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ABSTRACT

Transition metal nanoparticles (also called metal colloids or nanoclusters) are
ordered multi-atom sets characterized by a very small size, generally less than
20 nm. They are intermediate species between single atoms and crystals of macrosco-
pic dimensions [1�8]. Nanoparticles have been synthesized by a variety of methods.
The most common synthetic procedures involve chemical reduction of transition
metal salts or complexes. By the choice of reduction conditions (kind of the redu-
cing agent, type of the stabilizing agent and the elementary reaction parameters like
temperature and concentration) it is possible to obtain colloids showing different
particle sizes and morphologies. These two factors play a decisive role from the
point of view of catalytic activity of nanoclusters.

Palladium nanoparticles have been obtained by chemical reduction of PdCl2

aqueous solution using pyrogallol, hydrazine or chromium(II) acetate as the redu-
cing agent. All these systems have demonstrated a very high catalytic activity in
important carbon-carbon bond forming reactions (methoxycarbonylation, Heck and
Suzuki processes) carried out under mild conditions [48, 49]. Some of the C�C
coupling reactions have also been successfully catalyzed by nickel nanoparticles,
however they require more harsh conditions [65, 66].

Cobalt and iron nanoparticles present magnetic properties attractive for appli-
cation of these materials as removable electronic media of high capacity, as well as
biosensors or magnetic probes for biological imaging and therapeutic use [9, 18].
The extreme reactivity of nanoparticles, specifically towards oxygen and water, com-
plicates their synthesis, however it is also beneficial in catalytic applications
[16, 17]. Conversion of CO/H2 mixture to hydrocarbons, known as Fischer-Tropsch
synthesis, representing one of the most important routes to fuels production, is cata-
lyzed very effectively by iron and cobalt nanoparticles. Monometallic and bime-
tallic cobalt nanoparticles are excellent catalysts of Pauson-Khand type couplings
leading to cyclopentanones [17].

Keywords: metal nanoparticles, metal colloids, catalysis, C-C bond forming reac-
tions, Fischer-Tropsch process

S³owa kluczowe: nanocz¹stki metali, koloidy metali, kataliza, reakcje tworzenia
wi¹zañ C�C, reakcja Fischera-Tropscha
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WPROWADZENIE

Nanocz¹stki metali s¹ to uporz¹dkowane zespo³y wieloatomowe, odznaczaj¹ce
siê bardzo niewielkimi rozmiarami, stanowi¹ce formê po�redni¹ pomiêdzy pojedyn-
czymi atomami a kryszta³ami o makroskopowych rozmiarach [1�7]. Uk³ady tego
typu s¹ równie¿ nazywane nanoklasterami metalicznymi b¹d� koloidami [8].

Fizyczne oraz chemiczne w³a�ciwo�ci nanokoloidów ró¿ni¹ siê znacz¹co od
w³a�ciwo�ci kompleksów monomolekularnych lub tych samych chemicznie czy-
stych metali wystêpuj¹cych w postaci wiêkszych kryszta³ów lub agregatów. Istot-
nymi czynnikami determinuj¹cymi charakterystykê takich uk³adów jest zarówno
wielko�æ cz¹stek, jak i morfologia, rozumiana jako kszta³t i struktura powierzchni.
Powszechnie uwa¿a siê, ¿e swoj¹ wysok¹ reaktywno�æ nanocz¹stkowe klastery meta-
liczne zawdziêczaj¹ faktowi, i¿ du¿a czê�æ atomów znajduje siê na ich powierzchni.
Widaæ to chocia¿by na przyk³adzie przypadku modelowego (Rys. 1), gdzie kolejne
warstwy atomowe s¹ sukcesywnie upakowane wokó³ jednego atomu centralnego
[7]. Wraz ze wzrostem liczby atomów w cz¹stce spada ich udzia³ procentowy na
powierzchni, co w rezultacie mo¿e zmieniaæ charakter klastera. Jednak w rzeczywis-
to�ci cz¹stki metali przej�ciowych nie zawsze przyjmuj¹ idealne kszta³ty typowe
dla kryszta³ów, a uzyskiwana morfologia na ogó³ zale¿y znacz¹co od zastosowanej
metody syntezy.

 

Rysunek 1. Wyidealizowany schemat upakowania w nanoklasterze metalicznym, ka¿dy z atomów posiada
maksymaln¹ liczbê s¹siadów [7]

Figure 1. Idealized representation of metal nanocluster packing, each atom has the maximum number of
nearest neighbours [7]

Jednym z powodów ogromnego zainteresowania nanocz¹stkami, takich metali
jak Fe, Co i Ni, s¹ ich w³a�ciwo�ci magnetyczne, pozwalaj¹ce wykorzystaæ je
do wytwarzania magnetycznych sensorów i biosensorów oraz pamiêci komputero-
wych. Dostatecznie ma³e cz¹stki wykazuj¹ce w³a�ciwo�ci superparamagnetyczne
mog¹ znale�æ zastosowanie w obrazowaniu molekularnym i procesach bioseparacji
[9, 10]. Nanocz¹stki palladu znalaz³y ju¿ szerokie zastosowanie w wielu reakcjach
katalitycznych, zw³aszcza polegaj¹cych na tworzeniu nowych wi¹zañ C�C i wyko-
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rzystywanych do syntezy leków i zwi¹zków naturalnych [11, 12]. G³ówne reakcje
katalizowane przez nanocz¹stki kobaltu i ¿elaza polegaj¹ na tworzeniu i rozrywaniu
wi¹zañ C�C [9, 10]. S¹ to reakcje o fundamentalnym znaczeniu w procesach chemicz-
nych, od produkcji czystych paliw do wytwarzania nanorurek wêglowych. Wa¿n¹
reakcj¹, w której nanocz¹stkowe ¿elazo i kobalt znajduj¹ zastosowanie, jest proces
Fischera�Tropscha, w którym gaz syntezowy jest przetwarzany w wêglowodory.
Mo¿na w ten sposób otrzymaæ paliwo o liczbie oktanowej powy¿ej 70, a wiêc wy¿-
szej ni¿ w konwencjonalnych rafineriach. Paliwo to zawiera g³ównie wêglowodory
alifatyczne i jest pozbawione ewentualnych zanieczyszczeñ zwi¹zkami siarki.

1. SYNTEZA KOLOIDÓW METALI

W�ród metod otrzymywania nanocz¹stkowych koloidów metali wyró¿niæ mo¿na
dwa zasadnicze rodzaje technik: fizyczne oraz chemiczne. W przypadku metod
o charakterze fizycznym, dochodzi do bardzo silnego rozdrobnienia wiêkszych frag-
mentów metalicznych (zazwyczaj drog¹ typowo mechaniczn¹, na przyk³ad przy zasto-
sowaniu specjalnych m³ynów), podczas gdy u podstaw szeregu metod okre�lanych
mianem chemicznych le¿y proces zarodkowania, a nastêpnie wzrostu nanokryszta-
³ów [13], co mo¿na pokazaæ w sposób pogl¹dowy (Rys. 2).

Mimo ¿e podstawowym za³o¿eniem obu technik jest uzyskanie wysoce roz-
drobnionych uk³adów, to jednak metody fizyczne prowadz¹ zwykle do powstania
nanocz¹stek o do�æ szerokiej dystrybucji wielko�ci. Dodatkowo otrzymywane tym
sposobem koloidy, zawieraj¹ce niejednokrotnie du¿e cz¹stki (czêsto o rozmiarach
powy¿ej 20 nm), na ogó³ nie daj¹ siê przygotowywaæ powtarzalnie [14]. Oczywis-
tym skutkiem jest zmienna aktywno�æ takich uk³adów, w przypadku zastosowania
ich jako katalizatorów reakcji. Znacznie bardziej interesuj¹ce s¹ cz¹stki otrzymy-
wane na drodze chemicznej, gdzie w typowej redukcji jonów metali, w zale¿no�ci
od u¿ytego reduktora i warunków, mo¿na otrzymaæ nanokoloidy o oczekiwanej
morfologii i wielko�ci klasterów.

Synteza nanocz¹stek metali nieszlachetnych jest utrudniona du¿¹ reaktywno�ci¹
tych metali, przede wszystkim wzglêdem wody i tlenu, która powoduje, ¿e zamiast
metali czêsto otrzymuje siê materia³y tlenkowe. Du¿a reaktywno�æ nanocz¹stek jest
równocze�nie ich ogromn¹ zalet¹ umo¿liwiaj¹c¹ zastosowanie w katalizie, szcze-
gólnie w procesach, które biegn¹ w atmosferze beztlenowej i bezwodnej lub w atmos-
ferze redukuj¹cej [15�18].
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Rysunek 2. Schematyczna ilustracja metod otrzymywania nanocz¹stek metali: fizycznych i chemicznych [13]
Figure 2. Schematic illustration of metal nanoparticle preparation methods: physical and chemical [13]

1.1. CHEMICZNE OTRZYMYWANIE NANOCZ¥STEK

W�ród metod chemicznych, zwykle rozró¿nia siê trzy podstawowe techniki [4]:
redukcjê prostych soli metali b¹d� zwi¹zków metaloorganicznych, rozk³ad termiczny,
fotochemiczny lub sonochemiczny oraz kondensacjê par metali. Dodatkowo nale¿y
wymieniæ dosyæ nowatorsk¹ syntezê elektrochemiczn¹ [19, 20], która pozwala uzys-
kiwaæ wyj¹tkowo dobre rezultaty.

Chemiczna redukcja prostych soli pierwiastków przej�ciowych jest najstarsz¹
metod¹, umo¿liwiaj¹c¹ otrzymywanie metali w formie nanocz¹stkowej, na zero-
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wym stopniu utlenienia. Pierwsze udane syntezy tego rodzaju zwi¹zków przeprowa-
dzi³ jeszcze w 1857 roku Faraday [21]. Obecnie, pomimo tak d³ugiej historii, jest to
wci¹¿ najbardziej rozpowszechniona technika uzyskiwania uk³adów koloidalnych.
Na jej nieprzerwan¹ popularno�æ wp³ywa niew¹tpliwie prostota, ale równie¿ fakt,
¿e za pomoc¹ elementarnych parametrów reakcji (miêdzy innymi takich, jak tempe-
ratura, stê¿enie reagentów oraz rodzaj reduktora) mo¿na kontrolowaæ wielko�æ,
a tak¿e strukturê otrzymywanych nanocz¹stek metali.

Uzyskiwanie koloidów z roztworów soli metali przej�ciowych jest mo¿liwe przy
u¿yciu bardzo ró¿norodnych reduktorów. W�ród nich do�æ popularne s¹ proste alko-
hole pierwszo- lub drugorzêdowe, które pe³ni¹ w takim procesie podwójn¹ rolê:
rozpuszczalników oraz substancji redukuj¹cych metal � po znacznym podniesieniu
temperatury (najczê�ciej po doprowadzeniu do wrzenia). W trakcie tego typu reak-
cji, które zazwyczaj wymagaj¹ równie¿ obecno�ci wody, ¿eby by³y bardziej efek-
tywne, alkohol ulega utlenieniu do zwi¹zku karbonylowego, natomiast atomy metalu
stopniowo tworz¹ nanocz¹stki.

W praktyce, jako reduktory w syntezie nanocz¹stkowych koloidów metali przej�-
ciowych, stosowane s¹ alkohole alifatyczne, najczê�ciej metanol, etanol oraz propa-
nol. Przy ich wykorzystaniu otrzymywano miêdzy innymi koloidy metali, takich
jak: Au, Pt, Pd, oraz Rh [22�25]. Dla wielu przypadków znaleziono równie¿ relacje
pozwalaj¹ce kontrolowaæ rozk³ad wielko�ci cz¹stek poprzez takie proste parametry
syntezy jak: stê¿enie reagentów i rodzaj reduktora, temperaturê, a tak¿e stê¿enie
oraz rodzaj anionu soli metalu.

W³a�ciwo�ci redukcyjne wodoru znane s¹ od bardzo dawna, zatem nie powinno
dziwiæ jego zastosowanie w procesie otrzymywania klasterów metalicznych. W lite-
raturze, pocz¹wszy od lat osiemdziesi¹tych minionego stulecia, opisywano wiele
tego typu syntez [26�30], których niew¹tpliw¹ zalet¹ jest wyj¹tkowo wysoka pow-
tarzalno�æ. Znane s¹ eksperymenty pozwalaj¹ce uzyskiwaæ koloidy metali przej�-
ciowych, z³o¿one z niemal jednakowych klasterów [31�33], którym mo¿na przypi-
saæ wyidealizowan¹ budowê, i cechuj¹ce siê praktycznie jednorodn¹ dystrybucj¹
wielko�ci.

Oprócz wymienionych, istnieje jeszcze ca³a gama ró¿norodnych substancji che-
micznych, mog¹cych znale�æ zastosowanie jako czynniki redukuj¹ce w syntezie
nanocz¹stkowych koloidów metali. W�ród nich nale¿y wskazaæ czêsto stosowane
w roztworach wodnych borowodorki sodu i potasu. Mo¿na doszukaæ siê wielu
przyk³adów u¿ycia tych reagentów w celu otrzymania klasterów ró¿nych metali
[34�37]. Równie popularne jest zastosowanie hydrazyny [38�40]. Mimo ¿e jest ona
wyj¹tkowo silnym reduktorem, dzia³aj¹cym szybko, przez co przebieg takiej reakcji
trudniej jest kontrolowaæ, to jednak posiada bardzo istotn¹ zaletê: produktem jej
utlenienia jest gazowy azot, który w sposób naturalny ulega usuniêciu i nie ma
potrzeby k³opotliwego oczyszczania uk³adu z produktów ubocznych.
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1.2. ZARODKOWANIE I WZROST NANOKRYSZTA£ÓW

Na podstawie badañ termodynamicznych oraz kinetycznych, sformu³owaæ
mo¿na model zarodkowania i wzrostu klasterów metali (Rys. 3). W pocz¹tkowej
fazie przedstawionego procesu, sól metalu ulega czê�ciowej redukcji tworz¹c
w roztworze atomy na zerowym stopniu utlenienia, które nastêpnie mog¹ zderzaæ
siê nie tylko miêdzy sob¹ i z powsta³ymi ju¿ wcze�niej nanocz¹stkami, lecz tak¿e
z niezredukowanymi jeszcze jonami metalu [41]. Formuj¹ce siê w ten sposób wielo-
atomowe obiekty, po przekroczeniu rozmiaru krytycznego, uzyskuj¹ stabilno�æ two-
rz¹c trwa³e zarodki, a nastêpnie odbywa siê wy³¹cznie ich dalszy wzrost, zwykle a¿
do wykorzystania ca³ej ilo�ci metalu.

Rysunek 3. Przebieg zarodkowania i wzrostu nanocz¹stek w trakcie chemicznej redukcji soli metalu przej�-
ciowego [41]

Figure 3. Nanoparticles nucleation and growth process during transition metal chemical reduction [41]
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Po zakoñczeniu etapu zarodkowania nastêpuje proces wzrostu kryszta³u. Trzeba
jednak podkre�liæ, i¿ w wiêkszo�ci przypadków syntez nanocz¹stek poprzez che-
miczn¹ redukcjê soli metali nie udaje siê odró¿niæ w trakcie eksperymentu fazy
zarodkowania od fazy wzrostu � ze wzglêdu na du¿¹ szybko�æ obu tych procesów.
Natomiast etap wzrostu nanokryszta³u, niew¹tpliwie zachodz¹cy po przekroczeniu
wielko�ci krytycznej zarodka, odbywaæ siê mo¿e zgodnie z jednym spo�ród podsta-
wowych mechanizmów (Rys. 4). W uk³adach nanocz¹stkowych na ogó³ dominuj¹-
cym procesem jest wzrost polegaj¹cy na do³¹czaniu siê kolejnych atomów metalu
do powierzchni istniej¹cego klastera lub zarodka.

(a) 

 

(b) 

 

(c) 

 

Rysunek 4. Mechanizmy wzrostu nanoklasterów metali: (a) przy³¹czanie nowych atomów do istniej¹cego krysz-
ta³u, (b) rekrystalizacja Ostwalda, (c) koalescencja

Figure 4. Metal nanocluster growth mechanisms: (a) attaching of new atoms to the existing crystal,
(b) Ostwald ripening, (c) coalescence

Koalescencja, czyli zrastanie lub sklejanie siê kryszta³ów w jeden wiêkszy (przy
zachowaniu pe³nego dopasowania sieci krystalicznych), a nastêpnie dalszy ich wzrost
jako ca³o�ci, jest te¿ dosyæ czêsto spotykana w przypadku nanocz¹stek metali. Praw-
dopodobnie koalescencja zachodzi najintensywniej natychmiast po procesie zarod-
kowania, kiedy to energia ruchów Browna jeszcze bardzo drobnych krystalitów nie
jest wystarczaj¹ca, aby w pe³ni zrównowa¿yæ si³y van der Waalsa oddzia³ywañ cz¹s-
tek, znajduj¹cych siê w dostatecznie ma³ej odleg³o�ci od siebie. Natomiast relatyw-
nie ma³o prawdopodobny, chocia¿ czasem postulowany przez nielicznych autorów
[42], wydaje siê w tego typu uk³adach wariant wzrostu wskutek rekrystalizacji Ost-
walda, gdzie mniejsze cz¹stki koloidu ulegaj¹ rozpuszczeniu, aby doprowadziæ do
wzrostu wiêkszych klasterów.
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1.3. STABILIZACJA NANOCZ¥STEK

Podstawow¹ cech¹ uk³adów koloidalnych metali jest niewielki rozmiar ich cz¹s-
tek i równocze�nie d¹¿enie do osi¹gniêcia stanu termodynamicznego minimum
poprzez agregacjê, a¿ do czerni metalicznej. Prowadzi to zazwyczaj do niemal¿e
ca³kowitej utraty ich charakterystycznych w³a�ciwo�ci, na przyk³ad katalitycznych.
Z tego powodu uk³ady nanocz¹stkowe metali, niezale¿nie od zastosowanego spo-
sobu syntezy, wymagaj¹ u¿ycia czynnika stabilizuj¹cego, aby w pe³ni pozosta³ zacho-
wany stan bardzo wysokiej ich dyspersji i wynikaj¹ce z niego specyficzne w³a�ci-
wo�ci.

Generalnie w literaturze rozró¿nia siê dwie podstawowe metody stabilizacji
koloidów metali [7]: steryczn¹, polegaj¹c¹ na tworzeniu bariery przestrzennej miê-
dzy klasterami, oraz elektrostatyczn¹, gdy pomiêdzy cz¹stkami powstaj¹ oddzia³y-
wania kulombowskie, w wyniku zaadsorbowania na ich powierzchni substancji jono-
wych. Nale¿y zauwa¿yæ, i¿ w przypadku zastosowañ katalitycznych, stabilizator
nale¿y dobraæ w kompromisowy sposób � zapewniæ mo¿liwie dobr¹ ochronê nano-
cz¹stek metalu przed agregacj¹, ale nie blokowaæ nadmiernie dostêpu substratów
reakcji do powierzchni katalizatora.

W przypadku adsorpcji na powierzchni nanoklasterów warstwy materia³u, zbu-
dowanego z bardzo du¿ych moleku³ � takich, jak na przyk³ad polimery [43, 44] lub
surfaktanty [45, 46], nastêpuje uformowanie bariery przestrzennej zapobiegaj¹cej
wej�ciu cz¹stek w zbyt bliski kontakt (Rys. 5).

 

Rysunek 5. Stabilizacja steryczna nanoklasterów metali � tworzy siê bariera o du¿ym stê¿eniu lokalnym poli-
meru pomiêdzy cz¹stkami [3]

Figure 5. Steric stabilization of metal nanoclusters � high local polymer concentration builds up between
the particles [3]

Powierzchnia nanocz¹stek metalu, charakteryzuj¹ca siê zwykle niewielkim
³adunkiem dodatnim, a wiêc wykazuj¹ca w³a�ciwo�ci elektrofilowe, mo¿e z ³atwo�-
ci¹ adsorbowaæ jony znajduj¹ce siê w roztworze, najczê�ciej halogenki i karboksy-
lany, tworz¹c wraz z ich kationami podwójn¹, na³adowan¹ warstwê (Rys. 6). Tym
sposobem pomiêdzy cz¹stkami koloidu tworzy siê kulombowska bariera potencja³u
chroni¹ca je przed agregacj¹ [3, 4].
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Rysunek 6. Stabilizacja elektrostatyczna koloidu � si³y van der Waalsa s¹ równowa¿one przez odpychanie
kulombowskie [4]

Figure 6. Eletrostatic stabilization of metal colloids � van der Waals forces are balanced by Coulombic
repulsion [4]

Równie¿ no�niki sta³e, takie jak wêgiel aktywny b¹d� nanostrukturalne tlenki
glinu, krzemu, itp. mo¿na traktowaæ jako zupe³nie osobn¹ kategoriê materia³ów
zapewniaj¹cych stabilizacjê nanocz¹stek metali. No�nik bêd¹cy rozbudowan¹, wielo-
atomow¹ struktur¹ charakteryzuje siê znacznie wiêkszym rozmiarem od klasterów
metalicznych. W rezultacie aktywne katalitycznie cz¹stki mog¹ byæ immobilizo-
wane w ró¿nych punktach jego objêto�ci. Najczê�ciej nastêpuje to (Rys. 7): w cien-
kiej warstwie powierzchniowej, w grubej warstwie powierzchniowej lub równo-
miernie w ca³ym no�niku [47].

 

 

Rysunek 7. Specyficzne dystrybucje cz¹stek metali przej�ciowych immobilizowanych na nanostrukturalnych
no�nikach sta³ych [47]

Figure 7. Specific distributions of transition metal particles immobilized on nanostructural solid supports
[47]

2. ZASTOSOWANIA NANOCZ¥STEK METALI W KATALIZIE

Do procesów, w których szerokie zastosowanie znalaz³y nanocz¹stki palladu,
nale¿¹ reakcje prowadz¹ce do utworzenia nowych wi¹zañ C�C, wykorzystuj¹ce jako
jeden z substratów halogenek arylowy (Rys. 8). Zajmuj¹ one wyj¹tkowe miejsce i s¹
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czêsto wykorzystywane w syntezie organicznej z³o¿onych zwi¹zków zarówno w skali
laboratoryjnej, jak te¿ przemys³owej.

 

Rysunek 8. Przyk³ady reakcji sprzêgania wêgiel�wêgiel wykorzystuj¹ce halogenek arylowy jako jeden z sub-
stratów

Figure 8. Examples of carbon-carbon coupling reactions employing an aryl halide as one of the substrates
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2.1. NANOCZ¥STKI PALLADU

Nanocz¹stkowe koloidy Pd0 otrzymano przez chemiczn¹ redukcjê wodnego
roztworu PdCl2, w obecno�ci poliwinylopirolidonu (PVP) jako stabilizatora. Stosu-
j¹c ró¿ne reduktory [48, 49]: pirogalol, octan chromu(II) oraz hydrazynê, uzyskano
nanokrystality palladu na zerowym stopniu utlenienia, o �rednich rozmiarach od
oko³o 2 do niemal 20 nm. W syntezach tych silne reduktory sprzyjaj¹ powstawaniu
koloidów metali o drobniejszych cz¹stkach, podczas gdy te s³absze generuj¹ znacz-
nie wiêksze klastery [50].

�redni rozmiar nanocz¹stek nie stanowi jednak pe³nej informacji strukturalnej.
Koloidy otrzymane z u¿yciem ró¿nych reduktorów charakteryzuj¹ siê zupe³nie
odmienn¹ morfologi¹, uwidaczniaj¹c¹ siê w badaniach z wykorzystaniem transmi-
syjnej mikroskopii elektronowej (TEM). Szczególnie interesuj¹cy jest uk³ad otrzy-
many w wyniku redukcji pirogalolem. Wiêkszo�æ cz¹stek (Rys. 9) tego uk³adu
posiada dobrze zdefiniowane kszta³ty kryszta³ów: trójk¹tne, romboidalne oraz penta-
gonalne [51, 52]. Jedynie nieliczne z krystalitów przybieraj¹ trudn¹ do okre�lenia
formê zewnêtrzn¹, natomiast dystrybucja wielko�ci cz¹stek jest niemal ca³kowicie
symetryczna.

Rysunek 9. Morfologia koloidu Pd0/PVP otrzymanego w wyniku redukcji wodnego roztworu PdCl2 za
pomoc¹ pirogalolu

Figure 9. Morphology of Pd0/PVP colloid obtained by reduction of PdCl2 aqueous solution with pyrogallol

Z kolei nanocz¹stki koloidu Pd0/PVP, otrzymanego przez redukcjê octanem
chromu(II), cechuj¹ siê niesymetryczn¹ dystrybucj¹ wielko�ci. Cz¹stki posiadaj¹
zaokr¹glone kszta³ty zewnêtrzne, nie mo¿na siê tutaj dopatrzyæ typowych form kry-
stalicznych. Analogicznie, w przypadku koloidu uzyskanego przez redukcjê hydra-
zyn¹, nanocz¹stki charakteryzuj¹ siê nieregularnymi kszta³tami, przy czym s¹ bar-
dzo ma³e, o �redniej wielko�ci oko³o 4 nm [49].
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Koloidy palladowe wykazuj¹ aktywno�æ jako katalizatory procesów prowadz¹-
cych do utworzenia nowych wi¹zañ wêgiel�wêgiel, na przyk³ad reakcji metoksy-
karbonylacji jodobenzenu [49], umo¿liwiaj¹cej otrzymanie benzoesanu metylu jako
jedynego produktu (Rys. 10). Katalizuj¹ one równie¿ reakcjê Hecka bromobenzenu
z akrylanem butylu [48]. Proces ten prowadziæ mo¿e do powstania produktu poje-
dynczej lub podwójnej arylacji akrylanu, w zale¿no�ci od warunków (Rys. 11).

 

Rysunek 10. Katalizowana koloidem Pd0 metoksykarbonylacja jodobenzenu: synteza estru metylowego kwasu
benzoesowego

Figure 10. Methoxycarbonylation of iodobenzene catalyzed with Pd0 colloid: synthesis of benzoic acid
methyl ester

 
Rysunek 11. Reakcja Hecka bromobenzenu z akrylanem butylu � utworzenie produktu pojedynczej oraz dwu-

krotnej arylacji akrylanu
Figure 11. Heck reaction of bromobenzene with butyl acrylate � formation of a monoarylated and diarylated

product

Badane reakcje katalityczne prowadzono w �rodowisku stopionej soli � bromku
tetrabutyloamoniowego. Zastosowanie soli tetraalkiloamoniowych umo¿liwia wyeli-
minowanie z uk³adu rozpuszczalnika organicznego, ponadto mo¿liwy jest efektywny
rozdzia³ katalizatora (rozpuszczonego w stopionej soli) od substratów i produktów
organicznych, co sprzyja otrzymaniu czystych produktów wolnych od zanieczysz-
czeñ zwi¹zkami palladu, a oddzielony katalizator mo¿e byæ ponownie u¿yty.

Dla wszystkich zastosowanych katalizatorów nanokoloidalnych Pd0/PVP uzys-
kano bardzo wysokie wydajno�ci (Tab. 1): ponad 70% produktu metoksykarbonyla-
cji jodobenzenu oraz wydajno�æ 99% w reakcji Hecka przy zachowaniu du¿ej selek-
tywno�ci produktu dwukrotnej arylacji (fenylocynamonian butylu), w stosunku do
produktu pojedynczej arylacji (cynamonian butylu).
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Tabela 1. Wydajno�ci metoksykarbonylacji jodobenzenu oraz reakcji Hecka bromobenzenu
z akrylanem butylu katalizowanych koloidami Pd0/PVP w �rodowisku stopionego [Bu4N]Br

Table 1. Product yields in methoxycarbonylation of iodobenzene and Heck coupling of bromobenzene
with butyl acrylate catalyzed with Pd0/PVP colloids in molten [Bu4N]Br

Koloidy palladowe stabilizowane za pomoc¹ polimeru PVP, poddane powtór-
nemu u¿yciu w reakcji metoksykarbonylacji jodobenzenu, wykazywa³y bardzo silny
spadek aktywno�ci w kolejnych cyklach badanej reakcji (Rys. 12). Analogiczny efekt
drastycznego obni¿ania aktywno�ci obserwowano tak¿e dla tych uk³adów u¿ytych
jako katalizatory reakcji Hecka [48]. Mo¿e to oznaczaæ, i¿ stabilizacja nanocz¹stek
za pomoc¹ polimeru nie jest wystarczaj¹ca w warunkach badanych procesów i zacho-
dzi niepo¿¹dana agregacja palladu.

Rysunek 12. Wielokrotne u¿ycie katalizatora w metoksykarbonylacji � wydajno�æ reakcji katalizowanej kolo-
idem Pd0/PVP, redukowanym: pirogalolem, octanem chromu(II) oraz hydrazyn¹

Figure 12. Catalyst recycling in methoxycarbonylation � yield of the reaction catalyzed with Pd0/PVP colloid
obtained by reduction with: pyrogallol, chromium(II) acetate and hydrazine
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Zupe³nie odmiennym od PVP stabilizatorem jest porowaty tlenek glinu.
Cechuje siê on du¿¹ wytrzyma³o�ci¹ mechaniczn¹ oraz termiczn¹ [53, 54]. W³a�nie
dziêki temu stanowi atrakcyjny materia³ dla immobilizacji katalizatorów [55, 56].
Nanocz¹stki Pd0 naniesione na Al2O3 charakteryzuj¹ siê bardzo wysok¹ aktywno�ci¹,
zbli¿on¹ lub nawet przewy¿szaj¹c¹ koloidy Pd0/PVP, a równocze�nie katalizatory te
mo¿na wyj¹tkowo ³atwo oddzieliæ od mieszaniny reakcyjnej. W reakcji Hecka sprzê-
gania bromobenzenu z akrylanem butylu, prowadzonego w �rodowisku stopionej
soli tetraalkiloamoniowej, uk³ad Pd0/Al2O3 wykazuje bardzo wysok¹ aktywno�æ,
równie¿ w przypadku wielokrotnego u¿ycia katalizatora [57, 58].

No�niki aktywnych katalitycznie nanocz¹stek metali mog¹ mieæ równie¿
postaæ mieszanych tlenków nieorganicznych, sk³adaj¹cych siê na przyk³ad w 90%
z tlenku glinu oraz w 10% tlenku cyrkonu. Uk³ady takie charakteryzuj¹ siê jeszcze
wy¿sz¹ wytrzyma³o�ci¹ mechaniczn¹ i stabilno�ci¹ termiczn¹ od czystego Al2O3

[59, 60]. Nanocz¹stkowy Pd0, immobilizowany na no�nikach tego typu, znalaz³ zasto-
sowanie jako efektywny katalizator reakcji Suzuki sprzêgania kwasu fenyloborono-
wego z 2-bromotoluenem, prowadz¹cej do utworzenia 2-metylobifenylu (Rys. 13).

 

Rysunek 13. Reakcja Suzuki kwasu fenyloboronowego z 2-bromotoluenem
Figure 13. Suzuki coupling of phenylboronic acid with 2-bromotoluene

Katalizatory nanocz¹stkowe przygotowano przez impregnacjê no�nika Al2O3-
ZrO2 wodnym roztworem PdCl2, a nastêpnie redukcjê Pd2+ do Pd0 za pomoc¹ meta-
nolu albo wodzianu hydrazyny [61]. �redni rozmiar nanocz¹stek palladu wynosi³
8 nm. Cz¹stki te charakteryzowa³y siê zbli¿onymi wielko�ciami i by³y wyj¹tkowo
równomiernie rozproszone na powierzchni tlenku Al2O3-ZrO2, zupe³nie bez oznak
niepo¿¹danej agregacji (Rys. 14). Ich kszta³t by³ sferoidalny, nie da³o siê zauwa¿yæ
typowych zarysów form krystalicznych, jak mia³o to wcze�niej miejsce, w przy-
padku koloidu Pd0/PVP przygotowanego z wykorzystaniem pirogalolu.
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Rysunek 14. Struktura katalizatora Pd0/Al2O3-ZrO2: nanocz¹stki palladu równomiernie rozproszone na powierz-
chni no�nika

Figure 14. Pd0/Al2O3-ZrO2 catalyst structure: palladium nanoparticles uniformly dispersed on the surface of
the solid support

Badania w reakcji Suzuki sprzêgania kwasu fenyloboronowego z 2-bromotolu-
enem nanocz¹stek Pd0, naniesionych na mieszane tlenki Al2O3-ZrO2, wykaza³y bar-
dzo wysok¹ aktywno�æ katalityczn¹ tych uk³adów [61]. Proces zachodzi³ z wysok¹
wydajno�ci¹ (powy¿ej 90%, w najlepszych przypadkach), w niskiej temperaturze
(nawet pokojowej) i krótkim czasie (typowo 1 godz., reakcja przebiega³a bez okresu
indukcji osi¹gaj¹c wydajno�æ oko³o 30%, po czasie zaledwie 5 minut). Dla porów-
nania: w przypadku zastosowania katalizatora typowo heterogenicznego, reakcja ta
wymaga silnego ogrzewania [62] lub czasu przekraczaj¹cego 24 godziny [63].

2.2. NANOCZ¥STKI NIKLU

Reakcje prowadz¹ce do utworzenia wi¹zañ wêgiel�wêgiel (Rys. 8) mog¹ byæ
katalizowane nie tylko palladem. Bardzo interesuj¹cym aspektem jest zastosowanie
w tego typu procesach nanocz¹stkowego niklu, metalu znacznie tañszego. Jednak¿e
przej�cie z uk³adów typowo palladowych do niklowych wymaga generalnie nie tylko
zmiany katalizatora, ale tak¿e istotnych modyfikacji warunków prowadzenia reak-
cji. W prezentowanych uk³adach metal zmienia na pocz¹tku cyklu katalitycznego
stopieñ utlenienia z zerowego na +2, a w dalszej czê�ci tego cyklu ulega ponownej
redukcji [64]. Potencja³ standardowy Pd2+/Pd0 wynosi +0,915 V, za� Ni2+/Ni0 zaled-
wie �0,257 V.

W�ród doniesieñ literaturowych mo¿na znale�æ informacje na temat zastoso-
wania nanocz¹stkowego Ni(0) jako katalizatora reakcji Suzuki sprzêgania 4-bromo-
acetofenonu z kwasem fenyloboronowym [65]. W reakcji tej, prowadzonej w tempe-
raturze 135oC, autorzy uzyskali wydajno�æ 98% produktu (4-fenyloacetofenonu)
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dla �wie¿ego katalizatora, natomiast w przypadku jego powtórnego u¿ycia, wydaj-
no�æ spad³a ju¿ do 47%. Reakcje Kumada i Negishi, równie¿ prowadz¹ce do powsta-
nia zwi¹zków biarylowych, mog¹ byæ tak¿e efektywnie katalizowane niklem [66].
Nanocz¹stkowe katalizatory niklowe znajduj¹ zastosowanie g³ównie w reakcjach
uwodornienia grupy nitrowej (do grupy aminowej) w zwi¹zkach aromatycznych,
takich jak nitrobenzen [67] lub p-nitrofenol [68] i im podobnych.

2.3. NANOCZ¥STKI KOBALTU

W reakcji rozk³adu metaloorganicznego prekursora Co(h3-C8H13)(h
4-C8H12),

w atmosferze H2, w obecno�ci PVP otrzymano koloidalne roztwory, zawieraj¹ce
nanocz¹stki o wielko�ci 1,5 nm, przy czym wystêpowa³y one wy³¹cznie w struktu-
rze fcc (b-Co) [69]. W reakcji otrzymanych nanocz¹stek z CO zarejestrowano pasma
przy 2000 i 1890 cm�1, �wiadcz¹ce o obecno�ci terminalnych i mostkowych grup
CO na powierzchni koloidu. Koloidy wykazywa³y w³a�ciwo�ci superparamagne-
tyczne, a pomiary magnetyczne potwierdzi³y ponadto ich regularn¹ dyspersjê,
o w¹skiej dystrybucji wielko�ci [69].

Efekt chemisorpcji CO na klasterze kobaltu badano tak¿e metodami ab initio
i przedstawiono zale¿no�æ energii chemisorpcji CO w funkcji rozmiaru i struktury
klasteru oraz stopnia pokrycia powierzchni. Stwierdzono, ¿e klastery kobaltu mog¹
byæ potencjalnie u¿yte do detekcji CO, przy czym ilo�æ zwi¹zanego przez nie CO
mo¿na okre�liæ pomiarami magnetycznymi [70].

Rozk³ad tego samego prekursora, Co(h3-C8H13)(h
4-C8H12), w anizolu przepro-

wadzono w atmosferze H2, w obecno�ci ligandów z grupy amin, a tak¿e kwasu olei-
nowego. Kiedy u¿yto kwasu oleinowego i aminy oleinowej uzyskano po 3 godz.
nanocz¹stki o �rednicy 3 nm, jednak po 48 godz. jedynymi formami kobaltu by³y
nanoprêty o wymiarach 9 × 40 nm, które powstawa³y tylko w atmosferze H2. Mody-
fikuj¹c proces redukcji, otrzymano tak¿e nanodruty o �rednicy 4 nm [71].

Badania metod¹ ESI�MS pozwoli³y na zidentyfikowanie niektórych komplek-
sów kobaltu, powstaj¹cych podczas termicznego rozk³adu Co2(CO)8 w obecno�ci
kwasu oleinowego i tlenku trioktylofosfiny, co w istotny sposób przyczyni³o siê do
zrozumienia mechanizmu tworzenia nanocz¹stek kobaltu [72]. Dimeryczne i trime-
ryczna, fragmenty pochodz¹ce od tych kompleksów, m.in. [CoII

2(C18H33O2)3]
+,

[CoII
2(C18H33O2)3O]+, [CoI

3(C18H33O2)3+H]+, mo¿na uznaæ za przej�ciowe formy
w budowaniu wiêkszych nanokryszta³ów (Rys. 15).
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Rysunek 15. Synteza nanokryszta³ów lub kompleksów wielordzeniowych kobaltu, w zale¿no�ci od stê¿enia
kwasu oleinowego

Figure 15. Synthesis of nanocrystals or cluster compounds using different concentrations of oleic acid

Tak otrzymane nanocz¹stki katalizuj¹ hydrolizê wi¹zañ Si�H w szeregu wodo-
rosilanów, przy czym najwy¿sz¹ warto�æ TOF, 220�311 mol silan/mol Co/godz.,
obserwowano dla dialkilosilanu R2SiH2, który ulega³ hydrolizie do dialkilosilano-
diolu [73]. Monosilany RSiH3 reagowa³y wolniej, daj¹c produkty oligomeryczne
(Rys. 16).

Co2(CO)8

+
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tlenek trioktylofosfiny (TOPO)

+
1,2-dichlorobenzen
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Rysunek 16. Hydroliza silanów katalizowana przez nanocz¹stki kobaltu
Figure 16. Hydrolysis of silicon hydrides catalyzed by Co nanoparticles

Do stabilizacji subnanometrycznych cz¹stek Co o rozmiarach 0,8 nm, zawiera-
j¹cych ok. 50 atomów, wykorzystano nanoporowate sita molekularne ZSM5 i Beta.
Substratem kobaltowym by³ Co(CH3COO)2, który podczas kalcynacji ulega³ rozk³a-
dowi i czê�ciowej redukcji, co obja�niono dzia³aniem CO i H2, pochodz¹cych
z rozk³adu ligandów octanowych [74].

Pe³n¹ redukcjê kobaltu immobilizowanego na powierzchni sililowanego zeolitu
ITQ-2 uzyskano stosuj¹c jako czynnik redukuj¹cy hydrazynê, przy czym efektyw-
no�æ redukcji zale¿a³a od wielko�ci cz¹stek [75]:
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2Co2+ + N2H4 + 4OH� ® 2Co + N2 + 4H2O

Dla porównania, otrzymano tak¿e nanoproszek Co3O4 na sferycznej krzemionce
SiO2 (30% Co/SiO2), charakteryzuj¹cy siê niskim stopniem dyspersji. Materia³y te
wykorzystano jako katalizatory reakcji Fischera-Tropscha, otrzymuj¹c wysok¹ selek-
tywno�æ do produktów C5+. Co ciekawe, aktywno�æ katalityczna cz¹stek Co o wiel-
ko�ci od 5,6 do 141 nm by³a porównywalna [75].

Koloidalne nanocz¹stki Co0 o rozmiarach 3�8 nm, immobilizowane na SiO2,
otrzymane przez rozk³ad termiczny Co2(CO)8 w obecno�ci kwasu oleinowego lub
trioktylofosfiny, u¿yto do hydrogenolizy etanolu i parowego reformingu etanolu [76].
Reforming parowy etanolu mo¿e przebiegaæ bez po�redniego tworzenia CH4,
wed³ug reakcji:

C2H5OH + 3H2O ® 2CO2 + 6H2

Hydrogenoliza przebiega g³ównie przy niskich stosunkach H2O do C2H5OH
i mo¿e byæ opisana sekwencj¹ reakcji:

C2H5OH ® CH4 + CO + H2

C2H5OH ® CH3CHO + H2

CH3CHO ® CH4 + CO

Selektywno�æ reakcji zale¿a³a od rozmiaru nanocz¹stek, przy czym mniejsze
faworyzowa³y hydrogenolizê etanolu i aktywacjê H2O. Liczba dostêpnych dla eta-
nolu miejsc Co silnie zale¿a³a od warunków przygotowania katalizatora, np. od sto-
sunku kwasu oleinowego do Co2(CO)8, a tak¿e od rodzaju rozpuszczalnika u¿ytego
do str¹cania nanocz¹stek (metanol, etanol) [76].

Przyk³adem syntezy bimetalicznych nanocz¹stek jest dwuetapowa procedura,
zgodnie z któr¹ Co(NO3)2·6H2O naniesiony na aktywowane w³ókna wêglowe (CNF,
o �rednicy 30 nm) zredukowano, a nastêpnie pasywowano w atmosferze CO2 i impreg-
nowano roztworem Mn(NO3)2·4H2O [77]. W rezultacie otrzymano nanocz¹stki
CoMn/CNF aktywne w syntezie Fischera-Tropscha, a szczegó³owe badania roli pro-
motora manganowego pokaza³y, ¿e ju¿ bardzo ma³a ilo�æ Mn (0,15% wag.) powo-
duje wzrost selektywno�ci reakcji do produktów C5+

 o 25%. Interesuj¹ce, ¿e dalsze
zwiêkszanie zawarto�ci Mn powodowa³o wzrost selektywno�ci, ale kosztem obni¿e-
nia aktywno�ci katalizatora [77]. Inny bimetaliczny katalizator syntezy Fischera-
Tropscha, immobilizowany na g-Al2O3, otrzymano z azotanu kobaltu i H2PtCl6,
a obecno�æ promotora platynowego powodowa³a wzrost szybko�ci reakcji z równo-
czesnym spadkiem selektywno�ci do wêglowodorów C5+ [78].

Nanocz¹stki Co0 o wielko�ci 4,5 ± 0,6 nm�7,7 ± 1,2 nm, stabilizowane imida-
zoliowymi cieczami jonowymi, otrzymano przez rozk³ad Co2(CO)8 w tych cieczach.
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Nanocz¹stki te u¿yto w reakcji Fischera-Tropsha, otrzymuj¹c g³ównie ciek³e wêglo-
wodory parafinowe C7�C30 i �ladowe ilo�ci CH4 [79].

Nanocz¹stki kobaltu pokryte wêglem funkcjonalizowano nastêpnie ligandami
organicznymi, w których koñcow¹ grupê stanowi³ rodnik nitroksylowy TEMPO
(Rys. 17). W ten sposób uzyskano katalizator CoNP-TEMPO, który zastosowano do
utleniania alkoholi benzylowych i alifatycznych (1-oktanol, 1-dodekanol, cyklohek-
sanol). Ten nowy katalizator mo¿na ³atwo oddzieliæ od produktów organicznych
za pomoc¹ magnesu i mo¿na go wielokrotnie u¿ywaæ z zachowaniem wysokiej aktyw-
no�ci [80].

Rysunek 17. Synteza funkcjonalizowanych nanocz¹stek kobaltu
Figure 17. Synthesis of functionalized cobalt naoparticles

Zastosowanie jako czynnika redukuj¹cego NaBH4 w emulsji wodno-olejowej
zawieraj¹cej cykloheksan doprowadzi³o do jednorodnych nanocz¹stek Co-B, przy
czym ilo�æ cykloheksanu okaza³a siê decyduj¹ca dla wielko�ci nanocz¹stek. Struk-
turalnie przedstawia³y one amorficzne stopy o wielko�ci cz¹stek 6�20 nm i wykazy-
wa³y wysok¹ aktywno�æ w uwodornieniu aldehydu cynamonowego. G³ównym pro-
duktem uwodornienia by³ alkohol cynamonowy, który otrzymano z najwy¿sz¹ wydaj-
no�ci¹, stosuj¹c katalizator Co-B o sk³adzie Co61,8B38,2 [81].

Magnetyczne nanocz¹stki Co0 otrzymano z Co2(CO)8 we wrz¹cym toluenie,
zawieraj¹cym NaAOT (bis(2-etyloheksylo)sulfobursztynian) jako materia³ stabili-
zuj¹cy [82]. Kiedy zmniejszano ilo�æ NaAOT, obserwowano tworzenie nanokrysta-
litów o wielko�ci 6,4�8,0 nm, a po wprowadzeniu dodatkowo kwasu oleinowego,
otrzymano nanocz¹stki o wielko�ci 10,3�13,1 nm. Zmieniaj¹c warunki reakcji otrzy-
mano tak¿e nanoprêty tworz¹ce jednowymiarowe supersieci z fazami krystalicz-
nymi fcc/hcp i e, w zale¿no�ci od warunków wzrostu nanocz¹stek (Rys. 18).
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Rysunek 18. Zmiany kszta³tu nanocz¹stek kobaltu w obecno�ci ró¿nych zwi¹zków stabilizuj¹cych
Figure 18. Changes of Co nanoparticles shape for the two different capping molecules

Bardzo obiecuj¹ce wyniki uzyskano, stosuj¹c jako katalizatory heterobimeta-
liczne nanocz¹stki Co2Rh2 osadzone na wêglu aktywnym, zsyntezowane z karbo-
nylku Co2Rh2(CO)12, który ulega³ rozk³adowi w 180oC w roztworze o-dichloroben-
zenu, kwasu oleinowego i tlenku trioktylofosfiny [83]. Nanocz¹stki okaza³y siê
aktywne w hydroformylacji alifatycznych i aromatycznych olefin, przy czym istotny
jest zauwa¿ony efekt synergiczny, poniewa¿ zarówno same nanocz¹stki Co0, jak
i nanocz¹stki Rh0 by³y mniej aktywne. Te same nanocz¹stki bimetaliczne katalizuj¹
tak¿e reakcje typu Pauson-Khanda, w których z alkinów i a,b-nienasyconych alde-
hydów (akroleina, aldehyd krotonowy, aldehyd cynamonowy) powstaj¹ produkty
cykloaddycji [84]. Bardzo dobre wyniki uzyskano w reakcji tandemowej cyklohy-
drokarbonylacji i insercji CO, która okaza³a siê efektywnym sposobem syntezy
2(3H)- lub 2(5H)-furanonów [85]. Na Rysunku 19 przedstawiono przyk³adowe reak-
cje katalizowane z dobr¹ wydajno�ci¹ przez nanocz¹stki Co2Rh2.

Trzeciak_folie.p65 2010-01-05, 09:07974



NANOCZ¥STKI METALI PRZEJ�CIOWYCH � SYNTEZA I AKTYWNO�Æ KATALITYCZNA 975

Rysunek 19. Przyk³ady reakcji katalizowanych przez bimetaliczne nanocz¹stki Co2Rh2

Figure 19. Selected reactions catalyzed by bimetallic Co2Rh2 nanoparticles

2.4. NANOCZ¥STKI ¯ELAZA

Typowym substratem, wykorzystywanym najczê�ciej do syntezy nanocz¹stek
Fe0, jest Fe(CO)5, który poddaje siê termicznemu rozk³adowi w obecno�ci czynni-
ków stabilizuj¹cych, na przyk³ad polimerów [18]. Zauwa¿ono, ¿e niektóre kopoli-
mery styrenu, z 4-winylopirydyn¹, winyloketoksymem oraz z N-winylopirolidonem,
przyspieszaj¹ proces rozk³adu karbonylku, prawdopodobnie przez tworzenie po³¹-
czeñ typu [Fe(Nu)x][Fen(CO)m] (Nu = nukleofil, x = 2�6; n = 2 m = 8; n = 3 m = 11;
n = 4 m = 13) [86]. W przypadku niekatalitycznego rozk³adu, np. w wêglowodorach
(dekalina), reakcja rozk³adu Fe(CO)5 przebiega znacznie wolniej:

Fe(CO)5 ® Fe2(CO)9 ® Fe3(CO)12 ® Fe0

Natomiast w obecno�ci polimerów zawieraj¹cych resztê butadienow¹ zapropo-
nowano tworzenie fragmentów butadienylowo-trikarbonylowych, zwi¹zanych z ³añ-
cuchem polimerowym, jako form po�rednich na drodze do stabilnych zawiesin kolo-
idalnych [86] (Rys. 20).

