaminy oraz wod¢ w ilosci 2-3% w sto-
sunku do masy poliolu. Ilosci sktadnikow byty tak dobierane, aby otrzymaé sztywne
pianki o matych, rownomiernych porach. Catos¢ doktadnie mieszano, a nastepnie doda-
wano 10-19 g pMDI i ponownie mieszano do momentu rozpoczecia kremowania.
Badano czasy kremowania, wzrostu i schnigcia kompozycji spienianych definiowane
jako: czas kremowania — czas od zmieszania komponentéw do momentu pojawienia si¢
konsystencji kremu; czas wzrostu — od rozpoczecia ekspansji objetosciowej do momentu
uzyskania maksymalnej objetoSci; czas schniecia — czas od momentu uzyskania maksy-
malnej objetosci do momentu, gdy do powierzchni pianki nie beda przylega¢ substancje
sproszkowane.

Otrzymane pianki poddawano sezonowaniu przez 48 godzin w temperaturze
pokojowej, po czym badano ich wlasciwosci fizyczne 1 termiczne.

2.4. Whasciwosci fizyczne pianek poliuretanowych

Zbadano nastgpujace wiasciwosci pianek poliuretanowych: gesto$¢ pozorng [19],
chtonno$¢ wody [20], wspodtczynnik przewodzenia ciepta (za pomoca aparatu [ZOMET
2114 firmy Applied Precision) i stabilno$¢ wymiarow w temperaturze 150°C [21].
Odporno$¢ termiczng badano metoda statyczng, polegajaca na wygrzewaniu pianek
w temperaturze 150 i 175°C przez 30 dni, w czasie ktorych mierzono ubytek masy. Pod-
dano je nastepnie badaniu wytrzymatosci na $ciskanie [22].

Zdjecia poréw pianek wykonano za pomoca mikroskopu optycznego Nikon Eclipse
LV100 POL wyposazonego w kamere Sight DS-5M z x2.5, x5 i x10 powigkszeniem.
Ksztaltke o odpowiedniej grubosci (ok. 5 mm) umieszczano na stoliku mikroskopu,
ustawiano odpowiednie oswietlenie (od goéry probki), a nastepnie dobierajac odpo-
wiedni obiektyw i wykonywano zdjecia.

2.5. Badanie biodegradacji

Badanie biodegradacji przeprowadzono wg normy [23] na poliolu CHIT+GL+WE
i otrzymanej z niego piance poliuretanowej za pomoca aparatu OxiTop® Control S6
firmy WTW-Xylem (Stany Zjednoczone), ktory wykorzystywal respirometryczng
metod¢ pomiaru zapotrzebowania tlenu niezbednego do biodegradacji tlenowej mate-
riatéw polimerowych w glebie. Biochemiczne zapotrzebowanie tlenu (BZT) wyzna-
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czono ze wzoru (1) uwzgledniajgcego BZT badanego uktadu, skorygowanego o BZT
samej gleby, uwzgledniajac stezenie badanego materiatu w glebie:

BZTy—BZT,

BZTs = (1)

gdzie: S — liczba dni pomiaru; BZTS — biochemiczne zapotrzebowanie na tlen analizowanego materiatu
W ciggu S dni (mg/dm?®); BZTx — wynik pomiaru dla uktadu x (mg/dm®); BZTg — wyniki pomiaru proby
$lepej (mg/dm®); ¢ — stezenie probki w badanym uktadzie (mg/dmd).

Stopien biodegradacji materiatu polimerowego wyznaczono na podstawie rownania (2):

BZT,
Dt = S
TZT

-100% (2)
gdzie: D; — stopien biodegradacji materiatu (%); TZT — teoretyczne zapotrzebowanie na tlen (mg/dm?3).

TZT poliolu i pianki obliczono ze wzoru (3) zawartego w normie:

16:[2C+0,5:(H—3N)—0]
m

TZT =

(3)

gdzie: C, H, N, O — utamki masowe poszczegolnych pierwiastkow w czasteczce biodegradowalnego
materiatu (-); m — nawazka biodegradowalnego materiatu (g).

Analize elementarng pianki wykonano, oznaczajac zawarto$¢ wegla, wodoru 1 azotu
za pomocg analizatora elementarnego CHNS EA 1108 prod. Carlo-Erba, Wtochy.

3. Omowienie wynikow

Przeprowadzono spienianie polioli otrzymanych na drodze reakcji hydroksyalki-
lowania chitozanu rozpuszczalnego w wodzie o Sredniej masie czasteczkowej 3000 u
glicydolem i weglanem etylenu w trzech §rodowiskach: wodnym, z dodatkiem gliceryny
i z samym glicydolem. Schemat reakcji oraz warunki ich prowadzenia przedstawiono
na rysunku 3.

Otrzymane poliole charakteryzujg si¢ nastepujgcymi liczbami hydroksylowymi: (1)
654 mg KOH/g, (2) 560 mg KOH/g i (3) 409 mg KOH/g. Okazaty si¢ one wolno prze-
lewajacymi si¢ zywicami, dobrze mieszajacymi si¢ z pMDI. Sktady kompozycji spie-
nianych przedstawiono w tabeli 1. Badania prowadzono w matej skali laboratoryjne;j,
starajac si¢ uzyska¢ optymalny sktad kompozycji spienianej. [lo$¢ uzytego izocyjanianu
zalezata od funkcyjnosci poliolu i miescita si¢ w zakresie od 100 do 190 g na 100 g
poliolu. Przy uzyciu kazdego poliolu otrzymano dwie serie pianek poliuretanowych
réznigcych sie iloscia zastosowanego srodka spieniajacego (wody, odpowiednio 2 lub
3%) w stosunku do masy poliolu. Jako katalizator zastosowano trietyloaming, ktorej
ilosci zawieraty si¢ od 0,5 do 2,0 g na 100 g poliolu. Jako $rodka powierzchniowo
czynnego uzyto oleju silikonowego Silicon L-6900 w ilosci 3,0-3,9 g na 100 g poliolu.
Uzyskane pianki byly sztywne i charakteryzowaty si¢ rOwnomiernymi porami. Ozna-
czono czasy kremowania, wzrostu i schnigcia kompozycji spienianych. Stwierdzono,
ze byly one najdluzsze w odniesieniu do kompozycji otrzymanej z poliolu
CHIT+GL+WE spienianej z uzyciem 3% wody.
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Rysunek 3. Schemat reakcji otrzymywania polioli [opracowanie wiasne]

Gestos¢ pozorna [kg/m~3]
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CHIT+GL+H20+WE CHIT+GL+GLYC+WE CHIT+GL+WE

Rysunek 4. Ggsto$¢ pozoma otrzymanych pianek poliuretanowych (oznaczona z bledem nieprzekraczajacym
2%), obok wykresow stupkowych odpowiednim odcieniem koloru zaznaczono zawarto$¢ wody
w kompozycji spienianej w przeliczeniu na 100 g poliolu [opracowanie whasne]
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Tabela 1. Warunki spieniania polioli

Rodzaj poliolu Tlo$¢ sktadnikdéw [g/100 g poliolu] Czas [s]

pMDI | Woda | Silikon | TEA | kremowania | wzrostu | schniecia

1| CHIT+GL+ | 180 2 3,0 2,0 28 22 5

H,O+WE 190 3 39 1,7 33 46 4

2 | CHIT+GL+ | 178 2 3,0 0,38 55 54 5

GLYC+WE | 180 3 3,0 0,9 59 56 5

3| CHIT+GL+ | 100 2 39 0,9 40 43 14

WE 120 3 39 05 72 59 26

Zrédto: opracowanie wiasne.

(a) Chtonnosc wody (pianek zawierajacych 2% srodka

spieniajgcego)

4,00 -

3,50 -

3,00 -
2,50 -

2,00 -
1,50 3
1,00 -
0,50 -
0,00 -

CHIT+GL+H20+WE CHIT+GL+GLYC+WE

CHIT+GL+WE

B 5 min
E3h
24 h

(b) Chtonnos¢ wody (pianek zawierajgcych 3% srodka
spieniajacego)

7,00

6,00 -

5,00 -

4,00 -

3,00 -

2,00 -
1,00 -
0,00 -

B 5 min

m3h

CHIT+GL+H20+WE CHIT+GL+GLYC+WE

CHIT+GL+WE

— 24 h

Rysunek 5. Chtonno$¢ wody pianek poliuretanowych (oznaczona z biedem nieprzekraczajacym 1,9%) (obok
wykreséw stupkowych odpowiednim odcieniem koloru zaznaczono czas przebywania pianki w wodzie)

[opracowanie whasne]
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Pianki poddano badaniom podstawowych wilasciwosci fizycznych. Produkty otrzy-
mane przy mniejszej ilosci czynnika porotwodrczego charakteryzujg si¢ wigksza gesto-
$cig pozorng wynoszaca ok. 70 kg/m*.Wprowadzenie 3% wody w stosunku do masy
poliolu do kompozycji spienianej zmniejsza ich gestos¢ do ok. 57 kg/m? (rys. 4). Badane
pianki wykazujag w wigkszosci niewielka chtonno$¢ wody $wiadczaca o obecnosci
w ich strukturze gtéwnie porow zamknigtych (rys. Sai 5b).

b |

100 ym

Rysunek 6. Cyfrowy obraz pianki poliuretanowej otrzymanej z poliolu CHIT+GL+WE [opracowanie wiasne]

Potwierdzajg to zdjecia mikroskopowe pianek. Na podstawie cyfrowego obrazu

pianek (rys. 6) mozna stwierdzi¢, ze $rednica poréw pianek mieSci si¢ w zakresie
220-300 um, a pory pianek sg zamknigte okragte lub owalne.
Wspdtczynnik przewodzenia ciepta (rys. 7) w odniesieniu do pianek na bazie poliolu
CHIT+GL+H,O+WE z 2% wody oraz poliolu CHIT+GL+GLYC+WE z 2 i 3% wody
byt zblizony do warto$ci uzyskiwanej dla typowych sztywnych pianek poliureta-
nowych (0,0260 W/m-K) [24]. Otrzymane pianki charakteryzuja si¢ dobra stabilno$cia
wymiaréw w podwyzszonej temperaturze; zmiany wymiarOw mieszcza si¢ najczesciej
w granicach 0,6 -3,0% (tab. 2).

Wspotczynnik przewodzenia ciepta [W/m-K]
0,040 -
0,035 - —
0,030 - —
0,025 - —
0,020 - — m2%
0,015 - —  m3%
0,010 - —
0,005 - —
0,000 - ; ; .

CHIT+GL+H20+WE CHIT+GL+GLYC+WE  CHIT+GL+WE

Rysunek 7. Warto$ci wspotczynnika przewodzenia ciepta otrzymanych pianek poliuretanowych
(oznaczono z blgdem nieprzekraczajacym 0,3%) [opracowanie whasne]
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Tabela 2. Stabilno$¢ wymiarow pianek poliuretanowych

Pianka otrzymana z poliolu | Tlo§¢ | Zmiana dlugosci Zmiana Zmiana grubosci
wody [%] szerokoscei [%o] [%]
[%0] 20h 40h 20h 40h 20 h 40h
1| CHIT+GL+H,0+WE 2 227 | 282 | 114 | -097 | +295 | +122
3 -0,80 | 067 | 088 | 1,38 | 425 | -2,30
2 | CHIT+GL+GLYC+WE 2 -028 | 061 | 092 | 366 | 019 | -157
3 -1,16 | -1,08 | +0,75 | +056 | 0,11 | -2,67
3 CHIT+GL+WE 2 +1,20 | 40,29 | +2,04 | +147 | +245 | +1,76
3 -166 | 133 | +138 | 081 | 241 | 2,78

Stabilno$¢ wymiardéw oznaczono z btedem nieprzekraczajacym 1,5%.

Zrodlo: opracowanie whasne.

W celu zbadania odpornos$ci termicznej pianki wygrzewano przez 30 dni w tempe-
raturze 150 1 175°C. Stwierdzono, ze pianki sg nieodporne na dziatanie temperatury
200°C, ze wzgledu na zbyt duzy ubytek ich masy juz w pierwszych dniach wygrze-
wania. Zmiany masy pianek w ciggu 30 dni wygrzewania zostaly przedstawione na
rysunkach 8 i 9. Stwierdzono, ze ubytek masy pianek byt najwigkszy w pierwszych
dniach wygrzewania. Najmniejszy ubytek masy w temperaturze 150°C zanotowano
w piance otrzymanej z poliolu (1) z 2 i 3% wody i z poliolu (2) z 3% wody (tab. 3).
W temperaturze 175°C ubytek masy pianek niezaleznie od rodzaju poliolu miescit si¢
w granicach 27,7-29,1% z wyjatkiem pianki uzyskanej z poliolu (2), ktéra wykazuje
najwigkszy ubytek masy przy zawartosci 2% wody, a najmniejszy przy 3%.
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Rysunek 8. Zmiana masy pianek w ciagu 30 dni w temperaturze 150°C [opracowanie wlasne]
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Rysunek 9. Zmiana masy pianek w ciggu 30 dni w temperaturze 175°C [opracowanie wlasne]

Wyjasnienie przyczyny tego zjawiska wymaga odrebnych badan. Pianki po 30-dnio-
wym wygrzewaniu w temperaturze 150°C, mimo ze zmniejszajg nieznacznie masg,
zyskuja wigksza wytrzymato$¢ na Sciskanie niz przed wygrzewaniem (tab. 3). Wzrost
wytrzymato$ci na Sciskanie w temperaturze 150°C jest spowodowany koncowym
dosieciowywaniem pianek w tych warunkach. Badania wykazaly, ze pianki zawie-
rajace 2% s$rodka spieniajgcego zwickszajg swoja wytrzymatos$¢ na Sciskanie nawet po
wygrzewaniu w temperaturze 175°C, za$ w tych z 3% wytrzymato$¢ maleje.

Tabela 3. Ubytek masy i wytrzymato$¢ na $ciskanie po 30 dniach wygrzewania pianek w podwyzszonej
temperaturze

Rodzaj poliolu Ilo¢ Ubytek masy po Wiytrzymato$¢ na $ciskanie
wody | 30-dniowej ekspozycji [MPa]
[%] [% mas.]
T= T= T T= T=
150°C 175°C pok. 150°C 175°C
1| CHIT+GL+H,O+WE 2 104 29,1 0,353 | 0,649 0,791
3 11,1 27,9 0,337 | 0510 0,283
2 | CHIT+GL+GLYC+WE 2 174 34,6 0,513 | 0,694 0,791
3 104 24,2 0,337 | 0510 0,238
3 CHIT+GL+WE 2 14,9 27,7 0119 | 0271 0,373
3 14,1 28,5 0,203 | 0,235 0,219

Wytrzymato$¢ na Sciskanie oznaczono z blgdem nieprzekraczajgcym 2,5%.
Zrédto: opracowanie wiasne.

W temperaturze 175°C moze, oprocz dosieciowywania, nastgpowac powolna de-
gradacja pianek. W zaleznos$ci od tego, ktory proces przewaza, obserwuje si¢ wzrost
lub obnizenie wlasciwosci wytrzymato§ciowych pianek.

Zastosowanie chitozanu jako substratu do produkcji polioli i pianek poliuretano-
wych stwarza szanse otrzymania materiatow biodegradowalnych. W celu sprawdzenia
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wptywu chitozanu na biodegradacj¢ poliolu i otrzymanej z niego pianki poliuretanowej
podjeto badania ich podatnosci na biodegradacje. Udzialy masowe wegla, wodoru,
tlenu i azotu podano na podstawie analizy elementarnej w tabeli 4.

Tabela 4. Udzialy masowe pierwiastkow w poliolu CHIT+GL+WE otrzymanej z niego piance poliuretanowej

. Pierwiastek
Materiat c H R N
Poliol 0,4693 0,0802 0,4505 0
Pianka 0,6102 0,0577 0,2636 0,0685
BZT gleby =8,5.

Zrodlo: opracowanie whasne.

Na ich podstawie wyliczono teoretyczne zapotrzebowanie na tlen poliolu i pianki.
Stopien biodegradacji (Dt) badanych probek obliczono na podstawie zmierzonego
BZT po 28 dniach i obliczonego TZT. Badania przeprowadzone w ciggu 28 dni w $ro-
dowisku glebowym (tab. 5) wykazaty, ze pianka stosunkowo fatwo ulega biodegradacji,
ktéra w tych warunkach wynosi ok. 52%. Istotny wptyw na tatwos¢ biodegradacji ma
niewatpliwie obecno$¢ w kompozycji spienianej catkowicie biodegradowalnego poliolu
(100%). W sumie stanowi to bardzo dobry wynik z punktu widzenia wtasciwosci eko-
logicznych otrzymanych produktow i stwarza mozliwo$¢ otrzymywania biodegrado-
walnych polioli i pianek poliuretanowych.

Tabela 7. Analiza biodegradacji poliolu i pianki poliuretanowej

. BZTx BZT28 Nawazka |, . _ . TZT 0
Materiat [mo/dm?] | [mo/ dm?] [d] Licznik TZT [mg/ dn] Dt [%]
Poliol 116 107,5 0,19 8,4512 44,48 100
Pianka 451 36,6 0,20 14,1264 70,63 51,82

Zrédto: opracowanie wiasne.

4. Podsumowanie i wnioski

Przeprowadzono spienianie polioli uzyskanych w wyniku hydroksyalkilowania chito-
zanu z uzyciem polimerycznego diizocyjanianu 4,4’-difenylometanu i wody, otrzymujac
sztywne pianki poliuretanowe. Charakteryzuja si¢ one zespolem wilasciwosci podob-
nych do wihasciwosci typowych sztywnych pianek poliuretanowych, przewyzszaja je
natomiast odpornoscig termiczng. Wytrzymuja one dhugotrwate dzialanie temperatury
175°C, a po ekspozycji temperaturowej w 150°C uzyskuja wigksza wytrzymatos$¢ na
$ciskanie niz przed wygrzewaniem. Korzystna cechg poliolu i otrzymanej z niej pianki
poliuretanowej jest ich biodegradacja, ktéra obejmuje catkowita biodegradacje poliolu
1 52% biodegradacje pianki w ciagu 28 dni w warunkach laboratoryjnych.
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Streszczenie

Pianki poliuretanowe stanowia wazna grupe materialow polimerowych o szerokim zastosowaniu, ktore
w dhluzszym wymiarze czasu przyczyniaja si¢ do powstawania duzej ilosci, trudnych w utylizacji odpadow
komunalnych. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ proba wprowadzania do tego typu materialow
zwigzkow pochodzenia naturalnego, ktore utatwiatyby ich pézniejszy rozktad. Do takich substancji mozna
zaliczy¢ miedzy innymi chitozan otrzymywany z chityny — polisacharydu pochodzenia naturalnego. W pracy
zestawiono i poréwnano warunki oraz sposob spieniania trzech polioli uzyskanych na drodze reakcji
hydroksyalkilowania chitozanu rozpuszczalnego w wodzie glicydolem i weglanem etylenu w réznym
srodowisku, z uzyciem polimerycznego diizocyjanianu difenylometylu i wody. Otrzymano sztywne pianki
poliuretanowe, ktore zbadano pod katem ich podstawowych wiasciwosci fizycznych takich jak: gesto$é
pozorna, stabilno$¢ wymiaréw, chtonno$¢ wody 1 wspotczynnik przewodzenia ciepta. Pianki poliuretanowe
poddano réwniez badaniu odpornosci termicznej oraz wytrzymatosci na $ciskanie. Stwierdzono, ze uzyskuje
si¢ materialy o zblizonych do siebie wtasciwosciach fizycznych i zwigkszonej odpornosci termiczne;.
Stowa kluczowe: chitozan, hydroksyalkilowanie, poliol, pianki poliuretanowe

Polyurethane foams with chitosan meringues

Abstract

Polyurethane foams are an important group of polymeric materials with a wide range of applications,
which in the long term contribute to the formation of a large amount of municipal waste, which is difficult
to dispose of. The solution to this problem can be an attempt to introduce to this type of materials com-
pounds of natural origin, which would facilitate their further decomposition. Such substances include, among
others, chitosan —a polysaccharide of animal origin, commonly found in nature. The paper summarizes and
compares the conditions and method of foaming three polyols obtained by hydroxyalkylation of water-
soluble chitosan with glycidol and ethylene carbonate in various environments with the use of polymeric
diphenylmethyl diisocyanate and water. Rigid polyurethane foams were obtained and studied for their
basic physical properties such as apparent density, dimensional stability, surface tension, water absorption
and thermal conductivity. The PU foams were also tested for their thermal resistance and compressive
strength. It was found that materials with similar physical properties and increased thermal resistance were
obtained.

