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Bartosz Sutkowski!

Charakterystyka wybranych stopow na osnowie Zn i Mg
do zastosowan medycznych

1. Wprowadzenie

Wspolczesna nauka i medycyna udostgpniajg wiele mozliwosci niepetnosprawnym
ludziom, aby umozliwi¢ im powroét do normalnego zycia. Bardzo cze¢sto roznego rodzaju
protezy, takie jak endoprotezy stawu biodrowego, stenty czy sruby do taczenia kosci —
wykonane z odpowiedniego materiatu — stanowig dla tych ludzi jedyng szans¢ do samo-
dzielnego funkcjonowania.

Stan zdrowia, wiek pacjenta i dobor odpowiedniego materiatu sa to niezwykle wazne
czynniki majace wptyw na funkcjonowanie protezy medycznej. Nowoczesng grupe mate-
riatdw na protezy medyczne stanowig biodegradowalne stopy metali. Stopy te cechuja
si¢ unikatowymi wtasciwos$ciami do stopniowego rozpuszczania si¢ w ciele pacjenta bez
skutkéw ubocznych. Proteza wykonana z biodegradowalnego stopu metali nie musi by¢
pb6Zniej usuwana z ciata pacjenta.

W niniejszej pracy przedstawiono wybrane biodegradowalne stopy na osnowie Zn
i Mg (w dalszej czesci tekstu opisywane jako stopy Zn i Mg). Celem pracy jest przy-
blizenie czytelnikowi tematyki biodegradowalnych stopow na osnowie Zn i Mg oraz
przedstawienie problemoéw, z jakimi nalezy si¢ mierzy¢ podczas projektowania stopow
na protezy medyczne. W pracy omoéwiono wptyw dodatkéw stopowych oraz rodzaj
przerdbki plastycznej i tekstury na wtasciwosci wybranych stopdw na osnowie Zn i Mg.
Dyskusji poddano rowniez mozliwo$ci poprawy tych wlasciwosci oraz przedstawiono
potencjalnie najlepsze stopy do zastosowan medycznych. Praca ma charakter przegla-
dowy i stanowi podsumowanie wczesniejszych prac oraz wynikow badan.

2. Biodegradowalne stopy metali

Materiaty biodegradowalne to materiaty, ktore po spelnieniu swojej funkcji rozktadaja
si¢ do prostych zwigzkow bez skutkow ubocznych dla pacjenta [1-5]. Takimi materiatami
sa niektore polimery, metale i ich stopy. Obecnie stosowane biodegradowalne polimery,
takie jak na przyktad polilaktyd (PLA), maja najlepsza biokompatybilnos¢, poniewaz
zawieraja nieszkodliwe pierwiastki, takie jak tlen, wodor i wegiel. Jednak ich wtasci-
wosci mechaniczne sg niewystarczajace i nie nadajg si¢ do uzytku protetycznego [1-4].
W zwigzku z tym istnieje bardzo duze zainteresowanie metalami jako materialami bazo-
wymi w stopach biodegradowalnych. Metale takie jak Zn i Mg charakteryzuja si¢ dosko-
nala biotolerancja, a ich stopy, dzigki odpowiednio dobranym dodatkom stopowym,
dobrymi wtasciwosciami mechanicznymi [1, 3].

Materiat z przeznaczeniem na protezy medyczne powinien charakteryzowac sig
granicg plastycznosci powyzej 200 MPa, a granica wytrzymatos$ci na rozcigganie musi

! bartosz.sulkowski@agh.edu.pl, Wydziat Metali Niezelaznych, Katedra Nauki o Materiatach i Inzynierii Metali
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wynosi¢ powyzej 300 MPa. Bardzo istotna jest rtowniez odpowiednia wytrzymato§¢ zme-
czeniowa, ktéra powinna wynosi¢ 150 MPa przy liczbie cykli na poziomie 20°. Klu-
czowa jest szybkos$¢ korozji, ktéra ma by¢ na poziomie 0,02 mm/rok. Parametry, jakimi

powinien cechowac¢ si¢ biodegradowalny material metaliczny, zostaly zebrane w tabeli 1
[1-9].

Tabela 1. Wymagane wiasciwosci dla stopéw biomedycznych

Szybkos¢ |Wytrzymatos¢ na

Ro2 [MPa] Rm [MPa] A [%] korozji zmeczenie E [GPa]
[mm/rok] (208 cykli)

min. 200 min. 300 15-18 max. 0,02 150 MPa 40-60

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [ 1-10].

Wiasciwosci materiatdéw biodegradowalnych muszg by¢ starannie dobrane, aby ogra-
niczy¢ do minimum skutki uboczne ich obecnosci w organizmie. Takimi skutkami moga
by¢ na przyktad alergie, stany zapalne czy efekt ekranowania naprezen [7-10]. Ostatnie
z wymienionych niepozadanych zdarzen polega na utracie masy kostnej wokot protezy
w wyniku przenoszenia naprezen przez proteze, jezeli warto$¢ modutu Younga protezy
jest znacznie wigksza od wartosci modutu Younga kosci. Inne negatywne efekty moga
by¢ wynikiem proceséw aktywowanych na powierzchni protezy i tworzenia si¢ tkanek.

Metale ulegajace biodegradacji to nowe materiaty, ktdre sg opracowywane w celu
zastgpienia powszechnie stosowanych materiatlow na protezy. Obecnie protezy wykonuje
si¢ z odpowiednich gatunkdw stali nierdzewnej lub stopow na osnowie tytanu, poniewaz
sg to materialy bardzo wytrzymate, speliajagce wymogi biozgodno$ci i odporne na
korozj¢ [1, 2, 6, 7]. Niestety protezy wykonane z tych materialtdw muszg zosta¢ usuniete
po procesie rekonwalescencji i niezbedna jest wtedy operacja medyczna, czasami ryzy-
kowna dla zdrowia pacjenta. W celu uniknigcia operacji medycznej opracowywane sg
biodegradowalne stopy metali, ktore rozpuszczaja si¢ w organizmie cztowieka po
spelnieniu swojej funkcji. Wiele badan naukowych wskazuje, ze stopy na osnowie Zn
i Mg stanowig nowoczesng grupe materiatow stosowanych jako stopy biodegradowalne
[1-9]. Biodegradowalny material powinien stopniowo korodowaé¢ w organizmie czto-
wieka, nie wytwarzajac zadnych toksycznych ani uczulajacych zwiazkow, a naturalne
procesy biologiczne powinny z tatwoscia usuwac produkty korozji z organizmu czlo-
wieka [8, 9].

Wiele metali wykazuje dobra biokompatybilno$¢, na przyktad Ti, Nb, Zr, ale naj-
lepszymi kandydatami sg stopy na osnowie cynku i magnezu ze wzgledu na ich najlepsza
biokompatybilno$¢ i wazne funkcje, jakie w organizmie cztowieka spetnia Zn i Mg.
W tabeli 2 poréwnano kilka metali pod wzglgdem ich biokompatybilnosci.

Tabela 2. Zestawienie roznych metali pod wzgledem mozliwosci stosowania na biodegradowalne protezy

Szkodliwe metale Niezalecane Tolerowane ‘ Metale biozgodne

Co, Cu,Ni,V | Fe, Al, Mo, Au, Ag Pt, Ta,, Ti, Zr ‘ Zn, Mg

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [1-9].
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Magnez jest sktadnikiem organizmu czlowieka niezbednym do prawidtowego funk-
cjonowania wielu narzagdow. Na przyklad wspiera funkcje neurologiczne i trawienne,
pomaga w tworzeniu wielu enzymow i ma pozytywny wplyw na serce. Jego dzienne
zapotrzebowanie wynosi okoto 400 mg, a przedawkowanie zdarza si¢ niezwykle rzadko,
poniewaz organizm cziowieka z tatwoscig radzi sobie z duza zawartoscig Mg [8, 9].

Cynk jest rowniez mikroelementem bardzo waznym dla prawidlowego funkcjonowania
wielu narzadow i uktadéw narzadow cziowieka. Do jego funkcji nalezy wspomaganie
uktadu odpornos$ciowego oraz wytwarzanie wielu enzymow i biatek. Jednak jego dzienne
zalecane spozycie wynosi okoto 40 mg. Niestety dane na temat skutkow dluzszego prze-
dawkowywania Zn w organizmie cztowieka sg ograniczone [8, 9].

Biodegradowalne stopy na osnowie Zn i Mg charakteryzujg si¢ wicloma zaletami:
brak przewlektych standw zapalnych, brak ucigzliwych i ryzykownych operacji usuwania
implantow, dobre wtasciwosci mechaniczne, tatwiejsza produkcja i obrobka [1, 2].

Proces rozktadu materiatu biodegradowalnego w ciele pacjenta musi by¢ doktadnie
kontrolowany. Wtasciwosci korozyjne biodegradowalnych stopdw metali sa bardzo wraz-
liwe na wiele czynnikow. Tymi czynnikami sa: sktad chemiczny, srodowisko, wielkos¢
Ziarna, tekstura, obrobka cieplna i procesy produkcyjne [1-10]. Kluczowym elementem
dobrej jakoSci protezy jest zrownowazenie odpowiednich wlasciwosci mechanicznych,
szybkosci korozji, kosztow produkcji 1 biokompatybilno$ci. Dwa najwazniejsze para-
metry wplywajace na wtasciwosci materiatéw to ich sktad chemiczny i struktura.

Pierwiastki Zn i Mg sa metalami niskotopliwymi o stabych wtasciwosciach mecha-
nicznych [6]. Co wiecej, te dwa metale krystalizuja w strukturze heksagonalnej o gestym
uwtozeniu atoméw (HCP, ang. Hexagonal Close Packed) i wykazujg bardzo silng anizo-
tropi¢ wlasciwosci [6]. Zn i Mg nie tworza z wieloma metalami roztwordéw statych,
zwlaszcza z metalami nietoksycznymi, takimi jak Ti, Nb lub Zr. Prowadzi to do wydzie-
lania si¢ faz miedzymetalicznych juz przy niewielkiej zawarto$ci dodatku stopowego.
Wysoka zawarto$¢ innych metali w stopach Zn i Mg przyczynia si¢ do powstawania
uktadéw wielofazowych, ktdre pogarszaja wiasciwosci korozyjne. Wielofazowy materiat
metaliczny ze wzgledu na pojawienie si¢ korozji galwanicznej jest bardzo wrazliwy na
agresywne Srodowisko korozyjne, takie jak ludzkie cialo, co prowadzi do bardzo szyb-
kiego rozpuszczenia si¢ materiatu.

3. Mechanizmy korozji

Korozja wystepuje, gdy na powierzchni probki zachodza procesy chemiczne roz-
puszczania metalu w wyniku kontaktu z roztworem — bez rozr6znienia miedzy obsza-
rami anodowymi i katodowymi [11-19]. Najlepszym sposobem wizualizacji korozji jest
sporzadzenie izodiagramow przedstawiajacych zaleznos¢ miedzy sktadem chemicznym
roztworu a jego wlasciwosciami elektrochemicznymi. Izodiagramy ilustruja szybkos¢
korozji w jednostkach (mm/rok) w okreslonej cieczy przy roznych stezeniach i tempera-
turach. Jednak ogdlny mechanizm nie jest przedstawiony na takich schematach.

Istnieje wiele roznych mechanizméw korozji [11]. Przyktadowo — korozja galwaniczna
ma miejsce, gdy dwa metale o r6znych potencjatach sg potaczone elektrycznie i zanu-
rzone w elektrolicie. Nastepnie tworza ogniwo galwaniczne, w ktorym metal o wyzszym
potencjale jest katodowy, natomiast metal o nizszym potencjale jest anodowany i roz-
puszcza si¢. Metale Zn i Mg majg bardzo niski potencjal chemiczny, przez co sg na-
razone na korozj¢ anodowa. Innym mechanizmem korozji jest korozja wzerowa. W tym
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mechanizmie odporny metal (na przyktad aluminium lub stal nierdzewna) jest pokryty
cienkg warstwg tlenku. Jednak gdy warstwa ochronna zostanie mechanicznie uszkodzona,
w niektorych miejscach rozpoczyna si¢ korozja odstonigtych czgscei.

Bardzo podobny mechanizm zachodzi w trakcie korozji szczelinowej. W tym mecha-
nizmie ptyn korozyjny pozostaje przez dtuzszy czas w malych szczelinach, w ktorych
obieg ptynu jest ograniczony. Korozja moze rozpocza¢ si¢ w okreslonym miejscu wskutek
sprzyjajacych warunkoéw, takich jak spadek wartosci pH. Szybko$¢ korozji stopow Zn
I Mg jest bardzo wrazliwa na mate wartosci pH [11].

W korozji miedzykrystalicznej proces degradacji zachodzi miedzy granicami ziaren
wewnatrz metalu [11-19]. W tym mechanizmie korozja jest wrazliwa na catkowitg
powierzchni¢ graniczng ziaren i czas zanurzenia metalu w cieczy korozyjnej. Bardzo
niebezpiecznym mechanizmem jest korozja naprezeniowa, ktora w szczegolnosci od-
dziatuje na metale w dynamicznych warunkach naprgzen. W przypadku korozji napreze-
niowej mikropekniecia powstaja w wyniku zmgczenia materiatu. Te mikropekniecia sa
sprzyjajacymi miejscami dla korozji. Protezy medyczne na osnowie Zn i Mg moga by¢
bardzo powaznie narazone na tego rodzaju korozje ze wzglgdu na charakter ich zasto-
sowania [11-19].

Innym mechanizmem korozji, o ktorym nalezy wspomnie¢, jest korozja erozyjna.
Korozja wystepuje w tym mechanizmie w wyniku duzej szybkosci przeptywu ptynu ero-
dujacego material metaliczny i tworzacego wzery. Jest to wazne, poniewaz w organizmie
czlowieka wszystkie ptyny ustrojowe dziataja na proteze, powodujac jej erozje. Wszystkie
te mechanizmy korozji mogg zachodzi¢ w organizmie pacjenta w wyniku kontaktu pro-
tezy z tkankami i ptynami ustrojowymi. Jednak wazne jest zbadanie wptywu whasciwosci
stopu biodegradowalnego na konkretny proces korozji. Mozliwe, Ze struktura, tekstura
i sktad chemiczny znaczgco wplywaja na niektére mechanizmy, podczas gdy na inne nie
maja prawie zadnego wptywu. Nalezy to zbada¢ bardziej szczegétowo za pomoca ekspe-
rymentow i modelowania komputerowego [11-19].

W biodegradowalnych stopach Zn i Mg korozja galwaniczna moze wystapic, gdy —
przyktadowo — $ruba ze stopu Zn zostanie potaczona z ptytkami kostnymi wykonanymi
z tytanu lub stali nierdzewnej [11, 13]. Co wazniejsze, korozja mikrogalwaniczna moze
zaistnie¢ miedzy osnowa o-Zn a jej druga faza, czyli zwiazkami migdzymetalicznymi.
Korozja galwaniczna stopoéw cynku silnie zalezy od pH roztworu. Stopy Zn majg pewna
odpornos¢ na korozje, gdy pH jest bardzo wysokie — ze wzgledu na warstwe ochronng
Zn(OH),. Z drugiej strony w roztworach chlorkow lub przy niskim pH korozja stopow
Zn jest bardzo intensywna [11]. Korozja wzerowa rozpoczyna si¢ migdzy a-Zn a wy-
dzieleniami w stopach Zn z drugimi fazami lub zwigzkami miedzymetalicznymi; jest
bardzo wrazliwa na wielko$¢ oraz morfologie ziaren [20, 21]. Dlatego szczegdlnie wazna
jest jednolita struktura. Jednakze w strukturze drobnoziarnistej druga faza jest rozpro-
szona wzdhluz granicy ziaren, stanowigc miejsce aktywacyjne dla procesu korozji [11].
Dodatek w stopach niewielkich ilo$ci innego pierwiastka, takiego jak na przyktad magnez
czy srebro, jest pod tym wzgledem korzystny, poniewaz prowadzi do zwigkszenia dyspersji
wydzielen oraz ich lokalizacji wewnatrz ziaren [15, 16].

W metalach o strukturze krystalicznej $ciennie centrowanej (FCC, ang. face centered
cubic) i przestrzennie centrowanej (BCC, ang. body centered cubic) najwyzsze szybkosci
korozji odnotowano odpowiednio dla orientacji {111} i {100}. Te orientacje charakte-
ryzuje si¢ najgestszym utozeniem atoméw w metalach takich jak Cu lub Al. W Zn i Mg,
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ktére sa metalami heksagonalnymi, zauwazono, ze szybko$¢ korozji jest najmniejsza
W plaszczyznie podstawy stupa heksagonalnego i ro$nie wraz ze zmniejszaniem si¢
gesto$ci atomowej ptaszczyzny. Dla ptaszczyzn pryzmatycznych {1010} i {1120} szyb-
kosci korozji sg wyzsze niz dla ptaszczyzny podstawy stupa heksagonalnego [15, 16].
Jednak niektorzy badacze zauwazyli, ze szybko$¢ korozji okreslonej ptaszczyzny krysta-
lograficznej jest rowniez bardzo silnie zwigzana z gruboscig warstwy tlenku w najggsciej
upakowanych kierunkach [15, 16]. Wykazano réwniez, ze tylko korozja anodowa jest
podatna na orientacje krystalograficzna, podczas gdy korozja katodowa jest odporna na
orientacje krystalograficzng [16]. Ale stopy zachowuja si¢ na rdzne sposoby. Na przy-
ktad dodatek Al zwicksza grubos¢ tlenkowej warstwy ochronnej, ktora jest silnie zalezna
od orientacji krystalograficznej. Z kolei dodatek Cu zmniejsza ogdlne whasciwosci koro-
zyjne Zn, jak réwniez zalezno$¢ zachowania korozyjnego od orientacji krystalogra-
ficznej [16].

4. Dodatki stopowe oraz ich wplyw na wlasciwosci stopéw Zn i Mg

Aluminium jest pierwiastkiem stopowym, podnoszacym wilasciwosci mechaniczne
ZniMg [6, 21]. Stad powszechnie stosowane sa stopy Zn-Al i Mg-Al [6, 22, 23]. Inne
pierwiastki, takie jak Mn, Ag i Zr, maja znaczacy wplyw na wzrost wlasciwosci mecha-
nicznych, wzrost szybkos$ci korozji i odpornosci na pelzanie stopéw Zn i Mg. Jednak te
pierwiastki chemiczne zwigkszaja rowniez koszt stopu [23]. Wigkszo$¢ wymienionych
wyzej pierwiastkow, na przyktad Al czy Mn, nie jest pozadana w materiatach biodegra-
dowalnych ze wzgledu na ich niskg biozgodnos¢ i szkodliwy wptyw na organizm czto-
wieka [9, 10]. Stad wiele stopoéw biodegradowalnych opartych jest na cynku i magnezie,
a nawet srebrze [9].

Cynk tworzy roztwory state w uktadach dwusktadnikowych z Mg i Ag, gdy zawartos¢
dodatku stopowego nie przekracza 1% wag. Podobna sytuacja wystepuje w stopach na
osnowie Mg. Taka niska zawarto$¢ dodatku stopowego nie zwigksza w wystarczajacym
stopniu wlasciwo$ci mechanicznych tych materiatéw [6], lecz wyzsze stezenie dodatkow
stopowych znacznie zwigksza szybko$¢ korozji stopdw biodegradowalnych na osnowie
Zn1iMg. Okazuje si¢ rowniez, ze niektore pierwiastki, takie jak Y 1 metale ziem rzadkich
(Rare Eartch Elements, RE), bardzo korzystnie wptywaja na rozdrobnienie ziarna, po-
prawe wlasciwosci wytrzymato$ciowych oraz, co bardzo istotne, na odpornos¢ koro-
zyjna [8, 10, 11].

Gléwnymi dodatkami do stopéw na osnowie cynku sa: Al, Mg, Mn, Zr, Ag, Li, V [1,
8, 11]. Tradycyjnym dodatkiem stopowym do cynku jest Al. Cynk i aluminium tworza
wtedy stop (tzw. znal), ktory nie nadaje si¢ do zastosowan medycznych. Pierwiastki takie
jak Mg i Ag to gléwne dodatki w biodegradowalnych stopach na osnowie Zn. Srebro
nieznacznie poprawia wlasciwosci mechaniczne stopdw Zn w zakresie wystgpowania
roztworu statego, ale za to bardzo wplywa na poprawe plastycznosci. Magnez znaczaco
poprawia wlasciwosci mechaniczne stopéw Zn, poniewaz nawet przy niewielkiej ilosci
dodatku Mg tworza si¢ fazy miedzymetaliczne. Magnez i srebro to powszechnie stosowane
pierwiastki chemiczne dodawane do stopéw Zn w celu poprawy wiasciwosci mecha-
nicznych i plastycznych [6, 9, 23]. Jednak niewielka rozpuszczalno$¢ tych dwoch metali
stanowi powazne ograniczenie w ich stosowaniu. Inne pierwiastki, takie jak Cu czy V,
poprawiaja wlasciwosci mechaniczne i antykorozyjne [9]. Jednak wanadu nalezy unikac
w stopach biodegradowalnych ze wzgledu na szkodliwy wplyw tego pierwiastka.
W tabeli 3 zestawiono glowne dodatki stopowe i ich wptyw na strukture i wtasciwosci
biogedradowalnych stopéw na osnowie Zn.
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Tabela 3. Zestawienie wplywu réznych dodatkow stopowych na wiasciwosci stopow Zn

Al Mg Cu Ag Li V
Rozdrobnienie duzy duzy duzy
ziarna
Wytrzymatos¢ duzy duzy duzy duzy duzy
na rozciaganie
Wytrzymatos¢ - - - - - duzy
w
podwyzszonej
temperaturze
Plastycznosé¢ negatywny - bardzo duzy duzy -
Odpornos¢ na duzy negatywny duzy duzy negatywny duzy
korozje

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [1, 6, 8, 9, 11, 23].

W stopach na osnowie Mg gtownym dodatkiem sg pierwiastki Ali Zn [3-5, 7, 8, 10].
Powstajag wtedy stopy magnezu oznaczane jako AZ. Aluminium i cynk poprawiaja
wlasciwosci mechaniczne, ale Zn, szczegdlnie przy duzych zawarto$ciach Al pogarsza
plastycznos$¢ stopow Mg. Mn i Zr sg dodawane w celu poprawy wiasciwoSci mecha-
nicznych, a Zr rowniez w celu rozdrobnienia struktury. Al, Mn, Y i metale ziem rzadkich
pozytywnie wplywaja na odpornos$¢ korozyjng stopéw Mg, a pierwiastki takie jak Ag,
Li, Ca pogarszaja wlasciwosci korozyjne. W stopach magnezu z dodatkiem Zr i Ag
obserwuje si¢ utrzymanie dobry wtasciwosciach mechanicznych w podwyzszonej tem-
peraturze. W tabeli 4 zestawiono wplyw r6znych dodatkéw stopowych na whasciwosci

stopow Mg.
Tabela 4. Zestawienie wplywu roznych dodatkow stopowych na wiasciwosci stopow Mg
Al Zn Mn Zr Ag Ca Y Re
Rozdrobnienie | duzy - — | bardzo - duzy duzy | -
ziarna duzy
Wytrzymatos¢ | duzy duzy duzy | duzy duzy duzy duzy |duzy
na rozcigganie
Wytrzymatos¢ - - - duzy duzy - - -
W podwyzszonej
temperaturze
Plastyczno$¢ duzy |negatywny |duzy | duzy - - - -
Odporno$¢ na | duzy - duzy - negatywny |negatywny | duzy | duzy
korozje

Zrodto: Opracowanie wlasne na podstawie [3-10].
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5. Wlasciwosci wybranych stopow biodegradowalnych na osnowie Zn i Mg

Biodegradowalne stopy na osnowie Zn to przewaznie stopy dwusktadnikowe o nie-
wielkiej zawarto$ci dodatku stopowego [1, 6, 8, 9, 23]. Czysty cynk jest metalem niepla-
stycznym o niekorzystnych wtasciwosciach mechanicznych. Granica plastycznos$ci wynosi
ok. 15-20 MPa, a granica wytrzymatosci osigga wartos¢ 50 MPa. Szybko$¢ korozji czystego
Zn wynosi od 0,33 mm/rok do 0,78 mm/rok. Dodatek stopowy Mg podwyzsza wtasci-
wosci dwusktadnikowych stopéw Zn-Mg, granica plastycznosci wzrasta do warto$ci
191 MPa, a granica wytrzymatosci do wartosci 237 MPa przy zawartosci Mg wynoszacej
1,5% wag. Stopy te posiadajg jednak bardzo matg plastycznosé, nieprzekraczajaca
wartosci 1,5%. Szybko$¢ korozji jest na poziomie od 0,27 mm/rok do 0,3 mm/rok.
Pierwiastki takie jak Ca i Sr poprawiaja wlasciwosci mechaniczne stopéw Zn, granica
plastycznosci jest na poziomie od 189 Mpa do 206 MPa, a granica wytrzymalosci na
rozciaganie na poziomie od 220 Mpa do 253 MPa [9, 23]. Bardzo dobre s3 za to
wiasciwosci plastyczne, wydtuzenie osigga warto$¢ bliskg nawet 20%. Szybkos¢ korozji
ksztattuje si¢ w przedziale od 0,89 mm/rok do 0,96 mm/rok [9, 23]. Poprzez dodatek
stopowy Mn w ilosci 0,1% w stopie Zn-1Mg-0,1Mn mozna podnie$¢ granice wytrzy-
matosci na rozcigganie do poziomu prawie 300 MPa przy zachowaniu bardzo dobrych
wlasciwosci plastycznych, gdzie wydtuzenie osigga warto$¢ 26% [9, 23]. Stop ten posiada
wystarczajgce whasciwosci antykorozyjne, szybkos$¢ korozji jest na poziomie 0,11
mm/rok [1, 6, 8 ,9, 23].

W przypadku biodegradowalnych stopéw na osnowie Mg — tu roéwniez dominujg
stopy dwusktadnikowe, gdzie gtdéwnymi dodatkami stopowymi sg Zn, Mn, Ca, Sr [1, 3,
7, 8, 10, 24]. Mozna wskazac¢ takie stopy jak Mg-1Ca, Mg-2Sr, Mg-6Zn, ktore charakte-
ryzuja si¢ granicg plastycznosci na poziomie od 136 Mpa do 170 MPa i granicg wytrzy-
malosci na poziomie od 240 MPa do 280 MPa. Stop o najlepszych wtasciwosciach
plastycznych z tej grupy to stop Mg-6Zn [1, 3]. Najwicksza szybkoscig korozji, wyno-
szaca 2,18 mm/rok, charakteryzuje si¢ stop Mg-1Ca, natomiast dla stopu Zn-6Mg
szybkos¢ korozji wynosi 0,07 mm/rok [1, 3]. Tréjsktadnikowy stop Mg taki jak Mg-
1Zn-1Mn posiada granicg plastyczno$ci wynoszaca 247 MPa i granice wytrzymatosci
na rozcigganie na poziomie 280 MPa, a szybko$¢ korozji wynosi 2,52 mm/rok. Inny
trojsktadnikowy stop — Mg-3Sn-0,5Mn — posiada gorsze wlasciwosci wytrzyma-
tosciowe (Ro2 = 150 MPa i Rm= 240 MPa), ale za to jest bardzo plastyczny i cechuje si¢
szybkoscia korozji na poziomie 0,34 mm/rok [1, 3, 10]. Zestawienie wybranych stopéw
biodegradowalnych na osnowie Zn i Mg oraz ich wlasciwo$ci mechaniczne zapre-
zentowano w tabeli 5.

Tabela 5. Zestawienie wlasciwosci roznych stopéw biodegradowalnych na osnowie Zn i Mg

Metoda Wydluzenie | Szybko$¢ korozji

Stop otrzymywania Roz [MPa] R [MP2] }:A [%] Zy[mm/rok] :
Zn odlewanie 15 20 0,3 0,033
Zn walcowanie 30 50 5,7 0,078
Zn-1Mg odlewanie 110 155 15 0,027
Zn-1,5Mg odlewanie 190 235 0,4 0,030
Zn-1Ca walcowanie 205 255 12,8 0,089
Zn-1Sr walcowanie 190 230 19,7 0,096
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Zn-1Mg-0,1Mn | Walcowaniena | -y o 230 26,1 0,11
£0raco

Mg-1Ca wyciskanie 135 240 10,6 2,18

Mg-2Sr walcowanie 145 215 3,2 0,37

Mg-6Zn wyciskanie 170 280 18,8 0,07

Mg-1Zn-1Mn wyciskanie 245 280 21,8 2,52

Mg-3Sn-0,5Mn wyciskanie 150 240 23 0,34

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [ 1-24].
6. Wplyw przerébki plastycznej na wlasciwosci stopow Zn i Mg

Ze wzgledu na potrzebe stosowania matej zawartosci dodatkéw stopowych (czesto
ponizej 1% wag.) stopy Zn i Mg majg niedostateczne wiasciwosci mechaniczne do
zastosowan medycznych. W celu zwigkszenia wlasciwo$ci mechanicznych stopéw Zn
i Mg mozna zastosowa¢ metody przerdbki plastycznej, zwlaszcza metody duzego od-
ksztatcenia plastycznego (SPD, ang. severe plastic deformation) [25]. Przetwarzanie
metali metodami SPD jest prowadzone w temperaturze otoczenia, dzigki czemu ogranicza
si¢ procesy zdrowienia i rekrystalizacji metali. Przerobka SPD prowadzi do rozdrobnienia
ziarna nawet do rozmiaréw nanometrycznych, dzigki czemu poprawione sg wlasciwosci
mechaniczne odksztatconych materiatow.

Tradycyjne metody, takie jak walcowanie na zimno i goraco, wyciskanie czy kucie,
sa mniej efektywne niz niektore metody duzego odksztatcenia plastycznego (SPD) [23,
25-27]. Jednak przetwarzanie SPD zwigksza anizotropie wtasciwosci w metalach heksa-
gonalnych. Silna anizotropia wlasciwosci jest efektem ewolucji tekstur podczas przerobki
SPD [25, 28]. Intensywne tekstury w metalach maja negatywny wptyw na wlasciwosci
mechaniczne i korozyjne, poniewaz wiasciwosci te sa bardzo wrazliwe na kierunki
krystalograficzne metali [23, 29, 30]. Zrownowazenie wtasciwosci mechanicznych
i antykorozyjnych ma kluczowe znaczenie dla zaprojektowania dobrej jakosci, trwatych
protez. Istnieje zatem potrzeba kontrolowania ewolucji tekstury podczas wytwarzania
materiatu na protezg. W trakcie walcowania powstaje tekstura typu bazalnego (0001),
gdzie o$ ¢ komorki heksagonalnej wickszosci ziaren uktada si¢ wzdtuz kierunku normal-
nego (KN) arkusza blachy. Dodatki stopowe powoduja rozszczepienie gldwnego piku
tekstury na dwa komponenty odchylone od KN w strone kierunku walcowania (KW)
[23, 29, 30].

Podczas wyciskania powstaje tekstura typu (1010) fiber, gdzie w wiekszosci ziaren
0$ ¢ komorki heksagonalnej jest ustawiona prostopadle do kierunku wyciskania (ED,
ang. extrusion direction) [22, 28, 29, 31, 32]. Wyciskanie w podwyzszonych temperatu-
rach prowadzi do powstania tekstury typu (1120) fiber na skutek proceséw dynamicznej
rekrystalizacji. Podczas przetwarzania materiatu metodami SPD takimi jak wyciskanie
katowe (ECAP, ang. equal channel angular pressing) lub skr¢canie pod wysokim
ci$nieniem (HPT, ang. high pressure torsion) powstaje tekstura typu B-fiber, gdzie o$ ¢
komorki heksagonalnej wigkszos$ci ziaren ustawiona jest prostopadle do KN i kierunku
poprzecznego (KP), moze by¢ rowniez odchylona od swojej idealnej pozycji na skutek
procesow rekrystalizacji [25, 28, 29, 31, 32]. W tabeli 6 przedstawiono podstawowe typy
tekstury powstate w wyniku przerobki plastycznej w metalach o sieci krystalicznej
heksagonalnej.
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Tabela 6. Podstawowe typy tekstury w metalach o sieci krystalicznej heksagonalnej oraz ich wptyw na

szybkos¢ korozji
Rodzaj przerobki  [Typ tekstury  [Figura biegunowa Wphyw na
plastyczne; szybkoé¢ korozjt
‘Walcowanie (0001) basal 'i"‘ (0001) bardzo duzy
niestopowych _
-
S E
KP -
[
KP

Walcowanie (0001) basal (0001) duzy
stopdw ZniMg  |(dwa piki) KN o

»> I‘,_ I|I I-"I_ "J||

kP P
Wyciskanie {1[] 10 } (0001) urniatkowarry

KP2 - ;
Wyciskanie fiber
;‘;‘ 'pcﬁd“;‘rstO‘ ( 112 D) fiber E"I':':: l qu*l
temperaturach KP1 \ ' ED
ECAP B-fiber (0001) duzy
HPT KN
A
ED
. -
»
KP

Zrodto: Opracowanie wlasne na podstawie [22, 28, 29, 31, 32].

Rodzaj przerobki plastycznej bardzo istotnie wptywa na wiasciwosci mechaniczne.
Prowadzi do rozdrobnienia struktury, ale réwniez do formowania si¢ odpowiedniego
typu tekstury [17]. Wykazano, ze wzrost temperatury zmniejsza szybko$¢ korozji, ale
tylko w stopach o nizszym st¢zeniu pierwiastkow stopowych. Jednak wielko$¢ ziaren
materiatu odgrywa wazng role w ksztaltowaniu wtasciwosci korozyjnych stopéw Zn
[29]. W roztworach, w ktorych material pokrywa si¢ warstewka pasywna, granice ziaren
zwigkszaja whasciwosci antykorozyjne poprzez zwigkszenie pasywowanej warstwy
podioza. Gdy natomiast materiat nie pokrywa si¢ warstwg pasywacyjng, granice ziaren
dzialaja odwrotnie, znacznie pogarszajac wiasciwosci antykorozyjne ze wzgledu na
wigkszg 0gdlng objetos¢ nieciggtosci migedzy ziamami [8]. Jak wykazaly badania, szyb-
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kos$¢ korozji teksturowanych stopéw Zn i Mg jest najnizsza dla materiatow o najsilnie;j-
szych teksturach bazowych, podczas gdy komponenty pryzmatyczne (1010) fiber lub
(1120) fiber wykazuja najwicksza szybko$é korozji [18, 19, 33]. Wyniki te pokrywaja
si¢ z szybkosciami korozji w monokrysztatach, gdzie ptaszczyzna (0001) charakteryzuje
si¢ najnizsza szybkoscig korozji [16]. Silne tekstury w zdeformowanych stopach Zn
I Mg maja jeden gtowny sktadnik i kilka drugorzednych, co niezwykle komplikuje iden-
tyfikacje mechanizmu korozji [23]. Na przyktad po walcowaniu wystepuje silna tekstura
bazalna, gdzie kierunek [0001] || KN, podczas gdy w trakcie wyciskania wystgpuje tekstura
promieniowa z utozeniem kierunkéw (1010) || ED i {1120} || ED [24]. Przerébka
plastyczna w podwyzszonych temperaturach lub wyzarzanie materiatu prowadza do
formowania si¢ ztozonej tekstury posiadajacej wiele intensywnych komponentow [17,
23, 24, 29, 30].

Pomimo faktu, ze biodegradowalne stopy Zn i Mg sag nowymi materiatami, ktore
zyskaly wiele uwagi ze wzgledu na swoja doskonatg biokompatybilnos¢, istnieje niewiele
badan poswigconych wptywowi tekstury na ich wlasciwosci. Wigkszo$¢ wynikoéw do-
stepnych w literaturze dotyczy wytacznie wlasciwosci mechanicznych, z bardzo matg
korelacja tekstury i wlasciwosci korozyjnych.

7. Podsumowanie

Doboér odpowiednich stopéw biodegradowalnych na osnowie Zn lub Mg do zastoso-
wan medycznych jest bardzo trudny, poniewaz nalezy wzia¢ pod uwage bardzo wiele
czynnikow. Tymi czynnikami sg sktad chemiczny, wlasciwosci mechaniczne i korozyjne,
struktura oraz tekstura. Proteza medyczna, spelniajac swojg funkcje, nie powinna narazac¢
zdrowia pacjenta.

Na podstawie przeprowadzonego przegladu literatury mozna stwierdzié, ze poten-
cjalnie odpowiednim stopem na osnowie Zn jest trojsktadnikowy stop Zn-1Mg-0,1Mn
walcowany na goraco. Jego wlasciwo$ci mechaniczne i1 korozyjne sg najbardziej zblizone
do wymagan, jakie sg stawiane stopom metali przeznaczonym na protezy medyczne.
Aktualnie wielko$¢ wytrzymatosci na rozciagganie jest niewystarczajaca oraz zbyt duza
jest szybkos¢ korozji. Powodem tego moze by¢ niewielka zawarto$¢ dodatkéw stopo-
wych, szczegdlnie Mn. Poprawe wlasciwo$ci mechanicznych mozna osiagna¢ poprzez
zastosowanie dodatkowo jednej z metod duzego odksztatcenia plastycznego, na przy-
ktad HPT. Spowoduje to rozdrobnienie struktury i zwigkszenie wytrzymatosci. Poprawe
wlasciwos$ci antykorozyjnych mozna osiggnac poprzez redukcje dodatkéw stopowych
oraz zwickszenie dyspersji faz miedzymetalicznych. W tym wypadku rowniez obiecujaca
moze si¢ okaza¢ dodatkowa operacja przetwarzania stopu metodami SPD.

W przypadku stopéw na osnowie Mg przeznaczonych na protezy biodegradowalne
nalezy rozpatrywac stop Mg-6Zn po wyciskaniu. Jego wlasciwo$ci mechaniczne i koro-
zyjne sa bardzo bliskie wymaganiom przedstawionym w tabeli 1. Podobnie jak w przy-
padku stopu Zn-1Mg-0,1Mn, rowniez i w tym wypadku potrzebna jest poprawa wiasci-
wosci poprzez odpowiedni rodzaj przerdbki plastycznej z zastosowaniem metod SPD.
Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze pomimo duzej zawarto$ci Zn w tym stopie i tworzeniu
si¢ faz migdzymetalicznych, szybko$¢ korozji jest na niewielkim poziomie. By¢ moze
zastosowanie metody HPT pozwoli znaczaco zwigkszy¢ wytrzymalos¢ na rozcigganie
I zredukowac zawarto$¢ Zn, tym samym jeszcze bardziej zmniejszajac szybkos¢ korozji
tego materiatu.
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Najbardziej odpowiednim rodzajem przerobki plastycznej, jaki mozna by zastosowac
w celu rozdrobnienia struktury i poprawy przez to wtasciwosci mechanicznych biode-
gradowalnych stopéw na osnowie Zn i Mg, jest wyciskanie w podwyzszonych tempe-
raturach i p6zniej zastosowanie metod duzego odksztalcenia plastycznego. Otrzymuje
sie wtedy materiat o teksturze typu (1120) fiber lub (1010} fiber, a ten rodzaj tekstury
ma umiarkowany wplyw na wlasciwosci korozyjne biodegradowalnych stopéw Zn i Mg.
Nalezy jednak przeprowadzi¢ odpowiednie badania w celu ustalenia mechanizmow
wplywajacych na szybko$¢ korozji tych materiatow. Znajomos¢ mechanizmow korozji
pozwoli lepiej kontrolowaé sktad chemiczny oraz metody przetwarzania biodegrado-
walnych stopoéw na osnowie Zn i Mg.
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Charakterystyka wybranych stopéw na osnowie Zn i Mg do zastosowan
medycznych

Streszczenie

W artykule oméwiono dwie grupy stopéw biodegradowalnych na osnowie Zn i Mg. Poréwnano ich sktad
chemicznych i wlasciwosci mechaniczne oraz odniesiono si¢ do wymagan, jakie sg stawiane materialom na
protezy medyczne. Przedstawiono mechanizmy korozji oraz wplyw tekstury na wtasciwosci korozyjne stopow
Zn 1 Mg. Na podstawie zebranych danych literaturowych dotyczacych wtasciwosci mechanicznych i koro-
zyjnych réznych stopdw na osnowie Zn i Mg zaproponowano dwa stopy, ktore mogg by¢ stosowane jako
materialy na biodegradowalne protezy medyczne. Praca ma charakter przegladowy.

Stowa kluczowe: stopy biodegradowalne, protezy, cynk, magnez, wlasciwosci mechaniczne, korozja

Characteristics of selected alloys based on Zn and Mg for medical applications

Abstract

The article discusses two groups of biodegradable alloys based on Zn and Mg. The chemical composition and
mechanical properties are compared and the requirements for prosthesis materials are referred to. Corrosion
mechanisms and the effect of texture on the corrosion properties of Zn and Mg alloys are presented. Based
on the collected literature data on the mechanical and corrosion properties of various alloys based on Zn and
Mg, two alloys are proposed that can be used as materials for biodegradable prosthesis. The work is of
a review nature.

Keywords: biodegradable alloys, prosthesis, zinc, magnesium, mechanical properties, corrosion
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Enzymy proteolityczne —
charakterystyka, zastosowanie oraz immobilizacja

1. Wprowadzenie

Kataliza odgrywa wazng rol¢ w przemysle chemicznym [1, 2]. Obecnie poszukuje
si¢ stabilnych oraz wydajnych katalizatoréw, ktore charakteryzuja si¢ przyjaznym oddzia-
lywaniem na $rodowisko naturalne, jak rowniez nie sg zbyt kosztowne. Szczegdlnie
interesujaca grupe takich materiatow stanowig biokatalizatory, ktore sg alternatywa dla
bardzo drogich, czasami szkodliwych dla otoczenia katalizatorow chemicznych. Przy-
jazne dla srodowiska enzymy petnig funkcje naturalnych katalizatoréw. Zachowujg precyzje
chemiczng oraz wykazujg specyficzna bioaktywnos¢, przez co znacznie przyspieszaja
szybkos$¢ katalizowanych reakcji. Ich aktywnos$¢ enzymatyczna zalezy gtownie od
warunkow prowadzonego procesu, temperatury czy pH [3]. W wysokich temperaturach
enzymy zazwyczaj staja si¢ nieaktywne z powodu czgsciowego rozpadu czasteczki.
Charakteryzujg si¢ takze ograniczona aktywnoscig w niesprzyjajacych warunkach, przez
co poddaje si¢ je roznym chemicznym badz fizycznym metodom modyfikacji. Jedna
Z nich jest immobilizacja, ktdrg wykorzystuje si¢ w celu zwigkszenia stabilnosci ter-
micznej oraz wytrzymatosci biatek w rozpuszczalnikach organicznych, a takze mozliwosci
ich wielokrotnego uzycia w kolejnych cyklach reakcyjnych. Immaobilizowane enzymy
poprawiajg kontrole katalizowanych reakcji oraz znajdujg szerokie zastosowanie w wielu
procesach. Istotnym elementem zachowania efektywnosci immobilizacji jest dobdr odpo-
wiedniej matrycy oraz metody unieruchomienia biatka. Specyfika uktadu biokatalitycz-
nego zalezy od zwigzanego z nim materiatu oraz jego wiasciwosci.

Duzym zainteresowaniem naukowcOw ciesza si¢ enzymy proteolityczne (proteazy)
[4], ktore odgrywaja istotng rolg w wielu procesach, takich jak: zaptodnienie, trawienie,
wzrost, dojrzewanie, starzenie si¢, a nawet Smier¢ organizmu. Enzymy te regulujg liczne
procesy fizjologiczne poprzez kontrole aktywacji, syntezy oraz degradacji bialek. Pelnia
réwniez istotng funkcje w replikacji oraz rozprzestrzenianiu si¢ wiruséw, bakterii i para-
zytdw [5, 6]. Znajduja takze szerokie zastosowanie w wielu galeziach przemyshu, m.in.
spozywczego, medycznego, farmaceutycznego czy chemicznego. Celem niniejszego roz-
dziatu jest przedstawienie charakterystyki proteaz oraz przegladu literaturowego doty-
czacego immobilizacji tej grupy enzymdéw na réznego rodzaju nosnikach.

2. Proteazy — enzymy proteolityczne

2.1. Charakterystyka i zastosowanie

Enzymy proteolityczne ze wzgledu na duze zréznicowanie strukturalne charakteryzuja
si¢ odmiennymi wtasciwos$ciami katalitycznymi oraz mechanizmem aktywacji. Termin
»proteazy” pierwszy raz pojawit si¢ w niemieckiej literaturze dotyczacej chemii fizjo-

1 agnieszka.kolodziejczak-radzimska@put.poznan.pl, Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziat
Technologii Chemicznej, Politechnika Poznanska.

2 Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziat Technologii Chemicznej, Politechnika Poznafiska.

3 Instytut Technologii i Inzynierii Chemicznej, Wydziat Technologii Chemicznej, Politechnika Poznafiska.
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logicznej w drugiej potowie XIX wieku — w odniesieniu do enzymdw proteolitycznych
[5, 6]. Enzymy rozszczepiajace wigzania peptydowe wystepujace w biatkach (z przyta-
czeniem czasteczki wody) nazywa si¢ proteazami, proteinazami badz peptydazami [5].
Proteazy obejmuja wszystkie hydrolazy, ktore oddziatuja na biatko lub dalej degraduja
jego fragmenty [7]. Zerwanie wigzania peptydowego nastepuje najczesciej przez hydrolize,
w ktorej zuzywana jest czasteczka wody [8]. Taki rozpad wigzan jest mozliwy zar6wno
wewnatrz tancucha polipeptydowego, jak i na jego koncach. Ze wzgledu na rodzaj reszt
aminokwasowych wchodzacych w sktad proteaz, nalezg one do grupy enzymow o bardzo
zroznicowanej budowie centrum aktywnego [9]. Roznorodne wiasciwosci proteaz zaleza
wigc od rodzaju, liczby oraz lokalizacji aminokwasow znajdujacych si¢ w ich centrum
aktywnym i w poblizu rozszczepianego wigzania [5]. Charakter substratu zalezy od
wlasciwosci miejsc wiazacych, rozmieszczonych wzdtuz szczelin czasteczki biatka — po
jednej badz po obu stronach centrum aktywnego [6].

Proteazy mozna pozyskiwac z wielu organizmow zywych, np. z roslin, zwierzat,
bakterii czy wirusow [5]. Do roslinnych proteaz naleza bromelaina oraz papaina, ktore
dobrze trawig biatko w szerokim zakresie pH. Papaina produkowana jest z owocoOw
papai, natomiast bromelaing pozyskuje si¢ z lisci, fodygi badz skorki ananasa. Zarowno
bromelaina, jak i papaina stosowane sg w przemysle spozywczym jako sktadnik prepa-
ratow zmigkczajacych migso, a takze w browarnictwie do klarowania piwa. Proteazy
zwierzece to najczescie] trypsyna, chymotrypsyna oraz pepsyna. Pepsyna ma kwasny
charakter, znajduje si¢ w zotadku kregowcow, gdzie utrzymuje si¢ jako nieaktywny pre-
kursor. Stosowana jest w detergentach oraz w przemysle mleczarskim do wytworzenia
stabilnego twarogu. Trypsyna i chymotrypsyna sg enzymami proteolitycznymi, ktore
trawig bialka w jelicie cienkim. Wytwarzane sg one w trzustce jako proenzymy — trypsy-
nogen i chymotrypsynogen (formy nieczynne), a nastepnie transportowane sg do jelita
cienkiego. Tutaj trypsynogen przeksztatcany jest w trypsyne przez enzym $luzéwki jelita
cienkiego, a z kolei trypsyna aktywuje chymotrypsynogen do chymotrypsyny. Obydwa
enzymy majg silng aktywnos¢ proteolityczna. Sa odpowiedzialne za rozktad biatek znaj-
dujacych sie¢ w pozywieniu na drobniejsze czastki zwane peptydami. Enzymy te wykorzy-
stywane sg w procesach analitycznych i diagnostycznych. Mikroorganizmy sa odpowie-
dzialne za wytwarzanie zarowno wewnatrzkomorkowych, jak i zewnatrzkomérkowych
proteaz. Proteazy wewnatrzkomorkowe sa niezbgdne w wielu metabolicznych procesach
komorkowych, podczas gdy proteazy zewnatrzkomdrkowe sa wazne w procesie hydrolizy
biatkowych sktadnikéw odzywczych [10, 11]. Proteazy bakteryjne, ktdre maja zazwyczaj
charakter zasadowy, wyrozniajg si¢ wyzsza aktywnoscig w pH 8-12, a takze w roznych
temperaturach miedzy 50 a 70°C. Pozyskuje si¢ je migdzy innymi z takich bakterii jak:
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus clausii, Bacillus lentus i Bacillus
licheniformis [10]. Proteazy wyizolowane z grzybow charakteryzuja si¢ szerokim zakre-
sem specyficzno$ci podioza oraz duza stabilnoscia. Stosowane sa w celu modyfikacji
biatek spozywczych. Proteazy pozyskuje si¢ rowniez z roznych gatunkéw grzybow, sa
to najczesciej: Aspergillus saitoi, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus melleus
czy Aspergillus oryzae [5, 9, 11].

Proteazy stanowig ok. 60% enzymow wystepujacych na catym rynku przemystowym
[10]. Znajduja liczne zastosowania w przemysle medycznym, farmaceutycznym oraz
chemicznym ze wzgledu na ich fundamentalng rol¢ w procesach biologicznych [5, 12].
Proteazy stosowane sa w terapiach leczniczych oraz przeciwwirusowych. Odpowiadaja
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za wszelakie procesy fizjologiczne, nadzorujg aktywacje, synteze oraz degradacje biatek
[13]. Proteazy odgrywaja wazng role w procesach regulacyjnych, w ktorych proteoliza
prowadzi do aktywacji badz dezaktywacji biatek [10, 12]. Wykorzystywane sag w wielu
galeziach przemystu, takich jak skorzany czy spozywczy, w tym mleczarski. Sg uzywane
w przetworstwie miesa, sera, papieru, a takze w odzyskiwaniu srebra z klisz fotograficz-
nych. Obecnie wigkszo$¢ enzymow stosowanych w przemysle ma charakter hydrolityczny
i stuzg one do rozktadania r6znych materiatéw naturalnych [5, 10].

W tabeli 1 przedstawiono poszczeg6lne zastosowania proteaz pozyskiwanych z ré6znych
zrodet mikrobiologicznych.

Tabela 1. Przykladowe zastosowania proteaz pozyskiwanych z réznych zrédel mikrobiologicznych

Gatunek Zastosowanie
Aspergillus niger przemyst: spozywczy, farmaceutyczny, kosmetyczny, skorzany,
detergenty; produkcija peptydow
Bacillus subtilis przemyst skérzany odbiatczanie odpadow skorupiakow
Bacillus licheniformis ekstrakcja chityny; degradacja kurzych pior; srodki do
szczecinowania
Streptomysces przemyst skorzany 1 kosmetyczny; produkcja zywnosci dla zwierzat;
avermectinus obrobka odpadow keratynowych
Cheotomium przemyst detergentow; degradacja pior; usuwanie warstwy zelatyny
globosum z kliszy rentgenowskiej

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [10].

2.2. Klasyfikacja i podzial

Tak jak w przypadku pozostatych enzymow, dla peptydaz obowigzuje nazewnictwo
zatwierdzone przez Komitet Nomenklaturowy Migdzynarodowej Unii Biochemii i Bio-
logii Molekularnej (IUBBM, ang. International Union of Biochemistry and Molecular
Biology). Procz tej zalecanej klasyfikacji istnieje jeszcze baza danych MEROPS
(https://www.ebi.ac.uk/merops), wedhlug ktorej peptydazy lub proteazy sa przypisane do
dwoch klasyfikacji znanych jako klan i rodzina. W sktad klanu peptydaz wchodza wszystkie
proteazy, ktore maja jedno pochodzenie ewolucyjne i moga obejmowac wiecej niz jedna
rodzing peptydaz. Kazdy klan jest identyfikowany dwiema literami, w ktorych pierwsza
litera reprezentuje typ katalityczny rodzin proteaz wchodzacych w sktad klanu, takich jak
asparagin (A), cysteina (C), glutamina (G), asparagina (N), seryna (S), treonina (T), metal
(M) lub reszty mieszane (P). Z kolei rodzing¢ proteaz definiuje si¢ jako zestaw proteaz
0 homologicznych sekwencjach kwasowych, w ktérych rodzine identyfikuje si¢ litera
opartg na typie katalitycznym proteazy podobnej do identyfikacji klanu, po ktorej naste-
puje niepowtarzalny numer przypisany danemu enzymowi. Niektore rodziny moga by¢
dalej podzielone na podrodziny, jesli istnieja dowody rozbieznosci w rodzinie [13].

Natomiast zgodnie z IUBBM (https://mwww.gmul.ac.uk/sbcs/iubmb) — enzymy pro-
teolityczne przydzielone sa do okreslonej klasy na podstawie podobienstw sekwencji
aminokwasow w ich strukturze [14]. Proteazy sa podklasg klasy hydrolaz i dziela si¢ na
endopeptydazy oraz egzopeptydazy, ktore hydrolizuja wigzania peptydowe. Egzopepty-
dazy dzieli si¢ w zaleznosci od konca tancucha polipeptydowego, z ktdrego uwalniany
jest aminokwas. Grupuje si¢ je na:

e aminopeptydazy — odcinajace aminokwasy od N-konca biatka;
o Kkarboksypeptydazy — odcinajace aminokwasy z C-konca tancucha peptydowego.
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Endopeptydazy rozrywajg wigzania peptydowe miedzy aminokwasami znajdujgcymi
si¢ wewnatrz tancucha polipeptydowego, co skutkuje powstaniem dwoch krétszych pro-
duktow [5]. Dzialaja one na czwarte wigzanie peptydowe znajdujace si¢ wewnatrz tancucha,
natomiast egzopeptydazy majg mozliwo$¢ dzialania na pierwsze, drugie badz trzecie
wigzanie peptydowe [10, 15]. Na rysunku 1 przedstawiono klasyfikacj¢ proteaz.

(@)

PROTEAZY
EGzOPEPTYDAZY ENDOPEPTYDAZY
(katalizujg rozszczepienie wigzania (rozszczepiajg wigzanie peptydowe w
peptydowego sgsiadujgcego z odlegtym miejscu substratu)
zakonczeniem N lub C)
v' AMINOPEPTYDAZY
v" KARBOKSYPEPTYDAZY
v DIPEPTYDAZY
(b)
PROTEAZY
(rodzaj substratu oraz umiejscowienie wigzania,
ktore ulega hydrolizie)
SERYNOWE CYSTEINOWE METALOPROTEAZY ASPARGINOWE TREONINOWE

TIOLOWE

Rysunek 1. Klasyfikacja proteaz: (a) ze wzgledu na miejsce dziatania, (b) na podstawie mechanizmu
katalitycznego i obecnosci reszt aminokwasowych; opracowanie wiasne na podstawie [5]

Proteazy rozréznia si¢ takze ze wzgledu na substrat i umiejscowienie wigzania, ktore
ulega hydrolizie. Dziela si¢ one pod wzgledem pH, w ktorym wykazuja maksimum aktyw-
nosci. Mechanizm samej katalizy rowniez ulega zmianie w zaleznosci od danej klasy [16].
W tej klasyfikacji rozr6zniamy proteazy: serynowe, cysteinowe, asparaginowe, metalo-
proteazy, treoninowe, a takze proteazy o nie do konca poznanym mechanizmie katali-
tycznym [12, 16, 17].

Proteazy serynowe posiadajg tak zwang diad¢ oraz triadg katalityczng w centrum
aktywnym — sktadajaca si¢ z seryny, histydyny i asparaginy. Istniejg takze proteazy za-
wierajgce cztery reszty aminokwasowe. Proteazy serynowe stanowia najliczniejsza grupe
z wszystkich peptydaz. Charakteryzuja si¢ one alkaicznym pH, a niektore wykazuja
znaczng termostabilno$¢ [9]. Mechanizm katalizy polega na ataku nukleofilowym przez
grupe hydroksylowa seryny na grupe karbonylowa wigzania peptydowego, o prowadzi
do powstania produktu posredniego reakcji. Kiedy donorem protonu jest (zazwyczaj)
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histydyna, wymagana jest trzecia reszta aminokwasowa do utrzymania orientacji prze-
strzennej, natomiast gdy donorem jest lizyna, w centrum aktywnym znajduje si¢ tylko
diada katalityczna. Do proteaz serynowych naleza np. trypsyna czy elastaza [12, 16].

Rozréznia si¢ dwa rodzaje proteaz cysteinowych: posiadajgce diade lub triade katali-
tyczng. Diada katalityczna sktada si¢ z cysteiny oraz histydyny, natomiast triada zawiera
cysteing, histydyng oraz asparagine badz glutaming. Podczas katalizy nastepuje atak
nukleofilowy cysteiny na wegiel wigzania peptydowego, ktory dalej przeprowadzany
jest przez grupe histydyny [7]. Rozpad wigzania peptydowego prowadzi do wytworzenia —
pomiedzy enzymem oraz C-koncowa resztg substratu — wigzania tioestrowego, ktore
nastepnie poddawane jest hydrolizie z wykorzystaniem aktywnej czasteczki wody.
Z reguly proteazy cysteinowe posiadaja neutralne pH. Sa mniej wykorzystywane niz
proteazy serynowe czy asparaginowe. Pozyskiwane sg z organizméw zywych, ale row-
niez z wirusow [10, 11].