O

R
+ CO + H2

Co2Rh2

O

R
R

+

O

R1

Co2Rh2
R2

+ R3

130oC, 18h

O

R1 R2

R3

O

R1

Co2Rh2
R2

+ R3

130oC, 18h

O

R1 R2

R3

Trzeciak_folie.p65 2010-01-05, 09:07975



A. GNIEWEK, A.M. TRZECIAK976

Rysunek 20. Powstawanie fragmentu Fe(CO)4 i jego reakcja z grup¹ alkenylow¹ polimeru
Figure 20. Formation of Fe(CO)4 fragment and its reaction with alkenyl residue of polymer

Rozk³ad Fe(CO)5 w warunkach sonochemicznych w oktanolu, w obecno�ci PVP,
w 0°C, doprowadzi³ do otrzymania dobrze zdyspergowanych nanocz¹stek Fe0 o �red-
nicy 3�8 nm w postaci amorficznej [87]. Zauwa¿ono, ¿e w warunkach pomiaru TEM
nastêpowa³a zmiana postaci nanocz¹stek z amorficznej w krystaliczn¹. Do stabili-
zacji nanocz¹stek Fe0 u¿yto tak¿e kwasu oleinowego (oktadeka-9-en), którego efek-
tywne dzia³anie stabilizuj¹ce jest zwi¹zane z obecno�ci¹ w cz¹steczce wi¹zania
podwójnego. Syntezê prowadzono w warunkach sonochemicznych (30oC, 1 godz.),
a uzyskane nanocz¹stki by³y trochê wiêksze ni¿ te stabilizowane PVP, ale ich roz-
miary by³y bardziej jednorodne.

Podobnie jednorodne nanocz¹stki Fe0, o rozmiarach od 4 do 20 nm, otrzymano
w wyniku ogrzewania w 300°C kompleksu ¿elaza, produktu reakcji Fe(CO)5 z kwa-
sem oleinowym. Stwierdzono, ¿e tak jak dla kobaltu, rozmiarami otrzymywanych
nanocz¹stek mo¿na sterowaæ w zakresie od 4 do 11 nm, u¿ywaj¹c ró¿nych ilo�ci
kwasu w stosunku do Fe(CO)5 [88].

Nieco zmodyfikowan¹ metodê, okre�lan¹ tak¿e jako homogeniczna nukleacja
i polegaj¹c¹ na ogrzewaniu Fe(CO)5 w mieszaninie kwasu oleinowego i eteru okty-
lowego, zastosowano do syntezy nanocz¹stek Fe0 o wielko�ci 9 nm [89]. Podobnej
wielko�ci nanocz¹stki (7�9 nm) uzyskano, stosuj¹c heterogeniczne zarodkowanie
z wykorzystaniem zarodków Pt. Wytwarzano je przez redukcjê Pt(acac)2 1,2-heksa-
nediolem w roztworze eteru dioktylowego, zawieraj¹cego surfaktant, którym by³a
mieszanina kwasu oleinowego i aminy oleinowej. Aby otrzymaæ mniejsze nano-
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cz¹stki, u¿ywano mniej Fe(CO)5, natomiast wiêksze cz¹stki tworzy³y siê, gdy u¿yto
wiêcej Fe(CO)5 i przed³u¿ono ogrzewanie [89].

Innymi stabilizuj¹cymi surfaktantami, które znalaz³y zastosowanie w syntezie
nanocz¹stek w warunkach termicznych lub sonochemicznych, s¹ tlenek trioktylo-
fosfiny (TOPO) [90, 91], 2,4-pentanedion [18] oraz amfifilowy kwas merkaptoun-
dekanowy, HS(CH2)10COOH [92].

Metoda chemicznego osadzania z fazy gazowej zosta³a u¿yta do otrzymania
FeMo/Al2O3 i Fe2O3/Al2O3, katalizatorów wykorzystanych nastêpnie do rozk³adu
metanu i wytworzenia nanorurek wêglowych. Prekursorem by³ Fe(CO)5, a cz¹stki
Fe0 o wielko�ci 20�60 nm okaza³y siê katalitycznie nieaktywne. Znacznie lepsze
wyniki uzyskano z nanocz¹stkami bimetalicznymi FeMo, o �rednicy 3�20 nm, otrzy-
manymi z Fe(CO)5 i Mo(CO)6, przy czym najlepsz¹ selektywno�æ do nanorurek
obserwowano przy niskich stosunkach Fe:Mo [93].

Prekursorami w syntezie nanocz¹stek Fe0 mog¹ byæ tak¿e proste sole, które
redukuje siê np. NaBH4. Ten sposób wykorzystano redukuj¹c FeSO4 za pomoc¹
NaBH4, a otrzymane nanocz¹stki zastosowano nastêpnie do katalitycznego rozk³adu
boranu amonu, NH3BH3 [94]. Du¿a zawarto�æ wodoru w tym materiale pozwala go
traktowaæ jako magazyn wodoru. W drugim eksperymencie generowano nanocz¹stki
Fe0 in situ, przez redukcjê FeSO4 za pomoc¹ NaBH4, w obecno�ci NH3BH3. Tak
otrzymany katalizator by³ ok. 20 razy bardziej aktywny ni¿ pierwszy, co najlepiej
obrazuje skrócenie czasu reakcji rozk³adu. Badania strukturalne pozwoli³y okre�liæ
ró¿nice w budowie obu katalizatorów i wskazaæ na podwójn¹ rolê NH3BH3, który
s³u¿y zarówno jako reagent, jak i czynnik dysperguj¹cy [94].

Nanocz¹stki ¿elaza kapsu³kowane w wêglu otrzymano w du¿ej skali przez
kokarbonizacjê aromatycznych ciê¿kich olejów i ferrocenu w 495°C, a nastêpnie
ekstrakcjê produktu pirydyn¹ [95]. Po wysuszeniu ekstraktu pirydynowego nano-
cz¹stki ogrzewano w 1000°C i stwierdzono, ¿e cz¹stki sta³y siê wiêksze, a struktura
otoczki wêglowej zmienia siê z nieuporz¹dkowanej na strukturê grafitu. Jest to inte-
resuj¹ce, poniewa¿ grafityzacja wêgla zachodzi zwykle w temperaturze powy¿ej
2000°C, wiêc obserwowany proces mo¿na wi¹zaæ z du¿¹ aktywno�ci¹ cz¹stek ¿elaza.
Stwierdzono, ¿e istotnymi etapami reakcji s¹: rozpuszczanie amorficznego wêgla
w ¿elazie oraz tworzenie wêglików ¿elaza, a nastêpnie ich rozk³ad. Prawdopodob-
nie oddzia³ywanie chemiczne Fe�C podczas karbonizacji powoduje zmiany struk-
turalne powstaj¹cego wêgla [95]. Na Rysunku 21 przedstawiono tak¿e proces koa-
lescencji, której sprzyja obecno�æ nawet niewielkich defektów (dziur lub pêkniêæ)
lub uwalnianie zwi¹zków poliaromatycznych w czasie ogrzewania. Ogrzewanie
wymusza tak¿e reorganizacjê warstwy wêglowej i ³¹czenie mniejszych cz¹stek
w wiêksze.
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Rysunek 21. Zmiany strukturalne kapsu³kowanych nanocz¹stek ¿elaza; a) grafityzacja warstwy wêglowej,
b) koalescencja zdefektowanych nanocz¹stek po emisji zwi¹zków poliaromatycznych

Figure 21. Structural changes of carbon-encapsulated iron nanoparticles; a) graphitization of carbon-layer,
b) coalescence of defected nanoparticles after releasing of polyaromatic molecules

Fulerenowy kompleks Fe, poddany termolizie w atmosferze N2, uleg³ przekszta³-
ceniu w nanocz¹stki ¿elaza zdyspergowane w materiale wêglowym. W zale¿no�ci
od temperatury, otrzymywano nanocz¹stki o ró¿nych rozmiarach. Na przyk³ad: ter-
moliza w 700°C doprowadzi³a do wysoko zdyspergowanych nanocz¹stek o �rednim
rozmiarze 7,4 nm, natomiast w 900°C tworzy³y siê nanokapsu³y i nanorurki wêglowe,
dziêki katalitycznej aktywno�ci nanocz¹stek Fe [96].

Immobilizowane nanocz¹stki Fe0 otrzymano w warunkach mikrofalowych
z FeCl2·4H2O w etanolu, w obecno�ci no�nika (MCM-41, wêgiel, skrobia, celulo-
za), w czasie ok. 15 min., stosuj¹c moc 200 W [97]. Zawarto�æ Fe wynosi³a
0,3�0,35%, z czego ponad 98% znajdowa³o siê w postaci Fe0, jak ustalono metod¹
EDS. W zale¿no�ci od no�nika, wielko�ci nanocz¹stek by³y ró¿ne, a najwiêksze
klastery, o rozmiarach 100�150 nm, stwierdzono na no�niku wêglowym. Warto zau-
wa¿yæ, ¿e potencja³ redukcji Fe2+/Fe0 (równy �0,4089 V) jest znacznie ni¿szy ni¿
np. Ru, Pd czy Ag, a mimo to obserwuje siê powstawanie Fe0 w etanolu. Wskazuje
to na istotn¹ rolê w procesie redukcji promieniowania mikrofalowego, które jest
wspomagane obecno�ci¹ polarnego rozpuszczalnika i no�nika bogatego w grupy

+
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hydroksylowe, które wi¹¿¹ jony Fe2+. Immobilizowane nanocz¹stki Fe0 u¿yto jako
katalizatory utleniania alkoholu benzylowego za pomoc¹ H2O2 do benzaldehydu.
Najlepsze w³a�ciwo�ci katalityczne stwierdzono dla Fe naniesionego na skrobi, nato-
miast Fe na celulozie i na MCM-41 by³y trochê mniej aktywne. W recyklingu naj-
lepszy okaza³ siê katalizator Fe/MCM-41 [97].

Rozpuszczalne w wodzie bimetaliczne nanocz¹stki FeAu o wielko�ci 4�6 nm
otrzymano, u¿ywaj¹c dwóch ró¿nych prekursorów ¿elaza, FeSO4·7H2O i Fe(CO)5

oraz HAuCl4·3H2O [98]. Otrzymane materia³y mia³y strukturê core-shell, gdzie rdzeñ
stanowi³ Fe lub Fe2O3, a otoczkê Au. Redukcjê prowadzono w obecno�ci bromku
(di-n-dodecylo)dimetyloamoniowego oraz kwasu 3-merkapto-1-propanosulfono-
wego, stosuj¹c NaBH4 jako reduktor. Prekursory by³y wprowadzane do gor¹cego
roztworu zawieraj¹cego sk³adniki organiczne, a po dodaniu reduktora tworzy³y siê
nanocz¹stki. Podczas pomiarów HRTEM zauwa¿ono interesuj¹ce zjawisko migra-
cji nanocz¹stek, jednak nie nastêpowa³a ich rekrystalizacja. Nanocz¹stki otrzymane
z obu prekursorów ró¿ni¹ siê trwa³o�ci¹, przy czym te pochodz¹ce od Fe2+ s¹ mniej
trwa³e i po rozpuszczeniu w wodzie ich kolor zmienia³ siê w ci¹gu ok. 30 min.
z zielonego na rdzawy, a nastêpnie str¹ca³ siê osad. Nanocz¹stki otrzymane z Fe0

by³y bardziej trwa³e [98].
Zbadano elektrodepozycjê reaktywnych nanocz¹stek Fe0 na elektrodzie dia-

mentowej, dotowanej borem [99]. Stwierdzono, ¿e uwodniony tlenek ¿elaza jest
wi¹zany efektywnie i redukowany na elektrodzie diamentowej dotowanej borem,
w obecno�ci fluorków. W 1 M wodnym roztworze NH4F proces elektroosadzania na
elektrodzie jest odwracalny. Zbadano wp³yw potencja³u, stê¿enia jonów FeF6

3�,
czasu osadzania i transportu masy na przebieg procesu, a do jego przyspieszenia
zastosowano energiê ultrad�wiêków. Typowe nanocz¹stki, uzyskane w ten sposób,
mia³y rozmiary 20�30 nm [99].

Jednorodnie zdyspergowane nanocz¹stki bimetaliczne FePt otrzymano w warun-
kach przeniesienia fazowego z u¿yciem dibenzo-24-korona-8-eteru, w warunkach
solwotermalnych. Substratami by³ H2PtCl6·6H2O i FeCl2·4H2O, które redukowano
glikolem propylenowym z dodatkiem kwasu oleinowego jako stabilizatora. Nano-
cz¹stki mia³y �rednice 15�18 nm [100].

Redukcja soli ¿elaza, FeBr2(aq), FeBr2(diglym) i FeBr3(diglym) za pomoc¹
NaBH4 doprowadzi³a do otrzymania nanocz¹stek Fe0 oraz FeB i Fe2B. Najbardziej
powtarzalne wyniki otrzymano, gdy roztwór Fe3+/2+(aq) dodawano do mieszanego
szybko wodnego roztworu NaBH4 w atmosferze argonu, poniewa¿ ta metoda pozwo-
li³a ograniczyæ reakcje uboczne z udzia³em NaBH4 [101]. Na Rysunku 22 przedsta-
wiono schemat reakcji redukcji FeBr2 za pomoc¹ NaBH4 w roztworze wodnym.
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Rysunek 22. Reakcje FeBr2 z NaBH4 w roztworze wodnym
Figure 22. Reactions of FeBr2 with NaBH4 in aqueous solution

Nanokompozyt Fe/Fe3O4, otrzymany przez kontrolowan¹ termicznie redukcjê
wodorem w 300°C nanocz¹stek Fe2O3, otrzymanych z hematytu, wykorzystano
w reakcji rozk³adu H2O2. �rednie rozmiary nanocz¹stek wynosi³y 10�33 nm, przy
czym w obecno�ci mniejszych nanocz¹stek reakcja bieg³a szybciej [102].

Nanocz¹stki bimetaliczne Ni/Fe u¿yto do degradacji DDT (1,1,1-trichloro-2,2,-
bis(p-chlorofenylo)etan) stosowanego w latach 40. jako pestycyd, a tak¿e jako insek-
tycyd w walce z chorobami przenoszonymi przez komary, jak malaria i ¿ó³ta febra.
Ze wzglêdu na akumulacjê w ekosystemie i toksyczno�æ, DDT zosta³ wycofany
z u¿ycia, jednak pewna jego ilo�æ znajduje siê do tej pory w �rodowisku. Dzia³anie
bimetalicznych nanocz¹stek w reakcjach dechlorowania DDT przedstawia Rysunek
23 [103].
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Rysunek 23. Degradacja grupy trichlorometylowej DDT w obecno�ci nanocz¹stek Ni-Fe
Figure 23. Degradation of trichloromethyl group of DDT in the presence of Ni-Fe nanoparticles

EPILOG

W listopadzie min¹³ rok, jak po¿egnali�my na zawsze naszego Nauczyciela,
Profesora Józefa J. Zió³kowskiego. Sta³o siê to nagle, w momencie kiedy mieli�my
tak wiele planów naukowych i projektów na przysz³o�æ. Ten artyku³ po�wiêcony
jest jednemu z takich tematów, zwi¹zanych w naszej pamiêci z Panem Profesorem.

Kilka lat temu, na pocz¹tku 2003 r., Profesor otrzyma³ od prof. J.-M. Basset
z Lyonu zaproszenie do udzia³u w konsorcjum przygotowuj¹cym europejski projekt
�Nanocat�, którego tematyka dotyczy³a nanokatalizy. Prof. J.-M. Basset, wybitny
specjalista w zakresie katalizy molekularnej, organizowa³ miêdzynarodow¹ grupê
do realizacji tego projektu, a nasz zespó³ by³ jedynym zaproszonym z Polski. Pow-
sta³ bardzo dobry wniosek, który niestety nie uzyska³ finansowania Komisji Euro-
pejskiej, ale tematyka nanocz¹stek pozosta³a w zespole. Zupe³nie nowy temat,
w którym nie mieli�my wtedy ¿adnego do�wiadczenia, zafascynowa³ i Profesora,
i nas. Niektóre ciekawsze wyniki dotycz¹ce nanocz¹stek palladu przedstawiamy
w tym artykule, a nanocz¹stki metali nieszlachetnych s¹ przedmiotem dalej prowa-
dzonych prac.
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ABSTRACT

The aim of this review is to evaluate the use of chemiluminescence (CL) as
the method for determination of a wide group of organic and inorganic compounds.
Chemiluminescence can be defined as the light emission resulting from the transi-
tion of an electronically excited state produced in a reaction [1, 2]. CL, in spite of
complicated processes occurring in reaction systems, has been used since many
years in chemical analysis [13, 22, 30]. Although many chemiluminescence reagents
investigated, only a limited number, such as luminol, tris(2,2-bipyridyl)ruthenium(III),
potassium permanganate and the Fenton reaction, generating chemical sources of
reactive oxygen and nitrogen species, were successfully used for analytical applica-
tions. The Fenton system Fe(II)/(III)�H2O2 is the source reactive oxygen species and
hydrogen radicals [52, 53]. Analytical techniques based on CL have been used in,
e.g.: pharmacological studies, clinical and environmental diagnostics [14�17,
22�30, 39�47, 62�65]. Ultra-weak intensity of generated emission (1�104 hn · s�1 · cm�2)
requires very sensitive detectors and special apparatus, as our detection system for
CL measurements based on single photon counting [11].

Studies of CL systems characterised by low intensity of the CL emission
require the use of sensitizers. Due to their specific luminescence properties, the
lanthanide ions, mainly europium(III) and terbium(III) and their complexes, can be
successfully used as chemiluminescence fluorophores [11, 57, 71, 75, 76]. Exam-
ples of chemiluminescent methods used for determination of organic molecules (ami-
noacids, antibiotics, chemotherapeutics), based on the lanthanide(III) ions emis-
sion, as a result of the energy transfer process from the excited products of the
organic molecule oxidation to the Ln(III), are presented [77, 78].

Keywords: chemiluminescence, lanthanide ions, analytical application

S³owa kluczowe: chemiluminescencja, jony lantanowców, zastosowanie analityczne
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WSTÊP

Fenomen emisji �wiat³a towarzysz¹cy reakcjom chemicznym znany by³ ju¿
dawno. W 1877 r. Radziszewski obserwowa³ emisjê zielonawego �wiat³a, w wyniku
reakcji lofiny z tlenem w �rodowisku zasadowym. Metoda chemiluminescencyjna,
wykorzystywana w badaniach uk³adów organicznych i nieorganicznych, w istocie
swej obejmuje zjawiska wynikaj¹ce jedynie z przebiegu reakcji chemicznej, bez
udzia³u energii z zewn¹trz. Umo¿liwia to przeprowadzenie badañ podstawowych,
nie tylko w zakresie charakterystyki utworzonego nowego zwi¹zku chemicznego,
lecz równie¿ monitorowania ca³ego procesu reakcji, z uwzglêdnieniem jej energe-
tyki i kinetyki. Odnotowany, zw³aszcza w ostatnich 30 latach, wzrost zainteresowa-
nia zjawiskiem chemiluminescencji w du¿ej mierze wynika z mo¿liwo�ci praktycz-
nego zastosowania uk³adów reakcyjnych do opracowywania nowych metod anali-
tycznych, charakteryzuj¹cych siê wysok¹ czu³o�ci¹ i selektywno�ci¹.

1. CHEMILUMINESCENCJA I MECHANIZMY POWSTANIA
SUBSTANCJI WZBUDZONYCH

Chemiluminescencja (CL) to emisja promieniowania elektromagnetycznego
towarzysz¹ca reakcjom chemicznym, powstaj¹ca kosztem energii procesów elemen-
tarnych. Mo¿e powstawaæ w wyniku reakcji zachodz¹cych zarówno w fazie gazo-
wej, ciek³ej, jak i na granicy faz.

Ogólnie, chemiluminescencja powstaje, gdy znaczna czê�æ energii reakcji che-
micznej (entalpii DH) przekszta³ca siê w energiê wzbudzenia elektronowego pro-
duktu reakcji (P*), który emituje kwant �wiat³a hn:

DH ® P* ® hn

Istot¹ procesu jest stadium wzbudzenia (DH ® P*), przy czym musi byæ spe³-
niony warunek:

Ehn < DH + DH¹

gdzie Ehn jest energi¹ emitowanego kwantu, DH¹ jest entalpi¹ aktywacji. Stadium
P* ® hn stanowi luminescencjê. Na stadium to nie ma ju¿ wp³ywu kinetyka i mecha-
nizm reakcji. Natomiast wp³yw wywieraj¹ procesy fizyczne, takie jak konwersja
wewnêtrzna, migracja energii wzbudzenia itp., a wiêc te same, które odgrywaj¹ istotn¹
rolê w ka¿dym rodzaju luminescencji. Widma chemiluminescencji i fluorescencji
emitera (P*) s¹ identyczne i mog¹ byæ obserwowane w obszarze nadfioletu oraz
w zakresie widzialnym i podczerwonym widma [1, 2].
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Wyja�nienie sposobu powstawania cz¹steczek wzbudzonych, ze wzglêdu na
z³o¿ony przebieg reakcji chemicznych, jest stosunkowo trudne. Istniej¹ trzy teorie
powstawania cz¹steczek wzbudzonych w wyniku reakcji w roztworach. S¹ to teorie:

1. rodnikowa,
2. przeniesienia elektronu,
3. równoczesnego rozerwania kilku wi¹zañ w jednej cz¹steczce.
Teoria rodnikowa chemiluminescencji opiera siê na odwracalno�ci procesu foto-

lizy i chemiluminescencji [3�8]:

AB + hn ® AB* ® A� + B�

A� + B� ® AB* ® AB + hn

Jako przyk³ad podawane s¹ reakcje utleniania w uk³adach: H2O2 + Ce(IV),
H2O2 + Ti(III), w których w wyniku rekombinacji rodników tlenowych ROx (R = H,
x ³ 1) tworz¹ siê wzbudzone oscylacyjnie i elektronowo cz¹steczki tlenu [9], np.:

�OOH + �OOH ® H2O2 + O2
*.

Teoria przenoszenia elektronu Chandrossa i Sonntaga [10] zak³ada, ¿e cz¹steczka
wzbudzona elektronowo tworzy siê w wyniku przeniesienia elektronu od rodnika,
np.: wêglowodoru aromatycznego na odpowiedni akceptor, np. utleniacz. Proces
przenoszenia elektronu, przebiegaj¹cy prawdopodobnie z udzia³em efektu tunelo-
wego, uwalnia energiê w ma³ej objêto�ci pojedynczej cz¹steczki w czasie bardzo
krótkim, w porównaniu z czasem potrzebnym do �rozmycia klatki� rozpuszczalnika
i uwolnienia energii cieplnej, do o�rodka o du¿ej objêto�ci. Ogólnie proces ten mo¿-
na wyraziæ nastêpuj¹cym równaniem:

D�� + A�+ ® 2R,

gdzie: D�� � donor elektronu, anion rodnika, A�+ � akceptor elektronów, kation rod-
nika, R � rodnik. Reakcje chemiluminescencji z przeniesieniem elektronu stanowi¹
jeden z nielicznych przyk³adów wzbudzenia chemicznego, które mog¹ zachodziæ
bez udzia³u tlenu.

Trzecia teoria, tj. teoria równoczesnego rozerwania kilku wi¹zañ w jednej cz¹s-
teczce, z utworzeniem kilku stabilnych produktów, dotyczy przede wszystkim roz-
padu nadtlenków.

Zjawisko chemiluminescencji, pomimo z³o¿ono�ci procesów przebiegaj¹cych
w uk³adach reakcyjnych, jest od szeregu lat wykorzystywane w analityce chemicz-
nej. Oprócz klasycznej luminescencji i elektroluminescencji, w³a�nie techniki anali-
tyczne oparte o chemiluminescencjê stosowane s¹ miêdzy innymi w badaniach farma-
kologicznych, diagnostyce klinicznej i �rodowiskowej.
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2. APARATURA DO POMIARÓW CHEMILUMINESCENCYJNYCH

Skrajnie niskie natê¿enie otrzymywanej emisji, rzêdu 1�104 hn · s�1 · cm�2, jej
szeroki zakres spektralny (200�1000 nm) oraz du¿a dynamika zmian natê¿enia �wia-
t³a, wymaga u¿ycia bardzo czu³ych detektorów oraz specjalnych technik pomiaro-
wych. Obecnie, do tego celu powszechnie s¹ stosowane fotopowielacze elektro-
nowe.

Rysunek 1. Schemat aparatury do pomiarów chemiluminescencyjnych metod¹ stacjonarn¹; AC � czêsto�cio-
mierz cyfrowy C570, D � przes³ona, DS � dyskryminator impulsów, F � filtry, A � wzmacniacz,
P � fotopowielacz, C � naczynko pomiarowe, PA � przedwzmacniacz, HVS � zasilacz wysokiego
napiêcia

Figure 1. Apparatus for measurement of chemiluminescence; AC � automatic counter C570, F � filters;
HVS � high voltage supplier, DS � discriminator, D � diaphragm, A � amplifier, P � photomulti-
plier M12 FQC51, C � measurement cell, PA � preamplifier

Rys. 1 przedstawia schemat uk³adu pomiarowego pracuj¹cego systemem zlicza-
nia pojedynczych fotonów, skonstruowanego w Zak³adzie Ziem Rzadkich Wydzia³u
Chemii UAM [11]. Podstawowe czê�ci stosowanego uk³adu pomiarowego to: foto-
powielacz umieszczony w �wiat³oszczelnej obudowie, zasilacz wysokiego napiêcia,
dyskryminator i wzmacniacz impulsów oraz czêsto�ciomierz po³¹czony z kompute-
rem. Przedstawiona aparatura s³u¿y do pomiarów zarówno zmian natê¿enia chemi-
luminescencji w czasie, jak i widma emisji (rozk³adu spektralnego) w oparciu
o metodê filtrów granicznych.

Jednym z wa¿niejszych wymagañ wspó³czesnej analizy laboratoryjnej jest krótki
czas wykonania oznaczeñ oraz jak najdalej posuniêta mechanizacja uk³adu pomia-
rowego. Umo¿liwiaj¹ to metody analizy przep³ywowej, miêdzy innymi FIA � wstrzy-
kowa analiza przep³ywowa (ang. Flow Injection Analysis), z wykorzystaniem wielu
dostêpnych handlowo aparatów pomiarowych. Konstrukcja uk³adu przep³ywowego
zale¿y zarówno od aspektów chemicznych pomiaru, jak i uk³adu detekcyjnego.
Ogólnie w systemie FIA roztwór no�nika i odczynniki chemiczne s¹ pompowane
w sposób ci¹g³y przez wê¿yki, wê¿ownice mieszaj¹ce i przez kuwetê przep³ywow¹
detektora. Ma³a czê�æ próbki jest wstrzykiwana do no�nika. No�nik ³¹czy siê z jed-
nym lub kilkoma odczynnikami tak, aby nast¹pi³a reakcja chemiczna, której rezul-
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tatem jest np.: emisja chemiluminescencji mierzona przez detektor. Na Rys. 2 przed-
stawiono przyk³adowy uk³ad FIA do oznaczania fluorochinolonów [12].

Rysunek 2. Schemat aparatury do oznaczeñ chemiluminescencyjnych metod¹ FIA; P1, P2 � pompy perystal-
tyczne, M � komora mieszaj¹ca, V � komora wstrzykowa, PMT � fotopowielacz, F � przep³ywowe
naczynko pomiarowe, W � �ciek, HV � zasilacz wysokiego napiêcia, Rec � rejestrator

Figure 2. Schematic diagram of the Chemiluminescence/Flow-Injection Analysis system for fluoroquinolo-
nes determination; P1, P2 � peristaltic pump, M � mixer, V � injection valve, PMT � photomulti-
plier tube, F � flow cell, W � waste, HV � high voltage, Rec � recorder

3. UK£ADY CHEMILUMINESCENCYJNE
NAJCZÊ�CIEJ WYKORZYSTYWANE W ANALITYCE

3.1. UK£ADY REAKCYJNE Z LUMINOLEM

W wodnych uk³adach reakcyjnych wykazuj¹cych chemiluminescencjê stoso-
wany jest luminol (hydrazyd kwasu 3-aminoftalowego). Pierwszy raz chemilumines-
cencjê tego zwi¹zku opisano w 1928 r. Zwi¹zek ten reaguje z wszystkimi czynni-
kami utleniaj¹cymi, w obecno�ci katalizatorów, w �rodowisku zasadowym tworz¹c
3-aminonaftalen w stanie wzbudzonym, wykazuj¹cy siln¹ emisjê z maksimum dla
l ~ 425 nm.
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Uk³ady reakcyjne z luminolem s¹ stosowane do oznaczania zarówno czynni-
ków utleniaj¹cych np. H2O2 [13], jak i substancji reaguj¹cych z utleniaczem np.:
kwasu askorbinowego [14] lub katalizuj¹cych reakcjê utleniania luminolu jonów:
Fe(II), Mn(II) [15�17] (Tab. 1).

Tabela 1. Zastosowanie metody chemiluminescencyjnej w analityce
Table 1. Application of  the chemiluminescence method in analysis
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Tabela 1. Ci¹g dalszy
Table 1. Continuation

3.2. UK£ADY REAKCYJNE Z KMnO4

Manganian(VII) potasu nale¿y do jednych z najczê�ciej stosowanych utlenia-
czy w mieszaninach reakcyjnych wykazuj¹cych chemiluminescecjê. Reakcje ozna-
czania polegaj¹ g³ównie na reakcji utleniania oznaczanej substancji i przebiegaj¹
w �rodowisku kwasu siarkowego lub rzadziej zasadowym.

Substancja oznaczana + MnO4
� + 8H+ ®

Utleniona substancja oznaczana* + Mn(II) + 4H2O

Poniewa¿ wydajno�æ luminescencji zwi¹zków karbonylowych jest bardzo ma³a,
aby zwiêkszyæ czu³o�æ pomiarów do uk³adów reakcyjnych wprowadza siê fluoro-
fory, np. formaldehyd, kwas mrówkowy, rodaminê B, chininê [18�21]. Kwa�ny roz-
twór KMnO4 jest wykorzystywany do oznaczania szeregu zwi¹zków chemicznych
np.: fenoli. W tych uk³adach zauwa¿ono zale¿no�æ pomiêdzy natê¿eniem chemilu-
minescencji a struktur¹ oznaczanego fenolu [22�27]. Ponadto, KMnO4 stosowany
jest tak¿e do oznaczania indoli [28], alkaloidów [29], biogenicznych amin, takich
jak seratonina lub melatonina [30, 31], substancji czynnych w �rodkach farmaceu-
tycznych i p³ynach fizjologicznych, np.: penicilin [32], sulfoamidów [33] oraz wielu
innych (Tab. 1).
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3.3. UK£ADY REAKCYJNE Z TRIS(2,2�-BIPIRYDYLO)RUTENEM(III)

Chemiluminescencjê kompleksu Ru(bipy)3
2+ obserwowano pierwszy raz ponad

40 lat temu, a od blisko 30 lat zdecydowana wiêkszo�æ prac dotyczy analitycznego
zastosowania tego kompleksu. Ogólnie, schemat procesów przebiegaj¹cych w uk³a-
dach analitycznych mo¿na przedstawiæ nastêpuj¹co:

Jak widaæ, na schemacie chemiluminescencjê kompleksu Ru(bipy)3
2+ uzyskuje

siê po wytworzeniu bardzo reaktywnego utleniacza Ru(bipy)3
3+, który ulega redukcji

w wyniku reakcji z oznaczan¹ substancj¹. Utleniacz Ru(bipy)3
3+ otrzymywany jest

metod¹ elektrochemicznego utlenienia [34, 35] lub rzadziej fotochemicznego lub
chemicznego utlenienia, z u¿yciem Ce(IV) [36, 37] lub chloru [38]. We wszystkich
uk³adach analitycznych zawieraj¹cych kompleks Ru(bipy)3

2+, intensywno�æ chemi-
luminescencji silnie zale¿y od wydajno�ci i mechanizmu redukcji Ru(bipy)3

3+ do
wzbudzonego [Ru(bipy)3

2+]*. Uk³ady z Ru(bipy)3
3+ stosowane s¹ do oznaczania sze-

regu zwi¹zków chemicznych. Stosowane s¹ miêdzy innymi do oznaczania szcza-
wianów [39], kwasu askorbinowego [40], alifatycznych i cyklicznych amin [41, 42],
aminokwasów [43], leków, np. erytromycyny, tetracyklin, antybiotyków b-laktamo-
wych i preparatów przeciwnowotworowych [44�47] (Tab. 1).

3.4. UK£ADY REAKCYJNE GENERUJ¥CE REAKTYWNE FORMY TLENU (ROS)
I AZOTU (RNS)

W ostatnich latach znacznie wzros³o zainteresowanie uk³adami reakcyjnymi
generuj¹cymi reaktywne formy tlenu (ROS). Oprócz badañ dotycz¹cych oddzia³y-
wania ROS na organizmy ¿ywe, coraz wiêcej prac dotyczy mo¿liwo�ci analitycz-
nego zastosowania mieszanin reakcyjnych, bêd¹cych �ród³em ROS.

Reaktywne formy tlenu to nie tylko wolne rodniki tlenowe, ale te¿ wzbudzony
tlen singletowy i nadtlenek wodoru [48, 49]. Do najwa¿niejszych reaktywnych form
tlenu zalicza siê [48�50]:

� O2
�� � anion ponadtlenkowy � rodnik raczej ma³o reaktywny, jest produktem

jednoelektronowej redukcji tlenu
� H2O2 � nadtlenek wodoru � mimo ¿e sam nie posiada niesparowanego elek-

tronu, jest wa¿nym produktem po�rednim w reakcjach oksydacyjno-reduk-
cyjnych. Wewn¹trzkomórkowo H2O2 metabolizowany jest przez jeden
z dwóch enzymów antyoksydacyjnych � peroksydazê glutationu (GSH-Px)
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lub katalazê do H2O. W obecno�ci jonów metali, tj. Fe(II) lub Cu(I), H2O2

mo¿e byæ redukowany � wg reakcji Fentona:

Fe(II) + H2O2 ® Fe(III) + OH� + �OH

do rodnika hydroksylowego (�OH). Mo¿e równie¿ powstawaæ w reakcjach
O2

�� i H2O2 z jonami ¿elazowymi Fe(III) (reakcja Habera-Weissa)
� �OH � rodnik hydroksylowy � jest najbardziej toksyczn¹ i reaktywn¹ form¹

tlenu, reaguje praktycznie ze wszystkimi cz¹steczkami wystêpuj¹cymi
w organizmie. Powstaje w wyniku rozpadu wi¹zania O�O w cz¹steczce H2O2

pod wp³ywem wysokiej temperatury, promieniowania jonizuj¹cego lub
w reakcjach H2O2 z metalami, np. ¿elazem lub miedzi¹ (reakcja Fentona).
Mo¿e równie¿ powstawaæ w reakcji Habera-Weissa, która obejmuje reakcjê
redukcji jonów Fe(III) przez O2

�� i reakcjê Fentona:

Fe(III) + O2
�� ® Fe(II) + O2

Fe(II) + H2O2 ® Fe(III) + OH� + �OH

Jej sumaryczny zapis jest nastêpuj¹cy:

O2
�� + H2O2 ® OH� + �OH + O2

� 1O2 � tlen singletowy � oddzia³uje z innymi cz¹steczkami na dwa sposoby:
przechodz¹c w stan trypletowy, przekazuje energiê wzbudzenia lub wcho-
dzi z cz¹steczkami w reakcje chemiczne.

Drug¹ grup¹ zwi¹zków o niesparowanych elektronach i/lub charakteryzuj¹cych
siê du¿¹ reaktywno�ci¹ chemiczn¹ s¹ reaktywne formy azotu � RNS. Do reaktyw-
nych form azotu nale¿y tlenek azotu (NO) oraz powstaj¹ce z niego, w wyniku prze-
mian metabolicznych, kation nitrozoniowy (NO+), anion nitroksylowy (NO�) i nad-
tlenoazotyn (ONOO�) [50, 51].

W szeroko rozumianej analityce chemicznej zastosowanie maj¹ chemiczne �ró-
d³a reaktywnych form tlenu i azotu. Nale¿y do nich reakcja Fentona. Uk³ad Fentona
Fe(II)/(III)�H2O2 jest �ród³em nie tylko rodników hydroksylowych, ale i pozosta-
³ych ROS, na skutek zachodz¹cych reakcji rekombinacji rodników [52, 53]

HO2
� ® O2

�� + H+

O2
�� + O2

�� ® O2
2� + 1O2

HO2
� + HO2

�� ® H2O2 + 1O2

O2
�� + H2O2 ® HO� + HO� + 1O2
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Emiterem w tym uk³adzie s¹ dimole tlenu singletowego (1O2)2, wykazuj¹ce
niskie natê¿enie emisji. Widmo emisji (1O2)2 w zakresie widzialnym zawiera cha-
rakterystyczne pasma z maksimum dla l ~ 480, 520, 580, 633 i 703 nm [54�56].
�ród³em tlenu singletowego s¹ tak¿e uk³ady: NH2OH�NaOH�Cu(II) [57], Cu(II)/(I)�
H2O2, CH3CN�H2O2�NaOH [58, 59].

W ostatnich 15 latach coraz szersze zastosowanie analityczne maj¹ mieszaniny
reakcyjne generuj¹ce jako czynnik utleniaj¹cy kwas nadtlenoazotawy. Wydajnym
�ród³em kwasu nadtlenoazotawego jest reakcja azotanów(III) z nadtlenkiem wodoru
w �rodowisku kwa�nym. Chemiluminescencja w tym uk³adzie jest wynikiem izo-
meryzacji wzbudzonego (ONOOH)* do azotanów(V) [60, 61]:

Mieszaniny reakcyjne stanowi¹ce �ród³o reaktywnych form tlenu i azotu stoso-
wane s¹ w oznaczaniu aminokwasów, np.: tryptofanu [62], oraz substancji czyn-
nych w �rodkach farmaceutycznych: fluorochinolonów, chlorochininy, nitrofurazonu,
tetracyklin [61, 63�65] (Tab. 1).

4. UK£ADY CHEMILUMINESCENCYJNE ZAWIERAJ¥CE
JONY LANTANOWCÓW I ICH KOMPLEKSY

W uk³adach analitycznych jako luminofory wykorzystywane s¹ jony lantanow-
ców i ich kompleksy. Decyduj¹ o tym specyficzne w³a�ciwo�ci spektroskopowe
i koordynacyjne jonów Ln(III), takie jak wysokie wydajno�ci kwantowe lumines-
cencji roztworów wodnych niektórych chelatów lantanowców, stosunkowo d³ugie
czasy ¿ycia ich stanów wzbudzonych oraz charakterystyczne w¹skie pasma emisji
[66, 67]. Wzbudzenie jonów lantanowców nastêpuje w wyniku procesu przeniesie-
nia energii ze wzbudzonego, w wyniku reakcji chemicznej, produktu P* do skom-
pleksowanych lub rzadziej � nieskompleksowanych jonów Ln(III) [68�70].

W uk³adach reakcyjnych, w których nastêpuje rozk³ad dioksetanów, jako fluo-
rofory stosowane s¹ b-diketonowe kompleksy jonów lantanowców, g³ównie Eu(III)
np. Eu(TTA)3 (TTA � tienoilotrifluoroaceton). Chelat europu(III) z TTA jest tak¿e
wydajnym fluoroforem w roztworach zasadowych, w których nastêpuje rozk³ad nad-
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tlenku wodoru lub utlenianie hydroksyloaminy, katalizowane jonami Cu(II) [57, 71].
Jony Ln(III) s¹ wprowadzane do uk³adów chemiluminescencyjnych wykorzy-

stywanych w oznaczaniu aminokwasów, np.: tryptofanu (Tryp). Mechanizm utle-
niania tryptofanu z u¿yciem nadtlenku wodoru lub kwasu nadtlenoazotawego
ONOOH, omawiany w szeregu pracach, przedstawia siê nastêpuj¹co [72, 73]:

gdzie:

N
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W uk³adach tych obecno�æ jonów Ln(III) powoduje wzrost natê¿enia chemilu-
minescencji. W przypadku jonów Eu(III), przenoszenie energii od produktu utlenie-
nia aminokwasu zachodzi tylko w kompleksie Eu-Tryp, podczas gdy dla jonów Tb(III)
i Dy(III) proces ten zachodzi równie¿ do nieskompleksowanych jonów Tb(III) lub
Dy(III) [11, 74]. Na tej podstawie opracowano metody oznaczania tryptofanu
w mieszaninie aminokwasów, z u¿yciem uk³adu generuj¹cego ONOOH, w �rodo-
wisku 0,2 mol�1 H2SO4, w którym kompleks Tb�Tryp nie powstaje [74] (Tab. 1).

Jony europu(III) i terbu(III) stanowi¹ luminofor w chemiluminescencyjnych
mieszaninach reakcyjnych, s³u¿¹cych do oznaczania antybiotyków z grupy fluoro-
chinolonów i tetracyklin. W tych uk³adach du¿e znaczenie ma proces przenoszenia
energii w kompleksie fluorochinolon�Ln(III). O wydajno�ci tego procesu decyduje
w znacznej mierze dopasowanie poziomów energetycznych liganda (stanów tryple-
towych) i jonów lantanowca (Rys. 3).

Lis_folie1.p65 2010-01-05, 09:15997



M. KACZMAREK, S. LIS998

Rysunek 3. Schemat procesów przenoszenia energii do jonów Eu(III) i Tb(III)
Figure 3. Scheme of energy transfer processes to Eu(III) and Tb(III) ions

Do oznaczania fluorochinolonów stosuje siê nastêpuj¹ce uk³ady reakcyjne:
KMnO4�Na2SO3�Tb(III)�FQ (enoksacyna lub ofloksacyna) [11] i Ce(IV)�Na2SO3�
Tb(III)�FQ (ciprofloksacyna) [75] lub Ce(IV)�H2SO3�Eu(III)�FQ (rufloksacyna)
[76] (Tab. 1). Wzbudzenie jonów Tb(III) i Eu(III) jest wynikiem miêdzycz¹steczko-
wego przeniesienia energii od SO2* do FQ, a nastêpnie wewn¹trzcz¹steczkowego
przeniesienia energii od FQ* do skompleksowanego jonu lantanowca. Poni¿ej przed-
stawiono przyk³adowy mechanizm w uk³adzie Ce(IV)�Na2SO3�Tb(III)�FQ (cipro-
floksacyna CPLX) [75]:

Ce(IV) + HSO3
� ® HSO3

� + Ce3+

2HSO3
� ® S2O6

2� + 2H+

S2O6
2� ® SO4

2� + SO2*

SO2* + [Tb�CPLX]3+ ® SO2 + [Tb�CPLX*]3+

[Tb�CPLX*]3+ ® [Tb*�CPLX]3+

[Tb*�CPLX]3+ ® [Tb�CPLX]3+ + hn
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W wy¿ej opisanych uk³adach chemiluminescencyjnych, oznaczanie FQ wyko-
nywano w roztworach wodnych, o pH warunkuj¹cym utworzenie kompleksu ozna-
czanego fluorochinolonu z jonem Ln(III). Natomiast w przypadku tetracyklin, opra-
cowano uk³ad reakcyjny TC�H2O2�Fe(II)/(III)�Eu(III), w którym oznaczanie tetra-
cyklin nie wymaga utworzenia kompleksu Eu(III)�TC. Uk³ad ten jest jednym z nie-
licznych, w których zachodzi proces przeniesienia energii od produktu utlenienia
TC, zawieraj¹cego wzbudzone grupy (>C=O)* do nieskompleksowanych jonów
europu(III) [77, 78].

PODSUMOWANIE

Z przegl¹du prac wyra�nie wynika, ¿e czynnikiem wp³ywaj¹cym na wzrost zain-
teresowania zjawiskiem chemiluminescencji jest rosn¹ce zapotrzebowanie na bar-
dzo czu³e i selektywne metody analizy w przemy�le farmaceutycznym, spo¿ywczym,
diagnostyce medycznej i �rodowiskowej. Analityczne techniki, wykorzystuj¹ce reak-
cje chemiluminescencji jako metody oznaczania, wykazuj¹ wiele zalet: poza
wysok¹ czu³o�ci¹, nale¿¹ do nich tak¿e nieskomplikowna aparatura pomiarowa, szybka
dynamika pomiarów, szeroki zakres liniowo�ci i ³atwe po³¹czenie z innymi techni-
kami np.: HPLC. Wzrost czu³o�ci chemiluminescencyjnej metody analitycznej
wi¹¿e siê miêdzy innymi z odpowiednim doborem fluorofora, którym oprócz zwi¹z-
ków organicznych, mog¹ byæ jony lantanowców(III) i ich kompleksy.
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ABSTRACT

One of the major drawbacks of solution phase organic synthesis is laborious
processes of purification and isolation of individual products. Problems intensify in
the case of preparation of compound libraries for pharmaceutical and agrochemical
research. Application of oligomeric or polymeric specific reagents in purification
processes can simplify significantly the isolation of organic products. Techniques of
purification with reactive polymers have been worked out in the mid-1990s inde-
pendently by groups of Kaldor, Flynn and Hodge as solid phase scavenging, com-
plementary molecular reactivity and molecular recognition (CMR/R) or polymer-
supported quench (PSQ), respectively [55–58]. They are based on differences in the
reactivity of impurities in comparison to desired products with reference to functio-
nal groups of polymers. The methodologies have been intensively developed for the
last decade as an effective alternative to time-consuming and somehow difficult
classical methods of purification such as extraction in water-organic solvent sys-
tems, chromatography, crystallization or distillation [23, 25]. As a result of that,
many new scavenging resins were synthesized and commercialized [51–54]. Their
application seems to be particularly useful for purification of products from combi-
natorial synthesis. The synthesis of libraries of amides, carbamides, sulfoamides or
amines can be taken as examples. The methods are also useful in many cases when
classical methods of purification do not give desired effects. Removing of metal
ions impurities from pharmaceutical products can be a good example [109]. The
effectiveness of purification by reactive polymers was proven both in the case of
single reactions and multi-step transformations.

In this review the basic principles of using functionalized polymers in purifica-
tion of organic reaction products were described. The division of scavenging resins
depending on the chemical nature of functional group immobilized on polymers and
their applications was performed. Methods of synthesis of different types of oligo-
meric and polymeric scavengers and their morphology were discussed. Numerous
examples of practical applications of scavenging resins in modern organic synthesis
were presented.

Keywords: functionalized polymers, polymer-supported reagents, scavenging resins

S³owa kluczowe: funkcjonalizowane polimery, reagenty polimerowe, ¿ywice czysz-
cz¹ce
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WPROWADZENIE

Pierwsze wzmianki dotycz¹ce reaktywnych materia³ów polimerowych pojawi³y
siê w literaturze ju¿ w po³owie lat 30. XX w., kiedy to Adams i Holmes opisali
syntezê ¿ywicy jonowymiennej opartej na fenolu i formaldehydzie [1]. Jednak¿e
wzrost zainteresowania tego typu materia³ami nast¹pi³ dopiero ok. 15 lat póŸniej,
po pojawieniu siê doniesieñ na temat syntezy nowego typu ¿ywic jonowymiennych
na osnowie kopolimerów styrenowo-diwinylobenzenowych, otrzymanych w pos-
taci dogodnych do manipulacji sferycznych ziaren [2]. Prace te niemal natychmiast
zaowocowa³y licznymi patentami, a w œlad z nimi szybko wdro¿ono procesy prze-
mys³owe z ¿ywicami jonowymiennymi w roli katalizatora, a tak¿e zastosowano
jonity jako sorbenty w procesach zmiêkczania i demineralizacji wody.

Badania z udzia³em sfunkcjonalizowanych materia³ów polimerowych, prowa-
dzone na prze³omie lat 50. i 60. XX w. przez Letsinger’a [3–6] i Merrifield’a [7],
zainicjowa³y rozwój metod syntezy organicznej na fazie sta³ej (ang. solid phase
organic synthesis, SPOS), co w konsekwencji spowodowa³o rozwój nowej dzie-
dziny chemii – chemii kombinatorycznej (ang. combinatorial chemistry) [8–12].
Zagadnienia z zakresu wykorzystania sfunkcjonalizowanych polimerów w chemii
kombinatorycznej opisano szeroko w serii artyku³ów przegl¹dowych autorstwa
R. £aŸnego i in., opublikowanych na ³amach Wiadomoœci Chemicznych [13–16].

Równolegle z rozwojem metod SPOS w latach 70–80. XX w. intensyfikacji
uleg³y badania nad wykorzystaniem sfunkcjonalizowanych polimerów do immobi-
lizacji homogenicznych uk³adów katalitycznych. Pokaza³y one mo¿liwoœæ zastoso-
wania tego typu katalizatorów w wiêkszoœci aplikacji, w których rolê katalizatora
pe³ni¹ ich odpowiedniki homogeniczne [17–22]. Pocz¹wszy od po³owy lat 90. ubieg-
³ego stulecia badania ukierunkowane s¹ w du¿ej mierze na immobilizacjê chiral-
nych kompleksów metali oraz ich zastosowanie w katalizie asymetrycznej [23–31].
Kompleksy metali przejœciowych immobilizowane na polimerach jako katalizatory
niektórych reakcji utlenienia przedstawiono na ³amach Wiadomoœci Chemicznych
w artykule N. Kolarz i I.A. Owsik [32].

W latach 90. XX w. za spraw¹ rozwoju chemii kombinatorycznej pojawi³y siê
dwa kolejne zastosowania reaktywnych materia³ów polimerowych, zwi¹zane z ich
u¿yciem jako noœników dla specyficznych reagentów (ang. polymer reagents) na
potrzeby syntezy w fazie ciek³ej [23, 33–44] oraz w charakterze tzw. ¿ywic czysz-
cz¹cych, selektywnie wychwytuj¹cych zanieczyszczenia z roztworów poreakcyjnych
(ang. scavenging resins) [23, 33, 37, 44–50].