Keywords: chitosan, hydroxyalkylation, polyol, polyurethane foams
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Wplyw warunkow eksperymentalnych
na powstawanie pirytu z udzialem czynnika biotycznego
w warunkach redukcji siarczanow

1. Wprowadzenie

Zelazo jest czwartym najliczniej wystepujacym pierwiastkiem na powierzchni Ziemi.
Podstawowym zrodtem tego pierwiastka sg jego liczne mineraly, m.in. tlenki/oksy-
wodorotlenki zZelaza, takie jak ferrihydryt (FesOsH - 4H.0), goethyt (a-FeOOH),
lepidokrokit (y-FeOOH) i hematyt (a-Fe;O3) powszechnie wystepujace w srodowiskach
natlenionych [1]. Zelazo w tych warunkach moze by¢ takze zwigzane w strukturze mine-
ralow ilastych lub w formie nanoczastkowego fosforanu zelaza, chemicznie zblizonego
do strengitu (FePO4 - 2H.0) [2]. Stezenie wolnych jonéw Fe** w wodzie morskiej jest
dos¢ niskie (okoto 20 nM), wyjatek stanowig nieliczne $rodowiska, np. Jezioro Pavin
i Zatoka Kabuno, gdzie stezenia rozpuszczonego zelaza (IT), analogiczne do starozyt-
nego oceanu, osiagaja stezenia milimolowe [3-5]. W Srodowiskach beztlenowych bogatych
w fosforany czesto spotykanym mineratem Fe jest wiwianit (Fe3(POa), - 8H20) [6].
Ostatecznie w uktadach euksynicznych dominujg nagromadzenia mineratéw siarczko-
wych zelaza, takich jak piryt (FeS2), greigit (FesSs) czy mackinawit (FeS) [7]. Piryt
charakteryzuje si¢ najszerszym polem stabilnosci termodynamicznej wsrod siarczkowych
mineralow Zelaza, ktdrego liczne wystgpienia spotykane sg we wspotczesnych srodo-
wiskach oraz w zapisie kopalnym [8 i 9]. Jego obecno$¢ zostala potwierdzona w réznych
srodowiskach geologicznych, stanowi sktadnik skat metamorficznych [10], wulkanicz-
nych [11] i osadowych [9]. W zaleznosci od warunkow fizykochemicznych srodowiska
(m.in. pH kwasne lub zasadowe, warunki redoks mniej lub bardziej redukujace Eh od
—0,2 do 0,4 V, obecnosé¢ jonow siarki i zelaza, ich rodzaj i pochodzenie, obecnos¢/brak
materii organicznej) faza ta moze wystepowacé jako rozproszone mikrokrysztaty,
inkrustacje skamieniato$ci — tzw. stonca pirytowe, ooidy, formy dendrytyczne, cementy
migdzyziarnowe, pojedyncze krysztaly euhedralne lub zorganizowane w formy fram-
boidalne [12]. Termin piryt framboidalny wprowadzit Rust [13] w 1935 roku i pochodzi
on od francuskiego stowa la framboise oznaczajacego maling, w nawigzaniu do morfo-
logii tych skupien. Framboidy sa sferycznymi agregatami mikrokrysztatow pirytu
w liczbie 103-10*. Skupienia te sktadaja sie z krysztatéw rownowymiarowych (0,5-2 um)
i rownomorficznych oraz majg wyrazng wewngtrzng mikroarchitekture o symetrii
sze$ciennej, oSmiosciennej lub dwunasto§cianow pentagonalnych (rys. 1) [13-15].
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Rysunek 1. Skupisko pirytow framboidalnych i euhedralnych; ke —krysztat euhedralny;
baton (jura srodkowa), Gnaszyn k. Czestochowy [16]

Metastabilne siarczkowe fazy mineralne, jak mackinawit i greigit, sa rzadko zacho-
wane w zapisie skat osadowych, ale potencjalnie odgrywaja wazng role jako reagenty
we wspotczesnych cyklach biogeochemicznych Fe 1 S, mogac stanowi¢ fazy przej-
sciowe do otrzymywania pirytu [17, 18].

Piryt jest najliczniejsza odmiang polimorficzng siarczku zelaza [19]. W czasie geo-
logicznym jego powstawanie i depozycja w osadzie byta kontrolowana przez stezenie
tlenu w atmosferze oraz jonéw siarczanowych w wodzie morskiej. Stad disiarczki
zelaza (piryt 1 markasyt) sg kluczem do rekonstrukcji dawnych warunkow biogeoche-
micznych na powierzchni Ziemi. Mineraly siarczkowe odgrywaja gtowng role w kon-
trolowaniu chemii redoks atmosfery [20]. Analiza statystyczna wielko$ci framboidow
w osadzie jest powszechnie wykorzystywana jako wskaznik warunkéw natlenienia
zbiornika [21, 22]. W efekcie piryt jest wskaznikiem do okreslenia sktadu chemicznego
paleosrodowiska [23]. Istnieja jednak publikacje wskazujace na zlozony charakter
procesu pirytyzacji szczatkow organicznych, ktdrych sktad moze wplywac na szybkos¢
oraz morfologie pojawiajacych si¢ krysztalow pirytu, co moze by¢ czynnikiem utrud-
niajacym zastosowanie pirytu jako wskaznika srodowiska [24, 25]. Fike i wsp. [24]
przebadali mutowce formacji Fermeuse z Back Cove, Potwysep Bonavista (Kanada),
ok. 560 Ma. i odkryli, ze wiele ziaren pirytu z formy tzw. ,,proto-framboidéw” posiadato
wewnetrzng strefowa budowe. 8%S izotopow siarki jader pirytowych osiagneta war-
tosci od —15,2%0 do —24,3%o; $Srednio = —21,5%o; gdzie 8%S = +25%0 jako $rednie
oszacowanie dla siarki z siarczanu wody morskiej wieku 560 Ma. Uznali wiegc, ze
wyniki badan izotopowych jader wskazuja na udzial czynnika biologicznego w ich
powstaniu, a zewngtrzna powierzchnia tych ziaren to pirytyzacja wtorna, ktora zachodzita
juz w innych warunkach. Stad metoda pomiaru $rednicy framboidoéw jako wskaznika
warunkow natlenienia paleosrodowiska obarczona moze by¢ btgdem [24, 25].

Mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie pirytu oraz czynniki wptywajace na
jego krystalizacj¢, pomimo powszechno$ci jego wystgpowania we wszystkich typach
skat oraz wspotczes$nie tworzacych si¢ osadach, nadal nie sa w pelni poznane i rzetelnie
opisane. Krystalizacja w skrajnie réznorodnych warunkach fizykochemicznych moze
$wiadczy¢ o poligenetyczno$ci pirytu. Powstaje on w koncowych fazach krystalizacji
zmagmy, w procesach hydrotermalnych, pneumatolitycznych, obecny jest rowniez
w skatach metamorficznych oraz osadowych [9].
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Mineraly te szczegolnie licznie wystepuja w skatach osadowych. Cechami odréz-
niajagcymi srodowisko sedymentacyjne od wulkanicznego czy metamorficznego sa: niskie
temperatury (ponizej 100°C), niskie ci$nienia oraz powszechna dziatalno$¢ réznych
grup mikroorganizmoéw. Zarodkowanie pirytu bezposrednio z roztworu, w temperaturach
typowych dla srodowisk sedymentacyjnych, jest procesem bez znaczenia srodowisko-
wego [26]. Obecnie brane sg pod uwage dwa mechanizmy tworzenia pirytu w $rodo-
wiskach niskotemperaturowych, w ktorych gtéwnym prekursorem pirytu jest monosiar-
czek zelaza (IT). Szeroko dyskutowanym jest tzw. szlak polisiarczkowy, gdzie krysta-
lizacja FeS; zachodzi w wyniku wieloetapowego procesu przeobrazenia faz posrednich
nalezacych do grupy metastabilnych siarczkow zelaza (AVS, z ang. acid volatile sulfides),
m.in. mackinawitu (FeS), pirotynu (FeSi.x) czy greigitu (FesSs) [27]. Monosiarczek
zelaza (II) (FeSaq) za posrednictwem czynnika utleniajacego w postaci polisiarczku
zostaje przeksztatcony, poprzez greigit jako nicobowigzkowy produkt posredni, w disiar-
czek zelaza (II) (rownanie 1) [28]. Alternatywnie piryt moze powstawaé w reakcji
monosiarczku zelaza (1) z siarkowodorem w tzw. reakcji Wachtershiusera, prowadzac
do uwolnienia H; do $rodowiska (rownanie 2) [29]:

FeS + S2~ — FeS, + Sn2Z; AGY = —64 do — 75 kJ/mol (1)
FeS + H,S — FeS, + H, AGY = —41k]J/mol (2)

Dodatkowo warunkiem niezbednym do krystalizacji disiarczkow zelaza jest odpo-
wiedni stosunek molowy Fe : S, nastawiony na przewage siarki, przynajmniej w stosunku
1:2 [30]. We wspotczesnych srodowiskach morskich gtéwnym zrédtem jonu S* do
reakcji z FeS jest proces bakteryjnej redukcji utlenionych form siarki, stad uwaza sig,
ze to wiasnie grupa mikroorganizmow redukujacych siarczany (MRS) moze by¢
zaangazowana w procesy powstawania siarczkow zelaza [28].

Na podstawie pomiaréw izotopowych zelaza i siarki (8°°Fe i §%*S) w pirytach
0 genezie osadowej sugerowano, ze pirytyzacja moze by¢ napgdzana przez kombinacje
procesow abiotycznych (diageneza) i biologicznych (mikrobiologiczna redukcja Fe i S)
[31 i 32]. Pomimo niskich st¢zen wolnego siarczku (<20 uM) w stupie wody posta-
wiono hipotezg, ze piryt tworzy si¢ tuz ponizej granicy redoks, zachowujac sygnature
izotopu Zelaza (rozpuszczonego w roztworze Fe?*) przed opadnieciem do osadu. Mikro-
organizmy przeprowadzaja proces frakcjonowania izotopowego, preferuja ,,lzejsze”
izotopy pierwiastkow, stad produkty powstate z udziatem czynnika biotycznego cha-
rakteryzuja si¢ wzbogaceniem sktadu w ,,1zejsze” izotopy. Siarczki powstate w wyniku
przeprowadzanej przez mikroorganizmy redukcji siarczandw sa zubozone w cigzszy
izotop **S, a 6*S przyjmuje czesto wartosci ujemne, jak np. %S od —22 do —29%o
CDT w biogenicznych siarczkach tupkéw miedziono$nych [3, 33]. Inne wyniki badan
izotopowych ziaren pirytu, w ktorych powstanie zaangazowany byt proces bakteryjnej
redukcji SO4*, wykazuja zubozenie w ciezszy izotop **S dochodzace az do 60%o [34],
czyli warto$ci znacznie wyzsze niz dla abiotycznych ziaren pirytu, powstatych na
drodze termochemicznej redukcji siarczanow, gdzie zubozenie wynosi <20%o [35].

Wspolczesna wiedza dotyczaca mechanizmow powstawania pirytu opiera si¢ glownie
na wynikach laboratoryjnej syntezy siarczkow zelaza w zadanych warunkach fizyko-
chemicznych. Z uwagi na przestanki o biogenezie tych faz coraz czgéciej uwzglednia
si¢ takze eksperymentalny udziat czynnika biotycznego. Dopoki mikroorganizmy redu-
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kujace siarke i siarczany (MRS) sa gtownym zrodtem siarczkow (HoS lub HSY) do
tworzenia FeS w srodowisku osadowym, ich rola w tworzeniu pirytu bedzie szeroko
dyskutowana.

Celem niniejszego opracowania bylo zestawienie w jednej publikacji oraz omo-
wienie wptywu réznorodnych czynnikéw fizykochemicznych i biologicznych, ktore
przejawiaja sic w postaci aktywnosci mikroorganizmow redukujacych siarczany, na
proces powstawania pirytu w warunkach laboratoryjnych. Przedstawiony cel zrealizowano
w oparciu o przeglad badan naukowych prowadzonych w ostatnich latach w zakresie
omawianej tematyki.

2. Warunki fizykochemiczne i ich wplyw na powstawanie pirytu

2.1. Potencjal oksydacyjno-redukcyjny i pH

Czynnikami silnie kontrolujacymi stabilno$¢ siarczkowych faz mineralnych wyste-
pujacych w danym srodowisku sg wartos$ci Eh 1 pH, ktore determinujg stopien zdyso-
cjowania zwigzkow zelaza. Piryt jest mineratem charakterystycznym dla srodowisk
o niskim potencjale oksydacyjno-redukcyjnym, a pole jego stabilno$ci rozcigga sie
w zaleznosci od stezenia jonow zelaza (IT) miedzy Eh od ok. -0,7V do 0,2V ipHod 5
do 9 (rys. 2).

©
S

0,4

0,2

Eh (V)

-08 -06 -04 -02

pH

Rysunek 2. Zaleznosci wystgpowania wybranych nieorganicznych form Zelaza w funkcji pH i Eh [36]

Zgodnie z teorig szlaku polisiarczkowego, aby nastapito przeksztatcenie zreduko-
wanych prekursoréw siarczkowych (mackinawit i greigit) w piryt, konieczna jest
zmiana potencjatu redoks na warunki bardziej utleniajace [23, 37 i 38]. Mackinawit
krystalizuje w warunkach redukcyjnych przy niezwykle niskich wartosciach Eh, ok.
—0,8 V. Zdaniem Ohfuji i Rickarda [23] podwyzszenie potencjatu oksydacyjno-reduk-
cyjnego moze skutkowa¢ pojawieniem si¢ w uktadzie polisiarczkow, ktore stanowia
czynnik utleniajacy dla siarki wystepujacej w mackinawicie czy greigicie na —lI
stopniu utlenienia, w efekcie odpowiadajac za pojawienie sie jonu disiarczkowego S>>
w pirycie. W eksperymencie prowadzonym przez Butlera i Rickarda [36] produkt
w postaci pirytu odnotowano jedynie w eksperymentach prowadzonych przy Eh >
—0,25 V. Utleniacze s3 zatem niezbgdne do przeksztalcenia mackinawitu w piryt.
W roztworach wodnych, w niskich temperaturach, to protony (np. z H2S) moga by¢
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odpowiednimi utleniaczami do konwersji FeS w FeS,. W systemach, w ktorym Zrod-
tem Zelaza poza Fe?* sg jony zelaza (III), w roli czynnika utleniajacego wystepuje siarka
na zerowym stopniu utlenienia [5]. Poniewaz FeS i S° (w postaci cyklooktasiarki Sg) sa
ciatami stalymi, bezposrednia reakcja migdzy nimi w roztworze jest nieprawdopodobna.
S® moze wystgpowa¢ jako polisiarczki, ktore, jak wykazano, moga powstawa¢ w reakcji
HS™ z fazami zelazowymi, zwtaszcza Fe''-(wodoro)tlenkami, takimi jak goethyt lub
lepidokrokit [39]. Ponadto polisiarczki moga by¢ wytwarzane przez reakcje HS™ z siarka
elementarng (réwnanie 3), a nastgpnie reagowaé z monosiarczkiem zelaza zgodnie
z reakcjg rownania 4 [5]:

SO + HS™ = S2;;, + H* 3
FeS + S2= — FeS, + S22, (4)

Doniesienia literaturowe wskazuja, ze produktem posrednim przemiany mackina-
witu w piryt jest czesto ferrimagnetyczny greigit. Szlak tworzenia pirytu przez prekur-
sory posrednie zostal zaproponowany na podstawie wystepowania osadowych pirytow
z krysztatami 0 charakterze magnetycznym [14, 27, 40 i 41]. Berg i in. (2020) prze-
badali sferule, ktore sktadaty sie z sgsiednich nanodomen pirytu i greigitu, co sugeruje
syngenetyczny zwigzek miedzy tymi dwoma mineratami. Wyniki te wskazujg na mozli-
wos$é tworzenia sie pirytu (Fe''S;™) przez konwersje greigitu (Fe"Fe2"'Ss™") w obecnosci
czynnika utleniajgcego w postaci S(0) i polisiarczkow (rownanie 51 6) [19]:

3FeS + S° - Fe;S, (5)
Fe;S, + 2S° — 3FeS, (6)

Warto$§¢ wyktadnika stezenia jonéw wodorowych w roztworze ma bezposredni
wplyw na aktywnos$¢ i specjacje pierwiastkow w omawianym uktadzie zelaza i siarki.
Obecnos¢ pirytu byta obserwowana w eksperymentach, gdzie pH mie$cito si¢ w zakresie
6,5-7,4, od neutralnego do lekko zasadowego [5, 19, 28]. Istnieja rowniez doniesienia
0 wplywie warto$ci Eh i pH na forme wystepowania pirytu. Wyniki niektérych badan,
m.in. McLeana i in. [42], wskazuja na powstawanie framboidéw pirytowych przy Eh
powyzej —0,25 V, za$ przy nizszym potencjale redoks, ok. —0,4 V, notowano obecnos¢
krysztalow euhedralnych. Otrzymanie produktu w formie pirytu framboidalnego w wa-
runkach wyzszego Eh autorzy ttumacza prawdopodobienstwem wyzszego przesycenia
roztworu wzgledem pirytu. Wyniki badan Morse’a i Wanga (1997) wskazuja za$, ze
w eksperymentach, gdy pH < 6, notowano obecnos¢ pirytu w formie skupien tworzacych
framboidy, za$ przy wyzszych warto$ciach jako pojedyncze euhedralne krysztaty [43].

2.2. Temperatura

Temperatura jest czynnikiem, ktéory ma ogromny wplyw na krystalizacje pirytu
w srodowiskach hydrotermalnych, gdzie redukcja utlenionych form siarki nie jest kata-
lizowana biologicznie i zachodzi na drodze chemicznej [44]. Dodatkowo wzrost tempe-
ratury wptywa na kinetyke przemian fazowych, co przektada si¢ na wzrost krystalicznosci
powstajacych faz mineralnych [5, 37]. Piryt identyfikowano jako jeden z produktow
mineralnych powstajacy na drodze eksperymentow abiotycznych w zakresie tempe-
ratur od 25°C do 125°C, przy czym gtownie w warunkach powyzej 60°C [29, 45].
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W mysl teorii szlaku polisiarczkowego metastabilne siarczki zelaza, takie jak macki-
nawit i greigit, uwazane sg za fazy prekursorowe pirytu. Zgodnie z prawem Ostwalda
fazy te wytracaja si¢ z roztworow jako pierwsze, sa najstabiej termodynamicznie stabil-
nymi siarczkami [46]. Efektywnos¢ krystalizacji pirytu z roztworu, w ktorym doszio
do wytracenia mackinawitu, zalezy od rozpuszczalnosci tego prekursora rosnacej wraz
ze wzrostem temperatury [40]. Po rozpuszczeniu mackinawitu jony siarczkowe i zela-
zowe (II) zostaja uwolnione do roztworu, gdzie w obecnosci czynnika utleniajacego
moze dojs¢ do powstania greigitu z utlenionym zelazem (III) lub pirytu z siarkg na —I
stopniu utlenienia. Transformacja tetragonalnego mackinawitu do sze$ciennego greigitu
nastepuje poprzez dyfuzje na zewnatrz Fe 1 przegrupowanie tych atomow w $cistym
upakowaniu z atomami S. Jest to spowodowane czg$ciowym utlenieniem Fe(II) do
Fe(Ill), co prowadzi do powstania mieszanej warto$ciowosci produktu koncowego
Fe''Fe"';S, [47].

Luther [48] zaobserwowal, Zze warunki temperaturowe mogg mie¢ wplyw na
wyksztalcenie powstajacych krysztatow pirytu. W probach niskotemperaturowych (ok.
25°C) odnotowano obecno$¢ krysztaldw euhedralnych, a w temperaturach przekracza-
jacych 100°C agregaty mikrokrystaliczne, przypominajace framboidy.

W $rodowisku sedymentacji (w osadach dennych zbiormikéw i1 euksynicznych
kolumnach wod) podczas procesow diagenezy rzadko wystepujg temperatury rzedu
hydrotermalnego. Mozna wnioskowa¢, ze powstawanie pirytu w tych srodowiskach
katalizowane jest przez inny niz temperatura czynnik, prawdopodobnie biologiczny.