Metaloproteazy zawieraja w centrum aktywnym jony magnezu i kobaltu. To one biorg
bezposredni udziat w reakcji hydrolizy wigzania peptydowego. W centrum aktywnym
zazwyczaj posiadajg trzy reszty aminokwasowe, takie jak: histydyna, glutaminian, kwas
asparaginowy badz lizyna. Najczesciej jednak znajduje si¢ tam histydyna oraz glutamina,
natomiast rzadziej grupy lizyny oraz reszty kwasu asparaginowego. Podczas hydrolizy
jony metalu poprzez reszty aminokwasowe aktywuja czasteczke wody i dochodzi do
zerwania wigzania peptydowego [10]. Do tej grupy enzymow nalezg réwniez amino-
peptydazy, takie jak termolizyna — jedna z najciekawszych metaloproteaz. Odznacza si¢
ona znaczng aktywnoscig biologiczng, nawet w wysokiej temperaturze. Podczas hydrolizy
rozszczepienie wigzania peptydowego nastepuje po N-koncowej stronie reszt amino-
kwasowych [7, 11].

Proteazy treoninowe to rodzina enzymoéw proteolitycznych zawierajacych reszte
treoniny (Thr) w miejscu aktywnym. Odpowiadaja za funkcjonowanie proteasomu, duzego
aparatu rozkladajacego biatka. Proteazy treoninowe sg aktywowane przez aminy pierwszo-
rzedowe. Enzymy te swoja aktywno$¢ wykazuja poprzez atak nukleofilowy przy po-
mocy reszty aminokwasowej treoniny na atom wegla, ktory uczestniczy w tworzeniu
wigzania peptydowego [9, 12, 17].

Istnieje takze szeroka gama enzymow o nie w pelni poznanym mechanizmie dzia-
fania katalizy, np. peptydazy o aktywnoS$ciach biologicznych, ktdre nie spetniajg definicji
endopeptydaz czy egzopeptydaz. Jednym z nich sa peptydowe liazy asparaginowe, ktore
nie przeprowadzaja hydrolizy, a rozrywaja wigzania peptydowe w obrebie wiasnej
czasteczki [9, 17]. Wiazanie peptydowe jest ptaskie i bardzo stabilne, dlatego hydroliza
wymaga aktywnosci enzymatycznej. Niektore wigzania peptydowe sa albo niestabilne
energetycznie, albo moga by¢ tak indukowane, ze nastepuje ich samoistny rozpad [8].
Peptydowe liazy asparaginowe posiadaja w centrum katalitycznym reszte kwasu aspara-
ginowego, ktory atakuje wlasne wigzanie peptydowe i powoduje jego rozpad. Naleza do
nich takze inteiny, tak zwane biatka zawarte w biatkach, zawierajace dodatkowe fragmenty
charakterystyczne dla endonukleazy, ktéra nadaje ruchliwos¢ genetyczna DNA kodu-
jacemu inteiny [9, 16].

Proteazy asparaginowe tworza szeroko rozpowszechniong klase enzymoéw, ktore
wykazuja rozne aktywnosci oraz swoistosci [18]. Wystepujg wsrod kregowcow, roslin,
pasozytow, wszelakich grzybow czy nawet w rekombinowanych biatkach pochodzenia
bakteryjnego [19, 20]. Proteazy asparaginowe powigzane sa z szerokim zakresem funkcji
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fizjologicznych, np. z trawieniem sktadnikéw odzywczych u ssakow, obrong przed pato-
genami, kontrola ci$nienia krwi czy dojrzewaniem bialek. Charakteryzowane sa jako
enzymy o podobnych wtasciwosciach do pepsyny [18]. Aktywne enzymy asparaginowe
zazwyczaj zawierajg pojedynczy tancuch peptydowy sktadajacy sie z okoto 320-360
reszt aminokwasowych. Posiadaja glownie strukture drugorzgdowa nici (B-harmonijki),
utozong w konformacji dwuptatkowej. Oba ptaty sa wzgledem siebie homologiczne,
a pomigdzy nimi znajduje si¢ centrum katalityczne, ktore zawiera pare reszty kwasu aspa-
raginowego, po jednej w kazdym ptlacie — niezbedne dla aktywnosci katalitycznej. Aktyw-
no$¢ enzymatyczna proteazy asparaginowej zalezy gtownie od reszt kwasu asparagino-
wego [18, 19]. Dzieki nim moze nastapi¢ zwigzanie oraz aktywacja czasteczki wody
podczas hydrolizy. Nastgpuje ona za pomoca rozerwania wigzania peptydowego na
skutek ataku nukleofilowego wody na miejsce aktywne enzymu. Proton pierwszej reszty
kwasowej umozliwia atak nukleofilowy wody na wegiel wigzania peptydowego. Nato-
miast proton drugiej reszty kwasowej zostaje przylaczony do miejsca katalitycznego
enzymu i tworzy sie¢ tetraedryczny zwigzek przejsciowy, co prowadzi do przytaczenia
si¢ protonu do grupy amidowej wigzania peptydowego i do jego rozpadu [19]. W pro-
teazach asparaginowych zamiast reszty kwasu asparaginowego moze rowniez wystepowac
histydyna. Do takich enzymow nalezy np. pepsyna pozyskiwana z zotagdkoéw kregowcodw
[21]. Jest to pierwsze krystaliczne biatko, ktore kiedykolwiek przeanalizowano za pomoca
dyfrakcji promieni rentgenowskich. Pepsyna to jeden z najbardziej znanych enzymow
zotadkowych, ktory bierze udziat w trawieniu, gdzie rozpad wigzan peptydowych naste-
puje pomigdzy aminokwasami zawierajacymi w tancuchu bocznym grupe fenylowa
a aminokwasami posiadajacymi dwie grupy karboksylowe [9, 19]. Wiekszo$¢ z proteaz
asparaginowych pozyskiwana jest z grzyboéw z rodzaju Aspergillus. Nalezg do nich:
A. oryzae, A. fumigatus, A. saitoi, A. awamori i A. niger. Optymalne pH proteazy asparagi-
nowej jest okreslane przez potencjat elektrostatyczny w centrum aktywnym, ktory z kolei
jest determinowany przez potozenie i orientacje reszt kwasowych w jego poblizu [21, 22].
Proteazy grzybowe sa aktywne w zakresie pH 4—11 1 wykazuja szeroka specyficzno$¢
substratowa. Mozna je podzieli¢ na grzybowe proteazy kwasowe, neutralne oraz zasa-
dowe. Kwasowe proteazy asparaginowe maja optymalne pH wynoszace okoto 4,5 1 sa
stabilne w przedziale pH 2,5-6,0. Wykazuja wysoka aktywno$¢ w formowaniu skrzepu
i niska aktywnos$¢ proteolityczng w odniesieniu do mleka, przez co sa szczeg6lnie przy-
datne w przemysle serowarskim [23]. Neutralne proteazy, ktore sa aktywne w pH = 7,0,
uzupehniajg dziatanie proteaz roslinnych, zwierzecych czy bakteryjnych w zmniejszeniu
goryczy hydrolizatow biatek spozywczych. Zasadowe proteazy znajduja zastosowanie
w modyfikacji biatek spozywczych oraz jako skladnik aktywny w detergentach do
prania [20, 21, 24, 25].

3. Immobilizacja

Enzymy w $rodowisku organicznym wykazuja mniejsza aktywno$¢ niz w srodowisku
wodnym. Poszukuje si¢ wiec metod pozwalajacych na zwiekszenie stabilno$ci oraz szyb-
kosci reakcji enzymatycznych. W celu bardziej ekonomicznego i skutecznego uzytko-
Wwania enzymow przeprowadza si¢ modyfikacje, zarowno w sposob fizyczny, jak i che-
miczny [26]. Jedng ze skutecznych technik modyfikacji biatek jest immobilizacja,
podczas ktorej nastepuje unieruchomienie enzymu na powierzchni lub wewnatrz wybra-
nego nosnika [27, 28]. Jej podstawowa rola jest maksymalizacja stabilno$ci zarowno
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fizycznej, jak i enzymatycznej biokatalizatora [29]. Obecnie dgzy si¢ do poprawy stabil-
nosci, wytrzymatos$ci oraz mozliwosci ponownego uzycia enzymow, nawet w trudnych
warunkach reakcji, takich jak ekstremalne wartosci pH, wysoka temperatura czy mozli-
wo§$¢ ich zastosowania w rozpuszczalnikach organicznych. Biokatalizator otrzymywany
w wyniku procesu immobilizacji przyjmuje heterogeniczng postac, przez co mozna go
ponownie wykorzysta¢ w nastepnym cyklu reakcyjnym. Takie rozwigzanie przektada
si¢ na praktyczne zastosowanie przemystowe. [26, 27]. Profil unieruchomionych bioka-
talizatorow zalezy od wtasciwosci enzymu, ale takze od rodzaju materiatu zwigzanego
z nim nos$nika [30].

Istnieja r6znorodne metody procesu immobilizacji enzymow, ktore roznig si¢ ze
wzgledu na rodzaj, sit¢ oraz trwato$¢ oddziatywan, jakie powstajg pomigdzy biokataliza-
torem a matrycg. W obecno$ci nosnika biokatalizator moze by¢ zwigzany na powierzchni
uktadu lub — poprzez ,,uwigzienie” — wewnatrz matrycy [31, 32]. NajczeSciej stosowane
sg techniki opierajgce si¢ na immobilizacji fizycznej, czyli metodzie adsorpcyjnej
i putapkowaniu oraz na immobilizacji chemicznej, czyli na wigzaniu kowalencyjnym oraz
sieciowaniu [29]. Metody fizyczne polegaja na tworzeniu stabych, niespecyficznych
oddziatywan wodorowych, hydrofobowych, elektrostatycznych, jonowych, a takze oddzia-
lywan van der Waalsa [7]. Natomiast metody chemiczne polegaja na wytworzeniu
trwatych i stabilnych wigzan, takich jak estrowe badz peptydowe, pomiedzy enzymem
a no$nikiem [33].

Przemystowe znaczenie immobilizowanych enzymow wynika gtéwnie z uzyskanych
przez nie wlasciwos$ci, poniewaz muszg mie¢ one przewage nad natywnymi enzymami
czy katalizatorami chemicznymi [29, 34, 35]. W wiekszo$ci przypadkow aktywnosé
immobilizowanych enzymow spada w porownaniu do ich form natywnych. Przyczyna
tego jest usztywnienie struktury biatkowej oraz pojawianie si¢ oporow dyfuzyjnych
w swobodnym transporcie substratow i produktow do i z centrum aktywnego. Jednak
ostatnie wyniki badan wskazuja na wzrost aktywnosci immobilizowanych biatek. W nie-
ktoérych przypadkach odnotowano nawet ich nadaktywnos¢, czyli wzrost bioaktywnos$ci
w stosunku do formy natywnej [31]. Wydajno$¢ unieruchomionego enzymu zalezy
gtéwnie od metod immobilizacji oraz od ilo$ci uzytego biatka. Kinetyka reakcji moze
drastycznie zmale¢ poprzez ograniczenia dyfuzji, co sprawia, ze immobilizowany enzym
wykazuje mniejszg aktywnos$¢ katalityczng [28, 29]. Pomimo spadku aktywnosci immo-
bilizowanego enzymu poprawia si¢ jego stabilno$¢ w réznych warunkach pH i tempera-
tury, co rekompensuje spadek aktywnos$ci, dajac w rezultacie ogdlng korzy$¢ procesu
immobilizacji [30, 36, 37]. W przemysle istotne znaczenie majg koszty prowadzonych
proceséw. Na koszt wytworzenia odpowiedniego biokatalizatora glownie przektada sig
cena nosnika, ktdra czesto jest podstawa calkowitego kosztu procesu immobilizacji [33].
Wazne jest, zeby cena wytworzenia czy pozyskania no$nika nie przekraczata ceny samego
enzymu [31, 35]. W tabeli 2 przedstawiono najwazniejsze zalety oraz wady immobili-
zowanych enzymow.

Tabela 2. Najwazniejsze wady i zalety immobilizowanych enzymow

Zalety Wady
Lepsza stabilno$¢, zwlaszcza w Nizsza aktywno$¢ enzymatyczna
rozpuszczalnikach organicznych oraz W poréwnaniu do enzymu pierwotnego —
W wyzszej temperaturze przez efekty przenoszenia masy
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Latwa separacja biokatalizatora Nizsza szybko$¢ reakcji w pordwnaniu do
enzymu pierwotnego
Mozliwo$¢ wielokrotnego uzycia Dodatkowe koszty zwiazane z wytworzeniem
biokatalizatora (recykling) nosnika
Zmniejszone koszty dalszego przetwarzania Mozliwe obnizenie wydajnoéci

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [30].

3.1. Nosniki w procesie immobilizacji

Jednym z istotnych elementow procesu immobilizacji jest dobér odpowiedniego
nosnika. Interakcja migdzy nosnikiem a enzymem nadaje immobilizowanemu biatku okre-
$lone wlasciwosci mechaniczne, chemiczne, biochemiczne oraz kinetyczne. Specyficz-
nos¢ matrycy ma kluczowe znaczenie w okreslaniu skuteczno$ci uktadu biokatalitycz-
nego. Wybor optymalnego materiatu jest wigc istotny w procesie immobilizacji, dzigki
czemu wlasciwos$ci zar6wno enzymu, jak i no$nika odpowiedzialne sa za charakter uzy-
skanego uktadu. Nie ma natomiast uniwersalnej matrycy, ktéra bytaby odpowiednia dla
wszystkich enzyméw [35]. Wazne jest, aby byla obojetna i nie wptywata znacznie na
parametry kinetyczne enzymu. Rownie istotne jest, by nosnik nie zmieniat sSrodowiska
w poblizu czgsteczki enzymu [26]. Charakter hydrofilowy lub hydrofobowy matrycy
wplywa na typ, sit¢ oddzialywania niekowalencyjnego oraz na adsorpcj¢ w procesie
immobilizacji [30]. Idealnymi wlasciwosciami nosnikow sg: fizyczna odporno$¢ na
Sciskanie, hydrofilowo$¢ oraz obojetnos¢ na srodowisko [27, 33, 38]. Istotna jest takze
biokompatybilnos¢, tatwa dostepnos$é, a takze niski koszt ich pozyskiwania. Ponadto do
prawidlowego sprzezenia z biatkami na powierzchni no$nikow potrzebne sg liczne
grupy reaktywne i tancuchy hydrofilowe. Najwazniejszg funkcjg matrycy jest wysokie
powinowactwo w stosunku do zastosowanego enzymu, dlatego nosnik powinien charak-
teryzowac si¢ dobrymi whasciwosciami sorpcyjnymi [39, 40]. Ochronny charakter matrycy
zapewnia odpornos¢ uktadow biokatalitycznych na zmiany parametréw srodowiska,
takich jak temperatura oraz pH. To ostatecznie sprowadza si¢ do lepszej stabilnosci ope-
racyjnej unieruchomionych enzyméw [26, 27]. Istotna jest takze stabilno$¢ mechaniczna,
sztywnos$¢, nietoksyczno$¢ oraz biodegradowalnos¢ zastosowanych uktadow nosnych
[33]. Wykorzystanie réznych rodzajow nosnikéw zapewnia lepsza przydatnos¢ do ich
ponownego uzycia, co w rezultacie skutkuje obnizeniem kosztow w procesach przemy-
stowych [27, 33].

W celu ulatwienia wytworzenia stabilnych oddziatywan miedzy nosnikiem a enzymem
wykorzystuje si¢ zwiazki posrednie, ktore petnia funkcje modyfikatorow powierzchni
nosnika. Wytwarzaja one nowe ugrupowania, umozliwiajac tatwiejsze przylaczenie enzy-
mu, a takze zwiekszaja stabilizacje struktury biatka. Modyfikatory powierzchni zawieraja
co najmniej dwie reaktywne grupy funkcyjne, odpowiednio przeznaczone dla matrycy
oraz dla enzymu. Sg to najczgsciej ugrupowania karbonylowe, aminowe, epoksydowe
lub tiolowe [7]. W tabeli 3 przedstawiono przyktadowe no$niki najczesciej stosowane
W procesie immobilizacji enzymow.
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Tabela 3. Przyktadowe nos$niki, ich wtasciwosci oraz immobilizowane na nich enzymy

Rodzaj Przyklad Wiasciwosci nosnika Przyklady
nosnika immobilizowanych
enzymow
Materiaty Tlenki nieorganiczne Wysoka stabilno$¢ Lipaza, ureaza,
nieorganiczne | (np. SiOz, ZrO,, MgO, | mechaniczna, chemiczna, amylaza
Fe,0s) duza pojemno$¢ sorpcyjna
Mineraty (np. kaolin, Biokompatybilno$¢, Lipaza, amylaza,
haloizyt, bentonit) hydrofobowos$¢, obecno$¢ | tyrozynaza, oksydaza
grup funkcyjnych (np. —OH, glukozowa
COOH, C=0, —=SH, -NHy)
Materiaty weglowe Biodegradowalnosc, Papaina,
(np. grafen, tlenek dwuwymiarowa struktura, | glukozydaza, lipaza,
grafenu, wegiel duza powierzchnia peroksydaza
drzewny) wlasciwa
Materiaty Syntetyczne polimery | Obecnos¢ grup funkcyjnych Amylaza, lipaza,
organiczne | (np. poliamid, alkohol laktaza
poliwinylowy,
polipropylen)
Biopolimery Biokompatybilnosc, Lipaza, amylaza
(np. chitozan, chityna, nietoksycznosc,
celuloza) biodegradowalno$¢

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [30].

3.2. Immobilizowane proteazy

Specyficzne wlasciwosci enzymow proteolitycznych sprzyjaja wykorzystaniu ich
w reakcjach katalitycznych, jednak jednocze$nie kwestionuje si¢ ich stabilno$¢ oraz
mozliwo$¢ odzyskania ich ze §rodowiska reakcji. Wysoka wydajnos¢ katalityczna czy
zwigkszona termostabilno$¢ sg wysoce pozadane w produkcji na szeroka skalg. Na wy-
dajnos¢ katalityczng enzymu szczegdlny wplyw ma temperatura, w jakiej prowadzona
jest reakcja. Stosuje si¢ wiec proces immobilizacji, ktory zapewnia optymalng wydaj-
no$¢ katalityczng oraz optacalne wykorzystanie w procesach przemystowych. Zaleta
immobilizacji proteaz jest mozliwo$¢ kontroli zachodzacego procesu oraz wyrazna
redukcja jego kosztow. Z uwagi na réznorodnos¢ ich wiasciwosci — istotny jest dobor
odpowiedniej metody immobilizacji oraz materialu no$nego. Priorytetem jest wiec
zachowanie aktywnosci katalitycznej biatka, trwato$ci oraz zwigkszonej stabilnosci [10].

W ostatnich pracach badawczych mozna zauwazy¢ znaczace korzysci z unierucha-
miania proteaz z roznych zrodel na wszelakich materiatach no$nych. Materialy polime-
rowe (zarOwna naturalne, jak i syntetyczne) bardzo czesto sa stosowane jako nosniki
W procesie immobilizacji enzymow, w tym proteaz [38, 41-47]. Thakrar i Singh [38]
zastosowali kilka rodzajow materiatdbw polimerowych (m.in. chityna, chitozan, mem-
brana nanocelulozowa, algininian sodu, PVC, akryloamid, polistyren) w celu immaobili-
zacji alkalicznej proteazy z Nocardiopsis alba. W swoich badaniach poréwnali rézne
techniki immobilizacji, okreslajac ich wptyw na wydajnos¢ immobilizacji oraz aktywnos$¢
katalityczng. Oprocz materiatow polimerowych Thakrar i Singh uzyli rowniez materiatow
nieorganicznych (np. zel krzemionkowy czy tlenek glinu) jako no$nikow dla proteazy
z Nocardiopsis alba. Z kolei Chatterjee [41] w swoich badaniach przeprowadzit immo-
bilizacj¢ proteazy wyizolowanej z Bacillus licheniformis na karagenianie, alginianie
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wapnia, zelatynie oraz zelu poliakrylamidowym, stosujac metode putapkowania. Tego
samego rodzaju proteaza zostala rowniez unieruchomiona na chitozanie aktywowanym
aldehydem glutarowym, glioksalowym, a takze sulfonem diwinylowym [42]. W kolej-
nych badaniach zimmobilizowano proteazg pochodzaca z Salpichroa origanifolia oraz
papaing — odpowiednio na agarozie oraz membranie celulozowej za pomocg wigzania
kowalencyjnego [43, 44]. W jednej z ostatnio opublikowanych prac pokazano, jak pro-
dukty uboczne z owocow morza (odpady z trzewi ryb i gtowek krewetek) mozna wyko-
rzystac jako materiat wyjsciowy do zaprojektowania unieruchomionego uktadu katali-
tycznego, co daje mozliwos¢ generowania narzedzi do bioprzetwarzania [45]. Z odpadéw
tych wyizolowano chityng, ktérg w dalszej kolejnosci wykorzystano jako nosnik dla
proteazy pochodzacej z Sardinops sagax caerulea. Natomiast Holyavka i wspotpracow-
nicy [46] zsyntetyzowali chitozan, na ktorym zimmobilizowali trzy rodzaje proteaz
cysteinowych: bromelaing, papaine oraz ficyne.

Wyniki zaprezentowane w powyzszych pracach pokazuja, ze zarowno polimery
naturalne, jak i syntetyczne moga by¢ z powodzeniem stosowane jako no$niki proteaz
r6znego pochodzenia. Uzyskane parametry immobilizacji oraz aktywnos$¢ katalityczna
zalezg zardbwno od rodzaju nosnika, jak i zastosowanej metody immobilizacji.

Oprocz materiatéw polimerowych duzym zainteresowaniem cieszg si¢ rowniez uktady
nieorganiczne (np. tlenki metali, materiaty weglowe), ktdre sa rowniez wykorzystywane
w procesie immobilizacji proteaz [38, 48-54]. Opublikowane do tej pory dane pokazuja,
ze bardzo czesto jako no$niki proteaz stosowane sg magnetyczne nanoczastki w postaci
tlenkéw metali. Dzigki aktywno$ci magnetycznej mikroczastek odpwiednich tlenkow
enzym moze by¢ tatwo usuwany z uktadu reakcyjnego za pomocg zwyklego magnesu.
Wiasciwosci mikroczgstek magnetycznych umozliwiajg wielokrotne uzycie enzymu
oraz jego dlugotrwatg stabilnos¢ [49-52]. Dodatkowo modyfikacja czastek magnetycz-
nych ulatwia zwigzanie enzymu z powierzchnig nosnika. Sahu i wspotpracownicy [49]
sfunkcjonalizowali magnetyczne czastki zelaza aminosilanem, a nastepnie zimmobili-
zowali na ich powierzchni proteaze wyizolowang z Bacillus subtilis. Magnetyczne
czastki zelaza zastosowali rowniez w swoich badaniach Valek i wspotpracownicy [50],
ktérzy bezposrednio na czastkach zelaza metodg adsorpcyjna zimmobilizowali proteaze
pochodzaca z B. licheniformis. Z kolei Glomm i wspotpracownicy [52] unieruchomili
subtylizyne A na modyfikowanych magnetycznych czastkach krzemionki. Oprocz typo-
wych magnetycznych czastek rowniez inne tlenki moga stanowi¢ podtoze do unieru-
chomienia proteaz [37, 53, 54]. Dotychczas opublikowane badania pokazuja uzycie
tlenku glinu (proteaza z Nocardiopsis alba), krzemu (proteaza z Bacillus subtilis) oraz
cynku (proteaza — brak zrodta) jako podtoza dla proteaz roznego pochodzenia. Otrzymane
w ten sposob uktady biokatalityczne moga by¢ z powodzeniem stosowane w ré6znych
gateziach przemystu (spozywczy, kosmetyczny, skorzany itp.). Na rysunku 2 zaprezen-
towano przyktadowe nosniki wykorzystane do tej pory w procesie immobilizacji proteaz.
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MATERIALY

NOSNIK
POLIMERY POLIMERY
NATURALNE SYNTETYCZNE

|

CHITOZAN; CHITYNA; MEMBRANA
CELULOZOWA; ALGININIAN SODU,
WapPNIA; AGAROZA

PAPAINA; BROMELAINA; FICYNA;
PROTEAZA Z NOCARDIOPSIS ALBA,
SARDINOPS SAGAX CAERULEA,

POLI{CHLOREK WINYLU);
POLISTYREN; POLI(AKRYL AMID)

PROTEAZA Z NOCARDIOPSIS ALBA,
BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS

NIEORGANICZNE

MAGNETYCZNE CZASTKI; TLENKI
METALI; AKTYWOWANY WEGIEL

PROTEAZA Z NOCARDIOPSIS ALBA,
LYSINIBACILLUS MACROIDES,
ENTEROCOCCUS FEACALI, BACILLUS

SALPICHROA ORIGANIFOLIA SUBTILIS, BACILLUS LICHENIFORMIS

Rysunek 2. Przyktadowe no$niki stosowane w procesie immobilizacji proteaz réznego pochodzenia;
opracowanie wiasne

4. Podsumowanie

Tre$¢ prezentowanego rozdziatu zawiera informacje dotyczace ogolnej charakterystyki
proteaz — ich klasyfikacje, pochodzenie oraz zastosowanie. Istotnym elementem prezen-
towanych informacji byto pokazanie sposobéw immobilizacji proteaz réznego pocho-
dzenia. W zwigzku z dynamicznym rozwojem proceséw technologicznych, ktore skutkuja
poszukiwaniem ekologicznych oraz efektywnych katalizatoréw, trwajg intensywne ba-
dania nad unieruchomieniem proteaz. Uzyskane wyniki pokazuja, ze efektywno$¢ immo-
bilizacji proteaz w gléwnej mierze warunkowana jest rodzajem zastosowanej matrycy.
Opublikowane w ostatnich latach badania prezentujg szereg materiatlow, ktére z powo-
dzeniem mogg by¢ stosowane jako podtoza dla tego typu enzymoéw. Jak przedstawiono
w niniejszym rozdziale, najczesciej stosowane sg materiaty organiczne (polimery natu-
ralne i syntetyczne) oraz nieorganiczne (gloéwnie tlenki metali, w tym magnetyczne czastki).
Dodatkowo istotny element stanowi dobor odpowiedniej metody immobilizacji w celu
skuteczniejszego zwigzania proteazy z powierzchnig nosnika. W zwigzku z tym wyko-
rzystywane w badaniach materialy sa dodatkowo modyfikowane poprzez utworzenie na
ich powierzchni okreslonych grup funkcyjnych, ktore wykazuja powinowactwo do
enzymu. Podsumowujac tres¢ rozdziatu, mozna stwierdzi¢, ze badania dotyczace immo-
bilizacji proteaz ciesza si¢ duzym zainteresowaniem i caly czas sa rozwijane, dzigki
czemu pozwalaja uzyska¢ uktad biokatalityczny na bazie proteaz z wysoka aktywno$cia
enzymatyczna. Rozwoj tego typu badan z pewnoS$cig bedzie stanowil istotne wsparcie
dla zawansowanych procesow biotechnologicznych.

Podzi¢kowania

Badania zostaly sfinansowane przez Ministerstwo Edukacji i Nauki w ramach
subwencji dla Politechniki Poznanskiej nr 0912/SBAD/2206.
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Streszczenie

W niniejszym rozdziale przedstawiono charakterystyke, podziat oraz zastosowanie proteaz réznego pocho-
dzenia. Proteazy stanowig 60% obecnych na rynku enzymoéw i powoduja rozpad wigzania peptydowego
W biatkach oraz peptydach. Sa one istotne z punktu widzenia przezycia i $mierci wszystkich organizmow,
poniewaz wplywaja m.in. na replikacje i transkrypcje DNA, proliferacje komorek, neurogenezg, krzepnigcie
krwi i procesy starzenia sie. Istotnym elementem niniejszej publikacji byto przedstawienie informacji dotycza-
cych immobilizacji proteaz. Zwigzane jest to z przemystowym zastosowaniem enzymow, poniewaz unieru-
chomienie enzymu umozliwia kontrole procesu, w ktorym bierze udziat, a takze wyraznie redukuje jego
koszty. Na podstawie przegladu literaturowego zauwazono, ze magnetyczne tlenki metali oraz polimery (za-
réwno naturalne, jak i syntetyczne) cieszg si¢ najwickszg popularnoscig jako nosniki dla proteaz. Uzycie
tego typu materialow ulatwia separacj¢ ukladu biokatalitycznego ze $rodowiska reakcji oraz zapewnia
dhugotrwata stabilno$¢ immobilizowanej proteazy. Otrzymane na tej bazie uktady biokatalityczne bardzo
dobrze sprawdzaja si¢ jako katalizatory w roznego rodzaju procesach technologicznych. Istotnym elementem
W otrzymywaniu tego typu ukladéw jest dobor odpowiedniego nosnika oraz metody immobilizacji, ktore
Znaczaco wplywaja na wlasciwosci otrzymanego materiatu.

Stowa kluczowe: proteazy, immobilizacja, no$nik

Proteolytic enzyme — characteristic, application and immobilization

Abstract

The characteristics, classification, and application of various origins of proteases are presented in this
chapter. Proteases constitute 60% of enzymes available on the market and cause the breakdown of peptide
bonds in proteins and peptides. They are important for the survival and death of all organisms, because they
affect DNA replication and transcription, cell proliferation, neurogenesis, blood clotting, and aging. The key
element of this publication was to show information about immobilized proteases. Because immobilized
enzymes control the appropriate process and significantly reduce its costs. On the basis of the literature
review, it was noticed that magnetic metal oxides and polymers (both natural and synthetic) are the most
popular carriers for proteases. The use of this type of material facilitates the separation of the biocatalytic
system from the reaction environment and ensures long-term stability of the immobilized protease. The
obtained biocatalytic systems work very well as catalysts in various types of technological processes. The
selection of the appropriate carrier and methods of immobilization have a significant effect on the properties
of the obtained biocatalytic system and is an important element in the obtaining of this type of systems.
Keywords: proteases, immobilization, support
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Zastosowanie glukozylotransferazy cyklodekstrynowej
(CGTazy) immobilizowanej na nosniku polimerowym
do produkcji cyklodekstryn

1. Wprowadzenie

Glukozylotransferaza cyklodekstrynowa (CGTaza) EC 2.4.1.19 stosowana jest do
biotransformacji skrobi w cykliczne oligosacharydy, powszechnie znane jako cyklo-
dekstryny (CD) [1]. Enzym jest przyjazny dla §rodowiska i tatwy w zastosowaniu.
CGTaza katalizuje gléwnie 3 rodzaje reakcji: reakcje dysproporcjonowania, ktdra prze-
nosi liniowy tancuch oligosacharydowy do innej liniowej czasteczki oligosacharydu, po-
wodujac powstanie szeregu czasteczek cukrow o réznych rozmiarach, reakcje hydroli-
tyczna, gdy woda dziata jako akceptor, a takze cyklizacje [2].

Cyklodekstryny znane jako a-, B- i y- sktadaja sie odpowiednio z 6, 7 i 8 reszt
glukozowych potgczonych wigzaniami a-1,4-acetalowymi, tworzacych razem strukture
cykliczng [3]. W wyniku reakcji katalizowanych dostepnymi enzymami otrzymuje si¢
zazwyczaj 3 gtowne produkty a-, B- i y-CD w proporcjach $cisle zaleznych od uzytego
enzymu. Kazda CGTaza ma swoj whasny, charakterystyczny stosunek produktow o : 3 :
v w reakcji [4]. Zazwyczaj jednak najmniej otrzymywanych jest y-cyklodeksyryn [5].

W pierscieniu cyklodekstryny wszystkie jednostki glukopiranozowe wystepuja w kon-
formacji krzestowej, powoduje to, ze pierwszorzgdowe grupy hydroksylowe znajduja si¢
po jednej stronie pierScienia, a drugorzedowe po przeciwnej stronie pierscienia. Cza-
steczka przybiera ksztalt §cietego stozka, tzw. toroidu. Wnetrze toroidu posiada cechy
hydrofobowe natomiast z zewnatrz cyklodekstryny sa hydrofilowe i z tego powodu dobrze
rozpuszczalne w wodzie [6]. Glowna roznicg miedzy poszczegdlnymi CD jest wielkos¢
niepolarnej wneki i rozpuszczalnos¢ w wodzie [7]. Dzigki hydrofobowosci wnetrza
cyklodekstryny tworza kompleksy inkluzyjne ze zwigzkami hydrofobowymi. Sa to
kompleksy typu ,,gospodarz-gos¢”, w ktorych cyklodekstryna petni funkcje gospodarza,
a gosciem jest kompleksowany zwigzek hydrofobowy. Otrzymany w ten sposob kompleks
jest nadal rozpuszczalny w rozpuszczalnikach polarnych, np. w wodzie. Dzigki tym wta-
$ciwosciom cyklodekstryny znalazly bardzo szerokie zastosowanie w farmacji, kosme-
tologii, przemysle spozywczym oraz w réznych dziedzinach chemii.

Szczegodlnie cenne sg y-CD ze wzgledu na wigkszy rozmiar wneki, wyZzsza rozpusz-
czalno$¢ w wodzie, wigksza biodostepnos¢ i mniejsza toksycznos¢ [8, 9]. Potencjalna
zdolno$¢ y-CD nie zostata dotychczas szeroko zbadana ze wzgledu na niskg wydajnos$¢ ich
otrzymywania, wysoki koszt, brak y-CGTazy o wysokiej aktywnosci i selektywnosci.

Podejmowano wiele prob pozyskania wysokospecyficznych szczepéw bakteryjnych
wytwarzajacych y-CGTazy z wyzsza wydajnoscia [10-12] lub opracowania optymalnych
warunkow reakceji [13-15].

1 anna.konieczna-molenda@urk.edu.pl, Katedra Chemii, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet
Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 1226, 30-149 Krakéow, https://wtz.urk.edu.pl/.
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Immobilizacj¢ enzymoéw wykonuje si¢ gtdwnie w celu przeniesienia zalet katalizy
heterogenicznej na rozpuszczalne katalizatory enzymatyczne [16]. Unieruchomienie enzy-
mow posiada wiele zalet jak i wad [17]. Do zdecydowanych zalet immobilizacji naleza
migdzy innymi: mozliwos¢ uzycia enzymu w wielu cyklach reakcji lub w procesach
cigglych, latwiejsze oddzielenie produktéw oraz zwigkszenie stabilnosci w szerszym
zakresie pH 1 temperatury [18]. Wsérdd glownych wad wymieni¢ mozna dodatkowe
koszty zwiazane z produkcja i aktywacjg no$nika oraz reakcjg immobilizacji, utrate badz
zmniejszenie aktywnosci, a takze ograniczenie dyfuzji [19]. W literaturze opisano wiele
metod immobilizacji w zaleznosci od rodzaju utworzonych wigzan: kowalencyjne, adsorp-
cyjne, mikrokapsutkowanie, uwigzienie w matrycy, sieciowanie, odwracalne i nieod-
wracalne [20, 21]. Zastosowano szereg materialdw w celu unieruchamiania enzymow:
organiczne, nieorganiczne, naturalne czy syntetyczne [22, 23]. Poszczegolne immobilizacje
posiadaja swoje zalety i wady, dlatego dla kazdego enzymu i kazdego substratu zaleca
si¢ dobra¢ odpowiedni nosnik i metod¢ immobilizacji.

Trwatym, a jednocze$nie posiadajagcym wiele zalet, sposobem immobilizacji enzymu
na no$niku jest wigzanie kowalencyjne. Ten typ wigzania zapobiega oderwaniu enzymu
od nos$nika mimo jego ekspozycji na powierzchni [24]. Silne zwigzanie enzymu z nosni-
kiem moze jednak powodowaé obnizenie, a w skrajnym przypadku utrate, aktywnosci
katalitycznej spowodowane blokowaniem dostgpu substratu do centrum aktywnego
[25]. Z tego powodu czesto stosuje si¢ tzw. tgcznik, ktorym moze by¢ aldehyd glutarowy
(AG). Posiada on 2 grupy karbonylowe zdolne do utworzenia wigzan kowalencyjnych,
a dodatkowo jest nietoksyczny, bakterio-, wiruso- i grzybobojczy [26].

Celem niniejszej pracy byta immobilizacja stosowanej w przemys$le glukozylotrans-
ferazy cyklodekstrynowej (CGTazy) na syntetycznym nosniku polimerowym. Otrzymany
biokatalizator CGTaza-AG-nos$nik testowano w kilku cyklach reakcji otrzymywania cyklo-
dekstryn, wyznaczono i poréwnano wydajnosci reakcji oraz state szybkosci reakc;ji katali-
zowanych enzymem natywnym i biokatalizatorem otrzymanym w wyniku immobilizacji.

2. Materialy i metody

2.1. Enzym zastosowany do reakcji otrzymywania cyklodekstryn

Badaniom poddano enzym CGTaz¢ z Thermoanaerobacter sp. (EC 2.4.1.19)
W postaci roztworu o nazwie Toruzyme 3,0 L (Novozymes, Dania), ktory jest 4-a-D-
(1,4-0-D-glukano)-transferaza 1,4-a-D-glukanu. W wyniku dziatania — Toruzyme 3,0 L
a- 1 B-cyklodekstryny powstaja w rownych ilosciach, ale przy dtuzszym czasie reakcji
dominujacym sktadnikiem staje si¢ B-cyklodekstryna. Optymalny zakres pH to 5,0-6,5,
a temperatura nie powinna przekracza¢ 8§0-90°C.

2.2. Skrobia uzyta do reakcji otrzymywania cyklodekstryn

Aktywnos¢ katalityczng biokatalizatora otrzymanego w wyniku immobilizacji CGTazy
na no$niku testowano w reakcjach z uzyciem skrobi ziemniaczanej (Sigma-Aldrich,
Polska).

2.3. Nos$nik polimerowy do immobilizacji CGTazy

Jako monomeru do otrzymania polimerowego nosnika uzyto N-winyloformamidu,
NVF (Sigma-Aldrich), ktory sieciowano diwinylobenzenem — DVB, dichlorowodorek
2,2’-azobis(2-metylopropionamidyny); Sigma-Aldrich, Polska.
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Nosnik polimerowy p(NVF-co-DVB) otrzymano w wyniku syntezy metoda kopolime-
ryzacji rodnikowej w odwroconej suspensji [27]. Kopolimeryzacje sieciujgcg N-winylo-
formamidu i diwinylobenzenu prowadzono w atmosferze obojetnej pod delikatnym stru-
mieniem argonu. Kopolimeryzacj¢ sieciujagcg NVF z DVB realizowano w odwrdcone;j
suspensji w oleju metylosilikonowym. W okragtodennej kolbie reakcyjnej o pojemnosci
250 cm?zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, mieszadto mechaniczne, termometr i kapilare
do barbotowania argonem umieszczono 50 cm? oleju silikonowego i ogrzewano do zada-
nej temperatury, barbotujac argonem, po czym przy intensywnym mieszaniu wkraplano
mieszaning monomerdéw. Polimeryzacje prowadzono w temperaturze 60°C w czasie
4 godzin. Ziarna usieciowanego polimeru zdekantowano, umieszczono w lejku Biichnera
na sgczku bibutowym i przemywano kilkakrotnie toluenem w celu odmycia oleju siliko-
nowego [28].

Otrzymano polimerowy nos$nik z merami N-winyloformamidowymi, ktory aktywo-
wano na powierzchni aldehydem glutarowym (GA) — Sigma-Aldrich, Polska — o st¢zeniu
20% [29]. W tym celu w kolbie okragtodennej o objetosci 100 cm® umieszczono 30 cm®
przygotowanego wczesniej roztworu AG i wprowadzono nosnik. Cato$¢ ogrzewano
w tazni wodnej, ciggle mieszajac. Reakcje prowadzono przez 4 godziny w temperaturze
50°C. Po zakonczonej reakcji nosnik polimerowy odsgczono na lejku Biichnera i przemyto
buforem fosforanowym o pH 7,0. No$nik wysuszono w suszarce prozniowej w tempe-
raturze 40°C [30].

Oznaczenie symbolu nosnika p(NVF-co-DVB)GA: p(NVF — polimeryzacji poddano
N-winyloformamid, co- z DVB — w reakcji kopolimeryzacji z DVB, GA — oznacza
aktywacje aldehydem glutarowym. Schemat aktywacji no$nika przedstawia rysunek 1.

2.4. Immobilizacja CGTazy na n o$niku polimerowym

Do 0,15+0,01 g nosnika dodano 14,0 cm? buforu fosforanowego o pH 7,0 oraz 1,0 cm?
enzymu i mieszano na mieszadle magnetycznym przez 150 minut. Nastepnie mieszanine
przesaczono na lejku Biichnera przez saczek celulozowy o $rednicy porow 0,2 pm
(Whatman). W przesaczu po immobilizacji oznaczono ilo$¢ enzymu.

Otrzymany biokatalizator przemywano po kolei roztworami buforowymi: fosforano-
wym o pH 7,0, fosforanowym pH 7,0 + 0,5 M NaCl, octanowym o pH 5,5 TRIS-CI pH
7,2. Otrzymany biokatalizator testowano w reakcjach otrzymywania cyklodekstryn ze
skrobi ziemniaczanej.

’NHQ 20% GA ‘:/ WN\\__/—\_//O immobilizacia ’ N
y v 9

PINVF-co-DVB) p(NVF-co-DVB)GA

Rysunek 1. Schemat aktywacji no$nika polimerowego p(NVF-co-DVB) aldehydem glutarowym oraz
immobilizacji CGTazy na nos$niku p(NVF-co-DVB)GA [opracowanie wiasne]

2.5. Reakcja otrzymywania cyklodekstryn

Skrobi¢ zawieszong w 50 mM buforze fosforanowym 0 pH 5,5 ogrzewano w tem-
peraturze 90°C przez 10 minut. Otrzymano kleiki skrobiowe o stezeniu 0,1200 mg/cm®
+0,0001 mg/cm?, ktére nastepnie termostatowano w temperaturze 40°C i dodano: do jed-
nego biokatalizator, do drugiego wolny enzym w ilo$ci pozwalajacej uzyskaé aktywnos¢
0,60 U/cm®— w tym momencie rozpoczeto pomiar czasu reakcji. Probki inkubowano

37



Anna Konieczna-Molenda

przy tagodnym mieszaniu w temperaturze 40°C i w okreslonych odstepach czasu (20,
50 lub 100 minut), pobierano po 4,0 cm?® mieszaniny reakcyijnej. Reakcje prowadzono
przez 7 godzin. Probki mieszaniny reakcyjnej ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez
5 minut. Po zakonczeniu reakcji enzymatycznej oznaczono stezenie o-, B-1y-CD metoda
HPLC.

Po kazdym cyklu reakcji odzyskiwano enzym immobilizowany na no$niku i uzywano
go w kolejnych cyklach z nowymi roztworami skrobi. Kazda reakcje otrzymywania
cyklodekstrym wykonano 1 raz.

2.6. Sposob oznaczania a-, p-iy-CD

Probki mieszanin reakcyjnych filtrowano przez filtry membranowe z azotanu celu-
lozy o $rednicy porow 5 pm (Whatman, Wielka Brytania) i analizowano metodg chroma-
tografii HPLC. Zestaw zbudowany byt z pompy Shimadzu LC 10A (Shimadzu, Tokio,
Japonia), iniektora Rheodyne 1020 (Rheodyne, Palo Alto CA), kolumny Hypersil APS-
2 (Thermoelectron Corp., Londyn, Wielka Brytania; 300 mm x 4,5 mm) i detektora
wspotczynnika zatamania Swiatta (L-7490 Merck, Darmstadt, Niemcy).

Jako faze ruchomg zastosowano mieszaning acetonitrylu oraz wody (80 : 20 obj.)
z szybkoscig przeptywu 0,5 cm®min. Stezenia cyklodekstryn obliczono na podstawie
krzywej kalibracyjnej przygotowanej przy uzyciu standardow a-, B- i y-CD (Sigma-
Aldrich, Polska).

2.7. Oznaczanie zawartosci biatka metoda Lowry’ego

Ilo$¢ immobilizowanej na nosniku CGTazy wyznaczono na podstawie réznicy po-
miedzy iloscig enzymu w probece do immobilizacji a iloScig enzymu pozostajacego w roz-
tworze po immobilizacji [31], stosowano metode Lowry’ego [32]. Pomiary wykonano
na spektrofotometrze UV-Vis 2101PC Shimadzu, a ilo$¢ biatka w badanych probkach
obliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej tyrozyny (Sigma-Aldrich, Polska) w zakresie
stezen 5-100 pg/em?.

3. Wyniki
3.1. Ilo$¢ enzymu immobilizowanego na nosniku

Ilo$¢ enzymu immobilizowanego na nos$niku okreslono jako procent unieruchomio-
nego enzymu z probki roztworu uzytego do immobilizacji. Na nosniku polimerowym
aktywowanym aldehydem glutarowym unieruchomieniu ulegto 54% biatka zastosowa-
nego do immobilizacji. Odpowiadato to ilo$ci wolnej CGTazy pozwalajacej uzyskac aktyw-
no$é¢ w reakcji — wynoszacej 0,60 U/cm?,

3.2. Badania aktywnoSci biokatalizatora CGTaza-AG-no$nik

Przeprowadzono reakcje otrzymywania cyklodekstryn zzastosowaniem immobilizo-
wanej CGTazy na nosniku polimerowym aktywowanym aldehydem glutarowym. Bio-
katalizator zastosowano w 3 cyklach reakcji.

Wykres 1 przedstawia zalezno$¢ ste¢zenia cyklodekstryn a, B 1y od czasu w I cyklu
reakcji. Najwigcej otrzymano a-CD, mniej -CD, za$ najmniej y-CD.
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Wykres 1. Zalezno$¢ stgzenia cyklodekstryn od czasu reakgji: --—- a-CD, ---- B-CD, ---- y-CD; | cykl reakcji
Z zastosowaniem biokatalizatora [opracowanie wlasne]

Na wykresie 2 przedstawiono zaleznos$¢ stgzenia cyklodekstryn o, B i v od czasu
reakcji. Jako katalizator zastosowano po raz 2. immobilizowny enzym, ktory juz katali-
zowat T cykl reakcji. Najwiecej otrzymano o-CD, mniej B-CD i najmniej y-CD, ale
z mniejsza wydajnoscig niz w I cyklu reakc;ji (tab. 1).
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Wykres 2. Zalezno$¢ stezenia cyklodekstryn od czasu reakgji: ---- 0-CD, ---- B-CD, ---- y-CD; Il cykl reakcji
z zastosowaniem biokatalizatora [opracowanie wiasne]

Na wykresie 3 przedstawiono zaleznos$¢ stgzenia cyklodekstryn a, B i y od czasu
reakcji. Jako katalizator reakcji uzyto po raz 3. immobilizowanego enzymu, ktory juz
katalizowat poprzednie 2 cykle. Nadal najwigcej otrzymano a-CD, mniej B-CD i naj-
mniej y-CD, ale z wydajno$ciami znacznie mniejszymi niz w I 1 II cyklu (tab. 1).
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Wykres 3. Zalezno$¢ stgzenia cyklodekstryn od czasu reakgji: --— a-CD, ---- B-CD, ---- y-CD; Il cykl reakcji
z zastosowaniem biokatalizatora [opracowanie wiasne]

W celu poréwnania wynikow wykonano reakcje otrzymywania cyklodekstryn z zasto-
sowaniem enzymu nieimmobilizowanego. Na wykresie 4 przedstawiono zalezno$¢ ste-
zenia cyklodekstryn od czasu reakcji — z uzyciem CGTazy natywnej. Zgodnie z oczeki-
waniami, otrzymano najwiecej p-CD, mniej a-CD i najmniej y-CD.
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Wykres 4. Zalezno$¢ stezenia cyklodekstryn od czasu reakgji: ---- 0-CD, ---- B-CD, ---- y-CD katalizowanej
enzymem nieimmobilizowanym [opracowanie wlasne]

Zaobserwowano wzrost wydajnosci reakcji otrzymywania CD w wyniku zastoso-

wania immobilizowanego enzymu. Wydajnos¢ ta byta wyzsza zarowno w I, jak i Il cyklu
reakcji. Mniejsza wydajno$¢ z uzyciem biokatalizatora zanotowano dopiero w III cyklu
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reakcji. Ilos¢ cyklodekstryn otrzymanych w poszczegolnych reakcjach przedstawiono
w tabeli 1.

Zastosowanie nieimmobilizowanego enzymu pozwolito uzyska¢ 9,0 mg/ml a-CD,
11,4 mg/ml B-CD i 2,5 mg/ml y-CD. Dzigki temu, Ze otrzymany biokatalizator zostat
uzyty w reakcji wielokrotnie i byt on aktywny w 3 cyklach — sumaryczna ilo§¢ otrzyma-
nych cyklodekstryn w cyklach I, Il i III wynosita: 31,0 mg/ml a-CD, 26,3 mg/ml B-CD
i 11,1 mg/ml y-CD, co stanowi o 244% wigcej a-CD, 0 130% B-CD i az 344% wiecej y-CD.

Tabela 1. Wydajnos¢ reakcji otrzymywania cyklodekstryn z zastosowaniem enzymu natywnego
i immobilizowanego na no$niku

Wydajnos¢ Stosunek otrzymanych
CGTaza Produkty reakcji CD
x 10 [mg - mlY] a:B:y
o-CD 149
m I cykl B-CD 12,6 24:2:1
& y-CD 6,1
s a-CD 143
E Il cykl B-CD 12,2 45:38:1
g y-CD 3,2
£ o-CD 1,8
. 11 cykl B-CD 15 1:083:1
v-CD 1,8
a-CD 9,0
nieimmobilizowana B-CD 11,4 36:46:1
v-CD 2,5

Zrédto: opracowanie wiasne.

Przebieg reakcji katalizowanej zar6wno enzymem nieimmobilizowanym, jak i otrzy-
manym biokatalizatorem podzielono na etapy o liniowej zaleznosci st¢zenia cyklodekstryn
od czasu reakcji. Liniowa zalezno$¢ sugeruje zerowy rzad reakcji hydrolizy z zasto-
sowaniem Kkatalizatora, tzn. ze w tym przypadku szybko$¢ reakcji nie zalezy od stezenia
skrobi, a jedynie od aktywnosci enzymu. Reakcje otrzymywania cyklodekstryn z zasto-
sowaniem nieimmobilizowanej CGTazy oraz biokatalizatora enzym-nos$nik przebiegaty
w 2 etapach. Dla kazdego z etapéw wyznaczono state szybkosci reakeji (K), wartosci
przestawiono w tabeli 2. W poréwnaniu z wolnym enzymem szybko$¢ reakcji otrzymy-
wania CD z zastosowaniem biokatalizatora jest wigksza w I i II cyklu, spada dopiero
w 11 cyklu.

Tabela 2. Wartosci statych szybkosci (k) wyznaczone dla reakcji otrzymywania cyklodekstryn
Z zastosowaniem enzymu natywnego i immobilizowanego na nosniku

CGTaza Produkty Stala szybkosci reakeji [mg - mI? - min?]

k1 X :|.04 k1 X 10'5

& o-CD 1,7 0,1 1,7+0,2

s I cykl B-CD 1.28 20,09 1.60,1

S v-CD 0.61 £0,02 0.77 20,04

3 “ a-CD 14402 1,7 40,1

= I cykl B-CD 12 40,1 1,6 0,1

= v-CD 0.28 20,02 0.49 20,04
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a-CD 0,18 £0,02 0,21 +0,01
11 cykl B-CD 0,15 0,01 0,19 +0,02
y-CD 0,040 0,003 0,069 +0,006
a-CD 0,81 £0,01 0,69 £0,03
nieimmobilizowana B-CD 0,83 +0,01 1,204

y-CD 0,13 £0,01 0,28 +0,02

Zrodto: opracowanie whasne.

4. Wnioski

1. Opracowano optymalne warunki reakcji umozliwiajgce immobilizacje CGTazy na

polimerowym no$niku, stosujac aldehyd glutarowy (GA) jako tacznik pomiedzy
polimerem a enzymem.

Otrzymano biokatalizator, ktory mogt by¢ wielokrotnie uzyty w reakcji otrzymy-
wania cyklodekstryn. Biokatalizator wykazywat aktywnos¢ w 3 cyklach reakji.
Uzyskano wyzsza aktywno$¢ immobilizowanego enzymu w poréwnaniu do enzymu
wolnego w 2 cyklach reakcji. W III cyklu biokatalizator nadal byt aktywny, ale
reakcja przebiegata z mniejszg wydajnos$cig w porownaniu do reakcji enzymem
nieimmobilizowanym.

Zaobserwowano zmiang stosunku otrzymywanych cyklodekstryn o : 3 : y. W reakcji
z enzymem nieimmobilizowanym otrzymano najwiecej -CD. Natomiast w reak-
cjach z biokatalizatorem w I i IT cyklu najwigcej otrzymano a-CD. W 111 cyklu
reakcji o najmniejszej wydajnosci otrzymano tyle samo a-CD 1y-CD.

Wykazano, ze mozliwos¢ wielokrotnego zastosowania heterogenicznego biokatali-
zatora moze znacznie zwigkszy¢ ilo§¢ otrzymanych cyklodekstryn: o 244% wiecej
a-CD, 0 130% B-CD i az 0 344% y-CD.

Zaprezentowany biokatalizator CGTaza-AG-nosnik moze by¢ z sukcesem zasto-
sowany w procesach technologicznych w celu obnizenia kosztéw otrzymywania
cyklodekstryn.
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Zastosowanie glukozylotransferazy cyklodekstrynowej (CGTazy)
immobilizowanej na nosniku polimerowym do produkcji cyklodekstryn

Streszczenie

Unieruchomienie enzymu na no$niku moze przynie$¢ korzysci nie tylko dzigki mozliwosci obniZenia kosztow
poprzez ponowne wykorzystanie lub zapewnienie ciaglosci procesu, ale takze poprzez zmiang specyficz-
nosci katalizatora wzgledem produktéw. W pracy zaprezentowano badania nad immobilizacja CGTazy na
syntetycznym polimerowym nos$niku aktywowanym aldehydem glutarowym. Immobilizowany enzym zasto-
sowano kilkukrotnie w reakcji otrzymywania cyklodekstryn ze skrobi ziemniaczanej. Biokatalizator wyka-
zywat aktywno$¢ katalityczng w 3 cyklach reakcji, a w 2 cyklach reakcja przebiegata z wicksza szybkoscia
niz z zastosowaniem enzymu nieimmobilizowanego. Na podstawie otrzymanych wynikoéw mozna stwierdzic,
ze immobilizacja CGTazy na polimerowym no$niku to tani i prosty sposob uzyskania heterogenicznego
biokatalizatora o korzystniejszych wtasciwo$ciach niz enzym nieimmobilizowany.

Stowa kluczowe: CGTaza, cyklodekstryny, immobilizacja

The use of cyclodextrins glucosyltransferase (CGTase) immobilized on a polymer
support for the production of cyclodextrins

Abstract

Immobilization of the enzyme on a support may have the benefit of not only being able to reduce costs by
reusing or ensuring process continuity, but also by changing the specificity of the catalyst for the products.
The paper presents research on the immobilization of CGTase on a synthetic, polymeric support activated
with glutaraldehyde. The immobilized enzyme was used several times in the preparation of cyclodextrins
from potato starch. The biocatalyst showed catalytic activity in three reaction cycles, and in two cycles the
reaction was faster than with the use of the non-immobilized enzyme. Based on the obtained results, it can
be concluded that the immobilization of CGTase on a polymer support is a cheap and simple way to obtain
a heterogeneous biocatalyst with more favorable properties than the non-immobilized enzyme.

Keywords: CGTase, cyclodextrins, immobilization
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Zmiany w zawartosci glutationu i aktywnosci reduktazy
glutationowej u grochu (Pisum sativum L..)
w odpowiedzi na suplementacje krzemem
podczas stresu kadmowego

1. Wprowadzenie

Glutation to niskoczasteczkowy zwigzek tiolowy, ktory w komoérkach pelni rolg nie-
enzymatycznego przeciwutleniacza [1] chronigcego rosliny przed uszkodzeniami oksy-
dacyjnymi [2, 3]. Czasteczka tego tripeptydu jest zbudowana z reszt kwasu glutamino-
wego, cysteiny i glicyny [1], przez co stanowi istotne miejsce przechowywania, a takze
transportu zredukowanej siarki [4]. Glutation wystepuje we wszystkich przedziatach ko-
morkowych (takich jak cytozol, mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, chloroplasty,
wakuole, peroksysomy i apoplast), w formie zwigzanej z innymi czgsteczkami oraz jako
wolny glutation, ktory bedac w 2 odwracalnych stanach (glutation utleniony — GSSG
i glutation zredukowany — GSH) bierze udzial w utrzymaniu wewnatrzkomorkowej ho-
meostazy redoks [5, 6]. Jedng z jego funkcji jest ochrona grup tiolowych biatek przed
negatywnym dzialaniem reaktywnych form tlenu (RFT), ktore nicodwracalnie inakty-
wujg te biatka [6]. Glutation uczestniczy takze w procesie detoksykacji ksenobiotykdw,
w wyniku ktoérego w cytozolu powstajg S-koniugaty glutationu [7]. Reakcje koniugaciji
tych zwiazkow z glutationem katalizuje enzym S-transferaza glutationowa (GST), ktory —
podobnie jak peroksydaza glutationowa (GSHPX) i reduktaza glutationowa (GR) —
nalezy do enzymoéw GSH-zaleznych [8].