Immobilizacja specyficznych ma³ocz¹steczkowych reagentów na sta³ym noœ-
niku u³atwia zarówno ich stosowanie (np. eliminuje toksycznoœæ, nieprzyjemny
zapach lub zwiêksza ich trwa³oœæ), jak te¿ u³atwia oczyszczenie otrzymanych pro-
duktów. Uzyskuje siê w ten sposób równie¿ mo¿liwoœæ jednoczesnego u¿ycia dwóch
lub wiêkszej iloœci ró¿nych reagentów, których równoczesne zastosowanie w uk³a-
dzie homogenicznym jest niedopuszczalne. Aktualnie komercyjnie dostêpne s¹, m.in.
polimerowe odpowiedniki specjalnych utleniaczy, reduktorów oraz fosfin [51–54].
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Koncepcja u¿ycia sfunkcjonalizowanych polimerów do szybkiego oczyszcza-
nia produktów z niepo¿¹danych zanieczyszczeñ, zwana solid phase scavenging,
zosta³a po raz pierwszy szerzej opisana przez Kaldora i in. [55, 56]. ¯ywice wyko-
rzystywane do oczyszczania produktów okreœlane s¹ najczêœciej terminem scaven-
ging resins (lub scavengers). Niemal równoczeœnie z publikacj¹ Kaldora pojawi³y
siê tak¿e dwie inne prace, w których, niezale¿nie od siebie, Flynn i in. [57] i Hodges
i in. [58] przedstawili koncepcje wykorzystania ¿ywic polimerowych w procesach
oczyszczania, okreœlaj¹c nowe strategie oczyszczania odpowiednio jako comple-
mentary molecular reactivity and molecular recognition (CMR/R) i polymer-sup-
ported quench (PSQ).

Proste i efektywne metodologie oczyszczania z udzia³em reaktywnych polime-
rów szybko wykorzystali chemicy organicy, zajmuj¹cy siê syntez¹ kombinatoryczn¹,
jako alternatywê dla czasoch³onnych i uci¹¿liwych klasycznych metod oczyszcza-
nia, takich jak ekstrakcja w uk³adzie wodno-organicznym, chromatografia, krystali-
zacja, czy destylacja. Ponadto, obok wielu polimerowych reagentów wychwytuj¹-
cych, opracowano równie¿ szereg reaktywnych sorbentów bazuj¹cych na materia-
³ach nieorganicznych. Przyk³adem mog¹ byæ Quadrasil i Quadrapure firmy Reaxa,
StratoSphere firmy Polimer Lab., oraz sorbenty wychwytuj¹ce firmy Silicycle
[25, 52]. W niniejszej pracy nieorganiczne sorbenty nie bêd¹ omawiane.

1. PODZIA£ ¯YWIC WYCHWYTUJ¥CYCH

Z punktu widzenia natury chemicznej, ¿ywice wychwytuj¹ce mo¿na podzieliæ
na dwie ogólne grupy: ¿ywice kowalencyjne i jonowe. W pierwszej grupie, wi¹¿¹-
cej zanieczyszczenia poprzez tworzenie wi¹zania kowalencyjnego, mo¿emy rozró¿-
niæ ¿ywice o charakterze elektrofilowym oraz nukleofilowym. Druga grupa ¿ywic,
usuwaj¹ca zanieczyszczenia w efekcie oddzia³ywañ natury jonowej, obejmuje ¿ywice
kwasowe i zasadowe. W Tabeli 1 zestawiono szereg najbardziej popularnych ¿ywic
wraz z ich potencjalnym zastosowaniem. Wiêkszoœæ z oferowanych komercyjnie
¿ywic dostêpna jest zarówno w formie mikro-, jak i makroporowatej. W tym drugim
przypadku – tak¿e w postaci gotowych cartridge’y do tzw. SPE, przeznaczonych do
zastosowania w warunkach przep³ywowych [51–54].
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Tabela 1. Zestawienie ¿ywic wychwytuj¹cych
Table 1. Examples of polymer-supported scavengers
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Tabela 1. Ci¹g dalszy
Table 1. Continuation

¯ywice z funkcjami jonowymiennymi lub grupami donorowym mog¹ równie¿
okazaæ siê przydatne do oczyszczania produktów reakcji z jonów metali stosowa-
nych jako sk³adniki katalizatorów homogenicznych lub reagentów metaloorganicz-
nych. W Tabeli 2 zestawiono typowe ¿ywice przeznaczone do usuwania jonów
metali. Podobnie jak w wypadku ¿ywic do wi¹zania zanieczyszczeñ organicznych,
dostêpne s¹ one zarówno w formie mikro-, jak i makroporowatej.
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Tabela 2. Przyk³ady ¿ywic wychwytuj¹cych jony metali
Table 2. Examples of metal ions scavengers
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2. OTRZYMYWANIE I OGÓLNA CHARAKTERYSTYKA
¯YWIC WYCHWYTUJ¥CYCH

Reagenty wychwytuj¹ce mog¹ mieæ albo strukturê nieusieciowanych rozpusz-
czalnych oligomerów lub polimerów albo usieciowanych nierozpuszczalnych ¿ywic
mikro- lub makroporowatych [23, 25].

Nieusieciowane oligomery i polimery, dziêki mo¿liwoœci ich rozpuszczenia
w roztworze reakcyjnym, stwarzaj¹ warunki reakcji zbli¿one do homogenicznych,
umo¿liwiaj¹c osi¹gniêcie du¿ych szybkoœci reakcji. Tego typu polimery powinny
jednak¿e charakteryzowaæ siê w¹skim zakresem mas cz¹steczkowych, co zmniejsza
ró¿nice w reaktywnoœci poszczególnych cz¹steczek, oraz wystarczaj¹co du¿ym ciê-
¿arem cz¹steczkowym. Ten ostatni parametr powinien byæ tak dobrany, aby zapew-
niæ reagentom wychwytuj¹cym stan sta³y w temperaturze pokojowej, a zarazem
odpowiedni¹ rozpuszczalnoœæ w tzw. „termodynamicznie dobrych” rozpuszczalni-
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kach oraz ekonomicznie uzasadniony poziom funkcjonalizacji. Po reakcji produkt
uboczny powinien byæ stosunkowo ³atwo usuwalny z mieszaniny reakcyjnej, najle-
piej przez wytr¹cenie „termodynamicznie z³ym” rozpuszczalnikiem. Czynnikiem
wytr¹caj¹cym mo¿e byæ równie¿ zmiana pH lub temperatury.
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Schemat 1. Synteza ¿ywic z funkcjami dichlorotriazynowymi
Scheme 1. Synthesis of resins with dichlorotriazine functionality

Przyk³adem rozpuszczalnych regentów polimerowych, wykorzystywanych przy
oczyszczaniu produktów reakcji, mog¹ byæ ¿ywice z funkcjami dichlorotriazyno-
wymi, otrzymane przez Tadei i in. w wyniku modyfikacji chemicznej monoeteru
glikolu polietylenowego (Schemat 1) [59]. Takie polimery u¿yto do sekwestracji
trifenylofosfiny i tlenku trifenylofosfiny po reakcji chlorowania uk³adem PPh3/CCl4
oraz do efektywnego zwi¹zania nadmiaru alkoholi w syntezie estrów i sililo- zabez-
pieczonych alkoholi i acetali, a tak¿e nadmiaru tioli w syntezie trans-glikozylowa-
nych wêglowodanów. Mo¿liwoœæ tak¹ gwarantowa³a wysoka reaktywnoœæ chloru
zwi¹zanego z pierœcieniem triazynowym (Schemat 2).
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Schemat 2. Przyk³ady wykorzystania ¿ywic z funkcjami dichlorotriazynowymi
Scheme 2. Application of polymer-bound dichlorotriazine
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Szczególnie interesuj¹c¹ grupê rozpuszczalnych reagentów polimerowych,
wykorzystywanych przy oczyszczaniu produktów reakcji, stanowi¹ ¿ele otrzymane
technik¹ polimerycznej metatezy z otwarciem pierœcienia (ang. ring opening metha-
thesis polymerization, ROMP), tzw. ROMPGEL scavengers. Przyk³adem mog¹ byæ
¿ele z immobilizowanymi funkcjami bezwodnikowymi (Schemat 3), charakteryzu-
j¹ce siê du¿ym stopniem funkcjonalizacji, otrzymane przez Arnauld i in. [60] w
obecnoœci katalizatora Grubbsa pierwszej generacji.

+

1. Cl2(PCy3)2Ru=CHPh, CH2Cl2

n

O

OO On

O

OO O

Ph
m

O

O

O

O

=

2. EtOCH=CH2

Schemat 3. Synteza ROMPGEL-i z funkcjami bezwodnikowymi
Scheme 3. Synthesis of ROMPGELs with acid anhydride functionality

Takie elektrofilowe ¿ele z powodzeniem u¿yto do wychwytywania nadmiaru amin
i pochodnych hydrazyny z produktów syntezy moczników, tiomoczników, amidów,
sulfoamidów, karbaminianów, imin i hydrazonów (Schemat 4) [60].

Inny przyk³ad elektrofilowych ROMGEL’i opisano w pracy Hansona i in. [61].
Wychodz¹c z kwasu fumarowego i cyklopentadienu w reakcji Dielsa-Aldera otrzy-
mano kwas dikarboksylowy, który po przeprowadzeniu w odpowiedni chlorek kwa-
sowy oligomeryzowano w obecnoœci katalizatorów Grubbsa pierwszej lub drugiej
generacji, uzyskuj¹c produkt zdolny do usuwania nadmiaru amin (I i II-rzêdowych),
alkoholi (I i II-rzêdowych, allilowego i benzylowego) i tioli po benzylowaniu (Sche-
mat 5). Otrzymano produkty z czystoœci¹ ponad 95%. Zsyntezowane ROMPGEL’e,
w porównaniu do klasycznych ¿ywic polistyrenowych z takimi samymi funkcjami,
charakteryzowa³y siê du¿o wiêkszym stopniem funkcjonalizacji (~9,1 mmol/g, pod-
czas gdy styrenowe tylko ~1,3 mmol/g) oraz wiêkszym powinowactwem do alko-
holi.

Bukowski_folie.p65 2010-01-05, 23:051012



REAKTYWNE ̄ YWICE POLIMEROWE DO SZYBKIEGO OCZYSZCZANIA PRODUKTÓW REAKCJI 1013
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Schemat 4. Przyk³ady zastosowania ROMPGEL-i z funkcjami bezwodnikowymi.
Scheme 4. Examples of application of acid anhydride functionalyzed ROMPGELs
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Schemat 5. Synteza ROMPGEL-i z funkcjami chlorków kwasowych
Scheme 5. Synthesis of ROMPGELs with acid chloride functionality

W bardzo podobny sposób Hanson i in. otrzymali tak¿e rozpuszczalne w CH2Cl2,
DMF i THF ROMGEL’e z funkcjami chlorków sulfonylu (Schemat 6) [62] oraz
chlorków fosfonylu (Schemat 7) [62, 63], które wykorzystano do efektywnego
wychwytywania amin w reakcji benzylowania i/lub tosylowania. Oligomeryczne
chlorki fosfonylu mog³y byæ u¿yte do wychwytywania amin w obecnoœci alkoholi.

n

ClOC COCl

COCl

COCl

aceton/H2O

HOOC

COOH
1.

2. (COCl)2, DMF

Ru

Ph

Cy3P

Cl
Cy3P

Cl1.

2. CH2=CHOEt n= 100 
n=40
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Schemat 6. Synteza ROMPGEL-i z funkcjami chlorków sulfonylu
Scheme 6. Synthesis of ROMPGELs with sulphonyl chloride functionality

Schemat 7. Synteza ROMPGEL-i z funkcjami chlorków fosforylu
Scheme 7. Synthesis of ROMPGELs with phosphoryl chloride functionality

Nierozpuszczalne ¿ywice wychwytuj¹ce (zarówno mikro-, jak i makroporowate)
wytwarzane s¹ najczêœciej metod¹ polimeryzacji suspensyjnej. Przy ich syntezie,
podobnie jak w wypadku otrzymywania ¿ywic na potrzeby SPOS, mo¿liwe s¹ dwa
podejœcia: polimeryzacja mieszaniny odpowiednio sfunkcjonalizowanego monomeru
(najczêœciej pochodnej styrenu) z monomerem sieciuj¹cym (i ewentualnie dodatko-
wym monomerem rozpraszaj¹cym grupy funkcyjne w powstaj¹cej matrycy polime-
rowej – najczêœciej styrenem) (Schemat 8) lub modyfikacja chemiczna pierwotnie
wytworzonych polimerów suspensyjnych w celu wprowadzenia odpowiednich grup
funkcyjnych. Wiele komercyjnych ¿ywic wychwytuj¹cych otrzymano, np. z chloro-
metylowych polimerów styrenowych (Schemat 9) [64–67].

n

SO2Cl

benzen

Ru

Ph

Cy3P

Cl

Cl

N NMes Mes

1.

2. CH2=CHOEt
n= 60

SO2Cl

SO2Cl
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n
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1. (COCl)2
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2. CH2=CHOEt

PO3H
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Cl
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Cl

CH2Cl2
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Ph

Cy3P

Cl
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Cl1.

n +  m
AIBN

Δ

 

Schemat 8. Synteza polimerów styrenowych
Scheme 8. Synthesis of styrenic polymers
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Schemat 9. Kierunki modyfikacji chlorometylowych polimerów styrenowych
Scheme 9. Paths of modification of chloromethyl polystyrene

U¿ycie do oczyszczania produktów ¿ywic mikroporowatych maj¹cych struk-
turê typu ¿elu, otrzymanych przy ma³ej zawartoœci monomeru diwinylowego (≤ 5%-
mol.), narzuca koniecznoœæ stosowania rozpuszczalników termodynamicznie kom-
patybilnych z matryc¹ polimerow¹, zapewniaj¹cych jej spêcznienie. W stanie
suchym ziarna takich ¿ywic charakteryzuj¹ siê niewielk¹ powierzchni¹ w³aœciw¹,
co znacznie utrudnia dyfuzjê gazów i niekompatybilnych („termodynamicznie z³ych”)
rozpuszczalników do ich wnêtrza. W trakcie pêcznienia rzadko zwi¹zana sieæ poli-
merów mikroporowatych ulega rozpychaniu, pod wp³ywem dzia³ania cz¹steczek
„dobrego” rozpuszczalnika, co objawia siê znacz¹cym wzrostem objêtoœci zajmo-
wanej przez polimer. Pêcznienie decyduje wiêc o dostêpnoœci grup funkcyjnych
zawartych w polimerze. W wyniku pêcznienia polimeru malej¹ opory dyfuzyjne
decyduj¹ce o szybkoœci migracji reagentów do miejsc aktywnych oraz roœnie reak-
tywnoœæ grup funkcyjnych w matrycy, dziêki czemu skróceniu ulega czas reakcji
prowadzonej na polimerze. Parametr ten odgrywa kluczow¹ rolê w wypadku u¿ycia
¿eli polimerowych bezpoœrednio w syntezie organicznej. Ma równie¿ istotne znacze-
nie przy efektywnym usuwaniu zanieczyszczeñ ze œrodowiska reakcji, decyduj¹c
o szybkoœci i efektywnoœci wychwytywania niepo¿¹danych substancji z mieszanin
poreakcyjnych.
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Zdolnoœæ do pêcznienia ¿ywic typu ¿elu mo¿e ulegaæ niekiedy drastycznym
zmianom wskutek zachodz¹cych modyfikacji chemicznych. Ma to miejsce w szcze-
gólnoœci w wypadku du¿ych stopni funkcjonalizacji ¿ywicy. Zmiany te mog¹ powo-
dowaæ nag³e t³umienie reakcji i st¹d ma³¹ wydajnoœæ, lub mog¹ powodowaæ „pu³ap-
kowanie” reagentów lub produktów poœrednich przez kurcz¹c¹ siê w trakcie reakcji
¿ywicê. W³aœciwy dobór œrodowiska reakcji jest wiêc w przypadku przemian z udzia-
³em ¿eli polimerowych bardzo wa¿ny.

Zwykle zawartoœæ monomeru sieciuj¹cego w wyjœciowej mieszaninie mono-
merów u¿ytej w syntezie polimerów mikroporowatych ustala siê na poziomie
1–2%-mol. Stwierdzono, ¿e ¿ywice o mniejszym stopniu usieciowania s¹ mecha-
nicznie ma³o odporne i ³atwo ulegaj¹ zniszczeniu w czasie eksploatacji.

Silnie pêczniej¹ce ¿ele polimerowe mo¿na otrzymaæ równie¿  przy wiêkszym
ni¿ 2% stopniu usieciowania, o ile polimeryzacja prowadzona jest z udzia³em dodat-
kowego rozpuszczalnika rozcieñczaj¹cego mieszaninê monomerów. Otrzymane
wówczas ¿ywice wykazuj¹ podobne pêcznienie do ¿ywic mniej usieciowanych,
bêd¹c równoczeœnie bardziej odpornymi mechanicznie. Ten wariant syntezy umo¿-
liwia równoczeœnie dalsze polepszenie pêcznienia ¿ywicy o tym samym stopniu usie-
ciowania, w odniesieniu do ¿ywicy otrzymanej bez dodatkowego rozpuszczalnika
[23].

Ze wzglêdu na stosunkowo ma³¹ odpornoœæ mechaniczn¹ ¿eli polimerowych
w stanie spêcznienia, u¿ywanie mieszad³a magnetycznego w celu poprawienia dyfuzji
w ziarnie mikroporowatego noœnika jest niekorzystne. Pracuj¹c z ¿elami polimero-
wymi stosuje siê zwykle wytrz¹sarki.

Dalsze zwiêkszanie stopnia usieciowania (z regu³y powy¿ej 10%), przy równo-
czesnym stosowaniu w procesie polimeryzacji dodatkowego rozpuszczalnika dla
monomerów (tzw. porogenu), prowadzi do otrzymania ¿ywic mikroporowatych.
Porogen pe³ni w procesie polimeryzacji suspensyjnej funkcjê „szablonu” dla two-
rz¹cego siê ziarna o trwa³ej strukturze porowatej. W trakcie polimeryzacji w jego
obecnoœci, w pewnym momencie wzrostu sieci polimerowej, w obrêbie kropli rea-
guj¹cych monomerów dochodzi do separacji faz wskutek wytr¹cania siê cz¹stek
mikro¿elu, które ulegaj¹ agregacji tworz¹c dyskretn¹ strukturê fazy polimerowej
oddzielonej od ciek³ej fazy porogenu. Po zakoñczeniu procesu polimeryzacji, poro-
gen zostaje usuniêty, a otrzymane ziarna charakteryzuje silnie rozwiniêta powierzch-
nia wewnêtrzna.

W budowie makroporowatych pere³ek mo¿na wyró¿niæ dwa obszary: puste prze-
strzenie po³¹czonych i wzajemnie przenikaj¹cych siê kana³ów (porów), powsta³ych
w wyniku obecnoœci porogenu w czasie procesu polimeryzacji, oraz silnie usiecio-
wane obszary tworz¹ce szkielet ziaren i odpowiadaj¹ce za ich sztywnoœæ.

Makroporowate ¿ywice, ze wzglêdu na silne usieciowanie, wykazuj¹ niewiel-
kie pêcznienie w typowych rozpuszczalnikach, st¹d te¿ dobór œrodowiska reakcji
w ich przypadku ma znaczenie drugorzêdne. Prowadzenie reakcji na polimerze
w „termodynamicznie z³ym” rozpuszczalniku, np. w wodzie czy alkoholu, w przy-
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padku makroporowatych ¿ywic styrenowych, mo¿e byæ równie efektywne, jak pro-
wadzenie tej reakcji w „termodynamicznie dobrym” rozpuszczalniku. Woda mo¿e
bowiem z ³atwoœci¹ penetrowaæ porowat¹ strukturê hydrofobowej matrycy polime-
rowej, jeœli tylko powierzchnia porów zostanie zwil¿ona kompatybilnym rozpusz-
czalnikiem. Takie polimery, ze wzglêdu na silne usieciowanie, wykazuj¹ jednak zwy-
kle trochê mniejsz¹ reaktywnoœæ ni¿ silnie pêczniej¹ce s³abo usieciowane ¿ele poli-
merowe, dziêki sztywnej strukturze sieci polimerowej, w po³¹czeniu z du¿¹ powierz-
chni¹ w³aœciw¹, s¹ szczególnie u¿yteczne w warunkach przep³ywowych. Z tego te¿
wzglêdu, wiêkszoœæ dostêpnych komercyjnie styrenowych ¿ywic wychwytuj¹cych,
obok odmiany mikroporowatej,  produkowana jest równie¿ w formie makroporowa-
tej [51–54].

¯ywice w postaci kulistych ziaren maj¹ niew¹tpliwie wiele zalet i s¹ powszechnie
wykorzystywane w ró¿nego rodzaju zastosowaniach sorpcyjnych. Jednak¿e groma-
dzenie siê ³adunków elektrycznych na ich powierzchni sprawia, ¿e bezpoœrednia
manipulacja ziarnami w sposób zautomatyzowany jest utrudniona. Czêœciowym roz-
wi¹zaniem tych problemów s¹ tzw. „tea-bag” lub „kan” technologie [23].

W przypadku ¿ywic makroporowatych problemem jest równie¿ niejednokrot-
nie rozrzut œrednic ziaren uzyskiwanych z polimeryzacji suspensyjnej oraz wolna
dyfuzja w porach z reaktywnymi grupami funkcyjnymi. Alternatyw¹ dla takich poli-
merów mog¹ byæ makroporowate monolityczne dyski otrzymane przez Frecheta
i in. [68, 69]. Podstaw¹ ich preparatyki by³a kopolimeryzacja chlorometylostyrenu
z diwinylobenzenem, w obecnoœci porogenu (w mieszaninie toluenu i 1-dodekano-
lu), przeprowadzona w formie z polietylenu umieszczonej w szklanej probówce.
Otrzymany w ten sposób monolit, po pociêciu na dyski kilkumilimetrowej wyso-
koœci, by³ modyfikowany kwasem 4,4’-azobis(4-cyjanowalerianowym) w obecnoœæ
trietyloaminy, a uzyskane w ten sposób nowe funkcje wykorzystane do szczepienia
ró¿nych polimerów. Jako monomery wykorzystano z powodzeniem 4-winylo-2,2-
dimetyloazalakton (VAZ), metakrylan 2-aminoetylu, metakrylan glicydylu i chloro-
metylostyren. Schemat 10 ilustruje immobilizacjê VAZ. Otrzymane w ten sposób
dyski zastosowano do tzw. reaktywnej filtracji amin I-rzêdowych z ró¿nych roz-
puszczalników (Schemat 11).
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Schemat 10. Synteza monolitycznych dysków z funkcjami azolaktonu
Scheme 10. Synthesis of monolithic disks with azalactone functionality

Schemat 11. Przyk³ad wykorzystania monolitycznych dysków z funkcjami azolaktonu
Scheme 11. Examples of application of azalactone functionalized monolithic disks
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Zhu i in. [70], jako matrycê dla ¿ywic z grupami aldehydowymi, wykorzystali
poli(alkohol winylowy) otrzymany w wyniku odwróconej polimeryzacji suspensyj-
nej i z zastosowaniem epichlorohydryny jako czynnika sieciuj¹cego (Schematy 12,
13). ¯ywice charakteryzowa³o bardzo dobre pêcznienie w DMF, metanolu, dioksa-
nie, THF, chlorku metylenu i wodzie. Okaza³y siê one dobrymi reagentami wychwy-
tuj¹cymi dla I-rzêdowych amin, co wykazano z powodzeniem w syntezie biblioteki
amidów, moczników i amin II-rzêdowych.
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Schemat 12. Synteza usieciowanego poli(alkoholu winylowego)
Scheme 12. Synthesis of cross-linked poly(vinyl alcohol)
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Schemat 13. Modyfikacja chemiczna usieciowanego poli(alkoholu winylowego) w kierunku ¿ywic z funkcjami
aldehydowymi.

Scheme 13. Chemical modification of cross-linked poly(vinyl alcohol) in the direction of resins with aldehyde
functionality

Bradley i in. [71], wychodz¹c z komercyjnie dostêpnych ¿ywic z funkcjami
aminowymi i z komercyjnych diizocyjanianów, otrzymali seriê ¿ywic z grupami
izocyjanianowymi (Schemat 14). Takie ¿ywice charakteryzowa³y siê du¿¹ reaktyw-
noœci¹ i mog³y byæ z powodzeniem zastosowane do wychwytywania nadmiaru amin
po syntezie amidów.
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Schemat 14. Synteza ¿ywic z funkcjami izocyjanianowymi
Scheme 14. Synthesis of resins with isocyanate functionality

Kirschning i in. donieœli o syntezie immobilizowanych na polimerze 1,3-dike-
tonów (Schemat 15), które by³y efektywne przy sekwestracji amin i hydrazyn [72].
Uzyskane ¿ywice mog¹ byæ u¿yte do selektywnego wy³apywania amin I-rzêdowych,
w obecnoœci amin II-rzêdowych.

NH2

N
H

N
H

O

NCO

N
H

O

NCO

N
H

O

NCO

NCOOCN

OCN NCO

OCN

NCO

 

O

HCl

OO

DMSO

NaHCO3

OO

TMSCl, NaI
CH2Cl2

 

Schemat 15. Synteza ¿ywic z funkcjami 1,3-diketonów
Scheme 15. Synthesis of resins with 1,3-diketone functionality

Hall i in. opisali z kolei syntezê immobilizowanego na polimerze maleimidu,
który posiada zdolnoœæ wychwytywania tioli (Schemat 16) [73].

Bukowski_folie.p65 2010-01-05, 23:051020



REAKTYWNE ̄ YWICE POLIMEROWE DO SZYBKIEGO OCZYSZCZANIA PRODUKTÓW REAKCJI 1021

DIC, DMAP, 
DMF

1. SnCl2 2H2O
DMF

OH
O

NO2

O

O

O

N

O

O

O2N CO2H

2. Bezwodnik      
maleinowy
3.AcOH, AcONa, 
DMF

O

O

N

O

O

O

O

N

O

O
SR

RSH

 

RSH= 

SH
SH

 SH

O

 

SH

 

Schemat 16. Synteza i zastosowanie ¿ywic z funkcjami maleimidu
Scheme 16. Synthesis and application of resins with maleimide functionality

W pracy [74] opisano otrzymywanie monolitu charakteryzuj¹cego siê bardzo
du¿¹ przepuszczalnoœci¹, powierzchni¹ w³aœciw¹ do 550 m2/g oraz du¿ym powierzch-
niowym stopniem funkcjonalizacji (bez potrzeby dodatkowego szczepienia). Do jego
syntezy wykorzystano polimeryzacjê w emulsji, w której faza rozproszona zajmuje
powy¿ej 74% ca³kowitej objêtoœci. W tych warunkach rozproszone kuliste drobiny
kontaktuj¹ siê wzajemnie ze sob¹, ulegaj¹c zniekszta³ceniu i tworz¹ w efekcie ¿ywice
o specjalnej morfologii, które nazwano terminem PolyHIPE. Takie ¿ywice mog¹
byæ modyfikowane chemicznie w analogiczny sposób jak klasyczne ¿ywice otrzy-
mywane metod¹ polimeryzacji suspensyjnej.

¯ywice typu PolyHIPE badano m.in. przy separacji metali ciê¿kich [75], jako
noœniki dla katalizatorów [76], a tak¿e jako ¿ywice wychwytuj¹ce [77], czyli tam
gdzie monolityczna forma jest w szczególnoœci atrakcyjna. ̄ ywice z funkcjami poli-
aminowymi okaza³y siê skuteczne np. przy wychwytywaniu chlorków kwasowych
w warunkach przep³ywowych.

W wypadku prêtów i dysków monolitycznych wystêpuj¹ niejednokrotnie pro-
blemy zwi¹zane z ograniczon¹ objêtoœci¹ porów. Spiekaj¹c ziarna makroporowatej
¿ywicy z polialkenami uda³o siê uzyskaæ formê cylindrycznych korków o wymia-
rach ~7 mm × 10 [23]. Zastosowanie polialkenu w niewielkiej iloœci gwarantuje
du¿¹ przestrzeñ miêdzywêz³ow¹ pomiêdzy ziarnami ¿ywicy, zapewniaj¹c swobodny
dostêp rozpuszczalnika i reagentów do rdzenia korka.

W zasadzie dowolna, wstêpnie funkcjonalizowana ¿ywica mo¿e byæ ukszta³to-
wana w „korek” o okreœlonym rozmiarze. Uzyskane przy tym monolity wykazuj¹
dobr¹ wytrzyma³oœæ na dzia³anie wiêkszoœci rozpuszczalników, z wyj¹tkiem np.
gor¹cego toluenu lub ksylenu. Odpowiedni rozmiar „korka” pozwala na ³atwe mani-
pulowanie nimi przez roboty. Takie reaktywne korki s¹ atrakcyjne równie¿ z punktu
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widzenia zastosowania w charakterze ¿ywic wychwytuj¹cych. Firma Polymer Labo-
ratories ma w swojej ofercie, obok klasycznych ¿ywic polistyrenowych, tak¿e ró¿ne
¿ywice wychwytuj¹ce w postaci tzw. Strato-Sphere PlugsTM.

Interesuj¹cy przyk³ad ¿ywic stanowi¹ tzw. Rasta resins, otrzymane w wyniku
¿yj¹cej polimeryzacji rodnikowej, prowadzonej na odpowiednio zmodyfikowanej
¿ywicy Merrifielda, tj. na ¿ywicy z immobilizowanym inicjatorem polimeryzacji
TEMPO (Schemat 17) [78]. Takie podejœcie pozwala na syntezê ¿ywic o kontrolo-
wanym powinowactwie do rozpuszczalników, stopniu funkcjonalizacji i dostêpnoœci
ma³ocz¹steczkowych reagentów (tuning ¿ywicy). ¯ywice tego typu charakteryzuj¹
siê d³ugimi ³añcuchami polimerowymi „wystaj¹cymi” z niesfunkcjonalizowanego
usieciowanego rdzenia, u³atwiaj¹cymi dostêp ma³ocz¹steczkowych reagentów. Dziêki
temu doskonale sprawdzaj¹ siê jako noœniki do syntezy oraz otrzymywania ¿ywic
wychwytuj¹cych.

O
N

65%

n

NCO

35% styren, 
130oC

O

OCN

Ph

NCO

 

Schemat 17. Synteza ¿ywic Rasta z funkcjami izocyjanianowymi
Scheme 17. Synthesis of Rasta resins with isocyanate functionality

Fontain i in. opisali syntezê immobilizowanego azalaktonu, wychodz¹c ze zmo-
dyfikowanej ¿ywicy Wanga [79]. Zastosowana przez nich polimeryzacja ATR pomiê-
dzy 2-winylo-4,4-dimetylo-5-oksazolonem (VAZ) i styrenem, przeprowadzona na
¿ywicy typu ¿elu, doprowadzi³a do serii mikroporowatych ¿ywic z funkcjami azo-
laktonowych, charakteryzuj¹cych siê ró¿n¹ architektur¹ (Schemat 18). Uzyskane
w ten sposób ¿ywice efektywnie wychwytuj¹ z roztworu benzyloaminy.
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Schemat 18. Synteza immobilizowanego azolaktonu metod¹ polimeryzacji ATR
Scheme 18. Synthesis of polymer-bound azalactone by ATR polymerization

¯ywice wychwytuj¹ce mo¿na równie¿ otrzymaæ w wyniku odpowiedniej funk-
cjonalizacji ¿eli celulozowych (Schemat 19) [80]. Reaktywnoœæ takich biodegrado-
walnych ¿ywic dorównuje ¿ywicom styrenowym.
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Schemat 19. Funkcjonalizacja ¿eli celulozowych
Scheme 19. Functionalization of cellulose gels

Bräse i in. [81] do skutecznego usuwania amin I-rzêdowych zaproponowali
¿ywice z immobilizowanymi jonami diazoniowymi (Schemat 20). Przy syntezie
takich ¿ywic wykorzystali redukcjê kwasu 3-amino-6-chlorobenzoesowego, po jego
immobilizacji na ¿ywicy Merrifielda, oraz dalsz¹ konwersjê grup aminowych do
soli diazoniowej o du¿ej stabilnoœci.
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Schemat 20. Synteza i zastosowanie ¿ywic z funkcjami soli diazoniowych
Scheme 20. Synthesis and application of resins with diazonium salts functionality

Seriê ¿ywic z immobilizowanymi funkcjami soli diazoniowych, które mo¿na
wykorzystaæ do wychwytywania amin, otrzyma³ równie¿ £aŸny i in. [82] (Schemat
21). Cech¹ charakterystyczn¹ tych ¿ywic by³o dodatkowe zastosowanie wysiêgnika
oksyetylenowego, u³atwiaj¹cego dostêp do grup funkcyjnych, zwiêkszaj¹cych hydro-
filowy charakter ¿ywicy.
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Schemat 21. Synteza ¿ywic z funkcjami soli diazoniowych, zawieraj¹cych wysiêgnik oksymetylenowy
Scheme 21. Synthesis resins with diazonium salts groups immobilized via oxymethylene spacer

¯ywice wychwytuj¹ce PPh3 i O=PPh3 zaproponowali w swojej pracy Lipschutz
i in. [83]. Otrzymali je w wyniku prowadzonej in situ reakcji chlorometylowanego
polistyrenu z jodkiem sodu, powoduj¹cej tworzenie bardziej reaktywnej jodomety-
lowej formy ¿ywicy Merrifielda, która jest zdolna do szybkiej reakcji z PPh3 i O=PPh3
(Schemat 22).
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Schemat 22. Wykorzystanie chlorometylowanego polistyrenu jako ¿ywic wychwytuj¹cych
Scheme 22. Application of chloromethyl polystyrene as scavenging resins

Wa¿nym czynnikiem przy wyborze ¿ywic czyszcz¹cych jest ich stopieñ funk-
cjonalizacji, przek³adaj¹cy siê na iloœæ stosowanej ¿ywicy (im mniej u¿yto ¿ywicy
wychwytuj¹cej, tym ³atwiej wymyto produkt koñcowy z polimeru). Z tego te¿ wzglê-
du, w przeciwieñstwie do ¿ywic stosowanych w syntezie na fazie sta³ej, charakteryzu-
j¹cych siê stopniem funkcjonalizacji ok. 1 mmol/g, ¿ywice wychwytuj¹ce musz¹
wyró¿niaæ siê wyraŸnie wiêkszym stopniem funkcjonalizacji. Du¿a zawartoœæ grup
funkcyjnych zapewnia mo¿liwoœæ u¿ycia nadmiaru reagenta polimerowego w ma³ej
objêtoœci rozpuszczalnika, co minimalizuje koszt wynikaj¹cy z iloœci u¿ytej ¿ywicy,
jak i iloœci rozpuszczalnika wymaganego do przemycia ¿ywicy po reakcji. Jest to nie
bez znaczenia, gdy do oczyszczenia danego produktu konieczne jest u¿ycie kilku
reagentów.

3. KONCEPCJE OCZYSZCZANIA Z UDZIA£EM REAKTYWNYCH
POLIMERÓW

Technika oczyszczania produktów reakcji z udzia³em reaktywnych polimerów
wykorzystuje fakt selektywnego wi¹zania zanieczyszczeñ (nadmiarowych reagen-
tów, produktów poœrednich, produktów ubocznych, katalizatorów homogenicznych)
na zasadzie ró¿nic we wzajemnym powinowactwie chemicznym sk³adników roz-
tworu i grup funkcyjnych obecnych w sta³ych reagentach polimerowych (tzw. selek-
tywne rozpoznanie molekularne, selective molecular recognition [57]). W ka¿dym
roztworze reakcyjnym mog¹ bowiem wystêpowaæ sk³adniki ró¿ni¹ce siê od celowe-
go produktu w³aœciwoœciami chemicznymi, co mo¿na wykorzystaæ do ich szybkiego
usuniêcia. Mo¿liwoœæ immobilizacji substancji ma³ocz¹steczkowych na fazie sta³ej
istnieje w reakcjach przebiegaj¹cych z wytworzeniem wi¹zañ kowalencyjnych, ale
te¿ przy oddzia³ywaniach jonowych lub mieszanych. W wypadku usuwania jonów
metali lub ich kompleksów wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ równie¿ oddzia³ywania natury
koordynacyjnej. Nastêpcze oddzielenie sta³ego reagenta poprzez filtracjê koñczy
oczyszczanie, umo¿liwiaj¹c uzyskanie roztworu po¿¹danego produktu (lub produk-
tów) o poprawionej czystoœci.

Za pionierów techniki oczyszczania z udzia³em reagentów polimerowych mo¿na
uznaæ  Frecheta i in., którzy ju¿ w 1980 r. zademonstrowali u¿ycie nierozpuszczal-
nego, s³abo usieciowanego (1%) polimeru styrenowego z I-rzêdowymi grupami ami-
nowymi do selektywnego zwi¹zania i usuniêcia, pochodnej α-metyleno-γ-butyro-
laktonu, alergenu, szkodliwego sk³adnika naturalnych olejków, odpowiedzialnego
za wywo³ywanie kontaktowego zapalenia skóry (Schemat 23) [84].
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Schemat 23. Przyk³ad u¿ycia ¿ywicy czyszcz¹cej do usuwania izoalantolaktonu
Scheme 23. Examples of application of amine resin in scavenging of isoalantolactone

Od ukazania siê pierwszej pracy na temat u¿ycia reagentów nukleofilowych
i elektrofilowych, immobilizowanych na polimerze, do oczyszczania bibliotek zwi¹z-
ków ma³ocz¹steczkowych [55], na potrzeby tzw. polymer-assisted solution-phase
(PASP) synthesis opracowano liczne techniki oczyszczania.

Pierwsza grupa metod obejmuje sekwestracjê substratów i koproduktów (lub
produktów ubocznych) na skutek zastosowania ¿ywic z grupami funkcyjnymi kom-
plementarnymi do niepo¿¹danych sk³adników mieszaniny reakcyjnej. Zasadê typo-
wego procesu z udzia³em komplementarnych reagentów ilustruje Schemat 24.

X
A (nadmiar)  +  B A-B  +  A A-B  +  XA A-B

Schemat 24. Usuwanie nadmiaru reagenta za pomoc¹ ¿ywic czyszcz¹cych
Scheme 24. Removal of an excess reagent by polymer-supported scavengers

Zgodnie ze Schematem 24, w reakcji pomiêdzy A i B, w celu jej doprowadze-
nia do koñca, u¿yty jest nadmiar substratu A. W rezultacie tej hipotetycznej reakcji
otrzymujemy mieszaninê AB i A. W celu usuniêcia reszty nieprzereagowanego sub-
stratu, dodawany jest nadmiar nierozpuszczalnego polimeru, zawieraj¹cego grupy
funkcyjne, podobne do grup funkcyjnych substratu B. Umo¿liwia to nastêpcze
wydzielenie produktu AB, w wyniku prostej filtracji i odparowania rozpuszczal-
nika. Tak zaprojektowana strategia oczyszczania wykorzystuje fakt, ¿e produkt AB
jest mniej reaktywny i chemicznie ró¿ny od nadmiarowego wyjœciowego reagenta.
Osi¹gany stopieñ czystoœci zale¿y oczywiœcie od ró¿nicy wzglêdnej reaktywnoœci
pomiêdzy po¿¹danymi produktami i zanieczyszczeniami.

Skutecznoœæ tej metody po raz pierwszy szerzej zademonstrowali Kaldor i in.
[55, 56], wykorzystuj¹c ¿ywice z funkcjami nukleofilowymi do usuniêcia nadmiaru
substancji o charakterze elektrofilowym oraz ¿ywice o charakterze elektrofilowym
do usuniêcia substancji nukleofilowych. W reakcji acylowania amin (Schemat 25)
nadmiar czynnika acyluj¹cego (izocyjanianu, chlorku kwasowego) z powodzeniem
usuwali stosuj¹c ¿ywicê z grupami aminowymi.
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Schemat 25. Przyk³ad usuwania nadmiaru czynnika acyluj¹cego
Scheme 25. Example of removal of an excess of acylation agent

W wypadku reakcji  przy³¹czenia II-rzêdowych amin do epoksydów (Schemat
26) oraz alkilowania II-rzêdowych amin chlorkami alkilowymi (Schemat 27), nad-
miar aminy móg³ byæ usuniêty za pomoc¹ ¿ywicy z grupami izocyjanowymi. Grupy –
NCO nie wi¹za³y przy tym produktów reakcji, bêd¹cych aminami III-rzêdowymi.

Schemat 26. Przyk³ad usuwania amin w reakcji oksyalkilowania
Scheme 26. Removal of amines from oxyalkylation reactions

Schemat 27. Przyk³ad usuwania amin w reakcji alkilowania
Scheme 27. Removal of amines from alkylation reactions

Z kolei w reakcji redukuj¹cego aminowania aldehydów, w zale¿noœci od rzêdo-
woœci wyjœciowej aminy i powstaj¹cego produktu, efekt oczyszczenia móg³ byæ osi¹-
gniêty przy zastosowaniu ¿ywicy z grupami aldehydowymi (Schemat 28), reaguj¹-
cej selektywnie z I-rzêdowymi aminami, lub ¿ywicy z funkcjami chlorków kwaso-
wych  (Schemat 29), niewi¹¿¹cymi trwale amin III-rzêdowych. We wszystkich testo-
wanych reakcjach otrzymywane produkty charakteryzowa³y siê du¿¹ czystoœci¹.
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Schemat 28. Przyk³ad usuwania amin I-rzêdowych w reakcji redukuj¹cego aminowania
Scheme 28. Removal of primary amines from reductive amination reactions
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Schemat 29. Przyk³ad usuwania amin II-rzêdowych w reakcji redukuj¹cego aminowania
Scheme 29. Removal of secondary amines from reductive amination reactions

Liczne inne przyk³ady wykorzystania komplementarnych reagentów polimero-
wych do usuniêcia nadmiarowych substratów w reakcji acylowania opisali w swo-
ich pracach Flyn i in. [57, 85, 86] oraz  Hodge i in. [58].

Schemat 30 ilustruje równoczesne u¿ycie kilku ¿ywic polimerowych w synte-
zie amidów. Immobilizowana na polimerze morfolina pe³ni rolê katalizatora reak-
cji, zaœ ¿ywice z grupami izocyjanianowymi i poliaminowymi, dodane po zakoñcze-
niu reakcji, odpowiadaj¹ za usuniêcie odpowiednio: nadmiaru aminy oraz nieprze-
reagowanego chlorku kwasowego [58].
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Schemat 30. Przyk³ad równoleg³ego wykorzystania dwóch ¿ywic czyszcz¹cych [58]
Scheme 30. Example of simultaneous application of two polymer-supported scavengers [58]

Bukowski_folie.p65 2010-01-05, 23:051028



REAKTYWNE ̄ YWICE POLIMEROWE DO SZYBKIEGO OCZYSZCZANIA PRODUKTÓW REAKCJI 1029

W swoich pracach Kaldor i in. [55, 56] wykazali ponadto skutecznoœæ oczysz-
czania za pomoc¹ reagentów polimerowych równie¿ w wypadku wieloetapowych
syntez (Schemat 31) oraz w syntezach mieszanych bibliotek zwi¹zków (Schemat
32).

Schemat 31. Przyk³ad wykorzystania ¿ywic czyszcz¹cych w kilkuetapowej syntezie pochodnych mocznika [58]
Scheme 31. Example of application of scavengers in multi-stage synthesis of urea derivatives [58]
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Schemat 32. Przyk³ad równoleg³ego wykorzystania ¿ywic czyszcz¹cych w syntezie mieszanych bibliotek
pochodnych mocznika [58].

Scheme 32. Example of application of scavengers in synthesis of mixed libraries of urea derivatives [58]

W wiêkszoœci przypadków reakcje organiczne przebiegaj¹ wielokierunkowo,
a w mieszaninie poreakcyjnej, obok celowego produktu i nadmiarowego substratu,
znajduj¹ siê produkty uboczne. Podstaw¹ skutecznego oczyszczenia po¿¹danych
produktów jest wówczas identyfikacja wszystkich produktów ubocznych, w celu
okreœlenia komplementarnego sta³ego reagenta, zdolnego do selektywnego rozpo-
znania zanieczyszczenia i jego usuniêcia w nastêpstwie selektywnej reakcji. Reali-
zacja tego podejœcia doprowadzi³a Flyna i in. [57] do rozwiniêcia strategii oczysz-
czania produktów syntezy równoleg³ej, nazwanej complementary molecular reco-
gnition and reactivity (CMR/R). Proponowana metodologia bazowa³a na nastêpuj¹-
cych za³o¿eniach: 1) elementy biblioteki syntezowane s¹ w fazie ciek³ej; 2) substra-
ty reakcji, katalizator i produkty uboczne posiadaj¹ odpowiednie funkcje (naturalne
lub celowo wprowadzone), które mog¹ byæ wykorzystane w procesie poreakcyjnej
sekwestracji sk³adników mieszaniny (post-reaction sequestration); 3) usuniêcie
nadmiarowego substratu, produktu ubocznego i/lub katalizatora nastêpuje w wyni-
ku traktowania roztworu reakcyjnego ¿ywicami, zawieraj¹cymi funkcje komplemen-
tarne do niepo¿¹danych sk³adników (CMR/R resins), z nastêpcz¹ filtracj¹ mieszani-
ny. U¿ycie tej strategii do sekwestracji niepo¿¹danych sk³adników mieszaniny reak-
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cyjnej pozwala tak¿e na jednoczesne zastosowanie wielu ¿ywic, nawet w wypadku
gdy zawieraj¹ one wzajemnie niekompatybilne grupy funkcyjne. Ilustracjê tego
podejœcia stanowi Schemat 33.

A  +  B
nadmiar

B

C  +  

koprodukt

D

D

5

6

7

8

Schemat 33. Ogólny schemat u¿ycia ¿ywic CMR/R do usuwania nadmiaru substratów i/lub produktów ubocz-
nych

Scheme 33. General scheme of application of CMR/R resins for the removal of an excess of reactants and/or
by-products

Zgodnie z tym schematem, w równolegle prowadzonych reakcjach, w celu osi¹g-
niêcia maksymalnego przereagowania substratu A do produktów C, u¿yty jest nad-
miar substratu B. Po zakoñczeniu reakcji w fazie ciek³ej, nadmiar B jest selektyw-
nie usuwany przez zastosowanie ¿ywicy CMR/R 5, zawieraj¹cej grupy funkcyjne
komplementarne z grupami obecnymi w tym substracie. W wyniku reakcji (sekwe-
stracji) B z ¿ywic¹ 5 tworzy siê addukt 6, który jest usuwany przez filtracjê. Jeœli
w roztworze reakcyjnym obecny jest produkt uboczny lub koprodukt D (zawieraj¹-
cy rozpoznawalne grupy funkcyjne), to dalsze oczyszczanie produktu C jest mo¿-
liwe przy u¿yciu kolejnej ¿ywicy CMR/R 7, zawieraj¹cej komplementarne do D
grupy funkcyjne selektywnie wi¹¿¹ce chemicznie ten produkt w addukt 8. Nastêp-
cze zatê¿enie roztworu prowadzi do otrzymania oczyszczonego produktu C.

Praktyczn¹ ilustracjê metodologii CMR/R stanowi seria eksperymentów zilus-
trowana Schematem 34 i Tabel¹ 3 [57].
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Schemat 34. Przyk³ady zastosowania komplementarnych ¿ywic do usuwania zanieczyszczeñ z produktów acylo-
wania [57].

Scheme 34. Examples of application of CMR/R technology for the removal of impurities from products of
acylation reactions [57]
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Tabela 3. Wydajnoœæ i czystoœæ amidów, moczników, karbaminianów i sulfamidów,
otrzymanych zgodnie ze Schematem 34 [57]

Table 3. Yield and purity of amides, ureas, carbamates and sulphoamides
obtained according to Scheme 34 [57]

W przytoczonych przyk³adach do efektywnego usuniêcia nadmiaru substratów
10–13 (czynników acyluj¹cych) u¿yto komplementarnej ¿ywicy 18. Efektywna sek-
westracja koproduktu (HCl) by³a mo¿liwa dziêki zastosowaniu komplementarnych
¿ywic 23 lub 24. W ten sposób pomimo u¿ycia 2,5–5 krotnego nadmiaru czynnika
acyluj¹cego w reakcji izocyjanianów 10, chlorków kwasowych 11, alkilochloro-
mrówczanów 12 i sulfochlorków 13 z aminami I i II rz. 9, mo¿liwe by³o otrzymanie
moczników 14, amidów 15, karbaminianów 16 i sulfoamidów 17 z doskona³¹ kon-
wersj¹ i czystoœci¹.

Flynn i in. [57], na przyk³adzie addycji zwi¹zków metaloorganicznych do alde-
hydów, pokazali ponadto, ¿e ¿ywice CMR/R mog¹ byæ z powodzeniem zastosowane
równie¿ do przekszta³cenia  nietrwa³ych form produktów poœrednich pre-C (quen-
ching) w finaln¹, trwa³¹ formê C (Schemat 35). Praktyczn¹ stronê takiego wykorzy-
stania ¿ywic CMR/R ilustruje Schemat 36.