2.3. Obecno$¢ materii organicznej w Srodowisku Kkrystalizacji

Istniejg liczne przestanki §wiadczace, ze obecno$¢ materii organicznej w srodowisku
sprzyja powstawaniu siarczkow zelaza, w tym rowniez pirytu. Zjonizowane grupy funk-
cyjne w zwigzkach organicznych mogg funkcjonowac jako miejsca wigzania kationow
metali, stad materia organiczna moze peti¢ role matrycy krystalizacyjnej dla powsta-
jacych faz mineralnych [19, 49 i 50]. Piryty, szczegolnie w formie framboidow, spoty-
kane sg powszechnie w skatach i osadach bogatych w materi¢ organiczna, takich jak
np. wegle [51], tupki [52] czy weglany [53]. Bardzo czgsto obserwuje si¢ rozwoj minera-
lizacji pirytowej zastepujacej pos$miertnie tkanki migkkie roznych organizmow o wegla-
nowych szkieletach zewnetrznych. Rozpuszczanie weglandéw skutkuje alkalizacjg $rodo-
wiska, co sprzyja wytracaniu siarczkow zelaza. Dodatkowo rozkladajace si¢ szczatki
organizméw stanowig zrodto materii organicznej, z ktorej udziatem moga zachodzi¢
procesy redukcji zwigzkéw siarki [12, 15]. Ciekawostka jest, ze w obrebie rozklada-
jacych sie szczatkow rdzne elementy anatomiczne moga ulegaé pirytyzacji lub nie.
Moga by¢ one roznie podatne na bakteryjny rozktad. Struktury tatwo degradowalne
(np. tkanki i narzady zbudowane z komorek) stanowig miejsca aktywno$ci mikrobio-
logicznej, gdzie zachodzi produkcja H2S, podczas gdy bardziej odporne struktury (np.
czesci biomineralizowane) nie s3 podatne na aktywno$¢ bakteryjna, czyli nie ma
produkcji wystarczajacej ilosci S%, a zatem struktury te nie ulegajg pirytyzacji [54].
W procesie tym za dostawe zelaza moze odpowiada¢ zrédio biologiczne lub mineralne.
Zelazo pochodzenia biologicznego uwalniane jest z ferrytyny, ktora jest zwierzeca
metaloproteing magazynujaca nadmiar zelaza w postaci uwodnionego mineratu
[FeO(OH)]s, [FEO(H2PO4)], podobnego do ferrihydrytu [S5]. Ten biologiczny ,,ferri-
hydryt” obecny jest w ukladzie nerwowym, mig$niach i narzadach czuciowych, takich
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jak oczy i stanowi lokalne zrodlo, ktore szybko dostarcza wysokie ilosci reaktywnego
Fe [56], mogacego zainicjowaé proces pirytyzacji. W tym sensie, wkrotce po Smierci
organizmu, rozpad najbardziej labilnej tkanki doprowadza do pojawienia si¢ HoS
W otoczeniu. Jesli ta tkanka zawiera ,ferrihydryty”, uwalnia rowniez znaczng ilos$¢
reaktywnego zelaza. Badania izotopowe zelaza na krysztatlach pirytu zard6wno
z osadow, jak i skamieniato$ci pomoglyby w okresleniu potencjalnych zrodet zelaza i ich
roli w pirytyzacji. Badania te przeprowadzone w nanoskali moglyby dostarczy¢ infor-
macji o zrédle 1 chronologii dostarczania zelaza od momentu rozpoczecia krystalizacji
pirytu do pdzniejszego wzrostu krysztatow.

Z drugiej strony, istniejg badania, ktorych wyniki jednoznacznie wskazujg na ha-
mujagcy wplyw obecno$ci materii organicznej na krystalizacje siarczkowych faz mineral-
nych [29, 46, 57 i 58]. Szczegdlng role w procesie krystalizacji pirytu odgrywaja klastry
zelazowo-siarczkowe sktadajace si¢ z amorficznego FeS i koloidalnych nanoczastek
FeS [23]. Adsorpcja polimerow organicznych na powierzchniach §cian krysztatow
moze zmnigjszac ich zdolnos¢ do agregacji, a przez to wptywac na trwato$¢ i reaktyw-
no$¢ powstajacych faz.

Dodatkowo liczne doniesienia literaturowe wskazujg na wptyw materii organicznej
na preferencje krystalizacji pirytu framboidalnego lub pojedynczych krysztatow euhe-
dralnych. Bernard i Horsfield [59] wskazuja, ze pojedyncze krysztaty euhedralnego
pirytu sa powszechnie spotykane w osadach ubogich w substancje organiczne, za$ fram-
boidy pirytowe sg raczej obserwowane w osadach bogatych w t¢ materi¢. Doniesienia
literaturowe dostarczajg szereg danych na temat mechanizméw formowania si¢ fram-
boiddw, ktére mozna uporzadkowac nastepujaco: (1) najczesciej naturalne framboidy
tworzag si¢ w stabo redukujgcych warunkach, gdzie rozwija si¢ strefa siarczkowa
w osadach, (2) sg produktem wczesnej diagenezy w osadach bogatych w substancje
organiczne oraz (3) ich powszechne wystgpowanie w osadach bogatych w materi¢ orga-
niczng sugeruje, ze substancje organiczne mogg odgrywac rolg w ich powstawaniu [60].
Powyzej wspomniano, ze framboidy pirytowe moga by¢ syntetyzowane abiotycznie
przy wysokim Eh (-250 mV), podczas gdy przy nizszym Eh (400 mV) odnoto-
wywano jedynie pojedyncze krysztaly euhedralne [42]. Framboidy tworza si¢ przy
przesyceniu roztworu wzgledem pirytu i mackinawitu. Obecno$¢ zwigzkdw organicznych
mogta podwyzszy¢ warto$¢ Eh uktadu, indukujac zarodkowanie framboidow [36].

2.4. Czas

Czas jest wielko$cia fizyczna, ktora bezsprzecznie przektada sie na mozliwos¢
zachodzenia przemian fazowych mineratow, jak i powstania odpowiednio kolejnych
prekursoréw siarczkowych pirytu. Wyniki badan naukowych nie dostarczajg jednak
konkretnych danych odnosnie do czasu, ktory odpowiadatby pojawieniu si¢ konkretnego
produktu mineralnego. W badaniach przeprowadzonych przez Thiel i in. [28] potwier-
dzono obecnos¢ pirytu i greigitu po 7 miesigcach od momentu rozpoczecia ekspery-
mentu. Podczas gdy Berg i wsp. [19] zidentyfikowali mackinawit, greigit i piryt juz po
21 dniach trwania eksperymentu. Badacze jednoznacznie wskazuja, ze uptyw czasu
wplywa przede wszystkim na stopien uporzadkowania struktury wewnetrznej pojawia-
jacych si¢ mineratéw oraz mozliwo$¢ pojawienia si¢ struktury krystalicznej [7, 19, 30,
61]. Wazrost krystaliczno$ci mackinawitu wraz z uptywem czasu interpretowany jest
jako wyrzucenie uwigzionych czgsteczek wody pomigdzy arkuszami kratowymi [62].
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Brak mozliwosci doktadnego okreslenia przedzialéw czasowych odpowiadajacych poja-
wianiu si¢ kolejnych faz siarczkowych zelaza moze by¢ zwigzany z maskujagcym
wpltywem wielu czynnikow na krystalizacje tych faz.

3. Powstawanie siarczkow zZelaza z udzialem czynnika biotycznego
w warunkach sprzyjajacych redukcji siarczanow

W niskotemperaturowych srodowiskach osadowych siarka najpowszechniej wyste-
puje w postaci jonu siarczanowego (VI) [63]. W temperaturze ponizej 100°C redukcja
utlenionych form siarki do jonu siarczkowego (S?) jest katalizowana biologicznie [9].
Mikroorganizmy redukujace siarczany (MRS) sa praktycznie gléwnym dostarczy-
cielem jondéw siarczkowych w osadach dennych, stad to wtasnie ich rola w procesie
powstawania mineratow siarczkowych byta i jest szeroko dyskutowana [9, 64].

W skiad grupy MRS wchodzg beztlenowce, reprezentujace bakterie, np. Desulfo-
microbium, Desulfobulbus, Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfomonas, Desulfococcus
i Desulfotomaculum oraz archeony, np. Archaeoglobus, Thermocladium, Caldivirga
[65 i 66]. Reduktory siarczanowe to mikroorganizmy zaangazowane w globalnych
biogeochemicznych cyklach siarki [65] oraz w obiegu zelaza i fosforu [67]. Zasiedlaja
szereg Srodowisk ladowych i morskich, przy czym czynnikiem warunkujacym ich
obecnos¢ jest anoksja <-100 mV (Eh w granicach —200 mV) oraz obecno$¢ materii
organicznej i utlenionych form siarki (siarczanéow (VI) SOs%, siarczanow (IV) SOs?,
tiosiarczanow S;0s?, tritionianow S30¢”, tetrationianéw SsOs, siarki elementarnej Sg
i polisiarczkow Sn? [9, 63, 65, 68]. MRS sa zdolne do przetrwania w $rodowiskach
0 wysokich temperaturach 110°C, np. w goracych zrédlach 1 wentach hydrotermalnych
[69], jednak wigkszo$¢ reprezentantow tej grupy to organizmy mezofilne, ktore opty-
malny wzrost osiggaja w temperaturach z zakresu 28-32°C [70]. Najbardziej sprzyjajaca
warto$¢ pH dla ich rozwoju miesci si¢ w zakresie 6-8, jednak wspolczesnie znane sa
ekstremofile izolowane z kwasnych wod kopalnianych o pH ok. 2-4, jak rdwniez ze
zbiornikow o pH zasadowym ok. 8,5-10 [71-73]. Gtownym procesem metabolicznym
przeprowadzanym przez MRS jest dysymilacyjna redukcja siarczanéw opisana
rownaniem 7 [63]:

SO2™ + 2 CH,0 - H,S + 2 HCO; 7

Te heterotroficzne organizmy uzyskuja energi¢ wskutek utleniania zwiagzkéw orga-
nicznych, ktére stanowig donor elektronow w procesie oddechowym. Obecnie szacuje
si¢, ze w ten sposob mineralizowane jest okoto 50% materii organicznej zawartej
W morskich srodowiskach osadowych [63 1 74]. Nastgpnie wolne elektrony przenoszone
s3 na utlenione zwigzki siarki: jony siarczanowe (IV) i (V1), tiosiarczanowe czy poli-
siarczkowe, stanowigce terminalny akceptor. W wyniku reakcji do $rodowiska zostaja
uwolnione koncowe produkty w postaci jonu siarczkowego i wodoroweglanowego
[66]. Jon S* stanowiacy jeden z produktéw oddychania siarczanowego w odpowied-
nich warunkach fizyczno-chemicznych (rozdziat 2), w obecnosci jonow metali, staje
si¢ substratem w reakcji powstawania siarczku danego metalu (réwnanie 8) [33 1 75]:

S%27 4+ Me?* - MeS, (8)

W zaleznosci od sktadu chemicznego srodowiska MRS przyczyniaja si¢ do powsta-
nia siarczkowych mineratéw r6znych metali, m.in. chalkozynu (CusS), pirytu (FeS»)
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czy sfalerytu (ZnS) [76]. Doniesienia literaturowe potwierdzaja udzial reduktorow
siarczanow w powstawaniu siarczkow, takich pierwiastkow jak m.in. zelazo [63 1 77],
miedz [78 1 79], cynk [80] oraz Sb, Bi, Co, Cd, Pb, Ni [22]. Te sulfidogenne mikro-
organizmy biorg posredni udzial w procesie powstawania siarczkéw metali, poprzez
dostarczenie do $§rodowiska produktow swojej aktywnosci metabolicznej, m.in. jonéw
S*, ktére stanowia jednoczesnie substrat w szlaku powstawania faz mineralnych (tzw.
biomineralizacja biologicznie indukowana) [81 i 82]. Poza bezposrednimi produktami
reakcji dysymilacyjnej redukcji siarczandw, istotne wydaje si¢ takze uwolnienie do
srodowiska innych metabolitow bakteryjnych. MRS posiadaja zdolno$¢ wytwarzania
zwigzkow egzopolimerycznych (EPS, ang. extracellular polymeric substances), ktore
sktadaja si¢ z makromolekut organicznych o duzej masie czgsteczkowej, m.in. fosfo-
lipidow, biatek, polisacharydow czy kwasoéw nukleinowych [83 i 84]. EPS-y z uwagi
na skomplikowang struktur¢ przypominajaca ,,plaster miodu” moga stanowi¢ swoiste
putapki dla krystalizujacych faz mineralnych. W ich obrebie moga powstawaé liczne
mikronisze, gdzie mineraly sg chronione przed utleniajacym wplywem s$rodowiska
i mechanicznym przemieszczeniem krysztatow [57 i 85]. Takze biomasa bakteryjna
moze stanowi¢ donor miejsc zarodkowania siarczkow metali. W obrebie peptydoglikanu
i lipopolisacharydu ostony zewngtrznej zjonizowane grupy funkcyjne, m.in. karbo-
ksylowa, hydroksylowa czy wodorosiarczkowa w biatkach powierzchniowych, moga
stanowi¢ miejsca wigzania kationow metali [50]. Zwigzane na powierzchni komorki
bakteryjnej jony Fe** moga swobodnie reagowaé z uwolnionym podczas aktywnosci
mikrobiologicznej siarkowodorem, z wytworzeniem odpowiedniego siarczku metalu.
Dochodzi w ten sposob do powstania nagromadzen mineralnych (zarodkow krystali-
zacji) w najblizszym otoczeniu okolokomoérkowym. Wytracone i zwigzane z powierzchnig
komorki mineraty stanowig miejsca zarodkowania dla nowo powstajacych siarczkow

[7, 33] (rys. 3).

Rysunek 3. Komorki MRS inkrustowane siarczkami zelaza — mackinawitem (A-D). TEM [7]
Ponadto biorac pod uwage morfologie pirytu framboidalnego, wielokrotnie wysuwano
wnioski o biogenicznym pochodzeniu tych form. Uwazano, Ze przypomina ona skupiska

zmineralizowanych komorek bakteryjnych. Niektorzy badacze wspominaja, ze mineraly
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siarczkowe powstate z udziatem MRS organizuja si¢ na powierzchni komérek mikro-
organizméw, ktore obumieraja, a w konsekwencji pozostaja agregaty mikrokrysztatow
pirytu — forma framboidalna [87-91].

Thiel i wsp. [28] podjeli probe laboratoryjnej syntezy pirytu w hodowlach wzboga-
conych mikroorganizméw redukujacych siarczany, z udzialem Desulfovibrio sulfo-
dismutans oraz Desulfomicrobium baculatum. W sktadzie mikroflory towarzyszacej
odnotowano obecno$¢ archeonéw metanogennych Methanospirillum stamsii. Wobec
hodowli biotycznych prowadzonych na podtozu mineralnym z jonami SO.* i Fe®*
zatozono kontrole abiotyczne z dodatkiem Na,S oraz Fe(ll). Dodatkowy wariant eks-
perymentalny z dodatkiem penicyliny i Na,S miat na celu weryfikacje, czy nieaktywne
komorki bakteryjne, ktore mogg stanowi¢ matryce dla zarodkowania mineratow, sa
elementem wspierajagcym powstawanie pirytu. Eksperyment prowadzono w warunkach
beztlenowych, przy pH 7,2-7,4 w temperaturze 4, 28 i 60°C przez okres 7 miesigcy.
W hodowli z bakteriami odnotowano obecno$¢ pirytu i greigitu w temperaturze 28°C.
W nizszej 1 wyzszej temperaturze stwierdzono produkt posredni pomigdzy FeS-FeS,.
W kontrolach abiotycznych zidentyfikowano FeS. W hodowlach z dodatkiem penicyliny
nie stwierdzono pirytu, co oznacza, ze to nie sama biomasa komodrkowa jako miejsca
zarodkowania mineralow ma kluczowe znaczenie, a aktywno$¢ metaboliczna zywych
organizméw. Odnotowano, ze proces bakteryjnej redukcji siarczanéw 1 powstawania
pirytu moze by¢ S$ciSle powigzany z metanogenezg. Mikroorganizmy redukujgce
siarczany oraz archeony metanogenne moga pozostawa¢ w syntrofii, gdzie reakcja
przeksztalcenia FeS do FeS; przynosi wtedy najwyzszy zysk energetyczny (rownania
9-11) [28]:

4FeS + 4H,S — 4FeS, + 4H, AGY = —164 kJ/ 4mole FeS, 9
CO, +4H, » CH,+ 2H, AGY = —131 kJ/mol CH, (10)
4FeS + 4H,S + CO, — 4FeS, + CH, + 2H,0 AGY = —295 kJ/mol CH, (11)

Zréznicowanie wariantéw hodowlanych na organizmy zywe i martwe komorki
bakteryjne przeprowadzili takze Berg i wsp. [19]. Badania te postuzyly okresleniu
mechanizmu zaangazowania mikroorganizméw w powstawanie mineratow zelaza
i odpowiedzi na pytanie, czy jest to proces bierny zachodzacy na powierzchni komorki
czy aktywny 1 wymaga uruchomienia proceséw metabolicznych. Zastosowano hodowle
mieszane: reduktory siarczandéw z rodzaju Desulfovibrio, mikroorganizmy dyspropor-
cjonujace siarke Sulfurospirillum oraz redukujace zelazo (III) Geobacter. W uktadach
kontrolnych stosowano Na;S zamiast SO4>, a zrodlo zelaza stanowit Fe''PO,. We
wszystkich wariantach eksperymentalnych identyfikowano wiwianit, w abiotycznych
i z martwymi komoérkami takze mackinawit, w hodowli biotycznej greigit i piryt (juz
po 21 dniach). Greigit i piryt pojawil si¢ w kontroli abiotycznej dopiero po 2 miesigcach.
Najprawdopodobniej doszto do rozpuszczenia FePOs w kontakcie z HS, a nastgpnie
redukcji zelaza do Fe(Il). Obecno$¢ czynnika utleniajacego w postaci Fe(Ill) oraz mikro-
organizmoéw dysproporcjonujacych siarke skutkowala pojawieniem si¢ w uktadzie
posrednich form redoks siarki: S(0) i polisiarczkéw, co w konsekwencji promowato
szybkie (3 tygodnie) tworzenie greigitu i pirytu (rownania 12-14) [19]:

HS™ + 2Fe'"PO, + 3H* - SO + 2Fe?* + 2H,PO; (12)
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FeS+ S° — Fe;S, (13)
FesS, + 25° — 3 FeS, (14)

Ponadto sferule sktadaty si¢ z sgsiednich nanodomen pirytu i greigitu, co sugeruje
syngenetyczny zwigzek migdzy tymi dwoma mineratami. Wyniki te dostarczaja
dowodow na tworzenie si¢ pirytu poprzez konwersj¢ greigitu (zgodnie z rownaniem
14) w obecnosci S(0) i polisiarczkow oraz aktywno$ci MRS i mikroflory towa-
rzyszacej, w tym bakterii redukujacych zelazo [7]. Wspolnym efektem ich dziatalno$ci
zyciowe] jest nasycenie otaczajacego Srodowiska jonami Zelaza i siarki, ktdrych
obecnos¢ sprzyja wytracaniu pirytu. Bakterie moga przyczynia¢ si¢ do mobilizacji
zelaza, katalizujac enzymatycznie redukcje jonow Fe** do Fe**. W wyniku ich aktyw-
nos$ci metabolicznej do Srodowiska zostaja uwolnione kationy metali na nizszych stop-
niach utlenienia mogace nastepnie reagowaé z jonami S*. Efektem jest wytworzenie
trudno rozpuszczalnych siarczkow metali, ktore w obecno$ci czynnikéw utleniajacych
moga zosta¢ przeksztalcone w piryt [92]. Berg i wsp. [19] rowniez potwierdzili, ze
obecnos¢ martwych komorek bez aktywnosci metabolicznej nie jest czynnikiem
wystarczajgcym do tworzenia pirytu. Redukcja jonéw Fe(Ill) do Fe(Il) skutkowata
wytragcaniem wiwianitu (Fe3(POa4), - 8 H20). Piryt i wiwianit bardzo rzadko wspot-
wystepuja ze sobg w srodowisku naturalnym [93]. Ogdlnie rzecz biorac, donosi si¢, ze
wiwianit tworzy sie tylko wtedy, gdy dostepnos¢ jonow Fe?* przekracza stezenie jonow
siarczkowych, tak, ze rozpuszczone Zelazo pozostaje po wytraceniu siarczku tego metalu
[94 1 95]. Morskie osady beztlenowe to Srodowiska obfitujgce w piryt, natomiast
wiwianit jest najczesciej spotykany w srodowiskach nieecuksynicznych, takich jak nie-
ktore zelaziste jeziora meromiktyczne [2 1 96]. RzeczywiScie, wysoce reaktywny
siarczek konkuruje z fosforanami o reakcje z Fe?*, stad nastepuje zahamowanie pro-
cesOW tworzenia si¢ wiwianitu przy wysokich stezeniach siarczkow [96]. Jednak istnieja
doniesienia o powstawaniu wiwianitu w srodowiskach euksynicznych w zwiazku z piry-
tem, np. w fiordach battyckich, Morzu Czarnym lub Jeziorze Cadagno, co prowadzi do
zubozenia siarczkow w osadach mikrosrodowiska lub w poblizu granicy faz woda—osad
[97-99]. Wyniki Berga i wsp. [19] potwierdzaja eksperymentalng mozliwos$¢ jedno-
czesnego formowania wiwianitu i pirytu w warunkach euksynicznych w obecno$ci MRS.