Podczas stanu rownowagi redoks w komorkach utrzymywany jest wysoki stosunek
formy GSH do GSSG [9], w ktorym forma zredukowana stanowi od 90% do 98% jego
catkowitej zawartosci [10]. Stosunek ten ulega zmianie, gdy warunki srodowiskowe staja
si¢ niekorzystne, co prowadzi do akumulacji GSSG [11]. Reakcja przeksztatcania dimeru
dwusiarczkowego (GSSG) do zredukowanej formy sulfhydrylowej (GSH) zachodzi
dzigki GR, ktora katalizuje zalezng od NADPH konwersje GSSG do GSH (rys. 1) [12].
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Przeksztatcenie GSSG do GSH w komorkach (z zachowaniem odpowiedniego stosunku
pomiedzy formg zredukowang a utleniong) jest niezbgdne do wiasciwego funkcjonowania
roslin zarowno w warunkach optymalnych, jak i pod wptywem dziatania czynnikow abio-
tycznych [13]. GR jest oksydaza flawoproteinowa (GR, E.C.1.6.4.2) [14], a konwersja
GSSG do GSH jest kluczowym elementem cyklu askorbinianowo-glutationowego
(AsA-GSH; cykl Halliwella-Asady) [15]. Gtéwnym miejscem wystepowania GR w ko-
morkach sg chloroplasty, a w mniejszych ilosciach GR jest obecna w mitochondriach
i cytozolu [16]. Zawarto$¢ glutationu w roslinach jest rozna i zalezy od wielu czynnikow
(miedzy innymi od gatunku ro$lin i czesci morfologicznej). Analizujgc poziom zawarto$ci
glutationu w roslinach, autorzy wykazuja jego wyzsza zawartos¢ w lisciach niz w korze-
niach, a jego poziom ulega zmianie wraz ze wzrostem i rozwojem roslin [17, 18].
Aktywnos¢ GR w roslinach jest zwigzana z poziomem GSH w komorkach, ktorego ilosé
pod wptywem zwigkszonej aktywnosci GR réwniez wzrasta. Zalezno$¢ tych 2 parametrow
wplywa zatem na tolerancje¢ roslin na stres, na co wskazuja L. Yin i in. (2017). Autorzy
wykazali powigzanie nadekspresji GR i wysokiego poziomu GSH (a takze stosunku
GSH : GSSG) z usuwaniem RFT oraz reaktywnych pochodnych karbonylowych (RCS,
ang. reactive carbonyl species) z komérek roslin poddanych stresowi glinowemu (Al) [19].

wr e /7 N

reduktaza . peroksydaza
‘ s!utationo‘f’a glutationowa

NADPH + H* /7\ GSSG / \
A

PO 8 o $ciana komdrkowa : \\ \
—) \ cytozol 1 \
APOX, CAT
3 l / GSH \l / NADP*
H,0 { GR|
DHAR, \’ / \
MDHAR GSSG NADPH

L\ /

H,0

Rysunek 1. Reakcja redukeji dwusiarczku glutationu do zredukowanej formy katalizowana przez reduktaze
glutationowa (APOX — peroksydaza askorbinianowa; CAT — katalaza; DHAR — reduktaza
dehydroaskorbinianowa; GR — reduktaza glutationowa; GSH — glutation zredukowany; GSSG — glutation
utleniony; MDHAR - reduktaza monodehydroaskorbinianowa; NADP* — fosforan dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego; NADPH — fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego, postaé
zredukowana; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa); opracowanie wiasne na podstawie [20]

Wytwarzane w komodrkach RFT sg niezbedne do prawidtowego funkcjonowania
wszystkich zywych organizméw. Generowanie RFT zachodzi zard6wno w optymalnych
warunkach $rodowiskowych, jak i pod wptywem czynnikow stresowych [15]. RFT
uczestnicza w regulacji waznych procesow zwiazanych z cyklem komérkowym, a takze
podziatem komorek, wzrostem i rozwojem ro$lin oraz starzeniem si¢ i $miercig komorek
[21]. Obecnos¢ RFT w przedziatach komorkowych sprzyja aklimatyzacji roslin do nie-
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korzystnych warunkow srodowiskowych. Produkowane sg miedzy innymi w apoplascie
(gtownie przez oksydazy NADPH, peroksydazy i niektore oksydazy), a wykorzystywane
jako czasteczki sygnalowe wplywajace na ekspresje genow i zwigkszajace odpornosé
ro$lin na stres [22]. Jednak RFT moga réwniez powodowa¢ bezposrednie oksydacyjne
uszkodzenia kwasow nukleinowych, biatek i lipidow ze wzgledu na brak rdwnowagi po-
miedzy wytwarzaniem RFT i ich wygaszaniem, co prowadzi do wystapienia w komoérkach
szoku tlenowego [23].

Zanieczyszczenie gruntdw uprawnych metalami cigzkimi stanowi powazne zagrozenie
srodowiskowe dla roslin. Kadm (Cd) jest silnie toksycznym metalem ci¢zkim, ktory jest
fatwo przyswajany przez ro$liny [24]. Rosliny pobieraja Cd z roztworu glebowego
i przenosza go z korzeni do pedéw za posrednictwem transporterow Ca®*, Fe?*, Mn?*
i Zn** [25]. Wysoka fitotoksyczno$¢ Cd wynika miedzy innymi z zaburzenia rownowagi
gospodarki mineralnej roslin poprzez zaktdcenie procesu pobierania, transportu i przy-
swajania sktadnikow odzywczych z roztworu glebowego. Pobrany przez rosliny Cd za-
burza szereg procesoéw fizjologicznych i biochemicznych. Jego dziatanie powoduje nad-
produkcj¢ RFT i peroksydacje lipidow, zmiany w ultrastrukturze chloroplastéw, chloroze
i epinastie li$ci oraz zahamowanie wzrostu i rozwoju roslin [26].

W tagodzeniu toksycznego dziatania Cd w roslinach wykorzystywany jest krzem (Si).
Pierwiastek ten jest uwazany za nieistotny (lub quasi-niezbedny) dla wzrostu i rozwoju
ro$lin [27]. Krzem wystepuje w glebie gtdwnie w postaci statych ugrupowan krystalicz-
nych, ktore — podobnie jak nierozpuszczalne w wodzie krzemionka i krzemiany — sa nie-
dostepne dla roslin. Jedyna przyswajalng przez rosliny forma Si jest kwas ortokrzemowy
(H4SiOs), ktory po rozpuszczeniu w roztworze glebowym staje si¢ niestabilng cza-
steczka. Wystepuje on w glebach w postaci monomeru (HsSiOs", gleba o pH 2-9) lub
w postaci zjonizowanej (HsSiO4™ i H2SiO4, gleba o wartosci pH > 9) [28]. Zdolnos¢ ro$lin
do akumulowania Si w tkankach jest zr6znicowana pomiedzy gatunkami i wynika z od-
miennego systemu jego pobierania i transportu. Po pobraniu Si przez korzenie jest on
transportowany przez ksylem do pedu [29]. Krzem moze pelnié¢ w ro$linach role modu-
latora poprzez aktywowanie w nich reakcji obronnych oraz oddzialywanie na elementy
systemu sygnalizacji stresu, co prowadzi do indukowania odpornosci [30]. W literaturze
opisano pozytywny wptyw Si na gospodarke makro- i mikrosktadnikow w ro$linach
poddanych stresowi Cd [31]. Udowodniono takze, ze Si ogranicza pobieranie Cd przez
korzenie oraz hamuje jego transport z korzeni do pedow [32, 33]. Adaptacja roslin do
zanieczyszczajacych srodowisko metali ciezkich obejmuje powigzane ze soba mecha-
nizmy fizjologiczne i molekularne. Przyktadem wewnatrzkomoérkowych mechanizméw
jest kompleksowanie jonow metali ciezkich miedzy innymi przez fitochelatyny (PC,
ang. phytochelatins). PC sg syntetyzowane z glutationu, a funkcjonalnie sg analogami
metalotionein zwierzgcych (MT, ang. metallothioneins). Pobrany przez rosliny Cd jest
zwigzany przez PC poprzez tworzenie z nimi komplekséw Cd-PC. Powstate kompleksy
sg transportowane z cytozolu do wakuoli lub na zewnatrz komoérek przez wigzace ATP
kasetowe transportery [33, 34].

Udowodniono wysoka fitotoksycznos¢ Cd w roslinach oraz jego wptyw na szereg
proceséw fizjologicznych i biochemicznych [35, 36]. Wiadomo réwniez, ze ekspozycja
ros§lin na Cd powoduje w nich indukcje stresu oksydacyjnego [37]. Dlatego celem
niniejszej pracy byto zbadanie aktywnos$ci GR w procesach detoksykacyjnych zaleznych
od glutationu, w roslinach suplementowanych Si i poddanych stresowi Cd.
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2. Material i metody

2.1. Plan eksperymentu

Nasiona grochu zwyczajnego (Pisum sativum L., odmiana Pegaz) kietkowano w ciem-
nosci w temperaturze 25°C przez 48 godzin (inkubator NUVE ES 120). Przed kietkowa-
niem nasiona dezynfekowano 70% izopropanolem przez 1 minute i 2% podchlorynem
sodu przez 15 minut. Proces dezynfekeji zakonczono poprzez 5-krotne ptukanie nasion
demineralizowana i sterylng woda. Odkazone nasiona przeniesiono do sterylnych, szkla-
nych pojemnikow z 20 ml 0,5% stezonej pozywce Hoaglanda o pH = 6 (rys. 2).
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Rysunek 2. Schemat eksperymentu [opracowanie wiasne]

Po 6 dniach mtode siewki grochu przeniesiono do 1-litrowych plastikowych pojem-
nikéw (¢ = 12 cm, 4 rosliny na pojemnik). Warunki wzrostu: 7 dni w 0,5 stezonej po-
zywce Hoaglanda i kolejne 7 dni w 1x stezonym roztworze Hoaglanda. Po 21 dniach
rosliny suplementowano 1 mM Na,SiOs lub 2 mM Na;SiOs (Si) i/lub traktowano 50 uM
CdSO4 (Cd) poprzez dodanie zwigzkow do pozywki. Rosliny kontrolne uprawiano
w pozywce Hoaglanda o pH = 6 bez dodatku Cd i Si. Uprawe hydroponiczng prowadzono
przez kolejne 3 tygodnie w 1x stezonym roztworze Hoaglanda o wartosci pH = 6.
Podczas prowadzenia uprawy hydroponicznej roztwor pozywki wymieniano co 2-3 dni
(rys. 3). Kietkowanie, wzrost i rozwdj roslin kontrolowano poprzez zastosowanie w trakcie
doswiadczenia komory inkubacyjnej (Snijders Scientific™ Plant Growth Cabinet), dla
ktorej ustalono nastgpujace warunki: wilgotno$¢ wzgledna 70%, fotoperiod 10 godzin /
14 godzin oraz temperatura 25°C / 20°C odpowiednio w dzien i w nocy. Po zakonczeniu
uprawy hydroponicznej (po 21 dniach od traktowania/suplementowania) z pgdow usunigto
kwiaty i straki, nastepnie rosliny podzielono na pedy i korzenie oraz zamrozono w cieklym
azocie. Materiat roslinny byt przechowywany do czasu wykonania analiz w tempera-
turze -80°C. Przed przystapieniem do wykonywania analiz biochemicznych tkanki
roztarto w ciekltym azocie i rozwazono po 200 mg (1 powtorzenie). Analizy wykonano
W 4 powtorzeniach, gdzie 1 powtdrzenie stanowito materiat z 4 pedow lub z 4 korzeni
rosngcych w 1 pojemniku. Dodatkowo po zakonczeniu uprawy hydroponicznej czes$é¢
ro$lin przeznaczono do analiz biometrycznych, okreslajac suchg mase, calkowity
zawarto$¢ wody oraz wzgledne wydhluzenie korzeni i pgdow.
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Rysunek 3. Zdjecia roslin podczas wymiany pozywki (A —rosliny kontrolne, B — rosliny suplementowane
1 mM NazSiOs, C —roéliny suplementowane 2 mM NazSiOs, D — roéliny traktowane 50 uM CdSOs, E—
rosliny traktowane 50 M CdSOs i suplementowane 1 mM NazSiOs, F — ro§liny traktowane 50 M CdSOs
i suplementowane 2 mM NazSiOs) [opracowanie wiasne]

2.2. Pomiary biometryczne

Po zakonczeniu uprawy hydroponicznej przeprowadzono analiz¢ suchej masy pedow
i korzeni wraz z okre$leniem w nich catkowitej zawartosci wody, a takze zbadano
wzgledne wydtuzenie analizowanych czg$ci roslin.

Rosliny wyjeto z pojemnikow, doktadnie osuszono i sfotografowano. Nastepnie po-
dzielono na pedy i korzenie (n = 5), po czym zwazono ich §wieza mase (g) i zapakowano
w specjalnie przygotowane saszetki, ktore umieszczono w suszarce z wymuszonym
obiegiem powietrza (suszarka laboratoryjna SLN 53, POL-EKO). Badane czgsci roslin
suszono przez 24 godziny w 90°C w celu okreslenia suchej masy czgéci wegetatywnych
roslin. Po wysuszeniu pedow i korzeni ponownie je zwazono, uzyskujac ich sucha mase (g).
Na podstawie uzyskanych danych ($wieza i sucha masa) obliczono catkowita zawartos¢
wody [38] w pedach i korzeniach zgodnie ze wzorem:

swiaza masa— sucha masa

€y

Dlugos¢ pedow i korzeni (n = 8) zmierzono na podstawie wykonanych zdjec,
wykorzystujac program ImageJ (wersja 1.53k) [39]. Na podstawie uzyskanych danych
obliczono wzgledne wydtuzenie pedéw i korzeni [40] zgodnie ze wzorami:

catkowita zawartos¢ wody = o —
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dt. pedéw Cd i/lub di. pedow Si
x1009 2
dt. pedéw kontrolnych % ( )

wzgledne wydtuzenie pedéw=

gdzie: dt. pedéw Cd /lub dt. pedow Si — dhugos¢ pedow roslin traktowanych 50 uM CdSOs4 i/lub suplemento-
wanych 1 mM NazSiOs i 2 mM NazSiOs, dt. pgddéw kontrolnych — dtugosé pgddéw kontrolnych;

dt. korzeni Cd i/lub dt. korzeni Si
dt. korzeni kontrolnych

wzgledne wydtuzenie korzeni= x100% €))

gdzie: dt. korzeni Cd i/lub dt. korzeni Si — dhugo$¢ korzeni roslin traktowanych 50 uM CdSOs i/lub suplemen-
towanych 1 mM NazSiOs i 2 mM NazSiOs, dt. pedow kontrolnych — dtugos¢ korzeni ro$lin kontrolnych.

2.3. Analizy biochemiczne

Z zabezpieczonego w temperaturze -80°C materiatu roslinnego (cze¢sci morfologicz-
ne — pedy i korzenie) przygotowano ekstrakty, ktore nastepnie analizowano metodami
spektrofotometrycznymi (spektrofotometr Infinite® 200 PRO NanoQuant, Tecan).
Zamrozone tkanki (po 200 mg na 1 powtdrzenie) homogenizowano na lodzie w 2 ml mie-
szaniny 6% kwasu metafosforowego i 1 mM kwasu wersenowego. Uzyskany homogenat
wirowano przez 15 minut w temperaturze 4°C przy obrotach 11 500 x g. [41].

2.3.1. Zawarto$¢ GSH i GSSG

Zawarto$¢ catkowitego glutationu, GSH oraz GSSG oznaczono zgodnie z metoda S.
Sahoo i in. (2018) [41]. Do analizy zawartosci catkowitego glutationu pobrano 400 pl
wczesniej przygotowanego supernatantu, do ktorego dodano 1 ml 0,5 M buforu potasowo-
-fosforanowego (pH = 7,5), 100 ul 10 mM DTNB (kwas 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzo-
esowy), 200 ul 10 mM BSA (surowicza albumina wotowa) oraz 100 ul 0,5 mM NADH
(dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy). Nastepnie proby doktadnie wymieszano i inku-
bowano w 37°C przez 15 minut (termoblok, TermoStat plus, Eppendorf). Po tym czasie
proby doprowadzono do temperatury pokojowej, po czym zmierzono absorbancje¢ przy
dhugosci fali A =412 nm.

Przed oznaczeniem zawarto$ci GSSG usuwano z supernatantu GSH poprzez dodanie
do ekstraktu 2-winylopirydyny i inkubacj¢ prob przez 1 godzing w temperaturze 25°C.
Nastepnie do 100 pl ekstraktu dodano 600 pl buforu reakcyjnego zawierajacego 100
mM bufor potasowo-fosforanowy (pH = 7,5) i 5 mM kwas wersenowy. Po doktadnym
wymieszaniu prob dodano kolejno 100 pl drozdzowej reduktazy glutationowej (rozcien-
czenie 20 U/ml) oraz 100 pul 10 mM DTNB. Do zapoczatkowania reakcji zastosowano
2,5 mM NADPH (fosforan dinukleotydu nikotynamidoadeninowego — posta¢ zreduko-
wana). Absorbancj¢ mierzono przy dtugosci fali A = 412 nm. Zawarto$¢ glutationu
wyrazono w ug X mg™ suchej masy.

Zawarto$¢ GSH uzyskano po odjeciu GSSG od uzyskanych wartosci catkowitego
glutationu. Do obliczenia zawarto$ci GSH 1 GSSG zastosowano takze krzywe standar-
dowe dla obu form glutationu.

2.3.2. Aktywno$é GR

Aktywno$¢ GR mierzono wedtug metody J. Zhang i in. (1996), wprowadzajac pewne
modyfikacje [42]. Do okre$lenia aktywno$ci enzymu wykorzystano bufor reakcyjny
0 temperaturze 24°C, ktory zawierat 0,5 M bufor sodowo-fosforanowy (pH = 7,8), 1 mM
kwas wersenowy i 1 mM GSSG. Do zapoczatkowania reakcji zastosowano 0,2 mM
NADPH. Absorbancje mierzono przy uzyciu spektrofotometru (Tecan Infinite 200 PRO)
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przy dhugosci fali 340 nm. Jedna jednostka [U x mg™ biatka] aktywnoéci GR zostata
wyrazona jako zmiana absorbancji na minute x mg™ suchej masy. Zawarto$¢ biatka
W prébach oznaczono metodg Bradforda (1976) [43].

2.4. Analiza statystyczna

Przeprowadzono dwuczynnikowa analize wariancji (ANOVA) w celu zbadania
istotnosci wptywu Si 1 Cd oraz interakcji pomiedzy Si i Cd w analizowanych parame-
trach. Do analizy post hoc wykorzystano test Tukeya przy poziomie istotnosci p < 0,01.
Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu programu STATISTICA (wersja 13.1
Dell Inc., Tulsa, OK, USA).

3. Wyniki i dyskusja

Rosliny grochu zwyczajnego traktowanego 50 uM Cd i/lub suplementowanego
1 mM lub 2 mM Si wykorzystano do analizy suchej masy, catkowitej zawartosci wody
oraz wzglednego wydtuzenia pedow i korzeni (rys. 4).
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Rysunek 4. Sucha masa (A), catkowita zawartos¢ wody (B) oraz wzgledne wydtuzenie (C) pgdow i korzeni
grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.) traktowanego 50 uM CdSOs i/lub suplementowanego 1 i2 mM
NazSiOs. Wartosci sa wyrazone jako $rednia £SD. Rozne litery reprezentuja istotne réznice (p < 0,01)

W odniesieniu do $rednich w zakresie analizowanych parametréw w danym organie [opracowanie wiasne]
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W wyniku przeprowadzonych analiz okreslono, iz zastosowanie Cd w uprawie
hydroponicznej grochu miato istotny wptyw na suchg mase, catkowita zawarto§¢ wody
oraz wzgledne wydtuzenie analizowanych pedow i korzeni. Po dodaniu do pozywki
50 uM roztworu Cd stwierdzono istotne zmniejszenie suchej masy w korzeniach i pedach
(0,0845 g1 0,297 g) w poréwnaniu z suchg masg korzeni i pgdéw roslin kontrolnych
(0,0944 g1 0,3926 g). Ponadto zastosowanie jednoczesnie z Cd suplementacji Si (1 mM
i 2 mM) spowodowato istotne statystycznie obnizenie zawartosci suchej masy w bada-
nych korzeniach i pedach w poréwnaniu z analizowanymi cze$ciami ro$lin kontrolnych
i traktowanych Cd. W korzeniach roslin suplementowanych 2 mM Si zanotowano istotny
wzrost catkowitej zawarto$ci wody w poréwnaniu z Korzeniami roslin kontrolnych (odpo-
wiednio 20,06 g H.O x g SM™ i 17,08 g H.O x g SM™), natomiast sucha masa korzeni
ro§lin suplementowanych 2 mM Si byla istotnie nizsza w porownaniu z korzeniami
roslin kontrolnych. Podobna zalezno$¢ wystgpowata w roslinach traktowanych Cd, w kto-
rych catkowita zawartos¢ wody w pedach i korzeniach byta nizsza od zawartosci wody
w roS$linach traktowanych Cd i suplementowanych Si 1 mM. Wplyw suplementacji
roslin Si byt widoczny w analizie wzglednego wydtuzenia pgdow i korzeni. Rosliny suple-
mentowane 1 mM roztworem Si mialy istotnie dtuzsze pedy 1 korzenie w poréwnaniu
z badanymi czgéciami ro$lin kontrolnych. W przypadku suplementacji ros$lin 2 mM roz-
tworem Si analiza wykazala istotne statystycznie wzgledne wydtuzenie analizowanych
pedow i korzeni w poréwnaniu do analizowanych czesci roslin kontrolnych. Ponadto
zastosowanie 1 mM roztworu Si z jednoczesnym traktowaniem roslin Cd spowodowato
wzrost wzglednego wydluzenia pedéw w stosunku do peddéw roslin traktowanych Cd.
Negatywny wplyw Cd na rosliny w aspekcie ich wzrostu i rozwoju zostat wielokrotnie
udowodniony. W zalezno$ci od zastosowanego stezenia Cd oraz czasu ekspozycji —
wykazano jego toksyczny wpltyw na wzrost roslin, powierzchnig liSci, $wiezg i sucha
masg, a jego negatywne skutki oddziatywania na ro$liny nastgpowaly w r6znym stopniu
[44, 45]. K. Bavi i in. (2011) wykazali, iz traktowanie roslin niskimi stezeniami Cd
(5-10 uM CdCly) nieznacznie zmniejsza zawartosci suchej masy korzeni. Zwigkszenie
jego stezenia do 50 uM zmniejsza zawarto$¢ suchej masy korzeni ciecierzycy o 50%
W poréwnaniu z korzeniami roslin kontrolnych [46]. Zastosowanie w niniejszej pracy
takiego samego stezenia Cd rowniez spowodowalo obnizenie zawartosci suchej masy
korzeni, natomiast duzo nizsza zawarto$§¢ suchej masy zostala przez nas wykazana
w pedach grochu (obnizenie suchej masy o 35% w poréwnaniu z pedami roslin kontrol-
nych). Analiza morfologicznych czesci roslin wystawionych na bezposrednie dziatanie
Cd daje miarodajne dane dotyczace jego toksyczno$ci. Podobng tendencje obnizenia
zawartos$ci suchej masy stwierdzono rowniez dla pedow rokietty siewnej (Eruca sativa
Mill.) traktowanej Cd, chociaz ro$liny te byly poddane dziataniu wyzszych stezen Cd
niz stezenie zastosowane w naszym doswiadczeniu (100, 150 i 200 mg x kg'*). Trakto-
wanie rokietty siewnej Cd spowodowato, podobnie jak w naszych badaniach, istotne
obnizenie wzglednej zawartosci wody w poréwnaniu z roslinami kontrolnymi [47].
Wzgledne wydluzenie korzeni i pgdow, jak réwniez ich dlugos¢, jest bezposrednio skore-
lowane z wptywem metali ciezkich na rosliny, co potwierdzono analiza dtugos$ci pedow
i korzeni roslin. Podobne wyniki uzyskali A. Krantev i in. (2008), ktorzy stwierdzili, ze
zastosowanie Cd w uprawie roslin zmniejsza dhugos¢ korzeni i pedow. Dodatkowo
wskazali, iz Cd ma negatywny wplyw na rozwdj korzeni bocznych badanych roslin,
natomiast zastosowanie w uprawie hydroponicznej grochu zwyczajnego suplementacji
Si potwierdzito jego pozytywne dzialanie na rozwdj roslin, w tym na dtugos$¢ ich korzeni
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i pedow [48]. Podobna tendencj¢ wykazali w swoich badaniach S.A.F. EI-Okkiah i in.
(2022), przeprowadzajac analize wysokosci ro$lin grochu zwyczajnego po dolistnym
zastosowaniu Si. W wyniku przeprowadzonych analiz udowodnili stymulujacy wpltyw
Si na wzrost badanych roslin, ktore byly wyzsze od roslin kontrolnych 7-9%, w zalez-
nosci od zastosowanego stezenia Si [49]. Przedstawione przez nas badania nad stymulujg-
cym wzrost roslin dziataniem Si z jednoczesnym traktowaniem ich Cd przyniosty podobne
rezultaty jak w eksperymencie prowadzonym przez S.A.F. EI-Okkiah i in. (2022). Wyka-
zano w nim, iz przy jednoczesnym zastosowaniu w uprawie roslin Si i Cd dochodzi do
tagodzenia toksycznego dziatania Cd, czego dowodem bylo uzyskanie przez badaczy
dhuzszych roslin jednoczesnie suplementowanych i traktowanych w poréwnaniu z rosli-
nami wylacznie traktowanymi Cd [49]. M. Rostamie i in. (2019) réwniez stwierdzili
tagodzacy wptyw suplementacji roslin Si przy ich jednoczesnym traktowaniu Cd. Wykazali,
ze sucha masa roslin traktowanych Cd i suplementowanych Si byta wyzsza w porow-
naniu z suchg masg roslin wytacznie traktowanych Cd. Ponadto udowodnili pozytywne
dziatanie suplementacji Si w uprawie Lallemantia royleana, ktérej sucha masa byta
wyzsza w porownaniu do suchej masy roslin kontrolnych. Badany parametr byt mierzony
w odniesieniu do catej rosliny, nie wskazujac przy tym, w jaki sposob sucha masa r6zni
si¢ w poszczegolnych czgéciach roslin [50]. W prezentowanych w niniejszej pracy
badaniach sucha masa roslin jednoczesnie traktowanych Cd i suplementowanych Si nie
wykazata tagodzacego dziatania Si. Brak wykazania przez nas w tym parametrze pozy-
tywnego dziatania Si przy jednoczesnym traktowaniu ro$lin Cd moze wynikac z réznic
w przeprowadzonych eksperymentach (warunki uprawy roslin, pH, dlugo$¢ trwania
eksperymentu), nie wyklucza przy tym pozytywnego dziatania Si w ros$linach trakto-
wanych Cd.

Pedy i korzenie grochu zwyczajnego traktowanego 50 uM Cd i/lub suplemento-
wanego 1 mM lub 2 mM Si wykorzystano réwniez do oznaczenia zawartosci GSH
i GSSG oraz aktywnosci GR. Po 21 dniach od traktowania i/lub suplementowania roslin
okreslono we wszystkich wariantach wyzsza zawarto$¢ glutationu (GSH i GSSG) w pe-
dach w poréwnaniu z badanymi korzeniami (rys. 5A i 5B). Istotnie nizsza zawarto$¢
GSH i GSSG oznaczono w pedach grochu traktowanego Cd i suplementowanego 1 mM
Si w poréwnaniu z analizowanymi czg$ciami pozostatych roslin. Zawartos¢ glutationu
w tych pedach byta istotnie nizsza (GSH — 38% i GSSG — 26%) w pordwnaniu z zawar-
toscia w pedach roslin traktowanych tylko Cd. W pedach grochu traktowanego Cd i suple-
mentowanego 2 mM Si rowniez zaobserwowano istotne zmniejszenie zawartosci GSH
i GSSG w pordéwnaniu z pedami i korzeniami roslin kontrolnych. W pozostatych anali-
zowanych pedach zawarto$¢ glutationu byta porownywalna z jego zawarto$cia w roslinach
kontrolnych. W pedach ro$lin traktowanych Cd i suplementowanych 1 mM Si stosunek
GSH do GSSG wynosit 2 : 1. W pozostatych pedach stosunek ten nie byt zroznicowany
i wynosit 3 : 1 (tab. 1).

Tabela 1. Stosunek zawarto$ci GSH do GSSG w pedach i korzeniach grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.)
traktowanego 50 pM CdSOs i/lub suplementowanego 1 mM NazSiOs i 2 mM NazSiOs

) : CdSil | CdSi2

Kontrola | Si1mM Si2mM Cd mM mM

GSH : GSSG 3:1 3:1 3:1 3:1 2:1 3:1
ped

GSOSSG 161 | 61 6:1 6:1 6:1 6:1
orzen

Zrodho: opracowanie wihasne.
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Rysunek 5. Zawartos¢ GSH i GSSG oraz aktywno$¢ GR w pedach (A, C) i korzeniach (B, D) grochu
zwyczajnego (Pisum sativum L.) traktowanego 50 uM CdSOs i/lub suplementowanego 1 mM NazSiOs
i 2mM NazSiOs. Jedna jednostka aktywnosci [U x mg™ biatka] to zmiana absorbancji na minute x mg™
suchej masy. Wartosci sg wyrazone jako $rednia z 4 powtdrzen £SD. Rozne litery reprezentuja istotne rdznice
(p <0,01) w odniesieniu do §rednich w zakresie analizowanych parametrow w danym organie
[opracowanie whasne]

Zawarto$¢ glutationu w korzeniach roslin suplementowanych Si byta istotnie nizsza
w poréwnaniu Z poziomem glutationu w korzeniach ro$lin kontrolnych. Zmniejszong
zawarto$¢ GSH i GSSG obserwowano w korzeniach roslin traktowanych Cd i suplemen-
towanych Si. Dodanie do pozywki Cd i 1 mM Si spowodowato istotne statystycznie
zmniejszenie ilosci GSH i GSSG w poréwnaniu z zawartoscig glutationu w korzeniach
roslin traktowanych Cd. Podobna zaleznos¢ spadku glutationu oznaczono w korzeniach
roslin traktowanych Cd i suplementowanych 2 mM Si. Stosunek ilosci GSH do GSSG
w analizowanych korzeniach nie byt zr6znicowany i wynosit 6 : 1 (tab. 1).

Jedna z metod detoksykacji roslin poddanych stresowi kadmowemu jest ograniczenie
pobierania Cd z roztworu glebowego. W wielu badaniach udowodniono tagodzaca role
Si w roslinach narazonych na dziatanie Cd [51]. Wykazano takze udzial Si w detoksy-
kacji, translokacji i dystrybucji metali cigzkich w roslinach, co w efekcie umozliwia im
przetrwanie w niekorzystnych warunkach §rodowiska. W ograniczeniu fitotoksycznego
dziatania Cd uczestnicza réwniez PC, ktore wigza jony metali ciezkich oraz moduluja
odpowiedz i tolerancje ro$lin na dzialanie stresu kadmowego [52]. Prekursorem PC jest
glutation, ktory tak samo jak PC moze petnic rolg no$nika Cd w ro$linach [53]. W bada-
niach skupiono si¢ nad zmiang zawartos$ci glutationu w pgdach i korzeniach roslin trakto-
wanych Cd i suplementowanych Si. Uznaje si¢, ze stosowanie w uprawach roslin suple-
mentacji Si wzmacnia dziatanie przeciwutleniaczy, ktore w warunkach stresu skutecznie
wytapuja RFT [54]. Pozytywny wplyw suplementacji Si ro§lin udowodnili P. Alam i in.
(2021), wykazujac jego role w regulacji cyklu Asc-Glu, ktorego czgscia jest glutation.
Poziom glutationu w roslinach jednocze$nie traktowanych Cd i suplementowanych Si
by¢ moze jest niewystarczajagcym wskaznikiem potwierdzajacym pozytywny wplyw
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aplikacji Si w uprawach roslin. Dodatkowym parametrem uzupetniajacym poziom gluta-
tionu moze by¢ ilosciowe okreslenie niebiatkowych tioli (NTPs, ang. non-protein thiols),
z ktorych po wylaczeniu z glutationu mozna okresli¢ role Si w chelatacji Cd przez
fitochelatyny [17]. Podobna tendencj¢ w zmniejszeniu zawartosci glutationu w roslinach
suplementowanych Si i traktowanych Cd wykazali M.A. Farooq i in. (2016), wedtug
ktérych obnizenie poziomu glutationu spowodowane jest indukowaniem przez Cd
syntezy fitochelatyn, a takze niewystarczajacg syntezg glutationu.

Traktowanie ro$lin Cd spowodowato istotny wzrost aktywnos$ci GR w analizowanych
pedach i korzeniach grochu w poréwnaniu do aktywnosci enzymu w badanych czesciach
ro$lin kontrolnych (rys. 5C i 5D). Aktywnos¢ enzymu w pedach i korzeniach roslin trakto-
wanych Cd byta prawie 3-krotnie wyzsza w porownaniu z aktywnoscig GR w roslinach
kontrolnych. Zastosowanie suplementacji ro§lin 1 mM 12 mM Si zjednoczesnym trakto-
waniem ich Cd spowodowalo istotne obnizenie aktywnosci GR w pedach i korzeniach
(083%152% oraz 83% i32%) w poréwnaniu Z pedami i korzeniami ro$lin traktowanych
Cd. W korzeniach roslin suplementowanych 1 mM i 2 mM Si rowniez obserwowano
istotne zmniejszenie aktywnos¢ GR w porownaniu z aktywnoscig GR w analizowanych
korzeniach ro$lin kontrolnych. W poréwnaniu z korzeniami roslin kontrolnych aktyw-
nos$¢ GR po suplementacji roslin 1 mM i 2 mM Si byta nizsza odpowiednio o 60% 1 44%.

Analizowana aktywno$¢ GR, nalezacej do cyklu Asc-Glu, jest zwigzana z przebie-
giem konwersji GSSG do GSH oraz z ochrong integralnosci bton komérkowych [55].
W przeciwienstwie do zaprezentowanych przez nas wynikow aktywnos$ci GR, istotnych
zmian w aktywnosci enzymu w korzeniach lucerny nie zaobserwowali A.H. Kabir i in.
(2016) — pomimo traktowania ro§lin 1 mM Cd i/lub suplementowaniem ich 1 mM Si [51].
Z kolei Z. Wu i in. (2017) udowodnili, wykorzystujac w badaniach kwitnaca kapuste
pekinska, ze traktowanie roslin 5 pM x L Si powoduje obnizenie aktywnosci GR
W lisciach i1 korzeniach w poréwnaniu do roslin kontrolnych. W badaniach wykazali
rowniez, ze przy zastosowaniu nizszych stezen Si (1 pM x L) aktywnoéé GR byta po-
rownywalna z aktywno$cig w liSciach i korzeniach roslin kontrolnych [56]. W prezento-
wanych przez badaczy wynikach suplementacja roslin Si wraz z jednoczesnym trakto-
waniem ich Cd potwierdza pozytywne dziatanie Si w ochronie roslin poddanych stresowi
kadmowemu. Lagodzaca role Si w indukgji stresu kadmowego w pszenicy udowodnili
takze S. Thind i in. (2020) [57]. W przedstawionej przez autoréw pracy zastosowana suple-
mentacja 3 mM Si, podobnie jak w naszym doswiadczeniu, spowodowata obnizenie
aktywnos$ci GR we wszystkich badanych wariantach pszenicy. Uzyskane wyniki nie wska-
zywaly przy tym na negatywng rolg suplementacji uprawy Si w ochronie roslin narazo-
nych na stres kadmowy. Natomiast jednoczesne traktowanie roslin Cd i suplemento-
wanie ich Si oraz zastosowanie tych zwiazkow osobno moze w réznym stopniu wptywac
na rosliny oraz w rezultacie dawac r6zne dane analizowanych parametrow. Wyniki pro-
wadzonych badan sg uzaleznione od gatunku ro$lin, stezenia zastosowanych zwigzkow,
fazy rozwojowej roslin podczas traktowania/suplementacji, czasu dziatania zwiazkow
W uprawie, sposobu ich podania oraz czasu od zakonczenia traktowania/suplementowania
ro$lin do zakonczenia uprawy. Przedstawione w niniejszej pracy analizy byly wykonane
po 21 dniach od zakonczenia traktowania/suplementowania roslin, co moze mie¢ wplyw
na uzyskane wyniki w parametrach morfologicznych oraz w zawartosci glutationu
i aktywnosci GR zwigzanych z cyklem AsA—GSH, ktory jest nicodtaczng czescig ochrony
antyoksydacyjnej roslin.
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4. Podsumowanie

Traktowanie roslin Cd wptyng¢to na zwigkszenie aktywnosci GR w pedach i korze-
niach grochu. Natomiast zastosowanie Si powodowato zaréwno zmniejszenie zawartoSci
glutationu w pedach i korzeniach, jak i aktywno$¢ reduktazy glutationowej w korzeniach
grochu w porownaniu z roslinami kontrolnymi i traktowanymi Cd. Negatywny wptyw
traktowania roslin Cd wykazano poprzez analiz¢ suchej masy i calkowitej zawarto$ci
wody w pedach i korzeniach oraz ich wzglgdne wydtuzenie. Wykazano takze, ze suple-
mentacja ro$lin Si wplywa korzystnie na te 3 parametry. Jednoczesna aplikacja Si i trakto-
wanie roslin Cd spowodowaly istotne obnizenie aktywnosci reduktazy glutationowe;j,
ktorej rola jest konwersja GSSG do GSH. Suplementacja roslin Si i ich traktowanie Cd
wplynely rowniez na obnizenie zawarto$ci glutationu w badanych tkankach. Zaobserwo-
wane w dos§wiadczeniu zmiany zarowno w aktywnosci GR, jak i w poziomie nieenzy-
matycznych sktadnikow systemu antyoksydacyjnego wskazuja na udziat GR w procesie
przemiany glutationu.
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Zmiana w zawartoSci glutationu i aktywnosci reduktazy glutationowej u grochu
(Pisum sativum L.) w odpowiedzi na suplementacj¢ krzemem podczas stresu
kadmowego

Streszczenie

Krzem jest jednym z najobficiej wystepujacych pierwiastkow w skorupie ziemskiej. Chociaz Si nie jest uwa-
zany za pierwiastek niezbedny dla ro$lin wyzszych, udowodniono jego korzystny wptyw na wzrost i rozwdj
wielu gatunkow roslin, szczegélnie w warunkach stresowych. Ekspozycja roslin na czynniki stresowe (takie
jak metale ciezkie) powoduje wystapienie w nich stresu oksydacyjnego i nadprodukcje reaktywnych form
tlenu (RFT). Niniejsze badania przeprowadzono w celu okreslenia zawarto$ci glutationu i aktywnosci reduktazy
glutationowej (GR) w roslinach suplementowanych Si i poddanych stresowi kadmowemu — ze wzglgdu na

59



Aleksandra Orzol, Matgorzata Szultka-Miynska, Katarzyna Glowacka,
Aneta Krakowska-Sieprawska, Michat Zioch, Bogustaw Buszewski

istotna role, jaka petnig w cyklu askorbinianowo—glutationowym. Zbadano podstawowe parametry biome-
tryczne, poziom glutationu utlenionego (GSSG) i zredukowanego (GSH) oraz aktywno$¢ GR w pedach
i korzeniach grochu zwyczajnego (Pisum sativum L.) w warunkach stresu wywolanego obecnoscia Cd.
W do$wiadczeniu wykorzystano rosliny, ktore traktowano Cd (50 pM CdSOs) i/lub suplementowano 1 mM
NazSiOz lub 2 mM NazSiOs. Doswiadczenie przeprowadzono w uprawie hydroponicznej w warunkach
kontrolowanych. Analizy biochemiczne zostaty wykonane z wykorzystaniem metod spektrofotometrycznych.
Zastosowanie Si zmniejszylto zawarto$¢ GSH w roslinach poddanych stresowi Cd. Suplementacja Si spowo-
dowata roéwniez znaczne obnizenie aktywnosci GR, ktorego rola jest konwersja GSSG do GSH. Uzyskane
wyniki umozliwity okreslenie wplywu Si na poziom glutationu i aktywno$¢ GR w warunkach stresu kadmo-
wego.

Stowa kluczowe: glutation, reduktaza glutationowa, groch zwyczajny, krzem, kadm

Changes in glutathione content and glutathione reductase activity in silicon
supplementation during cadmium stress in pea (Pisum sativum L..)

Abstract

Silicon is one of the most abundant elements in the earth’s crust. Although Si is not considered an essential
element for higher plants, it has been proven to benefit the growth and development of many plant species,
especially under stressful conditions. Plant exposure to stress factors (such as heavy metals) causes oxidative
stress and overproduction of reactive oxygen species (ROS). This study was conducted to determine the
glutathione content and glutathione reductase activity in plants of Si supplementation in plants under
cadmium stress (Cd), due to their important role in the ascorbate-glutathione cycle. The level of oxidized
glutathione (GSSG) and reduced glutathione (GSH), as well as the activity of glutathione reductase (GR) in
shoots and roots of pea (Pisum sativum L.) under stress caused by the presence of Cd, were examined. The
plants treated with Cd (50 pM CdSOs), and/or supplemented with 1 or 2 mM NazSiOs were used in the
experiment. The experiment was carried out in hydroponic cultivation under controlled conditions.
Biochemical analyzes were performed using spectrophotometric methods. Supplementation of Si reduced
the content of GSH in plants under the stress of Cd. Supplementation with Si also caused a significant decrease
in the activity of GR, the role of which is the conversion of GSSG to GSH. The obtained results made it
possible to determine the effect of Si on glutathione levels and GR activity under cadmium stress conditions.
Keywords: glutathione, glutathione reductase, pea, silicon, cadmium
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Metoda wyznaczania energii
aktywacji i dezaktywacji bioprocesow
Z zastosowaniem immobilizowanych enzymow

1. Wprowadzenie

Zwigzki fenolowe trwale zanieczyszczaja ekosystemy wodne glownie ze wzglgdu na
ich szkodliwy wplyw na organizmy, nawet w bardzo niskich stgzeniach [1-3]. Toksyczna
woda moze wywotaé u ludzi powazne problemy zdrowotne, takie jak uszkodzenie mézgu,
osrodkowego uktadu nerwowego i watroby. Zatem usuwanie toksycznych zwiazkéw feno-
lowych jest waznym problemem srodowiskowym. W oczyszczaniu $ciekdw opracowano
rézne metody, takie jak proces adsorpcji, degradacja biochemiczna, koagulacja, proces
membranowy i degradacja oksydacyjna [4]. Procesy biomembranowe sg rowniez coraz
czesciej stosowane do oczyszczania wody z zanieczyszczen organicznych.

Peroksydaza chrzanowa moze katalizowac¢ utlenianie fenolu, a takze aniliny, bisfenolu,
benzydyny i1 pokrewnych zwigzkoéw heteroaromatycznych. Toksyczne zwiazki sg prze-
ksztatcane w mniej szkodliwe zwigzki W procesie enzymatycznym, wiec nie jest wyma-
gana dalsza degradacja. W poréwnaniu z katalizatorami chemicznymi katalityczne dzia-
tanie enzymow jest bardziej wydajne i selektywne. Peroksydaza chrzanowa nadaje sie
do oczyszczania $ciekéw, poniewaz utrzymuje swojg aktywnos¢ w szerokim zakresie
pH i temperatury [5]. Reakcja katalityczna peroksydazy przebiega w 3 etapach z udziatem
2 substratow. Poczatkowy etap obejmuje utlenianie nadtlenkiem wodoru H>O, peroksy-
dazy z wytworzeniem niestabilnego zwiazku posredniego Cpd [ — réwnanie (1a). W drugim
etapie substrat pierwszy, bedacy donorem elektronow, redukuje Cpd | do Cpd Il —
réwnanie (1b). Nastepnie drugi substrat redukuje Cpd II, aby przywrdcié stan poczatkowy
enzymu — réwnanie (1c) [6, 7].

Enz(Por-Fe")+H,0, ® H,0+Cpd I(Por”-Fe" =0) (1a)
Cpd I(Por”-Fe"'=0)+PhOH ® PhO+Cpd II(Por-Fe""OH) (1b)
Cpd ll(Por-Fe"YOH)+PhOH ® PhO + H,O+Enz(Por-Fe") (10)

Projektowanie oraz modelowanie bioproceséw jest mozliwe, jezeli znane sa para-
metry kinetyczne procesu.

Celem analiz bylo wyznaczenie parametrow optymalnych temperatur Top, €nergii
aktywacji E; i energii dezaktywacji Eq dla peroksydazy chrzanowej unieruchomionej na
zmodyfikowanej membranie oraz nanowloknie. Uzyskane warto$ci mozna wykorzystaé¢
w projektowaniu i modelowaniu procesu usuwania fenolu z wod przez peroksydaze
chrzanowa w enzymatycznym reaktorze membranowym [8].

1 jmilek@pbs.edu.pl, Zaklad Inzynierii Chemicznej i Bioprocesowej, Wydzial Technologii i Inzynierii
Chemicznej, Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich, https://wtiich.pbs.edu.pl/pl/pracownik/
justyna-milek.
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2. Metody

2.1. Peroksydaza chrzanowa unieruchomiona na membranie z kopolimeru
akrylonitrylowego

Modyfikacj¢ membrany z kopolimeru akrylonitrylu (AN) przeprowadzit zespot
Vasilevai in. [5, 9] poprzez sekwencyjng obrobke membrany z uzyciem wodorotlenku
sodu i etylenodiaminy. Nastepnie cz¢§¢ membrany z kopolimeru AN umieszczono na
60 minut w 25% wodnym roztworze aldehydu glutarowego w temperaturze 4°C. Mem-
brang zanurzono w roztworze peroksydazy chrzanowej o stezeniu 1 mg/ml, przygotowa-
nym w 0,1 mol/dm? buforu fosforanowego o pH réwnym 7,0. Przy optymalnym stezeniu
nadtleneku wodoru réwnym 0,028 mol/dm? oraz stezeniu fenolu réwnym 100 mg/dm®
unieruchomiona peroksydaza chrzanowa na membranie i wolna peroksydaza chrzanowa
powodowaty rozktad fenolu odpowiednio o 95,4% i 73,3%.

2.2. Peroksydaza chrzanowa unieruchomiona na nanowléknach PVA-PAAmM

Roztwor poli(alkoholu winylowego) (PVA) i roztwor poliakrylamidu (PAAm) pod-
dano polimeryzacji. Proces ten opisali Temogin i in. (2018) [3]. Mieszaniny mieszano
przez 2 godziny w temperaturze 45°C w celu uzyskania roztworu przedzalniczego.
Warunkiem elektroprzedzenia byto wysokie napigcie 25 kV i szybko$¢ przeptywu
1,5 pl/min. Nanowtokna PVA-PAAm modyfikowano chemicznie przez wytrzasanie
z roztworami NaOCl i NaOH w temperaturze 20°C przez 1 godzing. W ten sposob na
nanowtokienkach powstaly grupy aminowe. Nastepnie nanowtdkna umieszczono w 2%
roztworze aldehydu glutarowego na 4 godziny. Potem nanowtdkna zanurzono na 18
godzin w roztworze peroksydazy chrzanowej o stezeniu 0,03 mg/ml przygotowanym
w 0,05 mol/dm?® buforu fosforanowego o pH 7,0.

2.3. Aktywnos$¢ peroksydazy chrzanowej unieruchomionej na membranie
AN oraz nanowléknie PVA-PAAm w zaleznoSci od temperatury

Aktywnos¢ peroksydazy chrzanowej wolnej i unieruchomionej na membranie AN
oraz nanowtoknie PVA-PAAM mierzono spektrofotometrycznie. Dla peroksydazy chrza-
nowej unieruchomionej na AN pomiaréw dokonywano przy dtugosci fali 460 nm. Badano
zmiang stezenia o-dianizydyny w czasie reakcji 10 minut [5]. Natomiast dla peroksydazy
chrzanowej unieruchomionej na nanowtdknie PVA-PAAmM pomiary dokonywano przy
dhugosci fali 420 nm. Badano zmiang pirogalolu w czasie reakcji 3 minut [3].

Parametry optymalnych temperatur Top, energii aktywacji E; i energii dezaktywacji
Eq dla peroksydazy chrzanowej na zmodyfikowanej membranie i nanowtdknie oszaco-
wano na podstawie krzywych zmiany aktywnosci w zalezno$ci od temperatury [3, 5].

Wartosci energii aktywacji E; i Es mozna wyznaczy¢ z krzywych zalezno$ci Arrhe-
niusa, tj. logarytmu statej szybkosci reakcji (In k) lub statej szybkosci dezaktywacji (In
kq) w zalezno$ci od odwrotnosci temperatury (1/T) [7, 10]. Wykazano, ze wyznaczone
wartosci E; i Eq przy zastosowaniu zalezno$ci Arrheniusa sg obarczone btedem [11].

Analizujac bioprocesy z uzyciem peroksydazy chrzanowej na zmodyfikowanej mem-
branie i nanowtoknach, zaktada si¢, ze zmiana stgzenia substratu Cs W czasie reakcji t
I zmiana aktywnos$ci bezwymiarowej a [12, 13] sa opisane réwnaniami | rzgdu:

dC,

T =-kC, (2a)
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Metoda wyznaczania energii aktywacji i dezaktywacji bioprocesow
z zastosowaniem immobilizowanych enzymow

da _

dt
gdzie: k — stala szybkoéci reakcji enzymatycznej (min), ka — stata szybkosci procesu dezaktywacji (min'),
Ce — stezenie aktywnego enzymu (mol/dm?3).

~k,a (2b)

Stata kinetyczna K zalezy od temperatury T, jest opisana rownaniem Arrheniusa
w postaci:

k = k,exp (—Er / RT) 3)

gdzie: ko — wspotczynnik wykladniczy stalej kinetycznej (min), Er — energia aktywacji (kJ/mol), R — stata
gazowa 8,314 J/(mol - K).

Stata kinetyczna procesu dezaktywacji peroksydazy chrzanowej Kq rowniez zalezy od
temperatury T, zgodnie z rownaniem Arrheniusa:

k, =k,exp (—Ed /RT) 4)

gdzie: kdo — wspotczynnik wyktadniczy statej kinetycznej procesu dezaktywacji (min™), Eq —energia aktywacji
proceu dezaktywacji (kJ/mol).

Analizy réwnania (2a) i rownania (2b), opisujacych odpowiednio zmiany stezenia
i zmiany aktywnoS$ci enzymu w czasie, zostaly przedstawione we wczeSniejszej pracy
[11]. Po analizie ostatecznie otrzymano rownanie opisujace wptyw temperatury na bez-
wymiarowg aktywnos$¢ enzymow — opisang rownaniami (5a) i (5b):

- {1- exp (—GexpE )}exp (E E,/ (exp@ —1))

5
1-exp (-6) (5)
gdzie: parametr E opisuje zaleznos¢.
T -T|E
E= —( T (5b)
RTT,,

gdzie: Topt— optymalna temperatura dla peroksydazy chrzanowej (K). Bezwymiarowy parametr € jest okreslony
rOwnaniem.

0=t,kyexp(-E, / RT,, ) =t,k,(T,,.) 6)

gdzie: ta — czas reakcji oznaczania aktywnosci peroksydazy chrzanowej na membranie AN oraz nanowioknie
PVA-PAAmM (min).

Gdy znane sa warto$ci parametru bezwymiarowego 6 oraz energii procesu dezak-
tywacji Eq, mozliwe jest obliczenie wartosci energii aktywacji E, z zalezno$ci:
OF,

-—4 7
exp6-1 @

r_Ed
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Na podstawie rownan (5a) i (5b) wyznaczono parametry Topn, 6 | Eq za pomoca
procedury Levenberga-Marquardta [11, 14-19] poprzez okre§lenie minimalnej sumy
kwadratow odchylen (SSE).

Roéwnania (5)-(7) zostaly zastosowane do wyznaczenia optymalnych temperatur
i energii aktywacji w innych bioprocesach z uzyciem enzyméw, m.in. hydrolizy oliwy
z oliwek przez lipazg z trzustki wieprzowej [11], hydrolizy skrobi przez o-amylaze
z trzustki wieprzowej [16], hydrolizy inuliny przez rekombinowane [17] i nierekombino-
wane [ 18] egzoinulinazy oraz rozktadu 2,4-dichlorofenolu przez peroksydaze chrzanowa
unieruchomiong na zmodyfikowanej btonie nanowtoknistej [20].

3. Wyniki analiz

Przeanalizowano dane literaturowe (Vasileva i in. [5] oraz Temogin i in. [3]) dla
peroksydazy chrzanowej unieruchomionej na zmodyfikowanych membranie AN lub nano-
wioknach PVA-PAAm. Aktywnos$¢ peroksydazy chrzanowej wolnej i unieruchomione;j
okreslono przy uzyciu o-dianizydyny lub pirogalolu (odpowiednio w pomiarach Vasileva
iin. [5] oraz Temogin i in. [3]), a takze nadtlenku wodoru — jako substratow w obu
testach. W pierwszym badaniu [5] uzyto 1-molowego roztworu H,O,, oraz 0,0004-molo-
wego roztworu o-dianizydyny o pH rownym 5 dla immobilizowanego enzymu i w pH
rownym 4,2 dla wolnego enzymu. Nastgpnie do przygotowanej mieszaniny dodano
10 mg/ml roztworu peroksydazy chrzanowej o pH 4,2. Aktywnos¢ peroksydazy chrza-
nowej unieruchomionej na membranie AN oznaczano poprzez utlenianie o-dianizydyny
nadtlenkiem wodoru w czasie 10 minut, z jednoczesng zmiang zabarwienia roztworu
oznaczong spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 460 nm [5].

W drugim badaniu [3] dla oznaczenia aktywnosci peroksydazy chrzanowej zmieszano:
0,02-molowy roztwor pirogalolu, 0,01-molowy roztwor nadtlenku wodoru oraz roztwor
wolnej peroksydazy chrzanowej (10 ug/ml) lub unieruchomionej peroksydazy chrzanowej
(4 mg nanowldkien PVA-PAAm). Roztwory te inkubowano w tazni wodnej z wytrzasa-
niem przez 3 minuty dla wolnej peroksydazy chrzanowej oraz przez 5 minut dla unieru-
chomionego peroksydazy chrzanowej. Aktywno$¢ peroksydazy chrzanowej monitorowano
spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 420 nm.

Jednostke (U) peroksydazy chrzanowej zdefiniowano jako ilo$¢ peroksydazy chrza-
nowej, ktora utleniata 1 pmol substratu na minute (U = umol min'') w warunkach testu.