A pre-C C

Q q 

Schemat 35. Schemat ogólny wykorzystania techniki CMR/R do rozk³adu nietrwa³ych form produktów
poœrednich

Scheme 35. Illustration of application of CMR/R technology for quenching of unstable forms of products
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Schemat 36. Przyk³ad wykorzystania techniki CMR/R w syntezie alkoholi II-rzêdowych w reakcji zwi¹zków
metaloorganicznych z aldehydami

Scheme 36. Application of CMR/R technology in the synthesis of secondary alcohols in the reaction of orga-
nometallic compounds and aldehydes

Aldehydy 25, reaguj¹c z nadmiarem n-butylolitu lub chlorku allilomagnezo-
wego 26, tworz¹ nietrwa³e alkoholany metali pre-27. Wprowadzenie do roztworu
reakcyjnego ¿ywicy 28 (Amberlite IRC-50S z funkcjami karboksylowymi) skutkuje
rozk³adem alkoholanów do alkoholi 27. ¯ywica 28 rozk³ada dodatkowo nadmiar
zwi¹zku metaloorganicznego 26 do gazowego butanu lub propenu. Dalsza filtracja
¿ywicy umo¿liwia otrzymanie produktów 27 z wydajnoœci¹ 75–97% i czystoœci¹
ponad 95% (Tab. 4). Jedynie zastosowanie nadmiaru zwi¹zku metaloorganicznego
w reakcji 6-metylopirydyno-karboksyaldehydu z chlorkiem alliloglinu nie gwaran-
towa³o iloœciowej konwersji aldehydu, który zanieczyszcza³ finalny produkt. W tym
wypadku, proste zastosowanie dodatkowej ¿ywicy 31 (z I-rzêdowymi grupami amino-
wymi) prowadzi³o do sekwestracji nieprzereagowanego aldehydu i usuniêcia tego
zanieczyszczenia w postaci adduktu 32.

Tabela 4. Wydajnoœæ i czystoœæ izolowanych alkoholi allilowych (27)
otrzymanych zgodnie ze Schematem 35 [57]

Table 4. Yield and purity of allylic alcohols (27) obtained according to Scheme 35 [57]
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Niekiedy natura substratów bior¹cych udzia³ w reakcji nie umo¿liwia bezpo-
œrednio zastosowania prostej metodologii CMR/R do oczyszczania produktów. Wów-
czas wykorzystanie odpowiednio sfunkcjonalizowanych ¿ywic polimerowych do
sekwestracji zanieczyszczeñ od po¿¹danych produktów wymaga dodatkowej funk-
cjonalizacji zanieczyszczeñ w reakcji ze specjalnymi reagentami SER (sequestra-
tion enabling reagents, SER) [85, 87–89]. Zadaniem tych reagentów jest przekszta³-
cenie niepo¿¹danego sk³adnika mieszaniny, s³abo ulegaj¹cego sekwestracji lub nie-
posiadaj¹cego odpowiednich funkcji, w odpowiednio sfunkcjonalizowany kompo-
nent (chemicznie znaczony, z ang. tagged), zdolny do sekwestracji w kontakcie ze
sta³ym reagentem, na wskutek oddzia³ywañ jonowych lub kowalencyjnych. Metodê
oczyszczania z wykorzystaniem sta³ych reagentów polimerowych, w po³¹czeniu
z reagentami SER, po raz pierwszy zademonstrowali Parlow i Flynna [85, 87]. Zasadê
tej techniki ilustruje Schemat 37 [87].

Schemat 37. Schemat oczyszczania z u¿yciem reagenta SER (na podstawie [87])
Scheme 37. Application of SER reagent for the removal of impurities

Praktyczn¹ ilustracj¹ u¿ycia reagentów SER mog¹ byæ reakcje acylowania amin
II-rzêdowych chlorkami kwasowymi, izocyjanianami, chloromrówczanami i chlor-
kami sulfonylu (Schemat 38).

Surowe produkty reakcji, w których wykorzystano nadmiar pirydyny, nie mog¹
byæ bezpoœrednio oczyszczone z wykorzystaniem polimerów z grupami funkcyj-
nymi komplementarnymi do sk³adników mieszaniny poreakcyjnej. Jednak¿e potrak-
towanie mieszanin poreakcyjnych nadmiarem bezwodnika tetrafluoroftalowego (41),
skutkuj¹ce dodatkow¹ derywatyzacj¹ aminy do kwasu karboksylowego 42, umo¿li-
wia ju¿ skuteczn¹ sekwestracjê sk³adników mieszaniny poreakcyjnej za pomoc¹
¿ywicy z grupami aminowymi 43. ¯ywica ta przy oczyszczaniu produktu odgrywa
potrójn¹ rolê. Po pierwsze, usuwa chlorowodór wytworzony podczas pierwszej reak-
cji, pozwalaj¹c na nastêpcze usuniêcie pirydyny przez odparowanie. Po drugie,
w wyniku oddzia³ywañ jonowych usuwa wytworzony monoamid kwasu tetrafluoro-
ftalowego. Po trzecie, usuwa nadmiar reagenta SER 41 na skutek oddzia³ywañ kowa-
lencyjnych. ̄ ywica tworzy sól z monoamidem kwasu tetrafluoroftalowego i chloro-
wodorem oraz mocznik z izocyjanianem. U¿ycie do oczyszczania kombinacji rea-
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genta SER 41 i ¿ywicy 43 pozwoli³o Flynnowi i in. na otrzymanie moczników, wêgla-
nów i sulfoamidów z wysok¹ czystoœci¹.

Schemat 38. Przyk³ad praktycznego wykorzystania reagenta SER [87]
Scheme 38. Practical application of SER reagent [87]

Innym przyk³adem elektrofilowych reagentów SER mog¹ byæ zwi¹zki 48 i 49
[36].
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Oprócz opisanych powy¿ej elektrofilowych reagentów SER, do wychwytu nad-
miaru izocyjanianu mo¿na zastosowaæ równie¿ zwi¹zki o charakterze nukleofilo-
wym, takie jak np. 50 lub 51 [89].

Kiedy reagentem SER jest 50, otrzymane zasadowe komponenty s¹ usuwane na
kolumnie z wymieniaczem jonowym 52. Alternatywnie, kiedy reagentem SER jest
51, wytworzone pochodne fenolowe mo¿na usun¹æ na kolumnie z anionitem 53.

NH2

N

 

50 

N

NH OH

51 

Przyk³adem ilustruj¹cym praktyczne wykorzystanie 50 i 51 jest reakcja syntezy
pochodnej mocznika z odpowiedniej aminy I-rzêdowej i izocyjanianu, przedstawiona
na Schemacie 39 [89].
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Schemat 39. Przyk³ad wykorzystania nukleofilowego reagenta SER
Scheme 39. Application of SER nucleophiles

U¿ycie reagentów SER, w celu stworzenia mo¿liwoœci wykorzystania ³atwo
dostêpnych i niedrogich ¿ywic czyszcz¹cych, jest niejednokrotnie znacznie korzyst-
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A C

R Rbp

54

RbpR

55

56

57 58

niejsze ni¿ poœwiêcanie czasu na wytworzenie specyficznych reagentów polimero-
wych na potrzeby danej reakcji.

W trzeciej grupie metod oczyszczanie z udzia³em reagentów polimerowych
realizowane jest przy zastosowaniu tzw. „sztucznie znaczonych” reagentów (artifi-
cially-tagget reagents or reactants), których dodatkowe funkcje (grupy funkcyjne),
niebior¹ce udzia³u we w³aœciwej reakcji, s¹ wykorzystane do sekwestracji nadmiaru
substratu i koproduktu z mieszaniny poreakcyjnej (Schemat 40) [57, 90–92].

Schemat 40. Ilustracja u¿ycia „sztucznie znaczonych” reagentów w technologii CMR/R (na podstawie [57])
Scheme 40. Illustration of the use of tagged reagents in CMR/R technology (based on [57])

Zgodnie z tym podejœciem, oczyszczenie produktu C z nadmiaru „znaczone-
go” reagenta 54 oraz powsta³ego w wyniku jego przekszta³cenia produktu ubocz-
nego 55 jest przeprowadzane przy u¿yciu komplementarnej ¿ywicy 56. Zarówno 54
i 55 zawieraj¹ dodatkowo grupê funkcyjn¹, która umo¿liwia ich sekwestracjê
w postaci adduktów 57 i 58, po dodaniu komplementarnej ¿ywicy. Zastosowanie
takiego podejœcia jest mo¿liwe w przypadku, gdy dodatkowa grupa funkcyjna jest
inertna w stosunku do pozosta³ych substratów lub produktów, tj. nie reaguje z nimi
ubocznie ani w inny sposób nie zak³óca przebiegu w³aœciwej reakcji.

Przyk³adem wykorzystania metodologii CMR/R w po³¹czeniu z dodatkowo fun-
cjonalizowanymi reagentami jest równoleg³e utlenianie Moffatta, w którym do utle-
niania amino alkoholi 59a-f do ketonów 60a-f zastosowano karbodiimid 61 z do-
datkow¹ funkcj¹ soli amoniowej (Schemat 41).

Podczas reakcji karbodiimid 61 (nazwa, EDC) ulega przemianie do koproduktu
62. Nienaruszona zostaje przy tym dodatkowa funkcja soli amoniowej substratu. Po
wyczerpaniu siê aminoalkoholu, zarówno 61, jak i 62 ulegaj¹ sekwestracji z mie-
szaniny poreakcyjnej pod wp³ywem dwóch ¿ywic CMR/R, zawieraj¹cych funkcje
kwasowe (sulfonowej, 63) i zasadowe (aminowej, 64). ¯ywica 64 odpowiada za
usuniêcie HCl z dodatkowej grupy amoniowej w cz¹steczkach 61 i 62 (przeniesie-
nie protonu), a ¿ywica z grupami sulfonowymi w formie kwasowej 63 bierze udzia³
nastêpnie w sekwestracji wolnych form zasadowych 61 i 62, wykorzystuj¹c kom-
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plementarne rozpoznanie cz¹steczek. Warto zauwa¿yæ, ¿e jednoczesne u¿ycie ¿ywic
zawieraj¹cych wzajemnie niekompatybilne grupy funkcyjne jest dozwolone dziêki
izolacji miejsc aktywnych na sta³ych reagentach.

W Tabeli 5 podano zestawienie ketonów otrzymanych wed³ug przedstawionej
metodologii.
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Schemat 41. Przyk³ad wykorzystania „sztucznie znaczonych” reagentów w technice CMR/R [57]
Scheme 41. Application of tagged reagents in CMR/R strategies [57]
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Tabela 5. Zestawienie wyników syntezy ketonów 60, przeprowadzonej zgodnie ze Schematem 41
(na podstawie [57])

Table 5. Results of synthesis of ketones 60 according to Scheme 41 (based on [57])

Dalsze przyk³ady wykorzystania dodatkowo sfunkcjonalizowanych reagentów,
w po³¹czeniu z komplementarnymi ¿ywicami polimerowymi, zestawiono w Tabeli  6
[36].
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Tabela 6. Przyk³ady wykorzystania „sztucznie znaczonych” reagentów
Table 6. Examples of the use of tagged reagents

Czwarta grupa metod oczyszczania, stosowana w syntezie PASP, bazuje na zasa-
dzie „chwyæ/uwolnij” (capture/release resins). W tej technice u¿ywane s¹ ¿ywice
zdolne do tymczasowego wychwytu po¿¹danych produktów z roztworu reakcyjnego
(nie zaœ sekwestracji niepo¿¹danych sk³adników), zachodz¹cego wskutek oddzia³y-
wañ jonowych lub kowalencyjnych. W literaturze mo¿na znaleŸæ wiele przyk³adów
ilustruj¹cych takie podejœcie [93–106]. Przyk³adem mo¿e byæ trójsk³adnikowa kon-
densacja 2-aminopirydyny lub 2-aminopiperazyny z nadmiarem aldehydu i izoni-
trylu, w obecnoœci kwasu Lewisa (Schemat 42) [99].

Po¿¹dany, zasadowy bicykliczny produkt tych reakcji jest sekwestrowany z roz-
tworu pod wp³ywem ¿ywicy jonowymiennej Dowex. Produkt uwalnia siê z ¿ywicy
po jej przemyciu, w celu usuniêcia zaadsorbowanych fizycznie pozosta³ych reagen-
tów i zanieczyszczeñ, przez wymycie roztworem amoniaku w metanolu. W podobny
sposób realizowane by³o oczyszczanie 4-aminopiperydyn [96].
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Schemat 42. Przyk³ad wykorzystania techniki typu „chwyæ/uwolnij” w wariancie „kationowymiennym”.
Scheme 42. Illustration of application of the capture/release technique in the cation-exchange variant

Przyk³adem ilustruj¹cym koncepcjê tymczasowego wi¹zania produktu na spo-
sób kowalencyjny (covalent resin capture/release strategy) jest synteza tetra-pod-
stawionych olefin, pochodnych Tamoxifenu (Schemat 43) [97]. Bis(boryl)alkeny 65
ulegaj¹ reakcji Suzuki z halogenkami arylowymi 66, daj¹c g³ównie mono-podsta-
wiony produkt z ma³¹ iloœci¹ produktu dwu-podstawionego i produktu nie zawiera-
j¹cego atomów boru. Po¿¹dany mono-podstawiony boryloalken mo¿e byæ immobi-
lizowany na ¿ywicy 67, zawieraj¹cej funkcje halogenków arylowych. Przemycie
¿ywicy od zanieczyszczeñ, z nastêpczym jej potraktowaniem kwasem trifluoroocto-
wym, uwalnia po¿¹dane tetra-podstawione alkeny 68 w czystej formie.
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Schemat 43. Przyk³ad wykorzystania techniki typu „chwyæ/uwolnij” w wariancie „kowalencyjnym”
Scheme 43. Example of application of the capture/release technique in the covalent variant

Wykorzystanie ¿ywicy anionowymiennej w technice cupture/release przedsta-
wiaj¹ z kolei Schematy 44 i 45. ̄ ywica Amberlyst A-26 (69) w formie wodorotleno-
wej, jako zasada poœredniczy w cyklizacji N-acylowych pochodnych estrów amino-
kwasów 71 lub N-acylowych pochodnych estrów kwasu antranilowego 72, daj¹c
odpowiednio zwi¹zki heterocykliczne 71 lub 73  [94, 103]. Produkty zostaj¹ immo-
bilizowane na ¿ywicy wskutek oddzia³ywañ jonowych, co pozwala na usuniêcie
zanieczyszczeñ poprzez przemycie ¿ywicy. PóŸniejsze potraktowanie ¿ywicy kwa-
sem trifluorooctowym uwalnia produkty w czystej postaci.
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Schemat 44. Przyk³ad wykorzystania techniki typu „chwyæ/uwolnij” w wariancie „anionowymiennym” –
synteza hydroksypochodnych pirolidonu

Scheme 44. Example of application of the capture/release technique in the anion-exchange variant – synthesis
of hydroxyderivatives of pyrrolidone
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Schemat 45. Przyk³ad wykorzystania techniki typu „chwyæ/uwolnij” w wariancie „anionowymiennym” – syn-
teza 4-hydroksychinolino-2(1H)-nów

Scheme 45. Example of application of the capture/release technique in the anion-exchange variant – synthesis
of 4-hydroxyquinolino-2(1H)-nes

W syntezie farmaceutyków oraz wielu innych substancji biologicznie czynnych
wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ procesy z udzia³em zwi¹zków metaloorganicznych lub pro-
cesy katalityczne z wykorzystaniem homogenicznych kompleksów metali [107]. Do
tej grupy procesów zaliczyæ mo¿na katalityczne uwodornienie wobec kompleksów
rodu i rutenu, stosowane na du¿¹ skalê do otrzymywania czystych enacjomerycznie
pó³produktów. Pozosta³oœæ tych metali, nawet w œladowych iloœciach, jest niedo-
puszczalna w finalnych produktach, ze wzglêdu na ich toksycznoœæ. W tych prze-
mianach pomocnymi przy oczyszczaniu produktów reakcji z jonów metali mog¹
okazaæ siê ¿ywice  z funkcjami jonowymiennymi lub grupami donorowymi.

Reakcjami o du¿ym znaczeniu praktycznym s¹ równie¿ reakcje Mizoroki-Heck,
Sonogashira i Suzuki-Miyaura, w których tworzenie wi¹zania C-C jest katalizowa-
ne zwi¹zkami palladu [108]. Klasyczne metody oczyszczania czêstokroæ nie po-
zwalaj¹ na wystarczaj¹co g³êbokie oczyszczenie otrzymanych w tych reakcjach sk³ad-
ników leków od pozosta³oœci toksycznego palladu. Jest to natomiast mo¿liwe przy
u¿yciu odpowiednio sfunkcjonalizowanych polimerów. Przyk³adem mo¿e byæ wy-
korzystanie przez Urawa i in. [109] ¿ywic z uk³adem poliaminowym (1–3) do oczysz-
czania pó³produktu 74, stosowanego przy produkcji na skalê przemys³ow¹ antago-
nisty receptorów D3/D2/5-HT2, znanego pod nazw¹ E2040 (Schemat 46, Tab. 7).
Surowy 74 jest po reakcji zanieczyszczony du¿ymi iloœciami Pd (ponad 2000 ppm).
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Zanieczyszczeñ tych nie mo¿na usun¹æ do akceptowalnego poziomu (poni¿ej 10
ppm Pd) wykorzystuj¹c klasyczne sorbenty, takie jak np. wêgiel aktywny czy ziemie
aktywne. Mo¿liwe staje siê to natomiast przy u¿yciu ¿ywic z funkcjami poliamino-

wymi.
Schemat 46. Zastosowanie ¿ywic z funkcjami poliaminowymi w syntezie antagonisty receptorów D3/D2/5-HT2.
Scheme 46. Application of polymer-bound polyamines in the synthesis of the antagonist of D3/D2/5-HT2

receptors

Tabela 7. Wyniki zastosowania ¿ywic z funkcjami poliaminowymi
w syntezie antagonisty receptorów D3/D2/5-HT2

Table 7. Results of the use of polymer-bound polyamines
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in the synthesis of the antagonist of D3/D2/5-HT2 receptors
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PODSUMOWANIE

Praca stanowi próbê podsumowania dotychczasowych badañ prowadzonych
w zakresie syntezy i zastosowania reaktywnych materia³ów polimerowych do szyb-
kiego oczyszczania produktów reakcji organicznych z niepo¿¹danych zanieczysz-
czeñ: nadmiaru reagentów, produktów ubocznych i/lub homogenicznych kataliza-
torów. Omówiono w niej podstawowe techniki oczyszczenia z udzia³em reaktyw-
nych polimerów, podano liczne przyk³ady ich praktycznego wykorzystania oraz przed-
stawiono mo¿liwoœci syntezy takich polimerów. Ta stosunkowo nowa dziedzina
zastosowañ sfunkcjonalizowanych polimerów jest szczególnie u¿yteczna zarówno
z punktu widzenia syntezy kombinatorycznej nowych bibliotek zwi¹zków o poten-
cjalnej aktywnoœci biologicznej, jak i syntezy pó³produktów dla przemys³u farma-
ceutycznego i kosmetycznego.
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ABSTRACT

Thiols are chemically and biochemically very active components of the sulfur
cycle of the natural environment. Low molecular-mass thiols, such as homocyste-
ine, cysteine, cysteinylglycine and glutathione are critical cellular components that
play numerous roles in metabolism and homeostasis, and are important in a variety
of physiological and pathological processes [1, 2]. Plasma thiols are being investi-
gated as potential indicators of health status and disease risk [3�8].

Because of high affinity to oxidation low-molecular-mass thiols exist in biolo-
gical samples mostly as symmetrical, unsymmetrical and protein-bound disulfides.
Thus, determination of total thiol content must comprise disulfide bond disruption
step. A reducing agent is necessary both for the reduction of the sulfide bonds and to
keep the thiol in a reduced form until start of derivatization.

Most of thiols lack the structural properties necessary for the production of
signals compatible with common HPLC detectors, such as UV absorbance and flu-
orescence. Therefore, an analyst must resort to derivatization for signal enhancement
and labile sulfhydryl group blocking if fluorescence or UV-Vis detection methods
are employed. Ultraviolet detection is less specific and less sensitive than fluore-
scence one, nevertheless, its sensitivity is sufficient for detection and quantitation
of endogenous and exogenous thiols in biological samples in physiological and
pathological conditions. Moreover, equipment for HPLC-UV analysis is often
a part of an existing, standard instrumentation in hospital laboratories and staff is
usually well experienced in its use. All methods, except those based on electroche-
mical and tandem-mass spectrometry detection, depend on pre- or post-column deri-
vatization of thiols. Useful reagents must form thiol derivatives with sufficient
absorption and/or fluorescent yield to measure thiols at trace concentrations. Fur-
thermore, the ideal reagent should show no absorption and should react rapidly and
specifically with thiols to form stable products. Numerous reagents are available for
the thiol derivatization. A majority of the reagents can be classified by type of the
reactive moiety into three categories: activated halogen compounds, disulfides, and
compounds possessing maleimide moiety, and are reviewed with some experimen-
tal details in excellent works [36�41].

Keywords: high performance liquid chromatography, derivatization, thiols, UV-Vis
detection

S³owa kluczowe: wysokosprawna chromatografia cieczowa, derywatyzacja, tiole,
detekcja UV-Vis
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

ABD-F � 7-fluoro-2,1,3-benzoxadiazolo-4-sulfonamid
ATP �  adenozynotrifosforan
BCPB � bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy
CMPI � jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy
CMQT � tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy
DTNB � kwas 5,5�-ditio-bis(2-nitrobenzoesowy)
DTP � 4,4�-ditiopirydyna
FL � spektrofluorymetria
Hcy � homocysteina
HPCE � wysokosprawna elektroforeza kapilarna
HPLC � wysokosprawna chromatografia cieczowa
IPR � odczynnik tworz¹cy  pary jonowe z analitami
RP-HPLC � wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwróconym

uk³adzie faz
SBD-F � 7-fluorobenzo-2-oxa,1,3-diazolo-4-sulfonian
TCDI � 1,1�-tiokarbonylodiimidazol
TNB � kwas 2-nitro-5-tiobenzoesowy
TNB2� � anion kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego
UV-Vis � spektrofotometria z zakresu promieniowania ultrafiole-

towego i widzialnego
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WSTÊP

Spo�ród wielu dziedzin chemii analiza instrumentalna nale¿y do grupy naj-
szybciej rozwijaj¹cych siê w ci¹gu ostatnich kilkudziesiêciu lat. Jednym z powo-
dów takiego stanu rzeczy jest niew¹tpliwie fakt, ¿e wspó³czesna chemia analityczna
to nauka wielodyscyplinarna, ³¹cz¹ca ró¿ne dziedziny chemii, fizykê, biologiê, mate-
matykê oraz, a mo¿e przede wszystkim, ró¿ne dziedziny techniki. Wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC), której popularno�æ oraz znaczenie od kilku dzie-
siêcioleci systematycznie ro�nie, jest tego dobrym przyk³adem. Zdecydowana wiêk-
szo�æ, bo ok. 90% wszystkich analiz próbek o z³o¿onych matrycach, jest wykony-
wana technik¹ wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwróconym uk³adzie
faz (RP-HPLC). Dzieje siê to g³ównie za spraw¹ szerokich mo¿liwo�ci, jakie stwa-
rza ta technika, szczególnie w przypadku oznaczania �ladowych ilo�ci substancji,
w skomplikowanych matrycach biologicznych. Nale¿¹ do nich biologicznie wa¿ne
tiole, takie jak cysteina, homocysteina, glutation, oraz wiele innych endo- i egzo-
gennych zwi¹zków, zawieraj¹cych w swojej strukturze funkcjê tiolow¹ �SH. W³a�-
ciwo�ci fizykochemiczne wynikaj¹ce ze struktury cz¹steczkowej, zwi¹zane g³ów-
nie z obecno�ci¹ ró¿nych grup funkcyjnych powoduj¹, i¿ w³a�nie RP-HPLC stano-
wi precyzyjne narzêdzie ich analizy.

1. CHARAKTERYSTYKA TIOLI BIOLOGICZNIE WA¯NYCH

Grupa tiolowa nale¿y do szeroko rozpowszechnionych w zwi¹zkach obecnych
w materiale biologicznym. Zwi¹zki tego typu odgrywaj¹ znacz¹c¹ rolê w systemach
biologicznych, a w szczególno�ci w wielu procesach ¿yciowych, przebiegaj¹cych
w organizmach ¿ywych. S¹ to zarówno zwi¹zki ma³ocz¹steczkowe, takie jak cyste-
ina, homocysteina, glutation, kwas liponowy czy koenzym A, jak równie¿ zwi¹zki
wielkocz¹steczkowe, takie jak peptydy, enzymy i b³ony pó³przepuszczalne. Wiele
reakcji wa¿nych z biologicznego punktu widzenia, a mianowicie reakcje redox, prze-
noszenia grupy metylowej, wi¹zania dwutlenku wêgla oraz reakcje z udzia³em koen-
zymu A, wi¹¿e siê z obecno�ci¹ grupy tiolowej (�SH).

Zaburzenia metabolizmu tych aminokwasów prowadz¹ do wielu gro�nych cho-
rób. Cysteina jest jednym z 20 aminokwasów tworz¹cych strukturê bia³ek. Ulega
tak¿e wbudowywaniu w tripeptyd glutation, a ponadto jest prekursorem koenzymu
A. W swej zredukowanej postaci mo¿e byæ jednak zwi¹zkiem toksycznym, w sto-
sunku do centralnego uk³adu nerwowego, prowadz¹c do zmian neurodegeneracyj-
nych [1]. Zaburzenia w metabolizmie cysteiny prowadz¹ do cystynozy, autosomal-
nej recesywnej choroby spowodowanej defektem lyzosomalnego transportu i cysty-
nurii, bêd¹cej rezultatem dziedzicznych zak³óceñ w transporcie aminokwasów.
Odbiegaj¹ce od normy stê¿enie cysteiny w p³ynach ustrojowych towarzyszy szere-
gowi sytuacji patologicznych, m.in. chorobom Alzheimera i Parkinsona oraz AIDS.
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Glutation z kolei, jest najbardziej rozpowszechnionym niskocz¹steczkowym
zwi¹zkiem tiolowym, wystêpuj¹cym w centralnym uk³adzie nerwowym. Uwa¿a siê,
¿e spo�ród wielu fizjologicznych funkcji tego peptydu najwa¿niejsze i najlepiej
poznane s¹ jego zdolno�ci redukcyjne. Glutation zredukowany usuwa wolne rodni-
ki i tym samym chroni b³ony komórkowe, DNA i bia³ka przed stresem oksydacyj-
nym oraz ksenobiotykami. W komórce jest natomiast niezbêdny do utrzymywania
grup tiolowych bia³ek w formie zredukowanej, czyli do zachowania tiolowego poten-
cja³u redoksowego [2].

Wiele zwi¹zków tiolowych, takich jak np. homocysteina, u³atwia diagnozowa-
nie schorzeñ zwi¹zanych z zaburzeniami metabolizmu oraz chorobami uk³adu kr¹¿e-
nia [3]. Wysoki poziom Hcy w osoczu krwi bardzo czêsto towarzyszy ró¿nego typu
patologiom nie tylko sercowo-naczyniowym, ale tak¿e zwi¹zanym z funkcjonowa-
niem nerek [4], rozwojem p³odu [5] oraz z zaburzeniami systemu nerwowego [6].
Stan organizmu, w którym homocysteina wystêpuje w stê¿eniu powy¿ej 15 nmol/ml
osocza, okre�la siê mianem hiperhomocysteinemii [7, 8]. Istnieje wiele hipotez doty-
cz¹cych aterogennego dzia³ania homocysteiny na naczynia krwiono�ne. Wiêkszo�æ
z nich powo³uje siê na stres oksydacyjny, który prowadzi do peroksydacji lipidów,
uszkodzenia b³on i struktury DNA, a tak¿e proteaz, nukleaz i kinaz bia³kowych.
Postuluje siê równie¿ mo¿liwo�æ degeneracji bia³ek, w wyniku posttranslacyjnej
N-homocysteinylacji ³añcuchów bocznych lizyny tiolaktonem homocysteiny [9, 10].
Pomimo olbrzymiego postêpu w dziedzinie analizy p³ynów ustrojowych i tkanek na
zawarto�æ homocysteiny, rola tego aminokwasu wci¹¿ pozostaje niewyja�niona do
koñca. Nadal nie jest jasne, w jakim zwi¹zku przyczynowo-skutkowym ze wspom-
nianymi wcze�niej schorzeniami pozostaje homocysteina. Nie ustalono w sposób
jednoznaczny, czy jest ona przyczyn¹ chorób, ich skutkiem, czy te¿ po prostu bio-
markerem.

Szeroka grupa zwi¹zków tiolowych znalaz³a równie¿ zastosowanie jako leki.
Do najwa¿niejszych nale¿y zaliczyæ cysteaminê, N-acetylocysteinê, kaptopryl, mesnê,
2-merkaptopropionyloglicynê, D-penicyloaminê oraz metimazol. Nowoczesne
metody analizy u³atwiaj¹ monitorowanie stê¿enia tych zwi¹zków w p³ynach ustro-
jowych, umo¿liwiaj¹c tym samym �ledzenie farmakokinetyki wspomnianych leków.

2. TIOLE JAKO OBIEKT ANALITYCZNY

Oznaczanie zwi¹zków tiolowych w próbkach biologicznych, takich jak p³yny
ustrojowe czy tkanki, nie nale¿y do zadañ ³atwych. Jest to spowodowane kilkoma
czynnikami. Najbardziej prozaicznym problemem podczas oznaczania tej grupy
zwi¹zków jest ich niskie stê¿enie w materiale biologicznym. Dodatkowy problem
stanowi skomplikowana matryca. Znaczna ró¿norodno�æ fizykochemiczna sk³adni-
ków matrycy oraz ich du¿e, czêsto nawet kilkaset razy wy¿sze od analitu stê¿enie,
powoduj¹, ¿e procedura oznaczania tioli wymaga niekiedy w³¹czenia etapu zatê¿a-
nia lub przynajmniej oczyszczania próbki. Wyj¹tek stanowi tutaj cysteina, której
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stê¿enie w osoczu krwi oraz moczu siêga nawet kilkuset nmol/ml. Innym, du¿ym
utrudnieniem podczas oznaczania wa¿nych z biologicznego punktu widzenia zwi¹z-
ków tiolowych s¹ ograniczenia zwi¹zane z detekcj¹. Dzieje siê tak dlatego, ¿e wiêk-
szo�æ zwi¹zków tego typu nie posiada strukturalnych w³a�ciwo�ci, które mog³yby
wytwarzaæ sygna³y kompatybilne z najczê�ciej spotykanymi w laboratoriach che-
micznych i klinicznych detektorami UV-Vis i FL. Absorpcja, jak¹ wykazuj¹ tiole,
jest niewielka i mie�ci siê w zakresie 190�210 nm. Detekcja przy tej d³ugo�ci fali,
z analitycznego punktu widzenia, nie ma jednak wiêkszego znaczenia, z dwóch zasad-
niczych powodów. Po pierwsze, w próbkach biologicznych wystêpuje wiele zwi¹z-
ków o podobnej charakterystyce absorpcji, a po drugie, wiêkszo�æ sk³adników faz
ruchomych stosowanych w HPLC wykazuje absorpcjê w tym zakresie ultrafioletu.

W celu eliminacji trudno�ci zwi¹zanych z detekcj¹, od szeregu lat poszukuje
siê detektora, który posiada³by cechy detektora uniwersalnego, a wiêc dostarcza³by
informacji na temat struktury cz¹steczkowej analitów pozwalaj¹c jednocze�nie na
uzyskiwanie niskich granic wykrywalno�ci i oznaczalno�ci. Powy¿sze wymagania
spe³nia spektrometr mas, jednak¿e ze wzglêdu na wysok¹ cenê, jak dot¹d, nie nale¿y
do standardowego wyposa¿enia chromatografów cieczowych. Równolegle, z du¿ym
powodzeniem prowadzone s¹ badania nad mo¿liwo�ciami modyfikacji analitów, które
pozwoli³yby na oznaczanie przy wykorzystaniu detektorów ju¿ istniej¹cych. W tym
celu cz¹steczkê analitu poddaje siê reakcji chemicznej, której efektem mo¿e byæ
zmiana uk³adu wi¹zañ pomiêdzy atomami albo te¿ przy³¹czenie nowego fragmentu
do cz¹steczki zwi¹zku. Reakcja taka zwana jest derywatyzacj¹ chemiczn¹, a jej koñ-
cowym produktem jest zmodyfikowany analit, którego w³a�ciwo�ci fizykochemiczne
zapewniaj¹ kompatybilno�æ z aktualnie dostêpn¹ technik¹ analityczn¹. Poprawa
w³a�ciwo�ci detekcyjnych wi¹¿e siê z wprowadzeniem do cz¹steczki analitu chro-
moforu, elektroforu lub, co ma miejsce najczê�ciej, fluoroforu. Brak prostych
metod detekcji tioli, wynikaj¹cy bezpo�rednio z ich budowy chemicznej, w po³¹-
czeniu z ³atwo�ci¹, z jak¹ zwi¹zki te ulegaj¹ utlenianiu, powoduj¹, ¿e przygotowa-
nie próbki do analizy sk³ada siê zazwyczaj z kilku etapów. Koñcowa analiza chro-
matograficzna w pierwszej fazie poprzedzona jest redukcj¹ wi¹zañ disiarczkowych,
a w nastêpnej zachodzi reakcja derywatyzacji chemicznej.

2.1. REDUKCJA WI¥ZAÑ DISIARCZKOWYCH

Wa¿n¹ i zarazem charakterystyczn¹ cech¹ tioli jest ich du¿a reaktywno�æ, która
objawia siê m.in. sk³onno�ci¹ do szybkiego utleniania, w wyniku czego powstaj¹
disiarczki (Schemat 1).

.RS.RS
-e

RS--H+

 RSH RSSR  

Schemat 1
Scheme 1
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Stanowi to drugi, oprócz braku znacz¹cej absorpcji, powa¿ny problem podczas
oznaczania tej grupy zwi¹zków w próbkach biologicznych. Wi¹zania disiarczkowe
mog¹ powstawaæ pomiêdzy dwoma tiolami ma³ocz¹steczkowymi z wytworzeniem
disiarczków symetrycznych lub mieszanych, albo te¿ pomiêdzy tiolami i grupami
�SH pochodz¹cymi z bia³ek, jak ma to miejsce w przypadku reszt cysteinowych
albuminy osocza krwi. W rezultacie procedury oznaczania zwi¹zków tiolowych
zawieraj¹ zazwyczaj etap redukcji wi¹zañ disiarczkowych. Rozerwania mostków
disiarczkowych mo¿na dokonaæ stosuj¹c odczynniki, takie jak 2-merkaptoetanol,
ditiotreitol [11, 12], borowodorek sodu [13�17], tri-n-butylofosfina [18, 19] oraz
tris(2-karboksyetylo)fosfina [20�22]. Wybór odpowiedniego reduktora jest najczê�-
ciej uwarunkowany jego skuteczno�ci¹ i wygod¹ stosowania, ale przede wszystkim,
rodzajem u¿ytego odczynnika derywatyzuj¹cego. Stosowanie odczynników, takich
jak 2-merkaptoetanol i ditiotreitol, jest niemal niemo¿liwe, w przypadku wykorzy-
stania jako odczynnika derywatyzuj¹cego, wysoce reaktywnego w stosunku do grupy
tiolowej, tetrafluoroboranu 2-chloro-1-metylochinoliniowego � CMQT [17, 19, 22].
Zwi¹zki te, obecne w du¿ej ilo�ci w próbce, reaguj¹ z CMQT powoduj¹c tym
samym jego znaczny ubytek i zarazem niedobór w stosunku do analitów. Utwo-
rzone w ten sposób 2-S-chinoliniowe pochodne 2-merkaptoetanolu lub ditiotreitolu
generuj¹ dodatkowe, czêsto bardzo du¿e, sygna³y na chromatogramie, utrudniaj¹c,
a niekiedy uniemo¿liwiaj¹c jego interpretacjê. Stosowanie borowodorku sodu tak¿e
wi¹¿e siê z pewnymi komplikacjami. Dotycz¹ one g³ównie trudno�ci z utrzyma-
niem odpowiedniego pH �rodowiska reakcji derywatyzacji, po poprzedzaj¹cym j¹
i prowadzonym w bardzo kwa�nych warunkach etapie redukcji. Dodatkowym utrud-
nieniem jest tak¿e towarzysz¹ce reakcji redukcji intensywne pienienie, bêd¹ce nas-
têpstwem wydzielania cz¹steczkowego wodoru. Zjawisko to mo¿na nieco ograni-
czyæ, dziêki wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej n-oktanolu [23]. Ogranicze-
nia zwi¹zane ze stosowaniem tri-n-butylofosfiny dotycz¹ przede wszystkim jej tok-
syczno�ci, ale tak¿e dra¿ni¹cego i ostrego zapachu. Dodatkowo cechuje j¹ niska
wydajno�æ redukcji w temperaturze pokojowej. Tris(2-karboksyetylo)fosfina znaj-
duje coraz szersze zastosowanie w redukcji wi¹zañ disiarczkowych w próbkach bio-
logicznych, miêdzy innymi ze wzglêdu na bardzo dobr¹ wydajno�æ redukcji w tempe-
raturze pokojowej, dobr¹ rozpuszczalno�æ w roztworach wodnych oraz bezwonny
charakter [20�22].

2.2. CHARAKTERYSTYKA MATRYCY

Ze wzglêdu na obecno�æ protein, oprócz etapów redukcji wi¹zañ disiarczko-
wych i derywatyzacji, analiza osocza poci¹ga za sob¹ konieczno�æ deproteinizacji.
Najczê�ciej zabiegu usuniêcia protein dokonuje siê poprzez wytr¹cenie bia³ek za
pomoc¹ kwasu trichlorooctowego lub chlorowego(VII) i odwirowanie próbki. Ist-
nieje równie¿ mo¿liwo�æ wykorzystania do tego celu filtrów typu cut-off, lecz ze
wzglêdu na ich wysok¹ cenê i stosunkowo d³ugi etap filtracji, nie znalaz³y one jak
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dot¹d szerszego zastosowania w procedurach oznaczania zwi¹zków tiolowych
w osoczu krwi czy tkankach. W próbkach biologicznych, takich jak krew i jej
pochodne, czyli surowica i osocze, mamy do czynienia z dwoma rodzajami grup
tiolowych. Pierwsz¹ grupê stanowi¹ obecne w p³ynach fizjologicznych tiole ma³o-
cz¹steczkowe. Drugi rodzaj to grupy tiolowe, znajduj¹ce siê na powierzchni bia³ek,
m.in. pochodz¹ce z reszt cysteinowych obecnych w albuminie. Tak¿e posttransla-
cyjna modyfikacja bia³ek tiolaktonem homocysteiny prowadzi do zwiêkszenia ilo�ci
grup tiolowych na ich powierzchni [10, 24, 25]. W literaturze �wiatowej wiêkszo�æ
doniesieñ z zakresu oznaczania tioli w próbkach biologicznych technikami separa-
cyjnymi dotyczy osocza krwi. Zdecydowanie mniej znan¹ pod tym wzglêdem
matryc¹ jest mocz. Wydaje siê, ¿e sytuacja ta mog³aby ulec zmianie, gdyby uda³o siê
znale�æ korelacjê pomiêdzy stê¿eniem tioli w osoczu krwi i moczu. Ze wzglêdu na
³atw¹ dostêpno�æ moczu, w tym nieinwazyjno�æ metody pobierania, móg³by on sta-
nowiæ dodatkowe narzêdzie diagnostyczne, szczególnie w przypadku dzieci. Jak
dot¹d, podstawowym problemem w przypadku analizy moczu jest, zale¿na od wielu
czynników, zmienno�æ jego sk³adu. Chodzi tutaj przede wszystkim o ró¿nice w objê-
to�ci moczu wydalanego w ci¹gu doby, a wiêc niestabilno�ci stopnia jego rozcieñ-
czenia. Problemem jest równie¿ zmienny sk³ad moczu, wynikaj¹cy g³ównie ze zmien-
nej diety. W celu ograniczenia negatywnego wp³ywu tych czynników, uzyskane
wyniki s¹ w niektórych przypadkach przeliczane na kreatyninê.

2.3. CHROMATOGRAFIA TIOLI

Oznaczanie tioli w próbkach biologicznych to najczê�ciej analiza p³ynów fizjo-
logicznych, a przede wszystkim analiza moczu oraz osocza krwi. Charakterystyczne
dla obydwu przypadków jest to, ¿e mamy do czynienia ze �ladowymi ilo�ciami ana-
litów (wyj¹tek stanowi cysteina) oraz bardzo skomplikowanymi matrycami. Wiêk-
szo�æ procedur oznaczania tioli jest oparta o technikê wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej w odwróconym uk³adzie faz (RP-HPLC). Jak powszechnie wiadomo,
ten rodzaj chromatografii wykorzystuje niespecyficzne oddzia³ywania pomiêdzy
hydrofobowymi analitami i niepolarn¹ faz¹ stacjonarn¹. W wiêkszo�ci przypadków
tiole biologicznie wa¿ne, oprócz grupy tiolowej, zawieraj¹ w swojej strukturze rów-
nie¿ inne grupy ³atwo ulegaj¹ce jonizacji, jak chocia¿by grupê karboksylow¹ czy
aminow¹. Zwiêkszenia retencji tego typu zwi¹zków dokonuje siê najczê�ciej
w wyniku derywatyzacji chemicznej poprzez grupê tiolow¹ [17, 18]. Oprócz zmiany
w³a�ciwo�ci fizykochemicznych analitu, reakcja ma tak¿e na celu zabezpieczenie
bardzo reaktywnej grupy tiolowej przed utlenieniem. Nale¿y podkre�liæ, ¿e w przy-
padku niewielkich cz¹steczek, takich jak cysteina czy homocysteina, o w³a�ciwo�-
ciach fizykochemicznych pochodnej decyduje w g³ównej mierze hydrofobowy frag-
ment, pochodz¹cy od odczynnika derywatyzuj¹cego. Uzupe³nieniem mo¿e byæ zasto-
sowanie w fazie ruchomej roztworów buforowych. Ich podstawowym zadaniem jest,
w tym przypadku, zagwarantowanie takich warunków pH, w których analit zwiêk-
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sza swoj¹ hydrofobowo�æ. Jest to mo¿liwe dziêki cofniêciu dysocjacji grupy kar-
boksylowej albo zniwelowaniu protonowania grupy aminowej. Zanik ³adunku
oznacza zwiêkszenie hydrofobowo�ci cz¹steczki, natomiast jego pojawienie umo¿-
liwia zmianê retencji pochodnej poprzez zastosowanie odpowiedniego odczynnika
tworz¹cego pary jonowe z analitem (IPR). Dodanie do fazy ruchomej takiego odczyn-
nika umo¿liwia tworzenie jego kompleksów z analitami, a utworzone w ten sposób
agregaty wykazuj¹ du¿o wiêksze powinowactwo do fazy stacjonarnej ani¿eli sam
analit. W strukturze chemicznej cz¹steczki IPR mo¿na wyró¿niæ dwa charakte-
rystyczne elementy. Pierwszy, niepolarny, odpowiedzialny za oddzia³ywania z faz¹
stacjonarn¹ oraz drugi, polarny, umo¿liwiaj¹cy interakcje z fragmentem polarnym
cz¹steczki analitu. Przyk³adami oddaj¹cymi w pe³ni charakter odczynnika tworz¹-
cego pary jonowe s¹ np. kation tetrabutyloamoniowy, anion kwasu oktylosulfono-
wego, lub anion kwasu trichlorooctowego. Stosowanie jako IPR bardzo hydrofobo-
wego kwasu oktylosulfonowego bywa jednak do�æ uci¹¿liwe, przede wszystkim ze
wzglêdu na d³ugi etap kondycjonowania kolumny chromatograficznej oraz trud-
no�ci zwi¹zane z jego dok³adnym wymyciem po zakoñczeniu analiz. Niedogod-
no�ci te mo¿na wyeliminowaæ, stosuj¹c zamiast oktylosulfonianu kwas trichlorooc-
towy, który oprócz funkcji odczynnika tworz¹cego pary jonowe z analitami, mo¿e
pe³niæ w fazie ruchomej rolê czynnika buforuj¹cego [17�19, 22, 23]. Najczê�ciej
jednak procedury oznaczania zwi¹zków tiolowych w próbkach biologicznych wyko-
rzystuj¹ wszystkie trzy wspomniane tutaj sposoby zwiêkszania retencji analitów,
a mianowicie derywatyzacjê, supresjê jonow¹ oraz wprowadzenie IPR do fazy rucho-
mej.

3. DERYWATYZACJA

Wiêkszo�æ aminokwasów, w tym tak¿e biologicznie wa¿ne aminokwasy tio-
lowe, nie posiada strukturalnych w³a�ciwo�ci, które umo¿liwia³yby ich oznaczanie
przy u¿yciu najbardziej rozpowszechnionych w laboratoriach detektorów, a wiêc
konieczny jest zabieg derywatyzacji chemicznej. Wyj¹tek stanowi¹ fenyloalanina,
tyrozyna, tryptofan i histydyna, które absorbuj¹ promieniowanie UV w zakresie
250�280 nm, ale nie posiadaj¹ w swojej strukturze grupy tiolowej [26, 27]. W przy-
padku tioli, derywatyzacja oznacza tak¿e zabezpieczenie bardzo reaktywnej grupy
tiolowej przed niepo¿¹danymi reakcjami zarówno w czasie oczekiwania na analizê,
jak i w czasie samej analizy. Najczê�ciej chodzi o reakcje utleniania prowadz¹ce do
powstania disiarczków. Przeprowadzona bezpo�rednio po etapie redukcji, reakcja
derywatyzacji powinna spe³niaæ w tym przypadku kilka funkcji równocze�nie:

� produkt derywatyzacji powinien wykazywaæ du¿¹ trwa³o�æ;
� w³a�ciwo�ci detekcyjne pochodnej powinny byæ lepsze ni¿ samego analitu;
� w³a�ciwo�ci chromatograficzne pochodnej powinny ulec polepszeniu, w sto-

sunku do niezmodyfikowanego analitu.

G³owacki_folie.p65 2010-01-05, 09:271058



ANALIZA PRÓBEK BIOLOGICZNYCH NA ZAWARTO�Æ AMINOTIOLI 1059

Odczynniki stosowane w HPLC do derywatyzacji tioli mo¿na podzieliæ na kilka
grup, uwzglêdniaj¹c dwa kryteria: w³a�ciwo�ci spektroskopowe otrzymanych pochod-
nych oraz budowê chemiczn¹ samego odczynnika. Pierwsz¹ grupê stanowi¹ zwi¹zki,
które w wyniku reakcji z funkcj¹ tiolow¹ analitu tworz¹ pochodne, które mog¹ byæ
oznaczane z wykorzystaniem detekcji UV-Vis lub zwi¹zki tworz¹ce pochodne fluo-
ryzuj¹ce. Uwzglêdnienie budowy chemicznej odczynników derywatyzuj¹cych
pozwala natomiast na dokonanie podzia³u wg klas zwi¹zków. Mo¿emy zatem wyró¿-
niæ zwi¹zki zawieraj¹ce aktywny halogen, dialdehydy, disiarczki, enony, maleimidy
oraz aziridyny i chinony. W zale¿no�ci od tego, czy modyfikacja chemiczna analitu
jest prowadzona przed etapem rozdzielania na kolumnie chromatograficznej, czy
te¿ bezpo�rednio po nim, mo¿emy mówiæ o derywatyzacji przedkolumnowej lub
pokolumnowej. Pierwszy sposób nale¿y do najczê�ciej stosowanych podczas ana-
lizy chromatograficznej próbek biologicznych, w celu oznaczania w nich zwi¹zków
tiolowych. Decyduje o tym kilka czynników. Po pierwsze, reakcja modyfikacji ana-
litu mo¿e w tym przypadku trwaæ nawet kilkana�cie minut. Pozwala to na wykorzy-
stanie do�æ szerokiej gamy zwi¹zków chemicznych, jako selektywnych w stosunku
do tioli odczynników derywatyzuj¹cych. Po drugie, podczas analiz wykorzystuje siê
dok³adnie tak¹ sam¹ aparaturê, jak w przypadku analiz niewymagaj¹cych derywaty-
zacji chemicznej. Z kolei, w przypadku modyfikacji pokolumnowej koniecznym
jest, aby reakcja derywatyzacji przebiega³a z du¿¹ szybko�ci¹. Czas trwania reakcji
wynosi nie wiêcej ni¿ czas niezbêdny do pokonania przez analit drogi od kolumny
chromatograficznej do detektora. Kolejnym utrudnieniem jest potrzeba stosowania
dodatkowej pompy, która umo¿liwi precyzyjne podawanie roztworu odczynnika
derywatyzuj¹cego bezpo�rednio do strumienia eluatu, czyli tu¿ za kolumnê chroma-
tograficzn¹. W praktyce oznacza to konieczno�æ wykorzystania trójnika umo¿liwia-
j¹cego mieszanie roztworów eluatu i odczynnika derywatyzuj¹cego. W wiêkszo�ci
przypadków do derywatyzacji biologicznie wa¿nych tioli w próbkach rzeczywistych,
podczas ich analizy technik¹ HPLC, stosuje siê odczynniki, które pozwalaj¹ na utwo-
rzenie pochodnych wykazuj¹cych fluorescencjê [28�35]. Efektem tego jest mo¿li-
wo�æ uzyskania ni¿szych granic oznaczalno�ci i wykrywalno�ci, ni¿ ma to miejsce
w przypadku stosowania detektora UV-Vis. Niestety, wad¹ wielu bardzo popular-
nych odczynników derywatyzuj¹cych tiole jest ich niezadowalaj¹ca reaktywno�æ,
objawi¹jaca siê miêdzy innymi ma³¹ szybko�ci¹ reakcji i jej nisk¹ wydajno�ci¹ albo
brakiem selektywno�ci. Poci¹ga to za sob¹ konieczno�æ prowadzenia czasoch³onnej
reakcji, bardzo czêsto w podwy¿szonej temperaturze. Przyk³adem mo¿e byæ tutaj
zastosowanie halogenosulfonylobenzofurazanów (SBD-F, ABD-F) [28�32], gdzie
reakcja derywatyzacji przebiega w ci¹gu 1 godziny, w temperaturze 60°C. Bardzo
czêsto uzyskany podczas analizy próbki, poddanej wcze�niej zabiegowi derywaty-
zacji, obraz chromatograficzny jest do�æ skomplikowany. W g³ównej mierze przy-
czyn¹ tego jest du¿a liczba pików pochodz¹cych od produktów ubocznych reakcji
oraz produktów rozk³adu odczynnika derywatyzuj¹cego. Tego rodzaju problemy
czêsto towarzysz¹ analizom z wykorzystaniem, tworz¹cych fluoryzuj¹ce pochodne,
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monobromobimanów [33�35]. W literaturze anglojêzycznej mo¿na znale�æ kilka
przegl¹dowych opracowañ, które w do�æ szczegó³owy sposób przedstawiaj¹ postêp
w dziedzinie derywatyzacji chemicznej, jaki mia³ miejsce w ci¹gu ostatnich kilku-
nastu lat [36�41].