Podobne produkty mineralne otrzymali takze Duverger i wsp. [5], ktorzy probowali
zweryfikowac, czy pochodzenie i stopien utlenienia zelaza odgrywaja role w tworzeniu
pirytu. Prowadzili eksperyment w obecnosci MRS i dwoch réznych zrodet zelaza: soli
zelaza (II) oraz Fe"'POs. Po 3 miesigcach jako produkt w systemie Fe(Il) identy-
fikowano mackinawit, a w Fe(IIl) wiwianit w zwiagzku z pirytem. Badacze przyjeli
podobne wnioskowanie co Berg i wsp. [19], Ze piryt tworzy si¢ w szlaku utleniania
prekursorow FeS — FesSs — FeSz w roznych warunkach redoks, w obecno$ci Fe(II)
i siarki (0).

W czystych kulturach mikroorganizmow sulfidogennych z rodzaju Desulfivibrio
desulfuricans otrzymano piryt i markasyt po 3-6 miesigcach, takze w obecnosci zrodia
zelaza (III) w postaci goethytu [100]. Ponadto uzyskano piryt w kulturach MRS
wzbogaconych o bakterie dysproporcjonujace siarke z dodatkiem ferrihydrytu (zelaza
1) [81182].

Co ciekawe, eksperymenty, gdzie zrodto Fe(Ill) stanowity jony Fe**, nie zostaty
zakonczone sukcesem powodowanym powstawaniem pirytu, nawet po bardzo dtugim
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czasie — ok. roku [101]. Sugeruje to, ze progresywne dostarczanie niewielkich ilosci
rozpuszczonego Fe* poprzez powolne rozpuszczanie mineratow Fe(III) oraz redukcje
Fe(IlI) do Fe(Il) miato kluczowe znaczenie dla powodzenia eksperymentow. Prawdo-
podobnie natychmiastowe wytracanie FeS z roztworu powodowato inkrustacj¢ mineralng
komorek bakteryjnych, co w konsekwencji hamowato ich aktywno$¢. Powolne dostar-
czenie Fe** do ukladu doprowadzito do rozproszonej mineralizacji i zachowania
metabolizmu komorkowego [5].

Pomimo prowadzenia licznych eksperymentow z udziatem mikroorganizmow redu-
kujacych siarczany piryt otrzymywano stosunkowo rzadko. Jako produkt biomineralizacji
w czystych kulturach bakterii redukujacych siarczany prawie wylacznie notowano
mackinawit [101-105], czasami w zwigzku z greigitem [7, 94 i 106]. Stad wydaje sig,
ze kluczowym elementem w powodzeniu syntez biogenicznego pirytu jest obecno$é
zelaza (III) 1 innych czynnikéw utleniajacych w postaci siarki (0) lub polisiarczkow.
Zmiana $rodowiska redoks promuje przemiany fazowe mackinawit — greigit i w kon-
sekwencji piryt [5, 19, 100].

Dodatkowo mikroorganizmy mogg bra¢ udzial w procesie transformacji FeS w FeS,.
Monosiarczek zelaza moze zosta¢ zaadsorbowany na powierzchni bton komorkowych
bakterii, gdzie zachodzi zjawisko sulfidacji jego krysztatow z udziatem siarki cystei-
nowej uwalnianej do srodowiska przy rozpadzie komorki bakteryjnej. Zgodnie z prawem
Ostwalda siarczki zelaza, ktore s3 najmniej stabilne termodynamicznie, wtracaja si¢
jako pierwsze i staja sie prekursorami dla bardziej stabilnych faz mineralnych. W trakcie
gdy komorka bakteryjna ulega rozpadowi, moze uwalnia¢ do Srodowiska wystepujace
w jej strukturze aminokwasy siarkowe — cysteing i metionine. Po ich rozpadzie siarka
moze zosta¢ wlgczana w strukturg powstajacego siarczku, tym samym powodujac jego
sulfidacje 1 prowadzac do powstania stabilniejszych faz. Caly ten proces zachodzi
zewnatrzkomorkowo [107].

Mineraly biogeniczne wytracone w obecno$ci MRS charakteryzuja si¢ rdzna
morfologia, od tych powstalych na drodze chemicznej. Badania Picarda i wsp. [7]
wykazaly, ze mineraly otrzymane w hodowlach sulfidogennych mikroorganizméw miaty
wyzsza krystaliczno$¢ niz te abiotyczne, odpowiednio wielkosci krystalitow wzdtuz osi
aib 20,1 £5,0 nm i osi ¢ 13,8 +4,8 nm, abiotyczny siarczek zelaza mial znacznie
mniejszy rozmiar krystalitow, 9,7 £2,9 nm i 7,1 +2,1 nm odpowiednio wzdtuz osi a-/b
i osi c. Poza wielkoscig krystalitow biogeniczny siarczek wykazywat wigksza tendencje
do agregacji niz abiotyczne krysztaty. W przypadku mineratow krystalizujacych z udzia-
fem mikroorganizméw nie mozna byto zaobserwowac pod mikroskopem elektrono-
wym wyraznych granic pomig¢dzy ziarnami usytuowanymi w zespotach mineralnych [7].

4. Podsumowanie

Pomimo powszechnos$ci wystepowania pirytu w réznorodnych srodowiskach geolo-
gicznych geneza tej fazy mineralnej nie zostala jednoznacznie rozpoznana. Wiedza
dotyczaca mechanizmdéw powstawania pirytu opiera si¢ gtéwnie na wynikach labora-
toryjnej syntezy siarczkow zelaza w zadanych warunkach fizykochemicznych. Z uwagi
na przestanki o biogenezie tych faz coraz czesciej uwzglednia si¢ takze eksperymentalny
udzial czynnika biotycznego. Na podstawie wynikow licznych badan naukowych, gdzie
eksperymentalnie otrzymywano piryt, mozna przedstawic¢ nastgpujace wnioski:
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powstawanie pirytu w mysl teorii szlaku polisiarczkowego na drodze transformacji
metastabilnych siarczkow zelaza znalazto potwierdzenie w wynikach licznych
badan naukowych [5, 19, 40, 46, 47, 81, 82];

czynniki warunkujace powstawanie pirytu to przede wszystkim: pH i Eh w polu
stabilnosci siarczkow, obecnos¢ jonow Fe?* i S* (Fe:S w przewadze siarki), udziat
czynnika utleniajgcego w postaci polisiarczkow (siarka zerowalentna), ktory
odpowiedzialny jest za zmian¢ warunkow redoks i proces przemian fazowych
metastabilnych siarczkow Zelaza;

udzial mikroorganizmow, gtownie z grupy reduktoréw siarczanow, w powsta-
waniu pirytu moze mie¢ charakter posredni — modyfikacja warunkow fizykoche-
micznych $rodowiska, dostarczenie substratow i miejsc do zarodkowania krysztatow
FeS w postaci zwiazkow egzopolimerycznych i powierzchni komoérkowej; bez-
posredni — udziat aminokwasow siarkowych w procesie sulfidacji monosiarczku;
mineraly biogeniczne wytrgcone w obecnosci MRS charakteryzujg si¢ rdzna
morfologia, od tych powstatych na drodze chemicznej (wykazujg wyzszy stopien
krystalicznosci i tendencje do agregacji);

w warunkach biotycznych kluczowe dla kinetyki powstawania pirytu wydajg si¢
by¢ zrédto zelaza, tempo jego dostarczenia do uktadu reakcyjnego (zahamowanie
procesu inkrustacji i $§mierci komorek) oraz obecno$¢ czynnika utleniajacego, np.
Fe(111), S(0);

wplyw temperatury na powstawanie pirytu odnotowano w eksperymentach abio-
tycznych, jednak wyniki nie sg powtarzalne;

wydluZzenie czasu prowadzenia eksperymentu wplywa przede wszystkim na
stopien uporzadkowania struktury powstajgcych faz mineralnych.
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Wplyw warunkow eksperymentalnych na powstawanie pirytu z udzialem
czynnika biotycznego w warunkach redukcji siarczanow

Streszczenie

Piryt jest najczgsciej spotykang w przyrodzie mineralng faza siarczkowa zelaza, ktora stanowi sktadnik wielu
rodzajow skal (metamorficznych, wulkanicznych czy osadowych) oraz wspotczesnych osadéw. Pomimo
powszechnosci wystgpowania w roznorodnych srodowiskach geologicznych geneza tej fazy mineralnej nie
zostala jednoznacznie rozpoznana. Liczne doniesienia literaturowe opierajace si¢ na wynikach laborato-
ryjnych syntez pirytu dostarczaja czgsto sprzecznych informacji na temat wptywu warunkow fizykochemicz-
nych (temperatury, pH, Eh) na powstajace docelowo produkty mineralne, co moze §wiadczy¢ o poligene-
tycznosci tej fazy mineralnej. Coraz czg¢éciej wskazuje si¢ na role czynnika biotycznego w procesach
powstawania pirytu w niskotemperaturowych systemach Fe-S. Uwaza sie, ze grupa bakterii redukujacych
siarczany moze by¢ odpowiedzialna za przeobrazenia faz posrednich, mackinawitu czy greigitu docelowo
w piryt. Dodatkowo proces oddechowy tych bakterii sprzyja kumulowaniu si¢ jonéw S?* w $rodowisku,
a zwigzki egzopolimeryczne stanowiace produkty bakteryjnego metabolizmu mogg stanowi¢ matryce kry-
stalizacyjna. W ostatnich latach coraz liczniej ukazuja si¢ prace majace na celu jednoznaczne ustalenie roli
mikroorganizméw w procesie krystalizacji siarczkow zelaza. Wyjasnienie i opisanie mechanizméw powsta-
wania pirytu jest szczegolnie istotne dla geochemikow, sedymentologdw czy paleobiologdw ze wzgledu na
jego potencjalne znaczenie paleosrodowiskowe, ztozowe oraz udziat w procesie fosylizacji.

Stowa kluczowe: piryt, siarczki zelaza, mikroorganizmy redukujace siarczany

Influence of experimental conditions on the formation of pyrite
with the participation of a biotic factor under sulphate reduction conditions

Abstract

Pyrite is the most common mineral iron sulphide phase in nature, which is a component of many types of
rocks (metamorphic, volcanic or sedimentary) and modern sediments. Despite its common occurrence in
various geological environments, the genesis of this mineral phase has not been clearly identified.
Numerous literature reports based on laboratory results of pyrite syntheses often provide contradictory
information on the influence of physicochemical conditions (temperature, pH, Eh) on the ultimately
formed mineral products, which may indicate the poligenetic nature of this mineral phase. More and more
often, the role of the biotic factor in the processes of pyrite formation in low-temperature Fe-S systems is
indicated. It is believed that a group of sulphate-reducing bacteria may be responsible for the transfor-
mation of intermediate phases, mackinavite or greigite, ultimately into pyrite. Additionally, the respiratory
process of these bacteria promotes the accumulation of S ions in the environment, and exopolymeric
compounds being products of bacterial metabolism may constitute a crystallization matrix. In recent years,
there have been more and more works aimed at unambiguous determination of the role of microorganisms
in the process of crystallization of iron sulphides. The explanation and description of the mechanisms of
pyrite formation is particularly important for geochemists, sedimentologists and palaeobiologists due to its
potential palaecoenvironmental and reservoir importance and participation in the fossilization process.
Keywords: pyrite, iron sulphides, sulphate-reducing microorganisms
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Przeglad badan aktywnosci biologicznych
jonow lantanowcow

1. Wprowadzenie

Jony lantanowcow (Ln**), stanowigce jony metali ziem rzadkich (RE*"), sg przed-
miotem zainteresowan naukowcow z wielu dziedzin nauki. Ze wzgledu na whasciwos$ci
luminescencyjne wykorzystywane sa jako sondy w bioobrazowaniu medycznym
W rezonansie magnetycznym, badaniach rentgenowskich z kontrastem i tomografii
emisyjnej pojedynczych fotonow. Ze wzgledu na wygaszanie luminescencji jonow
lantanowcow w roztworach wodnych czesciej stosuje si¢ ich kompleksy czy chelaty
[1-4]. Ponadto jony lantanowcoéw wykorzystywane sa jako domieszki lub wspotdo-
mieszki w nanomateriatach, na przyktad w hydroksyapatytach (HAp). Hydroksyapatyty,
ze wzgledu na wysokg biokompatybilno$¢ i niska toksycznos$¢, moga byé wykorzy-
stywane jako elementy implantdow tkankowych. Co wiecej, biorgc pod uwage fakt, ze
HAp naturalnie wystepuje w ludzkim organizmie, jako sktadnik kosci i zebow, mate-
riaty z dodatkiem HAp mogg stymulowac proces regeneracji tkanki kostnej, ktora ulegla
degradacji w wyniku urazu mechanicznego lub w wyniku toczgcego sie procesu nowo-
tworowego [3, 5].

Korzystne z punktu widzenia pacjenta procedury wszczepiania implantow tkanko-
wych moga niestety prowadzi¢ rowniez do wystapienia komplikacji spowodowanych
kolonizacja miejsca wszczepu przez patogenne mikroorganizmy. Prowadzi to zazwy-
czaj do znacznego przedtuzenia procesu gojenia lub nawet odrzucenia implantu [6].
Celem uniknigcia infekcji bakteryjnej w okolicy zabiegowej standardowo stosowane sa
podczas operacji techniki aseptyczne, w tym antybiotykoterapia lub modyfikacja
materiatow implantacyjnych, tak aby posiadaly one wiasciwosci antybakteryjne [6].
Materialy implantologiczne o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych sa obecnie
W kregu zainteresowania wielu grup badawczych, a nadzieje wigzane z wykorzystaniem
ich w przyszto$ci w procedurach leczniczych ciggle rosna.

Jak wspomniano wczesniej, jony Ln®*" wbudowywane sa w struktury nanomateriatow
ze wzgledu na ich wlasciwosci fizykochemiczne umozliwiajace bioobrazowanie me-
dyczne, ale ich wplyw na bakterie nie jest wcigz do konca poznany. W zwiazku z tym
celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat wptywu
jonéw Ln** na komorki prokariotyczne, eukariotyczne oraz ich cytotoksyczno$é.

! j.rewak@intibs.pl, Oddziat Fizykochemii Biomedycznej, Instytut Niskich Temperatur i Badafi Struktural-
nych im. Wtodzimierza Trzebiatowskiego Polskiej Akademii Nauk, www.intibs.pl.
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2. Wplyw Ln*" na funkcjonowanie komérek

Jony lantanowcéw (Ln®"), ze wzgledu na ich podobienstwo (wielko$é promienia
jonowego) do jonéw wapnia (Ca®*), moga nasladowac¢ ich aktywnos¢, jednak fakt, ze
jony Ln*" czesciej wystepuja na trzecim stopniu utlenienia, skutkuje zwiekszeniem
stosunku fadunku do objetoéci. Z tego wzgledu jony Ln®*" wigza sie silniej ze struktu-
rami komorkowymi niz jony wapnia [2]. Poza jonami Ca?*, takze jony Mg?*, Mn®*
i Fe** moga by¢ zastepowane przez jony Ln**, zaréwno w strukturze nanomateriatow,
jak i w procesach komorkowych, w ktorych dane kationy sa angazowane [2]. Jony
lantanowcow mogg zastepowac kationy metali takze w miejscach ich wigzania w biat-
kach, w tym w biatkach enzymatycznych, gdzie moga wywota¢ efekt stymulujacy badz
hamujacy ich dziatanie [7]. Jako przyktad enzymow, ktore ulegaja hamowaniu pod
wpltywem jonéw lantanowcdw, wymienia si¢ nukleaze Staphylococcus aureus, enzymy
cytochromu P450 czy enzymy biorace udzial w krzepnieciu krwi. Z kolei do grupy
enzymoéw stymulowanych przez jony Ln** zalicza sie trypsyng i acetylocholinoesteraze
[7]. Wsrdd biatek nieenzymatycznych, ktore wigzg si¢ z jonami lantanowcdw, wymienia
si¢ takze transferyng, IgG, albuming, G-aktyne, kolagen i kalmoduling [2]. Efekt
nasladowania jonéw dwuwartosciowych zostat tez zauwazony w przypadku ATP-azy
wapniowej i magnezowej, ktore byty blokowane przez jony dysprozu (Dy**) i lantanu
(La*"), natomiast efekt hamowania aktywno$ci kalcyneuryny zaobserwowano po
ekspozycji na europ (Eu) i terb (Th*") [8].

Wykazano roéwniez, ze jony lantanowcow mogg bezposrednio wplywac na elementy
cytoszkieletu komoérkowego (mikrotubule i mikrofilamenty) i zmienia¢ jego organizacje.
Destabilizacja struktur cytoszkieletu jest obserwowana w komorkach nowotworowych
1 apoptotycznych, a odwrdcenie tego procesu moze by¢ uznane jako skuteczny mecha-
nizm przeciwnowotworowy, wykazywany przez niektore leki (np. paklitaksel) [9].
Wplyw jonéw lantanowcow na cytoszkielet jest jednak zréznicowany i, przyktadowo,
jony gadolinu (Gd**) i neodymu (Nd*") powoduja destabilizacje mikrotubul (podobnie
jak jon Ca?"), natomiast jony Th**, podobnie jak jony Mg?*, powoduja ich stabilizacje
[9]. Te roznice moga by¢ zalezne od efektu jaki wywiera GTP-aza na tubuling, po
zwigzaniu jonow lantanowcow [9].

Prawdopodobnie w zwigzku z faktem, ze jony lantanowcoéw wystepuja w srodowisku
naturalnym w mniejszych ilosciach niz jony mikroelemntéw, komorki nie wyksztatcity
specjalnych szlakow biochemicznych z ich wykorzystaniem [10]. Hipotezg, jaka zapro-
ponowno wiele lat temtu odnosnie do jonow lantanowcoéw nasladujacych w dziataniu
jony wapnia (i inne kationy), uwazano za stuszna, dopoki nie odkryto, ze w niektorych
przypadkach Ln** moga dziala¢ antagonistycznie w stosunku do jonéw Ca®* [7, 10].
Dlatego badania nad aktywnoscig biologiczng jonéw lantanowcow wceigz wymagaja
whnikliwych obserwacji.

2.1. Wplyw na komérki prokartiotyczne

Wplyw jondw lantanowcoéw na komorki prokariotyczne wcigz jest niewystarczajaco
poznany [3]. Istnieja w prawdzie prace opisujace wplyw jonéw Ln** na bakterie, ale
nie opisujg one prawdopodobnych mechanizmoéw dziatania ani nie przedstawiajg bardzie;
wnikliwych analiz [11-14]. Znacznie wigcej badan odnosi si¢ natomiast do wpltywu
nanomaterialow domieszkowanych lub wspotdomieszkowanych jonami lantanowcow
na komorki bakteryjne [3, 15-23]. W przypadku badan prowadzonych z wykorzystaniem
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nanomaterialéow ci¢zko jest jednak oceni¢ wplyw samych jonéw na komorke bakte-
ryjng, poniewaz, jak wiadomo, nanomaterialy rowniez nie sa biologicznie oboje¢tne
i moga same w sobie wywotywac efekt antybakteryjny.

W badaniach naukowych wykazano, ze jony lantanowcow nie posiadaja zdolnosci
penetrowania zywych komorek i sa zdolne jedynie do wigzania si¢ ze specyficznymi
miejscami w $cianach komoérkowych niektorych bakterii (Pseudomonas aeruginosa)
[7, 24]. W przypadku Escherichia coli wykazano rowniez, ze jony lantanowcow pomimo
braku wplywu na wzrost bakterii nieznacznie zmienialy metabolizm komoérkowy
i ekspresje genow [8, 25]. Jony La** natomiast juz w stezeniach rzedu 0,5-30 pg/ml
znaczaco hamowaly wydajno$¢ transformacji u E. coli, a w stgzeniach powyzej 30 ug/ml
trasnfromacja nie zachodzita w ogodle [25]. Niestety, wcigz niewiele wiadomo na temat
wplywu jondw lantanowcoéw na wirulencje bakterti.