Na podstawie danych do$wiadczalnych dotyczacych zmiany aktywno$ci peroksydazy
chrzanowej (Vasilevai in. [5] oraz Temogin i in. [3]) w funkcji temperatury wyznaczono
warto$ci optymalnych temperatur Top, €nergii dezaktywacji Eq i parametrow 6 z rOwnan
(5a) oraz (5b). Uzyskane warto$ci przedstawiono w tabeli 1 wraz ze wzrostem warto$ci
temperatur optymalnych. Nastgpnie wartosci E; zostaly obliczone na podstawie réw-
nania (7). Warto$ci E; rowniez zostaly przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Warto$ci parametréw wyznaczonych dla peroksydazy chrzanowej natywnej unieruchomionej na
membranie AN oraz nanowloknie PVA-PAAmM

Peroksydaza chrzanowa Topt (K) 0 Eq (kd/mol) E: (kJ/mol)
wolna” 300,00 0,80 | 3,04 +0,30 | 83,73 +14,46 | 70,94 +13.44
membrana AN” 305,18 £1,32 | 2,63 +0,45 52,85 +£7,42 42,05 £9,27
wolna™ 316,38 £0,90 | 0,69 +0,21 | 125,04 £10,94 | 37,73 +13,01
nanowlokna PVA-PAAM™ | 324,38 +122 | 045+0,21 | 197,61 +52,38 | 41,14 +25,80

* Vasilevai in., 2009 [5]; "Temogini in., 2018 [3]
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Na rysunkach 1-4 przedstawiono dane eksperymentalne dotyczace bezwymiarowej
aktywnosci peroksydazy chrzanowej w funkcji temperatury oraz krzywe bezwymiarowej
aktywnoS$ci wykreslone na podstawie rownan (5a) oraz (5b).
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Rysunek 1. Bezwymiarowa aktywno$¢ wolnej peroksydazy chrzanowej; o-dianizydyna jako substrat, pH 4,2,
czas pomiaru 10 minut; opracowanie wiasne na podstawie [5]
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Rysunek 2. Bezwymiarowa aktywno$¢ peroksydazy chrzanowej immobilizowanej na membranie
akrylonitrylu AN, o-dianizydyna jako substrat, pH 4,2, czas 10 minut; opracowanie wiasne na podstawie [5]
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Rysunek 3. Bezwymiarowa aktywno$¢ wolnej peroksydazy chrzanowej; pirogalol jako substrat, pH 7,0, czas
3 minuty; opracowanie wiasne na podstawie [3]
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Rysunek 4. Bezwymiarowa aktywno$¢ peroksydazy chrzanowej immobilizowanej na nanowoknie PVA-
PAAmM, pirogalol jako substrat, pH 7,0, czas 3 minuty; opracowanie wiasne na podstawie [3]

W tabeli 2 przedstawiono dane statystyczne uzyskane podczas oznaczania para-
metrow peroksydazy chrzanowej. W wiekszosci analizowanych przypadkow odnotowano
wysokie wartoéci wspotczynnika regresji (R* powyzej 0,93). Otrzymano sume kwadra-
tow odchylen SSE ponizej 0,084. Wartosci testu Fishera (test F) byly powyzej 29,00
z warto$cig niskiego prawdopodobienstwa w wigkszo$ci analizowanych przypadkow P
ponizej 0,0040. Dane statystyczne peroksydazy chrzanowej potwierdzaja, iz wlasciwe
byto uzycie rownania (5a) oraz (5b) w celu identyfikacji parametréw. Powszechnie sto-
sowana wartos¢ prawdopodobienstwa jest znacznie wyzsza: P < 0,05 [11, 20].
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Tabela 2. Dane statystyczne wyznaczone dla warto$ci parametréw Topt, Eq, 8 peroksydazy chrzanowej
Peroksydaza SSE R? p F P
chrzanowa Eq (k¥/mol) | Topt (K) 6(-)

wolna” 0,0284 | 0,9753 0,0005 <0,0001 | <0,0001 | 118,56 | <0,0001

membrana 0,0256 | 0,9397 0,0004 <0,0001 | 0,0011 | 46,76 | 0,0002
AN"
wolna™ 0,0663 | 0,9774 0,0003 <0,0001 | 0,0331 | 86,51 | 0,0005
nanowtokna | 0,0845 | 0,9367 0,0196 <0,0001 | 0,0690 | 29,57 | 0,0040
PVA-PAAM™

*Vasilevaiin., 2009 [5]; “Temogini in., 2018 [3]

Dodatkowo na rysunkach 1-4 przedstawiono odchylenie standardowe punktéw do-
$wiadczalnych, a dla otrzymanych krzywych zaznaczono 95% przedzialy ufnosci. Zatem
dane statystyczne potwierdzily, ze uzycie rownania (5a) oraz rownania (5b) jest uzasad-
nione podczas okreslenia parametrow Topt, Eq, 6.

4. Dyskusja

4.1. WartoS$ci temperatur optymalnych Topt

Wyznaczone warto$ci temperatur optymalnych Top, zamieszczone w tabeli 1, dla
natywnej peroksydazy chrzanowej wynosza 300,00 0,80 K oraz 316,38 +£0,90 K.
Wyzsza warto$¢ Tope Uzyskano dla pirogalolu, w porownaniu z o-dianizydyna, bgdacego
substratem w oznaczeniu aktywnosci peroksydazy chrzanowej. Wyzszg warto$¢ Topt
otrzymano dla czasu pomiaru 3 razy krotszego.

Warto$ci optymalnych temperatur Top dla unieruchomionej peroksydazy chrzanowej
na membranie z kopolimeru AN i nanowloknach PVA-PAAm wyniosty odpowiednio
305,18 K +1,32 K i 324,38 K 1,22 K. Dla unieruchomionych peroksydaz chrzanowych
otrzymano wyzsze wartos$Ci Topt niz dla wolnej peroksydazy chrzanowej w odpowiednim
uktadzie eksperymentalnym.

We weczesniejszej pracy [19] wartosci optymalnych temperatur Top peroksydazy
chrzanowej wolnej oraz na membranie nanowtoknistej wynosity odpowiednio 303,21 K
+1,07 K oraz 313,64 +1,15 K. Aktywno$¢ peroksydazy chrzanowej oznaczono poprzez
zastosowanie ABTS (2,2’-azyno-bis-(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu)) jako substratu.

4.2. Wartosci energii aktywacji E; i energii dezaktywacji Eq

Uzyskane warto$ci energii aktywacji E; dla wolnej peroksydazy chrzanowej wyniosty
70,94 kJ/mol +13,44 kJ/mol oraz 37,73 kJ/mol 13,01 kJ/mol. Wartosci energii
aktywacji E dla unieruchomionej peroksydazy chrzanowej na membranie z kopolimeru
AN lub nanowtoknie PVA-PAAm wyniosty odpowiednio 42,05 kJ/mol £9,27 kJ/mol
i 41,14 kJ/mol +25,80 kJ/mol.

Z tabeli 1 wynika, iz dla peroksydazy chrzanowej na membranie kopolimerowej AN
uzyskano nizsze warto$ci E; w poréwnaniu do wartosci E; dla wolnej peroksydazy chrza-
nowej [5]. Natomiast dla peroksydazy chrzanowej na nanowtoknach PVA-PAAmM war-
tosci E; byly wyzsze jedynie o 8% w porownaniu do bezwymiarowej aktywnosci wolnej
peroksydazy chrzanowe;j [3]. Nizsze energie aktywacji odpowiadajg wyzszym szybkoSciom
reakcji. Wartosci energii aktywacji E; dla peroksydazy chrzanowej — wyznaczone z row-
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nania Arrheniusa — wynosity 14,63 kJ/mol [21] oraz 17,7 kJ/mol [10]. Hewson i Dunford
(1975) [21] otrzymali warto$¢ E; dla reakcji peroksydazy chrzanowej, przedstawionej
réwnaniem (la), z jednym substratem (nadtlenkiem wodoru). Natomiast Ostojic i in.
(2017) [10] otrzymali wartos¢ E; dla peroksydazy chrzanowej, ktorej aktywno$¢ okreslano
z zastosowaniem guajakolu jako substratu, ktory charakteryzuje si¢ tym, iz uzyskuje si¢
najwyzsze wartosci aktywnosci w porownaniu do innych substratow uzywanych
W oznaczaniu aktywnosci [21].

W pracy Mitek [19] uzyskane wartosci energii aktywacji E; dla wolnej peroksydazy
chrzanowej oraz unieruchomionej na blonie nanowldknistej wyniosty odpowiednio
40,33 kJ/mol +£10,72 kJ/mol i 6,39 kJ/mol £4,00 kJ/mol.

Roznica w wartosciach Er moze wynika¢ z metod oznaczania aktywnosci wolnej pero-
ksydazy chrzanowej. Wiadomo, Ze zastosowanie o-dianizydyny jako substratu zwigksza
okoto 2-krotnie aktywno$¢ w poréwnaniu z pirogalolem [22].

Uzyskane warto$ci energii dezaktywacji Eq wolnej peroksydazy chrzanowej okreslane
Z uzyciem o-dianizydyna oraz pirogalolu jako substratami wyniosty odpowiednio 83,73
kJ/mol £14,46 kJ/mol i 125,04 kJ/mol £10,94 kJ/mol (tab.1). Wartosci Eq dla unierucho-
mionej peroksydazy chrzanowej na membranie z kopolimeru AN i nanowtoknach PVA-
PAAmM wyniosty odpowiednio 52,85 kJ/mol +7,42 kJ/mol oraz 197,61 kJ/mol +52,38
kJ/mol. W pracy Miltek [19] uzyskana warto$¢ Eq dla peroksydazy chrzanowej na btonie
nanowtoknistej wynosita 215,00 kJ/mol £55,04 kJ/mol.

Nizsze warto$ci Er oraz wyzsze wartosci Eqdla peroksydazy chrzanowej immobilizo-
wanej na membranie w porownaniu do wartosci E, i Eq otrzymanych dla peroksydazy
chrzanowej wolnej moga potwierdza¢ efektywnos¢ procesu unieruchomienia na membranie.

Wyznaczone warto$ci Er oraz Eq mozna zastosowac¢ w obliczeniach projektowych
W procesach z uzyciem membrany z peroksydaza chrzanows. Przyktadem jest analiza
bioreaktora przeplywowego ze zlozem stalym [23] z zastosowaniem wartos$ci energii
dezaktywacji Eq uzyskanej w klasycznym reaktorze okresowym [24].

5. Podsumowanie

Wiele zwigzkow fenolowych stanowi zagrozenie dla zdrowia duzej ilo$ci organizméw
ze wzgledu na toksyczno$¢. Bardzo wazne staje si¢ usuwanie fenolu przez peroksydaze
chrzanowa unieruchomiong na zmodyfikowanej btonie i nanowloknach. Badania miaty
na celu identyfikacj¢ parametrow E;, Eq i Top: dla peroksydazy chrzanowej wolnej i unie-
ruchomionej na zmodyfikowanej membranie i nanowldknie. Wartosci optymalnych
temperatur Top: byly wyzsze o okoto 5°C i 8°C odpowiednio dla membrany z kopolimeru
AN i nanowtokna PVA-PAAm w poréwnaniu do wartosci Top: Otrzymanych dla wolnej
peroksydazy chrzanowej. Uzyskane wartosci energii dezaktywacji Eq peroksydazy
chrzanowej dla immobilizowanej na nanowtoknistej PVA-PAAm byly czterokrotnie
wyzsze niz warto$ci energii dezaktywacji Eq uzyskane dla peroksydazy chrzanowej na
membranie z kopolimeru AN.

Otrzymane wartosci Er, Eqg, Topt mozna stosowa¢ do projektowania i modelowania
procesu enzymatycznego usuwania fenolu z wody w bioreaktorze membranowym z pero-
ksydazg chrzanows.
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Symbole

Ce — stezenie aktywnego enzymu, mol/dm?;

Cs — stezenie substratu, mol/dm?;

Eq — energia dezaktywacji peroksydazy chrzanowej, kJ/mol;

E: — energia aktywacji reakcji z udziatem peroksydazy chrzanowej, kd/mol;

F — wartos¢ testu F (Fishera);

k — stata kinetyczna reakcji enzymatycznej, min™;

kg — stata kinetyczna procesu dezaktywacji, min™;

ko — wspotczynnik przedwykladniczy statej kinetycznej reakcji enzymatycznej, min™;
P — warto$¢ prawdopodobienstwa parametréw Eq, Topt i 6;

R — stata gazowa 8,315 J/(mol - K);

R? — wspotczynnik regresji;

SSE — suma kwadratow odchylen;

ta — czas reakcji badania aktywnos$ci peroksydazy chrzanowej na zmodyfikowanej
membranie lub nanowtoknie, min;

T —temperatura, K;

Topt — temperatura, w ktorej peroksydaza chrzanowa wykazuje maksymalng aktywnosé, K;

symbole greckie
6 — parametr bezwymiarowy okreslony rownaniem (6).
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Metoda wyznaczania energii aktywacji i dezaktywacji bioproceséw
Z zastosowaniem immobilizowanych enzyméw

Streszczenie

W pracy przedstawiono znaczenie energii aktywacji i dezaktywacji oraz optymalnych temperatur fenolu usuwa-
nego przez peroksydaze chrzanowa (HRP). Przeanalizowano krzywe aktywnosci peroksydazy chrzanowej
w funkcji temperatury. W modelu matematycznym opisujacym peroksydaze chrzanowa zatozono, Ze zar6wno
usuwany fenol, jak i dezaktywacja peroksydazy chrzanowej byty reakcjami | rzedu ze wzgledu na stezenie
enzymu. Dla peroksydazy chrzanowej unieruchomionej odpowiednio na membranie kopolimeru akryloni-
trylowego i nanowtoknach poli(alkoholu winylowego)-poliakryloamidu (PVA-PAAmM) wyznaczone optymalne
temperatury Topt wynosity odpowiednio 305,18 K+1,32 K1324,38 K +1,22 K, energie aktywacji Er wyniosty
odpowiednio 42,05 kJ/mol +£9,27 kJ/mol i 41,14 kd/mol £25,80 kJ/mol, a energie dezaktywacji Eq wyniosty
odpowiednio 52,85 kJ/mol +7,42 kJ/mol i 197,61 kd/mol £52,38 kJ /mol. Otrzymane wyniki moga znalez¢
zastosowanie w projektowaniu oraz modelowaniu procesu, w ktorym usuwany jest fenol.

Stowa kluczowe: peroksydaza chrzanowa, fenol, membrana z kopolimeru akrylonitrylu, nanowtokna PVA-
PAAmM, energie aktywacji i dezaktywacji

The methods of determination energies of activation and deactivation
in bioprocess with using enzymatic membrane

Abstract

The present paper presents the estimation of the activation and deactivation energies and the optimum
temperatures of phenol removed by horseradish peroxidase (HRP). The activity horseradish peroxidase vs.
temperature curves was analyzed. In a mathematical model describing the horseradish peroxidase, the activity
was assumed that both the phenol removed and the deactivation of horseradish peroxidase were first-order
reactions by the enzyme concentration. Determining optimum temperatures Topt Were 305,18 +1,32 K and
324,38 +£1,22 K, activation energies Er were 42,05 +9,27 kJ/mol and 41,14 +25,80 kJ/mol, and the deactivation
energies Eq were 52,85 +7,42 kd/mol and 197,61 +52,38 kd/mol for horseradish peroxidase immobilized on
the acrilonitrylcopolymer membrane and the poly(vinyl alcohol)-polyacrylamide (PVA-PAAmM) nanofibrous,
respectively. The present study is related to the phenol removed by horseradish peroxidase. The obtained results
might find application in the design and modeling in phenol removed.

Keywords: horseradish peroxidase, phenol, acrilonitryle copolymer membrane, PVA-PAAmM nanofibrous,
activation and deactivation energies
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Analiza profili bialkowych
u pacjentow poddanych terapii cyklosporyna A
z zastosowaniem spektrometrii mas

1. Wprowadzenie

1.1. Cyklosporyna Ai jej aktywnos$¢ biologiczna

Cyklosporyna A (CsA) to lek immunosupresyjny powszechnie stosowany w trans-
plantacji narzadow, dziatajacy m.in. poprzez blokowanie transkrypcji genéw cytokin
w aktywowanych limfocytach T [1]. Jego zastosowanie spowodowalo zwigkszenie prze-
zywalnosci zardwno pacjentdw, jak i przeszczepoéw od czasu wprowadzenia na rynek
we wczesnych latach 80. — poprzez zmniejszenie czestosci wystepowania choroby prze-
szczep przeciw gospodarzowi (ang. GVHD, graft-versus-host disease) [2]. Immuno-
supresyjne dziatanie pozwala na zastosowanie CsA réwniez w ramach leczenia chorob
o podtozu autoimmunologicznym, jak tuszczyca, atopowe zapalenie skory czy reumato-
idalne zapalenie stawow [3]. Mimo szerokiego zastosowania w medycynie — cyklospo-
ryna A wykazuje znaczng toksyczno$¢, jednak uznaje si¢, ze korzysci ptynace z jej stoso-
wania sg nadrzedne, a negatywne skutki zdrowotne pozostajg nieunikniong ewentual-
noscia [4].

CsA to lipofilny, cykliczny peptyd o masie 1202 Da (rys. 1), ktory zostat po raz pierwszy
wyizolowany z patogennego dla owadow grzyba Tolypocladium inflatum [5]. Sktada sie
z 11 aminokwasow (undekapeptyd), z czego 1 posiada rzadko spotykana w organizmach
zywych konfiguracje D [4]. CsA charakteryzuje obecnos¢ 7 N-metylowanych wigzan
peptydowych, co jest rowniez wyjatkiem wsrdd biologicznie aktywnych produktow
naturalnych [4]. Zar6wno N-metylacja wigzan peptydowych, jak i cyklicznos¢ peptydu
wplywaja na jego wlasciwosci farmakokinetyczne, w tym na stabilno$¢ metaboliczna.
Z tych wzgleddéw cyklosporyna A podana doustnie jest aktywna biologicznie oraz wysoce
biodostepna, poniewaz nie ulega hydrolizie enzymatycznej w przewodzie pokarmowym.

W osoczu CsA w 90% wiaze si¢ z biatkami, gléwnie z lipoproteinami, a takze z albu-
minami i globulinami, jest rbwniez obecna w erytrocytach [1]. Wchtanialnos¢ jelitowa
CsA jest zmienna mi¢dzyosobniczo, jednak znaczny wpltyw maja na nia wspolistniejace
choroby takie jak cukrzyca, problemy z motoryka zotadka i biegunki. Metabolizm jest
glownie watrobowy, z okresem pottrwania wynoszacym 6-9 godzin. Mniej niz 1% CsA
jest wydalane z moczem lub kalem [1]. Po metabolizmie przez uktad cytochromu P450
metabolity CsA sg eliminowane z z6lcig, a mniej niz 5% jest wydalane z moczem [1].

! tretowicz.maria@gmail.com, Zespdt Inzynierii Peptydéw, Wydziat Chemii, Uniwersytet Wroctawski,
https:/fuwr.edu.pl/.
2 remigiusz.bachor@chem.uni.wroc.pl, Zespot Inzynierii Peptydéw, Wydziat Chemii, Uniwersytet Wroclawski,
https:/fuwr.edu.pl/.
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Rysunek 1. Wzdr chemiczny cyklosporyny A [opracowanie wiasne]

CsA w komorkach wiaze si¢ z cyklofiling A, cytoplazmatycznym biatkiem o aktyw-
nosci izomerazy. Inhibicja cyklofiliny powoduje hamowanie kalcyneuryny, biatkowego
enzymu o aktywnosci fosfatazy biatkowej, fosforylujacej reszty treoninowe albo serynowe
biatek (fosfataza biatkowa serynowo-treoninowa). Dziatanie kalcyneuryny jest regulowane
przez jony wapnia i kalmoduling (biatko regulatorowe). Aktywowanie kalcyneuryny
powoduje defosforylacje miejsc regulatorowych kilku czynnikéw transkrypcyjnych,
W szczegdlnosei czynnika jadrowego aktywowanych limfocytow T (NFAT, ang. nuclear
factor of activated T-lymphocytes). Hamowanie kalcyneuryny zapobiega defosforylacji
NFAT ijego pozniejszej translokacji z cytoplazmy do jadra, co powoduje brak aktywacji
limfocytow T i produkcji cytokin oraz obniza ogolny poziom odpowiedzi immunolo-
gicznej [1]. Niestety, pomimo licznych zalet, CsA wykazuje takze dziatania niepozadane.

1.2. Nefrotoksycznos¢ CsA

Interakcje CsA z innymi biatkami poza cyklofiling A, jej celem molekularnym, sa
zaangazowane w aktywacje szlakow sygnatowych, ktore prowadza do licznych skutkow
ubocznych, w tym nefrotoksycznosci, hepatotoksycznosci i kardiotoksycznosci, a mecha-
nizm ich dzialania pozostaje niejasny. Uwaza sig, ze niepozadane objawy sg czg§ciowo
spowodowane hamowaniem kalcyneuryny w tkankach, jak rowniez zaburzeniem home-
ostazy jonow.

Whyrodznia sie 2 rodzaje nefrotoksycznosci CsA: ostra nefrotoksycznos¢ spowodowanag
dysfunkcja naczyn oraz bardziej przewlekta forme w postaci zwtoknienia [1]. Podtozem
ostrych zmian jest m.in. aktywacja uktadu renina—angiotensyna—aldosteron, zwigkszenie
czynnikow zwezajacych naczynia, jak endotelina czy tromboksan, a takze redukcja czyn-
nikow rozszerzajacych naczynia, jak prostacykliny, prostaglandyny E2 i tlenek azotu(ll)
(NO). Przewlekta nefrotoksycznos¢ CsA charakteryzuje si¢ zwykle atrofig kanalikow,
naptywem komorek zapalnych, pasiastym zwtoknieniem kanalikow §rodmiazszowych,
arteriolopatig i zwigkszong immunogenno$cia wewnatrznerkows [6, 7]. Sugeruje sig, ze
CsA moze rowniez uszkadza¢ komorki kanalikow nerkowych przez mechanizmy po-
$rednie, a mianowicie poprzez indukowanie produkcji osteopontyny, ktora promuje stan
zapalny uszkadzajacy komorki nerkowe [7]. Nefrotoksycznos¢ CsA moze hamowaé
syntez¢ DNA i zwicksza¢ tempo apoptozy komorek kanalikowych w nerkach w sposob
zalezny od dawki i czasu [7, 8]. Badania donosza, ze dlugotrwata terapia CsA powoduje
nefrotoksycznos$é u ponad 30% pacjentow, zwlaszcza u 0s6b po przeszczepie [7, 9]
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Wiadomo takze, ze cyklosporyna A wykazuje toksyczny synergizm m.in. z aminogliko-
zydami i amfoterycyng B, czego efektem moze by¢ ostra martwica kanalikow, chociaz
dysfunkcja ta pojawia si¢ rowniez u pacjentow poddanych monoterapii [7].

Mozliwo$¢ przewidzenia niepozadanych skutkow farmakoterapii, takich jak nefro-
toksyczno$¢ CsA, poprzez wykrycie charakterystycznych zmian w moczu czy Krwi jest
wazna, poniewaz zidentyfikowanie stanu chorobowego na wczesnym etapie pomoze
zminimalizowa¢ ryzyko uszkodzenia nerek, ktére moze sta¢ si¢ nieodwracalne, jesli
dawka CsA nie zostanie zmniejszona lub terapia nie zostanie zatrzymana i zastapiona
alternatywng w odpowiednim czasie.

1.3. Badanie proteomu krwi

Wsrdd dostepnych materiatow biologicznych badaniom diagnostycznym podlegaja
glownie krew (W tym surowica) i mocz, poniewaz sg one tatwe do pobrania od pa-
cjentow. W przypadku badan proteomicznych dotyczacych niewydolnosci nerek obser-
wowano tendencj¢ do stosowania moczu jako materiatu biologicznego np. ze wzgledu
na mozliwo$¢ szybkiego stwierdzenia albuminurii. W przypadku terapii CsA okno tera-
peutyczne jest waskie 1 zmienne, a stezenie CsA we krwi jest mato pomocne w przewi-
dywaniu rozwoju uszkodzenia nerek, co rowniez sugerowatoby wykorzystanie moczu
jako potencjalnego materiatu badawczego [10]. Badania krwi w przypadku pacjentow
po transplantacji stosowane sg do oceny ogodlnego stanu zdrowia. Nefrotoksyczno$¢ wywo-
fana CsA rozpoznawana jest zwykle dopiero w momencie wzrostu st¢zenia kreatyniny
W surowicy, oznaczajgcego znaczne uposledzenie wskaznika filtracji kigbuszkowej (GFR)
[10]. Dodatkowym powodem preferencji moczu jako materiatu do badan jest mozliwos¢
pomiaru st¢zenia czasteczki-1 uszkodzenia nerek (KIM-1), jak i lipokaliny neutrofilowej
zwigzanej z zelatynaza (NGAL), ktére od niedawna sg stosowane jako biomarkery
uszkodzenia nerek [11]. Zmienno$¢ proteomu na skutek nefrotoksycznosci indukowanej
przez CsA do tej pory nie zostata zbadana na prébkach krwi ludzi.

Krew w organizmie przechodzi przez wszystkie narzady i tkanki, bedac transporterem
biatek w calym ustroju. Biatka we krwi wystepuja fizjologicznie w duzym stgzeniu,
glownie ze wzgledu na obecnos¢ 22 najczgsciej wystepujacych biatek HAP (ang. high
abundance proteins), ktore stanowig 99% wszystkich obecnych [12]. W surowicy sg to
m.in. albuminy, haptoglobiny, immunoglobuliny i transferyny, w osoczu takze fibrynogen,
a w krwi pelnej rowniez biatkowe elementy morfotyczne takie jak hemoglobina. Pozo-
state 1% to bialka/peptydy o masie czasteczkowej mniejszej niz 10 000 Da, ktore tacznie,
analogicznie do proteomu, moga by¢ nazywane peptydomem. Do biatek naturalnie wyste-
pujacych w matym st¢zeniu, tzw. LAP (ang. low abundance proteins), naleza enzymy,
cytokiny, hormony biatkowe, biatka , krazace” (ang. circulating proteins), czynniki wzrostu
i inne, réwniez pochodzenia patologicznego [13]. Bialka o wysokiej masie czasteczko-
wej dostaja sie¢ do krwiobiegu w stanie nienaruszonym wtedy, gdy sa aktywnie wydzie-
lane lub gdy $ciana naczyniowa staje si¢ przepuszczalna z powodu choroby. Ich degra-
dacja moze jednak generowac fragmenty wystarczajaco male, aby dostac si¢ do krwi
W sposob pasywny, tworzac Slady diagnostyczne [14]. Beda one zasilaly frakcje LAP,
do ktorej zaliczane bedg rowniez inne biatka niefizjologiczne, np. leki o strukturze biatka
lub biatka uwalniane przez bakterie w momencie infekcji. Ten region proteomu Krwi,
begdacy mieszaning matych, nienaruszonych biatek i fragmentéw duzych bialek, repre-
zentuje wszystkie ich klasy oraz stanowi cenne, do tej pory niewykorzystane, zrodto
informacji.
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1.4. Zmienno$¢ proteomu ze wzgledu na terapi¢ CsA

Istnieja r6zne mechanizmy, poprzez ktéore CsA powoduje nefrotoksycznosé, a ich
wspolnym mianownikiem jest zmiana stgzenia bialek wystepujacych fizjologicznie lub
lokalna obecno$¢ niefizjologicznych biatek pojawiajacych si¢ na skutek apoptozy ko-
morek lub ich wioknienia. W tabeli 1 zebrano najwazniejsze badania na temat zmiennosci
proteomu jako efektu nefrotoksycznosci CsA.

Tabela 1. Poréwnanie najwazniejszych badan dotyczacych zmiennosci proteomu spowodowanej
nefrotoksycznoscig CsA

Badanie Materiat badawczy Metoda Zmiennos¢ proteomu
Z. Shu i wsp. osocze szczurow Wistar bottom-up: 2D- indukcja: a-1-kwasna
(2009) [2] PAGE, MALDI- | glikoproteina (AAG),
TOF, ESI-qTOF klasteryna (CLUS),
inhibicja: haptoglobina
(Hp)
F. Lamoureux ludzkie embrionalne SILAC, MALDI- zmiana stgzenia 69
i wsp. (2011) [15] | komorki nerek (HEK-293) TOF/TOF fizjologicznych biatek
K. Kedzierska tkanka nerki szczuréw bottom-up: 2D- zmiana st¢zenia 5
i wsp. (2014) [16] Wistar PAGE, MALDI- | fizjologicznych biatek
TOF
M. Puigmule i wsp. mysie proksymalne bottom-up: 2D- zmiana st¢zenia 38
(2009) [17] komorki nerkowe (PCT3), [ PAGE, MALDI- | fizjologicznych biatek
ludzkie komorki nabtonka TOF/TOF
kanalikow proksymalnych
(HK-2)
C.P. Carlosiwsp. | mocz szczuréw Munich- test indukcja: czgsteczka-1
(2014) [10] Wistar immunoenzymat uszkodzenia nerek
yczny (ELISA) (KIM-1), czynnik
martwicy nowotworow
(TNF-0), fibronektyna,
osteopontyna,
transformujacy czynnik
wzrostu beta (TGF-B)

Zrédto: opracowanie wiasne.

Do poréwnania nie zostalo wiaczone potencjalnie istotne badanie L. Carreras-
Planella i wsp., ktore polegato na proteomicznej analizie pgcherzykow zewnatrzkomor-
kowych w moczu [18]. Badanie obejmowalo wpltyw inhibitoréw kalcyneuryny, takich
jak CsA i takrolimus, na proteom, niemniej proba stosujaca CsA byta mato reprezenta-
tywna.

W 3 z 5 badan zmiennos¢ proteomu polegala na zmianie stezenia biatek fizjologicz-
nych. Nalezy zauwazy¢, ze do tej grupy zaliczane sg takze bialka, ktore moga pojawic
si¢ jako reakcja na uszkodzenie, a wigc by¢ efektem np. procesu widknienia, cho¢ nie

75



Maria Tretowicz, Remigiusz Bgchor

moze by¢ to stwierdzone jednoznacznie [14]. W badaniach zmiana st¢zenia bialek nie
jest okreslana na podstawie analizy ilo$ciowej — poza badaniem F. Lamoureux i wsp.,
gdzie uzyto znakowania trwatymi izotopami (SILAC, ang. stable isotope labeling by
amino acids) — a na podstawie analizy statystycznej [15].

Z poréwnania wynika, ze przeprowadzone do tej pory badania proteomiczne opieraty
si¢ gtownie na modelu szczurzym lub hodowanych liniach komoérkowych [19]. Zaleta
takich badan jest szybkie odtworzenie nefrotoksycznosci CsA w sposob zalezny od dawki
i czasu. Pozwalajg one zbada¢ mechanizmy nefrotoksycznosci przy udziale skonczonej
liczby czynnikoéw zmiennych, ale maja na celu wylacznie sygnalizowanie kierunku zmien-
nosci proteomu u ludzi. Sg to badania modelowe, ktorych wyniki nalezatoby podda¢
dalszej weryfikacji.

Zmienno$¢ proteomu oznaczona w przytoczonych badaniach jest zroznicowana, na
co wplyw z pewno$cig ma wybdr materiatu badawczego. Zauwazalny jest brak badan
na probkach moczu czy krwi u ludzi, a najblizszy ich odpowiednik stanowi praca Z. Shu
i wsp. [2].

1.5. Wykorzystanie spektrometrii mas do analizy proteomu

Spektrometria mas znajduje zastosowanie w wigkszosci badan proteomicznych ze
wzgledu na mozliwo$¢ precyzyjnego pomiaru stosunku masy do tadunku jonu peptydu
(m/z). Sposrod roznych dostepnych zrodet jondw tylko jonizacja przez elektrorozpylanie
(ESI, ang. electrospray ionization) i desorpcja/jonizacja laserowa wspomagana matrycg
(MALDI, ang. matrix-assisted laser desorption/ionization) efektywnie wytwarzajg jony
peptydow i bialek w fazie gazowej, umozliwiajac analizg proteomiczng [20]. Spektrometry
masowe czesto potaczone sg z uktadami chromatograficznymi umozliwiajagcymi dodat-
kowy rozdziat w zaleznosci od czasu retencji, a w zasadzie od budowy i wlasciwosci anali-
zowanych zwigzkow.

Aby uzyska¢ informacje o sekwencji aminokwasowej peptydow powstalych po
proteolizie, nalezy przeprowadzi¢ eksperyment z wykorzystaniem tandemowej spektro-
metrii mas. Polega ona na wybraniu z widma masowego (MS) jondw macierzystych
i poddaniu ich fragmentacji w komorze kolizyjnej, a nastgpnie na wykryciu jondw potom-
nych w kolejnym analizatorze w czasie trwania eksperymentu, co jest obrazowane na
widmie fragmentacyjnym (MS/MS lub MS?) [21]. Uzyskane widma stanowig podstawe
do identyfikacji biatek w probce.

Spektrometria mas jest konkurencyjna w poréwnaniu do innych technik badania
biatek, np. elektroforezy, ze wzgledu na jej zdolnos¢ do radzenia sobie ze zlozonosScia
proteomu [20]. Do innych zalet spektrometrii mas, w zalezno$ci od dostepne;j aparatury,
nalezy wysoka rozdzielczos¢, doktadno$¢ oraz czulo$¢, a takze mozliwos¢ detekcji
W szerokim zakresie mas analitow.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto okreslenie mozliwosci zastosowania spektrometrii mas
w identyfikacji biatek w probkach hydrolizatow tryptycznych krwi pelnej — zwigzanych
ze stanami patologicznymi nerek — u pacjentow w trakcie podtrzymujacej terapii cyklo-
sporyna A. Nasze badania miaty na celu zobrazowanie potencjalnej nadekspresji wybra-
nych biatek mogacych pehic¢ rol¢ biomarkeréw molekulamych, co w przysztosci mogltoby
przyczyni¢ si¢ do opracowania metod wczesniejszej diagnostyki nefrotoksycznosci
W terapii cyklosporyng A.
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3. Analiza proteomiczna

Badania polegaly na analizie proteomicznej profili biatkowych krwi u pacjentéw pod-
danych terapii immunosupresyjnej cyklosporyng A z zastosowaniem metody LC-MS/MS.

3.1. Materialy i metody

Wodoroweglan trietyloamoniowy (TEAB), ditiotreitol (DTT), jodoacetamid oraz
trypsyna pochodzily z firmy Sigma-Aldrich. Rozpuszczalniki do przygotowania probek
i analizy LC-MS zostaty zakupione w firmie JTBaker’s. RapiGest SF pochodzit z firmy
Waters. Do przygotowania roztworow uzywano rozpuszczalnikow o stopniu czystosci
95% do syntezy organicznej lub >99,9 % czystosci LC-MS.

3.2. Material biologiczny

Materiatem biologicznym poddanym analizie proteomicznej byty probki krwi petnej,
ktoére zostaty pobrane od 8 pacjentéw w trakcie rutynowego oznaczania stgzenia CsA
w krwi w dniach 3 oraz 4 marca 2022 r. Krew zostata pobrana do probéwek z dodatkiem
srodka zapobiegajacego krzepnieciu (EDTA). Pacjenci to osoby po transplantacji narza-
dow miazszowych w trakcie podtrzymujacej terapii immunosupresyjnej CsA. Pacjenci
zazywali CsA w postaci dopuszczonego do obrotu produktu leczniczego o nazwie
Equoral doustnie (roztwor doustny zamkniety w kapsutkach, 25 mg) w dawce 25 mg/d.
W tabeli 2 zestawiono pteé, stgzenie CsA [ng/ml] oraz stosowany lek i dawke dzienna.
Oznaczone st¢zenie CsA wynosi $rednio 119,2 £20,9 ng/ml, po odrzuceniu skrajnych
wynikow 119,8 +£5,3 ng/ml. W Kkarcie charakterystyki produktu leczniczego Equoral
znajduje si¢ informacja o0 mozliwych dziataniach niepozadanych, w tym bardzo czestym
wystepowaniu zaburzen czynnosci nerek, ktore sg czestsze i zwykle bardziej nasilone
U pacjentdw po zabiegach transplantacji i dlugotrwatym leczeniu podtrzymujacym [22].

Tabela 2. Zestawienie plci, stezenia CsA [ng/ml] oraz stosowanego leku i dawki dziennej

Oznaczenie
pacjenta

1 M 1191
155,5
1217
109,9
125,6
120,5
79,3

M 1221

Plec¢ Stezenie CsA [ng/ml] Lek (dawka dzienna)

Equoral (25 mg)

AARIZ|IZ|IRIR

O |IN|oO|oalb~[W|N

Zrédto: opracowanie wiasne.

Pobranie krwi oraz jej przygotowanie do badan metodag LC-MS/MS zostato wyko-
nane przez wykwalifikowany personel medyczny w Uniwersyteckim Szpitalu Klinicznym
we Wroctawiu (Katedra i Klinika Nefrologii i Medycyny Transplantacyjnej, Uniwersytet
Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu). Pacjenci wyrazili pisemng zgode na
uczestnictwo w badaniu zgodnie z Deklaracjg Helsinska. Probki krwi do badan zostaty
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pobrane réwnolegle z probkami do innych badan klinicznych bez obcigzania pacjentow
dodatkowymi procedurami. Procedura pobierania probek przeprowadzona zostata zgodnie
z zasadami GCP (Dobrej Praktyki Klinicznej) Deklaracji Helsinskiej. Badanie zostanie
zatwierdzone przez Lokalng Komisje Etyczng. W badaniu wzieli udzial wytacznie polscy
pacjenci. W badanej grupie nie bylo pacjentdéw szczegdlnie wrazliwych. W grupie badanej
nie byto 0s6b nieletnich. Wszystkie pobrane probki zostaty zanonimizowane. Wszystkie
byty zbierane zgodnie z przepisami RODO.

3.3. Przygotowanie probek

Probke petnej krwi (100 pl) rozeienczono do 500 ul 0,1 M roztworem TEAB z dodat-
kiem 1% surfaktantu RapiGest SF i umieszczono w tazni ultradzwickowej na 15 minut.
Do tak uzyskanej probki dodano 100 pl 0,1 M wodnego roztworu DTT i inkubowano
temperaturze 95°C przez 5 minut w celu redukcji mostkoéw disulfidowych. Do mie-
szaniny dodano 100 ul 0,2M wodnego roztworu jodoacetamidu w celu zablokowania grup
sulthydrylowych powstatych po redukcji DTT. Probke inkubowano probke przez 40
minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci. Do tak otrzymanej mieszaniny dodano
50 ul roztworu trypsyny (1 mg/ml enzymu w 0,1M roztworze TEAB + 0,1% RapiGest)
po czym inkubowano w temperaturze 37°C przez 24h. Reakcje zakonczono przez zakwa-
szenie kwasem mrowkowym. Uzyskang probke poddano liofilizacji, a suchg pozostatosé¢
uzyto w analizie LC-MS.

Pomiary LC-MS/MS zostaty wykonane na spektrometrze mas typu LCMS IT-TOF
firmy Shimadzu wyposazonym w uktad HPLC Nexera XR LC-20AD z autosamplerem
SIL-20AC. Zastosowane zostaly nastepujgce parametry do pomiardéw: zakres pomiarOw:
150-2000 m/z, gaz suszacy: azot (przeptyw 8 1/min), gaz rozpylajacy: azot (przeptyw
2 I/min), napiecie na detektorze 1,67 kV. Probki do analizy LC-MS rozpuszczono
w mieszaninie H;O/MeCN/HCOOH (85:15:0,1, v:v:v). Pomiary przeprowadzono w trybie
jonow dodatnich. Pomiary LC-MS/MS przeprowadzone zostaly przy uzyciu kolumny
Aeris Peptide XB-C18 o wymiarach 100 mm x 2,1 mm i $rednicy ziaren 3,6 pm.
Zastosowany gradient 15-80% B w A (A =0,1% HCOOH w wodzie, B = 0,1% HCOOH
w MeCN) w 45 minut. Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,2 ml/min.
Objetos¢ nastrzyku wynosita 5 pl. Uzyskane dane eksperymentalne poddano analizie
bioinformatycznej przy pomocy programu PEAKS.

4. Wyniki i dyskusja

Wiaczajac si¢ w nurt wspotczesnej proteomiki do celow diagnostyki medycznej po-
stanowili$my zastosowac podstawowe narzedzie badan proteomicznych, jakim jest tande-
mowa spektrometria mas sprzgzona z wysokosprawna chromatografia cieczowa,
W poszukiwaniu obecno$ci biatek znanych z literatury naukowej jako potencjalnych
biomarkerow dysfunkcji nerek. Praca na petnej krwi, cho¢ ztozona i wymagajaca, stata
si¢ punktem wyjscia do optymalizacji metody badawczej, jak i sprawdzenia rozwigzan
zwiazanych z frakcjonowaniem biatek czy selektywnym usuwaniem wybranych sktadni-
kéw, w celu zmniejszenia stopnia zlozonosci badanego materiatu. W prowadzonych
przez nas badaniach sprawdzili§my mozliwo$¢ zastosowania kolumn umozliwiajgcych
odseparowanie albuminy (Multiple Affinity Removal Spin Cartridge HSA/1gG, Waters).
Ich uzycie na pelnej krwi nie przyniosto jednak rezultatu zwigzanego ze zmniejszeniem
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stopnia ztozonosci probki, lecz doprowadzito do wyeliminowania duzej ilo$ci mozliwych
do analizy sktadnikow. W zwigzku z tym dalsze badania prowadzone byty na pelnej krwi.

Probke pelnej krwi potraktowano standardowa procedura proteomiczng prowadzaca
do uzyskania hydrolizatu, obejmujaca redukcj¢ mostkow disulfidowych, blokowanie
utworzonych grup tiolowych w celu ich zabezpieczenia przed spontanicznym utlenieniem
oraz hydroliz¢ enzymatyczna przy udziale trypsyny, co doktadnie przedstawiono w sekcji
Materialy i metody. Uzyskana po liofilizacji suchg pozostato$¢ rozpuszczono w miesza-
ninie H,O/MeCN/HCOOH (85:15:0,1, v:v:v) i poddano analizie LC-MS/MS. Lacznie
analizie poddano 8 probek pochodzacych od pacjentow poddanych terapii cyklosporyna
A po transplantacjach. Kazda probke analizowano trzykrotnie. W niniejszym opisie
wynikow uwzgledniono opis biatek, ktorych obecno$¢ moze wskazywac na dysfunkcje
nerek, i ktore zostaly wykazane w dotychczasowe;j literaturze naukowej.

Analiza bioinformatyczna danych uzyskanych z pomiaréw LC-MS/MS zostata prze-
prowadzona przy udziale programu PEAKS, z zatoZzeniem dopuszczalnych modyfikacji
potranslacyjnych w postaci karbamidometylacji reszty cysteiny, oksydacji metioniny
oraz deamidacji asparaginy i glutaminy. Identyfikacja biatka przeprowadzona zostata na
podstawie co najmniej dwoch unikatowych sekwencji peptydowych.

Wsrdd zidentyfikowanych, interesujgcych przyktadéw biatek znajduje si¢ biatko
AHNAK?2, nukleoproteina nalezaca do rodziny biatek AHNAK, zidentyfikowana w prob-
kach nr 2, 3, 5, 6, 8. Niedawno pojawiaty si¢ doniesienia literaturowe sugerujgce, ze
biatko to moze stanowi¢ biomarker chordb nerek, w tym nowy marker prognostyczny
i biatko onkogenne raka nerkowokomorkowego, jak i trzustki [23,24]. Kolejnym przy-
ktadem zidentyfikowanego biatka jest enwoplakina (probka nr 3), ktéra wraz z periplaking
sg dwoma najmniejszymi biatkami tgcznikowymi cytoszkieletu z rodziny plakin. Ich
rolg jest taczenie widkien posrednich ze ztgczami komorkowymi 1 innymi lokalizacjami
w blonie. Plakiny odgrywaja strukturalng rolg¢ w tworzeniu zrogowaciatej otoczki (CE),
koncowej fazie réznicowania naskorka. Obecno$¢ enwoplakiny w probkach krwi i moczu
zostala takze powiazana z chorobami nerek oraz niektorymi chorobami autoimmuniza-
cyjnymi [25].

Nastepnym z interesujacych przyktadow biatka zidentyfikowanego w probkach jest
al-antytrypsyna (probkinr 1, 2, 3, 4, 7, 8), bedaca biatkiem stresu watrobowego o dzia-
faniu inhibitora proteazy. Ostatnie dowody wskazuja, ze uszkodzenie niedokrwienne lub
toksyczne moze wywolaé selektywne zmiany w nerkach, ktore przypominaja fenotyp
watroby [26].

Wisrdd zidentyfikowanych biatek znalez¢ mozna takze czynniki prognostyczne dla
raka nerkowokomorkowego, do ktorych naleza N-metylotransferaza histonowo-lizynowa
(probki nr 2, 3, 5) oraz biatko Piwi (probka nr 2). Identyfikacji biatka Piwi dokonano
wielokrotnie w przypadku pacjentdow z réznorodnymi chorobami nowotworowymi, jak
rowniez jego obecno$¢ powigzano z chorobami nerek [27]. N-metylotransferaza histo-
nowo-lizynowa specyficznie monometyluje okreslona reszte lizyny histonu H3, tworzac
W ten sposob swoisty znacznik epigenetycznej aktywacji transkrypcyjnej. Uwaza sig, ze
metylacja reszt lizyny w N-koncowych ogonach histonow stanowi wazny element mecha-
nizmu regulujacego strukture chromatyny. Ostatnie badania wykazaty, ze ekspresja i aktyw-
nos$¢ tego enzymu sg rowniez zwigkszone w kilku zwierzecych modelach uszkodzenia
nerek, takich jak ostre uszkodzenie nerek, zwtoknienie nerek, nefropatia cukrzycowa,
toczniowe zapalenie nerek i odrzucenie przeszczepu nerki [28].
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Zespot Bardeta-Biedla, stanowigcego chorobe autosomalng recesywng, powodowang
homozygotyczng mutacja, prowadzaca do dysfunkcji 8 réznych biatek, wigze si¢ takze
z nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu nerek [29]. Wyniki naszych badan wskazuja
na mozliwos¢ identyfikacji w badanych probkach tryptycznych hydrolizatow obecnosci
biatka Bardeta-Biedla (probki nr 5, 6), ktére moze powodowac zmiany morfologiczne
i molekularne w nerkach, zaburzajac wiele uktadow istotnych dla fizjologii nerek i kon-
troli ci$nienia krwi [29].

Jednym ze zidentyfikowanych biatek byta fetuina-A (probka nr 7), stanowigca nowo-
odkryty marker uposledzenia czynnos$ci nerek u pacjentdow z cukrzyca typu 2 [30]. Jest
to glikoproteina, ktdra jest syntetyzowana w watrobie 1 wydzielana do krwiobiegu. Nalezy
do duzej grupy biatek wiazacych, ktdre posrednicza w transporcie i umozliwiajg dostgpnosé
szerokiej gamy substancji w krwiobiegu. Badania wykazaty, ze fetuina-A moze dziata¢
jako ochronny inhibitor zwapnienia naczyn u pacjentow z przewleklta chorobg nerek
i schytkowa niewydolnoscig nerek. Niedobor tego biatka wigze si¢ ze wzrostem zacho-
rowalnosci 1 $miertelnosci pacjentéw z chorobami uktadu krazenia. Fetuina-A moze by¢
uzyteczna jako marker choroby naczyniowej u pacjentow z cukrzyca typu 2. W rzeczy-
wistosci jest niezaleznym predyktorem cukrzycy typu 2.

Przeprowadzone badania pozwolity na zestawienie rodzaju zidentyfikowanych biatek
oraz czestosci ich identyfikacji w tym badaniu (ilos¢ probek z obecnym biatkiem na
catkowitg liczbe probek) w tabeli 3. Wyniki uzyskane w efekcie trzykrotnej analizy
jednej probki nie wykazywaly réznic. Ze wzgledu na wstepny charakter badan na tym
etapie niemozliwe jest wykazanie bezposredniej zaleznosci miedzy zidentyfikowanymi
biatkami a zaburzeniem pracy nerek na skutek podtrzymujacej terapii CsA, a wyrdznione
biatka w roli potencjalnych biomarkeré6w majg stanowi¢ jedynie potencjalny punkt
wyjsciowy dla przysztych badan w tej dziedzinie. Biorac pod uwage wstepny charakter
badan oraz waska probe badawczg statystyczna analiza wynikdéw nie zostata wykonana.

Tabela 3. Zestawienie plci, stezenia CsA [ng/ml] oraz objawow sugerujacych zaburzong prace nerek
pacjentow, ktorych krew poddano badaniu

Zidentyfikowane biatko Nr probek Czestos¢ identyfikacji
AHNAK2 2,3,56,8 5/8
enwoplakina 3 1/8
al-antytrypsyna 1,23,4,7,8 6/8
N-metylotransferaza histonowo-lizynowa 2,3,5 3/8
biatko Piwi 2 1/8
biatko Bardeta-Biedla 5,6 2/8
fetuina-A 7 1/8

Z uzyskanych danych wylania si¢ interesujacy przekrdj biatek powiazanych z dysfunk-
cjami nerek, ktére powinny by¢ poddane szerzej zakrojonym badaniom, potwierdzajacych
ich wykorzystanie jako biomarkeréw molekularnych. Ich identyfikacja na wczesnym,
bezobjawowym etapie choroby moglaby doprowadzi¢ do wczesnej diagnozy, a co za
tym idzie modyfikacji terapii poprzez dostosowanie dawki CsA lub zmiany leku immuno-
supresyjnego. Niestety, podstawowym problemem przy badaniach ztozonych uktadow
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biologicznych, jest czgsto zbyt niska czulos¢ analizy uniemozliwiajaca identyfikacje nie-
ktorych biatek w analizowanej probce, w tym tych stanowiacych biomarkery molekularne
roznych chorob, ktore na bezobjawowym etapie choroby moga wystepowa¢ w znikomych
ilo$ciach. Proponowanym rozwigzaniem poszerzajacym mozliwos¢ aplikacji spektro-
metrii mas w diagnostyce laboratoryjnej jest zastosowanie opracowanych przez autoro6w
ninigjszej rozprawy metod chemicznej modyfikacji probek, polegajacych na wprowa-
dzaniu do czasteczek analitu odpowiednich grup chemicznych. Takim przyktadem sa
czwartorzedowe grupy amoniowe zawierajgce trwaly tadunek elektryczny. Ich obecnos¢
znacznie zwigksza wydajnos$¢ jonizacji badanych zwiazkéw umozliwiajac ich ultraczulg
detekcje nawet na poziomie attomolowym (108 mola). Zastosowanie metod zwickszania
czuto$ci analizy zwigzkow organicznych metoda spektrometrii mas moze znalez¢ zastoso-
wanie nie tylko w standardowych badaniach, ale takze stworzy¢ zupetie nowe techniki
diagnostyki medycznej umozliwiajgce wezesng identyfikacje zmian chorobowych przez
detekcje biomarkerow molekularnych konkretnych stanow patologicznych organizmu.

Proponowanym przez nas rozwigzaniem, zmierzajagcym w strong zwigkszenia wydaj-
nosci jonizacji badanych hydrolizatow tryptycznych biatek w ich analizie metoda spektro-
metrii mas jest selektywna modyfikacja fadunkowa grup aminowych tfancucha bocznego
reszt lizyny za pomoca znacznika jonizacyjnego w formie tetrafluoroboranu 2,4,6-
trifenylopiryliowego. Utworzona w ten sposob sol pirydyniowa nie do$¢, ze generuje
trwaly tadunek dodatni, to jeszcze utworzony koniugat w warunkach eksperymentu
MS/MS prowadzi do powstania jonu reporterowego w postaci protonowanego kationu
2,4,6-trifenylopirydyniowego, co sprawia, ze analiza takich pochodnych peptydowych
staje si¢ bardziej jednoznaczna, czego potwierdzenie mozna znalez¢ w naszych wezesniej-
szych pracach [31-33]. Eksperymentalne prace w tym kierunku sa nieustannie prowadzone,
a ich rezultaty ukazg si¢ niecbawem w literaturze naukowej. Ich warto$¢ dla wspotczesnej
diagnostyki medycznej moze by¢ znaczaca z uwagi na mozliwo$¢ rozwigzania licznych
probleméw, wynikajacych z czutosci detekcji, jednoznacznos$ci oznaczen i wystarczajaco
wezesnej identyfikacji biomarkeréw molekularnych.

5. Podsumowanie i wnioski

Prowadzone przez nas badania nad mozliwos$cia identyfikacji potencjalnych biomar-
keréw molekularnych stanow patologicznych nerek umozliwity potwierdzenie aplikacyj-
nosci techniki LC-MS/MS we wstepnych badaniach proteomicznych probek pelnej krwi
pochodzacych od pacjentow poddanych terapii cyklosporyng A. Uzyskane wyniki badan
wskazuja jednoznacznie na obecno$¢ biatek zwigzanych z rozwijajacymi sie lub rozwi-
nigtymi juz dysfunkcjami, ktorych potwierdzenie jest nierzadko bardzo trudne, gdy
bazuje si¢ wytacznie na objawach klinicznych czy standardowej diagnostyce medyczne;j.
Potwierdzenie obecnosci biatkowych biomarkeréw molekularnych w probkach biolo-
gicznych na bezobjawowym etapie zaburzenia zdrowia moze zrewolucjonizowac wspot-
czesng diagnostyke medyczna, stajac sie niezwyklym narzedziem w rekach diagnostéw
medycznych, lekarzy czy jednostek szpitalnych. Problem czutosci detekcji sladowych
ilosci biatek sygnalizujgcych dane zaburzenie proponujemy rozwigzac przez zastosowanie
w analizowanych hydrolizatach metody derywatyzacji fadunkowej tryptycznych frag-
mentow biatek polegajacej na wprowadzeniu grupy tworzacej trwaty tadunek, znacznie
zwickszajacy wydajnosc¢ jonizacji w analizie metodg spektrometrii mas.
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Analiza profili bialkowych u pacjentéw poddanych terapii cyklosporyna A
z zastosowaniem spektrometrii mas

Streszczenie

Cyklosporyna A (CsA) to lek immunosupresyjny powszechnie stosowany w transplantologii, dziatajacy
m.in. poprzez blokowanie transkrypcji genéow cytokin w aktywowanych limfocytach T. Mimo szerokiego
zastosowania w medycynie CsA wykazuje znaczng nefrotoksycznosé, ktora moze objawiac si¢ zmiennoscia
profili proteomicznych krwi. Mozliwo$¢ przewidzenia skutkow niepozadanych farmakoterapii, takich jak
nefrotoksycznos¢ CsA, poprzez wykrycie charakterystycznych zmian w proteomie materiatu biologicznego
jest wazna, poniewaz zidentyfikowanie stanu chorobowego na wczesnym etapie pomoze zminimalizowac
ryzyko uszkodzenia nerek. Celem niniejszej pracy bylo okreslenie mozliwosci zastosowania spektrometrii
mas do identyfikacji biatek w probkach krwi pacjentéw poddanych terapii cyklosporyna A z wystepujacymi
stanami patologicznymi nerek. Uzyskane wyniki badan jednoznacznie wskazuja na obecno$¢ biatek zwia-
zanych z rozwijajacymi si¢ lub rozwinigtymi juz dysfunkcjami nerek, co potwierdza aplikacyjnos¢ analizy
proteomicznej metoda spektrometrii mas. W przypadku problemu, jakim jest niewystarczajaca czulo$é
analizy, autorzy proponuja zastosowanie metod derywatyzacji tadunkowej, co pozwoli na znaczne zwigkszenie
wydajnosci jonizacji w analizie metoda spektrometrii mas.

Stowa kluczowe: proteomika, nefrotoksycznosé, cyklosporyna A, LC-MS/MS

Analysis of protein profiles in patients undergoing cyclosporin A therapy using
mass spectrometry

Abstract

Cyclosporin A (CsA) is an immunosuppressive drug commonly used in transplantation, which works, among
other things, by blocking the transcription of cytokine genes in activated T lymphocytes. Despite its widespread
use in medicine, CsA exhibits significant nephrotoxicity, which can manifest as variations in the proteomic
profiles of blood. The ability to predict adverse effects of pharmacotherapy such as CsA nephrotoxicity by
detecting characteristic changes in the proteome of biological material is important because identifying the
condition at an early stage will help minimize the risk of kidney damage. The purpose of the present study
was to determine the feasibility of using mass spectrometry to identify proteins in blood samples of patients
undergoing cyclosporin A therapy with pathological conditions of kidneys. Obtained results clearly indicate
the presence of proteins associated with developing renal dysfunctions, confirming the applicability of pro-
teomic analysis by mass spectrometry for this purpose. For the problem of insufficient sensitivity of the analysis,
the authors propose the use of charge derivatization methods, which will allow a significant increase in ioniza-
tion efficiency in mass spectrometry analysis.

Keywords: proteomics, nephrotoxicity, cyclosporin A, LC-MS/MS
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Wplyw metali ciezkich na Srodowisko i czlowieka

1. Wprowadzenie

Zanieczyszczenie metalami cigzkimi odnosi si¢ do nadmiernego gromadzenia si¢
toksycznych metali cigzkich w wodzie i glebie spowodowanego dziatalnoscig cztowieka.
Zanieczyszczenie srodowiska metalami cigzkimi dotyczy szczegdlnie metali o duzej
toksycznosci biologicznej, takich jak rte¢ (Hg), kadm (Cd), otéw (Pb), chrom (Cr) i arsen
(As), a takze innych metali wykazujacych mozliwe negatywne oddziatywanie na orga-
nizmy zywe, jak cynk (Zn), miedz (Cu), nikiel (Ni), cyna (Sn), wanad (V) [1, 2].
W ostatnich latach — wraz z rozwojem gospodarki $§wiatowej — zar6wno rodzaj, jak
i zawarto$¢ metali ciezkich w glebie oraz zywnosci stopniowo zwigksza si¢, powodujac
pogorszenie stanu srodowiska. Metale cigzkie sg bardzo niebezpieczne dla srodowiska
i organizméw zywych. Obecno$¢ metali cigzkich w glebie jest problematyczna, gdyz
zanieczyszczenia w glebie utrzymujg si¢ przez dlugi czas, a zabiegi, ktore umozliwiaja
ich usuwanie sg kosztochtonne i majg ograniczone zastosowanie. Metale cigzkie moga
by¢ nastgpnie pobierane przez ro$liny, a W pdzniejszym etapie kumulowac si¢ w poszcze-
golnych ogniwach tancucha pokarmowego cztowieka i ostatecznie oddziatywaé na niego
samego [3-5].