W dalszej czê�ci niniejszego opracowania przedstawione zostan¹ wybrane pro-
cedury oznaczania tioli w próbkach biologicznych, w których wykorzystano najczê�-
ciej stosowane ostatnio odczynniki derywatyzuj¹ce, tworz¹ce pochodne absorbu-
j¹ce promieniowanie UV-Vis.

3.1. KWAS 5,5�-DITIO-BIS(2-NITROBENZOESOWY)

Jednym z najlepiej poznanych i najczê�ciej wykorzystywanych do oznaczania
grup tiolowych odczynników derywatyzuj¹cych jest niew¹tpliwie kwas 5,5�-ditio-
bis(2-nitrobenzoesowy) (DTNB). Po raz pierwszy do literatury odczynnik ten zosta³
wprowadzony w roku 1959 przez George�a Ellmana [42]. W nastêpnych latach sze-
roko stosowano go do oznaczania tioli ma³ocz¹steczkowych oraz w aplikacjach
wymagaj¹cych okre�lenia ca³kowitego stê¿enia grup �SH, np. w bia³kach [43�46].
Równanie reakcji tioli z DTNB przedstawiono na Schemacie 2.
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Schemat 2
Scheme 2

DTNB jest odczynnikiem derywatyzuj¹cym zaliczanym do grupy disiarczków,
a istota jego reakcji z tiolami polega na prostej reakcji wymiany tiol�disiarczek.
Powsta³e produkty reakcji ró¿ni¹ siê znacz¹co widmami absorpcyjnymi. I tak,
pochodna tiolowa (TNB-Tiol) wykazuje maksimum absorpcji przy d³ugo�ci fali
ok. 330 nm, natomiast dla powsta³ego anionu (TNB2�) maksimum poch³aniania przy-
pada na 412 nm. Nale¿y zauwa¿yæ, ¿e liczba powsta³ych ró¿nych pochodnych
TNB-Tiol bêdzie dok³adnie taka sama, jak liczba obecnych w mieszaninie reakcyj-
nej tioli. Stê¿enie anionu TNB2� bêdzie natomiast zale¿ne od sumy stê¿eñ wszyst-
kich zwi¹zków reaguj¹cych z DTNB. Pomiar stê¿enia tioli przy d³ugo�ci fali równej
412 nm jest zatem pomiarem po�rednim, ale pozwala na szybkie oznaczanie ca³ej
puli grup tiolowych obecnych w próbce, i to dziêki zastosowaniu zwyk³ego spek-
trofotometru [47]. Molowy wspó³czynnik absorpcji dla tej d³ugo�ci fali wynosi
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14150 l/mol × cm. Ten rodzaj spektrofotometrycznego oznaczania sumy tioli ma
jednak pewne ograniczenia. Dotycz¹ one g³ównie próbek biologicznych, takich jak
mocz, osocze krwi oraz hodowle komórkowe. Okazuje siê bowiem, ¿e wiele sk³ad-
ników matrycy wykazuje absorpcjê w zakresie pokrywaj¹cym 412 nm. St¹d mo¿li-
wo�æ ³atwego zafa³szowania wyników, na skutek wiêkszej od rzeczywistej i niepro-
porcjonalnej do stê¿enia grup tiolowych absorpcji promieniowania UV-Vis [48].
W przeciwieñstwie do pomiaru stê¿enia sumy grup tiolowych okre�lenie stê¿enia
obecnych w próbce poszczególnych pochodnych wymaga zastosowania techniki sepa-
racyjnej, np. HPLC.

Riener i in. opisali spektrofotometryczn¹ metodê oznaczania sumy grup tiolo-
wych w bia³kach, wykorzystuj¹c do tego celu odczynnik Ellmana [45]. Nowo�ci¹,
w porównaniu do metod opisywanych wcze�niej, w tym chromatograficznych, by³o
zastosowanie dodatkowego odczynnika, który pe³ni³ rolê swoistego mediatora pomiê-
dzy bia³kiem i DTNB. Przyczyn¹ by³y trudno�ci zwi¹zane z uzyskiwaniem powta-
rzalnych wyników znane wszystkim badaczom stosuj¹cym odczynnik Ellmana,
bêd¹ce nastêpstwem niekompletnej reakcji DTNB z grupami tiolowymi bia³ka.
G³ówn¹ przyczynê stanowi³y utrudnienia steryczne i elektrosterycznne, ogranicza-
j¹ce swobodny dostêp reagenta do bia³kowych grup tiolowych. Wprowadzona do
mieszaniny reakcyjnej w roli mediatora, bêd¹ca disiarczkiem, cystamina ulega reakcji
z grupami tiolowymi bia³ka, uwalniaj¹c jednocze�nie ekwiwalent cysteaminy. Ta
z kolei, jako tiol, ulega klasycznej reakcji z DTNB uwalniaj¹c absorbuj¹cy przy
412 nm anion TNB2�. Pomiar absorbcji przy tej d³ugo�ci fali umo¿liwia oznaczenie
ca³kowitego stê¿enia grup tiolowych w próbce.

Katrusiak i in. opisali chromatograficzn¹ metodê oznaczania cysteiny, homo-
cysteiny, cysteinyloglicyny i glutationu w osoczu krwi oraz ekstraktach komórko-
wych [49]. Jako odczynnika derywatyzuj¹cego u¿yto kwasu 5,5�-ditio-bis(2-nitro-
benzoesowego) (DTNB), natomiast do redukcji wi¹zañ disiarczkowych wykorzy-
stano ditiotreitol. Jako analityczn¹ d³ugo�æ fali przyjêto 330 nm. Kalibracjê metody
wykonano w ró¿nym zakresie stê¿eñ, w zale¿no�ci od rodzaju analitu. Dla cysteiny
zakres ten wynosi³ 2�750 mmol/l, natomiast dla homocysteiny, cysteinyloglicyny
i glutationu liniowo�æ metody zbadano w zakresie 0,5�80 mmol/l. Opracowan¹ me-
todê zastosowano do oznaczania tioli w próbkach osocza osób zdrowych oraz ludzi
poddawanych hemodializie.

W roku 2004 Zhloba i in. zastosowali DTNB do oznaczania homocysteiny ca³ko-
witej i glutationu w osoczu krwi cz³owieka [50]. Tak¿e w tym przypadku, do reduk-
cji wi¹zañ disiarczkowych u¿yto ditiotreitolu, a produkty reakcji derywatyzacji roz-
dzielano technik¹ RP-HPLC, monitoruj¹c ich obecno�æ przy 330 nm. Zakres linio-
wo�ci metody dla homocysteiny mie�ci³ siê w przedziale 0,1�100 mmol/l, natomiast
dla glutationu 0,1�200 mmol/l.
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3.2. 4,4�-DITIOPIRYDYNA

Innym zwi¹zkiem z grupy disiarczków, który znalaz³ zastosowanie podczas
derywatyzacji tioli, jest 4,4�-ditiopirydyna (DTP). Mechanizm reakcji DTP z tio-
lami jest podobny, jak w przypadku odczynnika Ellmana. Mamy tutaj, bowiem do
czynienia z reakcj¹ wymiany tiol�disiarczek (Schemat 3).

R SH2 N S S N
pH 5-7

R S S R NH S2

 
 

R SH N S S N R S S N NH S

Schemat 3
Scheme 3

Reakcja przebiega dwuetapowo. W koñcowym etapie powstaje tiopirydon,
w ilo�ci proporcjonalnej do stê¿enia obecnych w próbce grup tiolowych. Jego maksi-
mum absorbcji przypada na ok. 324 nm, a molowy wspó³czynnik absorbcji wynosi
21400 l/mol × cm. Charakter reakcji pozwala zatem na wykorzystanie DTP do pro-
cedur oznaczania grup tiolowych w bia³kach oraz sumy stê¿enia wszystkich tioli
w badanej próbce. W przeciwieñstwie do DTNB, 4,4�-ditiopirydyna ulega reakcji
z tiolami w �rodowisku kwa�nym, co jest bezpo�redni¹ konsekwencj¹ jej budowy
chemicznej. W niskim pH nastêpuje protonowanie atomu azotu w pier�cieniu piry-
dynowym, co powoduje znaczne zwiêkszenie reaktywno�ci DTP w stosunku do tioli.
Wzrost ten jest na tyle du¿y, ¿e rekompensuje spadek reaktywno�ci anionu tiolano-
wego, na skutek cofania dysocjacji grupy tiolowej.

W roku 2002 Riener i in. dokonali porównania DTNB i DTP podczas oznacza-
nia grup tiolowych w bia³kach [45]. Potwierdzili oni tezê o trudno�ciach zwi¹za-
nych z niepe³n¹ derywatyzacj¹ podczas reakcji z odczynnikiem Ellmana i koniecz-
no�ci¹ stosowania mediatora w postaci cystaminy. Jednocze�nie wskazali na zalety
wynikaj¹ce ze zastosowania DTP.

Hansen i in. opracowali metodê oznaczania proteinowych grup tiolowych oraz
cysteiny zwi¹zanej z proteinami, wykorzystuj¹c jako odczynnik derywatyzuj¹cy
4,4�-ditiopirydynê [51]. Do redukcji wi¹zañ disiarczkowych wykorzystano borowo-
dorek sodu, a separacji powsta³ego w wyniku reakcji tiopirydonu od pozosta³ych
sk³adników dokonano technik¹ wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwró-
conym uk³adzie faz. Kalibracja obejmowa³a zakres od 0,55 nmol/ml do 33,5 nmol/ml,
natomiast granica wykrywalno�ci metody wynosi³a 0,25 nmol/ml. Na kolumnê nano-
szono po 20 ml koñcowego analitycznego roztworu. Analityczna d³ugo�æ fali wyno-
si³a 324 nm. Zalet¹ stosowanej procedury, w stosunku do opisywanych wcze�niej
i wykorzystuj¹cych DTNB, jest mo¿liwo�æ prowadzenia reakcji w �rodowisku kwa�-
nym, bezpo�rednio po etapie redukcji borowodorkiem sodu. Reakcja przebiega
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w temperaturze pokojowej, w ci¹gu 30 min. Autorzy podkre�laj¹, ¿e du¿a powta-
rzalno�æ metody jest spowodowana w³a�ciwo�ciami fizykochemicznymi DTP, w tym
wielko�ci¹ cz¹steczki i jej hydrofobowo�ci¹, co u³atwia jego dostêp do grup tiolo-
wych obecnych w bia³kach.

3.3. TETRAFLUOROBORAN 2-CHLORO-1-METYLOCHINOLINIOWY

Konkurencyjnym w stosunku do odczynników tworz¹cych pochodne fluoryzu-
j¹ce, mo¿e byæ tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) [52].
Nale¿y on do grupy odczynników posiadaj¹cych aktywny halogen. Wytworzone
z jego udzia³em 2-S-chinoliniowe pochodne wykazuj¹ molowy wspó³czynnik absorp-
cji oko³o 20000 l/mol × cm, co pozwala na uzyskiwanie granic oznaczalno�ci,
w przypadku metod chromatograficznych, na poziomie kilkudziesiêciu pmol/ml oso-
cza [19, 23, 53�56]. Utworzona pochodna to stabilny tioeter, powsta³y w wyniku
nukleofilowego ataku anionu tiolanowego na pozycjê 2 pier�cienia chinolinowego
(Schemat 4).
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Podczas reakcji obecny w pier�cieniu atom chloru zostaje podstawiony ato-
mem siarki, dziêki czemu nastêpuje istotna zmiana w³a�ciwo�ci fizykochemicznych
zarówno samego tiolu, jak i pier�cienia aromatycznego. Utworzona pochodna wyka-
zuje dobrze wykszta³cone maksimum absorpcji przy d³ugo�ci fali ok. 350 nm. Jest
ono przesuniête o oko³o 25 nm w kierunku fal d³u¿szych, w stosunku do samego
odczynnika derywatyzuj¹cego, którego maksimum absorpcji przypada na 328 nm.
Zaistnia³e zjawisko przesuniêcia batochromowego jest bardzo korzystne z anali-
tycznego punktu widzenia. Stosowane podczas derywatyzacji bardzo rozcieñczo-
nych próbek du¿e nadmiary odczynnika derywatyzuj¹cego, mog¹ utrudniaæ inter-
pretacjê chromatogramu, na skutek obecno�ci du¿ego sygna³u analitycznego, pocho-
dz¹cego w³a�nie od niewykorzystanego w reakcji odczynnika. Rejestrowanie chro-
matogramu przy d³ugo�ci fali wiêkszej ni¿ maksimum absorpcji odczynnika powo-
duje, ¿e powy¿szy problem praktycznie nie istnieje. Oprócz du¿ej selektywno�ci
w stosunku do tioli, istotn¹ zalet¹ CMQT jest równie¿ mo¿liwo�æ stosowania bar-
dzo ³agodnych warunków reakcji. W przypadku próbek standardów wodnych, czas
reakcji CMQT z tiolami, w temperaturze pokojowej, w pH 7�8, nie przekracza jed-
nej minuty, a w przypadku próbek biologicznych, wynosi ok. 3�4 minuty. Powsta³e
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tiolowe pochodne wykazuj¹ bardzo du¿¹ trwa³o�æ, tak¿e w temperaturze pokojo-
wej, co stwarza mo¿liwo�æ kolekcjonowania próbek, w celu ich pó�niejszej analizy.
Powy¿sze w³a�ciwo�ci powoduj¹, ¿e CMQT mo¿e stanowiæ alternatywê dla odczyn-
ników stosowanych dotychczas w automatycznych procedurach oznaczania zwi¹z-
ków tiolowych w próbkach biologicznych [55]. Jak dot¹d, CMQT wykorzystano do
derywatyzacji tioli w próbkach biologicznych, takich jak osocze krwi, mocz oraz
�lina.

W roku 2004 Bald i in. zaproponowali metodê oznaczania czterech metabo-
licznie spokrewnionych tioli w osoczu krwi cz³owieka [23]. Procedura analityczna
sk³ada³a siê z kilku etapów, które obejmowa³y redukcjê wi¹zañ disiarczkowych
z wykorzystaniem borowodorku sodu, derywatyzacjê chemiczn¹ tetrafluorobora-
nem 2-chloro-1-metylochinoliniowym, deproteinizacjê przy u¿yciu kwasu chloro-
wego(VII) i koñcow¹ analizê chromatograficzn¹ z detekcj¹ UV. Analityczna d³u-
go�æ fali wynosi³a 355 nm. Ze wzglêdu na do�æ du¿e ró¿nice w czasach retencji
poszczególnych 2-S-chinoliniowych pochodnych, podczas analiz wykorzystano dwa
standardy wewnêtrzne, kwasy 2 i 3-merkaptopropionowe. Metodê zastosowano do
oznaczania stê¿enia ró¿nych form tioli w osoczu krwi. Uzyskane wyniki zawarto�ci
poszczególnych tioli, w tym ich form zredukowanych, ca³kowitych, wolnych i zwi¹-
zanych z proteinami, pos³u¿y³y do wyznaczenia tiolowego statusu redox w osoczu
krwi cz³owieka. Dla tioli ca³kowitych zakresy liniowo�ci metody wynosi³y 7�300
nmol/ml dla cysteiny, 1�50 nmol/ml dla cysteinyloglicyny, 0,5�40 nmol/ml dla
glutationu i 0,5�50 nmol/ml osocza dla homocysteiny. Odpowiednie zakresy dla
form zredukowanych wynosi³y 0,5�10 nmol/ml dla cysteiny i cysteinyloglicyny,
0,3�5 nmol/ml dla glutationu i 0,2�2 nmol/ml osocza dla homocysteiny. Granice
oznaczalno�ci dla poszczególnych tioli pokrywa³y siê z najni¿szymi stê¿eniami na
odpowiednich prostych kalibracyjnych.

Wykorzystuj¹c CMQT, Ku�mierek i in. opracowali chromatograficzn¹ metodê
oznaczania cysteaminy w osoczu krwi cz³owieka [56]. Redukcji wi¹zañ disiarczko-
wych, wystêpuj¹cych w osoczu krwi, dokonano przy u¿yciu borowodorku sodu. Uzys-
kane w ten sposób tiole zredukowane poddano reakcji z tetrafluoroboranem 2-chlo-
ro-1-metylochinoliniowym, w �rodowisku buforu fosforanowego o pH 7,6. Pow-
sta³e 2-S-chinoliniowe pochodne tioli rozdzielano technik¹ HPLC w odwróconym
uk³adzie faz, stosuj¹c 355 nm, jako analityczn¹ d³ugo�æ fali. Kalibracja metody obej-
mowa³a zakres od 0,1 do 40 nmol/ml osocza, a granica wykrywalno�ci dla cyste-
aminy wynosi³a 0,1 nmol/ml osocza. Opisana metoda pozwala na oznaczanie obok
siebie cysteaminy oraz czterech metabolicznie spokrewnionych aminotioli, cyste-
iny, cysteinyloglicyny, glutationu i homocysteiny.

Bald i G³owacki zastosowali CMQT podczas opracowywania procedury ozna-
czania, w �linie cz³owieka [57] glutationu i metabolicznie spokrewnionych z nim
aminotioli. Redukcji wi¹zañ disiarczkowych dokonano przy wykorzystaniu tri-n-
-butylofosfiny (TBP), inkubuj¹c mieszninê reakcyjn¹ w ci¹gu 30 min, w temperatu-
rze 60°C. Powsta³e po derywatyzacji z CMQT, 2-S-chinoliniowe pochodne rozdzie-
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lano technik¹ HPLC w odwróconym uk³adzie faz, stosuj¹c elucjê gradientow¹.
Podobnie jak w przypadku osocza krwi, analityczn¹ d³ugo�æ fali ustalono na 355 nm.
Kalibracjê wykonano w zakresie 0,5�100 nmol/ml �liny dla cysteiny oraz
0,5�30 nmol/ml �liny dla pozosta³ych tioli, czyli glutationu, cysteiny i cysteinylogli-
cyny. Dla wszystkich badanych aminotioli dolna granica oznaczalno�ci wynosi³a
0,5 nmol/ml. Opracowan¹ procedurê zastosowano do analizy próbek �liny pocho-
dz¹cych od o�miu dawców.

CMQT wykorzystano równie¿ w chromatograficznych procedurach oznacza-
nia mesny w osoczu krwi i moczu cz³owieka [58, 59]. W przypadku analizy osocza,
do rozdzielania 2-S-chinoliniowych pochodnych zastosowano elucjê izokratyczn¹
w odwróconym uk³adzie faz. Kalibracja metody obejmowa³a zakres od 0,16 do
30 nmol/ml osocza, a granica oznaczalno�ci wynosi³a 0,16 nmol/ml. G³owacki i in.
opisali procedurê oznaczania formy zredukowanej i ca³kowitej mesny w moczu cz³o-
wieka [58]. W celu oznaczenia mesny ca³kowitej, dokonano redukcji wi¹zañ disiarcz-
kowych za pomoc¹ tri-n-butylofosfiny. W obydwu przypadkach 2-S-chinoliniowe
pochodne tioli rozdzielano w odwróconym uk³adzie faz, a detekcji dokonano przy
analitycznej d³ugo�ci fali 350 nm. Krzyw¹ kalibracyjn¹ wykre�lono w zakresie stê-
¿eñ 0,2�800 nmol/ml osocza. Najni¿sze stê¿enie na prostej kalibracyjnej stanowi³o
doln¹ granicê oznaczalno�ci.

Podobnie jak w przypadku osocza krwi, tak¿e w przypadku analizy moczu,
koñcowa separacja chromatograficzna cysteiny, cysteinyloglicyny i homocysteiny
jest poprzedzona etapami redukcji i derywatyzacji. Ku�mierek i in. opisali metodê
oznaczania tych tioli w moczu cz³owieka, wykorzystuj¹c do redukcji wi¹zañ disiarcz-
kowych borowodorek sodu, a CMQT do derywatyzacji wolnych tioli [17]. Zakres
liniowo�ci metody dla cysteiny wynosi³ 50�500 nmol/ml, dla cysteinyloglicyny
2,5�25 nmol/ml i 2�14 nmo/ml dla homocysteiny. Granica oznaczalno�ci metody
wynosi³a 0,12 nmol/ml dla cysteiny i cysteinyloglicyny oraz 0,25 nmol/ml dla homo-
cysteiny. Metodê zastosowano do analizy 91 próbek moczu cz³owieka. W roku 2008,
w podobny sposób oznaczono zawarto�æ zredukowanych i utlenionych form cyste-
iny i cysteinyloglicyny, co pozwoli³o na wyznaczenie statusu redox tych tioli w moczu
[60].

Wykorzystuj¹c CMQT opracowano równie¿ szereg metod oznaczania leków
tiolowych w moczu cz³owieka, w tym cysteaminy, N-acetylocysteiny, kaptoprylu,
2-merkaptopropionyloglicyny, D-penicyloaminy i metimazolu [22, 53, 54, 61, 62].
We wszystkich przypadkach procedura analityczna sk³ada³a siê z etapu redukcji,
derywatyzacji oraz koñcowej analizy chromatograficznej z detekcj¹ UV.

Modyfikacja tioli przy wykorzystaniu CMQT powoduje wyra�n¹ zmianê ich
w³a�ciwo�ci fizykochemicznych. Pierwsz¹ i najwa¿niejsz¹ jest wprowadzenie chro-
moforu i zablokowanie grupy tiolowej, drug¹ za� zwiêkszenie hydrofobowo�ci cz¹s-
teczki. Wzrost hydrofobowo�ci jest na tyle du¿y, ¿e umo¿liwia rozdzielanie 2-S-
-chinoliniowych pochodnych tioli technik¹ wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej w odwróconym uk³adzie faz. Obecno�æ posiadaj¹cego ³adunek dodatni czwar-
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torzêdowego atomu azotu w pier�cieniu oraz grup aminowej i karboksylowej ami-
notiolu powoduje ¿e ca³kowity ³adunek powsta³ej pochodnej tiolowej, w zale¿no�ci
od pH, wynosi 0, +1 lub +2. W �rodowisku kwa�nym, w przypadku gdy w cz¹s-
teczce aminotiolu wystêpuje jedna grupa aminowa i jedna karboksylowa, oprócz
³adunku na czwartorzêdowym atomie azotu w pier�cieniu, pojawia siê drugi ³adu-
nek dodatni na skutek protonowania grupy aminowej. W przypadku kiedy pochodna
znajduje siê w �rodowisku alkalicznym, zdysocjowana grupa karboksylowa niwe-
luje dodatni ³adunek pier�cienia, w wyniku czego ca³kowity ³adunek pochodnej
wynosi 0. Ta unikalna w³a�ciwo�æ umo¿liwia rozdzielanie powsta³ych 2-S-chinoli-
niowych pochodnych, przy wykorzystaniu wysokosprawnej elektroforezy kapilar-
nej (HPCE) [63, 64].

3.4. SOLE HALOPIRYDYNIOWE

Sole halopirydyniowe, podobnie jak CMQT, nale¿¹ do grupy odczynników dery-
watyzuj¹cych, zawieraj¹cych tzw. aktywny halogen. Mechanizm reakcji jest analo-
giczny i polega na podstawieniu nukleofilowym atomu chloru w pier�cieniu aroma-
tycznym, atomem siarki z grupy tiolowej. Na Schemacie 5 przedstawiono reakcjê
tioli z jodkiem 2-chloro-1-metylopirydyniowym.
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Scheme 5

W konsekwencji powstaje stabilny tioeter z dobrze wykszta³conym maksimum
absorbcji przy d³ugo�ci fali 314 nm. W porównaniu z CMQT, sole halopirydyniowe
wykazuj¹ mniejsz¹ reaktywno�æ w stosunku do tioli. Wymaga to zastosowania d³u¿-
szego czasu reakcji (oko³o 15 min) podczas derywatyzacji roztworów wodnych,
w pH 7�8,5. Tak¿e obraz chromatograficzny próbek osocza krwi i moczu, zawieraj¹-
cych 2-S-pirydyniowe pochodne tioli, w wiêkszo�ci przypadków jest bardziej skom-
plikowany, co uniemo¿liwia osi¹gniêcie porównywalnych z CMQT granic oznaczal-
no�ci. Odpowiedzialnym za to jest tak¿e znacznie ni¿szy od CMQT molowy wspó³-
czynnik absorbcji 2-S-pirydyniowych pochodnych, który wynosi ok. 10000 l/mol × cm.

Bromek 1-benzylo-2-chloropirydyniowy (BCPB) wykorzystano w procedurze
opisuj¹cej oznaczanie kaptoprylu we krwi i moczu cz³owieka [65]. Do uwolnienia
zwi¹zanych z proteinami cz¹steczek kaptoprylu u¿yto trifenylofosfiny. Reakcja prze-
biega³a w ci¹gu 40 min, w temperaturze 50°C. Reakcja derywatyzacji by³a prowa-
dzona w temperaturze pokojowej, w ci¹gu 15 min. Uzyskane 2-S-pirydyniowe
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pochodne rozdzielano w odwróconym uk³adzie faz, z detekcj¹ UV-Vis, przy anali-
tycznej d³ugo�ci fali 314 nm. Zakresy liniowo�ci metody dla kaptoprylu zreduko-
wanego wynosi³y 10�500 ng/ml w przypadku krwi, i 50�1200 ng/ml w przypadku
moczu. Analogiczne zakresy dla kaptoprylu utlenionego wynosi³y odpowiednio
10�100 ng/ml i 50�3000 ng/ml. Granice oznaczalno�ci metody wynosi³y 0,3 ng/ml
dla krwi i 10 ng/ml dla moczu.

Jodek 2-chloro-1-metylopirydyniowy (CMPI) wykorzystano do derywatyzacji
cysteiny i homocysteiny podczas ich oznaczania w moczu technik¹ HPLC-RP z detek-
cj¹ UV-Vis [18]. Etap derywatyzacji by³ poprzedzony redukcj¹ wi¹zañ disiarczko-
wych, przy wykorzystaniu tri-n-butylofosfiny. Krzywe kalibracyjne sporz¹dzono dla
zakresów 20�200 nmol/ml dla cysteiny, i 5�150 nmol/ml dla homocysteiny. Gra-
nica oznaczalno�ci metody dla obydwu analitów wynosi³a 0,2 nmol/ml. Metodê zasto-
sowano do analizy próbek 14 dawców.

3.5. 1,1�-TIOKARBONYLODIIMIDAZOL

Amarnath i in. opracowali i opisali procedurê oznaczania cysteiny i metabo-
licznie spokrewnionych aminotioli w próbkach biologicznych, wykorzystuj¹c do
derywatyzacji 1,1�-tiokarbonylodiimidazol (TCDI) [20].

W reakcji bior¹ udzia³ zarówno grupa tiolowa, jak i aminowa cz¹steczki ami-
notiolu, a produktem reakcji jest cykliczny ditiokarbaminian, wykazuj¹cy absorbcjê
promieniowania UV w zakresie 250�300 nm. Równanie reakcji TCDI z cystein¹
przedstawiono na Schemacie 6.
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Scheme 6

Reakcja cyklizacji przebiega w temperaturze 37°C, w ci¹gu 20 min. Nadmiar
TCDI jest hydrolizowany do imidazolu, który nie wykazuje znacz¹cej absorbcji pro-
mieniowania powy¿ej 240 nm. Wykonane proste kalibracyjne wykazywa³y cha-
rakter liniowy w przedziale od 80�230 nmol/ml, dla cysteiny, 2,5�10 nmol/ml dla
homocysteiny i 12�50 nmol/ml dla cysteinyloglicyny. Dla wszystkich badanych
zwi¹zków granica oznaczalno�ci by³a zbli¿ona i wynosi³a ok. 0,4 nmol/ml, dla
50 ml roztworu nanoszonego na kolumnê chromatograficzn¹.
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3.6. CHLOREK DANSYLU

Chlorek dansylu (chlorek 5-(dimetyloamino)naftaleno-1-sulfonylu) zosta³ wyko-
rzystany przez Wanga i in. do oznaczania cystyny w moczu, z zastosowaniem
RP-HPLC i detekcji spektrofotometrycznej [66]. Reakcja pomiêdzy cystyn¹ i odczyn-
nikiem derywatyzuj¹cym zachodzi z wykorzystaniem grupy aminowej analitu (Sche-
mat 7). Powsta³a pochodna wykazuje maksimum absorpcji przy 286 nm.
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Niew¹tpliw¹ wad¹ zaproponowanej procedury jest czasoch³onny i skompliko-
wany etap przygotowania próbki do analizy. Reakcja pomiêdzy odczynnikiem dery-
watyzuj¹cym i analitem wymaga ogrzewania w temperaturze 80°C, w ci¹gu 30 min,
co stanowi istotne ograniczenie podczas analizy du¿ej liczby próbek. Potencjalnego
u¿ytkownika prezentowanej metody mo¿e tak¿e zniechêcaæ do�æ d³ugi czas koñco-
wej analizy chromatograficznej, który wynosi 30 min. Zakres liniowo�ci metody
mie�ci siê w przedziale 1�500 mg/l, a granica oznaczalno�ci wynosi 1 mg/l. Zalet¹
metody jest natomiast mo¿liwo�æ jednoczesnego oznaczania w próbce zarówno
cystyny, jak i jej formy zredukowanej � cysteiny. Wymaga to jednak zablokowania
grupy tiolowej cysteiny za pomoc¹ kwasu jodooctowego.

PODSUMOWANIE

Ze wzglêdu na du¿¹ reaktywno�æ, oznaczanie zwi¹zków tiolowych w próbkach
biologicznych nie nale¿y do zadañ ³atwych. Du¿ym utrudnieniem jest tak¿e brak
znacz¹cej absorbcji tioli w zakresie promieniowania UV-Vis, uniemo¿liwiaj¹cy ich
bezpo�redni¹ detekcjê. Oznaczanie tioli biologicznie wa¿nych, zarówno endo- jak
i egzogennych, dotyczy zazwyczaj analizy osocza krwi oraz moczu. W obydwu przy-
padkach mamy do czynienia ze skomplikowanymi matrycami, które dodatkowo mog¹
utrudniaæ ich oznaczanie. Istnieje szereg technik, które pozwalaj¹ na oznaczanie
zwi¹zków tiolowych, jednak techniki separacyjne, takie jak HPLC i HPCE, znalaz³y
w tej dziedzinie najszersze zastosowanie. Sprzê¿enie z najbardziej popularnymi
rodzajami detekcji, a mianowicie detekcj¹ spektrofotometryczn¹ i spektrofluory-
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metryczn¹, umo¿liwi³o opracowanie szeregu precyzyjnych i dok³adnych metod ozna-
czania tioli w próbkach biologicznych. Stosowanie tego rodzaju detekcji poci¹ga za
sob¹ konieczno�æ derywatyzacji analitów, najczê�ciej z wytworzeniem pochodnych
fluoryzuj¹cych lub absorbuj¹cych promieniowanie UV-Vis. Detekcja fluorescencyjna
pozwala na uzyskanie ni¿szych granic oznaczalno�ci, jednak w tym przypadku, reak-
cja derywatyzacji wymaga zazwyczaj zastosowania bardziej drastycznych warun-
ków. Bardzo czêsto, oprócz pochodnych tiolowych, podczas reakcji powstaje sze-
reg produktów ubocznych, które utrudniaj¹ rozdzielanie, a w konsekwencji inter-
pretacjê chromatogramu. W wiêkszo�ci przypadków problemy te nie wystêpuj¹ pod-
czas derywatyzacji i separacji pochodnych wykazuj¹cych absorbcjê w zakresie pro-
mieniowania UV-Vis. Opracowane z ich udzia³em procedury analityczne odzna-
czaj¹ siê du¿¹ czu³o�ci¹ i precyzj¹. Uzyskane krzywe kalibracyjne w pe³ni pokry-
waj¹ zakresy stê¿eñ analitów obecnych w próbkach zarówno w stê¿eniach fizjolo-
gicznych, jak i patologicznych. Dodatkowym czynnikiem, który przemawia na
korzy�æ detekcji UV, jest prostota obs³ugi aparatury i jej ³atwa dostêpno�æ. Odczyn-
niki, np. CMQT, ze wzglêdu na du¿¹ selektywno�æ w stosunku do tioli oraz mo¿li-
wo�æ stosowania ³agodnych warunków reakcji, mog¹ byæ szczególnie przydatne
w procedurach w pe³ni zautomatyzowanych. Te z kolei mog¹ z powodzeniem kon-
kurowaæ z coraz bardziej popularnymi metodami immunoenzymatycznymi, których
charakterystyczn¹ cech¹ jest to, ¿e umo¿liwiaj¹ równoczesne oznaczenie jednego
analitu w du¿ej liczbie próbek. Przewaga metod separacyjnych polega na mo¿li-
wo�ci monitorowania stê¿eñ wielu analitów podczas jednej analizy.

PI�MIENNICTWO CYTOWANE

[1] M. Puka Sundval, P. Eriksson, M. Nilsson, M. Saudberg, A. Lehmann, Brain Res., 1995, 705, 65.
[2] I.A. Cotgreave, R.G. Gerdes, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1998, 242, 1.
[3] M.A. Hofmann, B. Kohl, M.S. Zumbach, V. Borcea, A. Bierhaus, M. Henkels, Diabetes care, 1998,

21, 841.
[4] S.K. Austen, J.S. Coombes, R.G. Fassett, Clin. Nephron., 2003, 60, 375.
[5] P.R. Brauer, B.J. Tierney, Curr. Pharm. Des., 2004, 10, 2719.
[6] M.P. Mattson, T.B. Shea, Trends Neurosci., 2003, 26, 137.
[7] M.R. Malinow, S.S. Kang, L.M. Taylor, P.K.W. Wong, B. Coull, Circulation, 1989, 79, 1180.
[8] S.S. Kang, P.K.W. Wang, M.R. Malinow, Ann. Rev. Nutr., 1992, 12, 279.
[9] H. Jakubowski, Cell. Mol. Life Sci., 2004, 61, 470.

[10] H. Jakubowski, Biomed. Pharmacother., 2001, 55, 443.
[11] B. Kagedal, M. Kallberg, J. Chromatogr. B, 1984, 308, 75.
[12] M.J. Magera, J.M. Lacey, B. Casetta, P. Rinaldo, Clin. Chem., 1999, 45, 1517.
[13] H. Fiskerstrand, H. Refsum, G. Kvalheim, P.M. Ueland, Clin. Chem., 1993, 39, 263.
[14] J.F. Livesey, J.G. Donnelly, D.S. Ooi, Clin. Chem., 1996, 42, 1714.
[15] A. Pastore, R. Massoud, C. Motti, A. Lo Russo, G. Fucci, C. Cortese, G. Federici, Clin. Chem.,

1998, 44, 825.
[16] I. Fermo, C. Arcelloni, R. Paroni, Anal. Biochem., 2002, 307, 181.
[17] K. Ku�mierek, R. G³owacki, E. Bald, Anal. Bioanal. Chem., 2006, 385, 855.

G³owacki_folie.p65 2010-01-05, 09:271069



R. G£OWACKI1070

[18] E. Kaniowska, G. Chwatko, R. G³owacki, P. Kubalczyk, E. Bald, J. Chromatogr. A, 1998, 798, 27.
[19] E. Bald, R. G³owacki, J. Drzewoski, J. Chromatogr. A, 2001, 913, 319.
[20] K. Amarnath, V. Amarnath, K. Amarnath, H.L. Valentine, W.M. Valentine, Talanta, 2003, 60, 1229.
[21] P. Lochman, T. Adam, D. Friedecky, E. Hlidkova, Z. Skopkova, Electrophoresis, 2003, 24, 1200.
[22] K. Ku�mierek, E. Bald, Chromatographia, 2008, 67, 23.
[23] E. Bald, G. Chwatko, R. G³owacki, K. Ku�mierek, J. Chromatogr. A, 2004, 1032, 109.
[24] R. G³owacki, H. Jakubowski, J. Biol. Chem., 2004, 279, 10864.
[25] H. Jakubowski, Anal. Biochem., 2008, 380, 257.
[26] R.K. Murray, D.K. Granner, P.A. Mayes, V.W. Rodwell, Biochemia Harpera, PZWL, Warszawa,

1994.
[27] R.L. Hagan, J. Liq. Chromatogr., 1993, 13, 2701.
[28] T.D. Nolin, M.E. McMenamin, J. Himmelfarb, J. Chromatogr. B, 2007, 852, 554.
[29] B. Frick, K. Schrocksnadel, G. Neurauter, Wirleitner, E. Artner-Dworzak, D. Fuchs, Clin. Chim.

Acta,  2003, 331, 19.
[30] G. Minniti, A. Piana, U. Armani, R. Cerone, J. Chromatogr. A, 1998,  828, 401.
[31] Y. Ogasawara, Y. Mukai, T. Togawa, T. Suzuki, S. Tanabe, K. Ishii, J. Chromatogr. B, 2007,

845, 157.
[32] D. Tang , M.M. Shafer, K. Vang, D.A. Karner, D.E. Armstrong, J. Chromatogr. A, 2003, 998, 31.
[33] A.R. Ivanov, I.V. Nazimov, L. Baratova, J. Chromatogr. A, 2001, 895, 157.
[34] S.T. Chou, L.E. Ko, C.S. Yang, Anal. Chim. Acta, 2001, 429, 331.
[35] I.O. Melnikov, I.V. Nazimov, E.A. Stukacheva, Yu. M. Glubokov,  Anal. Chem., 2006, 61, 1093.
[36] T. Fukushima, N. Usui, T. Santa, K. Imai, J. Pharm. Biomed. Anal., 2003, 30, 1655.
[37] H.A. Bardelmeijer, H. Lingeman, C. de Ruiter, W.J.M. Underberg, J. Chromatogr. A, 1998,

807, 3.
[38] G. Lunn, L.C. Hellwig (Eds), Handbook of Derivatization Reactions for HPLC, John Wiley and

Sons Inc. New York, 1998.
[39] K. Shimada, K. Mitamura, J. Chromatogr. B, 1994, 659, 227.
[40] J.M. Rosenfeld, Trends Anal. Chem., 2003, 22, 785.
[41] K. Ku�mierek, G. Chwatko, R. G³owacki, E. Bald, J. Chromatogr. B, 2009, 877, 3300.
[42] G.L. Ellman, Arch. Biophys., 1959, 82, 70.
[43] P. Jocelyn, Method Enzymol., 1987, 163, 44.
[44] J. Russell, J.A. McKeown, C. Hensman, W.E. Smith, J. Reglinski, J. Pharm. Biomed. Anal., 1997,

15, 1757.
[45] C.K. Riener, G. Kada, H.J. Gruber, Anal. Bioanal. Chem., 2002, 373, 266.
[46] N. Patsoukis, C.D. Georgiou, Anal. Bioanal. Chem., 2004, 378, 1783.
[47] P. Eyer, F. Worek, D. Kiderlen, G. Sinko, A. Stuglin, V. Simeon-Rudof, E. Reiner, Anal. Biochem.,

2003, 312, 224.
[48] S. Willig, D.L. Hunter, P.D. Dass, S. Padilla, Vet. Hum. Toxicol., 1996, 38, 249.
[49] A.E. Katrusiak, P.G. Paterson, H. Kamencic, A. Shoker, A.W. Lyon, J. Chromatogr. B, 2001,

758, 207.
[50] A.A. Zhloba, E.L. Blashko, J. Chromatogr. B, 2004, 800, 275.
[51] R.E. Hansen, H. Østergaard, P. Nørgaard, J. R.Winther, Anal. Biochem., 2007, 363, 77.
[52] E. Bald, R. G³owacki, J. Liq. Chromatogr. Rel. Technol., 2001, 24, 1323.
[53] K. Ku�mierek, E. Bald, Biomed. Chromatogr., 2008, 22, 441.
[54] K. Ku�mierek, E. Bald, Anal. Chim. Acta, 2007, 590, 132.
[55] R. G³owacki, E. Bald, J. Chromatogr. B, 2009, 877, 3400.
[56] K. Ku�mierek, R. G³owacki, E. Bald, Anal. Bioanal. Chem., 2005, 382, 231.
[57] E. Bald, R. G³owacki, Amino Acids, 2005, 28, 431.

G³owacki_folie.p65 2010-01-05, 09:271070



ANALIZA PRÓBEK BIOLOGICZNYCH NA ZAWARTO�Æ AMINOTIOLI 1071

[58] R. G³owacki, D. Gryglik, K. Ku�mierek, E. Bald, Talanta, 2005, 66, 534.
[59] R. G³owacki, K. Wójcik, E. Bald, J. Chromatogr. A., 2001, 914, 29.
[60] K. Ku�mierek, G. Chwatko, E. Bald, Chromatographia, 2008, 68, S91.
[61] K. Ku�mierek, E. Bald, Chromatographia, 2007, 66, 71.
[62] K. Ku�mierek, E. Bald, Talanta, 2007, 71, 21.
[63] P. Kubalczyk, E. Bald, Anal. Bioanal. Chem., 2006, 384, 1181.
[64] P. Kubalczyk, E. Bald, Electrophoresis, 2008, 29, 3636.
[65] S. Sypniewski, E. Bald, J. Chromatogr. A, 1996, 729, 335.
[66] Y. Wang, X. Kang, W. Ge, X. Sun, J. Peng, Chromatographia, 2007, 65, 527.

Praca wp³ynê³a do Redakcji 25 maja 2009

G³owacki_folie.p65 2010-01-05, 09:271071



2009, 63, 11-12
PL ISSN 0043-5104

MEDYCZNE ZASTOSOWANIA
SIT MOLEKULARNYCH

MEDICAL APPLICATIONS OF MOLECULAR SIEVES

Karolina D³ugopolska1, Tomasz Ruman1,
Dariusz Pogocki1,2, Marek Danilczuk2,3*

1 Politechnika Rzeszowska, Wydzia³ Chemiczny,
al. Powstañców Warszawy 6, 35-959 Rzeszów

2 Instytut Chemii i Techniki J¹drowej,
ul. Dorodna 16, 03-195 Warszawa,

3 Department of Chemistry and Biochemistry, University of Detroit Mercy,
4001 W. McNichols Road, Detroit, MI 48221-3038, USA

e-mail: danilcma@udmercy.edu

Abstract
Wstêp
1. Systemy transportu leków
2. Modyfikacje materia³ów porowatych
3. W³aœciwoœci przeciwnowotworowe
4. Preparaty przeciwkwasowe
5. Pow³oki mikroporowate
6. Inne zastosowania
Podsumowanie
Piœmiennictwo cytowane

Ruman_folie.p65 2010-01-05, 23:091073



K. D£UGOPOLSKA, T. RUMAN, D. POGOCKI, M. DANILCZUK1074

Mgr Karolina D³ugopolska doktorant Miêdzynarodowego Studium
Doktoranckiego przy Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni
PAN w Krakowie. Aktualnie wykonuje badania zwi¹zane z tema-
tem pracy doktorskiej „Synteza i badania borowych analogów
nukleotydów jako inhibitorów syntazy tymidylanowej” w Katedrze
Biochemii i Biotechnologii Wydzia³u Chemicznego Politechniki
Rzeszowskiej. W 2007 r. ukoñczy³a studia na Wydziale Biologiczno-
Rolniczym Uniwersytetu Rzeszowskiego, kierunek biologia.

Dr in¿. Tomasz Ruman jest adiunktem w Katedrze Biochemii i
Biotechnologii na Wydziale Chemicznym Politechniki Rzeszow-
skiej od 2007 roku. Tytu³ magistra in¿yniera uzyska³ w 2003 roku.
Pracê doktorsk¹ pt. „Ligandy polipirazoliloboranowe: homoskor-
pionianowe, heteroskorpionianowe i chiralne” obroni³ w 2004 roku
pod kierunkiem prof. dr hab. in¿. Stanis³awa Wo³owca. Aktualnie
zajmuje siê badaniami biologicznie czynnych zwi¹zków boru, NMR
zwi¹zków paramagnetycznych oraz post-translacyjnymi modyfika-
cjami bia³ek.

Dr hab. in¿. Dariusz Pogocki ukoñczy³ Wydzia³ Chemiczny Poli-
techniki £ódzkiej. W 1996 r. uzyska³ tytu³ doktora nauk chemicz-
nych, a w 2004 r. habilitacjê w Instytucie Chemii i Techniki J¹dro-
wej w Warszawie. W latach 1998–2001 przebywa³ na sta¿u na
Wydziale Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Kansas. Od 2005
roku jest profesorem nadzwyczajnym na Wydziale Chemicznym
Politechniki Rzeszowskiej. Jego g³ówne zainteresowania naukowe
to procesy rodnikowe w uk³adach o znaczeniu biologicznym oraz
wykorzystanie metod spektroskopowych i modelowania moleku-
larnego w ich badaniu. Badania te realizuje we wspó³pracy z zespo-
³ami Instytutu Chemii i Techniki J¹drowej, w którym jest zatrud-
niony na stanowisku docenta.

Dr Marek Danilczuk ukoñczy³ studia magisterskie na Wydziale
Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w Bia³ymstoku. Prace
magistersk¹ wykona³ pod kierunkiem dr hab. Stanis³awa Witkow-
skiego w Instytucie Chemii w Zak³adzie Chemii Organicznej. Tytu³
magistra uzyska³ w 1998 roku. Bezpoœrednio po ukoñczeniu stu-
diów magisterskich podj¹³ pracê w Instytucie Chemii i Techniki
J¹drowej w Warszawie, i po odbyciu trzymiesiêcznego sta¿u, zosta³
s³uchaczem Studium Doktoranckiego. G³ówny temat jego badañ to
stabilizacja ma³ych rodników wêglowodorowych i klastrów metali
przejœciowych w sitach molekularnych. Pracê doktorsk¹ wykona³

pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Michalika. Tytu³ doktora uzyska³ w 2004 roku. Od 2005
roku przebywa na sta¿u podoktorskim na Wydziale Chemii i Biochemii, University of Detroit
Mercy, gdzie prowadzi badania degradacji membran stosowanych w ogniwach paliwowych.

Ruman_folie.p65 2010-01-05, 23:091074



MEDYCZNE ZASTOSOWANIA SIT MOLEKULARNYCH 1075

ABSTRACT

Molecular sieves are porous, crystalline materials usually synthetic or natural zeolites,
that contain well-defined pores of precise and uniform size. The term zeolite originally descri-
bed a group of natural crystalline aluminosilicates, however nowadays the term covers many
different materials such as aluminophosphates or gallium-silicalites. During the last few deca-
des microporous and mesoporous materials have been considered for medical use due to biolo-
gical properties and stability in biological environment [1–4]. Zeolites have been investigated
as drug carriers, dietetic supplements, antimicrobial agents or as adjuvants in anticancer the-
rapy [3–9].

Unique ‘magnetic’ zeolite was obtained by Shan et al. Zeolite nanocrystals were in situ
combined with superparamagnetic magnetite (Fe3O4) nanoparticles in the hydrothermal syn-
thesis procedure. An high amount of enzymes adsorption and a good biocatalytic performance
is shown by those newly formed magnetite/zeolite composite nanoparticles [15].

Zeolite of the CuX type has been used as a support for a antitumoral drug-cyclophospha-
mide. The in vivo tests show that the intensity of the antitumoral effects of the CuX zeolite-
cyclophosphamide system is similar in comparison to the one achieved by cyclophosphamide
alone [21]. Ion-exchanged zeolites have also been used as a novel approach to storage
and delivery of nitric oxide (NO) [16]. Zeolite surface coatings offer antimicrobial protection
through the controlled release of antimicrobial agent and can be applied to different types of
surfaces or incorporated in many types of polymers [17, 18]. Rivera group prove that both
zeolitic materials and drugs could be simultaneously administrated to a patient without any
loss of an individual pharmaceutical effect of each product [22]. Zeolite matrix has been also
used to stabilize erythromycin solutions. An existing commercial product based on diisopro-
pylsebacate/ethanol solution of 4% erythromycin and zinc acetate (Zineryt®, Yamanouchi Phar-
ma) has been compared to analogical system where active compounds are loaded into porous
material [26].