2.2. Cytotoksyczno$¢ wobec komorek eukariotycznych

W zwigzku z faktem, Ze jony lantanowcoéw nie penetruja do wnetrza zywych ko-
morek, takze ich toksycznos¢ przy podaniu doustnym jest niewielka. Wykazano jednak,
ze jony Ln*" dzialaja toksycznie po podaniu dozylnym, kiedy uzyskaja dostep do
komorek posiadajacych kanaty wapniowe [7]. Ostra toksyczno$¢ spowodowana dziata-
niem jondéw lantanowcOw na organizm cztowiecka moze objawiac si¢ spadkiem ci$nienia
i zaburzeniami o podtozu krgzeniowo-oddechowym [7]. Po podaniu dozylnym lanta-
nowce lekkie (od jonu La*do jonu Gd*") sa transportowane do watroby, gdzie moga
powodowac jej stluszczenie, a nastgpnie sg przemieszczane do kosci, gdzie ich czas
péttrwania wynosi 10-20 dni. Ciezkie lantanowce z kolei od razu sg kumulowane
w tkance kostnej, nawet przez kilka lat [7].

Badania in vitro wykazaty wptyw jonéw Ln** na ludzkie erytrocyty, gdzie obserwo-
wano wystepowanie hemolizy zaleznej od ich stezenia w roztworach, w ktorym zawie-
szono krwinki [2]. Wykazano rowniez zwigkszenie przepuszczalnosci btony komérkowej
erytrocytéw po kontakcie z jonami lantanowcow [9]. Wigzanie jonow Ln®** z blonami
erytrocytow odbywa si¢ prawdopodobnie przez oddzialywania elektrostatyczne i przy
dhuzszym kontakcie powoduje zaburzenia integralnosci btony (,,pory”). W poczatko-
wym stadium proces ten jest odwracalny i dodanie do podioza chelatoréw (np. EDTA),
ktére zwiaza kationy, pozwala na powr6t krwinek do pierwotnej formy, bez wycieku
hemoglobiny na zewnatrz [9]. Najczg$ciej w odniesieniu do jondéw lantanowcow
opisywany jest efekt fuzji erytrocytow, ktory polega na formowaniu potaczen pomigdzy
biatkami powierzchnowymi sasiadujacych komoérek. W wyniku tego dochodzi do
powstawania agregatow, czesto o duzych rozmiarach. Wsrdd takich biatek powierzch-
niowych wymienia si¢ np. ATP-az¢ wapniowa [2].W badaniach Alexy’ego i innych
(2011) wykazano, ze efekt, jaki jony lantanowcéw wywieraja na erytrocyty, jest
zalezny od wielko$ci ich promienia jonowego, a najwicksza aktywno$¢ obserwuje si¢
przy promieniach wickszych niz 0,95 nm (dla jonéw od La** do Sm**) [26].

Cytotoksyczno$¢ jonow lantanowcow byla tez badana z wykorzystaniem innych
modeli in vitro, takich jak szczurze pecherzyki phlucne, gdzie wykazano szkodliwe
dziatanie chlorkéw lantanu, ceru i neodymu [8]. Ciekawy efekt obserwowano jednak
w przypadku watroby, gdzie jony gadolinu i prazeodymu (Pr®*) dawaty efekt ochronny
wobec hepatocytow [8]. Co ciekawe, jony Ln** wywieraja dziatanie ochronne przed
szkodliwym wplywem reaktywnych form tlenu na komorki, co wykazano na modelu
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siatkowki szczurzej. Taka ekspozycja pozytywnie wplywata na wzrok zwierzat [8].
Jako proponowane mechanizmy odpowiadajace za aktywno$¢ antyoksydacyjng jonow
Ln*" wymienia sie: wigzanie z nadtlenkami (np. nadtlenek wodoru H,0;) czy masko-
wanie wolnych rodnikéw (np. rodnik hydroksylowy *OH, czy anionorodnik ponadtlen-
kowy *0y), co znacznie odbiega od mechanizmow prezentowanych przez antyoksydanty
organiczne [9]. Badano rowniez wptyw jondéw lantanowcdw na komorki uktadu odpor-
nos$ciowego, natomiast uzyskane wyniki czesto sg niejdnoznaczne [2,7]. Juz chociazby
w przypadku neutrofilow mozna zaobserwowa¢ hamowanie lub nasilenie agregacji,
a efekt ten jest zalezny od stezenia jonéw Ln*". Niejasny jest rowniez wptyw wywierany
na limfocyty, poniewaz opisywano zarowno spadek, jak i wzrost aktywacji [2,7].

Literatura opisuje réwniez przeciwnowotworowe dziatanie jondw lantanowcow,
obserwowane jako hamowanie wzrostu komorek nowotworowych oraz wzrost
ekspresji genow supresorowych pb3, pl6 i p21 [8]. Takze kompleksy jonow lanta-
nowcow z pochodnymi kumaryny wykazywaly aktywno$¢ przeciwnowotworowg in
vitro, a kation terbu (Th**) wspomagat cytotoksyczne dziatanie cisplatyny wobec ko-
morek nowotworowych, dzieki wspomaganiu akumulacji leku w komorkach opornych
na te substancje. Skuteczno$¢ kompleksu gadolinu z teksafiryng wykazano wobec
nowotworu phuc [7].

W Dbadaniach in vivo z wykorzystaniem myszy BALB/C wykazano ochronne
dziatanie LaCls podczas ekspozycji zwierzat na LPS (lipopolisacharyd) [8]. Niestety,
dhugotrwata ekspozycja na jony lantanu, ceru i neodymu powodowata wystgpienie
histopatologicznych zmian w watrobie, nerkach i sercu myszy, natomiast intensywnos¢
tych efektow byta zalezna od ich stezen [8]. Wartos¢ diagnostyczna jondéw lantanowcow
zostata tez potwierdzona in vivo w badaniach nad dziataniem substancji przeciwnowo-
tworowych na modelu mysim [27, 28].

3. Podsumowanie

Jony lantanowcow (Ln®"), ze wzgledu na wiasciwosci luminescenyjne, wykorzy-
stywane sa w bioobrazowaniu medycznym oraz jako domieszki w nanomateriatach,
takich jak hydroksyapatyty. Ze wzgledu na fakt, ze materiaty oparte na hydroksyapa-
tytach sa stosowane w implantologii jako materiaty tkankowe stymulujace wzrost kosci,
istotne jest badanie ich aktywnosci wobec komoérkek bakteryjnych oraz okreslenie ich
cytotoksycznoéci wobec komoérek eukariotycznych. Jony Ln®* czesto nasladuja aktywnosé
mikroelemntéw, w szczegolnosci jonéw Ca?* oraz Mg, co zostalo zaobserwowane
w przypadku komorek eukariotycznych i procesow w nich zachodzacych. Wplyw
lantanowcow na komorki bakteryjne jest natomiast stabo poznany, w przeciwienstwie
do wpltywu na komorki eukariotyczne, szczegolnie erytrocyty. W badaniach in vitro
opisano tez wplyw jonow lantanowcow na komorki nowotworowe, a niektore efekty,
takie jak ochronne dzialanie lantanu podczas kontaktu myszy z lipopolisachardyem,
zostatly tez okre$lone in vivo.
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Streszczenie

Niniejsza praca stanowi zarys obecnego stanu wiedzy na temat wlasciwosci biologicznych jonow lantanowcow.
Jony lantanowcow stanowig przedmiot zainteresowania naukowcoéw ze wzgledu na swoje whasciwosci
luminescencyjne. Dzigki temu moga by¢ wykorzystywane w bioobrazowaniu medycznym oraz jako do-
mieszki w nanomateriatach. Ze wzgledu na podobny rozmiar promienia jonowego jony lantanowcoéw czgsto
nasladuja dziatanie kationdw wapnia. Ich aktywnos$¢ wobec komorek eukariotycznych (w tym komorek
nowotworowych) jest stosunkowo szeroko opisana w literaturze, natomiast wcigz niewiele wiadomo na
temat ich wpltywu na komorki prokariotyczne i wirulencje bakterii.

Stowa kluczowe: jony lantanowcow, aktywnosc¢ biologiczna, cytotoksycznosé

Biological activity of lanthanide ions: a review

Abstract

This paper provides an overview of the current state of knowledge on the biological properties of
lanthanide ions. Due to their luminescent properties, lanthanide ions are of great interest to many scientists.
Thanks to this, they can be used in medical bioimaging and as dopants in nanomaterials. Due to the similar
size of the ionic radius, lanthanide ions often mimic the action of calcium cations. Their activity against
eukaryotic cells (including cancer cells) is relatively widely described in the literature, while still little is
known about their influence on prokaryotic cells and bacterial virulence.

Keywords: lanthanide ions, biological properties, cytotoxicity
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Wydajny algorytm bazodanowej identyfikacji bialek
na podstawie danych ze spektrometrii mas

1. Wprowadzenie

Tandemowa spektrometria mas sprz¢zona z chromatografig cieczowa (LC-MS/MS,
ang. Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry) jest obecnie podstawowym
narzgdziem proteomiki, dziedziny wiedzy zajmujacej si¢ badaniem duzych zbiorow
biatek wystgpujacych w komorkach, tkankach i organizmach [1, 2].

Technika LC-MS/MS w eksperymentach proteomicznych jest uzywana przede
wszystkim do okre$lania sktadu ztozonych probek biologicznych, zawierajacych nieraz
wiele tysiecy biatek. Identyfikacja biatek najczesciej odbywa si¢ w sposob posredni,
poprzez detekcje ich krotszych fragmentdw, zwanych peptydami. Te ostatnie powstaja
na skutek trawienia probki specyficznie dziatajagcym enzymem proteolitycznym, ktory
dzieli tancuchy aminokwasowe bialek w $ci§le okreslonych miejscach. Mieszaning
peptydéw uzyskanych w wyniku trawienia rozdziela si¢ chromatograficznie, jonizuje,
a nastgpnie wprowadza do tandemowego spektrometru mas, w ktorym mierzone sg
zar6wno masy catych jondw czgsteczkowych, jak i masy ich mniejszych fragmentow.
W typowych badaniach proteomicznych rejestrowanych jest od kilku do nawet kilkuset
tysigcy tego rodzaju fragmentacyjnych widm mas (widm MS/MS), z ktorych kazde
dostarcza informacji o sekwencji aminokwasoéw tworzgcych konkretny peptyd, stajac
si¢ tym samym podstawg do jego identyfikacji.

Ze wzgledu na znaczny stopien skomplikowania i siggajace gigabajtow rozmiary
dane LC-MS/MS wymagaja automatycznych metod przetwarzania i analizy. W tym
zakresie najwieksza popularnos$cia cieszy si¢ obecnie podejscie, w ktérym peptydy sa
identyfikowane poprzez poréwnanie zmierzonych widm fragmentacyjnych z widmami
teoretycznymi, wygenerowanymi na podstawie bazy danych znanych biatek [2, 3].

Pierwszym krokiem w identyfikacji bazodanowej jest sztuczne trawienie biatek,
podczas ktérego ich sekwencje sg dzielone w sposob odwzorowujacy dziatanie enzymu
proteolitycznego stosowanego w eksperymencie. Efektem jest lista peptydow, ktére
potencjalnie moga powstac z biatek zgromadzonych w bazie danych. W zaleznosci od
przyjetych parametréw procesu identyfikacji ten poczatkowy zbidr moze zostac jeszcze
rozszerzony, aby uwzgledni¢ modyfikacje potranslacyjne biatek (PTM, ang. Post-
Translational Modifications) oraz tzw. niedotrawienia, ktore moga wystapi¢ w wyniku
niewielkich odstepstw od petnej specyficznosci enzymu.

Po utworzeniu pelnej listy peptydow, dla kazdego widma MS/MS wykonywana jest
dwuetapowa procedura. Najpierw wybierany jest zbior kandydatéw, skladajacy sie
Z peptydéw o masach mieszczacych si¢ w pewnym oknie tolerancji wokdt zmierzonej
masy jonu macierzystego, ktorego fragmentacja doprowadzita do powstania aktualnie
rozpatrywanego widma mas. Szerokos$¢ tego okna jest zalezna od doktadnosci pomiaru

! trubel @ire.pw.edu.pl, Instytut Radioelektroniki i Technik Multimedialnych, Politechnika Warszawska.
2 orzechowska@ire.pw.edu.pl, Instytut Radioelektroniki i Technik Multimedialnych, Politechnika Warszawska.
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zapewniangj przez spektrometr. Nastepnie dla poszczegdlnych peptydow kandydackich
generuje si¢ teoretyczne modele widm fragmentacyjnych i porownuje je z widmem
eksperymentalnym, czemu towarzyszy wyznaczenie liczbowej miary dopasowania.
Sekwencja kandydata o najwyzszej wartosci tej miary przypisywana jest do danego
widma, co okre$lane jest mianem utworzenia pary peptyd—widmo (PSM, ang. Peptide
Spectrum Match). Przeprowadzenie tych operacji dla wszystkich widm pozwala ustali¢
zbior peptydéow poddanych pomiarowi, a na jego podstawie mozna wnioskowac o biat-
kach obecnych w badanych probkach.

Opisany powyzej og6lny schemat realizowany jest przez caty szereg bazodanowych
systemow identyfikacji biatek, w tym m.in. Mascot [4], SEQUEST [5], X!Tandem [6],
OMSSA [7], Andromeda [8] czy tez MSGF+ [9]. Stosowane przez nie algorytmy réznig
si¢ definicja miary dopasowania, sposobem tworzenia teoretycznych modeli widm,
a takze szczegotami implementacji, wptywajacymi na zdolno$¢ do efektywnego wyko-
rzystania zasobéw obliczeniowych. To ostatnie zagadnienie jest o tyle istotne, ze wraz
z rozwojem badan proteomicznych obserwowany jest gwaltowny wzrost zar6wno
liczby uzyskiwanych z pomiaréw widm mas, jak i rozmiaréw biatkowych baz danych.
Stad tez analiza danych LC-MS/MS staje si¢ coraz wigkszym wyzwaniem, w pewnych
przypadkach wrecz przekraczajacym mozliwos$ci typowych stacji roboczych.

Niniejszy rozdziat poswiecony jest prezentacji autorskiego algorytmu bazodanowe;
identyfikacji bialek o nazwie MScanDB. Podczas jego opracowywania i implementacji
szczegblny nacisk zostal potozony na uzyskanie wysokiej wydajnosci, pozwalajacej
ograniczy¢ czas wykonania algorytmu nawet w przypadku, gdy przetwarzanie sg zbiory
danych ztozone z duzej liczby widm LC-MS/MS. Algorytm zostat przetestowany pod
katem wydajnosci i skutecznosci identyfikacji peptydow 1 bialek, a uzyskane wyniki
poréwnano z trzema powszechnie uzywanymi systemami bazodanowymi.

Oprogramowanie implementujace algorytm jest dostepne do uzytku akademickiego,
naukowego i prywatnego pod adresem http://proteom.ibb.waw.pl/mscandb.

2. Opis algorytmu

W przedstawionym na rysunku 1 schemacie dziatania MScanDB mozna wyr6zni¢
cztery podstawowe etapy, wspolne dla wszystkich systemow identyfikacji bazodanowe;:
odczyt danych wejsciowych (opisany szczegdélowo w punkcie 2.1), sztuczne trawienie
(punkt 2.2), wybor peptydow kandydackich dla poszczegdlnych widm (punkt 2.3) oraz
wyznaczanie miar dopasowania w celu utworzenia zbioru PSM (punkt 2.4). Jednak
istotng r6znica wobec typowych algorytmow jest wykorzystanie drzewa przedzialowego
(ang. range tree), struktury danych, ktora pozwala efektywnie wyszukiwac przedziaty
liczbowe zawierajace zadane wartosci. Jego zastosowanie ogranicza czas wykonania
i wymagania pamieciowe sztucznego trawienia biatek, a takze znaczaco przyspiesza etap
wyboru peptydéw kandydackich. Dodatkowy wzrost wydajno$ci zapewniany jest przez
zréwnoleglenie obliczen, mozliwe dzigki wielowatkowej implementacji algorytmu.

Algorytm zapewnia tez mozliwos¢ dokonania oceny statystycznej utworzonych
PSM (punkt 2.5) oraz poprawy skutecznosci identyfikacji przy uzyciu technik uczenia
maszynowego (punkt 2.6). Te dwa ostatnie kroki staly si¢ obecnie standardowymi
elementami procedury przetwarzania danych proteomicznych, jednak zazwyczaj nie sa
one bezposrednio zintegrowane z systemem identyfikacji biatek i wymagaja uzycia
dodatkowego oprogramowania.
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Rysunek 1. Schemat blokowy algorytmu MScanDB. Notacja T—S zastosowana w opisie danych symbolizuje
mape z kluczami typu T i warto§ciami typu S [opracowanie wiasne]

2.1. Odczyt danych wejsciowych

Danymi wejsciowymi dla algorytmu sa baza danych sekwencji aminokwasowych
biatek oraz plik z lista widm MS/MS. Dodatkowy plik konfiguracyjny pozwala ustali¢
parametry przeszukania, w tym te o najwiekszym znaczeniu, czyli: rodzaj enzymu pro-
teolitycznego, liczbe dopuszczalnych niedotrawien, tolerancje pomiaru mas jonéw
macierzystych i fragmentacyjnych (MMD, ang. Maximum Mass Deviation), reguty
fragmentacji peptydéw oraz liste modyfikacji potranslacyjnych z bazy UniMod [10].

Informacje o bialkach odczytywane sg z pliku w standardowym formacie FASTA.
W wyniku jego wczytania tworzona jest lista obiektow, z ktorych kazdy przechowuje
unikalny identyfikator biatka oraz sekwencje aminokwasow (zbior oznaczony literag A
na rysunku 1). Oprogramowanie implementujace algorytm automatycznie obstuguje
unikalne identyfikatory z popularnych proteomicznych baz danych (UniProt [11], NCBI
[12], SGD [13] oraz TAIR [14]), ale powala tez samodzielnie zdefiniowaé wyrazenie
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regularne stuzace do wyodrebnienia identyfikatorow z rekordow FASTA. Baza danych
moze rowniez zawiera¢ rekordy o losowych sekwencjach, ktore zostang wykorzystane
podczas oceny statystycznej wynikow identyfikacji (opis w punkcie 2.5).

Wejsciowe widma mas sg wczytywane z plikow w formacie MGF (ang. Mascot
Generic Format), ktory jest obstugiwany przez zdecydowana wickszo$¢ systemow
identyfikacji biatek. Widma poddawane sg wstepnemu przetwarzaniu w sposob zgodny
w wymogami uzywanej dalej miary dopasowania — domyslnie wybieranych jest po 15 naj-
wyzszych pikow z kazdego zakresu o szerokosci 100 Da.

Roéwnoczesnie z odczytem widm tworzone jest drzewo przedzialowe przechowujace
zakresy tolerancji mas wyznaczone dla kazdego widma MS/MS na podstawie masy
jonu macierzystego i wartosci MMD. Stuzy ono do zbudowania mapy, ktorej kluczami
sg zakresy mas, za$ wartoSciami — odpowiadajace im widma (zbiér B na rysunku 1).
Drzewo to jest nastgpnie przekazywane jako argument do procedury odpowiedzialnej
za Sztuczne trawienie biatek.

2.2. Sztuczne trawienie bialek

Podczas trawienia dla kazdego biatka generowane sg peptydy zgodne ze sposobem
dziatania wybranego enzymu proteolitycznego, wraz z ich wariantami zawierajgcymi
zdefiniowane przez uzytkownika modyfikacje potranslacyjne.

Aby zmniejszy¢ zuzycie pamigci, izobaryczne warianty tego samego peptydu (tzn.
warianty o jednakowych masach, ale roznigce si¢ umiejscowieniem modyfikacji) s ze
sobg tgczone. Jest to dopuszczalne, gdyz na tym etapie pracy algorytmu wystarczajgca
jest znajomos$¢ mas, a uwzglednienie doktadnych potozen modyfikacji konieczne bedzie
dopiero przy tworzeniu teoretycznych widm peptydoéw kandydackich (punkt 2.4).

Dalsze ograniczenie wymagan pami¢ciowych jest mozliwe dzicki wykorzystaniu
utworzonego wczesniej drzewa przedzialowego: wszystkie peptydy porownywane sg
z zawartoscia drzewa 1 zachowywane sa jedynie te z nich, ktorych masy mieszcza si¢
w zakresie tolerancji co najmniej jednego widma pomiarowego.

Wynikiem procedury sztucznego trawienia biatek jest mapa przypisujaca listy
peptydow (warto$ci) do zakres6w mas (kluczy), na rysunku 1 oznaczona literg C.

2.3. Wybor peptydow kandydackich

Odpowiednie przygotowanie danych na wczesniejszych etapach algorytmu pozwala
znaczaco uprosci¢ procedure wybierania peptydow kandydackich dla poszczegolnych
widm mas. W praktyce sprowadza si¢ ona do lewego zewnetrznego ztgczenia wartosci
dwodch map wedlug wspdlnego klucza, jakim jest zakres mas. W efekcie tej operacji
powstaje mapa przyporzadkowujaca poszczegdlnym widmom listy odpowiadajacych
im peptydow kandydackich (D na rysunku 1).