2. Przenikanie metali ciezkich do Srodowiska

Metale cigzkie wystepuja naturalnie w Srodowisku i moga w nim migrowa¢ w Wyniku
erupcji wulkanicznych oraz podczas zachodzacych procesow glebotworczych [3, 6].
Jednakze w duzej mierze metale cigzkie wprowadzane sg do §rodowiska ze zrodet antro-
pogenicznych, ktére odznaczaja si¢ wieksza mobilnosciag w glebie anizeli metale uwal-
niane z procesOw glebotwodrczych [7]. Metale cigzkie moga przenikaé do Srodowiska
z wielu antropogenicznych zrodel, takich jak kopalnie metali, przemyst energetyczny,
motoryzacja, farby, stosowanie nawozow, usuwanie odpadow o wysokiej zawartosci
metali, niewlasciwie zabezpieczone sktadowiska, odchody zwierzece, osady $ciekowe,
pozostatosci po spalaniu wegla, kompost, produkty petrochemiczne, pestycydy, a takze
w wyniku depozycji metali z atmosfery [2, 5, 8]. Przedstawia to rysunek 1.

2.1 Rolnictwo

Nawozy mineralne, pestycydy i nawozy naturalne s3 waznymi srodkami stosowanymi
W produkcji rolnej. Niemniej jednak dtugotrwate nadmierne stosowanie tych produktow,
ktore w swoim sktadzie zawieraja §ladowe ilosci metali cigzkich, moze spowodowac
zanieczyszczenie gleb [9].

1 waldemar.studzinski@pbs.edu.pl, Wydzial Technologii i Inzynierii Chemicznej, Politechnika Bydgoska
im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich , ul. Seminaryjna 3, 85-326 Bydgoszcz.

2 daria.bozejewicz@pbs.edu.pl, Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej, Politechnika Bydgoska im. Jana
i Jedrzeja Sniadeckich, ul. Seminaryjna 3, 85-326 Bydgoszcz.

3 katarzyna.witt@pbs.edu.pl, Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej, Politechnika Bydgoska im. Jana
i Jedrzeja Sniadeckich, ul. Seminaryjna 3, 85-326 Bydgoszcz.
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Rysunek 1. Zrodta przenikania metali ciezkich do srodowiska [opracowanie whasne]

2.1.1. Nawozy mineralne

Wazrost chemizacji rolnictwa spowodowal, ze ogromne ilo$ci nawozow stosowane sg
w rolnictwie, aby dostarczy¢ odpowiedniegj ilosci pierwiastkow biogennych (N, K i P)
dla wzrostu upraw. Najczesciej identyfikowanymi zanieczySzczeniami w nawozach mine-
ralnych sa metale ciezkie. Zawarto$¢ metali ciezkich w nawozach azotowych i potasowych
jest stosunkowo niska, podczas gdy w nawozach fosforowych moze znajdowac si¢ znaczna
ilo$¢ toksycznych metali cigzkich. Metale cigzkie w nawozach wielosktadnikowych
pochodzg gtdéwnie z surowcoéw podstawowych i procesow produkcyjnych. Zawarto$e
metali cigzkich w nawozach jest nastgpujaca: nawoz fosforowy > nawdz wielosktadni-
kowy > nawo6z potasowy > nawo0z azotowy. Jednym z metali zanieczyszczajacych glebe
jest kadm. Wprowadzany jest do gleb z nawozami fosforowymi. Wiele badan wykazato,
ze po zastosowaniu tych nawozow zawarto§¢ Cd w glebie stale wzrasta, co przektada sie
na wzrost pobierania Cd przez rosliny [10, 11].

2.1.2. Pestycydy

Liczne znane pestycydy stosowane powszechnie w rolnictwie w przesztosci zawieraty
znaczne ilo$ci metali. Niektore pestycydy dopuszczone do stosowania zawieraly w swoim
sktadzie kompleksy Cu, Hg, Pb, Mn lub Zn (na przyktad fungicydy zawierajg miedz).
Z kolei arsenian otowiu przez lata byt stosowany w sadach owocowych w celu zwalczania
niektorych pasozytow. Zwiazki sktadajace si¢ z arsenu byly szeroko stosowane do
zwalczania kleszczy i do zwalczania owadow na plantacjach bananow w Nowej Zelandii
i Australii. Obecnie w wielu glebach uprawnych stezenie metali cigzkich znacznie prze-
wyzsza stezenie naturalne [12, 13].

2.1.3. Nawozy oraz osady Sciekowe

Zastosowanie nawozow naturalnych i organicznych (kompostow, obornika bydle-
cego) moze przyczynia¢ si¢ do kumulacji metali cigzkich w glebie, takich jak As, Cd,
Cr, Cu, Pb, Hg, Se, Ni, Mo, Zn, Sb [14]. Niektére odchody (zwierzat gospodarskich —
bydta, trzody chlewnej, drobiu) zwykle sa wprowadzane na pola uprawne i taki w postaci
statej lub potptynnej. W chowie drobiu i trzody chlewnej miedz i cynk sg dostarczane
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Z pasza jako stymulatory wzrostu, dodatkowo w produktach fitness dla drobiu obecny jest
arsen [15]. Nawozy, ktore powstaja z odchodow tych zwierzat, maja wigksze ilosci Cu,
As i Zn. Jesli sg stale wprowadzane do gleby, moga powodowaé gromadzenie si¢ tych
metali. Osady $ciekowe to substancje o charakterze organicznym, powstajace w wyniku
oczyszczania $ciekow, ktore mozna z pozytkiem ponownie wykorzysta¢ [16]. Metalami
ciezkimi najczesciej kumulujgcymi si¢ w osadach sa Ni, Pb, Cd, Cu, Cri Zn. Zawartos¢
metali zalezy od natury i zaawansowania procesow przemystowych, a takze od rodzaju
i czynnos$ci wykonywanych podczas obrobki osadow [2, 17]. W okreslonych sytuacjach
osady $ciekowe, ktore byly stosowane do nawozenia gleb, wprowadzaty réwniez metale
ciezkie, ktore ulegaty migracji w profilu glebowym i mogly powodowac zanieczyszczenie
wod gruntowych. Stwierdzono zwigkszenie zawartosci Ni, Cd i Zn w warstwie drena-
zowej po zastosowaniu osadow $ciekowych [17-19].

2.2. Scieki

Wprowadzanie $ciekow komunalnych do gleb jest prowadzone od przeszto 400 lat
i obecnie to powszechna praktyka w réznych czes$ciach globu [20]. Nawadnianie Sciekami
stanowi realny sposdb rozwigzania problemu nawadniania upraw na obszarach suchych.
Przypuszczalnie w skali $wiatowej okoto 20 milionéw hektarow (ha) gruntéw ornych
jest nawadnianych jakim$ rodzajem $ciekow. W niektorych badaniach pojawiaja si¢
informacje, Ze miasta afrykanskie i azjatyckie opierajg si¢ na nawadnianiu §ciekami nawet
50% upraw warzywnych [21]. Chociaz ilo$¢ metali w $ciekach stosowanych jest stosun-
kowo niska, dlugotrwate podlewanie gruntow takimi $ciekami moze ostatecznie spowo-
dowa¢ gromadzenie sie¢ w glebie takich metali ciezkich jak Hg, Cd, Pb, Cr itp. W celu
zapewnienia jakosSci irygacji $cieki muszg by¢ $cisle kontrolowane w ramach krajowych
norm jako$ci wody do nawadniania pol uprawnych [22].

2.3. Odpady przemystowe i procesy wydobycia metali

Wydobywanie i obrébka mineralow zawierajacych metale powoduje wprowadzenie
do gleby zanieczyszczen metalicznych. Dodatkowo w procesach przetworczych powstaje
wiele odpadow statych o ztozonym sktadzie, w tym odpady gornicze i przemystowe.
W trakcie sktadowania lub zagospodarowywania odpadow metale cigzkie przenikaja do
srodowiska wskutek dziatania $wiatta stonecznego, opadéw i procesu wymywania. Metale
zawarte w odpadach moga tatwo rozprzestrzenia¢ si¢ do srodowiska za pomoca wiatru
i wody [23, 24].

2.4. Zanieczyszczenie atmosferyczne

Metale cigzkie w atmosferze pochodzg glownie z gazow i pylow wytwarzanych przez
energetyke, transport, metalurgie i produkcje materiatdéw budowlanych. Metale cigzkie,
z wyjatkiem rteci, zasadniczo przedostaja sie do atmosfery w postaci acrozolu i osadzaja
si¢ w glebie w wyniku naturalnej sedymentacji oraz razem z opadami atmosferycznymi.
Na przyktad w Szwecji zanieczyszczenie otowiem [25] byto spowodowane dziatalnoscia
miejskiego przemystu miedziowego, fabryki kwasu siarkowego, fabryki farb oraz duzej
ilo§¢ odpaddéw z gornictwa i przemystu chemicznego. Dodatkowo drobne czasteczki
ofowiu, przenoszone przez wiatr, rozprzestrzenialy si¢ z hatd odpadow przemystowych
do otaczajacego terenu [26].

Transport, zwlaszcza samochodowy, powoduje powazne zanieczyszczenie metalami
ciezkimi (Pb, Zn, Cd, Cr, Cu itp.) atmosfery i gleb. Metale ci¢zkie pochodzily ze spalania
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benzyny otowiowej oraz pytow wytwarzanych przez zuzywanie opon samochodowych.
Z raportu Wu i wsp. wynika, ze spaliny samochodowe zawieraty do 20-50 ug/l Pb, co
utworzyto strefowy rozktad i wystepowanie wyraznej roznicy stezenia metali ciezkich
w glebie w zalezno$ci od odleglosci od linii kolejowej, autostrady, centrum miasta.
Przyczynito si¢ to pdzniej do wycofania benzyny otowiowej [27]. W prowincji Nanjing
Nanjing — Hangzhou stwierdzono skazenie gleby Pb, Cri Co po obu stronach autostrady,
a strefa skazenia ustepowata wraz z dystansem od autostrady. [lo§¢ metali cigzkich, ktore
sa wprowadzane do gleby poprzez naturalne osadzanie pytéw i gazow, a takze z opadem
atmosferycznym, czesto jest zwigzana z poziomem rozwoju przemystu ciezkiego,
gestoscig zaludnienia, uzytkowaniem gruntéw i natezeniem ruchu drogowego [28].

3. Wplyw na Srodowisko

Kumulacja metali cigzkich w glebie niekorzystnie wptywa na jej wtasciwos$ci i moze
réwniez ogranicza¢ biodegradacj¢ zanieczyszczen organicznych. Poza tym przenikanie
metali cigzkich w glab gleby moze przyczynic si¢ do zanieczyszczenia wod podziemnych
i stanowi powazne zagrozenie dla zdrowia cztowieka [29, 30]. Metale cigzkie nie roz-
ktadaja sie, lecz moga ulega¢ bioakumulacji i biomagnifikacji, co moze spowodowac
negatywne oddziatywanie na §rodowisko. Niektore metale ciezkie dziatajg jako mikro-
elementy i s zaangazowane w wazne procesy metaboliczne i komorkowe. W znacznym
stezeniu sg jednak toksyczne [31, 32].

3.1. Wplyw na mikroorganizmy glebowe i aktywno$¢ enzymatyczna

Aktywno$¢ mikrobiologiczna i aktywnos$¢ enzymatyczna w czuty sposob odzwier-
ciedlajg jako$¢ gleby. Stwierdzono, ze biomasa mikroorganizméw glebowych jest istot-
nym parametrem okre$lajacym stopien zanieczyszczenia gleby [33]. W glebie zanie-
czyszczonej metalami cigzkimi aktywno$¢ drobnoustrojow jest znacznie zahamowana.
Kandelera i wsp. [34] wykazali, ze biomasa drobnoustrojow zostata powaznie zahamo-
wana w glebie zanieczyszczonej Cu, Zn, Pb 1 innymi metalami cigzkimi. Biomasa mikro-
biologiczna gleby w poblizu kopalni byta znacznie ubozsza niz w glebie oddalonej od
kopalni. Inni naukowcy réwniez potwierdzili, ze znaczne stezenie metali cigzkich hamuje
aktywno$¢ drobnoustrojow, a niskie stezenia metali ciezkich moze stymulowaé wzrost
drobnoustrojow i przyczyniac si¢ do zwigkszenia biomasy drobnoustrojow [36]. Rowniez
aktywno$¢ enzymow w glebie jest zwigzana z zanieczyszczeniem metalami ciezkimi.
Stwierdzono, ze wysokie stezenia metali ciezkich powodowaly znaczne zmniejszenie
enzymow w Srodowisku glebowym. Jest to bardzo wazne, poniewaz enzymy w glebie
odgrywaja istotng rol¢ w procesie rozktadu materii organicznej i obiegu sktadnikow
pokarmowych [30].

3.2. Wplyw na rosliny

W zaleznosci od rodzaju, stezenia oraz form metali ciezkich w §rodowisku — moga
one w rozny sposob oddziatywac na rosliny. Metale takie jak Fe, Mn, Cu, Zn, Mo w nie-
wielkich stezeniach moga oddziatywac stymulujaco, poniewaz sa konieczne dla prawidto-
wego przebiegu procesow metabolicznych. Warto nadmieni¢, ze niektore metale (As,
Hg, Pb, Cd) juz nawet w niskich st¢zeniach mogg wykazywac¢ dziatanie toksyczne [36].

Migracja metali ci¢zkich z gleby do organizmow zwierzat i ludzi odbywa si¢ gtownie
przez ro$liny, ktore sg istotnym ogniwem w tancuchu pokarmowym (gleba — ro$lina —
zwierze — cztowiek) [37, 38].
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Zanieczyszczenie metalami cigzkimi zmniejsza aktywno$¢ mikroorganizmow ryzo-
sfery, co jest waznym czynnikiem hamujacym rozwoj roslin i zmniejszajacym ich od-
porno$¢ na patogeny. Zaburzenie rozktadu materii organicznej przez mikroorganizmy
glebowe moze takze doprowadzi¢ do zwickszenia puli biodostepnych form metali. Jest
to bardzo niebezpiecznie, poniewaz biodostepna forma metali cigzkich w sposob tatwy
jest pobierania przez organizmy zywe i moze przemieszczac si¢ w tancuchu troficznym
[39, 40]. Przyswajanie metali cigzkich przez rosliny zachodzi przez system korzeniowy,
a takze przez blaszki lisciowe. Najtatwiej pobierane przez rosliny sa metale wystepujace
w formie wolnych jonow [21, 22]. Dodatkowo korzenie roslin moga wydziela¢ do gleby
substancje aktywne takie jak kwasy organiczne oraz zwigzki chelatujace metale — umo-
zliwiajgce uwalnianie metali z kompleksow glebowych. T1o$¢ pobieranych przez rosliny
metali cigzkich zalezy od rodzaju metalu, st¢zenia w glebie, formy wstepowania oraz od
gatunku rosliny. Zawarto$¢ metali cigzkich w réznych tkankach roslin zmniejsza si¢ wg
kolejnosci: korzen > liscie > todyga > kwiaty > nasiona [36, 40]. Zbyt wysoka zawarto$¢
metali cigzkich powoduje przekroczenie progu tolerancji rosliny i toksyczne oddziatywanie,
ktére moze doprowadzi¢ nawet do obumarcia rosliny. Stwierdzono, ze jesli zawarto$¢
miedzi w glebie przekracza 50 mg/kg, ma to negatywny wptyw na sadzonki cytrusow;
gdy zawarto$¢ miedzi w glebie osigga 200 mg/kg — pszenica usycha. Wykazano, ze przy
stezeniu Cd 30 pmol/l wzrost sadzonek kapusty i fasoli byt hamowany oraz zmniejszeniu
ulegta dtugos¢ korzeni, a takze wysoko$¢ rosliny i powierzchnia lisci. Dodatkowo Cd
moze zaktocaé fotosynteze i synteze biatek oraz powodowac uszkodzenie btony komor-
kowej itp. [41]. Wpltyw metali cigzkich na $rodowisko glebowe oraz oddzialywanie na
rosliny zostaty przedstawione na rysunku 2.

- Zmniejszenie zyznosci .
/ v ‘ - Indukowane uszkodzenia

- Nieprawidtowa oksydacyjne,

transformacja azotu,

Konsekwencje
agroekologiczne

- Akumulacja metali
- Ograniczenie rozktadu ciezkich w tkankach roslin,

[aterl ofeaniczhcl; - Zaburzenie fotosyntezy,
-Zmniejszenie aktywnosci

; -Zaburzenia reprodukcyjne.
enzymatycznej.

Zmniejszenie produkcji roslinnej

Rysunek 2. Oddziatywanie metali cigzkich na procesy glebowe oraz rosliny [opracowanie wiasne]
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3.3. Srodowisko wodne

Wprowadzanie odpadow i sciekow pochodzacych z dziatalnosci wydobywcezej do $ro-
dowiska wodnego ma wptyw na elementy biotyczne (ryby, skorupiaki, owady i wodne
ro§liny) oraz abiotyczne (woda i osad). Bezkrggowce moga gromadzi¢ metale cigzkie,
ktore sg niezbedne do funkcjonowania organizmu, jak rowniez moga oddziatywacé tok-
sycznie. Toksyczny efekt zwigzany jest z duzym Stezeniem metali ciezkich i przekrocze-
niem wartosci progowe;j. Zanieczyszczenie metalami cigzkimi (Cu, Zn, Pb, Cd, Hg i Cr)
stwierdzono mig¢dzy innymi w Tianjin (Chiny), identyfikujac je w wodzie, produktach
pochodzenia roslinnego oraz rybach. Stwierdzono, ze spozywanie skazonych warzyw
i ryb stwarza duze ryzyko toksykologiczne, szczegélnie dla dzieci [42, 43]. Na podstawie
analizy ilosciowej metali cigzkich takich jak Fe, Mn, Zn, Cr, Cu, Co, Ni, Pb i Cd
w wodach powierzchniowych rzeki Mahanadi — mozna stwierdzi¢, ze w probach wody
oznaczono wysokie stezenia metali cigzkich. Stezenia Ni, Pb i Cd przekraczajg dopusz-
czalng warto$¢ graniczng. Zanieczyszczenie wody metalami ciezkimi degraduje $rodo-
wisko i powoduje realne zagrozenia dla zdrowia. Metale cigzkie dostajg si¢ do organizmu
cztowieka poprzez zanieczyszczong wode lub poprzez tancuch pokarmowy. Narazenie
organizmu cztowieka na metale ciezkie moze prowadzi¢ do roéznych choréb, takich jak:
uszkodzenie nerek, pogorszenie zachowania i inteligencji, nowotwor, a takze do $mierci
[44, 45].

4. Wplyw na zwierzeta i ludzi

Do organizméw zwierzat i ludzi metale cigzkie przedostajg si¢ gtownie drogg pokar-
mowa. Skutki zdrowotne ciggtego spozywania produktow, ktore zawieraja nawet Sladowe
ilosci tych pierwiastkdw, mogg wystapi¢ nawet po wielu latach. Absorpcja metali cigzkich
poprzez wdychanie powoduje wchtanianie i szybkie rozprowadzenie ich przez uktad
krazenia [36, 47]. Metale ciezkie moga réwniez by¢ wchtaniane przez skorg. Metale
cigzkie u zwierzat i ludzi wywoluja zmiany w syntezie biatka i zaburzenia wytwarzania
ATP, a w konsekwencji moze dochodzi¢ do zmian chorobowych, w tym nowotworow.
Skala oddziatywania zalezna jest od ilosci przyswajanego pierwiastka przez organizm.
Stopien toksycznosci zalezy rowniez od rodzaju zwiazku (w jakim metale wystepuja),
jego formy, rozpuszczalno$ci w ptynach ustrojowych i lipidach, czasu ekspozycji, a takze
odpornosci indywidualnej danego osobnika [43-48]. Metale w formie nieorganicznych
kationow charakteryzuja sie sktonno$cia do silnego powiazania z biatkami i tkankami.
Powoduje to bioakumulacje i hamuje wydzielanie ich z organizmu. Toksyczne dziatanie
metali ciezkich na zwierzeta i ludzi jest bardzo réznorodne. Do najbardziej toksycznych
metali ciezkich zaliczy¢ mozna: Pb, Hg i Cd. Metale ulegaja bioakumulacji w okreslonych
organach, a rakotworcze oddzialywanie nastepuje, gdy poziom metalu w okreslonym
organizmie osiagnie lub przekroczy dawke progowa. Metale cigzkie gtéwnie wplywaja
na watrobe i nerki, czyli organy odpowiadajace za detoksykacje. Dodatkowo stwierdza
si¢ rowniez kumulacje metali w kosciach, mozgu i mie$niach. Metale moga wywotaé
natychmiastowe ostre zatrucia lub stany przewlekte. Zatrucia ostre powoduja metale
takie jak: As, Zn, Cd, Cu i Hg. Zatrucia przewlekte moga wywotywa¢ m.in.: As, Zn, Cd,
Cr, Cu, Hg, Pb, Sn, Co, Ni, Mn, Se, Fe i Ag. Schorzenia przewlekte wystepuja przez
dhugi okres w formie utajonej. Po dtuzszym czasie mogg one spowodowaé zmiany muta-
genne lub uszkodzenia centralnego systemu nerwowego [47-51].
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Metale cigzkie nie podlegaja degradacji biologicznej. Ich detoksykacja przez organizmy
polega na wigzaniu w potgczeniu z biatkami lub na odktadaniu ich w formie nierozpusz-
czalnej w przestrzeniach mi¢dzykomorkowych celem sktadowania lub wydalenia z orga-
nizmu. Odnotowano selektywno$¢ tkanek organizmu w wigzaniu metali cigzkich. Tok-
syczny otow i radioaktywny radon gromadzg si¢ w tkance kostnej, natomiast nerki
i watroba gromadzg glownie kadm oraz rte¢ [47-49]. Wybrane toksyczne oddziatywanie
metali cigzkich na organizm ludzi przedstawiono na rysunku 3.

e—————— MOz
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Rysunek 3. Wplyw metali cigzkich na cztowieka [opracowanie wiasne]

Narazenie organizmu czlowieka na metale cigzkie powoduje choroby zwigzane
z zaburzeniami funkcji wybranych narzadow — uszkodzenie nerek, nowotwory, poronie-
nia u kobiet, obnizenie inteligencji. Zatrucie otowiem powoduje zaburzenia intelektualne
u dzieci. Toksyczno$¢ rteci skutkuje chorobg Minamata, podczas gdy zatrucie kadmem
powoduje chorobg itai-itai. Metale ciezkie mogg rowniez powodowac toksyczno$¢ w nie-
ktérych narzadach — nefrotoksyczno$¢, neurotoksycznosc, hepatotoksycznosé, toksycznosé
skorna i toksyczno$¢ sercowo-naczyniowa. Przy ekspozycji na wysokie stezenia metali
ciezkich — moga one powodowac nawet $mier¢ [47-53].

W celu uniknigcia toksycznych skutkdw zanieczyszczen srodowiska metalami cigz-
kimi konieczne jest lokowanie osiedli mieszkaniowych poza miejscami przemystowymi,
gdzie emisja metali cigzkich jest znaczna, a takze wprowadzanie technologii ogranicza-
jacych ich emisje [47].
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5. Podsumowanie

W grupie metali cigzkich sa zard6wno pierwiastki niezbgdne do funkcjonowania
organizmoéw zywych, jak i pierwiastki, ktore nie spetniaja zadnej roli fizjologicznej.
Jednakze wszystkie metale po przekroczeniu dopuszczalnej granicy dziatajg toksycznie
na organizmy roslin, zwierzat i ludzi. Do najbardziej toksycznych, wywotujacych liczne
schorzenia, zalicza si¢ rte¢, otdw, kadm, arsen i chrom. Metale ci¢zkie w organizmach
zywych powoduja w gldwnej mierze zmiany w syntezie biatka i zaburzenia wytwarzania
ATP, a w konsekwencji mogg zachodzi¢ powazne zmiany chorobowe, tacznie z nowo-
tworowymi. Toksyczne oddziatywanie metali cigzkich zalezy przede wszystkim od st¢zenia
wprowadzonego do organizmu metalu. Warto podkresli¢, ze stopien toksycznosci zalezy
rowniez od formy chemicznej, w jakiej pierwiastki wystepuja, rozpuszczalnosci w plynach
ustrojowych i lipidach, czasu ekspozycji na organizm, a takze indywidualnej odpornosci
organizmu. W celu ograniczenia niekorzystnego oddziatywania metali ciezkich na rosliny,
zwierzgta i ludzi nalezatoby zmniejszy¢ ilo§¢ wprowadzanych do srodowiska metali ze
zrédet antropogenicznych.
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Wplyw metali ciezkich na Srodowisko i czlowieka

Streszczenie

Dynamiczny rozwoj przemystu, motoryzacji, nieracjonalne stosowanie srodkdw ochrony roslin w rolnictwie
oraz nieodpowiednie zagospodarowanie osadéw $ciekowych i odpadow przemystowych przyczyniaja si¢ do
nadmiernego przenikania pierwiastkow sladowych do wod i gleb, co stanowi zagrozenie dla roslin, zwierzat
i cztowieka. Sposrod pierwiastkow sladowych coraz wigksze zainteresowanie — ze wzgledu na ich negatywny
wplyw na srodowisko — budza metale cigzkie.

W pracy przestawiono zrodta przenikania metali cigzkich do $srodowiska oraz przemieszczanie w fancuchu
troficznym czlowieka. Stwierdzono, ze metale ciezkie zanieczyszczajace glebe hamujg rozwdj mikroorgani-
zmow, co przyczynia sie do zaburzenia ich podstawowych funkcji fizjologicznych, a przede wszystkim procesow
dotyczacych rozktadu i przemiany materii organicznej. Nadmierne ilosci metali cigzkich negatywnie wpty-
wajg na podstawowe procesy zyciowe roslin. Powodujg zaburzenia fotosyntezy, podziatu komoérek, metabo-
lizmu azotowego oraz gospodarki wodnej. Szkodliwo$¢ metali cigzkich wobec organizmow zywych (roélin,
zwierzat, ludzi) polega na mozliwosci ich kumulowania w tkankach i powodowania chronicznej toksycznosci.
Skutki zdrowotne regularnego spozywania nawet §ladowych ilosci metali cigzkich mogg ujawni¢ si¢ po
wielu miesigcach, a nawet latach. Szczegélnie wrazliwi na toksyczne dziatanie metali cigzkich sa dzieci
i ludzie chorzy.

Stowa kluczowe: metale cigzkie, zanieczyszczenie srodowiska, toksyczno$é metali cigzkich, oddziatywanie
na $rodowisko
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Impact of heavy metals on the environment and human health

Abstract

The dynamic development of industry, motorization, irrational use of plant protection products in agriculture
and inadequate management of sewage sludge and industrial waste contribute to the excessive penetration
of trace elements into waters and soils, which is a threat to plants, animals and humans. Among these elements,
heavy metals are becoming more and more popular due to their negative impact on the environment.

The paper presents the sources of heavy metals penetration into the environment and the movement in the
human trophic chain. It was found that heavy metals polluting the soil inhibit the development of microorga-
nisms, which contributes to the destruction of their basic physiological functions, and above all the processes
of decomposition and transformation of organic matter. With excessive amounts, heavy metals negatively
affect the basic life processes of plants. They cause disorders of photosynthesis, cell division, nitrogen
metabolism and water management. In turn, the harmfulness of heavy metals to living organisms consists in
the possibility of their accumulation in living tissues and causing chronic toxicity. The health effects of
regular consumption of even trace amounts can manifest themselves after many months or even years.
Children and sick people are particularly sensitive to the toxic effects of heavy metals.

Keywords: heavy metals, environmental pollution, heavy metal toxicity, environmental impact
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Czwartorz¢edowe amoniowe pochodne monomeru
uretanowo-dimetakrylanowego i ich polimery

1. Wprowadzenie

Stomatologiczne kompozytowe materiaty rekonstrukcyjne (SKMR) nalezg obecnie
do materialdw najczesciej stosowanych w stomatologii odtworczej i zachowawczej.
Wynika to z ich zadowalajacych wtasciwosci uzytkowych, wysokich walorow estetycz-
nych oraz przystepnosci cenowej. Sktadajg si¢ z organicznej, dimetakrylanowej matrycy
i nieorganicznych napetiaczy. Dimetakrylanowe matryce powstajg przez kopolimeryzacje
réznych monomeréw, gtdwnie dimetakrylanu eteru diglicydylowego bisfenolu A (Bis-
GMA\) oraz jego pochodnych, monomeru uretanowo-dimetakrylanowyego (UDMA)
i dimetakrylanu glikolu trietylowego (TEGDMA) [1]. Mimo wielu zalet, SKMR nie
zapewniaja ochrony przed prochnicg wtdérng, poniewaz wykazujg jedynie znikoma aktyw-
nos$¢ antybakteryjna [2].

Zmodyfikowanie SKMR zwigzkami bioaktywnymi w celu nadania im wtasciwosci
antybakteryjnych wydaje si¢ racjonalnym rozwigzaniem problemu prochnicy wtornej,
gdyz stala sie ona globalnym problemem w XXI wieku [3]. Mozliwe sg dwa sposoby takiej
modyfikacji — fizyczny i chemiczny. Metoda pierwsza polega na wymieszaniu nieutwar-
dzonego materiatu ze zwigzkami, ktore wykazujg dziatanie antybakteryjne. Jej glowng
zaleta jest jej niski koszt. Jednak SKMR zmodyfikowane fizycznie nie wykazujg dtugo-
trwatej stabilno$ci wiasciwosci fizykochemicznych, mechanicznych i biologicznych.
Wynika to z tendencji do wymywania zwigzkéw bioaktywnych — ze wzgledu na brak
ich kowalencyjnego zwigzania z organiczng matryca [4, 5]. Chemiczna modyfikacja
SKMR polega na kopolimeryzacji dimetakrylanowej matrycy z bioaktywnymi mono-
merami metakrylanowymi, zazwyczaj posiadajacymi czwartorzgdowe grupy amoniowe.
Dzigki trwatemu wbudowaniu zwigzkéw bioaktywnych uzyskuje sie SKMR o lepszych
oraz stabilniejszych parametrach [6].

Czwartorzgdowe zwigzki amoniowe znane s3 z wysokiej aktywnosci antybakteryjnej.
Wynika to z oddzialywania elektrostatycznego migdzy dodatnio naladowanym atomem
azotu a ujemnie naladowana powierzchnia komorki bakteryjnej. W efekcie tego oddziaty-
wania dochodzi do zaburzenia rownowagi elektrostatycznej w $cianie komorki bakteryjnej,
wzrostu ci$nienia osmotycznego w jej wnetrzu, uwolnienia jondw potasu oraz innych
sktadnikéw cytoplazmy odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie komorki bakte-
ryjnej, a finalnie — jej rozpadu [7].

Jako pierwsze otrzymano SKMR wzbogacone monometakrylanami z czwartorzedo-
wymi grupami amoniowymi (QA-MMA). Wykazujg one wysoka aktywno$¢ antybakte-

! patryk.drejka@polsl.pl, Katedra Fizykochemii i Technologii Polimeréw, Wydziat Chemiczny, Politechnika
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ryjng przeciw wielu szczepom bakterii, takim jak: Streptococcus mutans, Actinomyces
viscosus oraz Lactobacillus casei [8-11]. Obecno$¢ QA-MMA przyczynia si¢ jednak do
spadku gestosci usieciowania w sieciach polimerowych tworzacych utwardzone matryce
SKMR. Skutkuje to wzrostem ich elastycznosci, wodochtonnosci i wymywalnosci mono-
meru resztkowego [10, 11].

W nadziei na wyeliminowanie tego problemu opracowano dimetakrylany z czwarto-
rz¢gdowymi grupami amoniowymi (QA-DMA). Obecnos¢ dwoch grup metakrylanowych
W czgsteczce monomeru teoretycznie zapewnia jej szanse wbudowania si¢ w strukturg
utwardzonych matryc oboma koncami [12]. SKMR wzbogacone QA-DMA réwniez
wykazuja wysoka aktywnos$¢ antybakteryjng przeciw duzej grupie szczepdw bakteryj-
nych, takich jak: S. mutans, A. viscosus, Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus, Strepto-
coccus sanguinis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella melaninogenica, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus oraz Bacillus subtillis [13-
18]. Dodatkowo wyniki badan pokazuja, iz aktywnos$¢ antybakteryjna SKMR posiada-
jacych matryce zmodyfikowane QA-DMA zalezna jest od liczby czwartorzedowych
grup amoniowych obecnych w ich czasteczkach. Im wyzsza jest liczba tych grup, tym
wyzsza jest aktywno$¢ antybakteryjna samej matrycy, jak i kompozytu. Z tego wzgledu
zblizong aktywnos$¢ mikrobiologiczng kompozytow uzyskuje si¢ stosujac mniejszy udziat
wagowy QA-DMA posiadajgcego dwie czwartorzedowe grupy amoniowe (di-QA-DMA)
niz QA-DMA posiadajgcego jedng czwartorzedowg grupe amoniowg (mono-QA-DMA).
Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze di-QA-DMA stanowia najbardziej obiecujaca
grup¢ monomerow bioaktywnych, ktore potencjalnie mogg zosta¢ wykorzystane do che-
micznej modyfikacji matryc SKMR w celu nadania im wlaSciwosci antybakteryjnych.

Ciekawg propozycja di-QA-DMA jest seria szeSciu monomerow uretanowo-dimeta-
krylanowych (QAUDMA-n). Kazdy z nich posiada rdzen pochodzacy od diizocyjanianu
trimetyloheksmetylenu (TMDI) oraz dwa ramiona polaczone z rdzeniem wigzaniem
uretanowym. Kazde z ramion zakonczone jest grupa metakrylanowg oraz posiada jedna
czwartorzgdowa grupe amoniowg z podstawnikiem N-alkilowym: —CnHzn+1, gdzie n
wynosi 8, 10, 12, 14, 16 lub 18. Grupa monomerow QAUDMA-n, odpowiednio:
QAUDMA-8, QAUDMA-10, QAUDMA-12, QAUDMA-14, QAUDMA-16 i QAUDMA-
18, jak i ich polimerow z TEGDMA zostala otrzymana i szeroko scharakteryzowana
w literaturze w latach 2021-2022 [19-21].

Celem niniejszych badan literaturowych bylo zebranie aktualnej wiedzy na temat
wiasciwosci monomeréw QAUDMA-n oraz ich kopolimeréw, ktére moga mie¢ poten-
cjalne zastosowanie w stomatologicznych materiatach kompozytowych.

2. Synteza monomeréw QAUDMA-n

Monomery QAUDMA-n otrzymuje si¢ na drodze trzyetapowego procesu (rys. 1) [19]:

1. Transestryfikacja metakrylanu metylu (MMA) metylodietanoloaming (MDEA)

w stosunku molowym 1,2 : 1, prowadzaca do otrzymania metakrylanu hydroksylo-

aminy (HAMA). Reakcje prowadzi si¢ w obecno$ci katalizatora (8% wag. weglanu

potasu) w roztworze toluenu, w zakresie temperatur 65-100°C, przez 2,5 h, odbie-
rajac destylat ztozony z mieszaniny azeotropowej MMA-—metanol oraz toluenu.

2. Reakcja HAMA z bromkiem alkilowym (C,Hzn+1Br, gdzie n —liczba atoméw wegla —

wynosi 8, 10, 12, 14, 16 lub 18) w stosunku molowym 1 : 1, prowadzaca do otrzy-

mania czwartorzgdowej soli amoniowej (QAHAMA), tzw. reakcja Menshutkina.
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Reakcje prowadzi sie w temperaturze 82°C przez 82 h lub 168 h — w zaleznosci od
CnHanaBr (dlan w przedziale 8-14 czas reakcji byt krotszy niz dla n réwnego 161 18).

3. Addycja QAHAMA do TMDI w stosunku molowym 2 : 1, prowadzaca do otrzy-
mania QAUDMA-n. Reakcj¢ prowadzi si¢ w obecnos$ci katalizatora (0,03% wag.
dilaurynianu dibutylocyny) w roztworze dichlorometanu, w temperaturze 42°C,
przez 3 h. QAUDMA-n sg wysokolepkimi cieczami o barwie jasnozotte;.

N
MMA MDEA 2Co 07 > o
CHy HAMA
H:C B9
\M;] 82°C
PTZ
0 CH,
H,C r\]F B
3 O/\\/ﬂ\/\OH
)
F NCO H3C m

QAHAMA

%/\/(\/\* W J\N JY

CHs
QAUDMA

Rysunek 1. Synteza monomerow QAUDMA-n (n =m + 1; m = 7-17), opracowanie wlasne na podstawie [19]

3. Budowa chemiczna QAUDMA-n

Budowg chemiczng monomerow QAUDMA -n oraz produktéw posrednich ich syntezy
potwierdzono technikami spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego *H NMR
i 3C NMR oraz spektroskopii w podczerwieni (FTIR) [19]. Na przyktadowym widmie
'H NMR monomeru QAUDMA-18 (rysunek 2) widoczne s sygnaty §wiadczace o obec-
nosci grupy >N*(CHs)(C1sHs7) (3,42 ppm), grup podstawnika -CisHs7: -CHs (0,87 ppm),
-(CHa)1s- (1,17-1,43 ppm), >N*(CH3)(CH2)-(CH,)- (1,77 ppm) oraz >N*(CHs)(CHa)-
(CH2)- (3,59 ppm), wigzania uretanowego -NHCOO- (7,18 ppm), grup rdzenia TMDI:
-(CH2)-NHCOO- (2,85-3,25 ppm), -CH»- i -CH< (1,40-2,50 ppm), czg¢$ciowo nakla-
dajace si¢ z sygnatami protonéw grup -CH>- nalezacych do podstawnika -C1gHs7), -CHs
(0,87-0,96 ppm, naktadajace si¢ sygnatami pochodzacymi od protonéw grupy -CHs
podstawnika -CigHa7).
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Rysunek 2. Widmo *H NMR monomeru QAUDMA-18, opracowanie wlasne na podstawie [19]

4, Wlasciwosci monomerow

Jak pokazano w tabeli 1, monomery QAUDMA-n majg wysokie masy czasteczkowe
(okoto dwukrotnie wyzsze niz Bis-GMA 1 UDMA 1 prawie czterokrotnie wyzsze niz
TEGDMA), ktore rosng wraz ze wzrostem dtugosci podstawnika N-alkilowego. Znajduje
to wyraz w malejacych warto$ciach stezenia wigzan podwojnych (Xpg) Oraz uretanowych
(xue). Niskie warto$ci Xpg 0znaczaja, ze polimery QAUDMA -n bgdg miaty nizsze teore-
tyczne gestosci usieciowania niz polimery Bis-GMA, UDMA i TEGDMA [22]. Pozy-
tywnym skutkiem niskich wartosci Xpg jest niski skurcz polimeryzacyjny monomeréw
QAUDMA-n (zaréwno teoretyczny — Sy, jak i praktyczny — S). Wartos¢ Xus informuje
Z kolei o ggstosci usieciowania fizycznego, zwiazanego z obecnoscia wigzan wodorowych
tworzacych fizyczne wezly sieci. Ze wzgledu na obecno$¢ wigzania uretanowego poli-
mery zawierajace jednostki QAUDMA-n bgda usieciowane fizycznie. Jednak gestos§¢
takiego usieciowania bedzie malata wraz ze wzrostem dtugosci podstawnika N-alkilowego.

Monomery QAUDMA-n charakteryzuja si¢ lepkosciami znaczaco wyzszymi od
lepkosci Bis-GMA, UDMA 1 TEGDMA. Przyktadowo, lepko$¢ Bis-GMA wyznaczona
w 50°C jest trzy oraz cztery rzedy wielkosci nizsza niz lepko$¢ monomerow QAUDMA-N.
Sugeruje to, iz zastosowanie QAUDMA-n jako sktadnikow stomatologicznych spoiw
dimetakrylanowych wymaga¢ bedzie wykorzystania rozpuszczalnika aktywnego, np.
TEGDMA (wszystkie badane QAUDMA-n sg rozpuszczalne w TEGDMA). Analiza
lepkosci w serii monomerow QAUDMA-n pokazuje, ze zalezy ona od dtugosci pod-
stawnika —CnHan+1. Jej warto$¢ ro$nie przy ,,n” o zakresie 8-12, a nastgpnie maleje.
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Tabela 1. Wartodci parametrow charakteryzujacych monomery QAUDMA-n: masa czasteczkowa (MW),
stezenie wigzan podwojnych (Xps) oraz wigzan uretanowych (xus), skurcz polimeryzacyjny teoretyczny (St)
i praktyczny (S), lepko$¢ (1))

Monomer MW [g/mol] )Ertﬁol /I)((;]B St [%] S [%] n [Pa-s]
-
Bis-GMA 512 3,90 1011 472 1’132160
UDMA 470 425 10,65 233 9,54
TEGDMA 286 6,99 1712 1061 0,011
QAUDMA-8 970 2,06 5,56 1.24 1.28%10°
QAUDMA-10 1026 1,95 5,11 1,69 1.39%10°
QAUDMA-12 1082 185 4,69 2.25 1.14x10°
OAUDMA-14 1138 1,76 4,35 2,99 3.18%10°
OAUDMA-16 1194 1,68 4,09 1,99 2.79%10°
OAUDMA-18 1250 1,60 3,85 1,47 3.33%10°

* 11 Wyznaczono w temperaturze 50°C
** 1 Wyznaczono w temperaturze 25°C
Zrédto: opracowanie whasne na podstawie [19].

Zalezno$¢ podobng do zmian wartosci lepkosci w serii monomerow QAUDMA-n
obserwuje si¢ dla warto$ci Tgm wyznaczonych metoda réznicowej kalorymetrii skaningo-
wej (DSC). Przedstawia to tabela 2.

Tabela 2. Warto$ci parametrow charakteryzujacych monomery QAUDMA-n: temperatura zeszklenia
monomeru (Tgm), ggstosé monomerow (dm), wspotczynnik zatamania $wiatta (RI), stopien konwersji
wyznaczony metoda FTIR (DCr) oraz DSC (DCbsc)

Monomer Tan [C] dm [g/cm?] RI DCir [%0] DCosc [%0]
Bis-GMA 731 1.150 15493 3256 i
UDMA 35,93 1,090 14614 78,92 B
TEGDMA 8374 1,070 14852 8423 :
QAUDMA-8  -17.25 1.199 15161 60,39 61,36
QAUBMA' 116,38 1,166 15112 71,76 70,76
QAUBMA' 15,15 1,129 1,5080 73.35 7164
QAUBMA' 2239 1101 1,5054 79,42 78,12
QAUEMA' 2432 1,085 1,5005 74,79 74,27
QAul'gMA' 31,01 1,070 1,5003 5337 52,83

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [19].

Na podstawie wynikow przedstawionych w tabelach 1 i 2 mozna wnioskowa¢, ze
czasteczki monomerow QAUDMA-10 oraz QAUDMA-12, dla ktérych zarejestrowano
najwyzsze wartosci 1 1 Tgm, charakteryzujg najsilniejsze oddzialywania miedzyczastecz-
kowe. Z tego wzgledu moga one by¢ gesciej upakowane niz ich pozostate odpowiedniki.
Wyniki gestosci monomeréw QAUDMA-n (dm) potwierdzaja, iz zdolnos$¢ do ggstszego
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upakowania maleje wraz ze wzrostem dhugosci tancucha N-alkilowego (wartosci dm
spadaja, podczas gdy dlugos¢ podstawnika rosnie) [19]. Wydtuzenie podstawnika
-ChHan+1 powyzej n = 12 prawdopodobnie zwicksza oddalenie czasteczek monomerdow —
spowodowane wzrostem rozmiarow podstawnika N-alkilowego oraz ostabieniem sity
oddziatywan migdzyczasteczkowych.

Monomery QAUDMA-n charakteryzuja si¢ przepuszczalno$cig swiatta zblizong do
przepuszczalnosci szkliwa, o czym $wiadcza wartosci wspolczynnika zalamania Swiatta
(RI) w zakresie 1,46-1,55 (tabela 2) [23].

W tabeli 2 zestawiono rowniez wartosci stopnia konwersji (DC) w homopolimerach
QAUDMA-n wyznaczone metodami FTIR oraz DSC [19]. Wyniki te pokazujg, ze DC
ro$nie wraz z wydhizaniem podstawnika -CnHan+1, 0siggajac wartos¢ maksymalng dla
n = 14, a nastepnie maleje. Taki wynik sugeruje, iz podstawnik -C14H29 przyjmuje opty-
malng konformacje, co skutkuje najwyzszym DC. Biorac pod uwage kryteria jakoSciowe
stawiane SKMR, mozna uzna¢, ze stopnie konwersji w homopolimerach QAUDMA-n
sg zadowalajaco wysokie. Wszystkie wartosci DC przekraczaja 50% i prawie wszystkie
przekraczaja rowniez warto$¢ 55% (z wyjatkiem QAUDMA-18, ktérego DC wynosi
53%). Wartos¢ DC rowna 50% informuje, ze kazda czasteczka monomeru ma szanse
wbudowac si¢ przynajmniej jednym koncem w strukture powstatej sieci polimerowe;j, wiec
teoretycznie uktad nie powinien zawiera¢ frakcji wymywalnej [24]. Warto§¢ DC rowna
55% jest z kolei podyktowana wzgledami praktycznymi. Wyniki badan nad wplywem
DC na $cieralno$¢ sugeruja, ze taki stopien konwersji nie gwarantuje stabilnych i trwa-
tych whasciwos$ci uzytkowych SKMR uzytego do wykonania rekonstrukcji [25].

5. Wiasciwosci kopolimerow QAUDMA-n z TEGDMA

Pionierskie badania nad wlasciwosciami polimerow zawierajacych jednostki
QAUDMA-n przeprowadzono na serii szesciu kopolimerdéw, o sktadzie QAUDMA-n
60% wag. oraz TEGDMA 40% wag. (QAnN : TEG). Kopolimery te scharakteryzowano pod
katem wiasciwosci fizykochemicznych, mechanicznych oraz antybakteryjnych. W celach
porownawczych scharakteryzowano kopolimer o skladzie 60% wag. Bis-GMA oraz
40% wag. TEGDMA (BG : TEG).

5.1. Wiasciwosci fizykochemiczne
W tabeli 3 zestawiono wiasciwosci fizykochemiczne kopolimerow QAn : TEG [20, 21].

Tabela 3. Parametry fizykochemiczne kopolimeréw QAn : TEG i BG : TEG: temperatura zeszklenia
kopolimeru (Tgp), skurcz polimeryzacyjny teoretyczny (St) i praktyczny (S), stopien konwersji (DC), kat
zwilzania (WCA), wodochtonnoé¢ (WS) oraz wymywalno$é (SL)
. o o o Tep WCA WS SL
Kopolimer  St[%] S[%] DC[%] [l ] (ngmm®]  [ng/mm’]
BG: TEG 12,9 8,4 64,8 61,66 87,9 27,20 3,92
QA8: TEG 10,4 6,6 84,2 60,52 82,1 148,31 52,39
QA10:TEG 10,0 6,4 84,0 60,33 82,6 138,42 32,23
QA12: TEG 9,7 6,5 86,0 63,18 84,4 130,67 24,21
QAl4:TEG 9,4 6,9 88,7 64,07 86,1 124,89 19,08
QAl16: TEG 9,2 6,5 87,1 65,03 94,7 121,21 15,41
QA18:TEG 9,0 6,5 87,1 66,32 98,7 116,08 12,67

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [20, 21].
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Skurcz polimeryzacyjny teoretyczny (Si) oraz eksperymentalny (S) kopolimeréw
QAN : TEG jest nizszy niz kopolimeréw BG : TEG. Jest to korzystne dla potencjalnego
zastosowania kopolimeréw QAn : TEG jako matryc SKMR. Wiadomym jest bowiem,
Ze im mniejszy skurcz, tym mniejsza jest szczelina brzezna, ktora powstaje migdzy wypet-
nieniem a tkankg zeba. Analiza wartos$ci St w serii kopolimerow QAn : TEG pokazuije,
ze malejg one wraz ze wzrostem dhugosci podstawnika N-alkilowego, a warto$¢ S nie
jest od tej dtugosci zalezna.

Kopolimery QAN : TEG charakteryzuja si¢ bardzo wysokimi stopniami konwers;ji
(DC), wyzszymi niz kopolimery BG : TEG, a nawet homopolimer TEGDMA (DCrecpwma
= 84,2%) [19]. Wydtuzanie podstawnika N-alkilowego nie ma negatywnego wptywu na
DC, o czym $wiadczy rosngca wartos¢ DC. Mozna to przypisa¢ sklebionej konformacji
tancucha podstawnika N-alkilowego. Nieznaczny spadek DC zaobserwowano dla poli-
meréw QA16 : TEG i QA18 : TEG, co uwidacznia wplyw najwickszych rozmiarow
podstawnik(')w: -Ci1sHa3 i -C1gH37.

Temperatura zeszklenia (Tgp) kopolimerow QAn : TEG ro$nie wraz ze wzrostem
dhugosci podstawnika N-alkilowego w QAUDMA-n, a jej minimalna warto$¢ wynosi
60,52°C. Uzyskany wynik sugeruje, ze w zakresie temperatur panujgcych w jamie ustnej
kopolimery QAN : TEG bedg wystepowaly w stanie szklistym i zachowaja stato$¢ whasci-
wosci mechanicznych [26].

Kat zwilzania (WCA) kopolimeréow QAn : TEG zalezy od dtugosci podstawnika
N-alkilowego. Im jest on dluzszy, tym wyzsza jest wartos¢ WCA, czyli zanika charakter
hydrofilowy powierzchni. Powierzchnie kopolimerow QAn : TEG z ,n” w zakresie
8-14 wykazuja charakter hydrofilowy (ich wartosci WCA sg nizsze niz 90°), 0 czym
prawdopodobnie decyduje obecno$¢ dwoch czwartorzedowych atomoéw azotu w struk-
turze QAUDMA-n. Z kolei kopolimery QAL6 : TEG i QA18 : TEG charakteryzuja sie
warto$ciami WCA wyzszymi niz 90", co odpowiada powierzchniom hydrofobowym
[27]. W tym przypadku prawdopodobnie decydujace znaczenie ma dtugos¢ hydrofobo-
wego podstawnika N-alkilowego.

Kopolimery QAN : TEG charakteryzuja sia wysoka wodochtonnoscig (WS) oraz
wymywalno$ciag w wodzie (SL). Mimo Ze warto$ci WS oraz SL maleja wraz ze wzrostem
dhugosci podstawnika N-alkilowego, wszystkie przekraczaja limity wskazane w normie
ISO 4049, odpowiednio 40 pg/mm?®i 7,5 pg/mm?. Gtéwnym czynnikiem wptywajacym
na wysoka WS i SL kopolimeréw QAn : TEG jest obecno$¢ dwoch czwartorzedowych
grup amoniowych w strukturze QAUDMA-n. Wigze si¢ z tym wysokie powinowactwo
do wody — utatwiajace jej wchtanianie przez polimer oraz wymywanie frakcji nieusie-
ciowanej. Duza ilo$¢ wody zaabsorbowanej przez SKMR, jak i obecnos¢ frakcji wymy-
walnej, jest zawsze nickorzystna, poniewaz destabilizuje jego whasciwosci fizykochemiczne,
mechaniczne i biologiczne [28, 29].

5.2. Wlasciwos$ci mechaniczne

W tabeli 4 zestawiono wlasciwosci mechaniczne kopolimerow QAn : TEG: twardo$¢
(HB), wytrzymato$¢ na zginanie (FS) oraz modut sprezystosci (E) [21].

Kopolimery QAN : TEG charakteryzuja si¢ mniejsza twardo$cia, wytrzymatos$cia na
zginanie oraz sztywnos$cia niz kopolimery BG : TEG. W przypadku HB i FS sg to warto$ci
nizsze o okoto polowe, a w przypadku E o okoto trzy czwarte. Taki wynik mozna wy-
thumaczy¢ nizsza gestoscia usieciowania kopolimeréw QAn : TEG w poréwnaniu do
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BG : TEG, a takze obecnoscig podstawnikow N-alkilowych w jednostce powtarzalnej
QAUDMA-n, ktore sa odpowiedzialne za rozsuwanie tancuchéw w sieci polimerowej
tworzacej kopolimery QAN : TEG. Uzyskane parametry mechaniczne kopolimerow
QAN : TEG sg niewystarczajgce do ich zastosowania jako matryc SKMR, poniewaz nie
sa w stanie zapewni¢ odpowiednio wysokiej odpornosci SKMR na sity generowane
w trakcie Zucia.

Tabela 4. Parametry mechaniczne kopolimerow QAn : TEG i Bis-GMA: twardo$¢ (HB), wytrzymato$¢ na
zginanie (FS) oraz modut spr¢zystosci (E)

Kopolimer HB [MPa] FS [MPa] E [MPa]
BG: TEG 107,56 51,63 2800,9
QA8 :TEG 51,41 21,59 679,0
QA10: TEG 51,17 37,37 851,6
QA12: TEG 50,87 34,46 848,7
QA14: TEG 41,60 28,38 772,3
QA16: TEG 41,21 20,13 753,5
QA18: TEG 42,17 21,75 459,4

Zréodto: opracowanie whasne na podstawie [21].

Analizujac zmiany wartosci HB, FS i E w serii kopolimeréw QAn : TEG mozna
stwierdzié, ze poczatkowo rosng, osiggajac maksimum dla kopolimerow QAL12:TEG,
a nastgpnie malejg. Oznacza to, ze whasciwosci mechaniczne kopolimeréw QAn : TEG sg
mocno uzaleznione od sity oddziatywan miedzyczasteczkowych zdefiniowanych wiasci-
wosciami strukturalnymi podstawnika N-alkilowego.

5.3. Wilasciwosci antybakteryjne

Aktywnos¢ antybakteryjng kopolimeréw QAn : TEG wyznaczono wzgledem bakterii
gram-dodatnich Staphylococcus aureus ATCC 25923 oraz gram-ujemnych Escherichia
coli ATCC 25922 [20]. Jest ona znaczaco wyzsza w porownaniu do kopolimerow BG :
TEG w badaniach przeciwko obu analizowanym szczepom. Aktywno$¢ antybakteryjna
kopolimeréw QAn : TEG przeciwko bakteriom S. aureus i E. coli ro$nie wraz ze wzro-
stem dtugosci podstawnika N-alkilowego w zakresie n wynoszacym 8-14 atomow wegla,
a nast¢pnie maleje. Najlepsze wyniki w badaniach przeciwko S. aureus uzyskano dla
QA14 : TEG, gdzie na powierzchni probki nie zaobserwowano zadnych bakterii. Satysfak-
cjonujace wyniki dajg rowniez kopolimery QA12 : TEG, na powierzchni ktorych wyste-
powaly bakterie S. aureus w ilo§ci mniejszej o szes¢ rzedow wielkos$ci w pordwnaniu
do BG : TEG. Bakterie E. coli zaobserwowano jedynie na powierzchniach kopolimerow
QA6 : TEG oraz QA18 : TEG. Na powierzchniach kopolimerow QAn : TEG z krétszymi
podstawnikami —CnHzn+1 (N = 8-14) nie stwierdzono obecnosci bakterii. Wplyw dtugosci
podstawnika N-alkilowego na wiasciwosci antybakteryjne ma kluczowe znacznie dla
zwiazkow z czwartorzgdowa grupa amoniowa. Najwyzszg aktywno$¢ przeciwbakteryjna
uzyskuje sie, gdy ma on dtugos¢ zblizona do dtugosci tancuchéw lipidowych budujacych
sciany komorkowe bakterii, czyli w zakresie n 8-14 [30].

W ramach badan nad aktywnos$cia biologiczng kopolimerow QAn : TEG zbadano
rowniez strefe inhibicji wzrostu bakterii [21]. Jej $rednice malaty wraz ze wzrostem
dhugosci tancucha podstawnika N-alkilowego w QAUDMA-n. W badaniach przeciwko
S. aureus, jak i E. coli najwigksza sferg inhibicji charakteryzowaly si¢ QAS : TEG.
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6. Podsumowanie

Zywice QAUDMA-n stanowig ciekawa propozycje do stosowania jako bioaktywne
komonomery w matrycach SKMR. Ich kopolimery z TEGDMA (QAnN : TEG), opisane
w literaturze, wykazuja wysoka aktywno$¢ antybakteryjna, majg wysoki stopien konwersji,
niski skurcz polimeryzacyjny oraz odpowiednio wysoka temperature zeszklenia. Jednak
ich wlasciwosci mechaniczne oraz duze powinowactwo do wody ograniczaja ich zasto-
sowanie.
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Czwartorzedowe amoniowe pochodne monomeru uretanowo-dimetakrylanowego
i ich polimery

Streszczenie

Celem przeprowadzonych badan literaturowych byto zebranie informacji dotyczacych monomeréw uretanowo-
-dimetakrylanowych posiadajacych czwartorzedowe grupy amoniowe (QAUDMA) o potencjalnym zastoso-
waniu jako sktadnik matryc stomatologicznych kompozytowych materiatow rekonstrukcyjnych (SKMR).
QAUDMA sktadaja si¢ z rdzenia diizocyjanianu 2,4,4-trimetyloheksametylenu, do ktorego wigzaniem ureta-
nowym przytaczone sg ramiona posiadajace czwartorzedowa grupg amoniowg podstawiong fancuchem N-
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alkilowym o dtugosci od 8 do 18 atomow wegla i zakonczone grupa metakrylanowa. QAUDMA charakteryzo-
waly si¢ bardzo dobrymi parametrami fizykochemicznymi. Jednak ze wzgledu na zbyt wysoka lepkosé
QAUDMA — nie mogg one by¢ stosowane jako samodzielny sktadnik matryc SKMR. Dlatego w dalszych
badaniach otrzymano ich kopolimery z dimetakrylanem glikolu trietylenowego (TEGDMA). Zaletami tych
kopolimeréw byly zadowalajace parametry fizykochemiczne i wysoka aktywno$¢ antybakteryjna. Jednak
niskie wlasciwo$ci mechaniczne i wysokie powinowactwo do wody byty ich wadami.