Natural clinoptilolite is the main and active component of the antidiarrheal drug acting as
adsorbent of bile acids, Aflatoxine B and Glucose [64]. Recent studies show that this material
can also be utilized as an adjuvant in anticancer therapy [10–13, 46–47]. The new antacid drug
Neutacid® is based on the neutralizing capacity of the purified natural zeolite – clinoptilolite
from the Tasajera deposit (Cuba) for therapy of patients suffering from hyperacidity produced
by gastric dyspepsia and gastric-duodenal ulcer [50]. Mesoporous material MCM-41, due to
the pore size tunability and functionalization possibilities, can especially encapsulate a variety
of different drug molecules and release them in controlled ways [27, 28, 30–36]. Zeolites
containing silver ions are used as antimicrobial agents [53–57]. Zeolites are the main ingre-
dient of commercially available anti-bleed agents [67].

Keywords: microporous materials, mesoporous materials, zeolite, drug delivery systems, drug
carriers

S³owa kluczowe: materia³y mikroporowate, materia³y mezoporowate, zeolity, noœniki leków,
systemy transportu leków
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WSTÊP

Sita molekularne tworz¹ niezwykle interesuj¹c¹ i zró¿nicowan¹ klasê z³o¿o-
nych materia³ów nieorganicznych o œciœle zdefiniowanej strukturze krystalicznej.
Pocz¹tkowo nazw¹ „zeolity”, okreœlano krystaliczne glinokrzemiany naturalne i synte-
tyczne, obecnie jednak rozci¹gniêto j¹ na wiele innych materia³ów, w tym tak¿e gli-
nokrzemianofosforany i galokrzemiany. Zeolity, ze wzglêdu na strukturê, rozmiary
i uk³ad porów oraz kana³ów (porowatoœæ), w³aœciwoœci jonowymienne i stabilnoœæ
termiczn¹, znalaz³y szerokie zastosowanie jako katalizatory w przemyœle petroche-
micznym, m.in. w krakingu, aromatyzacji i dysproporcjonowania wêglowodorów.

Sieæ zeolitu zbudowana jest z czworoœcianów [SiO4] i [AlO4], z atomem Si lub
Al w centrum i atomami tlenu w naro¿ach. Czworoœciany maj¹ wspólne naro¿a lub
krawêdzie, wiêc liczba atomów tlenu jest dwukrotnie wiêksza ni¿ suma liczby ato-
mów Al i Si. £adunki formalne SiO2 i AlO2 wynosz¹ odpowiednio 0 i –1. Oznacza
to, ¿e obecnoœæ glinu w sieci zeolitu wprowadza do sieci ³adunek ujemny, który
mo¿e byæ równowa¿ony przez protony lub kationy nieorganiczne, zwykle jedno-
lub dwudodatnie, oraz kationy organiczne. Stosunek Si/Al jest wa¿nym parametrem
okreœlaj¹cym w³aœciwoœci zeolitów. Zawartoœæ Al w sieci determinuje pojemnoœæ
kationow¹ sieci i inne w³aœciwoœci, jak np. chemiczn¹ i termiczn¹ stabilnoœæ czy
polarnoœæ wewnêtrznej powierzchni. Wraz ze wzrostem zawartoœci glinu spada ter-
miczna stabilnoœæ sieci i w trakcie dehydratacji w wy¿szych temperaturach mo¿e
dochodziæ do czêœciowej dealuminacji, polegaj¹cej na usuniêciu glinu z sieci zeo-
litu bez zniszczenia struktury krystalicznej. Pojemnoœæ kationowa decyduje rów-
nie¿ o gêstoœci elektronowej na atomie tlenu sieci zeolitu oraz zawartoœci kationów
w komorach i kana³ach, a powsta³e wokó³ kationów lokalne pola elektrostatyczne
silnie oddzia³ywuj¹ na cz¹steczki adsorbatów, modyfikuj¹c ich w³asnoœci elektro-
nowe, i prowadz¹ do tworzenia reaktywnych produktów przejœciowych, które ini-
cjuj¹ procesy katalityczne [1–4].

W³aœciwoœci fizyko-chemiczne oraz stabilnoœæ w œrodowisku biologicznym
zeolitów zwróci³y uwagê badaczy na mo¿liwoœæ wykorzystania ich w medycynie
[3]. Zastosowanie zeolitów jako suplementów diety pozwala na znaczne obni¿enie
poziomu radionuklidów w w¹trobie i nerkach [4]. Wyniki ostatnich badañ komórek
nowotworowych in vitro oraz badañ na zwierzêtach cierpi¹cych na nowotwory wyka-
za³y, ¿e zeolity mog¹ byæ z powodzeniem stosowane jako œrodki wspomagaj¹ce tera-
piê przeciwnowotworow¹ [5]. Zeolity znalaz³y równie¿ zastosowanie do wzbogaca-
nia i identyfikacji bia³ek [6, 7] oraz immobilizacji enzymów jako biosensorów [8].
W diagnostyce medycznej rozwa¿ano zastosowanie zeolitów zawieraj¹cych Gd3+

jako œrodka kontrastowego do obrazowania metod¹ rezonansu magnetycznego
(ang. Magnetic Resonance Imaging, MRI) [9].
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1. SYSTEMY TRANSPORTU LEKÓW

Zró¿nicowanie sit molekularnych pod wzglêdem struktury i morfologii umo¿-
liwia zaprojektowanie uk³adów typu host-guest o œciœle okreœlonych w³aœciwoœciach
adsorpcyjnych. Ze wzglêdu na silnie rozwiniêt¹ powierzchniê i wielkoœæ oraz uk³ad
porów, zeolity charakteryzuj¹ siê równie¿ wysok¹ selektywnoœci¹ i pojemnoœci¹
adsorpcyjn¹, która umo¿liwia adsorpcjê wody w iloœci stanowi¹cej nawet 50% masy
zeolitu. W³aœciwoœci te powoduj¹, ¿e zeolity sprawdzaj¹ siê doskonale jako noœniki
leków.

Dyer i in. badali dzia³anie dostêpnego komercyjnie zeolitu Y (Rys. 1), jako
noœnika leków o wyd³u¿onym czasie uwalniania czynnika aktywnego. Przyk³adowo:
pyrantel i/lub fenbendazol zaadsorbowany na zeolicie Y by³ podawany szczurom
zara¿onym nicieniem Nippostrongylus brasiliensis, natomiast dichlorvos zaapliko-
wano œwiniom z nicieniami z rodzaju Ascaris lub Oesophagostomum. Terapia
z zastosowaniem zeolitu Y jako noœnika leku okaza³a siê skuteczniejsza w likwido-
waniu doros³ych form paso¿ytów, w porównaniu do standardowego leczenia przy
u¿yciu czystych preparatów [10]. Badania prowadzone, w tym zespole, wykaza³y,
¿e adsorpcja niektórych leków przeciwpaso¿ytniczych (dichlorvos, fenbendazol
i pyrantel) na matrycy glinokrzemianowej znacznie obni¿a szybkoœæ ich uwalnia-
nia, co wyd³u¿a okres utrzymywania siê stê¿enia leku we krwi w zakresie terapeu-
tycznym [11].

Rysunek 1. Struktura fojazytu (FAU), zeolitu X, Y
Figure 1. Structure of faujasite (FAU), zeolite X, Y

Tetramizol, eksperymentalny lek przeciwpaso¿ytniczy, stosowany w terapii zabu-
rzeñ reumatycznych do przywrócenia odpowiedzi uk³adu immunologicznego
poprzez wzrost chemotaksji makrofagów i aktywnoœci limfocytów T, mo¿na rów-
nie¿ zastosowaæ jako addukt z zeolitem Y [12]. Badana przez Otkera i in. adsorpcja
na naturalnych zeolitach enrofloksacyny, antybiotyku z grupy fluorochinolonów,
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szeroko stosowanego w terapii infekcji uk³adu oddechowego oraz jelit, wywo³a-
nych bakteriami u drobiu, jest zale¿na w wysokim stopniu od wartoœci pH œrodo-
wiska i wzrasta wraz ze spadkiem pH. Oznacza to, ¿e enrofloksacyna jest zwitter-
jonem, który w œrodowisku kwaœnym przyjmuje ³adunek dodatni i mo¿e ulegaæ
wymianie jonowej na zeolicie [13].

Innymi bardzo obiecuj¹cymi materia³ami s¹ nanokompozyty zeolitów, sk³ada-
j¹ce siê z magnetytu i komercyjnego zeolitu Na-Y, który charakteryzuje siê du¿¹
powierzchni¹ i pojemnoœci¹ kationow¹, co umo¿liwia osadzanie, magazynowanie
i uwalnianie znacznych iloœci doksorubicyny, przeciwnowotworowego antybiotyku
nale¿¹cego do grupy tetracyklin. Dziêki zastosowaniu zewnêtrznego lub wewnêtrz-
nego pola magnetycznego, lek w takiej formie mo¿e byæ kierowany bezpoœrednio
do w³aœciwego miejsca w organizmie, np. komórek nowotworowych, i tam uwal-
niany. W ten sposób mo¿na znacz¹co zredukowaæ dotychczas wymagan¹ dawkê
terapeutyczn¹ leku i zminimalizowaæ efekty uboczne zwi¹zane z jego stosowaniem.
Wspomniane powy¿ej, dostêpne na rynku nanokompozyty sk³adaj¹ siê z magnetycz-
nych nanocz¹stek pokrytych cienk¹ warstw¹ glinokrzemianu [14]. ,,Magnetyczny
zeolit” otrzymany przez Shana i in. powsta³ w syntezie hydrotermalnej nanokryszta-
³ów zeolitu, w obecnoœci nanocz¹stek magnetytu (Fe3O4). Nanocz¹stki kompozy-
tów magnetyt/zeolit charakteryzuj¹ siê wysok¹ zdolnoœci¹ do adsorpcji enzymów
i w³asnoœciami biokatalitycznymi [15].

Zeolity o w³aœciwoœciach jonowymiennych umo¿liwiaj¹ adsorpcjê i transport
tlenku azotu (NO) [16]. Ekspozycja zeolitu na gazowy tlenek azotu skutkuje wi¹za-
niem NO na powierzchni sieci glinokrzemianowej, co u³atwia skuteczne upakowa-
nie tlenku azotu wewn¹trz zeolitu. Po dehydratacji uk³ad NO-zeolit wykazuje du¿¹
stabilnoœæ, a uwolnienie tlenku azotu nastêpuje w kontakcie z wod¹. Pojemnoœæ
zeolitu w odniesieniu do adsorpcji NO jest zaskakuj¹co wysoka, a szybkoœæ uwal-
niania gazu mo¿na modyfikowaæ poprzez zmianê porowatoœci materia³u [17]. Sze-
roki zakres zastosowania NO-zeolitów obejmuje miêdzy innymi przeciwdrobno-
ustrojowe pokrycia materia³ów opatrunkowych, pokrycia o dzia³aniu przeciwzakrze-
powym bypassów, cewników, kaniul oraz stent [18].

Pokrycie powierzchni naturalnego klinoptylolitu chlorkiem benzalkoniowym
lub inn¹ substancj¹ powierzchniowo czynn¹ indukuje wyraŸny wzrost adsorpcji sul-
fametoksazolu, który jest niezdolny do wi¹zania siê z zeolitem niezmodyfikowa-
nym. Preadsorbowany chlorek benzalkoniowy dzia³a jak kotwica wi¹¿¹ca leki. Spo-
œród wszystkich testowanych substancji powierzchniowo czynnych, surfaktanty katio-
nowe wykaza³y najsilniejsze powinowactwo do klinoptylolitu, tworz¹c z nim sta-
bilne kompozyty [19]. Obecnoœæ surfaktantów i leków w zeolicie nie powoduje zmian
strukturalnych, skutkuje tylko spadkiem powierzchni aktywnej zeolitu. Dodatkowo
pokrycie powierzchni zeolitu odpowiednim surfaktantem umo¿liwia osadzenie
i transport ró¿nego rodzaju leków [20].

Zeolit typu Cu-X jest u¿ywany jako substancja pomocnicza w terapii lekiem
przeciwnowotworowym, cyklofosfamidem. Testy in vivo wykaza³y, ¿e efekt dzia³a-
nia uk³adu zeolit-cyklofosfamid jest podobny do uzyskanego w przypadku zastoso-
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wania czystego cyklofosfamidu. Istotn¹ korzyœci¹ stosowania adduktu zeolit-cyklo-
fosfamid jest utrzymywanie siê stê¿enia substancji czynnej w osoczu, w zakresie od
100 a¿ do 1000 ng/ml [21].

Grupa Rivery przeprowadzi³a badania pod k¹tem oszacowania fizykochemicz-
nych oddzia³ywañ miêdzy zeolitem a dwoma lekami: metronidazolem i sulfametok-
sazolem, których stosowanie powoduje znaczne efekty uboczne ze strony uk³adu
pokarmowego. Wydaje siê, ¿e oba leki, po zwi¹zaniu na powierzchni zeolitu, pozo-
staj¹ w niezmienionej formie, nie obserwuje siê równie¿ degradacji leków pod wp³y-
wem zmian pH. Autorzy udowodnili, ¿e testowany zeolit oraz wspomniane leki mog¹
byæ podawane pacjentom jednoczeœnie, bez jakichkolwiek strat ze strony dzia³ania
terapeutycznego tych œrodków [22].

Dostêpne na rynku syntetyczne zeolity Vegobond 13X i Vegobond AX
(SASOL, W³ochy) testowano jako noœniki leku przeciwzapalnego, ketoprofenu. Bada-
nia wykaza³y mo¿liwoœæ zamkniêcia 400 mg substancji czynnej w 1 g aktywowanej
matrycy oraz stabilnoœæ uk³adu lek/zeolit w œrodowisku kwaœnym (testy uwalniania
leku w roztworze symuluj¹cym p³yny wype³niaj¹ce uk³ad pokarmowy) [23]. Inne
badania stabilnoœci hydrolitycznej leków wykonano dla uk³adu kwas acetylosalicy-
lowy–zeolit, jako materia³ mineralny wykorzystano kankrynit. Udowodniono, ¿e
uk³ad – zeolit jako lek przeciwkwasowy oraz kwas acetylosalicylowy mo¿na stoso-
waæ jednoczeœnie i nie zaobserwowano obni¿enia aktywnoœci ¿adnego z nich. Szyb-
koœæ hydrolizy aspiryny w uk³adzie z zeolitem porównano do podobnego uk³adu,
gdzie aspiryna by³a upakowana w syntetycznym hydrotalcycie. Wiêkszy stopieñ
hydrolizy uk³adu zeolit–aspiryna wynika³ jednak z bardziej zasadowego charakteru
hydrotalcytu [24].

Handlowe produkty, oparte na 4% roztworze erytromycyny i octanu cynku
w uk³adzie rozpuszczalników diizopropylosebacynian/etanol (Zineryt®, Yamanouchi
Pharma), porównano do analogicznego uk³adu, gdzie aktywne sk³adniki umiesz-
czono w substancjach porowatych (zeolitach) stabilizuj¹cych roztwory erytromy-
cyny. Zaobserwowano, ¿e zeolity – noœniki erytromycyny stopniowo uwalniaj¹ jony
cynku przez wymianê jonow¹ po kontakcie ze skór¹. Oprócz spodziewanego efektu
terapeutycznego, który wykazuje substancja czynna upakowana, zaobserwowano,
¿e naturalny zeolit wykazuje dzia³anie wspomagaj¹ce gojenie siê ran, ale mecha-
nizm tego zjawiska nie zosta³ jeszcze w pe³ni wyjaœniony [25, 26]. Vallet-Regi i in.
zaproponowali zastosowanie materia³u mezoporowatego MCM-41 jako noœnika œrod-
ków farmakologicznych. Materia³ zosta³ wype³niony lekiem przeciwzapalnym, ibu-
profenem. Badano materia³ w postaci sproszkowanej i w formie pastylek. W przy-
padku formy proszkowej, ibuprofen wprowadzono do materia³u w ci¹gu 24-godzin-
nego, a w przypadku pastylek 3-dniowego nasycania z roztworu w heksanie.
Adsorpcja w przypadku pastylek jest znacznie wolniejsza, jednak w obu przypad-
kach procentowa zawartoœæ wagowa ibuprofenu w MCM-41 wynios³a a¿ 30%, Nato-
miast iloœæ i sposób uwalniania leku by³ zale¿ny od sposobu nasycania nim sita
molekularnego [27, 28].
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2. MODYFIKACJE MATERIA£ÓW POROWATYCH

Modyfikacja (funkcjonalizacja) sita molekularnego za pomoc¹ ró¿nego typu
grup funkcyjnych mo¿e byæ wykorzystywana do kontroli szybkoœci uwalniania osa-
dzonego leku w ustroju [29–33]. Badania sita molekularnego MCM-41 zawieraj¹-
cego grupy aminopropylowe wykaza³y znaczne zmiany w szybkoœci uwalniania zaad-
sorbowanych leków w roztworach symuluj¹cych p³yn fizjologiczny (SBF, pH 7,4),
w temperaturze 37°C [30, 34]. W przypadku ibuprofenu, który zawiera grupy kar-
boksylowe, badania wykaza³y, ¿e po modyfikacji sita MCM-41 grupami aminopro-
pylowymi nastêpuje spadek szybkoœci uwalniania leku. Manzano i in. opisali zasto-
sowanie jako noœnika leków [35] sita molekularnego typu MCM-41, o powierzchni
modyfikowanej grupami 3-aminopropylotrietoksysilanowymi. Wykazano, ¿e ami-
nowa forma MCM-41 w postaci kulek (œrednica 490–770 nm) uwalnia znacznie
wolniej ibuprofen, w porównaniu z MCM-41 w postaci sproszkowanej. Jest to jedna
z metod kontrolowanego transportu i uwalniania œrodka farmakologicznego w d³u¿-
szym okresie czasu.

Modyfikacja powierzchni materia³u mezoporowatego MCM-41 za pomoc¹ grup
3-glicydoksypropylosilanolowych prowadzi do wzrostu chemisorpcji ibuprofenu na
powierzchni matrycy (tworzenie wi¹zañ kowalencyjnych ibuprofenu z powierzch-
ni¹ zmodyfikowanej matrycy) [31]. W zale¿noœci od zastosowanej metody wprowa-
dzania leku do sita molekularnego, ibuprofen stanowi³ od 27% do 33% wag. Wyniki
uzyskane z dyfraktometru rentgenowskiego pokazuj¹, ¿e zamkniêty ibuprofen pozo-
staje w fazie molekularnej i amorficznej, a jedynie niewielka frakcja (~0.2%) wystê-
puje w postaci krystalicznej na powierzchni matrycy [36].

Efektywnoœæ adsorpcji leków zale¿y nie tylko od specyficznych interakcji pomiê-
dzy zeolitem a osadzonymi na jego powierzchni cz¹steczkami, ale równie¿ od roz-
miaru porów i powierzchni aktywnej zeolitu [37–39]. Zwiêkszanie stosunku œred-
nicy do objêtoœci porów prowadzi zwykle do zwiêkszenia stopnia adsorpcji leku
i ma równie¿ istotny wp³yw na szybkoœæ uwalniania. Badania NMR ibuprofenu zaad-
sorbowanego na MCM-41 o œrednicy porów 35 i 116 Å dowodz¹, ¿e w temperaturze
pokojowej cz¹steczki leku wykazuj¹ niezwyk³¹ mobilnoœæ, wy¿sz¹ ni¿ w krzemionce
o wiêkszej œrednicy porów. Wydaje siê, ¿e wysoka mobilnoœæ ibuprofenu jest rezul-
tatem s³abych oddzia³ywañ typu host-guest, które prowadz¹ do szybszego uwalnia-
nia leku [40].

Fischer i in. porównali szybkoœæ adsorpcji i uwalniania fluoresceiny (substan-
cja modelowa leku) i jej analogów dla zeolitu NaX i sita molekularnego MCM-41.
Adsorpcja sodowej soli fluoresceiny na poziomie 9% i 14%, odpowiednio na NaX
zeolitach i MCM-41, sugeruje relatywnie nisk¹ penetracjê porów. Zastosowanie
odpowiedniego, tzw. „³aduj¹cego” rozpuszczalnika, w tym przypadku acetonu, zwiêk-
sza adsorpcjê substancji aktywnej. W pocz¹tkowym etapie obserwuje siê znaczne
uwalnianie fluoresceiny z powierzchni zeolitu, nastêpnie ju¿ tylko niewielki wzrost
w czasie. Obecnoœæ enzymu z grupy esteraz w uwalniaj¹cym rozpuszczalniku zna-
cz¹co zwiêksza szybkoœæ uwalniania z MCM-41, nie ma natomiast wp³ywu na szyb-
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koœæ uwalniania z zeolitu typu X. Ogólnie: adsorpcja fluoresceiny silnie zale¿y od
zastosowanego rozpuszczalnika, jakkolwiek szybkoœæ uwalniania w znacznym stop-
niu zale¿y od pH œrodowiska oraz obecnoœci enzymów [41].

Chemiczna modyfikacja struktury matrycy krzemionkowej, zaproponowana
przez Tanga i in., a polegaj¹ca na reakcji krzemianów z 2-cyjanopropylotrietoksysi-
lanem, i hydrolizie w œrodowisku kwaœnym produktów zawieraj¹cych grupê cyja-
now¹, umo¿liwi³a stworzenie krzemianów zawieraj¹cych grupê karboksylow¹,
które wykorzystano do testów jako noœniki famotydyny (substancja modelowa). Testy
szybkoœci uwalniania substancji czynnej ze zmodyfikowanej matrycy przeprowa-
dzono w p³ynach symuluj¹cych p³yny ustrojowe [42].

Syntetyczna krzemionka SBA-15, ze wzglêdu na uporz¹dkowan¹ mezoporo-
wat¹ strukturê z porami o regulowanej œrednicy (a¿ do 300 Å), jest dla badaczy
potencjalnie interesuj¹c¹ alternatyw¹ dla istniej¹cych noœników leków [43, 44]. Du¿e
rozmiary porów umo¿liwiaj¹ magazynowanie stosunkowo du¿ych cz¹steczek
leków. Doadrio i in. testowali in vitro kontrolowane uwalnianie gentamycyny zaad-
sorbowanej na matrycy SBA-15 [45]. Nie wykazano znacznych ró¿nic w szybkoœci
uwalniania antybiotyku w zale¿noœci od postaci u¿ytkowej matrycy. Zastosowanie
zeolitów jako noœników leków w wielu wypadkach mo¿e podnosiæ rozpuszczalnoœæ
leku, w porównaniu do formy niezaadsorbowanej. Badania hydrofobowego itraco-
nazolu, zadsorbowanego na krzemionce SBA-15, wykaza³y istnienie œcis³ej zale¿-
noœci pomiêdzy œrednic¹ porów a szybkoœci¹ uwalniania leku. Intraconazol zaad-
sorbowany na krzemionce o œrednicy porów 6,4–9,0 nm rozpuszcza siê znacznie
lepiej w œrodowisku wodnym ni¿ jego forma krystaliczna [37].

3. W£AŒCIWOŒCI PRZECIWNOWOTWOROWE

Zeolity, takie jak klinoptylolit (Rys. 2), by³y analizowane pod k¹tem zastoso-
wania w roli œrodka wspomagaj¹cego w terapii przeciwnowotworowej [46]. Pavelic
i in. sugeruj¹, ¿e naturalny klinoptylolit, podawany doustnie myszom i psom cier-
pi¹cym na ró¿nego rodzaju nowotwory, prowadzi do ogólnoustrojowej poprawy,
wyd³u¿enia d³ugoœci ¿ycia oraz zmniejszenia rozmiarów guza. Po kontakcie z klino-
ptylolitem obserwowano redukcjê objêtoœci tkanki nowotworowej u psów (rak skó-
ry) i nie stwierdzono wystêpowania efektów ubocznych tej terapii. Badania tkanko-
wych kultur in vitro pokaza³y, ¿e sproszkowany klinoptylolit w czystej postaci
hamuje kinazê B (c-Akt) i indukuje ekspresjê genów p21WAF1/CIP1, p27KIP1
koduj¹cych supresory nowotworowe oraz blokuje wzrost komórek nowotworowych
[47].
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Rysunek 2. Struktura klinoptiolitu
Figure 2. Structure of clinoptiolite

Inne badania wskazuj¹, ¿e mikronizowany zeolit, w po³¹czeniu ze standardow¹
chemioterapi¹ (Doxorubicyna), obni¿a szybkoœæ przemian metabolicznych komó-
rek nowotworowych i znacz¹co redukuje przerzuty do p³uc. Leczenie klinoptyloli-
tem, poddanym mechanicznej mikronizacji (dla polepszenia przyswajalnoœci),
myszy i psów z nowotworem prowadzi do ogólnej poprawy stanu zdrowia i redukcji
rozmiarów guza. Zauwa¿ono równie¿ redukcjê peroksydacji lipidów w w¹trobie
myszy. Mikronizowany klinoptylolit redukuje szybkoœæ przemian metabolicznych
komórek nowotworowych i zwiêksza wi¹zanie in vitro 4-hydroksy-2-nonenalu (HNE)
z albumin¹. Leczenie skojarzone klinoptylolitem i doksyrubicyn¹ redukuje iloœæ
przerzutów do p³uc i nieznacznie podwy¿sza efekt przeciwnowotworowy leku [5].

Aktywowany zeolit TMA (zeolit modyfikowany solami tetrametyloamoniowymi)
ma zdolnoœæ obni¿ania stresu antyoksydacyjnego u pacjentów chorych na nowo-
twory z³oœliwe oraz cukrzycê. Wstêpne dane wskazuj¹ na zwi¹zek miêdzy zmniej-
szeniem stresu oksydacyjnego a ogóln¹ popraw¹ stanu zdrowia [48]. Wykazano, ¿e
4-tygodniowe doustne podawanie TMA pacjentom z nowotworem skutkuje przy-
wróceniem poprzedniego wy¿szego poziomu antyoksydantów i obni¿eniem poziomu
wolnych rodników w osoczu. Aktywowany zeolit wykazuje równie¿ aktywnoœæ prze-
ciwnowotworow¹ w hodowlach tkankowych, poprzez inhibicje kinazy B (c-Akt)
oraz indukcjê ekspresji genów p21WAF1/CIP1 i p27KIP1 supresorów nowotworo-
wych, niezale¿nie od bia³ka p53. W rezultacie leczenie aktywowanym zeolitem TMA
myszy i psów prowadzi do polepszenia stanu zdrowia, zwiêkszenia prze¿ywalnoœci
i zmniejszenia rozmiarów nowotworu [49]. Otrzymane rezultaty s¹ bardzo obiecu-
j¹ce, pomimo braku wiedzy na temat mechanizmów dzia³ania zeolitów na nowo-
twór.
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4. PREPARATY PRZECIWKWASOWE

Zeolity znalaz³y szerokie zastosowanie jako preparaty przeciwkwasowe. Dzia-
³anie nowego œrodka zobojêtniaj¹cego kwasy, Neutacidu®, stosowanego u pacjen-
tów cierpi¹cych na nadkwaœnoœæ spowodowan¹ niestrawnoœci¹ ¿o³¹dkow¹ i wrzo-
dami ¿o³¹dka oraz dwunastnicy, oparte jest na zdolnoœci klinoptylolitu do zobojêt-
niania nadmiaru HCl w soku ¿o³¹dkowym. Neutacid® jest produkowany w postaci
tabletek i gum do ¿ucia. U pacjentów stosuj¹cych ten lek nie obserwowano efektów
ubocznych, takich jak nasilenie produkcji kwasu lub obstrukcja, poniewa¿ struktura
pepsyny w soku ¿o³¹dkowym pozostaje niezmieniona. Fizyczne i chemiczne w³aœ-
ciwoœci tabletek nie ulegaj¹ zmianie nawet po trzech latach przechowywania w poko-
jowych warunkach [50].

Naturalnie wystêpuj¹cy klinoptylolit, zawieraj¹cy wêglan sodu, jest kolejnym
obiecuj¹cym lekiem na nadkwasotê [51]. Pomijaj¹c w³aœciwoœci zeolitów, jako noœ-
ników leków, nale¿y wspomnieæ, ¿e syntetyczne zeolity w wyniku zmian struktural-
nych mog¹ uwalniaæ niewielkie iloœci jonów glinu, które interferuj¹ z fosforanami
z diety [52]. Dwunastotygodniowe badania toksykologiczne oczyszczonego klinop-
tylolitu, przeprowadzone przez Tillana i in., nie wykaza³y toksycznego dzia³ania
tego zeolitu u zwierz¹t [50].

Inne kationowe modyfikacje naturalnych zeolitów zaowocowa³y otrzymaniem
materia³ów wykazuj¹cych specyficzne dzia³anie farmakologiczne: forma zawiera-
j¹ca jony cynku, nazwana ZZ, ma dzia³anie mikrobicydu; forma bogata w wapno,
nazwana Kolestyn¹, adsorbuje kwasy ¿ó³ciowe z soku ¿ó³ciowego w przewodzie
pokarmowym, dzia³aj¹c hipocholesterolemicznie. Forma zawieraj¹ca jony ¿elaza(II)
(FZ) jest selektywnym adsorberem glukozy z przewodu pokarmowego, kontroluj¹-
cym transport cukru do krwiobiegu, zaliczana jest do œrodków dzia³aj¹cych prze-
ciwhiperglikemicznie [50].

5. POW£OKI MIKROPOROWATE

Od po³owy lat dziewiêædziesi¹tych cienkie filmy zeolitowe i pudrowe pokrycia
o bakteriobójczych w³aœciwoœciach wzbudzaj¹ coraz wiêksze zainteresowanie jako
biomateria³y. W³aœciwoœci przeciwdrobnoustrojowe pokryæ zeolitowych zosta³y
znacznie poprawione przez wprowadzenie do zeolitu jonów srebra. Pokrycia z zeo-
litu A nie wykazuj¹ utraty w³aœciwoœci przeciwbakteryjnych, nawet po 2-miesiêcz-
nym zanurzeniu w wodzie [53, 54]. Rusin i in. wykazali, ¿e na powierzchni stali
nierdzewnej pokrytej zeolitem domieszkowanym jonami srebra i cynku nastêpuje
zmniejszenie iloœci chorobotwórczej bakterii Legionella pneumophila [55]. Zeolit
X zawieraj¹cy jony srebra wykazuje dzia³anie przeciwbakteryjne, potwierdzone
w przypadku bakterii Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa czy Staphylococcus
aureus [56].
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W 2001 roku Ciba Specialty Chemicals (Bazylea, Szwajcaria) wprowadzi³a na
rynek preparat IRGAGUARD B 5000, zeolit o w³aœciwoœciach przeciwbakteryj-
nych, zawieraj¹cy jony srebra. Zeolit ten pozwala kontrolowaæ uwalnianie jonów
srebra i, co wiêcej – hamuje wzrost mikroorganizmów patogennych, takich jak bak-
terie czy grzyby pleœniowe. Materia³ ten stosowano jako antybakteryjne pokrycia
tworzyw sztucznych i jako dodatek do polimerów.

Bezbarwne kompozyty zeolitowo-polimerowe oraz polimery pokryte zeolitami
mog¹ byæ u¿yte jako opakowania ¿ywnoœci i sprzêtu medycznego. W³aœciwoœci
takich materia³ów mog¹ byæ modyfikowane poprzez wprowadzenie do porów zeo-
litu odpowiedniego sk³adnika aktywnego [57].

Zeolity zawieraj¹ce leki ulokowane wewn¹trz porów [58] mo¿na zastosowaæ
tak¿e jako sk³adnik biodegradowalnych polimerów, w celu kontroli transportu i uwal-
niania œrodków terapeutycznych. Pokrycia mog¹ zawieraæ zewnêtrzn¹ warstwê poli-
meru, ³atwo usuwalnego w warunkach fizjologicznych, zawieraj¹c¹ wybrany sk³ad-
nik terapeutyczny w zeolicie oraz wewnêtrzn¹ warstwê zawieraj¹c¹ zeolitowy noœ-
nik z innym œrodkiem biologicznie czynnym. Zeolitowe pokrycia filmów zawiera-
j¹ce antybiotyk wykazuj¹ œwietne dzia³anie antybakteryjne, pomimo niskiej zawar-
toœci antybiotyku (10–100 mg/m2) [59]. Powlekaj¹c cienk¹ warstw¹ zeolitu natural-
nego b¹dŸ syntetycznego, zawieraj¹cego jony metali (Au, Ag, Cu, Zn), uzyskano
implanty ortopedyczne o w³asnoœciach przeciwbakteryjnych [60].

6. INNE ZASTOSOWANIA

Zeomic (Sinamen-Zeomic, Nagoya, Japonia), zeolit zawieraj¹cy jony srebra,
ma szeroki zakres mo¿liwych zastosowañ; jest m.in. sk³adnikiem stomatologiczne-
go leku o w³aœciwoœciach bakteriostatycznych, jest sk³adnikiem filtrów wody, bio-
odpornych folii i polimerów. Zeomic wykazuje szerokie spektrum dzia³ania prze-
ciw drobnoustrojom, w³¹czaj¹c w to bakterie Gram ujemne (Escherichia coli i Pseu-
domonas aeruginosa) Gram-dodatnie (Staphylococcus ureus) oraz grzyby (Asper-
gillus niger i Penicillium nigricans) [61].

Zeolity stosowano równie¿ jako œrodki przeciwbakteryjne, np. przy infekcjach
dróg moczowych Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Escheri-
chia sp. [62].

Innowacyjne zastosowanie naturalnego zeolitu, klinoptolitu, jako antywiruso-
wego œrodka, wykaza³ Grce i in. Do badañ wykorzystano ludzki adenowirus 5,
wirus opryszczki pospolitej typu 1 (HSV 1) i ludzki enterowirus (coxsackie virus
B5 i echovirus 7). Znacz¹ca inhibicja namna¿ania wirusa obserwowana by³a przy
stê¿eniu zeolitu 12 mg/ml. Przeciwwirusowe dzia³anie zeolitu prawdopodobnie ma
charakter niespecyficzny i opiera siê na absorpcji wirusa w porach zeolitu. W³aœci-
woœæ ta mo¿e byæ wykorzystana do oczyszczania wody pitnej [63].

Klinoptilolit jest równie¿ g³ównym aktywnym komponentem przeciwbiegun-
kowego leku o nazwie Enterex (Victus, Inc., USA). Tuf wulkaniczny, bogaty w kli-
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noptylolit, testowano jako œrodek przeciwbiegunkowy u byd³a. Stosowane terapeu-
tyczne dawki by³y jednak dosyæ du¿e i wynosi³y nawet 2 g/kg masy cia³a. Skutecz-
noœæ przeciwbiegunkowa zeolitów wynosi³a w przybli¿eniu 70%, w porównaniu do
18% dla grupy kontrolnej. Prawdopodobny mechanizm dzia³ania polega na adsorp-
cji kwasów ¿ó³ciowych, aflatoksyny B i glukozy [64].

Pavelic i in. wskazuj¹ na wa¿n¹ rolê, jak¹ odgrywaj¹ zeolity w regulacji uk³adu
immunologicznego. Podobnie jak niektore krzemiany, tak i glinokrzemiany mog¹
zachowywaæ siê jak niespecyficzne immunostymulatory, podobnie jak superanty-
geny (SAG). SAG to klasa immunostymulatorów i bia³ek chorobotwórczych pocho-
dzenia bakteryjnego i wirusowego ze zdolnoœci¹ do aktywowania relatywnie du¿ej
frakcji (5–20%) populacji komórek T. Aktywacja SAG wymaga jednoczesnej inter-
akcji z Vβ domen¹ receptorów komórek T i cz¹steczkami uk³adu zgodnoœci tkanko-
wej klasy II na komórkach prezentuj¹cych antygen. Mikronizowany zeolit, poda-
wany do¿o³¹dkowo myszom zaszczepionym komórkami czerniaka, znacz¹co zredu-
kowa³ przerzuty tego nowotworu [65]. Zastosowane zeolity jako sk³adniki po¿ywie-
nia ograniczaj¹ iloœæ wolnych toksyn w uk³adzie pokarmowym, zmniejszaj¹c rów-
noczeœnie ich dzia³anie toksyczne. Ramos i in. skupili siê na porównaniu skutecz-
noœci wi¹zania aflatoksyny przez ró¿ne porowate materia³y (aktywowany wêgiel,
bentonit, zeolit, uwodnione glinokrzemiany sodowe, wapniowe czy jonowymienne
¿ywice) [66].

Zeolity s¹ g³ównymi sk³adnikami dostêpnych na rynku œrodków przeciw krwa-
wieniu o nazwie QuikClot (Z-Medica Corporation, USA). QuikClot wystêpuje
w postaci granulek, aplikowanych bezpoœrednio na ranê w celu zatrzymania krwa-
wienia. Mechanizm dzia³ania polega na adsorbowaniu wody z krwi, stê¿eniu czyn-
ników krzepniêcia, aktywowaniu trombocytów i pobudzeniu kaskady krzepniêcia
krwi. Zeolity wi¹¿¹ce wodê generuj¹ ciep³o, co by³o g³ówn¹ wad¹ poprzedniej gene-
racji produktów QuikClot. Przy opracowywaniu ostatniej ich wersji skupiono siê na
wyeliminowaniu egzotermicznej reakcji z wod¹ [67].

PODSUMOWANIE

Materia³y mikro- i mezoporowate, ze wzglêdu na w³aœciwoœci fizyko-chemiczne
(wysok¹ pojemnoœæ adsorpcyjn¹, zdolnoœæ molekularno-sitow¹, znaczn¹ selektyw-
noœæ i pojemnoœæ jonowymienn¹ oraz odpornoœæ na dzia³anie kwasów i podwy¿szo-
nej temperatury), znalaz³y zastosowanie jako alternatywne uk³ady transportu leków.
Zeolity i inne mikroporowate materia³y, ze wzglêdu na rozmiary porów oraz mo¿li-
woœæ modyfikacji powierzchni zapewniaj¹ enkapsulacjê œrodków biologicznie aktyw-
nych oraz ich kontrolowane uwalnianie. W³aœciwoœci przeciwbakteryjne, przeciw-
grzybiczne zeolitowych pow³ok, polegaj¹ce na stopniowym uwalnianiu czynników
antybakteryjnych, mog¹ znaleŸæ zastosowanie jako pokrycia ró¿nego rodzaju
powierzchni (sprzêt medyczny, implanty). Obecnie zeolity z powodzeniem stosuje
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siê jako suplementy diety, œrodki przeciw nadkwasocie i œrodki przeciwbakteryjne
w stomatologii. Badane s¹ tak¿e w³asnoœci materia³ów mikro- i mezoporowatych
jako czynników immunostymuluj¹cych oraz antywirusowych. Jednym z najbardziej
interesuj¹cych, ale i najmniej poznanym zastosowaniem zeolitów, jest zastosowa-
nie klinoptylolitu jako œrodka wspomagaj¹cego w terapii nowotworowej.
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Dr hab. in¿. Krystyna Dzierzbicka, prof. nadzw. PG w roku 1985 ukoñczy³a stu-
dia na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdañskiej, w specjalnoœci Chemia i Tech-
nologia Organiczna. W tym samym roku podjê³a pracê w Katedrze Chemii Orga-
nicznej PG, gdzie pracuje do chwili obecnej. W 1994 roku obroni³a pracê doktorsk¹,
a w 2005 r. otrzyma³a tytu³ doktora habilitowanego nauk chemicznych. Jest wspó³-
autorem kilkunastu prac dotycz¹cych syntezy i projektowania koniugatów muramy-
lopeptydów i desmuramylopeptydów ze zwi¹zkami o stwierdzonej lub domniema-
nej aktywnoœci biologicznej, pochodnych akrydyny, akrydonu, batracyliny,
antrachinonów oraz tuftsyny. Obecnie zajmuje siê projektowaniem i syntez¹ inhibi-
torów angiogenezy oraz zwi¹zków immunosupresyjnych.

Dr hab. med. Piotr Trzonkowski – aktywnie zajmuje siê immunologi¹ od 1997
roku. Specjalizacje: g³ówna – immunologia, dodatkowe – histologia, transplantolo-
gia. Jest kierownikiem Zak³adu Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdañ-
skiego Uniwersytetu Medycznego. Obecnie jego zainteresowania naukowe dotycz¹
roli komórek regulatorowych w odpornoœci i mo¿liwoœci ich zastosowania w terapii
immunosupresyjnej po przeszczepach allogenicznych i w chorobach autoimmuno-
logicznych. Prowadzi badania nad wykorzystaniem nowych zwi¹zków immu-
nosupresyjnych w terapii po przeszczepach narz¹dowych. Zajmuje siê te¿ opisem
funkcjonowania uk³adu immunologicznego osób przewlekle hemodializowanych oraz
po przeszczepie allogenicznym nerki oraz zaburzeñ dzia³ania uk³adu immunolo-
gicznego osób starszych.

Dr Anna Wardowska w roku 2005 ukoñczy³a studia na Miêdzyuczelnianym
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Gdañskiego i Akademii Medycznej w Gdañ-
sku. W 2009 roku obroni³a pracê doktorsk¹ i podjê³a pracê w Zak³adzie Immunolo-
gii Klinicznej i Transplantologii Gdañskiego Uniwersytetu Medycznego. Obecnie
zajmuje siê badaniem w³aœciwoœci immunomodulacyjnych nowych po³¹czeñ mura-
mylodipeptydu (MDP) z pochodnymi tuftsyny i retro-tuftsyny.

Mgr Karol S¹gol w roku 2009 ukoñczy³ studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdañskiego na kierunku Chemia, o specjalnoœci Chemia Biologiczna. Obecnie stu-
diuje na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdañskiej na kierunku Technologia
Chemiczna.
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ABSTRACT

Bacterial cell wall peptidoglycan (PGN) is a potent immunostimulator and immune adjuvant.
Numerous studies reported on immunoactivities of bacterial PGN, most of which have been reproduced
by a chemically synthesized low-molecular PGN fragment, muramyldipeptide (MDP) 1 (Fig. 1) [2, 4, 5,
7, 8, 10, 13]. Another type of PGN fragment, desmuramylpeptides (DMPs), has also been chemically
synthesized to mimic PGN containing meso-DAP, and the DMPs exerted similar bioactivities to MDP.
In 1984 [18] reported that γ -D-Glu-meso-DAP was the minimum structural unit capable of eliciting
bioactivities induced by DMPs. Recently demonstrated that intracellular protein carrying a nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD), NOD2 an intracellular receptor for MDP and DMPs containing
DAP was recognized by another NOD protein, NOD1 [8, 33]. Replacement of the N-acetylmuramyl
moiety with various acyl groups thus represents an important approach to the design and synthesis of new
immunologically active MDP analogues – desmuramylpeptides, e.g. FK-156 9, pimelautide 11 (Fig. 2),
7-(oxoacyl)-L-alanyl-D-isoglutamines, carbocyclic MDP analogues (Fig. 13) [3, 13] in which a more
lipophilic cyclohexane ring is present instead of the polyhydroxy pyranose ring of D-glucosamine, and
the adamantyl-substituted MDP analogue LK-415 (Fig. 8) [54]. The FK-156 isolated from Streptomyces
olivaceogriseus [21, 22] and its synthetic analogue of FK-565 10 (Fig. 2) have been reported to be
a potent stimulant of antibody production and free of pyrogenicity. These compounds with close structural
resemblance to bacterial cell wall peptidoglycan peptides, exhibit very interesting biological activities.
Both FK-156 10 and FK-565 11 (Fig. 3) enhance host defense ability against microbial infections, exhibit
strong antiviral activity and remarkable antitumor potency [2, 13, 14, 18].

Also other acyl-DMPs were obtained and their activity described (Table 1). The most promising
DMPs analogues were series of phthalimido-DMPs 46-53 (Fig. 7). In these compounds N-acetylmuramic
acid residue was replaced by various N-phthaloylated amino acids [42–49] or phthalimido substituted
aminoethoxyacetic acid to give immunologically active acyclic MDP analogues like LK-423 46 (LK-413
47, LK-511 48, LK-512 49, LK-508 50) (Fig. 7) [42, 47–49]. LK-423 has been selected for further studies
to develop an anti-inflammatory pharmaceutical agent. In 2001 Gobec et al. [54] reported the synthesis of
new adamantyl-DMPs LK-415 55 and LK-517 56 (Fig. 8) with 1-adamantyl-carboxamido moiety repla-
cing N-acetylglucosamine fragment in MDP. Their efficiency in modulating the production of cytokines
IL-12, TNFα, IFNγ, IL-4, and IL-10 was measured in vitro in ionomycin and PMA activated cultures of
PBMC, co-incubated with the analogues tested. The results were compared with the activity of MDP.
All substances were strong regulators of IL-12 synthesis and IFNγ synthesis as well. Introduction of
diethyl phosphonate moiety into LK-517 was of great importance for augmented T-cell cytokine produc-
tion. Dzierzbicka et al. [55] described synthesis of three analogues of DMPs 57a,b, 58 modified with
an amino-acridine/acridone residue. The screening data indicate that the analogues 57a,b and 58 (Fig. 9)
exhibit low cytotoxic activity. Uehara et al. [59] reported MDP and DAP-containing desmuramylpeptides
in combination with chemically synthesized Toll-like receptor agonists (Fig. 10) synergistically induced
production of IL-8 in a NOD2- and NOD1-dependent manner, respectively, in human monocytic cells
in culture. In 2008 Kawasaki et al. [33] designed synthesis of DAP containing PGN fragments and tra-
cheal cytotoxin (TCT) (Fig. 5) and investigated their biological activity. Recently, N-acetylglucosamine-
1,6-anhydro-N-acetylmuramylpentapeptide (Fig. 12) and evaluation of its turnover by AmpD from Esche-
richia coli has been reported [61]. The synergism of MDP and DMPs with other chemotherapeutics is also
promising in the therapy of many infectious and anticancer diseases.

This paper reviews the most important approaches to desmuramylpeptides (DMPs), their deriva-
tives and displays structure-reactivity relationships of these compounds.