2.4. Wyznaczanie par peptyd-widmo

Przypisanie sekwencji aminokwasow do aktualnie rozpatrywanego widma wymaga
wykonania dwoch operacji. W pierwszym kroku dla kazdego peptydu kandydackiego
generowany jest teoretyczny model widma fragmentacyjnego (przy czym w przypadku
peptydow majacych rézne warianty izobaryczne konieczne jest rozpatrzenie modeli
odpowiadajacych wszystkim mozliwym lokalizacjom modyfikacji potranslacyjnych).
Utworzone modele sg nastgpnie porownywane z widmem eksperymentalnym w celu
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obliczenia miary dopasowania (ang. score) i wybrania tego, dla ktorego warto$¢ miary
jest maksymalna.

Teoretyczne widmo MS/MS peptydu tworzone jest na podstawie jego sekwencji
aminokwasow 1 ewentualnych modyfikacji oraz zbioru regul opisujacych mechanizm
fragmentacji w tandemowym spektrometrze mas. Wszystkie piki widma majg jednakowe
wysokosci, za$ ich pozycje zalezg od mas i stopni naladowania jondw fragmenta-
cyjnych. Algorytm moze uwzgledni¢ dowolne jony powstajace na skutek dysocjacji
wigzan tancucha gtownego peptydu (w szczegdlnosci jony z serii X, Y, Z oraz a, b, c)
oraz ich lzejsze warianty bez wody i amoniaku [15]. Domyslnie uzywane sa jedno-
krotnie natadowane jony serii b iy, typowe dla fragmentacji CID (ang. Collision-
Induced Dissociation), ale uzytkownik ma mozliwo$¢ dostosowania tych regut do
spektrometru o innym mechanizmie dysocjacji wigzan.

Istotng cechg algorytmu MScanDB jest zdolno$¢ do korzystania z roznych definicji
miary dopasowania. Domy$Inie stosowana jest miara wyznaczana w oparciu o prosty
model probabilistyczny, uwzgledniajacy liczbe pikow o zgodnych pozycjach w widmie
pomiarowym i modelu, przy czym zgodnosc¢ t¢ sprawdza si¢ z tolerancjag rowng MMD
dla jonéw fragmentacyjnych. Ostateczna warto$¢ score obliczana jest jako wyrazone
w skali logarytmicznej prawdopodobienstwo dopasowania w sposob losowy co najmniej
k (dla k> 0) sposrod n teoretycznych pikow [16]:

score = —10 log10[2?=k(ril)pi(1 —p)" (1
p =md/w (2)

gdzie: p — prawdopodobienstwo losowego dopasowania pojedynczego piku w pomiarowym widmie mas,
m — catkowita liczba zmierzonych pikow, d — MMD dla jonéw fragmentacyjnych, W — catkowity zakres mas
pikow w widmie pomiarowym.

Alternatywa dla score danego wyrazeniami (1) i (2) jest miara dopasowania w pelni
zgodna z programem X!Tandem, ktéry w literaturze czgsto jest traktowany jako punkt
odniesienia dla innych systemow identyfikacji biatek.

Ostatecznym wynikiem tego etapu dziatania algorytmu jest zbidr utworzonych
PSM (E na rysunku 1). Zawiera on pary, w ktérych danemu widmu przypisany jest
konkretny peptyd lub lista peptydow, co ma miejsce, gdy wigcej niz jeden kandydat
charakteryzuje si¢ maksymalng warto$cig score. W zalezno$ci od wyboru uzytkow-
nika zbior ten moze zosta¢ jeszcze poddany krokom oceny statystycznej (punkt 2.5)
i uczenia maszynowego (punkt 2.6), po czym jest zapisywany do pliku wyjsciowego.

2.5. Ocena statystyczna par peptyd-widmo

Opisany w poprzednich punktach algorytm jest w stanie przypisa¢ sekwencje amino-
kwasow do zdecydowanej wiekszos$ci widm mas, dla ktorych istnieja peptydy kandy-
dackie. Niestety nie wszystkie utworzone w ten sposéb PSM sg prawidlowe, co moze
wynika¢ zardwno z niewystarczajacej jakosci danych pomiarowych, jak i szeregu innych
czynnikéw, w tym m.in. niekompletnosci bazy danych. Problem ten w szczegdlnosci
dotyczy PSM o niewielkich warto$ciach miary dopasowania, stad tez istotne jest usta-
lenie progu tej miary, powyzej ktorego identyfikacje beda uznawane za wiarygodne.
Typowo odbywa si¢ to przez kontrolg FDR (ang. False Discovery Rate), czyli wartosci
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oczekiwanej frakcji nieprawidtowych PSM sposrod tych, ktére zostaly uznane za
prawidlowe [17, 18].

Najczgsciej spotykanym w badaniach proteomicznych podejsciem do szacowania
FDR, stosowanym roéwniez w MScanDB, jest uzycie bazy danych target/decoy [20].
Tego typu baza sktada si¢ z dwdch czeséci: pierwsza (ang. target) zawiera sekwencje
biatek, zas§ w drugiej (ang. decoy) znajduje si¢ taka sam liczba losowo utworzonych
sekwencji, ktore nie majg sensu biologicznego. Tym samym kazda wykryta sekwencja
z czgsei decoy moze by¢ traktowana jako wynik falszywie pozytywny. Wowczas, przy
zatozeniu, ze prawdopodobienstwa btednego przypisania sekwencji z obu czgsci bazy
danych do widma sg jednakowe, liczba nieprawidtowych identyfikacji szacowana jest
jako podwojona liczba PSM o niebiologicznych sekwencjach.

Po posortowaniu zbioru wszystkich PSM zgodnie z malejgcymi warto§ciami miary
dopasowania, FDR zwigzany z i-t3 pozycja dany jest zaleznoS$cia [17]:

2Np
Np+ N

FDR; = (3)

gdzie: Np i Nt —liczby PSM z czgéci decoy i target znajdujacych sig¢ na pozycjach nie wigkszych od i.

Istotng wada FDR estymowanego zgodnie ze wzorem (3) jest fakt, Ze nie jest on
monotoniczny wzgledem miary dopasowania. Dlatego tez w praktyce wygodniej
postugiwac si¢ g-wartosciami [21], definiowanymi jako minimalny FDR, dla ktérego
dany PSM zostalby uznany za prawidlowy. Dla wspomnianego wyzej posortowanego
zbioru g-warto$¢ zwigzang z i-tg pozycja mozna wyznaczy¢ jako:

o {FDRi dlai=N .
9% = | min(FDR;,q;y,) dlai=N-1,..,1 )

gdzie: N jest liczba widm w zbiorze danych, a FDR; wyznaczany jest z zaleznosci (3).

2.6. Uzycie uczenia maszynowego do poprawy skutecznosci identyfikacji

Gloéwne ograniczenie skutecznos$ci algorytmow bazodanowych (zwykle wyrazanej
liczba PSM uznanych za prawidlowe na zadanym poziomie FDR) wynika z uznawania
warto$ci score za jedyne kryterium decydujace o przypisaniu sekwencji do widm.
W rzeczywistosci jednak pomiary LC-MS/MS dostarczaja wiele dodatkowych informacji,
ktére moga zosta¢ wykorzystane do oceny tworzonych par peptyd—widmo. Najczesciej
stosowanym obecnie podej$ciem do ich uwzglednienia jest uzycie technik uczenia si¢
maszyn (ang. machine learning), czego przyktadem jest program Percolator [21, 22],
na ktérym wzorowana jest procedura bedaca czgsciag MScanDB.

Punktem wyjscia dla etapu uczenia maszynowego jest lista PSM otrzymanych po
przeprowadzeniu identyfikacji przy zastosowaniu bazy danych target/decoy. Wyniki
tego wstepnego przeszukania sg podstawa do utworzenia zestawu treningowego zawiera-
jacego przyktady pozytywne, czyli wiarygodnie zidentyfikowane PSM z czgéci target
(0 g-warto$ciach nie wigkszych od pewnego progu, np. rownego 0,01), oraz negatywne,
ktorymi sg PSM z czeéci decoy. Wszystkie elementy zbioru uczacego sg nastgpnie
zamieniane na wektory atrybutow liczbowych, a powstala tak macierz danych stuzy do
zbudowania liniowego klasyfikatora SVM (ang. Support Vector Machine), majacego
za zadanie rozroznianie prawidlowych identyfikacji od tych nieprawidlowych. Wartosci
decyzyjne uzyskiwane na wyjsciu tak wytrenowanego klasyfikatora beda nastepnie
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pehi¢ funkcje nowej miary jakosci identyfikacji, zastgpujacej oryginalny score. Miara

ta moze zosta¢ uzyta do ponownej oceny catego zbioru PSM, a ostatecznie — do lepszej

estymacji g-wartosci.

Podstawowe znaczenie dla efektywnego dziatania przedstawionego w poprzednim
akapicie podej$cia ma wilasciwe zdefiniowanie atrybutow opisujacych pary peptyd—
widmo. Sktad wektora atrybutow zaproponowany przez tworcoOw algorytmu Percolator
jest dostosowany do systemu identyfikacji SEQUEST i nie pozwala w petni wyko-
rzysta¢ wlasciwosci MScanDB, w szczegolnoscei jego zdolnos¢ do wyznaczania roznych
miar dopasowania. Dlatego w sposob eksperymentalny dobrany zostat nowy zestaw
ztozony z 17 atrybutow, ktore mozna podzieli¢ na trzy kategorie:

e atrybuty zwigzane z miarami dopasowania, w tym: oba rodzaje score liczone przez
MScanDB, réznice wartosci obu score pomiedzy najlepszym kandydatem a dru-
gim w kolejnosci, frakcja dopasowanych pikow;

e cechy wynikajgce z pomiardéw LC-MS/MS: masa jonu i jego stopien natadowania,
wzgledny btgd pomiaru masy wyrazony w jednostkach ppm, czas retencji (czyli
czas potrzebny na przejscie substancji przez chromatograf cieczowy), wzgledna
roznica miedzy zmierzonym a teoretycznym czasem retencji oraz parametr okre-
$lajgcy jakos¢ widma MS/MS, obliczany przy uzyciu sieci neuronowej [23];

o wlasciwosci sekwencji zidentyfikowanego peptydu: dtugosé, liczba niedotrawien
zgodno$¢ aminokwasoéw koncowych ze specyficznoscig enzymu proteolitycznego
(tylko w przypadku, gdy parametry algorytmu dopuszczajg niepelng specyficznosé
enzymu) oraz liczba widm, do ktorych dana sekwencja zostata przypisana.

3. Wyniki

Opisywany w niniejszym rozdziale algorytm MScanDB zostal zaimplementowany
w jezyku programowania Java i poddany testom zgodnie z procedura opisang
W punkcie 3.1. Celem badan byta weryfikacja skuteczno$ci (punkt 3.2) i wydajnosci
(punkt 3.3) proponowanego algorytmu w odniesieniu do trzech popularnych metod
referencyjnych.

3.1. Procedura testowa

Do przeprowadzenia testow uzyto duzego zbioru danych pochodzacego z badan nad
sktadem plynu z torbieli trzustki [24], dostepnego w repozytorium PRIDE (identyfikator
PXD005248). Zbior zawierat 715 972 widma zmierzone za pomoca tandemowego
spektrometru Q-Exactive (Thermo Scientific) w Pracowni Spektrometrii Mas Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN. Widma mas zostaly poddane przetwarzaniu wstgpnemu
i rekalibracji zgodnie z procedurg opisang w [25].

Baza danych typu target/decoy zostata utworzona z sekwencji 20 379 ludzkich
bialek z bazy UniProt/SwissProt oraz takiej samej liczby losowych rekordow.

Parametry algorytmu zostaly dobrane w sposdb zgodny z rodzajem badanych probek
oraz typem spektrometru: enzym — trypsyna; liczba niedotrawien — 1; MMD jonoéw
macierzystych — 10 ppm; MMD jonéw fragmentacyjnych — 0,01 Da; modyfikacje —
methylthio C (fixed) i oxidation M (variable), maksymalnie 3 zmodyfikowane amino-
kwasy na peptyd.

Jako punkty odniesienia dla MScanDB uzyto trzech algorytméw implementowanych
przez ogbélnodostepne programy: X!Tandem [6], MSGF+ [9] i Andromeda z pakietu
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MaxQuant [8]. Wybor podyktowany byt popularnosciag i deklarowang skutecznoscia
tych algorytmow oraz faktem, ze podobnie jak MScanDB sg one w stanie efektywnie
pracowa¢ na maszynach wielordzeniowych. Parametry wywotania wszystkich algo-
rytmow byly w peli zgodne z tymi uzytymi dla MScanDB. W kazdym przypadku
jako miary jako$ci identyfikacji uzywano podstawowego score danego algorytmu.

Pliki wynikowe rozpatrywanych algorytmow zostaty poddane analizie w programie
MScan (http://proteom.ibb.waw.pl/mscan). Za wiarygodnie zidentyfikowane uznawane
byly PSM o g-wartosciach nie wigkszych od 0,01, czyli progu typowo uzywanego
W badaniach proteomicznych. Z analizy usunigto biatka, ktorych listy peptydow byty
W cato$ci podzbiorami list peptydow innych biatek. Biatka zidentyfikowane w oparciu
0 jednakowe zbiory peptyddéw byly grupowane we wspolne rekordy (tzw. metabiatka).

W testach uzyto stacji roboczej wyposazonej w dwa procesory Intel Xeon X5365
(po 4 rdzenie 3.0 GHz) i 32 GB pamieci RAM. Komputer pracowat pod kontrolg
systemu operacyjnego Windows 10. Podane dalej czasy wykonania algorytmow sa
wartosciami $rednimi z trzech uruchomien (z zaokragleniem do pelnej sekundy).
W przypadku zuzycia pamieci podawana jest maksymalna zaobserwowana warto$¢.

3.2. Skutecznos¢ identyfikacji peptydow i biatek

Po przeszukaniu bazy danych MScanDB przypisat sekwencje aminokwasowe do
83 070 widm mas (11,6% zbioru danych) przy kontroli FDR na poziomie réwnym 0,01.
Utworzone PSM odpowiadaty 3 459 unikalnym peptydom, pochodzacym z 732 biatek.

Wyniki MScanDB zostaty skonfrontowane z tymi uzyskanymi przez trzy algorytmy
referencyjne, wywotane z analogicznymi parametrami. Porownanie, ktérego wyniki
zebrano w tabeli 1, wykazato, ze MScanDB osiaga skuteczno$¢ identyfikacji nieco lepsza
do tej, jakg zapewniajg X!Tandem i MSGF+. Jednak liczby wykrytych peptydéw
i biatek roznity si¢ pomigdzy tymi algorytmami o nie wigcej niz 10%, stad tez mozna
uzna¢, ze wszystkie one posiadajg zblizone mozliwosci. Rowniez przekraczajacy 80%
stopien wspdlnosci zbiorow peptydow i biatek wykrytych przez te metody jest typowy
dla porownywania roznych systeméw identyfikacji bazodanowej [26]. Natomiast nie-
korzystnie na tym tle wypadt algorytm Andromeda, ktéry na uzytym zbiorze danych
wykazal zauwazalnie nizsza skutecznos$¢ identyfikacji.

Tabela 1. Liczby PSM, peptydow oraz biatek zidentyfikowanych przez algorytmy MScanDB, X!Tandem,
MSGF+ i Andromeda. Podane wartosci uzyskano przy progu g-wartosci wynoszacym 0,01

MScanDB X!Tandem MSGF+ Andromeda
Liczba PSM 83070 77 237 78 862 67 070
Liczba peptyddéw 3459 3232 3320 2 899
Liczba biatek 732 667 687 617

Zrédto: opracowanie wiasne.

Co warte zauwazenia, jak pokazano na rysunku 2, wnioski wyptywajace z wynikoéw
uzyskanych dla g-wartosci nie wigkszych od 0,01 mozna rozciagnaé na caty, istotny
z praktycznego punktu widzenia, zakres progéw od 0,00 do 0,05.
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Rysunek 2. Zaleznos¢ liczby PSM uznanych za prawidlowe od progu g-wartosci dla algorytméw MScanDB,
X!Tandem, MSGF+ i Andromeda [opracowanie wiasne]

W dodatkowym tescie ustalono, ze krok uczenia maszynowego pozwala zwigkszy¢
0 16,6% liczb¢ PSM o g-wartosciach <0,01, przy czym w przypadku MScanDB jego
wykonanie nie wymaga uruchamiania dodatkowego oprogramowania.

3.3. Wydajnosé

Na testowej stacji roboczej MScanDB ukonczyl przeszukanie bazy danych po 724
sekundach, tym samym okazat si¢ od 2,2 do 8,5 razy szybszy od reszty programéow
(tab. 2). Aby dodatkowo potwierdzi¢ uzyskane wyniki, przeprowadzono rowniez testy
na losowo wybranych podzbiorach widm o liczebnosciach réwnych 25% 1 50% pelnego
zestawu danych. W obu przypadkach obserwowane relacje czasow wykonania byly
podobne do zaprezentowanych w tabeli 2, co sugeruje, ze wszystkie badane algorytmy
skalujg sie¢ w przyblizeniu liniowo ze wzrostem rozmiaru danych wejsciowych.

Pod wzgledem zuzycia pamigci korzystniej wypadly X!Tandem i Andromeda, co
po czg$ci moze wynikaé z faktu, ze sg to programy wykonywane natywnie, podczas
gdy MSGF+ i MScanDB dziataja za posrednictwem maszyny wirtualnej Javy. Nie-
mniej jednak relatywnie duze wymagania pamigciowe MScanDB wyraznie wskazuja
potrzebe dalszej optymalizacji implementujacego go oprogramowania.

Tabela 2. Czasy wykonania i zuzycie pamieci algorytmow MScanDB, X!Tandem, Andromeda i MSGF+

MScanDB X!Tandem Andromeda MSGF+
Czas wykonania [s] 724 2007 1616 6 204
Zuzycie pamieci [GB] 9,2 34 2,2 12,6

Zrodho: opracowanie wihasne.
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4. Podsumowanie

Glowna motywacja do opracowania MScanDB byta ch¢¢ stworzenia bazodanowego
algorytmu identyfikacji biatek wyrdzniajacego si¢ wysoka wydajnoscia, ktora pozwoli
szybko przetwarza¢ zbiory danych o znacznych rozmiarach. Cecha ta stata si¢ obecnie
niezwykle wazna ze wzgledu na wcigz rosnacy stopien skomplikowania eksperymentow
proteomicznych i coraz szerszg dostgpnos¢ wysokorozdzielczych spektrometrow mas.

Testy przeprowadzone na duzym zestawie widm mas pochodzacych z rzeczywistych
badan proteomicznych pokazaty, ze MScanDB pozwala ograniczy¢ czas potrzebny na
ukonczenie analiz w poréwnaniu z popularnymi programami X!Tandem, Andromeda
i MSGF+. Efekt ten osiggnigto dzieki odpowiedniej implementacji, skutecznemu uzyciu
obliczen roéwnolegtych i wprowadzeniu do algorytmu specjalnej struktury danych,
ktora poprawia wydajno$¢ etapow trawienia biatek 1 wyznaczania kandydatow.

Co istotne, skrocenie czasu wykonania algorytmu nie wplyneto negatywnie na jego
zdolnos¢ do prawidlowej identyfikacji peptydow i bialek. MScanDB podczas testow
osiagal rezultaty porownywalne z dwiema metodami odniesienia, a zarazem lepsze od
trzeciej. Obserwacja ta jest o tyle interesujgca, ze MScanDB, podobnie jak X!Tandem,
uzywa relatywnie prostej postaci miary dopasowania. Pomimo tego wyniki obu tych
metod wydaja si¢ by¢ konkurencyjne wobec teoretycznie bardziej zaawansowanych
algorytmow, takich jak MSGF+ i Andromeda.

Skutecznos$¢ identyfikacji moze zosta¢ dodatkowo poprawiona przy uzyciu technik
uczenia sie maszyn, ktore w procesie oceny jakosci par peptyd-widmo biorg pod uwage
dodatkowe informacje pochodzace z pomiaréw LC-MS/MS oraz atrybuty wyznaczane
w trakcie przeszukiwania bazy danych. W tym zakresie jako zalet¢ MScanDB mozna
wskaza¢ integracje etapu uczenia maszynowego z glownym algorytmem, co eliminuje
konieczno$¢ korzystania z dodatkowego oprogramowania, a tym samym upraszcza
cigg przetwarzania danych proteomicznych.