QAUDMA sg interesujacym rozwigzaniem w dziedzinie stomatologii ze wzgledu na odpowiednie wlasci-
wosci fizykochemiczne oraz wysoka aktywnos¢ antybakteryjng ich kopolimeréw z TEGDMA. Pomimo
tego, iz wspomniane kopolimery wykazywatly niskie parametry mechaniczne oraz duza wodochtonnos¢, pro-
wadzenie dalszych badan opartych na kopolimerach QAUDMA z innymi handlowymi monomerami stoma-
tologicznymi jest warte uwagi.

Stowa kluczowe: uretano-dimetakrylany, fotoutwardzalne zywice stomatologiczne, czwartorzedowe grupy
amoniowe

Quaternary ammonium derivatives of urethane-dimethacrylate monomer and its
polymers

Abstract

Literature research aimed to gather information concerning urethane-dimethacrylate monomers, which possess
quaternary ammonium groups (QAUDMA) and have potential application in stomatology as a component
of matrices in composite reconstructive materials.

QAUDMA consists of a 2,4,4-trimethylhexamethylene diisocyanate core and two wings, possessing a qua-
ternary ammonium group, substituted with an N-alkyl chain of 8 to 18 carbon atoms and terminated with
a methacrylate group. QAUDMASs were characterized by very good physicochemical properties. However,
due to their high viscosity, QAUDMAS cannot be used as a standalone component of dental reconstructive mate-
rials. The refore in further research their copolymers with tirethylene glycol dimethacrylane (TEGDMA)
were prepared. Advantages of these copolymers were satisfying physicochemical properties and high anti-
bacterial activity. However, their low mechanical properties and high-water affinity were their disadvantages.
QAUDMASs may be an interesting solution in the field of stomatology, due to their adequate physicochemical
properties and high antibacterial activity of their copolymers with TEGDMA.. Despite the low mechanical
properties and high-water sorption of previously mentioned copolymers, further research of QAUDMAS’s
copolymers with other commercial dental monomers are worth attention.

Keywords: urethane-dimethacrylates, photocurable dental resins, quaternary ammonium groups
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Charakterystyka mineralogiczno-chemiczna zuzli
hutniczych po przerobcee rud Zn-Pb ze zwalowisk
W Wirku i Bykowinie (Ruda Slaska)

1. Wprowadzenie

Gorny Slask — z uwagi na bogactwo z16z kopalin — juz od czaséw wczesnego
sredniowiecza stanowit jeden z najbardziej rozwinigtych regionéw w Polsce. Obok
przemyshu wydobywczego wegla kamiennego istotna role w rozwoju regionu odegrata
eksploatacja i przerobka rud metali, w tym rud Zn-Pb.

Rozwijajacy si¢ przemyst z jednej strony byt czynnikiem rozwojowym Goémego
Slaska, z drugiej — przyczynit sie do degradacji srodowiska. Ekspansywnej dziatalnosci
gorniczej 1 hutniczej towarzyszyto powstawanie znacznej ilosci odpadoéw. Szczegdlnie
niebezpieczne dla $rodowiska byly (i nadal sg) odpady po przetopie rudy. Odpady
hutnicze, na ktore sktadaja si¢ przede wszystkim zuzle, gromadzono na zwatowiskach
przez wiele lat bez pomystu na ich wtérme wykorzystanie.

Odpady hutnicze Zn-Pb zalicza sie do odpadéw o wysokim stopniu toksycznosci
przede wszystkim z uwagi na zawarte w nich znaczne ilosci metali cigzkich [1], ktore
w warunkach kwasnego odczynu srodowiska mogg migrowac do otoczenia, przyczyniajac
si¢ do zanieczyszczenia gleby 1 wod [2]. Z tego powodu zwatowiska odpadéw hutniczych
powinny by¢ calkowicie odizolowane od §rodowiska [3], niestety w wigkszoS$ci przypad-
kéw nie jest to przestrzegane. W $laskich miastach — czesto w bezposrednim sasiedztwie
zabudowan mieszkalnych — znajduja si¢ zwalowiska bedace pozostatoscia po dziatal-
nosci hut z ubieglych stuleci, a takze zwatowiska powstate w poblizu dziatajacych obecnie
lub niedawno zamknigtych hut i zaktadéw metali niezelaznych [4, 5].

Lokalizacj¢ zewidencjonowanych zwatowisk odpadow po hutnictwie rud Zn-Pb na
Gornym Slasku i w rejonie olkuskim przedstawia tabela 1, jednak zestawienie zwatowisk
odpadow ujetych w tabeli nie zamyka listy tych obiektow. Oprocz zinwentaryzowanych
zwatowisk odpadow hutniczych istnieje wiele takich, ktdre nie zostaly zewidencjonowane.
Ich kontury sg zatarte w wyniku postepowania procesow wietrzenia oraz dziatalnosci
antropogenicznej, trudno jest wigc ustali¢ ich granice [6]. Miegjsca historycznej eksplo-
atacji mozna identyfikowa¢ np. metodami analizy geograficznej, jednak jest to trudne
zadanie i mozliwe wtedy, gdy w morfologii terenu zaznaczaja si¢ formy krajobrazu
charakterystyczne dla sktadowania odpadow [7].

! iwona.jonczy@polsl.pl, Katedra Mechanizacji i Robotyzacji Gornictwa, Wydziat Gornictwa, Inzynierii
Bezpieczenstwa i Automatyki Przemystowej, Politechnika Slaska, https://www.polsl.pl/rg/.
2 krzysztoffilipowicz@polsl.pl, Katedra Mechanizacji i Robotyzacji Gornictwa, Wydziat Gérnictwa, Inzynierii
Bezpieczenstwa i Automatyki Przemystowej, Politechnika Slaska, https://www.polsl.pl/rg/.
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Tabela 1. Wykaz zwatowisk odpadéw hutniczych po przerébee rud Zn-Pb zewidencjonowanych na Gérnym
Slasku i w rejonie olkuskim

Gmina Zwatowiska
Bolestaw e Halda Michalska ZGH ,,Bolestaw”
o zwaltowisko na terenie ZGH ,,Bolestaw”
Bytom e 4 zwalowiska odpadow poflotacyjnych ZGH ,,Orzel Biaty”
o zwalowisko Zaktadéw Cynkowych ,,Silesia”
Katowice o zwatowisko szlamow cynkono$nych oraz zuzli hutniczych Huty

Metali Niezelaznych ,,Szopienice”

e 2 zwalowiska odpadow przemystowych Zaktadow Metalurgicznych
., Silesia”

Miasteczko Slaskie | e zwatowisko zuzli z piecow przewatowych Huty Cynku ,,Miasteczko

Slaskie”

Piekary Slaskie o zwatowisko W/H/68 ZGH ,,Orzel Biaty”

e zwatowisko odpadow popluczkowych i hutniczych W/H/69 ZGH
,Orzet Biaty”

o zwalowisko zuzla hutniczego ZGH ,,Orzet Bialy” przy dawnym
ZGH ,,Warynski”

o zwalowisko odpadow hutniczych O/H/81 ZGH ,,Orzet Bialy”

Ruda Slaska o 4 zwalowiska zuzli hutniczych pochodzace z XIX wieku

Swietochtowice e zwatowiska odpadéw Zn-Pb Zaktadéw Cynkowych ,,Silesia”

zlokalizowane w: Lipinach (5 zwatowisk), przy ul. Ceramiczne;j

(1 zwalowisko)

Trzebinia o zwatowisko Zaktadéw Metalurgicznych ,, Trzebinia”

Zrodto: [3].

Przyktadem jednego z najstarszych osrodkow rozwoju przemystu Zn-Pb sg tereny
zajmowane przez dzisiejsze miasto Ruda Slaska. Rudy metali eksploatowano tu juz od
wczesnego Sredniowiecza, jednak rozkwit osady miat miejsce na przetomie X VIII i XIX
wieku [8-11]. Z tego tez okresu pochodza pozostawione na terenie miasta 4 zwatowiska
odpaddéw po przerdbee rud Zn-Pb. Na 2 z nich przeprowadzono prace rekultywacyjne
zwigzane z wykonaniem obudowy biologicznej oraz wkomponowaniem terenu zajmo-
wanego przez zwatowiska w otaczajacy krajobraz. Pozostate 2 nadal sg niezabezpieczone,
ich odstoniete skarpy oraz powierzchnia sg stale narazone na oddzialywanie czynnikow
zewnetrznych, co jest przyczyna zachodzenia procesoOw prowadzacych do przeobrazen
sktadnikow zawartych w zuzlach. Zwalowiska sa zlokalizowane w dzielnicach Rudy
Slaskiej — Wirek i Bykowina, w centrum obszaréw zurbanizowanych, przez co stanowia
szczegblne zagrozenie dla otoczenia. Badania zuzli ze zwatowiska w Wirku prowadzone
byly przez Autorow juz wczeéniej [12], natomiast w 2022 roku pobrano probki zuzli ze
zwatowiska w Bykowinie. Celem podjetych badan byta charakterystyka zuzli Zn-Pb zgro-
madzonych na obydwu zwatowiskach w aspekcie ich sktadu mineralogiczno-chemicznego
oraz pod wzgledem procesow zachodzacych w zwalowiskach.

2. Niezagospodarowane zwalowiska pocynkowe w Rudzie Slaskiej

Nazwa miejscowosci ,,Ruda Slaska” po raz pierwszy pojawita si¢ w bulli papieza
Adriana IV z 1155 roku, natomiast w Rejestrze Ujazdowskim z Ksiegi uposazen biskup-
stwa wroctawskiego (ok. 1305) Ruda Slaska zostata wymieniona jako miejscowosc,
w ktorej swoja siedzibe miat sottys i w ktdrej znajdowal si¢ mtyn. Obszar miasta obejmo-
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wat wowczas 50 wiok, czyli 1220 ha. Rozwdj przemyshu cynkowego w Rudzie Slaskie;j,
podobnie jak na catym obszarze Gornego Slaska, miat miejsce w XVIII i XIX wieku, co
zwigzane bylo z zastosowaniem coraz bardziej nowoczesnych technologii wydobycia,
ktore pozwolily na eksploatacje zalegajacych na wigkszych gtebokosciach rud siarczko-
wych. Bogata w siarczki cynku i otowiu kopalina stata si¢ podstawa funkcjonowania
licznie powstajacych na terenie miasta cynkowni. Byly to m.in. cynkownie: Mitos¢,
Karol, Godula, Hugo, Zorza Poranna, Dobra Nadzieja, Rozamunda. Poczatki ich dziatal-
nosci sg datowane na lata 1812-1842, wigkszos$¢ z nich pracowata do lat 30. XX wieku.
Pozostato$cig po ich funkcjonowaniu sg zwatowiska odpadoéw [8-11].

Niezagospodarowane zwatowiska pocynkowe na obszarze Rudy Slaskiej przedsta-
wia rysunek 1.

Ruda Slaska wraz z dzielnicami

wojewoddztwo slgskie

Bielszowice

Kochtowice

Halemba

L miejsca lokalizacji badanych zwatowisk pocynkowych

Rysunek 1. Granice administracyjne Rudy Slaskiej wraz z lokalizacja niezagospodarowanych zwatowisk
pocynkowych (opracowanie wiasne)

Na terenie dzielnic Rudy Slaskiej — Wirek oraz Bykowina — znajduja si¢ 2 niezagospo-
darowane zwatowiska stanowiace relikty historii przemyshi cynkowego z XIX wieku.
2.1. Zwalowisko przy ulicy Nowary w dzielnicy Wirek

Na poczatku XIX wieku na terenie dzisiejszego Wirka zaczat powstawaé wazny
os$rodek przemystowy. W pierwszej kolejnosci z inicjatywy Lazarza III Henckel von
Donnersmarcka w 1805 roku uruchomiono hute zelaza ,,Antonina”, a w 1812 roku w jej
sasiedztwie powstata huta cynku ,,Hugo”, ktéra jako zaktad produkcyjny funkcjonowata
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do 1932 roku [9, 13]. W chwili obecnej wigkszos¢ zabudowan huty zostata rozebrana,

a teren dawniej przez nig zajmowany porastajg drzewa (rys. 2). Do pozostatosci po zabu-

dowaniach huty przylega zwatowisko odpaddéw zajmujace powierzchnie 8,5 ha (rys. 3).
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Rysunek 3. Zwatowisko odpadéw pocynkowych po dziatalnoéci huty Hugo (fot. 1. Jonczy)

2.2. Zwalowisko w Bykowinie

Zwatowisko potozone jest we wschodniej cze$ci miasta Ruda Slaska w dzielnicy
Bykowina, od wschodu zwatowisko przylega do granicy Rudy Slaskiej ze Swietochtowi-
cami, zajmuje powierzchni¢ okoto 6 ha (rys. 4). Osada Bykowina do konca XVII wieku
byta przysiotkiem Kochtowic — do momentu, gdy Donnersmarck na jej dzisiejszym
obszarze zatozyt wies o pierwotnej nazwie Dgbowa Kloda, pdzniej nazwang Bykowina.
W 1950 roku Bykowing przytaczono do miasta Nowy Bytom, a w 1959 roku — jako
dzielnicg — do Rudy Slaskiej. Zgromadzony na zwatowisku material opadowy stanowi
pozostatos¢ po dziatajacej w tym rejonie w latach 1876-1929 hucie cynku ,,Franz”, ktora
w okresie miedzywojennym przeksztatcono w fabryke porcelany [14].
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7 :.".& LS ’ . REw- B g
Rysunek 4. Zwatowisko odpadéw pocynkowych w Bykowinie (fot. A. Bartela)

3. Material badawczy i metody badan

Badania zuzli Zn-Pb ze zwatowiska w Wirku prowadzono w latach 2006-2019, nato-
miast odpadow ze zwatowiska w Bykowinie w roku 2022. Oproébowanie poprzedzity
obserwacje terenowe. W odstonigtych skarpach zwatowisk wyr6zniono miejsca nagro-
madzenia zuzli o zr6znicowanych cechach makroskopowych zwigzanych z ich barwa,
strukturg i teksturg. Ta wyrazna roznorodno$¢ stata si¢ podstawg do pobrania 50 probek
ze zwatowiska w Wirku oraz 20 probek ze zwatowiska w Bykowinie. Do badan labora-
toryjnych wytypowano 20 probek ze zwatowiska w Wirku oraz 10 probek ze zwato-
wiska w Bykowinie.

Metodyka badan zuzli hutniczych obejmowata nastepujace oznaczenia:
¢ analizy sktadu fazowego opierajace si¢ na obserwacjach mikroskopowych w swietle

przechodzacym i odbitym przy wykorzystaniu mikroskopu polaryzacyjnego wypo-
sazonego w analizator obrazu, a takze obserwacje przy zastosowaniu mikroskopii
elektronowej skaningowej. Dodatkowo sktad fazowy zuzli byl weryfikowany przez
wyniki badan uzyskane metodg dyfrakcji rentgenowskiej (XRD);

e analizy sktadu chemicznego zuzli przy wykorzystaniu technik ICP oraz XRF, a takze
oznaczenia zawarto$ci SiO2 metodg stapiania z topnikiem alkalicznym (Na,COs);

e ocen¢ wybranych wlasciwosci fizykomechanicznych: porowatosci catkowitej na pod-
stawie gestosci rzeczywiste] 1 ggstosci objetosciowej (ggstos¢ rzeczywista oznaczono
metoda piknometryczng, gegsto$¢ objetosciowa metoda piericienia tnacego), poro-
watosci efektywnej w trakcie oznaczania wspotczynnika filtracji [14], wspotczyn-
nika filtracji w wodzie destylowanej przy zastosowaniu aparatu (permeametru)
0 zmiennym gradiencie hydraulicznym [15, 16].

4. Charakterystyka zuzli Zn-Pb

Zuzle po przerdbee rud Zn-Pb z analizowanych obiektéw na ogot charakteryzujg sie
$rednioziarnistg strukturg oraz czerwonobrazowa lub szarobragzowa barwa (rys. 5a i 5b).
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a)

b)

Rysunek 5. ZuZle po przerdbee rud Zn-Pb: a) ze zwatowiska w Bykowinie; b) ze zwatowiska w Wirku (fot. 1.
Jonczy)

W niektorych miejscach na powierzchni zuzli widoczny jest bialy nalot wtomie
krystalizujgcych faz wtornych (rys. 6).

Rysunek 6. Zuzel Zn-Pb ze zwatowiska w Wirku z biatym nalotem krystalizujacych mineratéw wtérnych
(fot. 1. Jonczy)

Tekstura zuzli jest porowata, a odpady zalegajace w odstonietych partiach zwatowisk,
ktore sg szczegdlnie narazone na oddziatywanie czynnikéw atmosferycznych, tatwo sig¢
krusza. Drobny materiat odpadowy jest podatny na wywiewanie. Badania przeprowa-
dzone dla zuzli ze zwatowiska w Wirku wykazaty, ze warto$¢ porowatosci catkowitej
wynosi od 30,99 do 53,23%, natomiast porowatosci efektywnej od 13,08% do 24,69%
[12]. Wedtug Sztelaka (1998) [17] porowatos¢ przekraczajaca 15% okreslana jest jako
duza i bardzo duza. Dla odpaddéw oznaczono takze wspotczynnik filtracji bedacy miara
przepuszczalno$ci danego osrodka. Na podstawie otrzymanych warto$ci, ktore miescity
sie w przedziale od 1,05 - 10* m/s do 3,75 - 10 m/s, stwierdzono, ze badane zuzle to utwory
przepuszczalne, charakteryzujace si¢ srednig przepuszczalnoscia.

Badania wykazaty, ze w sktadzie zuzli dominuje szkliwo, w obrebie ktorego wyste-
puja krystality faz tlenkowych (magnetyt FesOs, franklinit ZnFe**20s, ferryty jedno-
i dwuwapniowe CaO-FeO-Fe;Os) i krzemianowych (forsteryt Mg.SiOs, augit
(Ca,Na)(Al,Fe,Mg, Ti)(Al,Si)20s, anortyt Ca[Al:Si»0g], pseudowollastonit CasSizOs,
Kirschsteinit CaFe?*SiOa, krzemiany dwuwapniowe 2Ca0 - SiO;, willemit Zn,[SiOq]).
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Zaobserwowano takze sporadycznie pojawiajace si¢ wytracenia metaliczne cynku i otowiu
w postaci drobnych kropli nieoddzielonych od zuzla w trakcie procesu hutniczego. Od-
dzielng grupe sktadnikow stanowig mineraty wtornie krystalizujace w zwatowisku, mozna
do nich zaliczy¢ mineraly z grupy siarczanow: gips CaSO, - 2H.O oraz baryt BaSOs,,
weglany reprezentowane przez kalcyt CaCOs, a takze utlenione zwiazki zelaza, glownie
hematyt Fe,Oz oraz sporadycznie getyt FeOOH. Przyktadowe mikrofotografie zuzli
Zn-Pb wykonane przy wykorzystaniu r6znych technik mikroskopowych przedstawiono
na rysunku 7 8.

SEM HV: 18.0 &V Det 832
View flold: 277 pm  SEM MAG: 100 kx| 0 pm

Rysunek 7. Gips krystalizujacy na powierzchni zuzli Zn-Pb ze zwatowiska w Bykowinie (SEM)
[mikrofotografie wykonane w Centrum Materiatow Ogniotrwatych w Gliwicach]

Rysunek 8. Sktadniki zuzli Zn-Pb ze zwatowiska w Wirku: a) szkliwo — $wiatto przechodzace, polaryzatory
réwnolegle, powigkszenie 100x); b) wytracenie metaliczne — $wiatto odbite, polaryzatory rownolegle,
powigkszenie 100x); c) pirokseny i plagioklazy — $wiatto przechodzace, polaryzatory rownolegte,
powigkszenie 100x) (fot. I. Jonczy)
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Sktad chemiczny zuzli jest dos¢ zroznicowany, dominujgcym sktadnikiem jest krze-
mionka, ktorej towarzysza: Al, Mg, Ba, K, a takze siarka i metale cigzkie. W tabeli 2
przedstawiono przyktadowe analizy.

Tabela 2. Sktad chemiczny zuzli Zn-Pb, przyktadowe analizy

Zawarto$¢ [%o] / Nr analizy
Sktadnik Zuzle ze zwatowiska w Bykowinie Zuzle ze zwatowiska w Wirku*
1 2 3 1 2 3

SiO 24,55 52,62 36,73 21,72 21,60 19,29
Al 8,39 11,44 13,47 2,38 1,99 3,74
Ba 0,27 0,43 0,79 0,05 0,05 0,06
Ca 9,05 5,26 7,92 7,75 7,44 5,28
Fe 21,36 8,04 13,58 16,90 16,60 13,40
K 1,14 1,75 1,78 0,49 0,22 0,55
Mg 3,30 2,20 3,58 1,34 1,44 1,48
Mn 0,31 0,30 0,28 0,04 0,09 0,19
Na 0,32 0,26 0,28 0,08 0,08 0,12
P 0,04 0,06 0,14 0,036 0,041 0,095
Pb 0,32 0,08 0,14 0,77 0,74 0,84
S 0,86 0,02 0,29 6,49 6,22 541
Ti 0,36 0,45 0,55 0,17 0,15 0,33
Zn 2,29 3,21 1,09 4,15 8,37 511
Cd 0,00 0,00 0,00 0,008 0,007 0,011

Zrodto: * opracowano wg [12].

Badania przeprowadzone dla zuzli ze zwatowiska w Bykowinie i Wirku wykazaty,
ze zawarto$¢ krzemionki zawiera si¢ w granicach odpowiednio od 24,55% do 55,62%
i od 19,29% do 21,72%. W obydwu analizowanych rodzajach zuzli zaznacza si¢ obecno$é¢
Fe, ktorego zawarto$¢ dla zuzli ze zwatowiska w Bykownie wynosi od 8,04% do 21,36%,
natomiast w zuzlach ze zwatowiska w Wirku osigga waro$ci w granicach od 13,40% do
16,90%. Na podobnym poziomie w obydwu rodzajach zuzli ksztaltuje si¢ zawartos¢ Ca
(0d 5,26% do 9,05% dla zuzli ze zwatowiska w Bykowinie; od 5,28% do 7,75% dla zuzli
ze zwalowiska w Wirku). W zuzlach ze zwatowiska w Bykowinie w stosunku do zuzli
ze zwatowiska w Wirku odnotowano wyzszg zawarto$¢: Al (od 8,39% do 13,47%), Ba
(od 0,27% 0,79%), K (od 1,14% do 1,78%) oraz Mg (od 2,20% do 3,58%). Z kolei
w zuzlach ze zwatowiska w Wirku wzrasta zawarto$¢ metali ciezkich: Pb (od 0,74% do
0,84%), Zn (od 4,15% do 8,37%), ponato tylko w tym rodzaju zuzli stwierdzono
obecnos¢ Cd (od 0,007% do 0,011%). W zuzlach ze zwatowiska w Wirku stwierdzono
takze dos¢ wysoka zawarto$¢ S, przekraczajgca 6%.

5. Procesy zachodzace w zwalowiskach

Zuzle Zn-Pb zgromadzone na zwatowiskach w Wirku i Bykowinie pod wptywem
oddziatywania czynnikow zewngtrznych ulegaja przeobrazeniom zaréwno 0 charakterze
fizycznym, jak i chemicznym. Na przestrzeni lat w zwatowiskach miaty miejsce naste-
pujace procesy:

e wietrzenie fizyczne zuzli przejawiajace si¢ rozpadem ziarnowym materiatu odpa-
dowego — na niezabezpieczonych zwatowiskach ich odstonigte skarpy i powierzchnia
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s zrodlem pylenia, a takze osypywania si¢ zgromadzonego na zwatowisku materiatu,
co prowadzi do jego rozprzestrzeniania si¢ na tereny otaczajace. Drobny materiat
odpadowy oraz pyt przemieszczane drogg eoliczng stanowig zrodlo zanieczyszczenia
powietrza oraz gleby;

dewitryfikacja szkliwa oraz wietrzenie faz krystalicznych — procesy przeobrazen
sktadnikow odpadéw zachodza ze zmienng intensywnoscia, najszybciej przebiega
proces dewitryfikacji szkliwa [12, 18]. Z faz krystalicznych jako pierwsze prze-
obrazeniom ulegaja oliwiny, kolejno: pirokseny i plagioklazy;

utlenianie mineraléw siarczkowych — siarka zawarta w mineratach siarczkowych
oraz w szkliwie w warunkach oddziatywania czynnikéw zewnetrznych tatwo ulega
utlenieniu, w wyniku czego powstajg siarczany, ktdrych jony przenikaja do roztworow
infiltrujacych odpady, przyczyniajac si¢ w ten sposob do zakwaszenia Srodowiska
i stworzenia dogodnych warunkéw dla migracji metali cigzkich;

przemieszczanie si¢ metali wraz z migrujacymi roztworami — zuzle hutnicze na
0g06t sg materiatem charakteryzujacym si¢ znaczng porowatoscia, co ulatwia inge-
rencje roztworow omywajacych bryte zwatowiska w jego glebsze partie. W zwato-
wiskach, zwlaszcza tych niezabezpieczonych i tym samym narazonych na oddziaty-
wanie procesOw wietrzenia, czesto powstajg liczne szczeliny oraz pustki, ktore
réwniez sa wykorzystywane przez migrujace roztwory. Podczas przemieszczania si¢
przez warstwy materialu odpadowego roztwory wymywaja zawarte w nich sktadniki.
W przypadku odpadéw Zn-Pb moga to by¢ metale cigzkie, czemu sprzyja kwasny
odczyn $rodowiska z uwagi na obecno$¢ w zuzlach zwiazkow siarki [19];
krystalizacja faz wtérnych — na powierzchni odpadow zalegajacych na zwatowi-
skach czgsto mozna zaobserwowac biaty nalot, ktory jest zwigzany z krystalizacja
mineralow wtornych, najczgsciej sa to mineraly z grupy siarczanow: gips CaSO4-2H>0
oraz baryt BaSOs, a takze — reprezentujacy weglany — kalcyt CaCOs (rys. 9). Obok
nich mozna zaobserwowac¢ znaczne nagromadzenie utlenionych zwiazkow Zelaza,
ktore sa reprezentowane przez hematyt Fe,Os (rys. 10).

\
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Rysunek 9. Mineraty wtorne (biaty nalot) krystalizujace na powierzchni zuzli ze zwatowiska w Bykowinie
(fot. A. Bartela)
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Rysunek 10. Czerwony nalot hematytu na zuzlach ze zwatowiska w Wirku (fot. I. Jonczy)

6. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan wyciggnicto nastepujace wnioski:

w skladzie zuzli ze zwatowiska w Wirku oraz w Bykowinie dominujgcym sktadnikiem
jest szkliwo, obok ktorego w mniejszych ilo§ciach wystgpuja wytracenia metaliczne
oraz fazy krystaliczne;

fazy krystaliczne sporadycznie tworzg dobrze wyksztalcone krysztaty, na ogdt wy-
stepujg w postaci drobnych krystalitow otoczonych przez szkliwo;

wsrod sktadnikow fazowych wyrdzniono fazy pierwotne zwigzane z wsadem hutni-
czym oraz fazy wtome krystalizujace na zwatowiskach. Wérdd faz pierwotnych
oznaczono: magnetyt, franklinit, ferryty jedno- i dwuwapniowe, forsteryt, augit,
anortyt, pseudowollastonit, kirschsteinit, krzemiany dwuwapniowe oraz willemit.
Do faz wtdrnych zaliczono: gips, baryt, kalcyt, hematyt, getyt;

w zwatowiskach zachodzg nieustanne procesy fizykochemiczne prowadzace do
przeobrazen zuzli, a takze zawartych w nich sktadnikow. Sktadniki odpadow sa
W réznym stopniu zachowane, zaleznie od ich odpornosci na wietrzenie oraz od
kontaktu z migrujacymi roztworami. Najlepiej zachowanymi sktadnikami odpadow
sa wytracenia metaliczne, tlenki metali, ferryty jedno- i dwuwapniowe oraz krzemiany
dwuwapniowe. Przeobrazeniu ulegty gtownie oliwiny (forsteryt) i szkliwo, w mniej-
szym stopniu pirokseny (augit) oraz skalenie (anortyt);

w sktadzie chemicznym zuzli ze zwatowiska w Bykowinie i Wirku dominuje krze-
mionka, zaznacza si¢ takze obecno$¢ Fe oraz Ca. Pozostate sktadniki: Al, Ba, K, Mg
wystepuja w mniejszych ilosciach. W zuzlach obecne sg takze metale cigzkie — Pb
i Zn, ponato w odpadach ze zwatowiska w Wirku stwierdzono obecnos¢ Cd, a takze
dos¢ wysoka zawarto$¢ S;

zwatowiska stanowig nieustanne zagrozenie dla srodowiska. Racjonalnym dziata-
niem majacym na celu zapobiec ich szkodliwemu wptywowi na §rodowisko wydaje
si¢ utworzenie na ich powierzchni powtoki ochronnej, ktéra pozwoli na stworzenie
dogodnych warunkow dla wzrostu zwartej okrywy roslin zielnych. Koniecznym jest
réwniez przeprowadzenie izolacji wokot zwatowisk, co uniemozliwi infiltracje
metali cigzkich do gleby.
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Uwagi ogolne
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Charakterystyka mineralogiczno-chemiczna zuzli hutniczych po przerébce rud
Zn-Pb ze zwalowisk w Wirku i Bykowinie (Ruda Slaska)

Streszczenie

Historia gérnictwa rud Zn-Pb na Gornym Slasku siega okresu wezesnego $redniowiecza. Jednym z pierwszych
i znaczacych osrodkow, gdzie eksploatowano i przetapiano rudy cynku i otowiu byty tereny dzisiaj zajmo-
wane przez miasto Ruda Slaska. Rozkwit przemyshu nastapit na przetomie XVIII i XIX wieku, wtedy na
tym terenie dziataly liczne cynkownie, a rozwojowi przemystu sprzyjata obecnos$é bogatych zk6z surowcow.
Poczatkowo wykorzystywano wystepujace na niewielkich glebokosciach utlenione rudy galmanowe, jednak
wprowadzenie nowych technik eksploatacji pozwolito siggnac¢ po zalegajace na wigkszej glebokosci rudy
siarczkowe, bogate w sfaleryt (ZnS) oraz galene (PbS) — czesto okruszcowang srebrem. Cynkownie dziataty
do lat 30. ubiegtego stulecia, natomiast do dzi$ na terenie Rudy Slaskiej pozostaty 4 ponad 100-letnie zwato-
wiska odpadow pocynkowych. Na 2 z nich przeprowadzono prace rekultywacyjne zwigzane z wykonaniem
obudowy biologicznej oraz wkomponowaniem terenu zajmowanego przez zwatowiska w otaczajacy kraj-
obraz. Pozostate 2 nadal sg niezabezpieczone, ich odstonigte skarpy oraz powierzchnia sg stale narazone na
oddzialywanie czynnikow zewnetrznych, co jest przyczyna zachodzenia w zwatowiskach szeregu procesow,
do ktorych mozna zaliczy¢: rozpad ziarnowy materiatu odpadowego, dewitryfikacje szkliwa oraz wietrzenie
faz krystalicznych, migracje metali ciezkich wraz z roztworami infiltrujagcymi odpady, krystalizacje faz wtor-
nych. Material zgromadzony na zwatowiskach, reprezentowany przede wszystkim przez zuzle hutnicze,
charakteryzuje si¢ czerwonobrazowa barwa, $rednioziarnistg strukturg oraz porowata teksturg. W sktadzie
chemicznym zuzli, pomimo ich dtugoletniego sktadowania, nadal obecne sa metale cigzkie oraz siarka.
Przyktadowo, w zuzlach ze zwatowiska w Bykowinie odnotowano obecno$¢ Zn, Pb, Ti oraz znaczng ilos¢
Fe — dochodzaca do 20%. Zelazo zwigzane jest z hematytem FexOs, ktorego obecnosé wiadczy o zwietrzeniu
zuzli, ale takze wskazuje, ze pierwotnie przetapianym surowcem byly tzw. czerwone galmany — utlenione
rudy Zn-Pb o charakterystycznym czerwonym zabarwieniu zwigzanym z obecnos$cia rozproszonego hematytu.
Z kolei obecno$¢ w materiale odpadowym Zn w ilo$ci przekraczajacej kilka procent z jednej strony wskazuije,
ze obok galmanow eksploatowano rowniez rudy siarczkowe, z drugiej — $wiadczy, ze Owczesnie stosowane
technologie pozyskiwania metali nie byly zbyt precyzyjne.

Stowa kluczowe: zwatowisko odpadow, zuzel hutniczy, metale cigzkie

Mineral and chemical characteristics of metallurgical slags after processing
of Zn-Pb ores from dumps in Wirk and Bykowina (Ruda Slaska)

Abstract

The history of Zn-Pb ore mining in Upper Silesia dates back to the early Middle Ages. One of the first and
significant centers where zinc and lead ores were exploited and smelted were the areas today occupied by
the city of Ruda Slaska. Industry flourished at the turn of the 18th and 19th centuries, when numerous zinc
smelters operated in this area, and the development of industry was favored by the presence of rich deposits
of raw materials. Initially, oxidized calamine ores occurring at shallow depths were used, but the introduction
of new mining techniques made it possible to reach for sulphide ores, rich in ZnS sphalerite and PbS galena
— often with silver, that were deposited at greater depths. The zinc smelters operated until the 1930s, while to
this day in Ruda Slaska there are four, over a hundred-year-old, post-zinc waste dumps. On two of them,
reclamation works were carried out related to the implementation of biological support and the incorporation
of the land occupied by the dump into the surrounding landscape. The other two are still unsecured, their
slopes and the surface are constantly exposed to the influence of external factors, which is the reason why
a number of processes take place in the dumps, which include: grain decomposition of waste material,
devitrification of glass and weathering of crystalline phases, migration of heavy metals along with waste
infiltrating solutions, crystallization of secondary phases. The material collected in dumps, represented
mainly by metallurgical slags, is characterized by a red-brown colour, medium-grained structure and porous
texture. In the chemical composition of slags, despite their long storage, heavy metals and sulphur are still
present. For example, in the slags from the Bykowina dump, the presence of Zn, Pb, Ti and a significant
amount of Fe, up to 20%, was recorded. Iron is associated with hematite Fe2Os, the presence of which
indicates the weathering of slags, but also indicates that the raw material originally melted down was the so-
called red calamine — oxidized Zn-Pb ores with a characteristic red color associated with the presence of
dispersed hematite. On the other hand, the presence of Zn in the waste material in an amount exceeding
several %, on the one hand, indicates that apart from calamines, sulphide ores were also exploited, and on
the other hand, it proves that the technologies for obtaining metals used at that time were not very precise.
Keywords: waste dump, metallurgical slag, heavy metals
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Wyodrebnianie i stabilizacja jednorodnego obszaru
w ukladach cieklokrystalicznych za pomoca
kontrolowanego fotowybielania laserowego

1. Wstep

Dziedzina badan naukowych nad ciektymi krysztatami i ich zastosowaniami zmienita
si¢ ostatnio w sposob zasadniczy [1]. Do tej pory skoncentrowane byty na zastosowaniach
w wyswietlaczach cieklokrystalicznych i elementach migawek optycznych. Obecnie
spektrum mozliwosci obejmuje catkiem nowe i réznorodne zastosowania w obszarze
nanotechnologii i nanonauki. Stabilizacja mezofazy, poszerzenie i kontrolowanie jej za-
kresu temperaturowego poprzez zastosowanie polimerow i1 biopolimerow [2], szczegol-
nie istotne w przypadku faz cechujacych si¢ bardzo waskim (od 0,1°C do 2°C) zakresem
wystepowania, na przyktad w tzw. egzotycznych fazach ciektokrystalicznych: fazach
biekitnych (BP) charakteryzujacych si¢ dyspersjg statej Kerra [3] czy w chiralnych fazach
smektycznych (SmC”,, SmC’s SmC”,) [4]. Coraz czesciej stosuje sie funkcjonalne nano-
czastki do modyfikacji wlasciwosci fizycznych cieklych krysztatlow poprzez dodanie
czastek ferroelektrycznych [5], antyferroelektrycznych [6] czy magnetycznych o naj-
rozniejszych wielko$ciach i ksztattach. Coraz wigksza popularnoscig cieszg si¢ rowniez
czastki wplywajace na wlasciwosci optyczne, np. kropki kwantowe plazmoniczne, potprze-
wodnikowe czy metamateriaty. Samoorganizacja ciektych krysztalow jest wykorzysty-
wana do porzagdkowania i orientowania matryc, co obecnie znajduje zastosowanie miedzy
innymi w inteligentnych szybach czy elastomerach ciektokrystalicznych [7].

Czym s3 ciekle krysztaty? Ciekte krysztaly stanowia grupe materiatdw, ktore cha-
rakteryzujg si¢ wlasno$ciami reologicznymi zblizonymi do cieczy (brak sztywnej sieci
krystalicznej umozliwia ptynigcie). Jednoczesnie wykazuja anizotropi¢ wtasnosci fizycz-
nych, co oznacza, ze wielko$ci fizyczne mierzone w r6znych kierunkach maja rézne
wartos$ci [8, 9]. Jest to cecha charakteryzujaca krysztaly i niewystepujaca w cieczach
[10]. W fazie krystalicznej wszystkie czasteczki sg Scisle uporzadkowane i nie moga po-
ruszac si¢ swobodnie. W fazie cieklej natomiast — czasteczki maja petng swobodg prze-
mieszczania si¢ i jednocze$nie nie s w zaden sposéb dalekozasiegowo uporzadkowane.
Jak mozna si¢ domysli¢, w fazie cieklokrystalicznej sytuaCJa jest posrednia — czasteczki
maja czesciowa swobode ruchu i jednoczesnie sg czesciowo uporzadkowane (rys. 1).

! dardas@ifmpan.poznan.pl, Instytut Fizyki Molekularnej Polskiej Akademii Nauk, ul. Smoluchowskiego 17,
60-179 Poznan, https://orcid.org/0000-0001-8552-7845.

2 Wydzial Inzynierii Materiatowej i Fizyki Technicznej, Politechnika Poznanska, Piotrowo 3, 60-965 Poznan,
https://orcid.org/0000-0003-4971-4189.
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Rysunek 1. Uproszczony schemat przemian fazowych:
krystaliczne ciato state — ciekly krysztat — ciecz izotropowa [9]

Dla wielu materiatow przejécie miedzy faza cieklg a statg nie jest procesem jedno-
etapowym, ale szeregiem roznych mezofaz. Podsumowujac, ciekle krysztaly sg samo-
organizujgcymi si¢ anizotropowymi ptynami, ktore termodynamicznie znajduja si¢ po-
migdzy izotropowa cieczg a fazg krystaliczng, wykazujac ptynno$¢ cieczy, jak rowniez
dhugodystansowy porzadek sieciowy, ktory mozna znalez¢ tylko w krystalicznych cia-
tach statych [11-13]. Generalnie ciekte krysztaly sktadaja si¢ z anizotropowych blokow
budulcowych, ktore sg spontanicznie zorientowane wzdtuz okreslonego Kierunku, zwa-
nego direktorem n [14]. Bez zewnetrznej sity porzadkujacej direktor nematycznego cieklego
krysztatu (najprostsze;j z faz ciektokrystalicznych), ktorego molekuty sg uporzadkowane
tylko orientacyjnie, jest zwykle przestrzennie zmieniany w sposob ciagly, ale losowo na
duzych przestrzeniach (z wyjatkiem defektow, gdzie direktor moze zmieniac si¢ nagle
i drastycznie) [15-16]. Zazwyczaj ciekte krysztaly mozna podzieli¢ na dwie typowe
kategorie, tj. termotropowe cickte krysztaty i liotropowe ciekte krysztaty [17-20]. Termo-
tropowe ciekle krysztaly sa zwykle dalej rozr6zniane na podstawie ksztattu ich czaste-
czek sktadowych: kalamityczne — dla czasteczek przypominajacych prety, dyskotyczne —
dla czasteczek przypominajacych dyski i sanidyczne — dla czasteczek przypominajacych
cegly. Typowy mezogen kalamityczny sktada si¢ na ogot ze sztywnego rdzenia, czgsto
zawierajacego grupy fenylowe i bifenylowe, oraz dwoch elastycznych grup koncowych,
czesto tancuchow alkilowych lub alkoksylowych. Wsp6lna struktura mezogenoéw
dyskotycznych jest sztywny, dyskopodobny rdzen, do ktorego przylaczonych jest szes¢
elastycznych grup koncowych. Poza tymi konwencjonalnymi mezogenami ostatnio
uwage badaczy skupiaja tzw. niekonwencjonalne ciekle krysztaty [21], ktére nie maja
ani ksztaltu preta, ani dysku, czesto zwane molekutami bananopodobnymi. I teraz, wraz
ze wzrostem temperatury, typowy termotropowy LC przechodzi przez fazy wyzej
uporzadkowane, zwane réwniez migkkimi krysztatami, heksatyczne fazy smektyczne
z porzadkiem pozycyjnym, jak rowniez porzadkiem orientacyjnym wigzan, przez plynne
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fazy smektyczne takie jak faza smektyczna C i faza smektyczna A, ktore wykazujg za-
rowno uporzadkowanie pozycyjne, jak i orientacyjne, wreszcie — do fazy nematycznej
(N) z uporzadkowaniem wylacznie orientacyjnym, nastepnie do fazy cieklej, izotropowe;.
Liczba obserwowanych roéznych faz zalezy od sktadu chemicznego, symetrii i uporzad-
kowania czasteczek LC. Dotychczas znanych jest okoto 25 réznych faz termotropowych,
a ich liczba wcigz ros$nie [22]. Dodatkowym elementem modyfikujacym strukture jest
dodanie czasteczki chiralnej do badanego uktadu, przez co ciekly krysztat staje sig
chiralny [23, 24]. Symetria chiralna, inaczej ,,chiralno$¢” (z gr. cheir — reka) to topolo-
giczna wlasno$¢ par figur geometrycznych polegajaca na tym, ze figury te nie dajg si¢
natozy¢ tylko przez przesunigcia i obroty, lecz mozna przeksztalci¢ jedng w druga poprzez
odbicie wzglgdem plaszczyzny lub osi inwersyjnej. Takie pary obiektéw nazywa si¢
enancjomorfami. Mowigc prosciej, chiralny jest kazdy obiekt, ktorego lustrzane odbicie
nie jest takie jak on sam. Ze wzgledu na dalekozasiggowe uporzadkowanie molekut
cieklych krysztatdw chiralno$¢ molekularna ma znaczacy wplyw na makroskopowe,
fizyczne zjawiska w nich zachodzace [25]. Podstawowe optyczne zastosowania ciektych
krysztaldbw zwigzane sg ze strukturg chiralng, na przyktad termochromatyczny efekt
w cholesterycznych cieklych krysztatach czy ferroelektryczne i antyferroelektryczne
przetaczanie w smektycznych ciektych krysztatach. Warto tutaj zauwazy¢, ze w cieklych
krysztatach mamy do czynienia z dwoma rodzajami ,,chiralno$ci: chiralno$¢ molekut —
mogg one posiada¢ jedno lub wiecej centrow chiralnych (molekuty chiralne, ktére nie
posiadajg zadnego elementu symetrii istniejg w dwdch formach enancjomerycznych)
oraz chiralno$¢ faz — zwigzana z obecnoscig struktury srubowej w danej fazie. Niektore
fazy moga nie by¢ chiralne, mimo ze molekuly sg asymetryczne. Fazy o wlasnosciach
chiralnych oznaczamy gwiazdka (*). Przyjrzyjmy sie teraz blizej wiasnosciom fazy
smektycznej C*. W 1974 roku Robert Meyer i wspotpracownicy [26] na podstawie
rozwazan teoretycznych i do§wiadczen stwierdzili, ze sko$na faza SmC* utworzona
z chiralnych molekut wykazuje whasnosci ferroelektryczne. Poprzez dodanie grupy
chiralnej do molekuty zostata wyeliminowana ptaszczyzna zwierciadlana i — co si¢ z tym
wigze — $rodek inwersji. Molekuty cieklego krysztatu utworzyly wtedy faze smektyczna
C*. Chiralnos¢ powoduje uporzadkowanie momentéw dipolowych zwiazanych z grupa
chiralng w kazdej warstwie smektyka C oraz pojawienie si¢ momentu dipolowego réwno-
legtego do ptaszczyzny warstwy, prostopadtego do ptaszczyzny ich pochylenia. Uporzad-
kowanie momentu dipolowego jest rownoznaczne z pojawieniem si¢ polaryzacji spon-
tanicznej warstwy smektyka. Molekuly tworzg strukture warstwowa, przy czym rozktad
ich $rodkdw mas w obrgbie warstw jest przypadkowy. Molekuly w warstwie sa pochylone
o pewien kat wzgledem normalnej do warstwy, ktory to kat zalezy od temperatury oraz
od rodzaju cieklego krysztatu. Dodatkowo kierunek pochylenia molekut w kolejnych
warstwach ulega skreceniu, tworzac strukture srubowa. Struktura taka wykazuje istnie-
nie lokalnej spontanicznej polaryzacji. Wypadkowa polaryzacja probki o grubosci rownej
skokowi $ruby lub jej wielokrotnosci jest rowna zeru. Gdy w kolejnych warstwach
molekuty chiralne sa pochylone w przeciwnych kierunkach, a wypadkowe momenty dipo-
lowe, ktore sa prostopadite do dtugich osi molekut, znosza si¢ wzajemnie w sasiednich
warstwach smektycznych — obserwujemy wtasnosci antyferroelektryczne ciektego krysz-
tatu z podwdjng struktura Srubowg i efektem trojstopniowego przetaczania (rys. 2).
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Rysunek 2. Utozenie molekut w: a) ferroelektryku, petla histerezy oraz zaznaczony skok $ruby,
b) antyferroelektryku, podwojna petla histerezy oraz zaznaczony skok $ruby [27-28]

Reasumujac, liczba obserwowanych faz zalezy od sktadu chemicznego, symetrii
i uporzadkowania czasteczek ciektego krysztatu. Kazda z subfaz charakteryzuje si¢ uni-
kalnymi wtasno$§ciami anizotropowymi, optycznymi, elektrycznymi, lepkosprezystymi,
magnetycznymi, blisko- i dalekozasiggowymi oddziatywaniami oraz jednoczes$nie obra-
zami tekstur obserwowanymi przy uzyciu optycznego mikroskopu polaryzacyjno-inter-
ferencyjnego. Co ciekawe, austriacki botanik Friedrich Richard Reinitzer odkryt ciekte
krysztaty w 1888 roku. Pierwsze zastosowania pojawity sie dopiero w 1970 roku — prawie
przez 100 lat naukowcy badali ciekte krysztalty wytacznie pod katem poznawczym,
zafascynowani ich nietrywialnymi wlasnosciami. Fakt, ze kierunek direktora cieklego
krysztatu, ktdry czesto jest rownowazny osi optycznej materiatu, jest fatwo modyfikowany
pod wptywem roznych bodzcow zewnetrznych, takich jak pole mechaniczne, magnetyczne,
elektryczne, optyczne, a takze temperatura, uczynit ciekte krysztaly atrakcyjnymi za-
rowno dla przemystu, jak i nauki, czego przyktadem moze by¢ wart ponad 100 miliardow
dolaréw przemyst zbudowany wokot wyswietlaczy i wielkoekranowej, ptaskiej elek-
troniki uzytkowej. Ze wzgledu na wielkie osiggnigcia w dziedzinie wyswietlaczy od lat
70. — LC sa nadal jednymi z najbardziej popularnych materiatow na calym $wiecie [29].

Znajomo$¢ wlasciwosci materiatowych ciektych krysztalow i ich wplywu na strukture,
uporzadkowanie, charakterystyke danej mezofazy i faz sgsiednich jest niezbedna do pro-
jektowania wysokosprawnych elementéw optoelektronicznych, takich jak wyswietlacze
cieklokrystaliczne, modulatory §wiatla czy filtry. Stosunkowo czgsto wyznacza sig¢ state
sprezystosci i lepkosci w silnych polach (co niejednokrotnie wywotuje przekroczenie
zakresu proporcjonalnosci statej sprezystosci i generuje przeptyw turbulentny, a powinien
pozosta¢ laminarny), rzadko stosuje si¢ stabe pola elektryczne, choc¢ sg istotne w ocenie
przydatnosci aplikacyjnej materiatu [30-33]. Rodzaj i charakter przemian fazowych
zachodzacych w badanym materiale moze mie¢ decydujacy wptyw nie tylko na wartos$¢
wyznaczonych wspotczynnikow, ale takze na ich zalezno$¢ temperaturowa. Dotychczas
badane ciekte krysztatly nie pozwalaja na wyciagniecie wnioskow dotyczacych pelne;j
etiologii tych zjawisk. Aby uzyska¢ wyniki jednoznacznie charakteryzujace dang faze,
potrzebny jest materiat jednorodnie zorientowany w catej objgtosci probki. Wysunigta
zostala hipoteza, ze metoda fotowybielania laserowego [34] moze by¢ dodatkowym
sposobem stabilizacji warstw cieklych krysztalow. Metody, ktore bedg wykorzystywane
do badan w niniejszej pracy, to: skaningowa kalorymetria roznicowa DSC (ang. differential
scanning calorimetry), mikroskopia polaryzacyjna POM (ang. polarized optical micro-
scopy) stuzaca do obserwacji tekstur i rejestracji obrazow badanych probek, fluore-
scencyjna mikroskopia konfokalna FCPM (ang. fluorescence confocal polarizing micro-
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scopy) do trojwymiarowego obrazowania struktury badanej probki, a takze metoda
dwuwymiarowej analizy tekstur [35]. Celem pracy bylo przetestowanie metody uzy-
skania dodatkowego efektu granicznego przy uzyciu kontrolowanego fotowybielania
laserowego za pomoca fluorescencyjnego konfokalnego mikroskopu polaryzacyjnego
(FCPM) w homogenicznych komorkach ciektych krysztatow.

2. Cze$¢ eksperymentalna

Metoda obserwacji tekstur przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjno-interferencyjnego
(POM) zostata wykorzystana do okreslenia temperatury przej$¢ fazowych bez pola
i w polu elektrycznym. Do obserwacji wykorzystano mikroskop firmy Olympus BX53.
W ninigjszej pracy do badan uzyto nastepujacych ciektych krysztatow: SCB, Ce3, Ce8,
MHPOBC oraz MHPOPB. W tabeli 1 zestawiono wzory strukturalne badanych materiatow.

Tabela 1. Wzory strukturalne badanych materiatow
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Zrédto: opracowanie whasne na podstawie [28].

Ciekle krysztaly sa mieszane z barwnikiem fluorescencyjnym, by poprawi¢ ich
widoczno$¢. Barwnik oraz jego stezenie byly wybierane na podstawie efektu goscia-
gospodarza. Do badan wybrano barwnik DANS, poniewaz jego molekuly posiadaja
ksztalt przyblizony do molekut badanych materialow ciektokrystalicznych, dobrze si¢
Z nimi miesza, a ilo$¢ barwnika nie wptywata na zmiang ich struktury. Po zmieszaniu
otrzymano: CE8 + 0,1% DANS, 5CB + 0,1% DANS, CE3 + 0,1% DANS, MHPOBC +
0,1% DANS oraz MHPOPB + 0,1% DANS. Dodatkowo zastosowana zostata metoda
kalorymetrii r6znicowej DSC w celu poréwnania temperatur przemian fazowych w ba-
danych mieszaninach ciektokrystalicznych uzyskanych z obserwacji mikroskopowych.
Pomiar wykonano przy uzyciu kalorymetru Maya 2000 firmy Netzsch. Ostateczne
pomiary i fotowypalanie laserowe wykonano przy uzyciu konfokalnego mikroskopu
fluorescencyjnego Fluoview FV1200 IX83. Zasada dziatania mikroskopu polega na
tym, iz obie wiazki (wzbudzajaca i detekcji) ogniskuja si¢ w jednym punkcie na
okreslonej glebokos$ci na badanej probee. Jako zrodlo §wiatta wykorzystuje si¢ w tym
przypadku lasery diodowe, ktore generuja dtugosci fal: 405 nm, 473 nm, 559 nm oraz
635 nm. Przy uzyciu tej metody mozna zarejestrowac seri¢ przekrojow optycznych na
dowolnych glebokosciach preparatu, a takze stworzy¢ trojwymiarowy obraz badanej
probki. Ponadto mikroskop moze postuzy¢ do obserwacji jednorodnosci struktury oraz
do znalezienia jej periodycznosci. Jednak najwazniejszymi cechami mikroskopu konfo-
kalnego z punktu widzenia badan ciektych krysztalow jest to, ze swiatto wzbudzajace
jest liniowo spolaryzowane oraz ze molekuty barwnika fluorescencyjnego orientuja si¢
wzdhuz molekut gospodarza [36-37], odwzorowujac uporzadkowanie ciektego krysztahu.
Podczas procedury fotowypalania czasteczki o wiasciwosciach fluorescencyjnych ulegaja
przemianom chemicznym pod wptywem absorpcji $wiatta. Nastepuje wtedy proces
nieodwracalnego zaniku ich zdolnos$ci do fluorescencji, a przy odpowiednio silnej mocy
wigzki laserowej —nawet do fotochemicznej destrukcji. Dzialania takie mogg wytwarzac
granice (rys. 3), ktora dodatkowo stabilizuje uktad i kotwiczy molekuty ciektego krysztatu
w Scisle okreslonym obszarze.
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Rysunek 3. Proces fotowybielania laserowego [opracowanie wiasne]

3. Wyniki i ich dyskusja

W celu identyfikacji faz i temperatur przemian fazowych wykonano obserwacje
mikroskopowe przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjno-interferencyjnego z jednoczesna
rejestracjg tekstur. Pomiary wykonano pomiedzy skrzyzowanymi polaryzatorami bez
przylozonego pola elektrycznego i w polu elektrycznym. Przyktadowe obrazy dla mate-
rialtu MHPOBC przedstawiono na rysunku 4.

a) b)

Rysunek 4. Pordwnanie zdjg¢ przy zerowym napieciu (po lewej) oraz przy napigciu rownym 5V (po prawej)
dla materialt MHPOBC w temperaturach: a) 143°C (faza antyferroelektryczna), b) 118°C
(faza paraelektryczna) [28]

W celu weryfikacji zaobserwowanych przemian fazowych wykonano dla wszystkich
badanych materiatow pomiary kalorymetryczne. Przyktadowa zaleznos$¢ przedstawiona
jest na rysunku 5.
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Rysunek 5. Wykresy otrzymane z pomiaru DSC dla MHPOBC [28]
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Na podstawie uzyskanych wynikoéw okre§lono temperatury przemian fazowych dla
badanych materiatow, ktore zebrano w tabeli 2. Dodanie barwnika DANS nie wptyneto
na temperatury przej$¢ fazowych.

Tabela 2. Temperatury przej$¢ fazowych dla czystych materiatow

Material Temperat rzejscia [°C]
cieklokrystaliczny peratury przej
5CB Kr31,5-34,2N - Iso
Ce8 Kr 48,0 - SmG* 63,3 - SmJ* 64,7 —» SmF* 66,7 - Sml* 69,0 —
SmC* 85,0 » SmA* 135,4 — Ch 140,7 - Iso
Ce3 Kr 66,0 » SmC* 78,8 — Ch 163,5 — Iso
Kr 59,0 » SmC*a 119,5 -»SmC*, 120,5 - SmC* 121,9 - SmC*,

MHPOBC 123,0 - SmA* 150,2 — Iso
MHPOPB Cr57,8 > SmC*4 60,5 —» SmC*_Y)SIZc,)S—> SmC*, 94,5 - SmA* 141,2

Zrodto: opracowanie whasne na podstawie [28].