Keywords: desmuramylpeptides, DMPs, FK-156, FK-565, DAP, structure, biological activity

S³owa kluczowe: desmuramylopeptydy, DMPs, FK-156, FK-565, DAP, struktura, aktywnoœæ biologiczna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW

Ac – acetyl
AIDS – nabyty zespó³ niedoboru odpornoœciowego (ang. aquired

immunodeficiency syndrome)
AZT – 3’-azydo-3’deoksytymina, lek stosowany w terapii AIDS
BCG – atenuowany szczep pr¹tka bydlêcego gruŸlicy, zaadapto-

wany jako szczepionka przeciw gruŸlicy u cz³owieka
(Bacillus Calmette-Guerin)

Bn – benzyl
Boc – tert-butyloksykarbonyl
Boc2O – diwêglan di-tert-butylowy
B30-MDP – 6-O-(2-tetradecyloheksadekanoilo)-N-acetylo-muramylo-

-L-alanylo-D-izoglutamina
DAP – kwas 2,6-diaminopimelinowy
DCC – dicykloheksylokarbodiimid
DIPAD – azodikarboksylan diizopropylowy
DMAP – 4-(N,N-dimetyloamino)-pirydyna
DMF – N,N-dimetyloformamid
DMPs – desmuramylopeptydy
EBV – wirus Epstein-Barra
EDCI – chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) kar-

bodiimidu
FK-156 – D-laktylo-L-alanylo-γ-D-glutamylo-(L)-mezo-2,6-diami-

nopimelilo-(L)-glicyna
FK-565 – N-heptanoilo-γ-D-glutamylo-(L)-mezo-2,6-diaminopime-

lilo-(L)-D-alanina
HBV – wirus zapalenia w¹troby typu B
HIV – ludzki wirus niedoboru odpornoœciowego (ang. human

immunodeficiency virus)
HOBt – 1-hydroksybenzotriazol
HSV – wirus opryszczki zwyk³ej
IFNγ – interferon γ
iE-DAP – kwas γ-D-glutamylo-mezo-diaminopimelinowy (γ-D-Glu-

-mezo-DAP)
IL – interleukina
LK-409 – 7-oksooktanoilo-L-alanylo-D-izoglutamina
LK-413 – N-(5-ftalimidopentanoilo)-L-alanylo-D-izoglutamina
LK-415 – kwas N-(2-(2[(1-adamantylokarbonylo)amino]etoksy)

acetylo)-L-alanylo-D-izoglutaminowy
LK-423 – kwas N-[2-(2-ftalimidoetoksy)acetylo]-L-alanylo-D-glu-

taminowy
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LK-508 – N-(5-ftalimidopentanoilo)-D-alanylo-D-izoglutamina
LK-511 – N-[(4-ftalimidobutylo)metylofosfonylo]-L-alanylo-D-izo-

glutamina
LK-512 – kwas 4-dietylofosfonylo-2-{[(5-ftalimidopentanoilo)-L-

alanylo]amino}butanowy
LK-517 – (2S,R)-2-([(2S)-2-([5-(1-adamantylokarbonylo)amino]

pentanoilo)amino)propanoilo)amino]4-(dietoksyfosfory-
lo)butanolan

LPS – lipopolisacharydy bakterii Gram(–)
M-CSF – czynnik stymuluj¹cy wzrost kolonii makrofagów
MDP – N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamina, muramy-

lodipeptyd
MDP-Lys(L-18) – N2-[N-(acetylomuramylo)-L-alanylo-D-isoglutaminylo]-

-N6-stearoilo-L-lizyna
MDP[Thr] – N-acetylo-muramylo-L-treonylo-D-izoglutamina
MeOH – metanol
MTP-PE – N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutaminylo-L-ala-

nylo-2-(1’,2’-dipalmitoilo-sn-glicerolo-3’-hydroksyfosfo-
ryloksy)etyloamid

murabutyd – ester α-n-butylowy N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-glu-
taminy

NK – naturalne komórki zabójcze (and. natural killer cells)
NOD – rodzina receptorów wewn¹trzkomórkowych (ang. nucle-

otide-oligomerization domain)
nor-MDP – N-acetylo-nor-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamina
Novozym 435 – lipaza z Candida antarctica B
P-388 – mysie komórki bia³aczki limfatycznej
PDC – dichromian pirydyny
pimelautide – laurylo-alanylo-γ-D-glutamylo-L-diaminopimeliloamido-

glicyna
PGN – peptydoglikan
PGRP – peptydoglikan rozpoznaj¹cy bia³ko LE i LC
PMA – octan mirystoilo-forbolu
SAF – emulsja O/W zawieraj¹ca 5% skwalenu, 0.2% detergentu

Tween 80 i 2,5% Pluronic L121; w niektórych wersjach
zawiera on syntetyczn¹, niepirogenn¹ pochodn¹ MDP
(MDP[Thr]), (ang. Syntex adiuvant formulation)

TCT – cytotoksyna tchawicza [GlcNAc-(β1-4)-(anhydro)
MurNAc-L-Ala-γ-D-Glu-mezo-DAP-D-Ala]

TEA – trietyloamina
THF – tetrahydrofuran
TLR – receptory Toll podobne (Toll-like receptors)
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TMSCHN2 – trimetylosililodiazometan
TNFα – czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis

factor alfa)
Z – benzyloksykarbonyl
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WPROWADZENIE

Skomplikowana patogeneza chorób nowotworowych oraz ciê¿kich zaka¿eñ bak-
teryjnych znacznie utrudnia skuteczne leczenie pacjentów. Istnieje zatem potrzeba
opracowania nowych strategii leczenia. Od kilkunastu lat coraz wiêkszym zaintere-
sowaniem cieszy siê immunoterapia, polegaj¹ca na wzmacnianiu naturalnych si³
obronnych organizmu za pomoc¹ immunostymulatorów. Jest to szczególnie wa¿ne
w przypadku chorób przebiegaj¹cych z obni¿onym poziomem odpornoœci, takich
jak ró¿nego rodzaju (trudne do wyleczenia) infekcje, choroby nowotworowe, AIDS
lub terapie hormonalne. Immunostymulatory stosowane w terapii mo¿emy podzie-
liæ na: bakteryjne i izolowane z grzybów (np. LPS, BCG, lentinan, krestin, lewan),
naturalne (np. cytokiny: IL-2, IL-12, IL-18, interferony, TNF, hormony grasicze,
poliwalentne preparaty immunoglobulin, tuftsyna) oraz syntetyczne (MDP i jego
analogi, bestatyna, polinukleotydy, lewamizol, imutiol, cymetydyna, retinoidy) [1].
Skoro ewolucja uk³adu odpornoœciowego przebiega w bezustannej konfrontacji ze
œwiatem mikroorganizmów, dlatego to w³aœnie drobnoustroje, a w szczególnoœci
ich œciany komórkowe, s¹ bogatym Ÿród³em struktur stymuluj¹cych uk³ad immuno-
logiczny, takich jak: lipopolisacharydy, lipopeptydy, proteoglikany, peptydoglikany
oraz ich fragmenty. Z tej szerokiej gamy zwi¹zków na szczególn¹ uwagê zas³uguj¹
muramylopeptydy (MDP) i desmuramylopeptydy (DMPs), bêd¹ce produktami pow-
staj¹cymi z peptydoglikanu (PGN) bakterii Gram ujemnych G(–) i Gram dodatnich
G(+), uwalnianymi w czasie wzrostu i podzia³u bakteryjnego przez lizozym i ami-
dazê [2, 3]. Peptydoglikan, zwany te¿ murein¹, stanowi podstawow¹ strukturê œciany
komórkowej niemal wszystkich bakterii (wyj¹tek stanowi¹ bakterie z rodzaju Planc-
tomyces, Pirellula, Mycoplasma i Anaplasma) [4]. Jest on heteropolimerem zbudo-
wanym z ³añcuchów polisacharydowych usieciowanych poprzecznie mostkami pep-
tydowymi [5, 6, 8]. W sk³ad ³añcucha polisacharydowego wchodz¹ na przemian
u³o¿one reszty N-acetyloglukozaminy 1 (GlcNAc) i kwasu N-acetylomuraminowego
2 (MurNAc) (Rys. 1), po³¹czone wi¹zaniami β(1→4) glikozydowymi. Sk³adnikami
mostków peptydowych mureiny (w zale¿noœci od szczepu bakterii) s¹ reszty L-ala-
niny, kwasu D-glutaminowego, kwasu diaminopimelinowego (mezo, LL) lub
L-lizyny oraz D-alaniny [7–9]. Kwasy DAP oraz L-Lys spe³niaj¹ wa¿n¹ rolê w pow-
stawaniu usieciowanej struktury mureiny, ich grupy aminowe bior¹ udzia³ w two-
rzeniu wi¹zañ peptydowych, ³¹cz¹c ze sob¹ dwa heteropolimeryczne ³añcuchy.
Zamiast kwasu DAP lub lizyny, mo¿e wystêpowaæ ornityna, lantionina, kwas diami-
nomas³owy albo hydroksypochodne tych aminokwasów [10]. Najmniejszym frag-
mentem, jaki mo¿na otrzymaæ w wyniku enzymatycznej hydrolizy œciany komórko-
wej bakterii, jest muramylotripeptyd (MTP) 3 (Rys. 1). W 1974 roku zidentyfiko-
wano [11], a w 1976 roku opisano syntezê muramylodipeptydu (MDP) 4 (Rys. 1)
[12], który dzia³a³ podobnie jak muramylotripeptyd (MTP). Jest wiêc on najmniej-
szym immunoaktywnym, syntetycznym zwi¹zkiem, otrzymanym na wzór fragmentu
œciany komórkowej Mycobacterii [rodzaj G+ pa³eczek o specyficznej budowie
œciany komórkowej, np. pr¹tki gruŸlicy (Mycobacterium tuberculosis), bakteria

Dzierzbicka_folie.p65 2010-01-12, 23:501095



K. DZIERZBICKA, K. S¥GOL, A. WARDOWSKA, P. TRZONKOWSKI1096

tr¹du (Mycobacterium leprae) oraz pr¹tki atypowe (np. pr¹tek wywo³uj¹cy przew-
lek³¹ chorobê p³uc lub bakteria odpowiedzialna za przewlek³e stany zapalne skóry].
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Rysunek 1. Struktura GlcNAc 1, MurNAc 2, MTP 3 i MDP 4
Figure 1. Structure of GlcNAc 1, MurNAc 2, MTP 3 and MDP 4

Muramylopeptydy stymuluj¹ nie tylko funkcje makrofagów, ale wykazuj¹ rów-
nie¿ aktywnoœæ przeciwbakteryjn¹, przeciwnowotworow¹, oraz wzmacniaj¹ niespe-
cyficzn¹, czyli naturaln¹ odpornoœæ organizmu na ró¿nego rodzaju infekcje [2, 3].
Zsyntetyzowano wiele pochodnych i analogów MDP, w celu okreœlenia ich adiu-
wantowych i immunostymulacyjnych w³aœciwoœci. Niektóre z nich znajduj¹ siê na
etapie zaawansowanych badañ klinicznych lub s¹ stosowane w terapii, np. MDP[Thr]
5 (testowany, jako sk³adnik jednego z najbardziej obiecuj¹cych adiuwantów SAF,
w szczepionkach, np. HBV, EBV, HSV oraz przeciw wirusowi grypy), MTP-PE 6
(fosforowa pochodna, która silnie aktywuje makrofagi, wykazuje aktywnoœæ prze-
ciwnowotworow¹ i przeciwwirusow¹, jest testowana klinicznie w immunoterapii
nowotworów), MDP-Lys(L-18) 7 (stymuluje odpornoœæ niespecyficzn¹, indukuje
produkcjê M-CSF, jest testowany jako adiuwant w szczepionkach oraz stosowany
klinicznie, w celu skrócenia okresu leukopenii po chemioterapii), murabutyd 8 (sku-
teczny adiuwant, niepirogenny, testowany jako sk³adnik szczepionek, np. w szcze-
pionce przeciw opryszczce zwyk³ej) oraz B30-MDP 9 (aktywny adiuwant, mniej
pirogenny od MDP, testowany jako sk³adnik szczepionek, np. w szczepionce przeciw-
grypowej, wykazuje równie¿ siln¹ aktywnoœæ przeciwnowotworow¹) (Rys. 2) [2, 3,
7, 8, 13–16].
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Rysunek 2. Analogi MDP poddane badaniom klinicznym: MDP[Thr] 5, MTP-PE 6, MDP-Lys(L-18) (romur-
tyd) 7, murabutyd 8 i B30-MDP 9 [2, 3]

Figure 2. Analogues of MDP in clinical trials: MDP[Thr] 5, MTP-PE 6, MDP-Lys(L-18) (romurtide) 7,
murabutide 8 and B30-MDP 9 [2, 3]

Wœród innych fragmentów bakteryjnych œcian komórkowych, które wzbudzaj¹
du¿e zainteresowanie, s¹ tak zwane desmuramylopeptydy (DMPs). S¹ to cz¹steczki
nie zawieraj¹ce reszty kwasu muraminowego. Migliore-Samour i in. [17] jako pierwsi
wykazali, ¿e fragmenty mureiny pozbawione kwasu muraminowego posiadaj¹ aktyw-
noœæ immunologiczn¹. Wyizolowali oni ze Streptomyces stimulosus tetrapeptyd
(L-Ala-D-izoGln-LL-DAP ← Gly) i po³¹czyli go z kwasem laurynowym, otrzymuj¹c
zwi¹zek LTP (N-[N-lauroilo-L-Ala)-γ -D-Glu]-N-Gly-DD,LL-2,6-DAP), który powo-
dowa³ opóŸnion¹ nadwra¿liwoœæ na owalbuminy i chroni³ myszy przeciw infekcji
Listeria monocytogenes. W³aœciwoœci MDP i LTP by³y porównywalne [18], z tym
tylko, ¿e MDP bardziej uwydatnia³ odpowiedŸ przeciwcia³, a LTP okaza³ siê sku-
teczniejszy w indukowaniu reakcji nadwra¿liwoœci typu póŸniejszego (DTH).

W niniejszym artykule poœwiecono uwagê desmuramylopeptydom, które z uwagi
na swoje w³aœciwoœci farmakologiczne, takie jak stymulowanie niespecyficznej
odpornoœci przeciwbakteryjnej, aktywnoœæ przeciwwirusow¹ (w tym przeciw retro-
wirusom) i przeciwnowotworow¹ oraz synergistyczne oddzia³ywanie z innymi
chemoterapeutykami, stanowi¹ interesuj¹c¹ grupê zwi¹zków.

1. ANALOGI DESMURAMYLOPEPTYDÓW
– ZALE¯NOŒÆ STRUKTURA–AKTYWNOŒÆ (SAR)

Badania zale¿noœci struktura–aktywnoœæ potwierdzi³y hipotezê, ¿e czêœæ pepty-
dowa muramylopeptydów odpowiada za aktywnoœæ immunomodulacyjn¹, podczas
gdy czêœæ N-acetylo-muramylowa mo¿e byæ zast¹piona przez inne ugrupowania [2],
np. L-Ala-D-izoGln-L-Ala-OCH2CHOHCH2O–mykolan pozbawiony kwasu murami-

O

O

HO

HO

AcNH
H3C

CO-L-Ala-D-izoGln

L-Lys

H,OH

CO(CH2)16CH3

O

O

HO

HO

H3C

CO-L-Thr-D-izoGln

H,OH

O

O

HO

HO

H3C

CO-L-Ala-D-izoGln-L-Ala-NH-CH2CH2O-P-OCH2

H,OH CHOCOC15H31

CH2OCOC15H31

OH

7

ε

5

6

O

O

HO

HO

AcNH
H3C

CO-L-Ala-D-Glu-O(CH2)3CH3

H,OH

8

O

AcNH AcNH

O

O
HO

AcNH
H3C

CO-L-Ala-D-izoGln

H,OH

CH3(CH2)13

CH3(CH2)13
CHCOO

9
 

Dzierzbicka_folie.p65 2010-01-12, 23:501097



K. DZIERZBICKA, K. S¥GOL, A. WARDOWSKA, P. TRZONKOWSKI1098

nowego, podobnie jak MurNAc 2 (Rys. 1), stymulowa³ niespecyficzn¹ aktywnoœæ
przeciwbakteryjn¹ [18]. Stwierdzono równie¿, ¿e mo¿na rozdzieliæ efekty immuno-
moduluj¹ce od pirogennych, np. murabutyd 8 (Rys. 2) [19, 20] wykazuje aktywnoœæ
immunostymuluj¹c¹, z jednoczesnym ograniczeniem w³aœciwoœci pirogennych.
Modyfikacje desmuramylopeptydów stwarzaj¹ mo¿liwoœæ znalezienia analogów
o silnych w³aœciwoœciach przeciwnowotworowych lub/i przeciwwirusowych, w tym
anty-HIV, oraz o lepszych w³asnoœciach farmakologicznych. Okaza³o siê, ¿e obec-
noœæ kwasu DAP jest niezbêdna do zachowania przeciwbakteryjnej aktywnoœci, np.
dipeptyd D-Glu-mezo-DAP, i jego kaproilo- i stearoilo-pochodne by³y tak samo
aktywne jak naturalny DMPs, FK-156 10 (Rys. 3). Stearoilowa pochodna, chocia¿
bez wp³ywu na reakcje DTH u œwinek morskich, wykazywa³a silniejszy efekt hamu-
j¹cy przeciw Meth-A fibrosarcoma u myszy [18].

Badania zale¿noœci struktura–aktywnoœæ (SAR) wykaza³y, ¿e modyfikacje
w czêœci acyluj¹cej kwas diaminopimelinowy, zast¹pienie reszty mezo-DAP kwa-
sem LL-DAP lub L-Lys czy innymi aminokwasami, oraz wyd³u¿enie ³añcucha pepty-
dowego o fragmenty wystêpuj¹ce w œcianie komórkowej lub inne, znacznie wp³y-
waj¹ na aktywnoœæ biologiczn¹ DMPs.

1.1. FK-156 I JEGO POCHODNE

W latach osiemdziesi¹tych XX wieku wyizolowano z przes¹czu hodowli Strep-
tomyces olivaceogriseus i Streptomyces violaceus immunoaktywny peptyd FK-156
10, a póŸniej otrzymano jego lipofilowe analogi FK-565 11 i pimelautyd 12
(Rys. 3) [3, 21, 22].
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Rysunek 3. Desmuramylopeptydy: FK-156 10, FK-565 11 i pimelautyd 12
Figure 3. Desmuramylpeptides: FK-156 10, FK-565 11 and pimelautide 12 [2, 3]

Dzierzbicka_folie.p65 2010-01-12, 23:501098



DESMURAMYLOPEPTYDY – STRUKTURA I AKTYWNOŒÆ BIOLOGICZNA 1099

FK-156 10 okaza³ siê nie tylko silnym adiuwantem, ale stymulowa³ równie¿
fagocytarne funkcje uk³adu siateczkowo-œródb³onkowego u zwierz¹t, odpowiedzial-
nego za mechanizmy obronne skierowane przeciw infekcjom bakteryjnym, np.
E. coli. [18]. FK-156 i niektóre jego analogi, np. FK-565 wykazuj¹ tak¿e aktywnoœæ
przeciwnowotworow¹, np. hamuj¹ wzrost guza P388 w syngeneicznych DBA/2
myszach [23]. FK-565 11 wykazuje równie¿ aktywnoœæ w stosunku do z³oœliwych
nowotworów krwi, w tym bia³aczki oraz ch³oniaka [3]. FK-156 10 jak i FK-565 11
podawany myszom zdrowym i z zaaplikowanym œrodkiem immunosupresyjnym,
zwiêkszaj¹ liczbê fagocytów zarówno we krwi obwodowej, jak i w jamie otrzewno-
wej. Wspomagaj¹ one proces fagocytozy i inne funkcje makrofagów, produkcjê O2–,
zwiêkszaj¹ intensywnoœæ endocytozy, aktywnoœæ lizosomów oraz retikulum endo-
plazmatycznego [24–27].

Po zidentyfikowaniu struktury FK-156 10 przyst¹piono do opracowania syn-
tezy tego desmuramylopeptydu i jego analogów, w której najwiêcej trudnoœci spra-
wia otrzymywanie kwasu mezo-DAP, chronionego w sposób umo¿liwiaj¹cy przepro-
wadzenie reakcji na dowolnie wybranej grupie funkcyjnej [3]. Kwas 2,6-diaminopi-
melinowy (DAP) 13a–c (Rys. 4) jest symetrycznym α,α’-diaminodikarboksylo-
wym kwasem, wystêpuj¹cym w trzech stereoizomerycznych formach: mezo- 13a,
(S,S)- 13b i (R,R)-DAP 13c. mezo-DAP i (S,S)-DAP s¹ prekursorami w biosyntezie
L-Lys u bakterii i wy¿szych roœlin, mezo-DAP jest tak¿e g³ównym sk³adnikiem pep-
tydoglikanów wiêkszoœci patogennych bakterii [28]. Substrat ten by³ przez d³ugi
czas otrzymywany b¹dŸ przez rozdzia³ jego diastereoizomerycznych pochodnych,
b¹dŸ enzymatycznie. Metoda enzymatyczna polega³a na hydrolizie ugrupowania
Boc-hydrazydowego przy centrum S z wykorzystaniem nerkowej leucyno-amino-
peptydazy lub aminopeptydazy izolowanej ze Streptomyces sapporonensis [29, 30].
Takie samo ugrupowanie, pozostaj¹ce przy centrum R, stwarza znaczne trudnoœci
przy deprotekcji produktu koñcowego, poniewa¿ nie jest typow¹ os³on¹ peptydow¹.
Ko³odziejczyk i in. [31] zaproponowali metodê, w której wykorzystano proteazê
z Bacillus licheniformis, enzym stereoselektywnie hydrolizuj¹cy ugrupowania
estrowe przy centrum S, u¿ywane jako typowe os³ony peptydowe.
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Rysunek 4. Struktura mezo-DAP 13a, (S,S)-DAP 13b i (R,R)-DAP 13c
Figure 4. Structure of meso-DAP 13a, (S,S)-DAP 13b and (R,R)-DAP 13c

Inne metody syntez DAP zosta³y szczegó³owo opisane przez Dzierzbick¹ [28].
W tym miejscu omówimy ostatnio opublikowane. Saito i in. [32] opracowali stereo-
selektywn¹ syntezê kwasu mezo-, (S,S)- i (R,R)-DAP, wykorzystuj¹c¹ cis-1,4-diace-
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toksycyklohepta-2-en. mezo-DAP otrzymano w wyniku utleniaj¹cego rozszczepie-
nia pierœcienia cis-1,4-diacetoksy-cyklohepta-2-enu 14, katalizowanego RuCl3,
w obecnoœci NaIO4 (Schemat 1). Tak otrzymany kwas dikarboksylowy, poddany dzia-
³aniu TMSCHN2, daje ester dimetylowy 15. Po chemoselektywnej hydrolizie 0.1 M
NaOMe/MeOH i przekszta³ceniu w diazydki 16 oraz hydrogenolizie katalizowanej
Pd(OH)2 w obecnoœci Boc2O, otrzymano N-Boc-DAP 17, który po deprotekcji 6N
HCl daje mezo-DAP 13a w postaci chlorowodorku.
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OAc OAc

15

COOCH3H3COOC

16

COOCH3H3COOC

17

N3 N3

NHBoc NHBoc

c, d, e

f g
mezo-DAP x HCl

13a

a: kat. RuCl3, NaIO4, CCl4/H2O/CH3CN
b: TMSCHN2, CH3OH
c: 0.1 M NaOCH3, CH3OH
d: CH3SO2Cl, pirydyna, CH2Cl2
e: NaN3, DMF
f: H2, kat. Pd(OH)2, Boc2O, CH3OH
g: 6N HCl

Schemat 1. Synteza mezo-DAP opisana przez Saito i in. [32]
Scheme 1. Synthesis of meso-DAP described by Saito et al. [32]

Natomiast do syntezy (S,S)- i (R,R)-DAP wykorzystano chiralny monooctan
18, otrzymany z mezo-dioctanu 14, w wyniku enzymatycznej asymetryzacji Novo-
zymem 435 w buforze fosforanowym (Schemat 2) [32].

W 2008 roku Kawasaki i in. [33] opisali inn¹ drogê otrzymywania selektywnie
chronionego mezo-DAP, który nastêpnie wykorzystano do syntezy fragmentów PGN
24a–d oraz cytotoksyny tchawiczej (TCT) 25 i jej fragmentów 26a–c (Rys. 5).
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Schemat 2. Synteza (S,S)-DAP i (R,R)-DAP opisana przez Saito i in. [32]
Scheme 2. Synthesis of (S,S)-DAP and (R,R)-DAP described by Saito et al. [32]

a: Novozym 435, bufor fosforanowy
c: (CH3)3CCOCl, pirydyna
d: 0.1 M, NaOCH3, CH3OH
e: AcOH, PPh3, iPr2OOCN=NCOOiPr2, THF
f: LiAlH4, THF
g: Ac2O, pirydyna
h: kat. RuCl3, NaIO4, CCl4/H2O/CH3CN
i: TMSCHN2, CH3OH
j:  0.1 M, NaOCH3, CH3OH
k: CH3SO2Cl, pirydyna, CH2Cl2
l: NaN3, DMF
m: H2, kat. Pd(OH)2, Boc2O, CH3OH
n: 6N HCl

OAcAcO

14

a

OHAcO

18

b

COOCH3H3COOC

OAc OAc
20

o, p

COOCH3H3COOC

21

NHBoc NHBoc

w

(R, R)-DAP x HCl

13c

OAcAcO

19

r-u

OAcAcO

23

OCOC(CH3)3AcO

22

h-n

(S, S)-DAP x HCl

13b

f, g

c-e

b: AcOH, PPh3, iPr2OOCN=NCOOiPr2, THF
o: kat. RuCl3, NaIO4, CCl4/H2O/CH3CN
p: TMSCHN2, CH3OH
r: 0.1 M, NaOCH3, CH3OH
s: CH3SO2Cl, pirydyna, CH2Cl2
t: NaN3, DMF
u: H2, kat. Pd(OH)2, Boc2O, CH3OH
w: 6N HCl
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Rysunek 5. Fragmenty PGN 24a–d, cytotoksyna tchawicza 25 oraz jej fragmenty 26a–c [33]
Figure 5. Fragments of PGN 24a–d, tracheal cytotoxin 25 and its fragments 26a–c [33]

Zastosowali oni zmodyfikowan¹ metodê Blakemore i in. [34], wykorzystuj¹c
aldehyd 27 i sulfon 28, bêd¹ce pochodnymi D-seryny (Schemat 3). Reakcja zacho-
dzi³a bez epimeryzacji, daj¹c kluczowy intermediat 29, który przekszta³cano w chro-
niony mezo-DAP 30 i 31. Zwi¹zek 30 wykorzystano do syntezy tripeptydu (D-Ala-
γ --D-Glu-mezo-DAP), a 31 – tetrapeptydu (D-Ala-γ -D-Glu-mezo-DAP-D-Ala), sto-
suj¹c EDCI jako odczynnik sprzêgaj¹cy w obecnoœci HOBt i TEA. Tak otrzymane
peptydy ³¹czono z fragmentami cukrowymi i wykorzystano do badania mechani-
zmów oddzia³ywania PGN na system immunologiczny.

Zsyntetyzowano i opisano aktywnoœæ immunologiczn¹ serii acylo-pochodnych
DMPs, zawieraj¹cych po³¹czenia D-Glu z DAP lub L-Lys [18, 35–37]. Najciekawsze
okaza³y siê zwi¹zki FK-565 11, FR-46758 32, FR-48217 33, FR-46091 34 oraz
FR-47920 35 (Tab. 1), które w dawkach od 10 do 100 μg, inhibitowa³y 25–50%
wzrost komórek nowotworowych P388, jednak bez wp³ywu na wyd³u¿enie czasu
prze¿ycia myszy [35]. Natomiast FR-46091 34 oraz FR-47920 35 by³y nieaktywne.
Zbadano tak¿e efektywnoœæ terapii w zale¿noœci od wielokrotnoœci stosowanych
dawek (200 μg/kg w 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 i 10 dniu). Okaza³o siê, ¿e jedynie FK-565 11
inhibitowa³ wzrost komórek nowotworowych, powoduj¹c znaczn¹ utratê wagi myszy.

O

HO

HO

HO

24a-d

AcNH

O

O

HO
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AcNH
H3C
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OH
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NH-CH-CO R
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NH2CH-COOH
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HO
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O
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n

NH-CH-CO R

(CH2)3

NH2CH-COOH

25: n=1, R=D-Ala (TCT)
26a: n=1, R=OH
26b: n=0, R=D-Ala
26c: n=0, R=OH
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DAP  
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Podobnym testom poddano FK-156 10 i FR-46758 32 zwiêkszaj¹c wielkoœæ u¿y-
tych dawek z 200 μg/kg do 25 mg/kg. Najbardziej aktywn¹ pochodn¹ we wszyst-
kich eksperymentach okaza³ siê FK-156 10.

NBoc
O

CH2CHO
27

+
N N

N
N

Ph

S
OO ZN

O

28

NBoc
O

29

ZN
O

BnOOC COOBn

NHBoc NHZ

L D
(S) (R)

HOOC COOBn

NHBoc NHZ

L D
(S) (R)

30
31

tripeptyd
(D-Ala-γ-D-Glu-mezo-DAP)

tetrapeptyd
(D-Ala-γ-D-Glu-mezo-DAP-D-Ala)

a

b-g h-s

a: NaHMDS, THF, -70 oC
b: p-TsOHxH2O
c: Boc2O, NaHCO3 aq., MeOH
d:Pd/C, H2, THF
e: ZnCl, Et3N
f: PDC, DMF
g: BnBr, Cs2CO3, DMF

h:1N HCl w MeOH
i: trifosgen, Et3N, CH2Cl2
J: Pd/C, H2, MeOH
k: ZnCl, NaHCO3, 1,4-dioksan/H2O (1:1)
l: RuCl2xnH2O, NaIO4, aceton/H2O (1:1)
m: AcCl, MeOH
n: Boc2O, DMAP, Et3N, THF
o: LiOH, THF/H2O (3:1)
p: Cs2CO3, MeOH
r: BnBr, DMF
s: PDC, DMF

Schemat 3. Synteza mezo-DAP opisana przez Fujimoto i in. [33]
Scheme 3. Synthesis of meso-DAP described by Fujimoto et al. [33]

Acylo-DMPs stymulowa³y aktywnoœæ przeciwnowotworow¹ makrofagów [36].
Pochodne FR-39868 36, FR-41571 37, FR-42148 38 i FR-47920 35, zamkniête
w liposomach w 800-krotnie mniejszych stê¿eniach, wykazywa³y aktywnoœæ prze-
ciwnowotworow¹, w porównaniu z niekapsu³kowanymi zwi¹zkami. Zbadano rów-
nie¿ ich w³aœciwoœci synergistyczne z IFNγ w aktywowaniu ludzkich monocytów
[37]. Okaza³o siê, ¿e tylko FR-42148 38 i FR-42149 39 znacz¹co stymulowa³y aktyw-
noœæ przeciwnowotworow¹ ludzkich monocytów w stê¿eniach przewy¿szaj¹cych
50 μg/ml [37].
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Tabela 1.Syntetyczne acylo-DMPs poddane badaniom biologicznym [35–37]
Table 1. Synthetic acyl-MDPs used in biological study [35–37]

Poniewa¿ mniejsze cz¹steczki, takie jak np. N-acylo-L-Ala-D-izoGln [38], rów-
nie¿ wp³ywaj¹ na system immunologiczny, zsyntetyzowano te¿ N-acylodipeptydy.
Najbardziej obiecuj¹cym zwi¹zkiem okaza³ siê LK-409 44 (Rys. 6), wyraŸnie
aktywny przeciwnowotworowo [39]. W 1993 roku opublikowano dane na temat jego
w³aœciwoœci immunomodulacyjnych [40]. Przeprowadzono testy in vivo, w których
oznaczano liczbê œledzionowych limfocytów T i B, otrzewnowych makrofagów, bla-
stogeniczn¹ odpowiedŸ limfocytów T, stymulowanych konkanawalin¹ A (ConA),
oraz odpowiedŸ otrzewnowych makrofagów, a tak¿e w³aœciwoœci pirogenne. Wyniki
badañ nie wykaza³y istotnej ró¿nicy aktywnoœci LK-409 w stosunku do zwi¹zku
kontrolnego, jakim by³ MDP [40]. W 2006 roku Dolenc i in. [41] opisali wp³yw
analogów LK-409 45a–f (Rys. 6) na produkcjê cytokin. Wszystkie badane zwi¹zki
modulowa³y odpowiedŸ cytokinow¹ Th1/Th2 komórek œledziony myszy aktywowa-
nych ConA i PMA. Badania s¹ kontynuowane.
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Rysunek 6. LK-409 44 i jego analogi 45a–f [41]
Figure 6. LK-409 44 and its analogues 45a-f [41]

1.2. FTALIMIDO-DMPS

Wiêkszoœæ obiecuj¹cych analogów desmuramylopeptydów to ftalimido-DMPs
[42–49]. W tego typu zwi¹zkach resztê kwasu N-acetylo-muraminowego zast¹piono
ró¿nymi N-ftaloilo-aminokwasami oraz kwasem aminoetoksyoctowym, daj¹c acyk-
liczne analogi MDP, takie jak LK-423 46 (Rys. 7), który zosta³ wyselekcjonowany
do dalszych badañ jako potencjalny czynnik przeciwzapalny [50]. Gobec i Urleb
zsyntetyzowali ró¿ne analogi LK-423, m.in.: LK-413 47, LK-511 48, LK-512 49
oraz LK-508 50 (Rys. 7) [42, 47–49]. Modyfikowali czêœæ peptydow¹ ftalimido-
DMPs poprzez wprowadzanie cz¹steczek zawieraj¹cych fosfor. Otrzymany zwi¹-
zek 29 zosta³ wykorzystany jako substrat do syntezy nowych ftalimido-DMPs 51
(Rys. 7) zawieraj¹cych resztê dietylofosfonow¹ na grupie ω-karboksylowej Glu [48].
Zwi¹zki te w badaniach in vitro wp³ywa³y na modulowanie produkcji cytokin,
np. syntezê IL-12, IL-2, IFNγ (wyj¹tek stanowi LK-512), a tak¿e IL-4 oraz IL-10
(przez LK-508 i LK-512). Natomiast nie wykaza³y one znacz¹cej aktywnoœci cyto-
toksycznej w badaniach in vitro przeciw trzem liniom ludzkich komórek nowotwo-
rowych: raka piersi (MDA-MB 231), p³uc (103H) i raka w¹troby (Hep G2) [49].
Autorzy opisali tak¿e syntezê peptydów, w których wi¹zanie amidowe pomiêdzy
L-Ala i D-Glu zast¹piono grup¹ fosfonoamidow¹ lub fosfonow¹ 52, 53 (Rys. 7) [43].

CH3CO(CH2)5CO-L-Ala-D-izoGln

44 LK-409

CH3CO(CH2)5CO-L-Ala-D-izoGln

45a

CH3CO(CH2)5CO-D-Ala-D-izoGln

45b

CH3CO(CH2)5CO-D-Ala-L-izoGln

 45c

CH3OCO(CH2)4CO-L-Ala-D-izoGln

45d

CH3CO(CH2)5CO-L-Val-D-izoGln

45e

CH3CO(CH2)5CO-L-Ala-L-izoGln

45f  

Dzierzbicka_folie.p65 2010-01-12, 23:501105



K. DZIERZBICKA, K. S¥GOL, A. WARDOWSKA, P. TRZONKOWSKI1106

Rysunek 7. Ftalimido-DMPs 46–53 [42–49]
Figure 7. Phthalimido-DMPs 46–53 [42–49]

1.3. ADAMANTYLO-DMPS I INNE

Amantadyna 54 (aminoadamantan) (Rys. 8) by³a jednym z pierwszych leków
stosowanych w profilaktyce i leczeniu chorób o pod³o¿u wirusowym, np. grypy typu
A u doros³ych, a tak¿e w chorobie Parkinsona. Reszta adamantylowa, po³¹czona
z fragmentem dipeptydowym (L-Ala-D-izoGln) MDP, daje adamantyloamido-L-ala-
nylo-D-izoglutaminê (AdDP), która wykazuje aktywnoœæ zarówno przeciwwirusow¹,
jak i immunomodulacyjn¹, prowadz¹c do uwydatniania silnej humoralnej i komór-
kowej odpowiedzi na poziomie systemowym i œluzówkowym [51]. Becker i in. [52]
opisali zdolnoœæ AdDP do stymulowania odpowiedzi komórkowej, charakteryzo-
wanej uwalnianiem IFNγ przez limfocyty T CD8+, które in vivo s¹ odpowiedzialne
za odpornoœæ komórkow¹, co czyni ten zwi¹zek obiecuj¹cym adiuwantem, maj¹-
cym potencjalne zastosowanie w projektowaniu szczepionek. Szczepionki budo-
wane na bazie rekombinowanego AdDP z protein¹ P6 dzia³a³y protekcyjnie w przy-
padku infekcji p³uc i ucha œrodkowego wywo³ywanych przez Heamophilus influen-
zae [51–53].
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Rysunek 8. Amantadyna 54 i adamantylo-DMPs 55, 56 [54]
Figure 8. Amantadine 54 and adamantyl-DMPs 55, 56 [54].

Gobec i in. [54] opisali syntezê analogów adamantylo-DMPs LK-415 55
i LK-517 56 (Rys. 8), w których N-acetyloglukozaminowy fragment w MDP zosta³
zast¹piony 1-adamantylo-karboksyamidowym. Ich skutecznoœæ w stymulowaniu pro-
dukcji cytokin IL-12, TNFα, IFNγ, IL-4 i IL-10 by³a oznaczana in vitro w ludzkich
mononuklearnych komórkach krwi obwodowej (PBMC), aktywowanych ionomy-
cyn¹ i PMA, wspólnie inkubowanych z testowanymi analogami. Rezultaty by³y
porównywalne z aktywnoœci¹ MDP. Wszystkie badane zwi¹zki stymulowa³y syn-
tezê IL-12 i IFNγ jednakowo dobrze. Wprowadzenie reszty dietylofosfonowej do
cz¹steczki LK-517 odgrywa³o wa¿n¹ rolê w aktywowaniu komórek T do produkcji
cytokin.

W 2001 roku Dzierzbicka i in. [55] otrzymali po³¹czenia DMPs z pochodnymi
amino-1-nitroakrydyny/4-nitroakrydonu (Rys. 9). Dwa z nich (57a,b) zawiera³y kwas
mezo-DAP, a w trzecim (58) L-alaninê zast¹piono L-walin¹ zaœ kwas mezo-DAP
L-lizyn¹. W badaniach cytotoksycznoœci przeprowadzonych w Narodowym Instytu-
cie Rakowym (NCI, Bethesda, USA) na 60 liniach ludzkich komórek nowotworo-
wych wyprowadzonych z 9 typów nowotworów: leukemii, niema³okomórkowego
nowotworu p³ucnego (NCI-H23), ma³okomórkowego nowotworu p³ucnego, okrê¿-
nicy (HCT-116, COLO 205, HCC-2998, HT29, KM12), mózgu, czerniaka (M14,
SK-MEL-5, MALME-3M, SK-MEL-2, UACC-62), jajnikowego oraz nerkowego
(786-O, RXF-393) zwi¹zki te w badanym zakresie stê¿eñ (10–4–10–8 M) nie wyka-
za³y znacz¹cej aktywnoœci.
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Rysunek 9. Analogi akrydyno- 57a,b oraz akrydono-DMPs 58
Figure 9. Acridine- 57a,b and acridone-DMPs 58

PODSUMOWANIE

Do muramylopeptydów otrzymywanych na wzór naturalnych fragmentów œciany
komórkowej bakterii zalicza siê nie tylko zwi¹zki, w których N-acylowany kwas
muraminowy jest po³¹czony z dipeptydem X-D-Glu (np. X = L-Ala, L-Val, Ser, Thr,
itp.) lub peptydem o d³u¿szym ³añcuchu, ale równie¿ cz¹steczki, które s¹ pozba-
wione czêœci cukrowej; nosz¹ one nazwê desmuramylopeptydów (DMPs). Przez
d³ugi czas poszukiwano receptorów komórkowych, przez które MDP i DMPs
mog³yby wywieraæ swój efekt biologiczny. Stwierdzono, ¿e zwi¹zki te jako frag-
menty œciany komórkowej bakterii aktywuj¹ monocyty i makrofagi, dzia³aj¹c na
receptory dla lipopolisacharydu (LPS) typu CD14 oraz rodzinê receptorów TLR.
Pobudzenie tych receptorów wywo³uje szereg aktywnoœci komórek odpornoœcio-
wych. Ostatnio opisano wewn¹trzkomórkowe bia³ka z rodziny NOD jako receptory
dla MDP i DMPs [1, 8, 56]. Receptory te nale¿¹ do du¿ej rodziny bia³ek receptoro-
wych – CATERPILLAR, z których najlepiej poznano NOD1 (CARD4) oraz NOD2
(CARD15). Obydwa receptory zbudowane s¹ z trzech fragmentów strukturalnych:
domeny C-koñcowej, zawieraj¹cej liczne powtórzenia bogate w leucynê (ang.
leucine-rich repeats, LRR) odpowiedzialn¹ za rozpoznawanie cz¹stek bakteryjnych.
W œrodkowej czêœci receptora znajduje siê miejsce wi¹¿¹ce nukleotydy (ang. nucle-
otide binding site, NBS) istotne w procesie autooligomeryzacji tej cz¹steczki. Ist-
nieje równie¿ N-terminalny motyw efektorowy, tzw. domeny CARD, jedna lub dwie,
odpowiednio dla NOD1 i NOD2. Receptor NOD1 wystêpuj¹cy w wielu tkankach
rozpoznaje jedynie peptydoglikany zawieraj¹ce kwas DAP. Struktura PGN, któr¹
specyficznie rozpoznaj¹ receptory NOD1, to dipeptyd iE-DAP. Odró¿nia on PGN
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pochodz¹ce z bakterii G– od pochodz¹cych z bakterii G+. Natomiast receptor NOD2
jest obecny w monocytach, makrofagach, komórkach dendrytycznych oraz, w mniej-
szym stopniu, w limfocytach T. Ze wzglêdu na czêste wystêpowanie w mikroorganiz-
mach liganda MDP, receptor NOD2 jest sensorem szerokiego spektrum bakterii G–
i G+. Badania przeprowadzone na analogach MDP sugeruj¹, i¿ NOD2 charaktery-
zuje stereoselektywne rozpoznawanie liganda, którego niezbêdnym elementem jest
fragment cukrowy – MurNAc 2 (Rys. 1) [1, 8, 56]. MDP przechodzi do wnêtrza
komórki dziêki dzia³aniu transportera hPepT1. Pierwotnie transporter ten zidentyfi-
kowano w nab³onku jelit. PóŸniejsze badania wykaza³y jego ekspresjê w komór-
kach krwi obwodowej, w szczególnoœci – makrofagach. Istniej¹ równie¿ doniesie-
nia sugeruj¹ce kooperacjê tych bia³ek z rodzin¹ receptorów TLR w przeciwbakte-
ryjnej odpowiedzi immunologicznej. Najlepiej poznanymi receptorami tej rodziny
s¹ dwa receptory TLR2 i TLR4. Uwa¿a siê, ¿e TLR4 bierze udzia³ w rozpoznawaniu
lipopolisacharydu (LPS), natomiast TLR2 – peptydoglikanu [8, 57, 58]. Uehara i in.
[59] opisali wp³yw NOD2 i NOD1 na efekty synergistyczne MDP i DMPs (FK-156
i FK-565) z agonistami TLR, takimi jak Pam3CSSNA 59, LA-15-PP 60 i CpG DNA
61 (Rys. 10).
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Rysunek 10. Chemiczna struktura agonistów receptorów TLR [59]
Figure 10. Chemical structure agonists of TLR receptor [59]
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W 2007 roku Fujimoto i in. [60] zsyntetyzowali mono-, di-, tetra- i oktasacha-
rydowe fragmenty PGN w celu zbadania ich w³asnoœci immunostymulacyjnych, ta-
kich jak indukcja TNFα przez ludzkie monocyty, TLR2 i NOD2, w zale¿noœci od
stosowanej transfekcji komórek HEK293. Wykazali, ¿e otrzymane fragmenty pep-
tydoglikanów nie stymulowa³y TLR2 natomiast te, które zawiera³y MDP, by³y roz-
poznawane przez NOD2. Otrzymali tak¿e ró¿ne acylowe pochodne iE-DAP
62a–h (Rys. 11), bêd¹ce silnymi agonistami NOD1. N-Mirystoilo- (62b), N-penta-
dekanoilo- (62c) i N-palmitoilo-iE-DAP (62e) wykazywa³y stukrotnie silniejsz¹
aktywnoœæ w porównaniu z naturalnym iE-DAP.

NH-CH-COOH

(CH2)3

NH2CH-COOH

RCO-D-Glu-OH

np. RCO =

CH3(CH2)6CO-   62a

CH3(CH2)12CO-  62b

CH3(CH2)13CO-  62c
CH3(CH2)15CO-  62d
CH3(CH2)14CO-  62e

CO 62f

CO 62g

F CO 62h

62

 

Rysunek 11. N-Acylowe pochodne iE-DAP 62a–h [60]
Figure 11. N-Acyl iE-DAP derivatives 62a–h [60]

Ostatnio opisano syntezê N-acetyloglukozamino-1,6-anhydro-N-acetylo-mura-
mylopentapeptydu 63 i 64 (Rys. 12), cz¹steczek powstaj¹cych w wyniku dzia³ania
transglikozylazy na œcianê komórkow¹ bakterii G– 63 i G+ 64. Zwi¹zek 63 jest
substratem AmpD, enzymu bakterii G– Escherichia coli odpowiedzialnego za usu-
wanie peptydu z rusztowania disacharydowego we wczesnej cytoplazmatycznej
fazie metabolizmu œciany komórkowej [61].
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Rysunek 12. Struktura N-acetyloglukozamino-1,6-anhydro-N-acetylo-muramylopentapeptydów 63 i 64 [61]
Figure 12. Structure of N-acetylglucosamine-1,6-anhydro-N-acetyl-muramylpentapeptide 63 and 64 [61]

Wielostronna mo¿liwoœæ modyfikacji zarówno cz¹steczki MDP, jak i DMPs
stwarza potencjalne szanse znalezienia analogów o lepszych w³asnoœciach farma-
kologicznych. Do tej pory najbardziej znanymi i aktywnymi desmuramylopeptyda-
mi by³y zwi¹zki: FK-156 10 i jego syntetyczny analog FK-565 11 (Rys. 3) o silniej-
szym dzia³aniu immunostymulacyjnym. FK-565 zwiêksza aktywnoœæ przeciwno-
wotworow¹ makrofagów, sekrecjê TNFα, IL-1 i aktywnoœæ komórek NK [2, 3].
Oceniano go równie¿ w badaniach klinicznych jako preparat odbudowuj¹cy znisz-
czony system immunologiczny pacjenta [3]. W ostatnim czasie popularne sta³o siê
projektowanie i synteza DMPs, które zawieraj¹ ró¿ne ugrupowania, np. niepirogen-
ne karbocykliczne analogi DMPs 65–67 (Rys. 13) [62], fosfonoftalimido-, fosfono-
amido- i fosfono-DMPs (Rys. 7) oraz adamantylo-DMPs 54–56 [50–54] (Rys. 8).
Na uwagê zas³uguj¹ równie¿ w³aœciwoœci synergistyczne MDP oraz DMPs w sto-
sunku do ró¿nych substancji biologicznie czynnych, nie tylko pochodzenia bakte-
ryjnego (np. LPS) lub zwierzêcego (np. IFNγ), ale tak¿e innych, np. AZT, leku sto-
sowanego w terapii AIDS [3, 30].
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Rysunek 13. Karbocykliczne analogi DMPs [62]
Figure 13. Carbocyclic analogues of MDPs [62]
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ABSTRACT

From the chemical and electrochemical points of view aminophenol isomers
are a group of compounds which can exhibit the properties typical of both the ami-
nes and/or phenols [1�5]. The position of the amine group and hydroxyl group in the
aromatic ring is decisive to determine different properties of particular isomers.
As concerns the chemical properties, including the ability to form electroactive films,
out of the ortho, meta [6, 7] and para [6, 8, 9] isomers of aminophenol the o-amino-
phenol (oAP) seems to be the most important. The paper presents the process of
chemical [12�16] and electrochemical [20�32] oxidation of oAP based on literature
data. The products of chemical oxidation are: 2-aminophenoxasin-3-one of quinone
diimine and quinones. As a result of the process of electrochemical oxidation of
oAP many products were obtained, depending on conditions in which the process
was carried out. For the oAP polymer were proposed: the ladder network structure
of closed type, the structure with partially open ring, or simultaneous co-existence
of both these structures.

The preparation of polymer film from poly(o-aminophenol) (PoAP) as well as
its structure and properties were also described. The preparation of PoAP film of
determined structure depends largely on conditions in which the electropolymeriza-
tion process is performed and also on the purity of oAP used as initial substrate
[62, 63]. The electrochromic properties of the film depend on the potential applied
in the course of electrode process, pH, and the kind of electrolyte anions [27, 58].
The potential range of electrical conductivity was also discussed, as well as trans-
port across modified PoAP electrodes [71�74] and electrodeposition of metals on
modified PoAP electrodes [75�77].

The paper presents some applications of oAP and PoAP, such as the modifica-
tion of Amberlite XAD-2 resin [51], production of actinomycin D [52�57], or possi-
bilities of their application in electrodes [80�86] and as anti-corrosion coating [88].

oAP is an important organic compound also in view of its impact on a living
organism. Therefore some biochemical properties of oAP such as the metabolism of
oAP in human erythrocytes [36�40] or the damage of DNA due to oAP [41�45]
could not be omitted.

Keywords: o-aminophenol, poly(o-aminophenol), electroactive polimer film

S³owa kluczowe: o-aminofenol, poli(o-aminofenol), elektroaktywne filmy polime-
rowe
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WSTÊP

Izomery aminofenolu z chemicznego i elektrochemicznego punktu widzenia
stanowi¹ grupê zwi¹zków, które mog¹ wykazywaæ zachowanie typowe zarówno dla
amin, jak i/lub fenoli [1�5]. Po³o¿enie grup aminowej i hydroksylowej w aroma-
tycznym pier�cieniu, ma swoje odbicie w ró¿nych w³a�ciwo�ciach poszczególnych
izomerów pozycyjnych. Spo�ród izomerów orto, meta [6,7] i para [6, 8, 9] aminofe-
nolu, ze wzglêdu na mo¿liwo�æ tworzenia elektroaktywnego polimeru podczas che-
micznego i elektrochemicznego utleniania [10�13], aktywno�æ biologiczn¹ oraz prak-
tyczne wykorzystanie, najwiêksze zainteresowanie wzbudzi³ orto-aminofenol (oAP),.

W niniejszej pracy starano siê, na podstawie danych literaturowych, przybli¿yæ
te wa¿ne zagadnienia

1. O- AMINOFENOL (oAP)

1.1. UTLENIANIE oAP

1.1.1. Chemiczne utlenianie oAP

Procesem chemicznego utleniania oAP zajmowano siê ju¿ na pocz¹tku lat 70.
Harmalker i in. [14] stwierdzili (Rys.1), ¿e podczas utleniania chemicznego, oAP
dimeryzuje do 2-aminofenoksazyny-3 (APZ).

NH2N

O O  

Rysunek 1. Wzór 2-aminofenoksazyna-3 (APZ)
Figure 1. Molecular structure of 2-aminophenoxazin-3-one (APZ)

Równie¿ Goncalves i in. [15] podali, ¿e g³ównym produktem chemicznego utle-
niania oAP jest APZ. Swoje badania oparli na porównaniu widm UV-Vis otrzyma-
nych dla roztworu oAP po elektrolizie przy kontrolowanym potencjale (850 mV
wzg. elektrody wodorowej), dla tego roztworu poddanemu procesowi starzenia,
a tak¿e roztworu z otrzymanego chemicznie APZ [15]. Podobieñstwo budowy che-
micznie otrzymanego APZ oraz produktu, który powstaje po elektrolizie roztworu
oAP, zosta³o potwierdzone pomiarami wykonanymi przy u¿yciu spektroskopii
1H-NMR oraz IR [16]. Ich to¿samo�æ strukturaln¹ opisali równie¿ Srivastava i in.
[16], którzy jako pierwsi otrzymali APZ chemiczne utleniaj¹c oAP za pomoc¹
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Ba(MnO4)2. Innymi produktami powstaj¹cymi podczas utleniania chemicznego mog¹
byæ chinony i diiminy chinonu.