Na zakonczenie warto jeszcze doda¢, ze jakkolwiek niniejszy rozdzial po§wiecono
omowieniu wersji MScanDB przeznaczonej do pracy na stacjach roboczych, to algo-
rytm zostal zaprojektowany tak, aby mozliwe bylo jego niemal bezposrednie przenie-
sienie do rozproszonego Srodowiska obliczeniowego, pracujacego pod kontrola platformy
Apache Spark [27]. Decydujace znaczenie ma tutaj fakt, ze trudna do zrownoleglenia
na klastrze komputerowym faza wyboru peptydéw kandydackich w przypadku MScanDB
moze zosta¢ efektywnie zrealizowana za pomoca pojedynczej operacji leftOuterJoin
dostepnej w interfejsie programistycznym platformy Spark. Wstgpne wyniki wskazuja
na dobra skalowalno§¢ wersji rozproszonej algorytmu [28]. Pozwala to uzy¢ jej
W analizach wymagajacych uwzglednienia duzej liczby modyfikacji potranslacyjnych,
ktérych przeprowadzenie na pojedynczej maszynie moze okaza¢ si¢ niemozliwe ze
wzgledu na kombinatoryczny wzrostu rozmiaru przestrzeni poszukiwan.
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Wydajny algorytm bazodanowej identyfikacji bialek na podstawie danych
ze spektrometrii mas

Streszczenie

Tandemowa spektrometria mas sprzezona z chromatografia cieczowsg jest obecnie podstawowa technika
pomiarowa uzywana w proteomice do ustalania sktadu biatkowego probek biologicznych. Wspolczesne
eksperymenty proteomiczne wymagaja rejestracji nawet setek tysiecy widm mas peptydow, bedacych krot-
kimi fragmentami bialek. Identyfikacja peptydow odbywa sie¢ przy uzyciu specjalizowanych algorytmow
korzystajacych z bazy danych znanych biatek i jest zadaniem kosztownym obliczeniowo. W niniejszym
rozdziale przedstawiono MScanDB — nowy algorytm bazodanowej identyfikacji peptydow i biatek, zapro-
jektowany w mysla o osiagnigcia wysokiej wydajnosci przetwarzania duzych proteomicznych zbioréw
danych. Algorytm poddano testom weryfikujacym jego skuteczno$¢ i wydajno$¢, a uzyskane wyniki zostaty
pordéwnane z trzema popularnymi systemami identyfikacji biatek: X!Tandem, Andromeda i MSGF+.
Stowa kluczowe: proteomika, spektrometria mas, bazodanowa identyfikacja biatek

A high-performance algorithm for the identification of proteins from mass
spectrometry data

Abstract

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry has become the method of choice in proteomics for the
high-throughput identifications of proteins in biological samples. Modern-day proteomic studies require the
collection of hundreds of thousands of mass spectra representing short protein fragments, called peptides. In
order to identify the peptides, the measured spectra are scored against a database of known proteins. Due to
the volume of input data and the sizes of protein databases, this is a complex and computationally deman-
ding task. Here, we present MScanDB, a novel algorithm for peptide and protein identification designed
for the high-performance processing of large proteomic datasets. This chapter describes the algorithm in
detail and demonstrates its performance in comparison to three widely-used protein identification systems:
XI1Tandem, Andromeda and MSGF+.

Keywords: proteomics, mass spectrometry, database-aided protein identification
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Charakterystyka metod pomiarowych stosowanych
do oceny zmian uksztaltowania terenu gérniczego

1. Wprowadzenie

Prowadzenie prac eksploatacyjnych zwigzanych z dzialalnoscig gornicza wiaze si¢
z powstawaniem niekorzystnych zmian w $rodowisku. Rodzaj tych zmian oraz ich
wielko$¢ zalezy od wielu czynnikow. Na cze¢$¢ z nich mozemy wplywaé na etapie
planowania prac oraz w trakcie ich trwania, minimalizujgc zaistniate w gorotworze
oraz na powierzchni terenu skutki takich dziatan.

Ruch mas skalnych w bezposrednim otoczeniu wyrobisk gorniczych powoduje prze-
mieszczanie sie¢ warstw skalnych wyzej lezacych, docierajac do powierzchni terenu.

Na powierzchni w zwigzku z tym:

e nastgpujg przeksztatcenia hydrologiczne;
e zmienia si¢ uksztaltowanie terenu,
® wystepuja przemieszczenia, drgania i uszkodzenia obiektow.

Przebieg, sposdb wystepowania i wartosci wskaznikéw deformacji gorotworu zaleza
od budowy geologicznej, jak i wlasnosci mechanicznych skat tworzacych gorotwor
oraz sposobow wybierania i wypetniania pustki poeksploatacyjnej [1, 2].

Eksploatacja podziemna zt6z, niezaleznie od warunkow geologiczno-gorniczych,
w jakich jest prowadzona, powoduje deformacje powierzchni terenu wyrazane przez
wielkos$ci mierzalne, zwane wskaznikami deformacji. Do wskaznikow tych naleza:

e obnizenia powierzchni terenu;

nachylenia brzegdw powstajacej niecki obnizeniowe;;

przemieszczenia poziome;

odksztatcenia poziome;

krzywizna oraz promien krzywizny [1, 3].
W celu monitorowania zmian widocznych na powierzchni terenu prowadzi si¢ na
terenach wptywow eksploatacji gbrniczej obserwacje. Najczesciej stosowanymi meto-
dami sg klasyczne pomiary geodezyjne (pomiary niwelacyjne, pomlary kqtowo liniowe,
pomiary w technologii GNSS). W ostatnich latach pojawily si¢ rowniez inne, nowo-
czesne technologie pomiarowe, pozwalajace ujac proces deformacji w sposob powierzch-
niowy. Wsréd metod tych wymieni¢ nalezy metody satelitarnej interferometrii rada-
rowej (InSAR) oraz pomiary wykonywane bezzatogowymi statkami powietrznymi.

Celem pracy jest przeglad metod wykorzystywanych do monitorowania zmian uksztat-
towania terenu gorniczego, bedacych skutkiem prowadzonej dziatalnosci gorniczej.
Autorzy scharakteryzowali zarowno klasyczne metody geodezyjne, jak rowniez coraz
czgsciej stosowane, nowoczesne technologie pomiarowe. Ponadto omowili szczegotowo
czynniki majace wplyw na proces deformacji terenu goérniczego oraz przebieg tego
procesu.

! aleksandra.mierzejowska@polsl.pl, Katedra Geoinzynierii i Eksploatacji Surowcow, Wydziat Gérnictwa,
Inzynierii Bezpieczenstwa i Automatyki Pzremystowej, Politechnika Slaska, https:/mwwv.polsl.pl.

2 maciej.pomykol@polsl.pl, Katedra Geoinzynierii i Eksploatacji Surowcow, Wydziat Gérnictwa, Inzynierii
Bezpieczenstwa i Automatyki Pzremystowej, Politechnika Slaska, https:/fwww.polsl.pl.
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2. Proces deformacji terenu gorniczego

Dziatalno$¢ gornicza zwigzana z eksploatacja wegla kamiennego powoduje zmiany
W otoczeniu wybieranego poktadu. W wyniku wzrostu naprezen wokot wyrobisk eksplo-
atacyjnych i przekroczeniu granicznej wytrzymatosci skal otaczajacych nastgpuje prze-
mieszczanie warstw skalnych w kierunku przestrzeni wybrane;j.

Po zainicjowaniu procesu deformacji warstw nad wybieranym poktadem wplywy
eksploatacji obejmuja coraz wyzsze warstwy gorotworu, a ugiecie skat w ksztaltcie
niecki obnizeniowe] przemieszcza si¢ przez goérotwor do powierzchni. Wyrdznia si¢ dwie
sktadowe wektora przemieszczen: sktadowa pionowa (obnizenia wi) oraz sktadowa
pozioma (przesunigcia poziome u;).

Przemieszczenia punktow na powierzchni w czasie wyksztatcania si¢ niecki osia-
dania przedstawiono na rysunku 1 [4].

3|

Rysunek 1. Przemieszczenia punktow powierzchni wywotane eksploatacja gornicza [4]

Przy matych wymiarach wybieranego pola wplywy eksploatacji dochodza do po-
wierzchni czg§ciowo, tworzac poczatkowo niepelng niecke obnizeniowa. Przy dosta-
tecznie duzych wymiarach pola na powierzchni powstaje petna niecka obnizeniowa,
charakteryzujaca si¢ wystepowaniem maksymalnych obnizen wmax W jednym punkcie,
lub niecka nadpelna z ptaskim dnem [5].

3. Czynniki decydujace o skutkach eksploatacji gorniczej

Wsrdd wielu czynnikdéw majacych wptyw na przebieg, rozktad oraz wielkos¢ defor-
magcji terenu gorniczego najwigksze znaczenie majg czynniki geologiczno-gornicze [6-9].
Do najwazniejszych z nich naleza:

e budowa goérotworu,

glebokos¢ zalegania poktadu;

migzszos¢ wybieranego poktadu;

nachylenie poktadu;

dyslokacje tektoniczne;

stosunki hydrogeologiczne;

wielko$¢ oraz ksztatt pola eksploatacyjnego;

system eksploatacji i sposob likwidacji pustki poeksploatacyjne;;

zruszenie gorotworu przez wezesniej prowadzone eksploatacje;

szybko$¢ postepu frontu eksploatacyjnego.
Budowa gorotworu (zwtaszcza nad eksploatowanym poktadem) ma ogromne zna-
czenie dla przebiegu procesu deformacji powierzchni. Wynika to gtéwnie ze zréznico-
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wania skat nadlegtych, tzn. ich nigjednorodnosci pod wzgledem rodzaju oraz migzszosci,
a takze ich wlasno$ci wytrzymato$ciowych.

W przypadku gorotworu zbudowanego ze skal mocnych i zwigztych proces defor-
macji jest dtugotrwaly, wystepuja wigksze przesunigcia poziome, a niecke osiadan cha-
rakteryzuja mniejsze nachylenia i wigkszy zasieg. Jezeli gorotwor tworza skaly stabe
i plastyczne, proces deformaciji zachodzi szybciej, przesuni¢cia poziome sg male,
a niecke charakteryzuje mniejszy zasigg i wicksze nachylenia [10-12]. Wptyw rodzaju
skal na wielko$¢ oraz rozktad przemieszczen pionowych przedstawiono na rysunku 2.

n Odleglos¢ od krawedzi eksploatacii
150 100 50 0§ 50 100 150 200 250

dla skat zwieztych i mocnych

— — — dla skat stabych

ksploatacji

Rysunek 2. Wptyw rodzaju skat na wielko$¢ oraz rozktad przemieszczen pionowych [opracowanie wiasne]

Gleboko$¢ 1 grubos¢ wybieranego poktadu majg podstawowe znaczenie dla ksztat-
towania si¢ deformacji, gdyz wptywaja na ich forme¢ i wielko$¢. Ze wzrostem glebo-
kos$ci deformacje powierzchni zmniejszajg si¢ z jednoczesnym zwigkszaniem zasiggu
wpltywow [12], a wszystkie wskazniki charakteryzujace deformacje sg wprost propor-
cjonalne do grubosci wybieranego poktadu. Poza tym wazny jest stosunek grubos$ci
warstw karbonskich zalegajacych nad eksploatowanym poktadem do grubosci nadktadu.
Im ten stosunek jest mniejszy, tym wigksze sg deformacje na powierzchni [10]. Wpltyw
glebokosci na wielko$¢ oraz rozklad przemieszczen pionowych przedstawiono na
rysunku 3.

% ? Odlegtos¢ od krawedzi eksploatacji [m]
200 150 100 50 0 50 100 150 209
0 T T T T T T
dlaH=200m
05 b——— =D dlaH=400m
dlaH=600m

10F————————————————— HL e T

Rysunek 3. Wptyw glebokosci na wielko$¢ oraz rozktad przemieszcezen pionowych (di — przesuniecie
wplywow w kierunku przestrzeni wybranej) [opracowanie wlasne]

Nachylenie eksploatowanych pokladéw powoduje przemieszczenie oddziatywan
eksploatacji w stron¢ nachylenia — upadu poktadu. Wystepuje wowczas asymetria wply-
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wow w stosunku do srodka pola wyeksploatowanego poktadu. Wielkos¢ tej asymetrii
zalezy glownie od: grubosci warstw ztoza, kata nachylenia poktadu oraz rodzaju warstw
budujacych goérotwor [4, 8, 13-15]. Wplyw nachylenia poktadu na ksztaltowanie sig
niecki obnizeniowej przedstawiono na rysunku 4.

\
ET

N

Rysunek 4. Wplyw nachylenia poktadu na wielkos¢ oraz rozktad przemieszczen pionowych (v — przesuniecie
wplywow (dewiacja), & — kat dewiacji, o — kat nachylenia poktadu) [opracowanie wlasne]

Eksploatacji poktadéw zaburzonych uskokami towarzyszg anomalie zwigzane m.in.
z zasiegiem wplywow (wystapi¢ moze zardwno zwigkszony, jak i zmniejszony zasi¢g
wplywoOw) oraz nieciagloscig niecki obnizeniowej [16, 17]. Na wielkos¢ i rozktad tych
deformacji wplywaja przede wszystkim: charakter i wielko$¢ szczelin uskokowych,
rodzaj materialu wypelniajacego te szczeliny, wysokos$¢ i kierunek zrzutu uskoku,
a przede wszystkim kat nachylenia plaszczyzny zrzutu. Wptyw uskoku na ksztaltowanie
sie niecki obnizeniowej przedstawiono na rysunku 5.

A1 A2

Ny
| x xS
\ = 2) /
| 3 Karbon \;/

Rysunek 5. Wptyw uskokoéw na deformacje terenu [17]
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Wielkos$¢ pola eksploatacyjnego decyduje o rodzaju powstatej na powierzchni niecki
osiadania oraz rozktadzie i wielkosci pozostatych wskaznikow deformacji. Wraz ze
zwigkszaniem wymiarow pola eksploatacyjnego wartosci wskaznikow rosna, osiagajac
wartosci ekstremalne. Odpowiednio przyjety ksztatt pola eksploatacyjnego umozliwia
zmniejszenie deformacji powierzchni i stanowi jeden z elementéw profilaktyki gorniczej.

Wielko$¢ wskaznikow deformacji zalezy od systemu eksploatacji oraz od sposobu
likwidacji pustki poeksploatacyjnej. Najwigksze deformacje powstajg przy eksploatacji
pelnej z zawalem skal stropowych, najmniejsze przy eksploatacji czg¢$ciowej z pod-
sadzka hydrauliczng. Wielkos¢ deformacii jest wprost proporcjonalna do sposobu likwi-
dacji pustki poeksploatacyjnej (wspdtczynnika osiadania). Eksploatacj¢ prowadzona
z samoczynnym podsadzaniem wyrobisk goriczych (z zawatem skal stropowych)
charakteryzuje mniejszy zasieg wptywow glownych oraz wigkszy kat nachylenia profilu
niecki osiadania w poréwnaniu z eksploatacjg z podsadzkg hydrauliczng (rys. 6) [18, 19].

r, -
=N

|
[ B

w
Niecka osiadania dla podsadzki hydraulicznej

Niecka osiadania dla zawatlu

Rysunek 6. Ksztalt niecki osiadania dla eksploatacji z podsadzkg hydrauliczng oraz z zawatem skat
stropowych [opracowanie wiasne]

Weczesniejsza eksploatacja w danym rejonie powoduje zmiany wilasnosci mecha-
nicznych gérotworu. W wyniku tego obserwuje si¢ wigksze wartosci wspotczynnika
osiadania oraz zwigkszone wielkosci wskaznikoéw deformacji.

W wyniku eksploatacji kolejnych poktadéw widoczne sg roznice wielkosci obrzeza
eksploatacyjnego [8] oraz zwiekszony stopien asymetrii profilu niecki obnizeniowe;.

Wraz ze wzrostem predkosci postepu frontu eksploatacyjnego warto$ci maksymalne
wskaznikow deformacji maleja. Predkos¢ eksploatacji wywiera istotny wptyw na ksztalt
niecki obnizeniowej, tzn. jej zwickszenie powoduje powstanie niecki o tagodniejszym
ksztalcie (zmniejszenie wielkosci nachylen i krzywizn) oraz wzrost predkosci obnizen
punktow, predkosci zmian nachylen, przesunie¢ poziomych i poziomych odksztalcen
whasciwych [20, 21]. Predkos¢ osiadania powierzchni terenu wzrasta proporcjonalnie
do predkosci postepu frontu [22-24].

Mozliwo$¢ zmiany wpltywu powyzszych czynnikow na proces deformacji goro-
tworu jest w zasadzie ograniczona, jednak w pewnych przypadkach mozna je znacznie
ograniczy¢ lub wyeliminowa¢ ujemny wptyw niektorych z nich m.in. przez wtasciwa
eksploatacje w rejonie uskokow, poprzez odpowiednie uksztaltowanie frontu eksplo-
atacyjnego, ograniczenie wysokosci wybierania itp. [10, 25].
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4. Metody obserwacji wplywu podziemnej eksploatacji gorniczej
na powierzchnie terenu

Wsrdéd metod pomiarowych wykorzystywanych do monitorowania wptywu eksplo-
atacji gorniczej na powierzchni¢ terenu wymieni¢ nalezy klasyczne metody pomiarowe
takie jak: niwelacja, pomiary katowo-liniowe (tachimetria) czy tez pomiary w techno-
logii GNSS. Sg one prowadzone na punktach obserwacyjnych tworzacych linie pomia-
rowe zaktadane na powierzchni, bezposrednio nad polem eksploatacyjnym.

W ostatnich latach zaobserwowa¢ mozna wzrost zainteresowania nowoczesnymi
technologiami pomiarowymi, jakimi niewatpliwie sa interferometria radarowa INSAR
oraz naloty bezzalogowymi statkami powietrznymi.

4.1. Klasyczne pomiary geodezyjne

Badania wptywu eksploatacji gorniczej na powierzchnig terenu prowadzone sg glow-
nie na podstawie obserwacji geodezyjnych. Dzieki wynikom uzyskanym na drodze
pomiarow geodezyjnych mozliwe jest poznanie procesu deformacji terenu gorniczego
oraz opisanie tego zjawiska za pomoca wskaznikow. W celu obserwacji skutkéw eksplo-
atacji gorniczej na powierzchni terenu zaklada si¢ specjalne osnowy geodezyjne. Ich
ksztalt oraz rodzaj zaleza m.in. od celu prowadzonych obserwacji, uksztaltowania i za-
gospodarowania terenu oraz od warunkow geologiczno-goémiczych charakteryzujacych
eksploatacje [9, 26, 27].

Pomiary geodezyjne mogg by¢ prowadzone na:

e punktach pojedynczych (rozproszonych);
e pojedynczych liniach;
o Kilku liniach obserwacyjnych.

Najczgsciej zaktada si¢ dwie lub trzy linie obserwacyjne, tj. jedng po rozciggtosci

poktadu i jedna lub dwie po upadzie (rys. 7).

Linia B 4 Linia C

Linia A <

-

upad warstw

Rysunek 7. Przyktadowy ukfad linii pomiarowych nad polem eksploatacyjnym [28]
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W przypadku eksploatacji poktadu poziomo zalegajacego (o kacie nachylenia do
10°) punkty pomiarowe nalezy stabilizowa¢ w poblizu osi symetrii pola eksploata-
cyjnego, prostopadle do granicy eksploatacji.

W przypadku eksploatacji poktadow nachylonych ling obserwacyjng nalezy odsunaé¢
od $rodka pola eksploatacyjnego w kierunku upadu o wielko$¢:

p = Hitg0,7 - a dla a < 45° D
p = H, -tg0,7 - (90° — a) dla a > 45° (2)
gdzie: o — kat nachylenia poktadu, Hk — grubo$¢ nadlegtych warstw karbonskich.

Na liniach obserwacyjnych prowadzone sg cykliczne pomiary niwelacyjne, pomiary
dhugosci bokdéw oraz pomiary umozliwiajgce okreslenie wspotrzednych punktow X, Y.
Usytuowanie linii pomiarowej wzglgdem pola eksploatacyjnego na obszerze jednej
z kopaln GZW przedstawiono na rysunku 8.