W tabeli 2 mozna zobaczy¢ doktadne temperatury przejs¢ i fazy, jakie wystepuja dla
wszystkich badanych probek. Widaé, ze materiaty Ce8 i MHPOBC posiadaja bogata
liczbe mezofaz. Natomiast SCB oprocz fazy krystalicznej i izotropowej posiada tylko
faze nematyczng. Ponadto w materiatach Ce3, Ce§, MHPOBC oraz MHPOPB znajduja
si¢ molekuty chiralne. Na podstawie dwuwymiarowej analizy tekstur metoda cyfrowa
(szczegodtowo opisang w pracy [35]) uzyskano zalezno$ci intensywnos$ci $wiatla prze-
chodzacego przez probke umieszczong pomiedzy skrzyzowanymi polaryzatorami. Wy-
kresy zaleznosci intensywnosci $wiatta od temperatury w prosty sposob pokazuja momenty
przejs$¢ fazowych w badanych materiatach. Z przedstawionych na rysunku 6a) wykresow
dlaMHPOBC i MHPOPB wynika, ze przejsciu z fazy izotropowej do fazy smektycznej
A towarzyszy gwaltowny skok intensywnosci $wiatla. W probce Ce8 pomigdzy faza
izotropowa a SmA znajduje si¢ jeszcze faza cholesteryczna. W tym przypadku przejscie
z fazy izotropowej do cholesterycznej odznacza si¢ niewielka r6znicg intensywnosci.
Natomiast wzrost zauwazalny jest dopiero przy przejsciu z fazy cholesterycznej do
smektycznej A. Przy uzyciu konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego zarejestrowane
zostaly trojwymiarowe obrazy, zardbwno przed procedurg fotowybielania laserowego,
jak i po wykonanej procedurze. Fotowybielanie laserowe wykonane zostato przy maksy-
malnej mocy laserow. Wyniki przedstawiono na rysunku 6.
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MHPOBC MHPOPB MHPOBC MHPOPB

Rysunek 6. Trojwymiarowe obrazy uzyskane przy uzyciu fluorescencyjnej mikroskopii konfokalno-
polaryzacyjnej dla materiatbw MHPOBC, MHPOPB oraz Ce8, odpowiednio: a) przed fotowypalaniem i b)
po fotowypalaniu [opracowanie wlasne]

Nastegpnie ponownie wykonano analizg intensywnosci $wiatta przechodzacego przez
probke. Zarejestrowane zostaty obrazy w funkcji temperatury uzyskane po procesie foto-
wybielania laserowego. Wyniki przedstawiono na rysunku 7b).
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Rysunek 7. Intensywnos$¢ $wiatta przechodzacego przez materiaty cieklokrystaliczne: MHPOBC, MHPOPB
oraz Ce8 uzyskane metoda numerycznej analizy dwuwymiarowych tekstur, odpowiednio: a) przed
fotowypalaniem i b) po fotowypalaniu [opracowanie wiasne]

Analiza otrzymanych wynikow pokazuje, ze fotowybielanie laserowe zmniejsza inten-
sywnos$¢ swiatla przechodzacego przez badany materiat cieklokrystaliczny. Zaobserwo-
wano jednak ,,zamrozenie” i stabilizacje uporzadkowania uktadu. Ponowne grzanie oraz
chtodzenie materialu nie wptyneto na zmiang obserwowanych tekstur. Nie udato si¢
wyodrgbni¢ w tym procesie obszaru o statym kotwiczeniu, jednakze procedura fotowy-
bielania laserowego wywolata ,,pamie¢” uporzadkowania materialu. Wyniki wymagaja
dalszej weryfikacji i sprawdzenia efektow starzenia w badanych materiatach oraz po-
miarow dtugoterminowych.
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4. Podsumowanie

W ramach pracy wytworzone zostaly mieszaniny ciektych krysztatow z barwnikiem
fluorescencyjnym o stezeniu 0,01%. Dobor rodzaju barwnika i jego stezenia zdetermino-
wany byl zasadg goscia-gospodarza (molekuty barwnika miaty przyblizony ksztatt do
molekut badanego cieklego krysztatu, a ilos¢ barwnika nie wptywata na zmiang ich struk-
tury). Do badan wykorzystano szereg cieklych krysztalow o wlasciwosciach ferroelek-
trycznych (FLC) oraz antyferroelektrycznych (AFLC). Celem pracy byto zweryfikowanie
efektywnosci zaproponowanej metody i jej wptywu na podstawowe wlasciwosci uktadu
cieklokrystalicznego w metastabilnych fazach (FLC, AFLC, BP). Wykonane badania
pozwolily jasno stwierdzié, ze metoda fotowybielania laserowego (zwana tez fotowypa-
laniem) wptywa na intensywnos$¢ $wiatta przechodzacego przez probke, ale nie zmienia
jej struktury ani uporzgdkowania. Fotowypalanie laserowe przy uzyciu mikroskopu konfo-
kalnego wykonano tutaj dla maksymalnej mocy dostepnych laserow. Nie zauwazono
efektu fotochemicznej destrukcji (rys. 7). Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna
stwierdzié, ze stabilizacj¢ tekstury zapewnia ,,zamrozenie” molekut w calej objetosci
probki. Wyniki tej pracy poszerzajg stan wiedzy na temat zastosowan fluorescencyjne;j
mikroskopii konfokalno-polaryzacyjnej i wiasciwosci optycznych badanych materiatow.
Stabilizacja uktadu i kontrolowanie poziomu skali szarosci probki uzyskanych przy
uzyciu fotowybielania laserowego moze zaowocowac¢ nowymi rozwigzaniami w dzie-
dzinie optoelektroniki, adresowania i odczytywania danych.
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Wyodrebnianie i stabilizacja jednorodnego obszaru w ukladach
cieklokrystalicznych za pomoca kontrolowanego fotowybielania laserowego

Streszczenie

Celem pracy byto sprawdzenie metody uzyskania dodatkowego efektu granicznego przy uzyciu kontrolowa-
nego fotowybielania laserowego za pomoca fluorescencyjnego konfokalnego mikroskopu polaryzacyjnego
(FCPM) w homogenicznych komorkach ciektych krysztatow. Znajomos¢ whasciwosci materiatowych ciektych
krysztatow i ich wptywu na strukture, uporzadkowanie, charakterystyke danej mezofazy i faz sasiednich jest
niezbedna do projektowania wysokosprawnych elementow optoelektronicznych, takich jak wys$wietlacze ciekto-
krystaliczne, modulatory $wiatla, apertury czy filtry. Rzadko wyznacza si¢ state sprezystoscei i lepkoscei, choé
sg istotne w ocenie przydatnosci aplikacyjnej materiatu. Wykorzystanie whasciwosci ferroelektrycznych
i antyferroelektrycznych smektykow umozliwia poprawe skali szarosci, szybko$ci przefaczania, kontrastu,
zawartosci informacji i wielu innych parametréw charakteryzujacych urzadzenia do wizualizacji informacji.
Opracowana metoda wyznaczania bezwzglednych wartosci wspdtczynnikow liniowego i kwadratowego efektu
elektrooptycznego w niskich polach elektrycznych pozwala na wyznaczenie statych sprezystych (z wartoéci
glebokosci modulacji $wiatla) oraz lepkosci rotacyjnej (z zaleznoscei od czgstotliwosci) w warunkach prze-
ptywu laminarnego i matych odksztalcen. Rodzaj i charakter przemian fazowych zachodzacych w badanym
materiale moze mie¢ decydujacy wpltyw nie tylko na warto$¢ wyznaczonych wspotczynnikow, ale takze na
ich zalezno$¢ temperaturowa. Dotychczas badane ciekle krysztaly nie pozwalaja na wyciagnigcie wnioskow
dotyczacych pelnej etiologii tych zjawisk. Aby uzyska¢ wyniki jednoznacznie charakteryzujace dang faze,
potrzebny jest material jednorodnie zorientowany w calej objetosci probki. Metoda fotowybielania laserowego
moze by¢ dodatkowym sposobem stabilizacji warstw ciekltych krysztatow.

Stowa kluczowe: ciekle krysztaly, wlasciwosci elektrooptyczne, fotowybielanie laserowe, analiza numeryczna

Separation and stabilization of homogeneous area in liquid crystal systems using
controlled laser photobleaching

Abstract

The purpose of this work was to tested the method to obtain an additional boundary effect using controlled
laser photobleaching with the Fluorescence Confocal Polarizing Microscope (FCPM) in homogenous liquid
crystals cells.

Knowledge of the material properties of liquid crystals and their influence on the structure, order, characteristics
of a given mesophase and adjacent phases is essential for the design of high-performance optoelectronic
components such as liquid crystal displays, light modulators, apertures or filters. Elasticity and viscosity
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constants are rarely determined, although they are important in assessing the application suitability of the material.
The use of ferroelectric and antiferroelectric properties of smectics makes it possible to improve grayscale,
switching speed, contrast, information content and many other parameters of information visualization
devices. The developed method of determining absolute values of coefficients of linear and quadratic electro-
optic effect in low electric fields, allows to determine elastic constants (from light modulation depth values)
and rotational viscosity (from frequency dependence), under laminar flow and small deformation conditions.
The type and nature of phase transformations occurring in the studied material can have a decisive influence not
only on the value of the determined coefficients but also on their temperature dependence. The liquid crystals
studied so far do not allow conclusions to be drawn on the full etiology of these phenomena. To obtain results
unambiguously characterizing a given phase, one needs material homogeneously oriented in the whole
volume of the sample. The laser photobleaching method may be an additional way to stabilize liquid crystal
layers.

Keywords: liquid crystals, electrooptical properties, laser photobleaching, numerical analysis
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Dezynfekcja i jej oddzialywanie na bakterie
ze szczeglOlnym uwzglednieniem form przetrwalnych

1. Wprowadzenie

W wyniku pandemii COVID-19 zaczgto masowo stosowaé roznorodne srodki do
dezynfekcji. Pojawily si¢ one w miejscach uzytku publicznego takich jak centra hand-
lowe, sklepy spozywcze czy osrodki medyczne. Wraz ze wzrostem ich uzywania, nasunety
si¢ pytania co do bezpieczenstwa oraz wptywu uzywania duzej ilosci srodkoéw dezynfek-
cyjnych na zdrowie cztowieka. Podczas wykonywania eksperymentu, majacego zbadaé
wplyw jednego z takich srodkéw na mikrobiote dioni, wykryto jego zanieczyszczenie.
Okazalo sie, ze w srodku tym bytujg bakterie przetrwalnikujace z rodzaju Bacillus. Wynik
tego do§wiadczenia postawit pytania dotyczace obecno$ci oraz ewentualnej liczebnosci
i rodzaju wystepujacych mikroorganizméw w dezynfektantach, mozliwym rozprzestrze-
nianiu si¢ bakterii patogennych oraz faktycznego dziatania dezynfektantow na rozne formy
bakterii, w szczegdlnosci ich formy przetrwalne. Stat si¢ on inspiracjg do przeprowadzenia
ponizszych badan. W pracy tej skupimy si¢ przede wszystkim na formach przetrwalnych
bakterii z uwagi na ich naturalng zdolnos$¢ do przezywania w niesprzyjajacych warun-
kach, np. w obecnosci dezynfektantow. W niniejszej pracy pojecie ,,dezynfekcja” bedzie
obejmowato odkazanie zardowno powierzchni nieozywionych jak i skory rak za pomoca
srodkdéw chemicznych (dezynfektantow).

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo przeprowadzenie analizy czysto$ci mikrobiologicznej
dezynfektantow pod katem bakterii antybiotykoopornych oraz potencjalnie patogennych.
Materiat do badan zostat pobrany z r6znych miejsc uzytku publicznego, z szacunkowym
okresleniem liczby dezynfektantéw zanieczyszczonych mikroorganizmami, uwzgledniajac
miejsca najbardziej narazone na wystepowanie zanieczyszczen takimi bakteriami. Dru-
gim celem badan bylo sprawdzenie dziatania r6znych rodzajow dezynfektantow, takze
tych dostepnych komercyjnie, na bakterie z rodzaju Bacillus, ktore posiadajg zdolnos¢
przetrwalnikowania.
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3. Dezynfekcja

3.1. Sposob dzialania dezynfektantow

Dezynfekcja jest procesem polegajacym na zabiciu lub zahamowaniu wzrostu form
wegetatywnych drobnoustrojow znajdujacych sie poza organizmem cztowieka. Usuwanie
form przetrwalnikujacych odbywa sie natomiast w procesie sterylizacji [1]. Srodki de-
zynfekcyjne stanowia grupe zwigzkow nalezacg do rdznych klas chemicznych. Obejmuje
ona np. alkohole, aldehydy, zwiazki utleniajgce, czwartorzgdowe zwigzki amoniowe.
Wykazuja one aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa i biorg udziat w procesie dezynfekcji
chemicznej. Preparaty dezynfekcyjne dostgpne komercyjnie zawierajg 1 zwigzek che-
miczny lub mieszaning zwiazkoéw, co prowadzi do zwigkszenia dziatania i skutecznosci
preparatu [2]. Dezynfektanty majace szerokie spektrum dziatania bazujg gtéwnie na zwigz-
kach zawierajacych aktywne formy tlenu oraz aldehydy. Do zwigzkow takich naleza np.
alkohole, czwartorzedowe zwiazki amoniowe, detergenty, chlorowce czy zwiazki kom-
pleksujace [1]. Wyrdznia si¢ wiele mechanizmow dziatania srodkow antyseptycznych
i dezynfekujacych. Jednym zich celéw jest §ciana komdrkowa mikroorganizmédw. Takie
dziatanie wykazuje np. aldehyd glutarowy, ktory silnie wiaze si¢ z nieprotonowanymi
aminami na powierzchni komoérki [3]. Substancje takie jak chlorheksydyna, fenole, diaminy
wplywaja na blong cytoplazmatyczng komorek, powodujac m.in. krzepnigcie cyto-
plazmy lub wplywaja na integralnos¢ bton [3]. Srodki dezynfekcyjne i antyseptyczne
wplywajg rowniez na DNA, hamujac jego synteze, powodujac peknigcie nici DNA lub
powodujac interpelacje czasteczki akrydyny miedzy 2 warstwami par zasad w DNA [3].
Najczesciej stosowane sg srodki na bazie alkoholu etylowego, alkoholu izopropylowego
i n-propanolu. Alkohole posiadaja zdolno$¢ do denaturacji biatek, co skutkuje silnym
dziataniem bakteriobojczym [4]. Szczegdlnym problemem staja si¢ spory bakteryjne,
ktére stawiaja wysokie wymagania dotyczace skutecznosci §rodkow dezynfekujacych
[5]. Wiele srodkow antyseptycznych moze wykazywac niska skuteczno$¢ przeciwko za-
rodnikom, poniewaz nie majg dostepu do miejsc dziatania, ktore znajduje si¢ w rdzeniu
zarodnikéw [4].

3.2. Bakterie przetrwalnikujace

Wytwarzanie spor jest charakterystyczne dla poszczegolnych gatunkow bakterii, nale-
zacych do rzedow Clostridiales oraz Bacillales. Formy przetrwalnikowe spetniaja rolg
struktur spoczynkowych pozwalajacych na przetrzymanie nadzwyczajnie niekorzystnych
warunkow srodowiska, jak np. brak substancji odzywczych. W takiej sytuacji rozpoczyna
si¢ proces sporulacji. Niektore spory odznaczajg si¢ ekstremalng oporno$cia migdzy
innymi na promieniowanie UV, wysychanie, wysokie ci$nienie, roznorodne $rodki che-
miczne: kwasy, zasady, Srodki utleniajace. Pozwala to na dtugotrwate przezycie komorek
bakteryjnych [9, 10]. Spowodowane jest to zahamowaniem aktywnos$ci metaboliczne;j,
przy jednoczesnym zachowaniu catego genomu oraz wszystkich mechanizmoéw potrzeb-
nych do kietkowania form wegetatywnych na wypadek pojawienia si¢ korzystnych
warunkow [11]. Endospory wyksztatcity szereg mechanizmow, cech strukturalnych oraz
biochemicznych umozliwiajacych im ochrong przed uszkodzeniem. Niepodwazalnie
jednym z elementow kluczowych dla obrony jest ptaszcz biatkowy otaczajacy endospore.
Wciaz jednak mato wiadomo o réznorodnosci jego struktury oraz jej formowania po-
migdzy gatunkami [12, 9]. Analizujac wytrzymatos¢ endospor na réznorodne czynniki,
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mozna stwierdzi¢, ze sa one nieporownywalnie bardziej oporne na dezynfekcje od form
wegetatywnych [9, 13]. Spory sa w stanie przetrzymac¢ dziatanie kwasu zotadkowego,
Co jest istotne w kontekscie zdrowia publicznego. Spory Bacillus cereus oraz Clostridium
perfringens sa czestymi czynnikami zakazen uktadu pokarmowego. Ze wzgledu na
wytrzymalo$¢ przetrwalnikow na wiele czynnikow potrzebne sa specjalne metody oraz
srodki do dezynfekcji i sterylizacji. Szczegdlnie istotne jest to w kontekscie obchodzenia
si¢ z posciela/tkaninami hospitalizowanych pacjentow, zakazonych Clostridium difficile.
Pomimo ogromnej wytrzymatosci spor na réznorodne $rodki chemiczne, istniejg odczyn-
niki pozwalajace na zlikwidowanie przetrwalnikow. Nalezy jednak pamigta¢ o dostoso-
waniu metod do gatunku bakterii. Popularng technikg dezynfekcji jest chlorowanie, ktdre
jednak nie jest skuteczne przy wszystkich szczepach Bacillus [11]. To wiasnie z uwagi na
wytrzymato$¢ spor sa one duzym problemem w powszechnej dezynfekeji, gdzie wigk-
szo$¢ uzywanych srodkéw nie dziala na nie w sposob bojczy.

3.3. Zagrozenia plyngce z dezynfekcji

Dezynfektanty niosg rozne zagrozenia zwigzane z ich uzytkowaniem. W zaleznoS$ci
od typu substancji oraz jej przeznaczenia mozna zaobserwowac rézne objawy zdrowotne.
Szeroko stosowany w dezynfekcji alkohol etylowy moze powodowac suchos¢ skory oraz
dhugotrwate podraznienia. Doswiadczenia przeprowadzane na zwierzg¢tach udowodnity
udziat etanolu w nowotworzeniu po uprzednim stosowaniu na skore [6]. Natomiast wplyw
na nowotwory u ludzi nie jest jednoznacznie oceniony [7]. Etanol stosowany na skore
wigze si¢ z rozwojem tuszczycy, a przewleklte uzywanie go wplywa na rozwoj martwi-
czych infekcji ran [6]. Alkohol etylowy stosowany na zraniong skore jest bardzo szybko
wchtaniany oraz wykrywany w krwioobiegu [6]. Etanol wptywa na zwigkszenie przepusz-
czalnosci skory, co skutecznie obniza ochrong przed wnikaniem patogenéw [7]. Prze-
wlekte i zbyt czgste uzywanie Srodkow na bazie etanolu moze skutkowaé¢ powaznymi
problemami zdrowotnymi [7]. Utleniacze, czyli §rodki na bazie nadtlenkow, powoduja
rézne objawy w zalezno$ci od miejsca ich oddziatywania. W wyniku wdychania 3%
nadtlenku wodoru moze doj$¢ do zatoru powietrznego. Natomiast kontakt 3% nadtlenku
wodoru ze skora moze powodowac tagodne podraznienie skory i bton sluzowych [8].
Srodki na bazie formaldehydu, np. roztwér wodny formaldehydu, jakim jest formalina,
sa to srodki dezynfekujace o bardzo intensywnym zapachu. Uwazane sg za czynniki rako-
tworcze, a ich opary moga powodowac trudnosci w oddychaniu. Kontakt ze skorg skutkuje
podraznieniem oraz zapaleniem [8]. Srodki dezynfekcyjne zyskaty duza popularnosé
wraz z wybuchem pandemii COVID-19. Coraz czestsze uzytkowanie tych substancii
przyczynia si¢ do powstania wielu niekorzystnych schorzen. Nalezy zatem pami¢taé
0 umiarkowanym dawkowaniu oraz o potencjalnych zagrozeniach wynikajacych z nad-
miernej ekspozycji na szkodliwe dla nas substancje.

3.4. Antybiotykoopornosé

Antybiotykooporno$¢ jest zjawiskiem, ktore ujawnilo si¢ wraz z odkryciem antybio-
tykow [14]. W dzisiejszych czasach wystapit znaczny wzrost opornosci na antybiotyki,
co jest spowodowane niewtasciwym stosowaniem tych substancji [15]. Prognozy ekspertow
dotyczace tego zjawiska sugeruja, ze do 2050 roku oporno$¢ na antybiotyki moze dopro-
wadzi¢ do wigkszej liczby zgonow niz w wyniku choréb nowotworowych [16]. Coraz
wigksze ograniczenie dostepnosci lekow dzialajacych na mikroorganizmy jest sitg nape-
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dowg do badan nad $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi [14]. Antybiotykoopornosé¢
determinowana jest genetycznie i pojawia si¢ w wyniku mutacji zachodzacych w geno-
mie bakteryjnym. Szczego6lng rolg odgrywajg plazmidy niosace geny opornosci [17].
Réznorodne srodki dezynfekcyjne dzialajace na komorki bakteryjne moga wptywac na
pojawianie si¢ opornosci. Obecnos¢ detergentdw oraz dezynfektantéw przyczynia si¢ do
selekcji szczepow opornych na wiele czynnikow. Stres spowodowany niekorzystnymi
warunkami sprzyja powstawaniu mutacji, ktore nastepnie moga skutkowa¢ obnizeniem
wrazliwosci na dane substancje [18]. Stosowanie §rodkow przeciwdrobnoustrojowych
przyczynia si¢ do powstania opornos$ci krzyzowej. Jest to zjawisko szczegodlnie niebez-
pieczne, poniewaz coraz czgstsze stosowanie chemioterapeutykow prowadzi do rowno-
czesnego zwigkszenia opornosci na $rodki dezynfekcyjne wsrdd drobnoustrojow [17].
Zdarzenia te sktaniajg do refleksji nad nadmiernym stosowaniem §rodkow dezynfekcyj-
nych w dzisiejszych czasach.

4. Materialy i metody

4.1. Etap 1

Materiatem uzytym w pierwszym etapie badania byty proby dezynfektantow pobrane
z 30 miejsc uzytku publicznego. Nalezaly do nich m.in. o$rodki medyczne (10 prob),
centra handlowe (5 prob), hipermarkety (5 prob), uczelnie wyzsze (5 prob), biura (3 proby),
apteka (1 proba), stacja benzynowa (1 proba) oraz sklep budowlany (1 proba). Srodki te
zbierane byty do sterylnych pojemnikéw typu falcon, ktorych wieczka dodatkowo za-
bezpieczono parafilmem i przechowywano w temperaturze pokojowej do czasu przepro-
wadzenia badan. Proby wysiane zostaty do podloza LB w formie plynnej (w stosunku
objetosciowym 1 ml proby do 9 ml pozywki) jak 1 na podtoze zestalone za pomocg agaru
bakteriologicznego (200 ul proby rozprowadzono za pomocg glaszczki na powierzchni
podioza). W przypadku posiewu na szalki, wykonany zostal tez dodatkowy wariant
uwzgledniajacy uprzednie rozcienczenie probek (100 pl proby do 900 pl rozcienczal-
nika) — poprzez wykonanie posiewu odpowiednio rozcienczonych probek o objetosci
200 pl metoda opisang powyzej. Wszystkie warianty posiewow wykonano w 2 powto-
rzeniach ze wzgledu na inkubacj¢ prowadzong zard6wno w warunkach tlenowych, jak
i beztlenowych (te stworzono poprzez zalanie zaszczepionych pozywek ptynnych warstwa
parafiny, a w przypadku pozywek stalych poprzez umieszczanie ich w pojemnikach
Z zestawem generujacym atmosferg beztlenowa), w temperaturze 28°C. Po 24/48 h inku-
bacji obserwowano ewentualne zmetnienie pozywek oraz wzrost na szalkach. Rezultaty
zapisywano, zliczajac kolonie bakteryjne oraz opisujac charakterystyczne cechy ich wzrostu.
W kolejnym etapie za pomoca posiewoéw redukcyjnych dazono do uzyskania czystej
kultury bakterii. Wyglad morfologiczny kolonii oceniano makroskopowo, a morfologie
komorek mikroskopowo przy uzyciu barwienia metoda Grama. Pozwolilo to na wstepna,
bardzo ogodlna klasyfikacje wyizolowanych drobnoustrojéw. Na podstawie uzyskanych
danych wytypowano z nich 11, ktore sprawdzono pod wzgledem opornosci na wybrane
antybiotyki z réznych grup (tab. 1). Antybiogramy te wykonano za pomoca metody
krazkowo-dyfuzyjnej na podlozu statym LB, z wykorzystaniem gotowych, dostepnych
komercyjnie krazkow antybiotykowych.
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Tabela 1. Antybiotyki i chemioterapeutyki uzyte do wykonania antybiogramu

Grupa antybiotykow Nazwa antybiotykow
Aminoglikozydy kanamycyna, gentamycyna
Ansamycyny ryfampicyna
Cefalosporyny cefuroksym, cefalotyna
Glikopeptydy wankomycyna
Penicyliny amoksycylina, penicylina, piperacylina
Pochodne kwasu fosfonowego fosfomycyna
Polimyksyny polimyksyna
Chemioterapeutyki nitrofurantoina, trimetoprim

Zrodlo: opracowanie whasne.

4.2. Etap 2

Drugi etap doswiadczenia skupiat si¢ na sprawdzeniu przezywalnosci wybranego
izolatu z rodzaju Bacillus po jego celowym wprowadzeniu do wybranych dezynfektantow.
Izolat ten uzyskano podczas wykonywania eksperymentu, majgcego zbada¢ wplyw
jednego z takich $rodkéw na mikrobiote dtoni. Wysoka oporno$¢ spor tego izolatu na
niesprzyjajace warunki skierowala zainteresowanie wzgledem jego przezywalnosci
w innych dezynfektantach. Uprzednio dokonano proby jego identyfikacji za pomoca
testu API 20E oraz 5S0CH. Wykorzystywanymi w badaniu dezynfektantami byty: 0,5%
chloramina, 70% alkohol propylowy, dostepne komercyjnie dezynfektanty (dezynfektant
pochodzenia drogeryjnego; dezynfektant posiadajacy $wiadectwa badan potwierdzajgce
jego skutecznosé: EN 1500, EN 14476, 1650, 13704, 14348; dezynfektant przeznaczony
1 uzywany powszechnie w dezynfekcji chirurgicznej), 70% alkohol etylowy oraz jego
wersja z zastosowaniem modyfikacji pH o wartosciach 1-2; 3-4; 8-9; 10-11 ustalonych
za pomocg HCl i NaOH. Warto$ci pH wybrane zostaly na podstawie danych literaturowych
opisujacych zmiane dziatania tego zwigzku w zalezno$ci od warto$ci tego parametru.
Nerandzic i wsp. w swoim badaniu z 2015 roku wykazali, ze skrajne wartosci pH powo-
duja znaczne zmniejszenie przezywalnosci bakterii przetrwalnikujacych z rodzaju Clostri-
dium. Wzgledem badanych réwnoczesnie Bacillus thuringiensis oraz Bacillus subtilis
nie zauwazono az tak znaczacej redukcji przetrwalnikow [4]. Idea tego badania, pomimo
braku zadowalajacych wynikow dla dwoch szczepoéw z rodzaju Bacillus, sktonita do
wykorzystania w niniejszym do$wiadczeniu podobnie zmodyfikowanego alkoholu. Do
zaszczepienia wszystkich rodzajow dezynfektantow uzyto zarowno kolonii 24-godzinnej,
w ktorej to przewazaly formy wegetatywne, jak i starszej 72-godzinnej, sktadajacej si¢
juz z form przetrwalnikujacych wspomnianych wczesniej bakterii. Proby wysiewano na
podioze LB zestalone za pomoca agaru bakteriologicznego w réznych odstepach czaso-
wych: natychmiast po zaszczepieniu zawiesing bakterii, po 1 godzinie oraz po 4 dobach
po zaszczepieniu. Szalki inkubowano w warunkach tlenowych w temperaturze 28°C. Po
24/48 h inkubacji obserwowano i zliczano liczbg kolonii bakteryjnych wyrostych na
podiozu.
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5. Wyniki
5.1 Etap 1

W pierwszym etapie doswiadczenia wykazano wzrost 17 sposrod 31 zebranych prob.
Do migjsc, z ktorych je pobrano, nalezaty gtownie osrodki medyczne, uczelnie wyzsze,
hipermarkety oraz pojedyncze proby z biura i centrum handlowego. Szczegdtowy opis
miejsc wykazano w tabeli 2. W 14 z 17 prob wykryte zostaty bakterie wzglednie do siebie
podobne, morfologia wzrostu wskazujace na bakterie przetrwalnikujace. Zakwalifiko-
wane zostaly one pozniej do rodzaju Bacillus. Zupehie inng morfologig wzrostu odzna-
czalty si¢ 2 proby sugerujace wstepne rozpoznanie jako bakterie nieprzetrwalnikujace.
Wylacznie 1 proba charakteryzowata si¢ koloniami mieszanymi, reprezentujagcymi zarOwno
bakterie przetrwalnikujace, jak i te nieposiadajace zdolnosci do wytwarzania spor. Wyniki
wykonanych posiewow ilosciowych pozwolily na okreslenie szacunkowe;j liczby mikro-
organizméw i/lub ich form przetrwalnych bytujacych w zebranych ptynach dezynfekceyj-
nych. [lo§¢ ta oscylowata w przedziale od 50 jtk/ml do 250 jtk/ml w zalezno$ci od danej
proby.

5.1.1. Identyfikacja

Uzyskane izolaty poddano wstepnej probie identyfikacji. W tym celu jako pierwsza
przeprowadzona zostata obserwacja morfologii kolonii bakteryjnych. Oceniano ich wiel-
kos¢, ksztalt, brzeg, powierzchnie, wyniosto$¢ ponad powierzchnie podtoza, kolor, przej-
rzysto$¢ oraz konsystencje. Znaczna wigkszo$¢ izolatow charakteryzowata si¢ podobnym
wzrostem. Obserwowano wzgledem ich kolonii: duza wielkos$¢, nieregulamy ksztalt
i brzeg, matowsa lub btyszczacg i pomarszczong powierzchnie, wyniostosé¢ przypomin-
ajacg wulkan, kolor biaty do bardzo jasnokremowego, brak przejrzystosci i Sluzowatg
konsystencje. Morfologia ta wskazywata wstepnie na rodzaj Bacillus. Jako drugg obser-
wowano morfologie samych komoérek metoda mikroskopowa, po wezesniejszym wybar-
wieniu preparatow metodg Grama. Komorki rdéznity sie miedzy soba znaczaco. Przed-
stawione na rysunku 1 zdjecia prob nr 1, 2 i 15 ukazujg zar6wno réznice wielkosci, jak
i oraz ksztattu (od krotkiego 1 owalnego do typowej dhugiej laseczki). Rozne byto rowniez
polozenie spory we wnetrzu komorki — sferyczne lub centralne. Obecno$¢ wymienio-
nych r6znic morfologicznych kaze podejrzewac, ze izolaty te, cho¢ naleza do wspolnego
rodzaju, r6znig si¢ miedzy soba gatunkowo.

W 2 probach sposrdd 17 zaobserwowano inng morfologie wzrostu. Kolonie charakte-
ryzowaly si¢: bardzo drobnymi rozmiarami, okraglym ksztaltem, rownym brzegiem, gladka
i btyszczaca powierzchnia, niewielka wyniostoscia, bialym lub kremowym kolorem,
brakiem przejrzystosci oraz otoczeniem kolonii przezroczysta, §luzowata substancja.
W preparacie mikroskopowym obserwowano Gram+ ziarniaki niewielkich rozmiarow,
o réoznym ulozeniu. Ziarniaki z pierwszego z tych izolatow nie uktadaty si¢ w zadne
typowe struktury, komoérki wystgpowaty w formie pojedynczej. Komorki z drugiego
izolatu tworzyly natomiast struktury o ksztalcie gron.

Ostatnia z prob, z ktdrej uzyskano wzrost, cechowata si¢ wygladem kolonii charakte-
rystycznym dla rodzaju Bacillus, opisanym powyzej. Interesujacym jest jednak fakt, ze
w obrazie mikroskopowym oprocz typowych pateczek lub ziarniako-pateczek widoczne
byty komorki o spiralnym ksztatcie. Odznaczaty si¢ one duzym rozmiarem, brakiem wy-
barwienia metoda Grama i lekko opalizujgcym wnetrzem. Bakterie te zaklasyfikowano
wstepnie do bakterii spiralnych.
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Tabela 2. Wykaz pobranych prob oraz ich charakterystyka

Migjsce
Nr | pochodzenia Opis wykrytej bakterii
probki
1 Uczelnial | bakterie posiadajace zdolnoé do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
2 Uczelnia2 | bakterie posiadajace zdolnoé do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
3 Uczelnia3 | bakterie posiadajace zdolnoé do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
4 Ul ) Bakterie o morfologii ziarniakow, nie taczace si¢ w charakterystyczne
struktury
5 Uczelnia5 | bakterie posiadajace zdolnoé do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
6 Osrodek
medyczny 1 | bakterie posiadajace zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
7 Osrodek
medyczny 2 | bakterie posiadajace zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
8 Osrodek
medyczny 3 | bakterie posiadajace zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
9 Osrodek hodowla mieszana: bakterie posiadajace zdolnos¢ do przetrwalnikowania,
medyczny 4 z rodzaju Bacillus oraz bakterie o ksztalcie spiralnym
10 Osrodek
medyczny 5 | bakterie posiadajace zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
1 Osrodek
medyczny 6 | bakterie posiadajgce zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
12 | Hipermarket 1 | bakterie posiadajace zdolnoé¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
13 | Hipermarket 2 bakterie o morfologii ziarniakdw, taczace si¢ w charakterystyczne
struktury — grona
14 | Hipermarket 3 | pakterie posiadajace zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
15 | Hipermarket 4 | bakterie posiadajace zdolnoé¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
16 Centrum
handlowe bakterie posiadajace zdolno$¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus
17 Biuro bakterie posiadajace zdolnoé¢ do przetrwalnikowania, z rodzaju Bacillus

Zrédto: opracowanie wiasne.
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Rysunek 1. Preparaty mikroskopowe uzyskane za pomoca barwienia metoda Grama uzyskanych izolatow
bakteryjnych [opracowanie wiasne]

5.1.2. Antybiogram

Antybiotykooporno$¢ zdecydowano si¢ sprawdzi¢ dla 11 wybranych izolatéw, ktore
zostaly uzyskane z poprzedniego etapu eksperymentu dotyczacego miejsc uzyteczno$ci
publicznej. W tym celu wykorzystano krazki nasgczone antybiotykami nalezacymi do
réznych grup. Ze wzgledu na brak wytycznych EUCAST do oznaczania lekowrazliwo$ci
dla wigkszosci z uzyskanych izolatow, zdecydowano si¢ okresla¢ opornos¢ tylko w przy-
padku catkowitego braku strefy zahamowania wzrostu, w wyniku czego podane w tabeli 3
opornosci sg jedynie orientacyjne, a ich faktyczna liczba jest najprawdopodobniej wigksza.

Tabela 3. Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki wybranych izolatow

Miejsce pobrania Antybiotyk

proby FOT|CXM| F/M |VA| CF |[AMC|PIP[SXT|PB | K |CN|[RA| P

Osrodek R R s |s|r S s | r ] _ _ _ _
medyczny 1

Osrodek R R S s| R S 5| s ] ] _ _ _
medyczny 2

Osrodek R R S s| R S 5| s ] ] _ _ _
medyczny 3
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Osrodek
medyczny 5

RI RIS|]SIRIR]|R[S|]R|]S|S]|S|R

Osrodek
medyczny 6

Uczelnia 1

Uczelnia 2

Uczelnia 3

(0|0 |O0| O

Uczelnia 4

D|V|OV|OD|D| DO
nlnflnjlnlnl|l v
D|XV|O|OD|D| DO
WD |D || »
W[ ]| »
nlnfn|Tlun| n

Hipermarket 2 RIS|]R]|]S|R

nliunlnlunlunlmn]l v

Hipermarket 3 R R S R RIR[S|R|S|S]|]S]|R

Zastosowane skroty: FOT — fosfomycyna, CXM — cefuroksym, F/M — nitrofurantoina, VA — wankomycyna,
CF — cefalotyna, AMC — amoksycylina, PIP — piperacylina, SXT — trimetoprim, PB — polimyksyna,

K —kanamycyna, CN — gentamycyna, RA — rifampicyna, P — penilicyna, R —oporny (ang. resistant),

S — wrazliwy (ang. sensitive)

Zrédto: opracowanie whasne.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze kazdy z badanych izolatow posiadal opornosci na
srodki przeciwdrobnoustrojowe. Wigkszos$¢ z nich wykazywata opornos$¢ na co najmniej
1 z 3 lub wigcej roznych grup antybiotykow. Potwierdza to hipoteze, ze $rodki dezyn-
fekcyjne mogg wpltywac na szerzenie si¢ opornosci wérod bakterii. Nalezy jednak pod-
kresli¢, ze szerzenie si¢ antybiotykoopornosci jest ztozonym problemem. Opornos$¢ na
antybiotyki uzyskanych izolatow moze by¢ spowodowana réwniez przez inne czynniki.

5.2. Etap 2

Drugi etap doswiadczenia zostal przeprowadzony przy uzyciu izolatu bakteryjnego
pochodzacego z wykonanego wcze$niej eksperymentu sprawdzajacego mikrobiote dioni.
Eksperyment charakteryzowat si¢ zastosowaniem 2 wariantow izolatu z rodzaju Bacillus
(jego formy wegetatywnej oraz przetrwalnikujacej). Za pomoca testow API 20E oraz
50CH przeprowadzono wstepne badania przynaleznosci gatunkowej wykorzystanego
izolatu. Na ich podstawie nie udato si¢ jednoznacznie zidentyfikowaé gatunku. Naj-
wigkszg warto$¢ procentowa uzyskat Bacillus amyloliquefaciens, ktory nalezy do grupy
B. subtilis. Jest to obszerna grupa bakterii, w ktorej sktad wechodzg mikroorganizmy bardzo
zblizone do siebie pod wzgledem genetycznym. Oba warianty izolatu zostaly zaszczepione
w przygotowanych réznych rodzajach dezynfektantow (tab. 4). Analizujac wyniki dla
wariantu z wykorzystaniem form przetrwalnikujacych, w 100% prob, niezaleznie od punktu
czasowego wykonanego wysiewu oraz stosowanego dezynfektantu, zaobserwowano wzrost
niepoliczalnej liczby kolonii. Potwierdza to, ze uzywane powszechnie dezynfektanty nie
wykazuja dziatania przeciw bakteriom przetrwalnikujacym. Zaszczepienie dezynfektantow
forma wegetatywna zobrazowato nieliczny wzrostu mikroorganizméw w poréwnaniu
do form przetrwalnikujacych. Skrajne wartosci pH 70% alkoholu (tj. pH = 1-2 oraz
pH = 10-11) wykazaly najwicksze zdolnosci bakteriobojcze. Powszechnie uzywany etanol
70% wykazat staba efektywnos¢ dezynfekcji. Stosowanie 70% alkoholu propylowego
réwniez nie stanowito dobrego sposobu do usuwania form wegetatywnych izolatu.
Dezynfektant okreslany jako ,,dzialajacy na spory” w obu wariantach do§wiadczenia
cechowat si¢ niepoliczalnym wzrostem kolonii. Interesujacy jest fakt gorszego dzialania
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srodka komercyjnego w poréwnaniu z proba kontrolna. Najbardziej efektywnym $rod-
kiem okazat si¢ klasyczny dezynfektant pochodzacy z drogerii, ktory zadziatat tak samo
dobrze jak specjalistyczny srodek do odkazania skory przed operacjami. Wszystkie uzy-
skane wyniki zostaly doktadnie przedstawione w tabeli 4.

Tabela 4. Wyniki 2 etapu doswiadczenia

Wariant
doswiadczenia Forma wegetatywna Forma przetrwalnikujaca
Czas wysiewu natychmiast 1h 4 doba | natychmiast 1h 4 doba
Dezynfektant
komercyjny
dziatajacy
1. na spory N N N N N N
2. | Etanol pH 1-2 2P brak 0 N N N
3. | Etanol pH 3-4 brak brak 2W N N N
4. | Etanol pH 8-9 1P 1PilW 2P N N N
5. |Etanol pH 10-11 1P 1P 0 N N N
6. Etanol 70% ok. 50W | ok. 30W 2P N N N
Preparatem do
odkazania skory
przed
7. operacjami brak brak 1P N N N
Dezynfektant
komercyjny brak brak 1P N N N
Propanol 70% 1P 1P 19P N N N
0,5%
10. Chloramina brak brak 7P N N N
kontrola 30w 13W 2W N N N

Zastosowane skroty: N —niepoliczalne, P — formy przetrwalnikujace, W —formy wegetatywne
Zrédto: opracowanie wiasne.

6. Whnioski

Nalezy jednoznacznie stwierdzi¢, ze skuteczno$¢ testowanych dezynfektantow jest
zadziwiajaco niska. Zaskakujace jest najmniej efektywne dziatanie specjalistycznego
dezynfektantu komercyjnego, ktory z przeznaczenia miat wyrdznia¢ si¢ dzialaniem
sporobdjczym. Konieczne jest rozpowszechnianie wiedzy odnosnie do ewentualnych
zagrozen ptynacych z wykorzystywania publicznie dostepnych dezynfektantow, majace
na celu u§wiadomienie spoteczenstwa na temat skutecznosci ich dziatania, z duzym na-
ciskiem na zapoznanie si¢ z mozliwym przezywaniem w nich drobnoustrojow. Rezultaty
powyzszych badan wskazuja na potrzebe kontrolowania sterylnosci dezynfektantow, ze
szczegbdlnym uwzglednieniem miejsc newralgicznych, takich jak cho¢by osrodki me-
dyczne. Zanieczyszczenia mikrobiologiczne w plynach mogg wynika¢ z braku zachowania
zasad aseptyki przygotowania oraz uzupehiania dystrybutorow. Wngtrze dystrybutorow
moze by¢ niesterylne, a na ich powierzchni mogg tworzy¢ si¢ biofilmy. Jedna z tez posta-
wionych na podstawie przeprowadzonych badan jest taka, ze bakterie nieprzetrwalni-
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kujace mogg przezywacé w dystrybutorach wtasnie dzigki umiejetnosci tworzenia bio-
filmow. Ciekawym wynikiem jest wyizolowanie hodowli mieszanej bakterii z rodzaju
Bacillus oraz Spirillum. Mozliwe, ze dzigki wspotistnieniu w postaci biofilmu bakterie
nieprzetrwalnikujace moga naby¢ wigksza oporno$¢ na tego typu srodki. Wyniki niniej-
szego eksperymentu wykazaty, Zze nie powinno si¢ przyjmowac odkazania z wykorzysta-
niem opisywanych $rodkow za catkowicie skuteczng metode zapobiegania rozprze-
strzenianiu si¢ mikroorganizmow, w tym tych potencjalnie patogennych, co obecnie
wigkszg czes¢ spoteczenstwa bierze za pewnik.

7. Podsumowanie

Przedstawiona praca wskazuje na potrzebg poszerzenia naszej wiedzy odnosnie do
wpltywu dezynfektantow na rozwdj 1 rozprzestrzenianie opornosci na antybiotyki wsrod
mikroorganizméw, a takze mozliwosci przenoszenia bakterii patogennych. Srodki te,
ktdre zaczgto na masowa skale wykorzystywaé w czasie pandemii COVID-19, moga nie
by¢ dla ich uzytkownikéw w pelni bezpieczne. Obecno$¢ rdéznych mikroorganizmow
w tych preparatach okazuje si¢ by¢ powszechna. Szczegdlnie alarmujgcy powinien by¢
fakt zanieczyszczenia dezynfektantow w szpitalach i innych medycznych placowkach.
Bakterie w nich obecne moga stanowi¢ zagrozenie przede wszystkim dla pacjentow
0 obnizonej odpornosci, zwlaszcza jezeli szczepy te wykazujg oporno$¢ na wiele anty-
biotykow z rdéznych grup. Istotne jest rowniez podkreslenie, ze w zebranych dezynfek-
tantach mogty znajdowac si¢ tez inne gatunki mikroorganizméw, w tym potencjalnie
patogenne. Wymagac one mogly specjalnych podtozy i/lub odpowiednio innych warunkoéw
inkubacji, przez co nie zostaly wykryte w przeprowadzonym do$wiadczeniu. Oczy-
wiscie jest to jedynie hipoteza, cho¢ prawdopodobienstwo jej potwierdzenia wydaje si¢
bardzo wysokie. Niepokojacym aspektem jest rOwniez zadziwiajgco stabe dziatanie
przetestowanych dezynfektantow na formy wegetatywne bakterii, na ktorych eliminacji
powinny si¢ one skupia¢. Zaden, nawet specyficzny dezynfektant przeznaczony do likwi-
dacji form przetrwalnych, nie radzi sobie z neutralizacja spor. Wyniki te kwestionuja
wiec skuteczno$¢ dezynfekcji i jej bezpieczenstwo oraz sugeruja rozwazenie przypusz-
czenia, iz dezynfektanty i ich dystrybutory nie sa/staja si¢ rezerwuarem danych gatunkow
bakterii i innych mikroorganizméw. Sama obecnos$¢ form przetrwalnych bakterii z uwagi
na ich powszechne wystepowanie w srodowisku nie jest na tyle alarmujaca jak wykazana
w przebiegu badania mozliwo$¢ wchodzenia przez nie w symbiozg z innymi rodzajami
bakterii, np. w formie biofilmu. Moze dawa¢ im ona mozliwo$¢ przetrwania, ktorej natu-
ralnie nie posiadaja, w srodkach dezynfekcyjnych.

Uzyskane wyniki i wysnute wnioski dotyczace powyzszych badan wskazuja, ze
temat ten jest wart rozwazenia w kontekscie przysztych podobnych prac. Wzgledem dal-
szych etapodw niniejszej pracy planowana jest doktadna identyfikacja gatunkowa uzyska-
nych z probek izolatow. Okreslenie przynaleznosci taksonomicznej mogloby wstepnie
wskaza¢ m.in. na zagrozenie wzgledem ich potencjalnej patogennosci. Planowane jest
réwniez przez autorow doswiadczalne sprawdzenie zywotnos$ci zaréwno przetrwalniku-
jacych, jak i nieprzetrwalnikujacych bakterii wystepujacych w postaci biofilmu na
dziatanie wybranych dezynfektantéw o réznorodnym sktadzie. Waznym tematem badan
staje si¢ rOwniez sprawdzenie czystosci samych dystrybutoréw, zwlaszcza ich wnetrza.
Powierzchnie wewngtrzne pojemnikow, jak tez mechaniczne czesci odpowiedzialne za
dozowanie dezynfektantow, majace z nimi styczno$¢, moga bowiem stanowi¢ miejsce
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namnazania bakterii. Szczeg6lnie niepokojace moze by¢ tworzenie si¢ na tych powierzch-
niach biofilmow bakteryjnych, ktore ze wzgledu na charakterystyczny wzrost i wtasci-
wosci z tym zwigzane moga wykazywac si¢ mniejszg wrazliwoscig na srodki dezynfek-
cyjne. Innym interesujacym zagadnieniem jest sprawdzenie wptywu dtugotrwatego uzyt-
kowania dezynfektantow na mikroflore dtoni, tj. czy istnieje mozliwo$¢ trwalej zmiany
sktadu gatunkowego wynikajacej z wprowadzenia bakterii wraz z dezynfektantem.

Niniejsze badania stanowia dopiero wstepng analize. Pokazuja one, jak obszerne,
wazne dla zdrowia i bezpieczenstwa mogg by¢ przyszte prace wykonane w obrebie tego
tematu.
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Dezynfekcja i jej oddzialywanie na bakterie ze szczegélnym uwzglednieniem form
przetrwalnych

Streszczenie

W wyniku wybuchu pandemii COVID-19 dezynfekcja stata si¢ powszechniejsza niz kiedykolwiek, a dystry-
butory z dezynfektantami zaczely si¢ pojawia¢ w wigkszosci miejsc uzytku publicznego. W zwiazku z ich
upowszechnieniem pojawily si¢ pytania dotyczace bezpieczenstwa dezynfektantow. Tego, jakie moze nies¢
za sobg skutki ich masowe uzywanie oraz sterylnosci i dziatania bakteriobdjczego powszechnie stosowanych
dezynfektantow. Przedstawiane w ramach tej pracy badania skupiaty si¢ na 2 etapach. Pierwszy z nich
zaktadatl sprawdzenie czystosci mikrobiologicznej ogdlnodostepnych dezynfektantow, natomiast 2. skupiat
si¢ na dziataniu najpowszechniejszych ich form na bakterie posiadajace zdolnos¢ do przetrwalnikowania.
Do przeprowadzenia badan uzyto podstawowych metod mikrobiologicznych takich jak: hodowla prob
W podlozu LB, identyfikacja makroskopowa i mikroskopowa oraz antybiogram z uzyciem metody krazkowo-
-dyfuzyjnej. Na podstawie wynikow badan dotyczacych czystosci mikrobiologicznej dezynfektantow wykryto
zanieczyszczenia 54% z nich, w tym wigkszo$¢ bakteriami posiadajacymi zdolno$¢ do przetrwalnikowania.
W 2. etapie doswiadczenia, ktory miat na celu porownanie najczesciej stosowanych form dezynfektantow,
wykazano ich bardzo stabe dziatanie wzgledem form przetrwalnych, w tym rowniez dezynfektantow dla
nich dedykowanych. Przeprowadzone badania pokazuja, ze $rodki dezynfekcyjne nie zawsze sa sterylne,
a ich dzialanie czesto nie jest takie, jak zaktadamy. Duza cze$¢ spoteczenstwa jest przekonana o ich silnym
dziataniu wzgledem wszystkich form bakterii, co moze powodowac réznorakie zaniechania przy obcho-
dzeniu si¢ z dezynfektantami i np. prowadzi¢ do rozwoju biofilméw czy kontaminacji tymi drobnoustrojami.
Badania te pokazaty, ze nalezy upowszechnia¢ wiedzg o tym, jak obchodzi¢ si¢ z dezynfektantami, aby zacho-
wac ich sterylno$¢. Nalezy si¢ zastanowic si¢ rowniez, czy takie upowszechnienie dezynfekcji, jakie aktualnie
obserwujemy, jest zjawiskiem pozytywnym i czy zagrozenia z niego ptynace nie przewyzszajg zalet.
Stowa kluczowe: dezynfekcja, antybiotykoopornosé, bakterie przetrwalnikujace

Disinfection and its impact on bacteria with particular emphasis on persistent forms

Abstract

As a result of the outbreak of the COVID-19 pandemic, disinfection has become more common than ever,
and dispensers with disinfectants have started to appear in most public places. Due to their dissemination,
questions about the safety of disinfectants have arisen. The effects of their mass use and the sterility and
bactericidal effect of commonly used disinfectants. The research presented in this work focused on two
stages. The first of them involved checking the microbiological purity of widely available disinfectants, while
the second focused on the effect of their most common forms on bacteria capable of spore-forming. Basic
microbiological methods were used to carry out the tests, such as: culture of samples in/on LB medium,
macroscopic and microscopic identification and antibiogram using the disc diffusion method. Based on the
results of microbiological purity tests, 54% of them were found to be contaminated, most of them with spore-
forming bacteria. In the second stage of the experiment, which was aimed at comparing the most commonly
used forms of disinfectants, their very weak effect was shown in relation to persistent forms, including
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disinfectants dedicated to them. The conducted research shows that disinfectants are not always sterile, and
their effect is often not as expected. A large part of the society is convinced of their strong action against all
forms of bacteria, which can cause various omissions when handling disinfectants and, for example, lead to
the development of biofilms or contamination with these microorganisms. These studies have shown that
knowledge should be disseminated on how to handle disinfectants in order to maintain their sterility. It should
also be considered whether the dissemination of disinfection as we are currently observing is a positive
phenomenon and whether the risks arising from it do not outweigh the advantages.

Keywords: disinfection, antibiotic resistance, spore-forming bacteria
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Opracowywanie alternatywnej metody identyfikacji
miodow

1. Wprowadzenie

Mibd jest rozpoznawany na catym swiecie ze wzgledu na wysokg wartos¢ odzywcza.
Tradycyjnie byt stosowany przez Egipcjan, Grekow, Rzymian czy Chinczykéw w le-
czeniu ran i chorobach jelit, w tym wrzodach zotadka. Stosowany jako lek na kaszel, bol
gardta a takze uszu. W Indiach mi6d lotosowy byt tradycyjnie stosowany miedzy innymi
w leczeniu infekcji oczu. Oprocz stosowania zewngtrznego wykorzystywany byt takze
wewnetrznie jako zywno$¢ funkcjonalna, dostarczajgca energii i pozywienia w celu
wzmocnienia organizmu. Dzieki wielu korzystnym whasciwo$ciom midd jest produktem
drogim 1 staje si¢ celem zafalszowan. Dlatego tez niezwykle waznym aspektem jest
opracowanie metod analitycznych pozwalajacych na doktadne i precyzyjne rdéznicowanie
pochodzenia miodu [1].

Zainteresowanie pszczotami si¢ga najdawniejszych czasow, az 9000 lat daje si¢
sciennym malowidtom z czasdéw paleolitu znajdujacym si¢ w jaskini d’ Arana w Hiszpanii.
Dzielo to przedstawia pszczele gniazdo, do ktdrego si¢ga cztowiek. Taka metoda zbierania
miodu stosowana jest takze w dzisiejszych czasach —w Neapolu jako atrakcja turystyczna
pszczelarzy amatorow [2]. Naczynia z miodem odnaleziono w grobowcach faraonow,
niegdy$ symbolizowaty one dobrobyt i wladzg [3]. Miod uzywany byt do balsamowania
zwlok. Smarowanie zmartego ciata miodem przez Babilonczykdéw symbolizowato wieczne
szczescie. Przez starozytnych Grekéw midd uwazany byt za nektar bogow oraz eliksir
zycia, za§ w Egipcie Ramzes Il ustanowil czg§¢ wynagrodzenia za prace urzednikom
w miodzie. Krolowa hellenistycznego Egiptu — Kleopatra— dla pielegnacji swojego ciata
zazywala kapieli w mleku i miodzie [4]. Podczas wypraw Aleksander Wielki nakazywat
miesza¢ midd z sokami owocodw, winem i Sniegiem dla orzezwienia. Jego ranni zolnierze
leczeni byli miodem, a zwloki poleglych konserwowano czystym miodem, po czym
przewozono do Egiptu z Babilonii. W p6zniejszym czasie Neron dla poprawy nastroju
swoich zolnierzy kazat tworzy¢ lody z lodu lodowcowego, malin, miodu i imbiru [5].
Znaczenie miodu opisane jest w wielu znanych utworach, miedzy innymi Iliadzie i Odysei
Homera, w tekstach filozoficznych Platona, Arystotelesa i innych. Opis terapii z zastoso-
waniem miodu odnalezé mozna w ,,Papirus Ebersa”. W medycynie ajurwedyjskiej
stosowano miod przez okoto 4000 lat, @ 0 uzyciu miodu do gojenia ran pisano na
sumeryjskiej glinianej tabliczce. Starozytni lekarze, jak Arystoteles, Arystoksenos, Hipo-
krates, Cornelius Celsus, Galen, Porfir, nadali miodowi lecznicze wiasciwosci. Wyznania
i kultury, miedzy innymi chrze$cijanstwo, hinduizm czy tez islam opisuja w swoich
ksiegach odzywcze i lecznicze wlasciwosci miodu. W Biblii stowo ,,mi6d” pojawia si¢

1 liliana.woszczak@urk.edu.pl, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Koltataja
w Krakowie. .

2 karen.khachatryan@urk.edu.pl, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolniczy im. Hugona Kotataja
w Krakowie.
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az 61 razy w roéznych ksiggach. W islamie ma on szczeg6lne znaczenie, poniewaz sam
Mahomet zalecat go w leczeniu, zas Koran opisuje midd jako produkt spozywczy
i leczniczy [6]. W Afryce znaczna czg$¢ pszcezelarstwa wigze si¢ z wykorzystaniem trady-
cyjnych uli, ktore czesto wieszane sa na gateziach drzew lasow naturalnych, powstatych
bez ingerencji cztowieka, charakteryzujacych si¢ duza ilo$cig martwego drewna oraz
drzew weteranow z nadrzewnymi mikrosiedliskami [7]. Pszczelarstwo w wielu krajach
afrykanskich uprawiane jest metodami tradycyjnymi, czyli bez wptywu cztowieka na
dobor ras, co stanowi integralng cze$¢ dziedzictwa kulturowego. Poza zastosowaniami
leczniczymi i ekonomicznymi midd wigze si¢ z pewnymi wieloletnimi tradycjami
w kulturze wielu krajow afrykanskich [8].

Mibd to ztozona mieszanka skoncentrowanego roztworu cukru, ktorego gtdéwnymi
sktadnikami sg fruktoza i glukoza. Dokladny stosunek fruktozy do glukozy w miodzie
zalezy w duzej mierze od zrodta nektaru [9]. Ponadto miod zawiera disacharydy, takie
jak sacharoza oraz tri- i wyzsze oligosacharydy w nizszych stezeniach [10]. Odnaleziono
16 typow oligosacharydow, w tym 11 disacharydow: turanoza, sacharoza, maltoza, izo-
maltoza, kajibioza, celobioza, palatynoza, gentiobioza, laminaribioza, neotrehaloza
i nigeroza, a takze 5 trisacharydéw. Wystepuja takze tetrasacharydy: izomaltotetraoza,
maltotetraoza, stachioza, nystoza i inne [11].