12p11 P10
13 PR

15 1
817 16‘Q o ©

]

Rysunek 8. Usytuowanie linii pomiarowej wzgledem pola eksploatacyjnego na obszarze jednej z kopaln
GZW [opracowanie whasne]

Istotng role w §ledzeniu zmian zachodzacych pod wplywem eksploatacji gériczej
odgrywa czestotliwos¢ wykonywania pomiaréw geodezyjnych. Wazne jest, aby interwat
czasowy oraz okres prowadzenia obserwacji ustalono indywidualnie dla danego terenu,
albowiem wielkosci te zaleza m.in. od: glebokosci, na jakiej prowadzona jest eksplo-
atacja, rodzaju gorotworu, rozmiarOw pola eksploatacyjnego, postepu frontu eksploata-
cyjnego oraz od systemu eksploatacji [9, 27, 29]. Pierwszy pomiar powinien by¢ wyko-
nany jeszcze przed rozpoczgciem eksploatacji, ostatni po ustaniu ruchéw powierzchni,
tj. gdy w okresie kwartatu obnizenia nie przekroczg 10 mm [13]. Przy okreslaniu czgsto-
tliwosci pomiarow nalezy rowniez uwzgledni¢ intensywno$¢ ruchow powierzchni
(okresowa zmiang wielkosci deformacji) [30].
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Aby obserwacje geodezyjne dostarczaty pelnych informacji o przebiegu deformacji
terenu gorniczego, konieczne jest uwzglgdnienie powyzszych czynnikdéw juz na etapie
projektowania linii pomiarowych.

Aktualnie stosuje si¢ metody wykorzystujace nowoczesny sprzgt pomiarowy, tj.:
tachimetry elektroniczne, niwelatory kodowe czy tez odbiorniki GNSS. Stosowanie
tych metod pozwala uzyskiwaé¢ wigksze lub porownywalne z metodami tradycyjnymi
doktadnosci pomiaréw, optymalizacje ksztattu sieci i warunkdw nawigzania, a takze
skrocenie czasu pomiaru.

Informacje pozyskiwane na drodze cyklicznie wykonywanych pomiaréw geode-
zyjnych (niwelacyjnych oraz dhugosciowych wzdluz linii pomiarowych) pozwalaja
wyznaczy¢ wielko$ci wskaznikow deformacji terenu gorniczego ze wzorow:

e osiadanie punktu pomiarowego wi:

w; = Hi — H; )
e osiadanie punktu pomiarowego Ti+1:
Wit1—Wi
Ti,i+1 = —lﬂ 4)
I,i+1

o krzywizna K
_ Tivsiv2—Tii+1
Kijyo =22 —— ®)
Li+1 i+1,i+2
e odksztalcenie poziome &ii+1:

_ l;{,i+1—li,i+1
Eiit1 == (6)
gdzie: Hi — wysoko$¢ bezwzgledna i-tego punktu pomiarowego, ~ — indeks oznaczajacy kolejny cykl
pomiarowy, i — numer punktu pomiarowego, lii+1 — dlugo$¢ odcinka pomiarowego pomigdzy kolejnymi
punktami pomiarowymi.

Liji+1

Wykres obnizen punktoéw pomiarowych tworzacych przedstawiono na rysunku 9.

-200+

-400}

-600 |

Obnizenie [mm]

- 800 |

- 1000 -

1091, 11011411108 086

-1200

Rysunek 9. Obnizenia punktow tworzacych wybrana lini¢ obserwacyjna [opracowanie wlasne]
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Wielko$¢ nachylen oraz odksztatlcen wyznaczana jest z powyzszych wzordéw dla
punktu srodkowego bazy pomiarowej, natomiast krzywizny przypisywane sa punktowi
srodkowemu dwodch sgsiadujacych baz pomiarowych.

W przypadku pomiarow GNSS (ang. Global Navigation Satellite Systems) glownym
ich celem jest wyznaczenie pozycji uzytkownika, w oparciu o znajomo$¢ wspotrzed-
nych satelitbw w momencie wysylania sygnatu oraz pseudoodleglosci od satelity do
odbiornika systemu GNSS. Obecnie system ten tworza: GPS (and. Global Positioning
System), GLONASS (ros. Globalnaia Navigacionnaia Sputnikova Sistema), europejski
system Galileo, chinski BeiDou oraz japonski QZSS (Quasi Zenit Satellite System).
W celu zapewnienia pomiarom odpowiedniego poziomu doktadnosci stosuje si¢ pomiary
roznicowe, w ktorych wyznaczane sg przyrosty wspotrzednych i ktore pozwalajg wyeli-
minowa¢ znaczg liczbe bledow (bledy zegara satelity i odbiornika, btedy orbit satelitow,
opdznienie jonosferyczne i troposferyczne) [31, 32]. Jedng z metod precyzyjnego
wyznaczania pozycji dotyczaca pomiaréw réznicowych i najczesciej stosowanych jest
pomiar w czasie rzeczywistym (pomiar RTK — Real Time Kinematic). Zasade wyzna-
Czania pozycji w czasie rzeczywistym przedstawiono na rysunku 10.

T Y. L5 poprawek ODBIORNIK SYSTEMU
STACJA REFERENCYJNA - = » ;
ROZNICOWEGO

Wspotrzedne pozygji otrzymane Wspotrzedne pozydji otrzymane
z systemu nawigacyjnego z systemu nawigacyjnego

Bl nie skorygowane o poprawke
wspotrzednych
70 Poprawka pomiaru

wspotrzednych pozycji

Rzeczywiste wspoirzedne pozyciji
stacji referencyjnej

Skorygowane wspotrzedne
pozycji obiektu

Rysunek 10. Zasada wyznaczania pozycji w czasie rzeczywistym [32]

Przyktadowy raport z pomiardw wykonanych technologia GNSS metodg RTK
przedstawiono na rysunku 11.
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RAPORT Z POMIAROW GHSS

Nazwa projektu: 20201202
Dala: 01401-2003

System Wspdirzednych
System: Eurnpgan, Systems
Strefa: ETRS89 PolandCS2K-6

Wyréwnanie pionowe
Rodzaj wyrdwnania: kombinowany
Plik geoidy: 2:PL-EVRF2007-NH.byn

Odbiornik GPS

Typ anteny: GALAXY G1

Przesunigcie L1: 0.110

Przesunigcie LZ: 0.102

Nazwa oprogramowania wewngtrznego: South EisldGenius v 9.3.26.0 (2015-06-28)

Stacja bazowa GNS!
Nr Czas X | ¥ I z

[ o | 3472807373 | 1317468740 | 4ETRA227T0 |

Wysokost anteny: 2.00D

Pomiary GNSS

Nr Czas Ty 0% A 4z x ¥ h Elsa| Poor | Rms2o | RmsiD | ked
1A 033705 | Ejs | 2620 13137 -20.744 4563142.350 556104.703 254708 [30] 15 | 13 0008 0012
1A1 0a:a722 | B | 2637 13142 -20.738 5563142.046 B556184.785 254007 |a0| 1 | 15 0005 .007
2 ve2e4n | Em | 8310 -24.553 4508 6563123.036 6556154.088 263403 |30 13 | 14 0008 n.007
241 02857 | E | 8.203 -24.543 4559 5563183.034 6556155000 253485 |30 13 | 14 0008 o.007
A 034007 | Ej | -10307 -82.358 31058 5561024.084 0550115285 252713 [30] 15 | 14 0007 0.008
241 vgm4 | B | -10313 82352 21053 4562224.083 556115.002 X EIETIED [ o1
4 034148 | Ejs | 35730 -137.787 64.410 5563078002 556070431 251430 |30 13 | 14 0011 0015
441 4157 | Ejn | -35760 137794 64410 4562078052 B556070.441 251404 |30 13 | 14 0007 .00
Stacja bazowa GNS:!
Ne Geas x [ v [ z |
[ oaar | 3472704678 | 131727340 | daTisadaTe |

Rysunek 11. Przyktadowy raport z pomiaréw wykonanych technologia GNSS metodag RTK
[opracowanie wiasne]

W wyniku pomiaréw GNSS uzyskujemy wspotrzedne X, Y, H.

4.2. Satelitarna interferometria radarowa (INSAR)

W ostatnich latach do badan deformacji terenu gorniczego wykorzystuje si¢ metode
satelitarnej interferometrii radarowej (INSAR) [33-35]. Jest to teledetekcyjna metoda
roznicowa, ktora na podstawie dwoch zdje¢ SAR (Synthetic Aparature Radar) wyko-
nanych w roéznym czasie umozliwia uzyskanie informacji o zaistniatych zmianach
wysoko$ciowych na danym terenie. Zasade pomiaru ta technikg przedstawiono na
rysunku 5.

Technika InNSAR wykorzystuje rejestracje SAR wykonywane sekwencyjnie za
pomoca jednej anteny SAR w czasie kolejnych przelotéw satelity nad tym samym
obszarem. Sygnat odbity od powierzchni Ziemi rejestrowany jest w postaci zespolonej,
zachowujac swoja faze i moc. Przetwarzanie interferometryczne danych SAR polega
na obliczeniu r6znic fazy dwoch obrazéw SAR. Roznice faz poszczegdlnych obrazow
radarowych przedstawiane sg przy pomocy skali barw na tzw. interferogramie. W przy-
padku wystgpowania niecek obnizeniowych uwidacznia si¢ to w postaci charakterystycz-
nych prazkéw. Przyktadowy interferogram przedstawiono na rysunku 13. Powigzanie
obrazu interferometrycznego z tworzaca si¢ w wyniku eksploatacji niecka osiadania
przedstawiono na rysunku 14.
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Rysunek 13. Interferogram z prazkami interferometrycznymi przedstawiajacy zmiany w uksztattowaniu
terenu [37]
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INTERFEROGRAM

INTERFEROMETRYCZNY OBRAZ
OSIADANIA TERENU

Z Persie 1988 Katedea Oeol Podat U 81

" AKTYWNY SKEON NIECKI OSIADAN:
OSIADANIE POWIERZCHNI W CIAGU 35 DN

—— KIERUNEK WYBIERANIA
Rysunek 14. Zwigzek pomigdzy interferogramem a tworzaca si¢ niecka osiadania [34]

W praktyce, aby okresli¢ roznice wysokosci dwoch punktow obrazu, nalezy zliczy¢
prazki interferencyjne mi¢dzy nimi na interferogramie [37].

Pelna sekwencja prazkow interferometrycznych odpowiadajaca zmianie fazy o 360°
przedstawia obnizenie terenu o okoto 2,5 cm [34, 38].

Na etapie tworzenia interferogramu pojawia si¢ problem okre$lenia réznicy pelnych
cykli fali dla odleglosci satelita — obiekt na obu obrazach SAR. Dodatkowe problemy
pojawiajace si¢ w momencie tworzenia obrazéw interferometrycznych jest pozyski-
wanie zdje¢ w réznym czasie, w odmiennych warunkach propagacji fal. Kolejnym
czynnikiem zaklocajacym pomiar roznicy faz sg fizyczne zmiany skanowanej po-
wierzchni [37, 38].

4.3. Pomiar bezzalogowym statkiem latajacym

Okres ostatnich kilku lat przynidst ogromny wzrost zainteresowania bezzalogowymi
statkami latajagcymi (BSL) — dronami. Z roku na rok krag osob zainteresowanych tego
typu rozwigzaniami jest coraz szerszy. Wciaz przybywa pomystow na nowe zasto-
sowania tych urzadzen w wielu branzach, m.in.: w inzynierii, budownictwie, le$nictwie,
rolnictwie, w administracji panstwowej, mediach czy reklamie [39-44].

Ogromny potencjat tkwiacy w tej technologii pozwala m.in.:
monitorowac rdéznego rodzaju inwestycje;
prowadzi¢ inwentaryzacje obiektow;,
dostarcza¢ towary w miejsca trudnodostgpne;
ocenia¢ wptyw roznych przedsiewzie¢ na srodowisko;
monitorowac bezpieczenstwo;
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badac¢ ryzyko powodzi oraz zagrozenia pozarowego;

prowadzi¢ inwentaryzacje zieleni, upraw, hodowli;

wspiera¢ zarzadzanie Kryzysowe;

aktualizowac r6znego rodzaju dane;

tworzy¢ dokumentacje kartograficzna;

nagrywac filmy i robi¢ zdjecia.
Ta zaawansowana technologia coraz czgsciej pojawia si¢ rowniez przy wykonywaniu
prac geodezyjnych, w tym réwniez do wykonywania pomiaréw na potrzeby zaktadow
gormiczych. Dzigki tego typu urzadzeniom geodeta jest w stanie w bardzo krétkim czasie
dokona¢ pomiaru duzej ilosci szczegdtéw, niemalze w kazdych warunkach terenowych.
Gléwnymi ograniczeniami sg jedynie warunki pogodowe (predkos¢ wiatru, opady),
mozliwe miejsca startu i lgdowania oraz strefy zakazu lotow.

Podczas przeprowadzonego nalotu tego typu jednostkg wykonywane sa zdjgcia lot-
nicze, na podstawie ktorych tworzona jest ortofotomapa lub numeryczny model terenu.
Bardzo waznym etapem w procesie tworzenia tych opracowan jest wybranie tzw.
fotopunktow, czyli wyznaczenie oraz pomiar w terenie (metodami geodezyjnymi, np.
odbiornikiem GNSS) punktow, ktére sa jednoznacznie identyfikowalne na zdjeciu
lotniczym. Fotopunkty tworzg szczegdlny rodzaj osnowy geodezyjnej dostosowany do
nalotéw fotogrametrycznych. Przyktadowe punkty fotogrametryczne przedstawiono na
rysunku 15.

Rysunek 15. Przyktadowe fotopunkty [43]

Roéwnie waznym elementem planowania nalotu jest dobor parametrow lotu, tj.
wysokos¢ lotu oraz odstepy miedzy kolejnymi szeregami. Parametry te zaleza od konco-
wego produktu i charakterystyki terenu. Od tego z kolei zalezy dobor odpowiedniego
obiektywu, wielko$¢ piksela terenowego oraz pokrycie podtuzne i poprzeczne zdjec
(wielko$¢ nakladania si¢ zdjg¢ pomigdzy szeregami). Jezeli produktem finalnym ma
by¢ ortofotomapa, wystarczy 70% podtuznego pokrycia i 50% poprzecznego pokrycia.
Jezeli chcemy otrzymac precyzyjny model terenu, musimy zwigkszy¢ pokrycie terenu
nawet do 80% zaréwno podtuzne, jak i poprzeczne [43, 44].

W wyniku przeprowadzonego nalotu fotogrametrycznego otrzymujemy zdjgcia
lotnicze, dane pozwalajace zlokalizowa¢ obszar, na ktorym prowadzony byl pomiar
(na podstawie pomiaru fotopunktow), oraz wartosci katow wychylen aparatu w trzech
osiach. Sa to tzw. elementy orientacji zewngtrznej zdjecia. Nastepnie zdjgcia poddawane
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Charakterystyka metod pomiarowych stosowanych do oceny zmian uksztattowania terenu gorniczego
sa obrobce w odpowiednim oprogramowaniu, np. programie Agisoft czy tez
Pix4Dmapper.

Przyktadowy widok okna dialogowego programu Pix4Dmapper z wczytanymi
zdjeciami z nalotu przedstawiono na rysunku 16.

Rysunek 16. Okno z programu Pix4Dmapper z wczytanymi zdjgciami z nalotu [opracowanie wlasne]

Przy zapewnieniu powtarzalnosci pomiarow metoda fotogrametrii niskiego putapu
moze by¢ z powodzeniem stosowana do pomiaréw wptywow podziemnej eksploatacji
gbrniczej na powierzchnie terenu. Ogromng zaletg tego typu rozwigzania jest to, ze
technologia ta pozwala w bardzo krotkim czasie dokona¢ pomiaru duzej liczby szcze-
gbotow terenowych, a wielko$ci obnizen rozpatrywane sg, w odréznieniu od tradycyjnej
metody, w odniesieniu do catej powierzchni objetej nalotem.

5. Podsumowanie i spostrzezenia koncowe

W artykule dokonano charakterystyki procesu powstawania deformacji terenu
gorniczego, z uwzglednieniem czynnikdw majacych wptyw na ich wielko$¢ i rozktad,
oraz scharakteryzowano wskazniki opisujace ten proces. Dokonano przegladu metod
pomiarowych wykorzystywanych do monitorowania zmian zaistniatych na skutek
prowadzonej przez zaktady gornicze dziatalnosci eksploatacyjnej. Scharakteryzowano
klasyczne metody geodezyjne pozwalajace wyznaczy¢ wspotrzedne X, Y, H punktow
tworzacych linie obserwacyjne, jak rowniez metode interferometrii radarowej INSAR
oraz pomiary wykonywane bezzalogowymi statkami latajacymi.

Biorac pod uwage doktadno$¢ pomiarow, nalezy mie¢ na uwadze to, ze najlepsze
rezultaty uzyskuje si¢ w tym zakresie w przypadku klasycznych metod pomiarowych.
Jednak wskazniki opisujgce proces deformacji odnosza si¢ w tym przypadku do
punktow stanowiacych linie pomiarowe (obnizenia, przemieszczenia) oraz odcinkow
(odksztatcenia poziome, nachylenia, krzywizny). Pozostale metody, tj. interferomerria
radarowa InSAR oraz pomiar bezzalogowymi statkami powietzrnymi, charakteryzuja
si¢ nizsza dokladnos$cig (zwtaszcza w przypadku przemieszczen pionowych). Plusem
w przypadku tych metod jest natomiast to, ze zasieg i wielko§¢ wskaznikow dotyczy
obszaru objetego wplyawami dziatalno$ci gormicze;.
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Charakterystyka metod pomiarowych stosowanych do oceny zmian
uksztaltowania terenu gorniczego

Streszczenie

W wyniku podziemnej eksploatacji goérniczej nastgpuje naruszenie panujacego w gorotworze stanu rowno-
wagi, wskutek czego skaly z otoczenia przestrzeni wybranej przemieszczajg si¢ w kierunku pustki poeksplo-
atacyjnej. Pustki te zazwyczaj Sa wypehiane przez skaty nadlegte w sposob gwaltowny albo tez przez
tagodne ugiccie warstw skalnych nad nimi. Przy odpowiednio duzych wymiarach pola eksploatacyjnego
skutki wybierania ztoza ujawniajg si¢ na powierzchni w postaci ciggtych deformacji, przybierajacych ksztatt
niecek obnizeniowych. Deformacje te sg przyczyna wielu niekorzystnych sytuacji, ktore powodujg uszkodzenia
obiektéw, zmiany uksztaltowania terenu oraz zmiany stosunkéw wodnych. Wielkos¢ deformacji ciagtych
opisujg tzw. wskazniki deformacji. Wéro6d nich wymieni¢ nalezy obnizenia powierzchni, nachylenie profilu
niecki obnizeniowej, krzywizny profilu, przemieszczenia oraz odksztalcenia poziome. Poznanie procesu
deformacji terenu gorniczego oraz opisanie tego zjawiska za pomoca powyzszych wskaznikow mozliwe
jest w oparciu o wyniki pomiaréw prowadzonych na obszarach objetych skutkami dzialalnosci gornicze;.
Cykliczne oraz pelne pomiary sa bardzo waznym elementem w zakresie zapewnienia bezpieczenstwa obiek-
tom znajdujacym si¢ na terenach objetych wpltywami eksploatacji gorniczej oraz dziatan podejmowanych
w zwiazku z ochrong srodowiska.

W artykule dokonano przegladu metod pomiarowych stosowanych do monitorowania zmian uksztattowania
terenu na skutek prowadzonej dziatalnosci gorniczej. Scharakteryzowano zaréwno klasyczne metody
geodezyjne, jak rowniez coraz czesciej stosowane, nowoczesne technologie pomiarowe.

Stowa kluczowe: metody pomiarowe, wskazniki deforamcji, monitoring deformacji

Use of modern measurement technologies for monitoring land surface deformation

Abstract

Underground mining operations disturb the prevailing equilibrium of the rock mass, causing the rocks in
the vicinity of the target area to move towards the post-mining void. These voids are usually filled by
overlying rocks in an abrupt manner, or by a gentle deflection of the rock layers above them. If the
dimensions of the mining field are large enough, the effects of mining are manifested on the surface in the
form of continuous deformations, taking the shape of depression basins. These deformations are the cause
of many adverse situations that result in damage to facilities, changes in landforms and changes in water
relations. The size of continuous deformations is described by the so-called deformation indicators. They
include surface subsidence, slope of the subsidence basin profile, profile curvature, displacement and
horizontal deformation. Recognition of the process of mining area deformation and description of this
phenomenon by means of the above mentioned indicators is possible on the basis of measurements carried
out in the areas affected by mining activities. Cyclic and complete measurements are a very important
element in ensuring the safety of objects located in areas affected by mining exploitation and activities
undertaken in connection with environmental protection.

The article provides an overview of measurement methods used to monitor landform changes resulting
from mining activities. Both classical surveying methods and modern surveying technologies applied more
and more frequently were characterized.

Keywords: measurement methods, deflection indicators, monitoring of deformation
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