Poza cukrem w znacznie mniejszej ilosci odnalez¢é mozna w miodzie aminokwasy,
biatka, kwasy organiczne, witaminy, mineraty, substancje lotne i polifenole. Biatka obecne
w miodzie to gtownie enzymy (diastaza, amylaza, inwertaza, sacharaza i inne) ale wyste-
puja rowniez wolne aminokwasy. Kwasy organiczne obejmuja: glukonowy, asparaginowy,
mastowy, cytrynowy, octowy, mrowkowy, fumarowy, galakturonowy, glukonowy, glu-
taminowy, glutarowy, szikimowy, bursztynowy i wiele innych. Witaminy, jakie mozna
odnalez¢, to tiamina, ryboflawina, kwas nikotynowy, kwas pantotenowy, pirydoksyna,
biotyna lub kwas foliowy oraz witamina C. Zawarto$§¢ mineraldéw miesci si¢ w prze-
dziale od 0,04% do 0,2%, sposrod ktorych najwiecej jest potasu, poza nim obecny jest
takze magnez, wapn, zelazo, fosfor, sod, mangan, cynk, lit, kobalt, jod, nikiel, bar, chrom,
kadm, selen, srebro, arsen oraz miedz. Polifenole w miodzie mogg zawiera¢ kwasy feno-
lowe (kawowy, waniliowy, syryngowy, ferulowy, p-kumarowy, 3-hydroksybenzoesowy,
elagowy itp.) i flawonoidy (kwarcetyna, kemferol, mirycetyna, pinocembryna, galangina
iinne). Fenole obecne w miodzie moga stuzy¢ do identyfikacji pochodzenia kwiatowego
oraz jego pochodzenia geograficznego [12].

Miody wykorzystywane w niniejszej pracy to: midd nawtociowy, miéd Manuka oraz
midd gryczany.

Rodzaj nawlo¢ obejmuje ponad 100 gatunkow kwiatow pochodzenia poénocno-
amerykanskiego i kilkanascie gatunkow znajdujacych si¢ w Ameryce Poludniowe;j,
Europie i Azji. Wszystkie gatunki sg zielone i trudne do rozréznienia od siebie. Wigkszo$¢
gatunkéw kwitnie péznym latem do jesieni. Powszechnie wystepuje na obrzezach lasow,
drogach pobocznych i takach [13]. W Polsce nawlo¢ roénie na terenie catego kraju,
jednak gléwnie na nizinach, w niskich gorach, na polanach lesnych, miedzach i pobo-
czach drog. Uwazana jest za rosling rodzima na tych terenach, kwitnie od potowy maja
do pazdziernika [ 14]. Miéd nawtociowy posiada wiasciwosci lecznicze dzigki kwiatom,
z ktorych jest pozyskiwany. Zawiera flawonoidy, garbniki 1 kwasy organiczne. Jest
bogaty w witaminy i substancje bakteriobdjcze. Ten rodzaj miodu ma charakterystyczny
cytrynowy, kwasny posmak i przyjemny aromat [15].
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Midd Manuka jest odmiang pochodzaca z Nowej Zelandii, produkowany z nektaru
krzewu Leptospermum scoparium. Zawiera metyloglioksal, ktory nadaje mu silne wiasci-
wosci przeciwbakteryjne dla szerokiej gamy bakterii, w tym bakterii antybiotykoopornych.
Posiada takze ponad 200 substancji, w tym od 80% do 85% weglowodandw, od 15% do
17% wody, od 0,15 do 0,4% biatka, 0,2% popiotu oraz enzyméw, witamin i kwasow
organicznych; pH miesci si¢ w przedziale od 3,2 do 4,5, co takze powoduje srodowisko
niesprzyjajace rozwojowi bakterii [16]. Poza wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi
wiele badan wykazato jego potencjat do zwigkszenia wrazliwosci bakterii i wiruséw na
popularne leki przeciwinfekcyjne [17]. Dzigki swoim wihasciwo$ciom midd ten zostat
uznany za $rodek przeciwdrobnoustrojowy, przeciwzapalny, przeciwutleniajacy, a takze
odgrywa potgzna role w gojeniu si¢ ran. Odnotowano rowniez jego wiasciwosci przeciw-
nowotworowe, cho¢ jego dziatanie antyproliferacyjne i apoptyczne na ludzkich komor-
kach raka watroby pozostaje niejasne [18].

Mibd gryczany pochodzi z kwiatow gryki, charakteryzuje si¢ ciemnobragzowa barwa
oraz silnym aromatem. Spos$réd wszystkich miodow jest on najbogatszym zrodtem
przeciwutleniaczy [19].

Gryka jest pseudozbozem z rodziny Polygonaceae, ze wzgledu na swojg wielozada-
niowo$¢ — uznawana za produkt funkcjonalny. Gryka zwyczajna jest niezawodna,
wysokowydajng rosling miododajng dzigki duzej ilosci kwiatow o dlugim czasie
kwitnienia [20].

Sktad miodu gryczanego to: fruktoza 51,6%, glukoza 46,59% oraz sacharoza 0,27%.
Ponadto zawiera fosfor, magnez, cynk, zelazo, miedz, jod, nikiel, bor i kobalt nalezace
do makro- i mikroelementow, a takze witaminy: C, PP, B1 oraz B, Zawarto$¢ biatka
sigga do 0,3% [21].

Midd jest spozywanym na catym $wiecie wysokowartosciowym produktem o wysokiej
cenie rynkowej zwigzanej z jego pochodzeniem. Na etykiecie nalezy podac jego pocho-
dzenie geograficzne i botaniczne. Dlatego niezwykle waznym aspektem jest opracowanie
metod analitycznych pozwalajacych na doktadne i precyzyjne r6znicowanie pochodzenia
miodu. Za markery shuzace do odrdznienia pochodzenia geograficznego i botanicznego
stuza: whasciwosci fizykochemiczne, zwiazki fenolowe czy tez metale obecne w produkcie.
Dane sg generowane za pomoca przeroznych technik, w tym chromatografii cieczowej
potaczonej ze spektroskopiag mas (LC-MS), jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR).
Do innych technik naleza wielowymiarowe analizy danych obejmujgcych metody nie-
nadzorowane, takie jak analiza glownych sktadowych (PCA), hierarchiczna analiza
skupien (HCA), a takze metody nadzorowane, do ktorych naleza dyskryminacyjna analiza
czastkowych najmniejszych kwadratéw (PLS-DA) lub regresja czastkowych najmniej-
szych kwadratow (PLSR). Do oznaczania wiasciwosci fizykochemicznych wykorzystuje
si¢ pomiary: pH, przewodnosci elektrycznej, barwy oraz lepkosci. Stosowane sg takze:
spektroskopia oscylacyjna i fluorescencyjna, techniki izotopowe, NMR, pomiary immu-
nologiczne i molekularne.

Melisopalinologia to nauka zajmujaca si¢ badaniem pytku pod mikroskopem, pozwa-
lajgca na ujawnienie pochodzenia miodu. Jest metodg tradycyjng, obecnie wykorzysty-
wang jedynie do porownania wynikow uzyskanych za pomoca nowoczesnych analiz
instrumentalnych. Alternatywnym podej$ciem jest analiza sensoryczna miodow taczona
z okreslonymi parametrami fizykochemicznymi. Unikalne wtasciwosci organoleptyczne
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pozwalaja okresli¢ pochodzenie kwiatowe miodu. Metoda ta wymaga dobrze wyszkolonego
personelu oraz statystycznej oceny wynikow, a jej glowng wada jest brak standaryzacji.

Innymi metodami do analizy miodow sg metody spektroskopowe. Ich ogromna zaleta
jest szybkos¢ wykonania analiz bez stosowania skomplikowanych protokotéw przygoto-
wania probek. Dane spektralne dostarczajg informacji o profilu chemicznym probek.
Spektroskopia IR moze dostarcza¢ danych na temat pochodzenia botanicznego i ento-
mologicznego miodow z wykorzystaniem widm o bliskiej podczerwieni NIR oraz $redniej
MIR. Spektroskopia NMR w potaczeniu z wielowymiarowymi narzgdziami chemome-
trycznymi odnalazta zastosowanie w badaniach autentyczno$ci miodow [22].

Metody spektroskopowe sa powszechnie stosowanymi i skutecznymi metodami
W ocenie jako$ci produktow zywnosciowych. Metody te wyrozniajg si¢ doktadnoscia,
szybkos$cig wykonania analizy oraz przygotowania probek. W ostatnich latach coraz
wigkszg uwage zwraca si¢ na spektroskopie fluorescencyjng w celu okreslenia sktadu
czy pochodzenia produktow spozywczych. W literaturze naukowej jest bardzo mato
informacji na temat zastosowania metod spektroskopowych do okreslenia jako$ci oraz
pochodzenia miodow. Wstepne badania pokazaly, Zze spektroskopia emisyjna oraz UV-
VIS mogg by¢ skuteczng alternatywa dla metod konwencjonalnych.

2. Cel pracy

Celem pracy byto opracowanie szybkich i jednoczes$nie doktadnych metod identy-
fikacji miodow z wykorzystaniem metod spektroskopowych takich jak spektroskopia
UV-VIS i spektroskopia emisyjna, a takze wykrywania zafatszowan w miodach.

3. Material badawczy

Materiatem badawczym byly 3 rodzaje miodow pochodzace od réznych producentow,
powszechnie wystepujacych na rynku. Analizie poddano 9 probek miodéw nawlocio-
wych, 3 probki miodu Manuka oraz 8 probek miodow gryczanych. Do badan UV-VIS
wykonano 10% rozcienczenia prébek miodéw woda dejonizowana.

4. Metodyka badan

4.1. Spektroskopia UV-VIS

Widma UV-VIS rejestrowano w zakresie od 200 nm do 800 nm przy uzyciu spek-
trofotometru skaningowego Shimadzu 2101.

4.2. Spektroskopia emisyjna

Pomiaru emisji wszystkich probek dokonano przy uzyciu spektrofotometru F-7000 FL
w zakresie dtugosci fali od 290 nm do 650 nm przy dtugosci fali wzbudzania 270,0 nm.

5. Wyniki i dyskusja

Badania widm UV-VIS ukazuja réznice dla poszczegdlnych gatunkow miodow.
Pierwsza grupa miodéw nawtociowych (rys. 1) wykazuje maksimum absorpcji przy 268 nm,
kolejna grupa miodow to Manuka (rys. 2) — nastgpuje ro6znica, widoczne przesunigcie
pasma absorbcji (270 nm) z jednoczesnym wyraznym wzrostem absorbancji. Ostatnia
grupa badanych miodéw to miody gryczane (rys. 3), dla ktorych zaobserwowano maksi-
mum absorpcji przy 280 nm.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze nie da si¢ jednoznacznie
okresli¢ przynaleznosci badanego miodu do danej grupy. Metody UV-VIS sa stosowane
czesciej do oznaczen iloSciowych niz jakosciowych [23, 24].
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Rysunek 1. Widma UV-VIS dla miodéw nawtociowych
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Rysunek 2. Widma UV-VIS dla miodow Manuka
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Rysunek 3. Widma UV-VIS dla miodéw gryczanych

Na rysunkach 4, 5 1 6 przedstawiano widma emisyjne odpowiadajace kolejno miodom
nawlociowym, Manuka i gryczanym. Na podstawie widma emisyjnego mozna od razu
zidentyfikowa¢ miody Manuka, ktorych ksztalt wyraznie roznit si¢ od pozostatych ga-
tunkéw miodu. Dla pozostatych (nawlociowych i gryczanych) ksztalty widm nie pozwalaty
na jednoznaczne wnioski. W tym celu opracowano algorytm umozliwiajgcy grupowanie
gatunkdéw na podstawie widm. Wybrano najbardziej optymalne dlugosci fal z odpowia-
dajacymi warto$ciami intensywnoS$ci emisji 1 zestawiono w tabeli 1. W nastgpnej kolej-
nosci obliczono stosunek intensywnosci dla wybranych dlugosci fal. Wyniki wyraznie
odzwierciedlaja roznice pomiedzy danymi gatunkami miodéw. Wyjatek stanowi miod
Z grupy gryczanych (M18), co moze §wiadczy¢ o jego zafalszowaniu. Aby doktadnie
okresli¢ powdd réznicy w tej probee, nalezatoby poddac ja dalszym badaniom. Wykorzy-
stanie spektroskopii emisyjnej do identyfikacji miodow staje si¢ obiecujacym kierunkiem
badan [25, 26].
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1(EM), 2(EM), 3(EM), 4(EM), S(EM), 6(EM), 7(EM), 8(EM), 9(EM)

Rysunek 4. Widma emisyjne dla miodéw nawtociowych

10(EM), 11(EM), 12(EM)
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Rysunek 5. Widma emisyjne dla miodéw Manuka
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13(EM), 14(EM), 15(EM), 16(EM), 17(EM), 18(EM), 19(EM), 20(EM)

Rysunek 6. Widma emisyjne dla miodéw gryczanych

Tabela 1. Zestawienie intensywnoéci emisji w wybranych dtugosciach fal dla badanych miodow
Numer

robki miodu

[310 nm] [365 nm]
1 964,7 782,5 1,233
2 702,6 874,8 0,803
3 743,6 1007 0,738
4 1282 940,4 1,363
5 593 795,5 0,745
6 688,7 788 0,874
7 616 817 0,754
8 786 965 0,815
9 2468 1578 1,564
10 1026 3939 0,260
11 1212 3126 0,388
12 1301 2458 0,529
13 282 187 1,508
14 1635 847 1,930
15 702 377 1,862
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16 262 187 1,401
17 534 295 1,810
18 220 190 1,158
19 191 103 1,854
20 704 395 1,782

Zrodto: [opracowanie wiasne].

6. Whnioski

Z powodzeniem udato si¢ opracowaé¢ metode identyfikacji gatunku miodu na pod-
stawie ksztaltu oraz obliczenia stosunkow intensywnosci 2 wybranych pasm w widmie
emisyjnym.

Ze wzgledu na bardzo zblizony sktad chemiczny klasyczne metody analizy nie po-
zwalajg na jednoznaczng identyfikacje pochodzenia miodéw. Poréwnujgc wyniki uzy-
skane ze spektroskopii UV-VIS oraz spektroskopii emisyjnej, mozna wnioskowac, ze
widma emisyjne sg bardziej wrazliwe (czute) na rdznice wystepujace pomiedzy réznymi
gatunkami miodow. Dla wybranych 3 grup udato si¢ obliczy¢ parametr (stosunek inten-
sywnosci pasm przy dtugosciach fal 310 nm i 365 nm), ktory pozwala kwalifikowaé produkt
do okreslonej grupy. W tym najwyrazniej uwidacznia si¢ to dla grupy miodow Manuka.

Uzyskane wyniki wskazujg na to, ze metoda pozwoli na opracowanie szybkiej 1 sku-
tecznej analizy miodu oraz wykrywanie ewentualnych zafatszowan.

Badaniom poddano 20 probek miodow, z czego 1 (M18) odbiegata od przyporzadko-
wanej grupy, za$ dla pozostatych 19 probek mozna byto potwierdzi¢ przynalezno$é do
danej grupy.
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Opracowywanie alternatywnej metody identyfikacji miodow
Opracowywanie alternatywnych metod identyfikacji miodow

Streszczenie

Midd jest rozpoznawany na catym §wiecie ze wzgledu na wysoka warto$¢ odzywcza. Tradycyjnie byt stoso-
wany przez Egipcjan, Grekow, Rzymian czy Chinczykéw w leczeniu ran i chorobach jelit, w tym wrzodach
zoladka, stosowany jako lek na kaszel, bol gardta, a takze uszu. W Indiach miod lotosowy byt tradycyjnie
wykorzystywany mi¢dzy innymi w leczeniu infekcji oczu. Oprocz stosowania zewnetrznego uzytkowany
byt takze wewngtrznie — jako zywno$¢ funkcjonalna dostarczajgca energii i pozywienia w celu wzmocnienia
organizmu. Dzigki wielu korzystnym wtasciwosciom miod jest produktem drogim i staje si¢ celem zafatszo-
wan. Dlatego tez niezwykle waznym aspektem jest opracowanie metod analitycznych pozwalajacych na
doktadne i precyzyjne réznicowanie pochodzenia miodu.

Metody spektroskopowe sg powszechnie stosowane i skuteczne w ocenie jakosci produktow zywnosciowych.
Metody te wyrdzniaja si¢ doktadnoscia, szybkoscia wykonania analizy oraz przygotowania probek. W ostat-
nich latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na spektroskopig¢ fluorescencyjna w celu okreslenia sktadu czy
pochodzenia produktow spozywczych. W literaturze naukowej jest bardzo mato informacji na temat zastoso-
wania metod spektroskopowych do okreslenia jakosci oraz pochodzenia miodow. Wstgpne badania pokazaty,
ze spektroskopia emisyjna oraz UV-VIS mogg by¢ skuteczng alternatywa dla metod konwencjonalnych.
Celem pracy byto opracowanie szybkich i jednocze$nie doktadnych metod identyfikacji oraz wykrywania
zafalszowan w miodach.

Stowa kluczowe: spektroskopia, zafatszowania, identyfikacja miodow

Development of alternative methods for identifying honeys

Abstract

Honey is recognized all over the world for its high nutritional value. Traditionally, it was used by Egyptians,
Greeks, Romans or Chinese to heal wounds and intestinal diseases, including stomach ulcers. Used as a medi-
cine for cough, sore throat and ears. In India, lotus honey has traditionally been used, among other things, to
treat eye infections. In addition to external use, it was also used internally, as a functional food, providing
energy and food to strengthen the body. Thanks to its many beneficial properties, honey is an expensive
product and becomes the target of adulteration. Therefore, an extremely important aspect is the development
of analytical methods allowing for accurate and precise differentiation of honey origin.

Spectroscopic methods are a commonly used and effective method in assessing the quality of food products.
These methods are distinguished by accuracy, speed of analysis and sample preparation. In recent years,
more and more attention has been paid to fluorescence spectroscopy in order to determine the composition
or origin of food products. There is very little information in the scientific literature on the use of spectro-
scopic methods to determine the quality and origin of honey. Preliminary studies have shown that emission
spectroscopy and UV-VIS can be an effective alternative to conventional methods.

The aim of the work was to develop fast and at the same time accurate methods for identifying and detecting
adulteration in honey.

Keywords: spectroscopy, falsification, identifications of honeys
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Immunohistochemiczna ocena ekspresji wybranych
enzymow antyoksydacyjnych w najadrzu szczurow
szczepu Wistar otrzymujacych olow i cynk

1. Wstep

Wytworzone przez jadro plemniki nie s3 w pelni dojrzatymi gametami, a zdolnos¢
do zaptodnienia komorki jajowej zyskujg dopiero po okoto 10-dniowym pasazu przez
najadrze [1, 2]. Narzad ten nie jest jedynie rezerwuarem plemnikow, poniewaz podczas
procesu najadrzowego dojrzewania meskie komorki rozrodcze ulegajg zmianom funk-
cjonalnym, co sprawia, ze prawidlowe funkcjonowanie najadrza jest niezbednym ele-
mentem meskiej ptodnosci [1, 2].

1.1. Budowa najadrza

Na podstawie badan morfologicznych i histologicznych najadrze podzielono na glowe,
trzon i ogon. Sci$le potaczona z jadrem glowa najadrza stanowi najgrubsza jego czesé,
przechodzi ona w trzon najadrza, lezacy na tylnym brzegu jadra [1, 2], ktérego przedtu-
zeniem jest ogon najadrza [2].

1.2. Reaktywne formy tlenu a uklad rozrodczy

Zaburzenie rownowagi mig¢dzy produkcjg reaktywnych form tlenu (RFT) a ich elimi-
nacja w procesach antyoksydacyjnych (na korzys$¢ stanu prooksydacyjnego) nosi nazwe
stresu oksydacyjnego [3-5].

Potencjalnymi zrédtami RFT w nasieniu sg same plemniki oraz wystepujace w nim,
glownie w stanach patologicznych, leukocyty [6, 7]. RFT charakteryzuja si¢ dualno$cia —
w matych st¢zeniach odgrywaja wazng, pozytywna rol¢ w fizjologii plemnika [2, 6, 7].
W zbyt wysokim stezeniu prowadza natomiast do stresu oksydacyjnego, ktory moze
uszkadza¢ DNA plemnikéw oraz utlenia¢ biatka blonowe, konsekwencja czego moze
by¢ zmiana morfologii plemnikéw, spadek ich ruchliwo$ci i przezywalno$ci, co znaczaco
wplywa na potencjat zaptadniajacy [6, 8, 9].

Najadrze zapewnia optymalne warunki dla dojrzewania i magazynowania plemnikow,
m.in. poprzez ich ochrong przed atakiem oksydacyjnym, za sprawg miejscoweg0 dzia-
fania przeciwutleniaczy [2, 10]. Eliminacja reaktywnych form tlenu odbywa si¢ na drodze
enzymatycznej i nieenzymatycznej [3-5, 8, 10, 11]. System nieenzymatyczny stanowia
substancje niskoczasteczkowe, takie jak: kwas askorbinowy (witamina C), a-tokoferol
(witamina E), B-karoten (witamina i prowitamina A), a takze glutation w stanie zreduko-
wanym (GSH) [3-5, 11]. Enzymatyczng ochrone antyoksydacyjng zapewniajg m.in.
enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa oraz reduktaza
glutationowa [4, 6, 7, 9-12].
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Pomorski Uniwersytet Medyczny.

2 irena.baranowska.bosiacka@pum.edu.pl, Katedra Biochemii i Chemii Medycznej, Wydziat Medycyny i Stoma-
tologii, Pomorski Uniwersytet Medyczny.

3 agnieszka.kolasa@pum.edu.pl, Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii, Wydziat Medycyny i Stomatologii,
Pomorski Uniwersytet Medyczny.

158



Immunohistochemiczna ocena ekspresji wybranych enzymow antyoksydacyjnych
w najqdrzu szczurow szczepu Wistar otrzymujgcych otow i cynk

1.3. Enzymy o dzialaniu antyoksydacyjnym

1.3.1. Dysmutaza ponadtlenkowa

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide dismutase) katalizuje dysmutacjg
anionorodnika ponadtlenkowego (O™,) do nadtlenku wodoru (H20>) i tlenu (O2) [3-6,
11, 12]. Dysmutaza ponadtlenkowa wraz z katalazg i peroksydaza glutationowa tworza
zintegrowany system antyoksydacyjny zwany triadg antyoksydacyjna [3, 7, 12,]. Dysmu-
taza ponadtlenkowa wystepuje w 3 izoformach, kodowanych przez odmienne geny. Wy-
roznia si¢: SOD-1 — homodimer, w ktérego centrum aktywnym wystepuje miedz i cynk,
SOD-2 — tetramer, w ktorego centrum aktywnym zlokalizowany jest mangan, a takze
SOD-3 — tetramer zawierajacy w swojej czasteczce atomy miedzi i cynku [12].

1.3.2. Katalaza

Katalaza (CAT, ang. catalase) to enzym odpowiedzialny za rozktad nadtlenku
wodoru do wody i tlenu czasteczkowego [3, 4, 8, 11, 12].

1.3.3. Peroksydaza glutationowa

Peroksydaza glutationowa (GPX, ang. glutathione peroxidase) jest enzymem uczest-
niczacym w redukcji H20,, czemu towarzyszy utlenienie zredukowanego glutationu [8,
11, 13]. Wykazano kilka izoenzyméw GPX. GPX-5 jest sekrecyjng formg enzymu specy-
ficzna tylko 1 wyltacznie dla najadrza [7, 8, 13]. W najadrzu ulegaja ekspresji takze GPX-1,
GPX-3i GPX-4[7, 8, 13].

1.3.4. Reduktaza glutationowa

Reduktaza glutationowa (GR, ang. glutathione reductase) jest nierozerwalnie zwigzana
z aktywnoscig peroksydazy glutationowej. Enzym ten odtwarza zredukowang forme
glutationu jako zrodto elektronéw, wykorzystujac NADPH [3, 4, 6, 8, 11].

1.4. Wplyw olowiu i cynku na organizm czlowieka

Otow (ang. lead) jest szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie metalem cigzkim
[14, 15]. Pomimo wysokiej toksycznosci — wceigz znajduje zastosowanie w wielu gateziach
przemyshu. Do tej pory nie wykazano jakiegokolwiek pozytywnego wptywu otowiu na
organizm cztowieka, ponadto nie istnieje poziom progowy szkodliwego dziatania oto-
Wiu — jest on toksyczny w kazdym st¢zeniu [8, 15].

Cynk (ang. zinc) jest mikroelementem niezbednym do prawidlowego wzrostu
i rozwoju ssakow. Warunkuje on prawidtowe funkcjonowanie uktadu odpornosciowego,
oddechowego i rozrodczego. Uczestniczy w eliminacji RFT, a takze znosi toksyczne
dziatanie otowiu na organizm cztowieka [16, 17].

Wiele badan dowodzi antagonistycznego charakteru relacji pomi¢dzy cynkiem i oto-
wiem [18-24]. Pierwiastki te wspotzawodnicza ze sobg w procesie wchtaniania jelitowego
[18-24]. Metale te konkurujg takze podczas transportu do komorek (ktory odbywa si¢ przy
udziale metalotionein) oraz podczas ich wydalania [25].

2. Cel pracy

Ze wzgledu na relatywnie dluga obecnos¢ plemnikow w najadrzu — moga one ulegac
oddziatywaniu wielu substancji toksycznych [8, 13]. Badania prowadzone w Katedrze
I Zaktadzie Histologii i Embriologii PUM wykazaly, ze indukowane otowiem zmiany
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morfologiczne komorek nabtonkowych najadrza oraz stres oksydacyjny wplywaja na
ilo§¢ 1 stan obecnych tam plemnikow [8, 13, 15, 26-28]. Cynk natomiast uczestniczy
W eliminacji reaktywnych form tlenu, a takze znosi toksyczne dziatanie otowiu na orga-
nizm cztowieka [16, 17, 25].

W pracy tej wykorzystana zostala postnatalna ekspozycja szczuréw szczepu Wistar
na olow, cynk i otow plus cynk celem oceny zmiany ekspresji enzymow antyoksyda-
cyjnych najadrza. Oceny tej dokonano metoda immunohistochemiczng z zastosowaniem
pierwszorzedowych przeciwciat swoistych dla badanych enzymoéw (SOD-1, CAT, GPX5,
GR). Celem niniejszej pracy byto ustalenie, czy w odniesieniu do warunkow kontrolnych
przewlekta, postnatalna intoksykacja otowiem wptywa na poziom badanych enzyméw
o dziataniu antyoksydacyjnym oraz czy cynk znosi wptyw otowiu na ekspresje¢ poszcze-
golnych enzymow antyoksydacyjnych najadrza.

3. Materialy i metody

Badania przeprowadzone zostaly na materiale archiwalnym, tj. tkankach zatopionych
w bloczkach parafinowych. Doswiadczenie prowadzone bylo na modelu zwierzecym
zgodnie z uchwatg nr 32/2012 Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzgtach.

Zdrowe samce szczurow szczepu Wistar pochodzity z hodowli Instytutu Medycyny
Pracy w Lodzi. W trakcie doswiadczenia zwierzeta przebywaly w zwierzetarni Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w temperaturze pokojowej, w 12-godzinnym cyklu dobo-
wym (D/N : 12h/12h). Szczury miaty swobodny dostep do paszy Murigran (Wytwornia
Koncentratow i Mieszanek Paszowych ,,Agropol”) i wody ad libitum.

Samce 6-8-tygodniowe podzielone zostaly w sposob losowy na 4 grupy doswiad-
czalne wg schematu przedstawionego w tabeli 1.

Tabela 1. Model doswiadczalny

Grupa Suplementacja
Kontrola woda do picia ad libitum
Pb 0,1% octan otowiu (CHsCOO),Pb w wodzie do picia ad libitum
Zn 300 mg ZnCOg/kg diety
Pb + Zn 0,1% octan otowiu (CH3sCOO),Pb w wodzie do picia ad libitum
oraz 300 mg ZnCOs/kg diety

Zrédto: opracowanie wiasne.

Po 4 tygodniach eksperymentu zwierzeta poddano narkozie pentobarbitalem sodu
zaaplikowanym dootrzewnowo w dawce 200 mg/kg masy ciata w celu pobrania tkanek,
w tym najadrzy.

3.1. Wykonanie preparatéw histologicznych i przygotowanie do reakcji
immunohistochemicznej

Od 5 uspionych szczuroéw z kazdej opisanej powyzej grupy wypreparowano najadrza,
ktore utrwalono w ptynie Bouin’a, po czym zatopiono je w parafinie. Przy uzyciu mikro-
tomu rotacyjnego (MICROM HM 340E, Thermo Fisher Scientific, Walldorf, Niemcy)

wykonano skrawki seryjne o grubosci 3-5 um. Nastepnie preparaty zostaly poddane
odparafinowaniu i nawodnieniu.
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3.2. Reakcja immunohistochemiczna

W celu oceny ekspresji enzymow antyoksydacyjnych wykonana zostata reakcja immu-
nohistochemiczna (IHC). Odparafinowane skrawki byly gotowane w buforze cytrynia-
nowym o pH = 6,0 w kuchence mikrofalowej (2 x 5 min; 750 W) w celu odstonigcia
determinant antygenowych i ulatwienia przenikania przeciwciata. Wystudzone preparaty
przeptukano 3-krotnie buforem PBS (ang. phosphate-buffered saline) o pH = 7,4. Kolej-
nym etapem bylo natozenie na tkanki przeciwcial pierwszorzedowych przeciwko:

e dysmutazie ponadtlenkowej — poliklonalne krolicze anty-SOD-1 (FL-154; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, nr katalogowy: sc-11407), stezenie
koncowe 1 : 300;

e katalazie — poliklonalne krolicze anty-CAT (H-300; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA, nr katalogowy: sc-50508), stezenie koncowe 1 : 300;

o peroksydazie glutationowej — monoklonalne mysie anty-GPX-5 (D-2; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, nr katalogowy: sc-376877), stezenie kon-
cowe 1 : 300;

o reduktazie glutationu — monoklonalne mysie anty-GR (A-5; Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz, CA, USA, nr katalogowy: sc-133136), stezenie koncowe 1 : 300.
Preparaty inkubowano z ww. przeciwciatami w komorze wilgotnej w 4°C przez 24 h.

Nastepnego dnia preparaty doprowadzone do temp. pokojowej 2-krotnie (po 5 min)

przeplukano buforem PBS. Do wizualizacji miejsca przylgczenia si¢ przeciwciata do

antygenu wykorzystano zestaw Dako LSAB + System-HRP (DakoCytomation, Glostrup,

Denmark, nr katalogowy: K0679) opierajacy sie na reakcji awidyna-biotyna-peroksy-

daza chrzanowa z diaminobenzydyna (DAB) jako chromogen, wedtug dotgczonej ulotki

producenta. Przeptukane wodg preparaty podbarwiono hematoksylina.

Kontrole negatywng wykonano z pomini¢ciem etapu inkubacji z przeciwciatami
pierwszorzedowymi. Pozytywny efekt reakcji immunohistochemicznej obserwowano
W mikroskopie $wietlnym Leica DM5000B (Leica, Wetzlar, Germany) i identyfikowano
jako obszar w komorce/tkance o brazowym kolorze. W zwigzku z tym nat¢zenie brazowego
zabarwienia stanowi og6lng informacj¢ o immunoekspresji i immunolokalizacji badanych
biatek w tkance.

Opis stowny poziomu ekspresji enzymow wyrazony zostal w 6-stopniowej skali:
(++++) — bardzo intensywna reakcja, (+++) — intensywna reakcja, (++) — umiarkowana
reakcja, (+) — staba reakcja, (+/—) — znikoma reakcja, (—) — brak reakcji.

4. Wyniki

4.1. Immunoekspresja i immunolokalizacja badanych enzymoéw
W przewodzie glowy najadrza

W komorkach nablonkowych glowy najadrza szczuréw poszczegdlnych grup do-
$wiadczalnych (Kontrola, Pb, Zn, Pb + Zn) wykazano obecno$¢ badanych enzymow,
ktorych nasilenie ekspresji przedstawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Poziom immunohistochemicznej ekspresji badanych enzymoéw antyoksydacyjnych (SOD-1, CAT,

GPX-5, GR) w komorkach nablonkowych przewodu glowy najadrza

GLOWA
NAJADRZA SOD-1 CAT GPX-5 GR
Kontrola ++ ++ +- +
Pb + +/— ++ ++++
Zn ++++ +++ +/— ++
Pb + Zn ++ +/— + +++

(++++) — bardzo intensywna reakcja, (+++) — intensywna reakcja, (++) — umiarkowana reakcja, (+) — staba
reakeja, (+/-) — znikoma reakeja, (—) — brak reakcji
Zrodlo: opracowanie whasne.

W probkach glowy najadrza inkubowanych bez przeciwcial pierwszorzedowych,
stanowigcych kontrole swoistosci reakcji ITHC, nie obserwowano barwnego produktu.

4.1.1. Dysmutaza ponadtlenkowa w glowie najadrza

W komorkach nablonkowych gtowy najadrza szczurow grupy kontrolnej ekspresja
SOD-1 wykazywata umiarkowany poziom ekspresji i przebiegata w sposob dyfuzyjny
przez cala cytoplazme komorki z lekkim umocnieniem w apikalne;j jej czesci (fot. 1 A;
czerwone strzalki).

W komérkach nablonka szczuréw otrzymujacych oldow obserwowano znikoma
immunoekspresje tego enzymu i miata ona charakter dyfuzyjny (fot. 1 B), podobnie jak
w kontroli, mocniej zaznaczony apikalnie (fot. 1 B; czerwone strzatki).

Natomiast w grupie suplementowanej cynkiem intensywnos¢ reakcji IHC byta bardzo
wysoka, data silny immunopozytywny odczyn wystgpujacy w obrgbie catej cytoplazmy,
szczegolnie intensywny w czesci przypodstawnej komorki (fot. 1 C; niebieskie strzatki).

W skrawkach histologicznych zwierzat otrzymujacych otow oraz cynk ekspresja
SOD-1, podobnie jak w grupie kontrolnej, wystapita na umiarkowanym poziomie, dyfu-
zyjnie w calej cytoplazmie, lecz byta mocniej zaznaczona okotojadrowo (fot. 1 D; zielona
strzatka).

W kazdej z grup doswiadczalnych jadra komorkowe byly immunonegatywne pod
wzgledem ekspresji SOD-1.

Obecne w przewodzie plemniki rowniez wykazywaty dodatni odczyn reakcji na
obecnos¢ SOD-1 (fot. 1 A-D; czarne gwiazdki).

4.1.2. Katalaza w glowie najadrza

W komorkach nabtonkowych glowy najadrza szczuréw kontrolnych odnotowano cyto-
plazmatyczng, umiarkowang immunoekspresj¢ CAT o charakterze dyfuzyjnym (fot. 1 E).
W grupie otrzymujacej oldw wykazano nizszg w odniesieniu do grupy kontrolnej,

ale takze dyfuzyjna, ekspresje katalazy (fot. 1 F).

Natomiast suplementacja cynkiem spowodowata uchwytny wzrost immunoekspresji
tego enzymu, szczegélnie intensywnie byl on zaznaczony w przypodstawnej czesci
komorki (fot. 1 G; niebieskie strzalki).

W prébkach pobranych od szczuréw otrzymujacych zaréwno Pb, jak i Zn obserwo-
wano dyfuzyjna, znikoma reakcje IHC (fot. 1 H) o poziomie natgzenia zblizonym do
poziomu natgzenia ekspresji tego enzymu w grupie otrzymujacej jedynie otow (fot. 1 F).
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W kazdej z grup badanych jadra komoérkowe byly immunonegatywne pod wzgledem
ekspresji CAT.
Obecne w przewodzie gtowy najadrza plemniki wykazywaty dodatni odczyn reakcji
na obecnos¢ katalazy (fot. 1 E-H; czarne gwiazdki).

Glowa najadrza

SOD 1

Kontrola

Pb

Zn

Pb+Zn

Fotografia 1. Immunohistochemiczna ocena ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej (SOD-1) (A—D)
oraz katalazy (CAT) (E-H) w komoérkach nabtonkowych glowy najadrza szczuréw kontrolnych (A, E)
intoksykowanych ofowiem (B, F), suplementowanych cynkiem (C, G) oraz intoksykowanych otowiem
w obecnosci cynku (D, H). Kontrola swoisto$ci reakcji immunohistochemicznej ()

Zrédto: opracowanie wiasne.
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4.1.3. Peroksydaza glutationowa w glowie najadrza

Ekspresje GPX5 obserwowano w apikalnej czgéci komorek nabtonkowych glowy
najadrza wszystkich badanych grup (fot. 2 A-D; czerwone strzalki), natomiast jadra ko-
moérkowe byly immunonegatywne pod wzgledem badanego enzymu. Wzoér immunoloka-
lizacji GPX5 byt podobny we wszystkich grupach, roznit si¢ jedynie poziomem ekspresji.

W komorkach nabtonkowych glowy najadrza szczuréw grupy kontrolnej (fot. 2 A),
jak i grupy suplementowanej cynkiem (fot. 2 C) poziom rekcji immunohistochemicznej
byt dos¢ niski.

W komoérkach nabtonkowych szczurow eksponowanych na otéw (fot. 2 B) ekspresja
GPXS5 bylta nieznacznie wyzsza niz w grupie kontrolnej (fot. 2 A) i grupie otrzymujacej
cynk (fot. 2 C).

W grupie doswiadczalnej eksponowanej na Pb i Zn immunoekspresja GPX5 wyka-
zywata nasilenie (fot. 2 D) podobne do grupy otowiowe;j (fot. 2 B).

Obecne w przewodzie glowy najadrza plemniki wykazywaty dodatni odczyn reakcji
na obecno$¢ sekrecyjnej formy peroksydazy glutationowej (fot. 1 A-D; czarne gwiazdki).

4.1.4. Reduktaza glutationu w glowie najadrza

W warunkach kontrolnych GR wykazuje znikomg ekspresje w komorkach nabtonko-
wych przewodu glowy najadrza, i raczej zlokalizowang okotojadrowo (fot. 2 E; zielone
strzatki).

Ekspozycja na otdéw spowodowata znaczny wzrost poziomu immunoekspresji GR
0 charakterze dyfuzyjnym, jak rbwniez z nasileniem w obrebie strefy okotojadrowej (fot.
2 F; zielone strzatki). W tej grupie badanej czg$¢ jader komorkowych wykazywata
obecnos¢ reduktazy glutationu (fot. 2 F; zotte strzatki).

W najadrzowych komdrkach nablonkowych szczurow suplementowanych cynkiem
intensywno$¢ reakcji IHC byta umiarkowana, jednakze zdecydowanie intensywniejsza
w czg$ci przypodstawnej komorki (fot. 2 G; niebieskie strzatki).

W prébkach pobranych od zwierzat otrzymujacych Pb + Zn odnotowano intensywna
immunoekspresje GR o charakterze okotojadrowym (fot. 2 H; zielone strzatki) i adlumi-
nalnym (fot. 2 H; czerwone strzatki).

Obecne w przewodzie glowy najadrza plemniki nie wykazywaty immunoekspresji
reduktazy glutationu (fot. 2 E-H; biate gwiazdki).
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Glowa najadrza

GPX5

Kontrola

Pb

Zn

Pb+Zn

ﬁ o U 9" o !
Fotografia 2. Immunohistochemiczna ocena ekspresji peroksydazy glutationowej (GPX-5) (A—D)
oraz reduktazy glutationu (GR) (E—H) w komorkach nabtonkowych gtowy najadrza szczuréw kontrolnych
(A, E) intoksykowanych otowiem (B, F), suplementowanych cynkiem (C, G) oraz intoksykowanych otowiem
w obecnosci cynku (D, H). Kontrola swoistosci reakcji immunohistochemicznej (T)
Zrodto: opracowanie whasne.

4.2. Immunoekspresja i immunolokalizacja badanych enzyméw
W przewodzie ogona najadrza

W obrebie tych samych grup doswiadczalnych kierunek zmian ekspresji enzymow
antyoksydacyjnych w ogonie najadrza przebiegal w sposob bardzo podobny do tych
wystepujacych w glowie najadrza. Immunoekspresja w najadrzowych komoérkach na-
blonkowych przebiegata z natgzeniem opisanym w tabeli 3.
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Tabela 3. Poziom immunohistochemicznej ekspresji badanych enzymoéw antyoksydacyjnych (SOD-1, CAT,

GPX-5, GR) w komorkach nablonkowych przewodu ogona najadrza

OGON

NAJADRZA SOD-1 CAT GPX-5 GR
Kontrola +H++ + +- -
Pb + +/— ++ ++++
Zn +++ + +— +
Pb + Zn ++ +/— + ++

(++++) — bardzo intensywna reakcja, (+++) — intensywna reakcja, (++) — umiarkowana reakcja, (+) — staba
reakeja, (+/-) — znikoma reakeja, (—) — brak reakcji
Zrodlo: opracowanie whasne.

W prébkach ogona najadrza inkubowanych bez przeciwciat pierwszorzgdowych, sta-
nowiacych kontrolg swoistosci reakcji immunohistochemicznej, nie obserwowano barw-
nego produktu.

4.2.1. Dysmutaza ponadtlenkowa w ogonie najadrza

W komorkach nabtonkowych ogona najadrza zwierzat kontrolnych obserwowano
bardzo intensywny immunopozytywny odczyn, wystepujacy w catej cytoplazmie, prze-
staniajgcy jadra komorek (fot. 3 A).

W tkankach pochodzacych od szczuréw otrzymujacych otdow poziom immuno-
ekspresji SOD-1 byt niski i objawiat si¢ w sposob dyfuzyjny przez cata cytoplazme ko-
morek nabtonkowych (fot. 3 B); jadra koméorkowe byly immunonegatywne.

W komorkach nablonkowych ogona najadrza szczurow bedacych w grupie suple-
mentowanej cynkiem ekspresja SOD-1 byta takze dyfuzyjna, ale wyzsza (fot. 3 C) niz
u zwierzat otrzymujacych Pb (fot. 3 B), jednakze nizsza w odniesieniu do ekspresji
SOD-1 u zwierzat kontrolnych (fot. 3 A).

W komorkach nabtonkowych ogona najadrzy pobranych od szczuréw otrzymujacych
Pb + Zn odnotowano umiarkowang immunoekspresje SOD-1 o charakterze dyfuzyjnym
przez calg cytoplazmg (fot. 3 D); jadra komorkowe nie wykazywaty ekspresji tego enzymu.

We wszystkich grupach badanych (kontrola, Pb, Zn, Pb+Zn), obecne w przewodzie
najadrza plemniki byty SOD1-pozytywne (fot. 3 A-D; czarne gwiazdki).

4.2.2. Katalaza w ogonie najadrza

W komorkach ogona najadrza zwierzat grupy kontrolnej (fot. 3 E), jak i otrzymujace;j
cynk (fot. 3 G) cytoplazmatyczna i dyfuzyjna ekspresja CAT byta staba.

W grupie szczurow eksponowanych na otow (fot. 3 F) oraz otow i cynk (fot. 3 H)
reakcja IHC w komorkach nabtonkowych byta znikoma i takze miata charakter dyfuzyjny.

Jadra komérkowe we wszystkich grupach doswiadczalnych byty immunonegatywne
pod wzgledem obecnosci katalazy.

We wszystkich grupach badanych obecne w przewodzie ogona najadrza plemniki nie
wykazywaty obecnosci CAT (fot. 3 E-H; biate gwiazdki).
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Ogon najadrza

Kontrola

Pb

Zn

Pb+ Zn

Fotografia 3. Immunohistochemiczna ocena ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej (SOD-1) (A—D)
oraz katalazy (CAT) (E-H) w komorkach nabtonkowych ogona najadrza szczuréw kontrolnych (A, E)
intoksykowanych otowiem (B, F), suplementowanych cynkiem (C, G) oraz intoksykowanych otowiem

w obecnosci cynku (D, H). Kontrola swoisto$ci reakcji immunohistochemicznej (1)
Zrédto: opracowanie wiasne.
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4.2.3. Peroksydaza glutationowa w ogonie najadrza

W komorkach ogona najadrza szczuréw kontrolnych wykazano znikomg dyfuzyjna
ekspresj¢ GPXS oraz brak obecnosci tego enzymu w jadrach komorkowych (fot. 4 A).

W skrawkach pochodzacych od zwierzat eksponowanych na oldow obserwowano
umiarkowane natezenie immunoekspresji GPX5, wystepujace w catej cytoplazmie (fot.
4 B); jadra komorkowe byly immunonegatywne.

Komorki nablonkowe najadrzy szczuréw suplementowanych cynkiem wygladaty na
immunonegatywne badZ na bardzo stabo immunopozytywne (fot. 4 C).

W probkach pochodzacych od szczuréw grupy otrzymujacej Pb + Zn reakcja IHC
byta nieznacznie silniejsza (fot. 4 D) niz ta w grupie kontrolnej (fot. 4 A), jednak stabsza
niz w grupie otrzymujacej otow (fot. 4 B). Jadra komorkowe byly wyraznie immuno-
negatywne pod wzgledem ekspresji GPX5 (fot. 4 D).

Obecne w $wietle przewodu ogona najgdrza plemniki byty GPX5-dodatnie tylko
w grupach Pb, Zn, Pb + Zn (fot. 4 B-D; czarne gwiazdki).

4.2.4. Reduktaza glutationu w ogonie najadrza

Reduktaza glutationu nie wykazywata ekspresji w wickszosci komorek nabtonkowych
ogona najadrza szczuréw kontrolnych, nieliczne byty stabo immunpozytywne (fot. 4 E).

Ekspozycja zwierzat na otéw spowodowata bardzo wyrazny wzrost immunoekspresji
tego enzymu w komorkach nabtonkowych ogona (fot. 4 F), gdzie reakcja IHC w cyto-
plazmie byta bardzo intensywna i przystaniata jadra komorkowe.

W skrawkach pobranych od zwierzat suplementowanych cynkiem oraz otrzymujgcych
olow wraz z cynkiem komorki nablonkowe wykazywaly odpowiednio staba (fot. 4 G)
i umiarkowang (fot. 4 H) ekspresj¢ GR o charakterze dyfuzyjnym oraz brak ekspresji tego
enzymu w jadrze komorkowym.

We wszystkich grupach badanych obecne w przewodzie plemniki nie wykazywaty
immunoekspresji GR (fot. 4 E-H; biate gwiazdki).
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Ogon najadrza

GPXS

Kontrola

Pb

Zn

Pb+ Zn

Fotografia 4. Immunohistochemiczna ocena ekspresji peroksydazy glutationowej (GPX-5) (A—D)

oraz reduktazy glutationu (GR) (E-H) w komorkach nabtonkowych ogona najadrza szczuréw kontrolnych
(A, E) intoksykowanych otowiem (B, F), suplementowanych cynkiem (C, G) oraz intoksykowanych otowiem

w obecnosci cynku (D, H). Kontrola swoisto$ci reakcji immunohistochemicznej (I)
Zrddto: opracowanie wiasne.

5. Whioski i dyskusja

Prowadzone w niniejszej pracy badania wykazaty, ze 4-tygodniowa ekspozycja szczu-
row szczepu Wistar na 0,1% octan otowiu ((CH3COO).Pb) wptyng¢ta na aktywnosc
wszystkich analizowanych enzymoéw (SOD-1, CAT, GPX-5, GR), ponadto w obrgbie
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tych samych grup do§wiadczalnych (Pb, Zn oraz Pb + Zn) kierunek zmian ekspresji
enzymow antyoksydacyjnych w ogonie najadrza przebiegat w sposob dos¢ analogiczny
do tych wystepujacych w gtowie najadrza. W niniejszym badaniu intoksykacja olowiem
spowodowata uchwytny spadek ekspresji SOD-1 i CAT w komorkach nabtonkowych
przewodu glowy i ogona najadrza oraz wzrost ekspresji GPX-5 i GR rowniez wzdtuz
catego przewodu najadrza w odniesieniu do grupy kontrolnej. Uzyskane przez nas wyniki
dotyczace SOD i CAT korelujg z badaniami Batra i wsp. [29], ktorzy wykazali spadek
aktywnos$ci SOD i CAT w jadrach szczuréw po 3-miesigcznej intoksykacji otowiem (50
mg (CHsCOO); Pb/kg m.c.). Takze ekspozycja samic szczurdw na otdw w trakcie cigzy
i laktacji spowodowata obnizenie aktywnosci SOD i CAT w jadrze i glowie najadrzy
zwierzat potomnych [30]. Podobne wyniki uzyskali Apaydin i wsp. [31], ktérzy u szczu-
réw eksponowanych na olow zauwazyli spadek aktywnosci SOD i CAT w najadrzu.
Doswiadczenie Marchlewicz [8] dotyczace ekspozycji szczuréw na 1% roztwoér octanu
otowiu wykazato spadek aktywnosci CAT w gltowie (o 88%) 1 ogonie najadrza (o 46%)
oraz wzrost aktywnosci GPX w glowie (o 58%) i ogonie najadrza (o 61%) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, co jest zgodne z wynikami niniejszej pracy, uwzgledniajacej podziat
przewodu na czesci. Wykazany w tej pracy wzrost ekspresji GPX-5 i GR w najadrzu
szczura narazonego na otdw jest prawdopodobnie spowodowany wyzszym zapotrze-
bowaniem na te enzymy antyoksydacyjne, wynikajacym z Pb-zaleznego wzrostu ste-
zenia H2O; 1 nadtlenkoéw lipidéw. Wzrost aktywnosci peroksydazy glutationowej jest
przypuszczalnie mechanizmem adaptacyjnym, obnizajagcym toksyczno$¢ otowiu. Uzyskany
w pracy wzrost immunoekspresji GPX-5 przy spadku CAT w komorkach nablonkowych
najadrza szczura intoksykowanego otowiem byt prawdopodobnie zwigzany ze wzro-
stem H,O; w tym narzadzie. Oba te enzymy antyoksydacyjne wykazujg réznice w stalej
Michaelisa w stosunku do nadtlenku wodoru. Zaktada sie, ze przy niskim stezeniu H,O;
za jego redukcje odpowiedzialna jest peroksydaza, natomiast przy wysokim — katalaza
[25]. Spadek ekspresji CAT i1 wzrost ekspresji GPX pozwala wnosié, ze stezenie H20;
po ekspozycji na otéw bylo na tyle wysokie, iz podstawowa wydajno§¢ GPX byla zbyt
niska (i musiata wzrosnac), lecz zbyt niskie, by doprowadzi¢ do wzrostu ekspresji CAT.
Podobnie jak w niniejszej pracy, wzrost aktywnosci GR w odpowiedzi na otow w swoich
badaniach uzyskat takze Howard [32], ktory wykazal, Ze u os6b narazonych na otow
aktywno$¢ GR erytrocytow jest 51% wyzsza, gdy poziom olowiu we krwi jest
w zakresie 41-70 pg/dL i az 94% wyzsza, gdy poziom otowiu we krwi jest wyzszy niz
71 pug/dL, w porownaniu do grupy kontrolnej. Wedhug autora wzrost aktywnosci reduktazy
glutationu jest forma mechanizmu zapobiegajacego redukcji grup sulthydrylowych przez
olow. Przeprowadzone barwienie immunohistochemiczne wykazato, ze cynk w wysokiej,
lecz nietoksycznej dawce (300 mg ZnCOs/kg diety) znosi wplyw otowiu na ekspresje
enzymo6w antyoksydacyjnych w komoérkach nabtonkowych glowy i ogona najadrza
szczura, prowadzac do wzrostu ekspresji SOD-1 i CAT oraz do spadku ekspresji GPX-
51 GR w porownaniu do grupy zwierzat intoksykowanych jedynie otowiem.

W tej pracy w sposob szczegdlny pochylono si¢ nad udziatem otowiu w procesach
wolnorodnikowych. Udowodniono, ze postnatalna ekspozycja na ten metal ciezki powo-
duje zmiang ekspresji enzymatycznych elementow bariery antyoksydacyjnej. Od wielu
lat badacze niemalze jednogltosnie wnioskuja, Ze stres oksydacyjny w narzadach uktadu
plciowego (jadro, najadrze), a takze w samym nasieniu skutkuje obnizeniem potencjatu
zaptadniajacego plemnikow, a za pogarszanie si¢ jakos$ci nasienia [33] moze odpowia-
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da¢ m.in. zanieczyszczenie srodowiska [34-36]. W niniejszej pracy odnotowano, ze cynk
znosi dziatanie olowiu na ekspresje enzymow antyoksydacyjnych w najadrzu szczura. Pro-
ces ten nie jest jednak do konca poznany i zanim suplementacja antyoksydantami, takimi
jest cynk, stanie si¢ rutynowym postepowaniem terapeutycznym w nieptodnosci meskiej
spowodowanegj stresem oksydacyjnym konieczne sg dalsze badania tego zagadnienia.
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Immunohistochemiczna ocena ekspresji wybranych enzymow antyoksydacyjnych
w najqdrzu szczurow szczepu Wistar otrzymujgcych otow i cynk

Immunohistochemiczna ocena ekspresji wybranych enzymoéw antyoksydacyjnych
w najadrzu szczuréw szczepu Wistar otrzymujacych oléw i cynk

Streszczenie

Ludzkie najadrze zapewnia optymalne warunki dla dojrzewania i magazynowania plemnikow, m.in. poprzez
ich ochrone przed atakiem oksydacyjnym za sprawa miejscowego dziatania przeciwutleniaczy. W najadrzu
enzymatyczng ochrong antyoksydacyjna zapewnia m.in. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza
glutationowa oraz reduktaza glutationowa. Ze wzglgdu na relatywnie dlugg obecnos¢ plemnikéw w najadrzu —
ulega¢ moga one oddzialywaniu wielu substancji toksycznych. Prowadzone od lat w Katedrze i Zaktadzie
Histologii i Embriologii PUM badania wykazaty, ze indukowane otowiem zmiany morfologiczne komorek
nablonkowych najadrza oraz stres oksydacyjny wptywaja negatywnie na ilo$¢ i jako$¢ obecnych tam plem-
nikow. W niniejszej badaniu wykorzystana zostata 4-tygodniowa postnatalna ekspozycja szczurow szczepu
Wistar na otéw, cynk oraz otow i cynk w celu odpowiedzi na pytania: czy w odniesieniu do warunkow
kontrolnych przewlekla intoksykacja olowiem wplywa na poziom badanych enzymow o dziataniu antyoksy-
dacyjnym, a takze czy cynk znosi wplyw olowiu na ekspresj¢ tych enzymoéw antyoksydacyjnych najadrza?
Oceny dokonano metoda immunohistochemiczng z zastosowaniem pierwszorzgdowych przeciwciat swoistych
dla badanych enzyméw. Immunoekspresj¢ oraz immunolokalizacj¢ oceniano w mikroskopie $wietlnym
W sposob jakosciowy, biorac pod uwage roznice w intensywnosci barwnego (brazowego) odczynu w miejscu
zaj$cia reakcji antygen-przeciwciato.

Na podstawie uzyskanych wynikéw udowodniono, ze przewlekta ekspozycja na otéw powoduje zmiang
ekspres;ji badanych enzymatycznych elementow bariery antyoksydacyjnej. Cynk natomiast znosi negatywny
wplyw otowiu na ekspresje tych enzymow.

Stowa kluczowe: najadrze, enzymy antyoksydacyjne, otlow, cynk

Immunohistochemical evaluation of antioxidant enzymes expression within
epididymis of Wistar rats supplemented by lead and zinc

Abstract

Human epididymis provides the optimal conditions for spermatozoa storage and maturation, during which
the local action of the antioxidant enzyme complex system protects the sperm cells from the oxidative stress.
In the epididymis enzymatic antioxidant defense is provided by, among others, superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase and glutathione reductase. For the reason that of spermatozoa relatively long presence
in the epididymis, they could be exposed to many toxic substances. The studies conducted at the Department
of Histology and Embryology of Pomeranian Medical University have shown that the lead induced
morphological changes of epidididymal epithelial cells and the oxidative stress has a negative effect on the
quantity and quality of the spermatozoa storaged in the epididymis. A four-week-long postnatal exposure of
Wistar rats to lead, zinc, and both lead and zinc has been used in this scientific experiment in order to answer
the questions: if, in relation to the control conditions, the chronic lead intoxication impacts the antioxidant
enzymes levels, and if zinc effectively reduces the impact of lead on the expression of these enzymes in
epididymis. The evaluation was made by using the immunohistochemical reaction with an application of the
specific primary antibodies against the examined enzymes. The immunoexpression and immunolocation was
assessed under the light microscope qualitatively, while taking into consideration the intensity of the colored
(brown) difference at the antigen-antibody reaction site. Basing on the results, it was proved that the chronic
exposure to lead causes the change of expression of the examined enzymatic elements of the antioxidant
barrier, whereas zinc lowers lead’s effect on the expression of these enzymes.

Keywords: epididymis, antioxidant enzymes, lead, zinc
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