Odmienny przebieg reakcji utlenienia oAP postulowali Kaneko i in. [17].
Wed³ug nich, przebiegaj¹cy proces w obecno�ci kompleksów chelatowych ¿elaza
w atmosferze tlenu prowadzi do powstania poli-(o-aminofenolu) (PoAP). W opar-
ciu o badania z wykorzystaniem spektroskopii UV-Vis [18], zaproponowali [12]
jako produkt procesu chemicznego utleniania oAP polimer o budowie podobnej do
polianiliny, sk³adaj¹cy siê z postaci utlenionych (pier�cieni chinoidowych) i zredu-
kowanych (N-fenylo-p-fenylenodiaminowych) (Rys. 2). Zawarto�æ poszczególnych
postaci jest uzale¿niona od stopnia utlenienia (zredukowania) polimeru.
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Rysunek 2. Wzór polimeru z jednostkami utlenionymi i zredukowanymi
Figure 2. Structure of polymer with oxidized and reduced units

Zhang i in. [12] i Goncalves i in. [15], dla produktów chemicznego utleniania
oAP, otrzymali podobne widma UV-Vis, jednak przypisywali je zupe³nie innym pro-
duktom. W pracy [12] wzrastanie piku przy 410 nm wi¹zano z tworzeniem siê linio-
wego polimeru PoAP, natomiast Goncalves [15] uwa¿a³, ¿e pasmo to odpowiada
tworz¹cym siê chinonom. Twierdzi³, ¿e w tych warunkach nie ma mo¿liwo�ci two-
rzenia polimeru oAP, co udowodni³ badaj¹c roztwór APZ, stosuj¹c woltamperome-
triê cykliczn¹.

Podczas chemicznego utleniania oAP w �rodowisku kwa�nym inna koncepcja
zak³ada, ¿e oprócz APZ, powstaje polimer o nieznanej strukturze [19].

1.1.2. Elektrochemiczne utlenianie oAP

W wiêkszo�ci przypadków reakcje polimeryzacji lub oligomeryzacji wielu cz¹s-
teczek organicznych s¹ inicjowane przez utlenianie odpowiednich monomerów do
kationorodników [20, 21]. Podobnie jak inne aminy aromatyczne [22], kationorod-
nik oAP mo¿e dimeryzowaæ poprzez sprzêganie C-C, C-N lub N-N, co ilustruje
Schemat 1.
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Schemat 1. Prawdopodobny przebieg dimeryzacji kationorodnika oAP
Scheme 1. Probable dimerization course of oAP radical cation

Ka¿dy z powstaj¹cych dimerów mo¿e ulegaæ dwuelektronowemu utlenianiu do
poni¿ej przedstawionych postaci [23] (Rys. 3).
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Rysunek 3. Produkty utleniania dimerów przedstawionych na Schemacie 1
Figure 3. Products of dimers oxidation from Scheme 1

oAP w przeciwieñstwie do aniliny [24�26] mo¿e równie¿ dimeryzowaæ poprzez
wêgiel para z grup¹ aminow¹ drugiej cz¹steczki (wêgiel para z grup¹ OH) [11].
Mechanizm ten, zwi¹zany z reakcj¹ cyklizacji, jest prawdopodobnie odpowiedzialny
za wytwarzanie cyklicznego dimeru, APZ. Dalsze utlenianie tego dimeru prowadzi
do wytworzenia polimeru o drabinkowej fenoksazynopodobnej strukturze (Rys. 4).

O

N O

N
n  

Rysunek 4. Polimer o drabinkowej fenoksazynopodobnej strukturze
Figure 4. Polymer ladder phenoxazin like structure
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Elektrochemicznym procesem utleniania oAP zajmowali siê te¿ Barbero i in.
[11]. Prowadzili anodowe utlenianie oAP w kwa�nym �rodowisku na elektrodach
wykonanych z ró¿nych materia³ów (m.in. platynowej i wêglowej szklistej � GCE).
Opieraj¹c siê na wynikach chemicznego utleniania oAP [19] i badaniach elektro-
chemicznych [27] zaproponowali, ¿e para pierwszych pojawiaj¹cych siê pików na
woltamperogramie cyklicznym jest wynikiem reakcji redoks zachodz¹cych zarówno
dla APZ, jak i jego polimeru (Schemat 2).
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Schemat 2. Reakcje redoks dla a) APZ, b) polimeru
Scheme 2. Redox reactions for a) APZ and for b) polymer

Opieraj¹c siê na uzyskanych wynikach i rozwa¿aj¹c ogólny mechanizm anodo-
wego utleniania dla anilin w roztworach wodnych [21], Barbero zaproponowa³ dla
powstaj¹cych kationorodników oAP (oAP�+) drogi przemian przedstawione na Sche-
macie 3.

Kationorodnik mo¿e dimeryzowaæ poprzez sprzêganie C-C (I) i C-N (II). Dimery
utleniaj¹ siê do odpowiednich dikationów przy potencja³ach ni¿szych ni¿ potencja³
utleniania oAP. Utleniony dimer II ulega reakcji cyklizacji, daj¹c ostateczny pro-
dukt APZ (III), który ulega przemianie redoks. Autor nie wyklucza te¿, ¿e polimery-
zacji mo¿e ulegaæ dikation zwi¹zku II. Mo¿na wiêc otrzymaæ kompozyt dwóch ró¿-
nych polimerów: jednego o liniowej strukturze ³añcuchowej, podobnej do polianili-
ny (Rys. 2), i drugiego z fenoksazynopodobn¹ struktur¹ ³añcuchow¹ (Schemat 2b).
Ten drugi typ struktury Barbero podaje jako dominuj¹cy.

Badania elektroutleniania oAP prowadzono równie¿ w innych �rodowiskach
(obojêtnym i alkalicznym) oraz w roztworach nitrobenzenu [23, 28]. Wyniki pomia-
rów woltamperometrycznych prowadz¹ do wniosku, ¿e w badanych �rodowiskach
utlenianie oAP prowadzi do wytwarzania zwi¹zków azowych. W tych warunkach,
po utlenieniu oAP do oAP�+, ma miejsce dimeryzacja poprzez sprzêganie typu N-N.
Przebieg tej reakcji zaproponowano, opieraj¹c siê na reakcji tworzenia siê azoben-
zenu z cz¹steczek aniliny [29] (Schemat 4).
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Schemat 3. Prawdopodobne drogi reakcji dla oAP
Scheme 3. Probable course of reaction for oAP
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Schemat 4. Mechanizm elektrochemicznego utleniania oAP w �rodowisku obojêtnym i alkalicznym
Scheme 4. Mechanism of oAP electrochemical oxidation in aqueous neutral and basic medium

O filmie powstaj¹cym podczas elektroutleniania oAP w �rodowisku alkalicz-
nym pisze Guenbour i in. [30]. Utlenianie prowadzono w alkoholowym (30% obj.
metanol) roztworze NaOH o pH = 12,7. Woltamperogramy cykliczne rejestrowano
stosuj¹c trzy elektrody: z wêgla szklistego, platyny oraz miedzi.
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W przypadku wêgla szklistego i platyny, pr¹d piku po przej�ciu przez maksi-
mum powoli zmniejsza siê. Na podstawie cyklu powrotnego o bardzo niskim zare-
jestrowanym pr¹dzie uznano, ¿e na powierzchni tych elektrod tworzy siê film
o w³a�ciwo�ciach izolacyjnych. Dla miedzi przy potencjale 765 mV pojawia siê
drugi pik przypisywany utlenianiu miedzi i powi¹zany z istnieniem porów w nara-
staj¹cej pow³oce. W celu sprawdzenia tego przypuszczenia, polaryzacjê koñczono
w obszarze, w którym nie by³o jeszcze drugiego piku. Przebieg cyklu powrotnego
wskazuje na obecno�æ pow³oki ochronnej, natomiast przebieg krzywej woltampero-
metrycznej uzyskanej przy potencjale polaryzacji ok. 1600 mV wskazuje, ¿e nie jest
wytwarzane pokrycie o takich w³a�ciwo�ciach. Uzyskane filmy by³y ¿ó³te i mocno
przylegaj¹ce do elektrody. Pow³oki otrzymane na miedzi przy szerszym zakresie
potencja³u by³y s³abo przylegaj¹ce, prawdopodobnie z powodu utleniania produk-
tów substratu (miedzi) zawartych w filmie polimerowym.

Fizyczne w³a�ciwo�ci filmu by³y równie¿ mocno zale¿ne od warto�ci R sto-
sunku stê¿eñ elektrolit (NaOH)/monomer oAP. Wyniki uzyskane w roztworach
0,3 M NaOH i 0,1 M oAP (R = 3) wskazuj¹, ¿e filmy s¹ homogeniczne i bardzo
dobrze przylegaj¹ce, dla warto�ci R = 1 filmy nie by³y przylegaj¹ce, mia³y du¿e
pory i pêkniêcia.

Otrzymane pow³oki badano za pomoc¹ technik spektralnych (IR i XPS). Widmo
IR dla filmu uzyskanego na miedzi nie wykazywa³o pasm przy 3375 cm�1 i 1268 cm�1,
które s¹ charakterystyczne dla wi¹zañ O�H w cz¹steczce oAP [31, 32].

W widmie tym obserwowane jest nowe pasmo przy 1297,7 cm�1 (C-O-C). Nie-
obecne jest natomiast pasmo przy 1700 cm�1, co wyklucza obecno�æ ugrupowañ
C=O. W widmie pokrytej elektrody znaleziono silne pasma absorpcji charaktery-
styczne dla grup �NH2, w zakresie 3000�3500 cm�1 [33] i 1590�1610 cm�1 [34],
�wiadcz¹ce o obecno�ci grup �NH2 w strukturze tego polimeru, które dodatkowo
mog¹ wi¹zaæ jony metali. Bardzo podobne wyniki, potwierdzaj¹ce dodatkowo obec-
no�æ utlenionych form miedzi, uzyskano stosuj¹c spektrometriê XPS.

Guenbour [30] sugeruje, ¿e sam proces obejmuje deprotonizacjê cz¹steczki oAP,
która przed utlenianiem i polimeryzacj¹ jest chemisorbowana na powierzchni
metalu. Sam proces polimeryzacji nastêpuje poprzez wi¹zanie C�O�C, podczas gdy
grupy �NH2 nie uczestnicz¹ w reakcji.

Podsumowuj¹c mo¿na stwierdziæ, ¿e dla procesu elektroutleniania oAP propo-
nowanych jest wiele produktów, których powstawanie jest uzale¿nione od warun-
ków prowadzenia procesu. Dla samego polimeru oAP proponowane s¹ a¿ trzy struk-
tury. W �rodowisku alkalicznym PoAP powstaje przez wi¹zania C�O�C. Dla fil-
mów polimerowych otrzymywanych w �rodowisku kwa�nym proponowane s¹ dwie
kolejne struktury: jedna z pier�cieniem otwartym i druga z pier�cieniem zamkniê-
tym.

oAP mo¿e byæ polimeryzowany i osadzany potencjostatycznie w postaci cien-
kiego filmu na z³otej oraz na szklanej elektrodzie, pokrytej indem i tlenkiem cyny.
Pomiary woltamperometryczne zsyntetyzowanego PoAP filmu przy ESCE = 0,7 i 0,8 V
wskazuj¹ na przebieg dwóch, a nie jednego procesu redoks, jak podaje literatura dla
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potencjodynamicznie syntetyzowanego PoAP z roztworów kwa�nych. Pomiary rama-
nowskie sugeruj¹ równie¿ powstawanie po�rednich form podczas utleniania zredu-
kowanego polimeru [35] (Schemat 5).
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Schemat 5. Utlenianie PoAP w kwa�nym �rodowisku
Scheme 5. Oxidation of the PoAP in acidic medium

W³a�ciwo�ci i budowê filmu polimerowego zbudowanego z PoAP opisano sze-
rzej w rozdziale 2.

1.2. W£A�CIWO�CI BIOCHEMICZNE oAP

oAP jest substancj¹ toksyczn¹, która mo¿e oddzia³ywaæ bezpo�rednio na orga-
nizm ludzki. Mo¿e równie¿ wnikaæ do organizmu z po¿ywieniem w postaci metabo-
litów procesów wzrostowych grzybów lub powstawaæ podczas infekcji bakteryj-
nych.

1.2.1. Mechanizm metabolizmu oAP w ludzkich erytrocytach

oAP utlenia wewn¹trz komórkow¹ hemoglobinê ludzkich erytrocytów do met-
hemoglobiny [36] Równie¿ in vitro oAP utleniania oksyhemoglobinê do methemo-
globiny [37].

Mechanizm metabolizmu oAP pod wp³ywem hemoglobiny badano stosuj¹c
oksyhemoglobinê i methemoglobinê oraz ludzkie erytrocyty [38]. Wykazano, ¿e
zarówno oxyhemoglobina, jak i methemoglobina metabolizuj¹ oAP do 2-aminofe-
noksazyny-jeden. Ten sam przebieg reakcji zaobserwowany w ludzkich erytrocy-
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tach wskazuje, ¿e zawarta w erytrocytach hemoglobina pe³ni wa¿n¹ rolê w metabo-
lizmie oAP w komórkach. Fakt ten potwierdza hamowanie metabolizmu oAP w
obecno�ci karboksyhemoglobiny.

W celu przedstawienia przebiegu metabolizmu oAP w erytrocytach, pos³u¿ono
siê jednym z metabolitów tryptofanu � kwasem 3-hydroksy-antranilowym. Zwi¹zek
ten ma strukturê analogiczn¹ do oAP. Ulega on w erytrocytach dimeryzacji do kwa-
su cynobrowego [39,40]. Na podstawie tej zale¿no�ci zaproponowano nastêpuj¹cy
mechanizm metabolizmu oAP w ludzkich erytrocytach (Schemat 6):
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Schemat 6. Metabolizm oAP w ludzkiej hemoglobinie
Scheme 6. Metabolism of oAP in human hemoglobin

1.2.2. Uszkodzenia DNA powodowane przez oAP

oAP jest metabolitem kancerogennej o-anizydyny [41], aminy aromatycznej,
u¿ywanej przy produkcji barwników i farmaceutyków. Pierwsza praca o kancero-
genno�ci o-anizydyny pojawi³a w roku 1998 [42]. Schmidt i in. [41] stwierdzili, ¿e
enzymy mikrosomów szczura powoduj¹ dealkilacjê o-anizydyny do zwi¹zku, który
oznaczono jako oAP. Ohkuma i Kawanishi [43] zbadali, ¿e metabolit anizydyny
oAP sam nie powoduje uszkodzeñ DNA. Pojawiaj¹ siê one tylko w obecno�ci Cu(II).
oAP wywo³uje specyficzne, miejscowe zmiany w DNA, najczê�ciej przy kolejnych
resztach guaninowych, co �wiadczy, ¿e rodniki musia³yby powstawaæ tu¿ przy miejs-
cach uszkodzeñ i przy jednoczesnym udziale Cu(II). Zaproponowali oni [43] mecha-
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nizm powstawania uszkodzeñ DNA indukowanych przez oAP (jako metabolitu
o-anizydyny) w obecno�ci miedzi(II) (Schemat 7).

NH2

OCH3

NH2

OH

NH2

O

NH

O

Cu(II) Cu(I)

O2O2

O2 O2
o-anizydyna

o-aminofenol
rodnik

o-aminofenoksylowy

H2O2

o-chinonoimina

H2O2 Cu(I)-COH -OH uszkodzenie
DNA

Schemat 7. Mechanizm uszkodzenia DNA powodowany przez oAP w obecno�ci Cu(II)
Scheme 7. Mechanism of DNA damage introduced by oAP in the presence of Cu(II)

Proces ten prowadzi do wytworzenia kompleksu DNA-Cu(I)-H2O2 [44]. H2O2

reaguj¹c z Cu(I) tworzy reaktywne zwi¹zki, zdolne do uszkodzeñ DNA. Zaobser-
wowano, ¿e oAP powoduje uszkodzenie DNA wskutek reakcji z miedzi¹ i powsta-
wania reaktywnego tlenu [43, 45].

Uszkodzenia DNA mog¹ powstawaæ równie¿ w obecno�ci tylko jonów miedzi,
które maj¹ zdolno�æ przy³¹czania siê do bia³ek niehistonowych. Jednak z przed-
stawionych badañ wynika, ¿e s¹ one du¿o mniejsze ni¿ w sumie z oAP jako metabo-
litem anizydyny.

1.2.3. Inne w³a�ciwo�ci biochemiczne oAP

Aulinger i in. [46] wyizolowali z owocników grzybów Lepiota americana dwa
metabolity orto-aminofenolu: 2-aminofenoksazynê-3 (APZ) oraz now¹ pochodn¹
amino-1,4-benzochinonu (lepiotachinon). W celu wytworzenia tych zwi¹zków
w warunkach laboratoryjnych, jako substratów u¿yto oAP i amino-1,4-benzochi-
nonu. Uzyskanie APZ i lepiotochinonu in vitro �wiadczy, o mo¿liwo�ci wytwarza-
nia o-aminofenolu przez organizmy ¿ywe.

O-aminofenol wytwarzany jest przez bakterie Pseudomonas pseudoalcaligen-
ses [47]. W bakteriach tych wystêpuje specyficzny enzym mutaza hydroksyloami-
nobenzenu, przekszta³caj¹ca hydroksyloaminobenzen w oAP. Bakterie te maj¹ mo¿-
liwo�æ rozwijania siê w organizmie ludzkim (szczególnie w p³ucach dzieci chorych
na mukowiscydozê), co �wiadczy ¿e oAP mo¿e mieæ w organizmie ludzkim równie¿
pochodzenie bakteryjne.

Praca [48] podaje reakcjê sprzêgania o-aminofenolu przez mikrosomaln¹ gluku-
ronylotransferazê, natomiast enzym syntaza izofenoksazyny, nale¿¹ca do oksydore-
duktaz, przekszta³ca oAP w izofenoksazynê. Reakcja z jej udzia³em przebiega nastê-
puj¹co:
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2oAP + 3O2 = 2izofenoksazyna + 6H2O

Podane informacje �wiadcz¹, ¿e toksyczny oAP mo¿e dostawaæ siê do orga-
nizmu nie tylko drog¹ zatruæ przez odczynniki, ale mo¿e byæ zawarty w po¿ywieniu
w postaci metabolitów procesów ¿yciowych grzybów lub bakterii.

O obecno�ci oAP w �rodowisku �wiadczy wytworzenie przez organizmy mecha-
nizmów obronnych, takich jak sprzêganie w mikrosomach i obecno�æ specyficz-
nych enzymów metabolizuj¹cych ten zwi¹zek.

1.3. PRZYK£ADY ZASTOSOWAÑ oAP

1.3.1. Wytwarzanie ekstrahentów metali poprzez modyfikacjê ¿ywicy
Amberlite XAD-2 oAP

Selektywna separacja �ladowych ilo�ci jonów metali ze skomplikowanych
matryc przed ich oznaczaniem jest ci¹gle wa¿nym problemem chemii analitycznej.
Dlatego prowadzone s¹ badania nad syntez¹ nierozpuszczalnych polimerów, które
charakteryzowa³yby siê dobr¹ stabilno�ci¹, wysok¹ zdolno�ci¹ sorpcji jonów metali
i odporno�ci¹ na zmianê warunków pracy. Spo�ród wielu otrzymanych ¿ywic,
dobrymi w³a�ciwo�ciami chelatuj¹cymi wykazywa³y siê ¿ywice z serii Amberlite
XAD [43, 49].

Jedn¹ z nich, bêd¹c¹ sorbentem polistyrenowym, jest Amberlit XAD-2. Funk-
cyjno�æ nadano jej przez wbudowywanie w strukturê cz¹steczek kwasu salicylo-
wego [50]. Kumar i in. [51] uaktywnili funkcyjno�æ ¿ywicy Amberlite XAD-2
poprzez wbudowanie w jej strukturê oAP. oAP przy³¹czany by³ przez wi¹zanie
�N=N�, co przedstawiono na Rysunku 5.

CH2

HC N N OH

NH2

Rysunek 5. Struktura ¿ywicy Amberlite XAD-2-oAP
Figure 5. Structure of Amberlite XAD-2-oAP resin

Analiza ¿ywicy wykaza³a, ¿e na jedn¹ jednostkê polimeru przypadaj¹ dwie cz¹s-
teczki oAP. Sprawdzenie zdolno�ci adsorpcyjnych Amberlitu XAD-2-oAP przepro-
wadzono dla jonów Cu, Cd, Co, Ni, Zn i Pb, stosuj¹c do pomiarów ASA. Przebieg
procesu sorpcji jonów zbadano w zale¿no�ci od pH i czasu zatê¿ania. Maksymalny
poziom zatê¿ania osi¹gano dla wszystkich kationów po oko³o 30 minutach. Anali-
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zowano tak¿e stabilno�æ sorbentu wraz z prowadzeniem kolejnych zatê¿eñ. Uzys-
kane wyniki sugeruj¹, ¿e ¿ywica jest trwa³a i nie traci swych w³a�ciwo�ci po kolej-
nych cyklach sorpcji-desorpcji. oAP nadaje ¿ywicy Amberlit XAD-2 wyj¹tkowo
dobre zdolno�ci adsorbuj¹ce. Otrzymany adsorbent wykorzystano do oznaczeñ nis-
kich stê¿eñ jonów metali z próbek �rodowiskowych.

1.3.2. Pochodna oAP jako prekursor do wytwarzania aktynomycyny D

Aktynomycyna D jest znanym antybiotykiem oraz substancj¹ stosowan¹ w le-
czeniu nowotworowym. Zwi¹zek ten jest wytwarzany z prekursora bêd¹cego po-
chodn¹ oAP. Ostatni etap biosyntezy aktynomycyn obejmuje oksydacyjne sprzêga-
nie, zwi¹zane z sze�cioelektronowym utlenianiem pochodnych oAP [52]. Aktualnie
aktynomycyna syntezowana jest przez katalityczne utlenianie pochodnej oAP, w
obecno�ci syntazy fenoksazynonu [53] ( Schemat 8).
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Schemat 8. Biosynteza aktynomycyny D
Scheme 8. Biosynthesis of actinomycin D

Biosyntezê aktynomycyn omówiano równie¿ jako reakcjê utleniania oAP kata-
lizowanej przez kompleksy kobaltu [54, 55].

Selektywno�æ tych reakcji jest jednak zbyt niska. Maruyama i in. [56] stwier-
dzili, ¿e (salen)Co(III) (Rys. 22) mo¿e katalizowaæ utlenianie oAP w obecno�ci tlenu
i metanolu, w pokojowej temperaturze do 2-aminofenoksazyny-3, a nie do 2,2�-
dihydroksyazobenzenu, jak twierdzi³ wcze�niej Benedini [57].
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Rysunek 6. Wzór � (salen)Co
Figure 6. Structure of (salen)Co

Reakcja ta jest bardzo selektywna i zachodzi z niemal maksymaln¹ wydajno�ci¹
(94%). Specyficzne tworzenie siê APZ mo¿na wyt³umaczyæ, zak³adaj¹c sprzê¿on¹
addycjê grup aminowych do o-chinonoiminy przykoordynowanej do centrum (sale-
nu)Co(III) (Schemat 9).
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Schemat 9. Katalizowane przez (salen)Co utlenianie oAP
Scheme 9. Catalyzed by (salen)Co oxidation of oAP

Grupa aminowa w oAP jest bardziej nukleofilowa, a w o-chinonoiminie jest
silniejszym donorem ni¿ grupa tlenowa. Mo¿na wiêc wnioskowaæ, ¿e specyficzne
tworzenie siê APZ w tej reakcji jest powodowane przez specyficzn¹ addycjê grup
aminowych z oAP wzglêdem pozycji 4 o-chinonoiminy. Proces katalizowany przez
(salen)Co(III) badano równie¿ dla pochodnych oAP. Wyniki uzale¿nione by³y od
u³o¿enia podstawników przy³¹czonych do oAP. Niestety, w do�wiadczeniu nie spraw-
dzono dzia³ania (salenu)Co(III) na przebieg reakcji prekursora prowadz¹cego do
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wytworzenia aktynomycyny D. Mo¿liwa jest wiêc wysoce selektywna reakcja prowa-
dz¹ca do wytworzenia tego wa¿nego leku.

2. POLI(O-AMINOFENOL) (PoAP)

2.1. W£A�CIWO�CI I BUDOWA FILMU POLIMEROWEGO

2.1.1. W³a�ciwo�ci elektrochromowe

Zmiany barwy filmu poli(o-aminofenolu) (PoAP), osadzonego na elektrodzie
platynowej, w zale¿no�ci od przy³o¿onego potencja³u, zaobserwowali Barbero i in.
[27, 58]. Elektrochromowe w³a�ciwo�ci polimeru zale¿¹ równie¿ od pH elektrolitu,
rodzaju anionów oraz grubo�ci osadzonego filmu. Czynniki te wp³ywaj¹ na szyb-
ko�æ procesu utleniania/redukcji polimeru, którego przebieg przedstawiono na Sche-
macie 10. Film zmienia barwê z ciemnobr¹zowej � w stanie utlenionym na lekko
¿ó³t¹ � w stanie zredukowanym.
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Schemat 10. Schemat reakcji utleniania (redukcji) filmu PoAP (struktura zamkniêta).
Scheme 10. Scheme reaction for oxidation-reduction of PoAP film (ring closed)

Zhang i in. [12] dla filmu PoAP przedstawili strukturê z pó³otwartymi pier�cie-
niami. Zaproponowany przez nich przebieg reakcji redoks przedstawia Schemat 11.

HO

H
N

N
H

HO

O

N

N

O

n n

+  2nH+  +  4ne-

Schemat 11. Schemat reakcji utlenienia-redukcji filmu PoAP (struktura otwarta)
Scheme 11. Scheme reaction for oxidation-reduction of PoAP film (ring open)

Film PoAP otrzymywano chronowoltamperometrycznie na elektrodzie z wêgla
szklistego (GCE), stosuj¹c szybko�æ polaryzacji V.= 100 mV/s, w zakresie poten-
cja³u polaryzacji elektrody od �250 do 800 V (wzglêdem SCE). Polimeryzacjê oAP
(0,05 M) prowadzono w �rodowisku kwa�nym (1 M HClO4+ 0,5 M Na2SO4). Stwier-
dzono, ¿e polimer musi mieæ budowê podobn¹ do polianiliny (Rys. 2).
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Warto�æ x = 1 (liczba moli jednostek zredukowanych) obrazuje stan polimeru
po ca³kowitym utlenieniu, natomiast x = 0 polimer jest ca³kowicie utleniony. Reak-
cja redoks polimeru PoAP jest wiêc wewnêtrzn¹ przemian¹ pomiêdzy formami utle-
nionymi i zredukowanymi (Schemat 9). Polaryzacja elektrody z osadzonym polime-
rem do potencja³ów wy¿szych ni¿ 0,1 V powoduje w przewa¿aj¹cym stopniu prze-
kszta³canie polimeru w formê chinoidow¹, Postaci zredukowane wystêpuj¹ w prze-
wadze przy potencja³ach ujemnych. Wzrost potencja³u zwiêksza stopieñ utlenienia,
ale nie prowadzi do ca³kowitego utlenienia nawet przy 500�600 mV.

Proces redoks elektroaktywnego polimeru obejmuje zarówno heterogeniczne
procesy przeniesienia ³adunku na granicy faz polimer/elektrolit, jak i homogeniczne
procesy przeniesienia elektronów wewn¹trz polimeru i/lub transport jonowy wew-
n¹trz elektrolitu. W przypadku PoAP, proces heterogeniczny wydaje siê byæ odpo-
wiedzialny za szybko�æ reakcji redoks. Wyznaczenie wspó³czynników przeniesie-
nia ³adunku dla heterogenicznych procesów utleniania i redukcji PoAP opisali Oshaka
i in. [59]. Warto�æ wspó³czynnika przeniesienia elektronu dla procesu anodowego
(0,75) okaza³a siê trzykrotnie wy¿sza ni¿ dla procesu katodowego (0,21). Wskazuje
to, ¿e redukcja PoAP jest z kinetycznego punktu widzenia znacznie wolniejsza. Bar-
bero i in. [60] równie¿ podaj¹ trudno�ci na etapie redukcji. Reakcjê redukcji ograni-
cza ma³a warto�æ wspó³czynnika dyfuzji przeciwjonów w matrycy polimerowej
(D = (1�6) × 10�10 cm2/s) [59], który jest warto�ci¹ dwa rzêdy wielko�ci mniejsz¹ od
wspó³czynnika dyfuzji dla poli(o-fenylenodiaminy).

2.1.2. Struktura filmu

W literaturze istnieje wiele rozbie¿nych informacji na temat struktury tworz¹-
cego siê polimeru PoAP. Barbero i in. [58, 60] oraz Goncalves i in. [15] przyjêli dla
PoAP strukturê drabinkow¹ zamkniêt¹ (Schemat 8), zbudowan¹ z powtarzaj¹cych
siê jednostek fenoksazyny, natomiast Zhang i in. [12] zaproponowali strukturê
z czê�ciowo otwartym pier�cieniem, podobn¹ do polianiliny (PAn) (Rys. 2). Wyniki
pomiarów dla PoAP technik¹ spektrometrii IR [59] godz¹ obie koncepcje, gdy¿
�wiadcz¹ o mo¿liwo�ci wspó³istnienia obu struktur, czyli powstawaniu swego
rodzaju kopolimeru. Mo¿liwo�ci takiej nie wykluczy³a równie¿ Jackowska i in. [28].
Film PoAP, film APZ i elektrochemicznie otrzymane APZ przebadano stosuj¹c spek-
trometriê ramanowsk¹. Na podstawie uzyskanych widm oraz stosunku intensyw-
no�ci pasma 1235 cm�1 wzglêdem pasma 1460 cm�1 dla obydwu filmów stwier-
dzono, ¿e zmiany w tym stosunku mog¹ byæ powodowane nieznaczn¹ obecno�ci¹
formy otwartej. Udowodniono równie¿, ¿e struktura czê�ciowo otwarta mo¿e byæ
przekszta³cana w strukturê fenoksazyno-podobn¹ przez zastosowanie wysokich
potencja³ów lub przez dzia³anie kationów metali przej�ciowych [61].

Otrzymywanie ca³kowicie zamkniêtej struktury przewiduje siê przy niskich stê-
¿eniach monomeru i wysokich potencja³ach polaryzacji [62]. W pracy [63] za czyn-
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nik maj¹cy bardzo du¿y wp³yw na produkt elektropolimeryzacji, oprócz przebiegu
samej procedury do�wiadczalnej, podano czysto�æ u¿ytego monomeru oAP. U¿ycie
monomeru bez wcze�niejszego oczyszczania, zawieraj¹cego produkty jego utlenia-
nia w powietrzu prowadzi do otrzymania produktu elektrochemicznej polimeryzacji
jako kompozytu obu struktur polimerowych. Otrzymywanie PoAP o okre�lonej struk-
turze zale¿y wiêc w du¿ej mierze od warunków prowadzenia elektropolimeryzacji
i czysto�ci u¿ytego oAP.

2.1.3. Potencja³owy zakres przewodnictwa elektrycznego

Film PoAP jest elektroaktywny zarówno w wodnych, jak i bezwodnych roztwo-
rach, zawieraj¹cych protony a¿ do warto�ci pH = 7. Gdy pH roztworu maleje, piki
pr¹dowe (dla reakcji redoks) rosn¹ z jednoczesnym przesuwaniem siê w kierunku
potencja³ów bardziej ujemnych [64]. Reakcja redoks uwa¿ana jest za po³¹czenie
procesu eliminacji protonów z procesem odwracalnego przeniesienia ³adunku [59, 64].

Wyznaczone warto�ci przewodnictwa elektrycznego dla filmu PoAP w stanie
suchym s¹ bardzo niskie i wynosz¹ 4 × 10�7 S/cm [65]. Parametr ten, mierzony
podczas zwiêkszania siê grubo�ci filmu [65] w oparciu o zmiany w przebiegu quasi-
odwracalnej reakcji redoks utleniania K4Fe(CN)6, wynosi 1,34 × 10�4 S/cm�1.

Wyznaczeniem zakresu potencja³owego, w którym film jest przewodz¹cy, zaj¹³
siê Ortega [63]. Przedstawione wnioski opar³ na wynikach badañ filmu stosuj¹c
woltamperometriê cykliczn¹ oraz spektroskopiê elektronowego rezonansu paramag-
netycznego (EPR).

Elektrochemiczne utlenianie oAP (1 × 10�2 M) na elektrodzie platynowej
w roztworze 0,4 M NaClO4 prowadzono przy polaryzacji 100 mV/s, w zakresie
�0,25V do 0,75V (wzglêdem SCE). W pierwszym cyklu autor omawia tylko jeden
pik anodowy (przy 0,65 V), który przypisuje utlenianiu monomeru do kationorod-
nika (pik �a�) (Rys. 7).

Nie zaobserwowano dla piku �a� komplementarnego piku redukcji, podczas gdy
w drugim cyklu wykszta³ca siê nowy pik anodowy �b� (przy 0,23 V) z komplemen-
tarnym pikiem katodowym �e� przy 0,29 V. Uk³ad ten odpowiada prawdopodobnie
reakcjom redoks dimeru. Podczas kolejnych cykli wysoko�æ pików �b� i �e� zmniej-
sza siê. Po 8�10 minutach prowadzenia procesu, w zakresie 0,00�0,20 V pojawia
siê do�æ wyra�ny sygna³ pr¹dowy, przypisany polimerowi i APZ (piki c i d). Po
kolejnych cyklach piki te stale rosn¹, co �wiadczy o ci¹g³ym powstawaniu na powierz-
chni elektrody elektroaktywnego polimeru.
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Rysunek 7. Woltamperogramy cykliczne oAP przy pH = 9 w roztworze zawieraj¹cym 0,4 M NaClO4;
npolar. = 100 mVs�1. Powierzchnia elektrody pracuj¹cej 1,9 × 10�3 cm�2. Strza³ka wskazuje zmiany
w wysoko�ci piku podczas elektropolimeryzacji.

Figure 7. Cyclic voltammograms of oAP at pH = 9 in a solution containing 0.4 M NaClO4, n .= 100 mV s�1.
Area of the working electrode 1.9 × 10�3 cm�2. Arrows indicate the changes in the peak height
as electropolymerization is taking place.
(Reprint from publication [63] with permission (2247550207714) from Elsevier).

Ani polimer, ani dimer (piki �b� i �e�) nie tworz¹ siê, gdy koñcowy zakres poten-
cja³u nie przekracza 650 mV. Podobne efekty obserwowano, gdy elektroutlenianie
oAP odbywa siê podczas ci¹g³ego przepuszczania przez roztwór azotu. W warun-
kach mieszania roztworu produkty po�rednie, odpowiadaj¹ce pikom �b� i �e�, nie
docieraj¹ do powierzchni elektrody i ich dalsze przekszta³canie w polimer jest znacz-
nie utrudnione. Wniosek ten jest zgodny z badaniami Barbero [58], który zapropo-
nowa³, ¿e polimer otrzymywany jest przez powoln¹ reakcjê cyklizacji dimeru do
3 APZ, który z kolei ulega polimeryzacji do PoAP. Piki �c� i �d� odpowiadaj¹ wiêc
zarówno reakcjom redoks polimeru, jak i APZ.

Rejestrowany dla dimeru pr¹d anodowy Ip (�e�) jest mniejszy ni¿ pik katodowy
(�b�). Spadek ten mo¿e byæ skutkiem zu¿ywania siê dimeru w reakcji cyklizacji
podczas ka¿dego cyklu woltamperometrycznego. Wydaje siê, ¿e zjawisko to nie jest
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spowodowane przez szybk¹ dyfuzjê dimeru do roztworu. Przeprowadzone badania
na dyskowej elektrodzie platynowej �wiadcz¹, ¿e jest to zwi¹zane z powoln¹ reak-
cj¹ chemiczn¹, prowadz¹c¹ do wykszta³cania siê pików �b� i �e�, a nie przez szybk¹
dyfuzjê dimeru od elektrody. Zu¿ywanie cz¹steczek dimeru podczas reakcji chemicz-
nej prowadzi do zmniejszenia siê komplementarnego piku �e�. Przy wy¿szych szyb-
ko�ciach polaryzacji stê¿enie tworz¹cego siê dimeru jest niskie, tak wiêc czê�æ
z nich, która jest przekszta³cana do 3APZ, wzglêdnie siê zmniejsza.

Wyd³u¿anie siê ³añcucha zachodzi powoli. Ostatnia krzywa przedstawiona na
Rysunku 7 odpowiada 180 cyklowi. Po 2�3 godzinach prowadzenia procesu elek-
trodowego nie zachodz¹ ju¿ zmiany w przebiegu krzywej, co �wiadczy o braku nara-
stania polimeru na elektrodzie. Sytuacja taka ma miejsce, gdy¿ cz¹steczki oAP, aby
dotrzeæ do elektrody i utleniæ siê do kationorodników, musz¹ przedyfundowaæ przez
film. Powoduje to ci¹g³e zmniejszanie siê wysoko�ci pików �a�, �b� i �e� wraz z up³y-
wem czasu. Powstaj¹cy film jest prawdopodobnie nieprzewodz¹cy w dodatnich po-
tencja³ach. Fakt, ¿e wzrost polimeru nastêpuje po pewnym czasie indukcji, d³ugo po
tym jak piki odpowiadaj¹ce kationorodnikowi oAP i dimerom staj¹ siê ju¿ bardzo
ma³e, �wiadczy, ¿e proces obejmuje pó�niejsze utlenianie i sprzêganie 3APZ.
Podobne zachowanie podczas pierwszych cykli podczas elektroutleniania 3APZ [58]
jest przypisywane elektrodowo osadzonej substancji oraz wzrostowi pr¹du pików
podczas prowadzenia procesu. Potencja³y pików dla monomeru i dla polimeru APZ
by³y takie same i odpowiada³y dok³adnie potencja³om pików �c� i �d� z Rysunku 7.
Wydaje siê, ¿e procesem prowadz¹cym do wyd³u¿ania polimeru jest przy³¹czanie
siê kolejnych jednostek 3APZ.

Kolejne badanie w³a�ciwo�ci filmu dotyczy³o jego sygna³u redoks przy ró¿-
nych szybko�ciach polaryzacji. Polimer przy 0,0 V wykazuje szeroki i niski pik utle-
nienia oraz ostry i wysoki pik redukcji. Ró¿ne przebiegi krzywych woltampero-
metrycznych zosta³y jako�ciowo zinterpretowane w oparciu o zjawisko zmiennej
aktywno�ci redukcji i utlenienia, powodowanej przez pêcznienie filmu. Pojawienie
siê znacznego spêcznienia polimeru powoduje zmniejszenie liczby miejsc aktyw-
nych przypadaj¹cych na jednostkê objêto�ci. Badania metod¹ impedancji [66] wska-
zuj¹, ¿e masa, lepko�æ i sprê¿ysto�æ filmu polimerowego rosn¹, gdy potencja³ staje
siê coraz bardziej ujemny, potwierdzaj¹c obecno�æ polaronów w zakresie poten-
cja³u �0,25�0,00 V. Dla zachowania elektroobojêtno�ci filmu konieczne jest wej�-
cie anionów i pewnej ilo�ci wody. Pozwala to równie¿ wyja�niæ spêcznia³y stan
polimeru oraz obecno�æ rozszerzonego piku anodowego. Powinowactwo filmu wzglê-
dem poszczególnych rozpuszczalników zale¿y od natury rozpuszczalnika i od
samego filmu. Jako przyk³ad mo¿e s³u¿yæ poliwinyloferrocen, badany w roztworach
wodnych [67], który wykazuje podobne, lecz odwrócone wzglêdem PoAP, u³o¿enie
pików z ostrym i wysokim pikiem utlenienia. Przy zastosowaniu jako rozpuszczal-
nika acetonitrylu, zarejestrowane na woltamperogramie piki by³y bardziej syme-
tryczne i szersze. Rozszerzenie potencja³owe pików przypisywano równie¿ wza-
jemnym oddzia³ywaniom odpychaj¹cym miejsc aktywnych lub ró¿nicom w ich roz-
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³o¿eniu przestrzennym [68, 69]. Woltamperogramy cykliczne zarejestrowane dla
PoAP przy ró¿nych szybko�ciach polaryzacji wskazuj¹, ¿e potencja³ piku anodo-
wego nie zmienia siê wraz ze zmian¹ szybko�ci, podczas gdy w tej samej sytuacji
potencja³ piku katodowego przesuwa siê w kierunku potencja³ów ujemnych.
Wed³ug Ortegi, fakt, ¿e pik katodowy jest zale¿ny od zmiany szybko�ci polaryzacji
oraz ¿e podczas powrotnego anodowego cyklu obserwowane s¹ bardzo ma³e pr¹dy
pików, sugeruje, ¿e polimer w utlenionej formie jest nieprzewodz¹cy.

Jedn¹ z metod badania przewodnictwa w uk³adach elektrochemicznych jest
u¿ycie modyfikowanej elektrody, jako elektrody pracuj¹cej w roztworach zawiera-
j¹cych uk³ady o znanym przebiegu procesu redoks [70]. Substancje te, charaktery-
zuj¹ce siê ni¿szymi potencja³ami redoks ni¿ potencja³ formalny filmu, mog¹ byæ
redukowane na zmodyfikowanej elektrodzie, dlatego oczekiwane jest pojawienie
siê pików zarówno dla polimeru przewodz¹cego, jak i pary redoks. Metodê tê mo¿na
równie¿ zastosowaæ dla zwi¹zków z potencja³em redoks wy¿szym ni¿ potencja³ for-
malny filmu.

Podsumowuj¹c swoje badania, Ortega stwierdza, ¿e PoAP wykazuje w³a�ci-
wo�ci przewodz¹ce przy potencja³ach polaryzacji ni¿szych ni¿ potencja³ formalny
filmu. Za przewodz¹c¹ naturê filmu w tym zakresie potencja³u odpowiedzialne s¹
polarony. Przy polaryzacji potencja³u do wy¿szych warto�ci, w wyniku ³¹czenia siê
polaronów, powstaj¹ bipolarony. Wydaje siê jednak, ¿e dikationy nie s¹ znacz¹cymi
no�nikami ³adunku. Powstawanie nieprzewodz¹cych, utlenionych form PoAP w ró¿-
nych odcinkach polimeru ma znacz¹cy wp³yw na zmniejszenie jego przewodnic-
twa, gdy¿ prowadzi do izolowania polaronów i bipolaronów wzd³u¿ ³añcuchów.

2.1.4. Transport przez elektrody zmodyfikowane PoAP

Transportem substancji przez elektrody zmodyfikowane filmem PoAP zajmo-
wa³ siê Bonfranceschi i in. [71]. Bada³ on elektroatywne substancje, takie jak
(Fe(CN)6

4�/(Fe(CN)6
3�, hydrochinon/benzochinon (HQ/Q), Sn2+/Sn4+, które mog¹

dyfundowaæ przez polimer. Do pomiarów zastosowa³ wiruj¹c¹ elektrodê dyskow¹.
Dyfuzjê zwi¹zków elektroaktywnych przez polimer zinterpretowano na podstawie
teorii dyfuzji membranowej dla wiruj¹cej elektrody dyskowej [72].

W celu uzyskania sta³ej transportu elektronów, wykorzystano model przej�cia
elektronowego [73,74]. Zarówno proces transportu elektroaktywnych zwi¹zków, jak
i ruch elektronów w filmie badano w zale¿no�ci od grubo�ci polimeru.

Transport elektroaktywnych cz¹stek przez film, reprezentowany przez parametr
kDsp,= (cp/c) Dsp (gdzie cp stê¿enie substancji w polimerze, c w roztworze na granicy
faz polimer roztwór, Dsp wspó³czynnik dyfuzji substancji aktywnej w polimerze),
zmniejsza siê wraz ze zwiêkszaniem siê grubo�ci filmu. Wp³yw grubo�ci pokrywa-
j¹cego elektrodê polimeru PoAP na procesy przenikania, oprócz zwiêkszania opor-
no�ci, t³umaczono zmianami morfologii filmu, w zale¿no�ci od jego �rednicy, nada-
j¹c mu ró¿ne w³a�ciwo�ci fizyczne. Otwarta, globularna struktura charakterystycz-
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na dla filmu o ma³ej �rednicy (< 60 nm) zawiera do�æ du¿e pory, w które mo¿e
wnikaæ roztwór elektrolitu. U³atwia to dyfuzjê elektroaktywnych cz¹stek przez film.
Przy wiêkszych grubo�ciach PoAP, jego struktura staje siê bardziej zwarta, unie-
mo¿liwiaj¹ca wnikanie elektrolitu do matrycy polimeru. Uzyskane warto�ci kDsp s¹
ni¿sze ni¿ dla otwartych struktur, a autorzy uznaj¹ je za rzeczywiste, gdy¿ nie poja-
wia siê efekt wnikania elektrolitu do wnêtrza polimeru.

Badano [71] równie¿ przenikanie na³adowanych i niena³adowanych sk³adni-
ków roztworu przez film. Dla filmu o du¿ej grubo�ci (> 60 nm) w roztworze o pH = 1,
szybko�æ transportu cz¹stek badanych substancji przedstawia siê w nastêpuj¹cej
kolejno�ci: kDsp(Sn2+/Sn4+) < kDsp(Fe(CN)6

4�/3) < kDsp(HQ/Q). Pojawiaj¹ce siê ró¿-
nice t³umaczono odmiennymi interakcjami, zachodz¹cymi pomiêdzy tymi cz¹stkami
a polimerem (procesy powstawania par jonowych, kompleksów koordynacyjnych,
tworzenie siê wi¹zañ wodorowych). Oddzia³ywania te znacznie zmieniaj¹ charakter
transportu badanych substancji przez film PoAP. Szybko�æ przenikania badanych
cz¹stek przez film PoAP zwiêksza siê, gdy zmniejsza siê pH roztworu. Autor wyja�-
nia to zwiêkszaniem siê szybko�ci reakcji utleniania polimeru, przez co pog³êbia siê
efekt jego pêcznienia.

2.1.5. Elektroosadzanie metali na elektrodach zmodyfikowanych PoAP

Badanie procesu elektroosadzania srebra na zmodyfikowanej PoAP elektro-
dzie platynowej opisuje Hernández i in. [75]. Badania prowadzono z wykorzysta-
niem technik woltamperometrycznych. Na woltamperogramach cyklicznych, przed-
stawiaj¹cych proces elektroosadzania srebra na czystej elektrodzie platynowej oraz
zmodyfikowanej PoAP, w zale¿no�ci od pH roztworu, wykszta³caj¹ siê piki zarówno
dla polimeru, jak i srebra. Potencja³y pików redukcji i utlenienia srebra nieznacznie
przemieszczaj¹ siê w kierunku potencja³ów ujemnych. Autor t³umaczy to zwiêksze-
niem siê oporno�ci filmu przy potencja³ach wy¿szych ni¿ potencja³ formalny poli-
meru [66]. Pr¹dy pików dla reakcji redoks srebra malej¹ równie¿, w porównaniu
z niepokryt¹ elektrod¹. Poniewa¿ polimer w obszarze potencja³ów, gdzie pojawiaj¹
siê piki srebra, jest nieprzewodz¹cy autor sugeruje, ¿e osadzanie siê metalu musi
mieæ miejsce na granicy faz elektroda platynowa/polimer PoAP. Zmniejszanie siê
pr¹dów t³umaczy faktem, ¿e jony metaliczne musz¹ przedyfundowaæ przez pory
w polimerze, aby dotrzeæ do powierzchni elektrody Pt i zredukowaæ siê. Podwy¿-
szenie pH powoduje znacz¹c¹ zmianê aktywno�ci PoAP, podczas gdy pr¹dy pików
dla reakcji redoks srebra pozostaj¹ bez wiêkszych zmian. Wed³ug Hernándeza, jest
to dowód, ¿e aktywna jest granica faz elektroda/polimer, a sam polimer PoAP ma
niewielki udzia³ w procesie elektroosadzania srebra. Badano równie¿ procesy odpo-
wiadaj¹ce redukcji srebra na filmach PoAP przy ró¿nych nadpotencja³ach i warto�-
ciach pH. Elektrokrystalizacja srebra nastêpuje po bardzo szybkim wytworzeniu siê
zarodków krystalizacji i ich trójwymiarowym wzro�cie, kontrolowanym przez dyfu-
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zjê. Model ten zaproponowa³ wcze�niej Scharifker i in. [76]. Przedstawione przez
niego zdjêcia z mikroskopu skaningowego wskazuj¹, ¿e przy pH = 5 powstaj¹ kom-
pleksy srebra z polimerem poprzez grupy aminowe, co powoduje zmianê w³a�ci-
wo�ci elektrochemicznych tego uk³adu i morfologi depozytów srebra. O ile przy
elektroosadzaniu srebra z roztworów o ni¿szych pH depozyty s¹ kulistego kszta³tu,
to przy pH = 5, przy którym polimer jest nieaktywny, powstaj¹ bardziej skompliko-
wane struktury. Autor sugeruje równie¿ mo¿liwo�æ wykorzystania zmodyfikowanej
PoAP elektrody platynowej jako czujników dla jonów srebra.

Badania procesu elektroosadzania metali na zmodyfikowanej PoAP elektro-
dzie platynowej prowadzi³ równie¿ Ortega [77].

Proces elektrokrystalizacji bada³ na przyk³adzie osadzania miedzi przy zmianie
warto�ci przyk³adanego napiêcia koñcowego. Gdy proces koñczono ograniczeniem
potencja³u przy warto�ciach wy¿szych ni¿ �90 mV, zarodki krystaliczne przekszta³-
ca³y siê w pojedyncze depozyty o kulistych i regularnych kszta³tach. Podczas elek-
trokrystalizacji z zatrzymaniem przy³o¿onego potencja³u przy ni¿szych warto�ciach
(�240 mV) powsta³o o dwa rzêdy wielko�ci wiêcej zarodków, zgrupowanych w for-
mie gron (Rys. 8, 9).

Rysunek 8. Zdjêcia z mikroskopu skaningowego elektroosadzania miedzi na elektrodzie zmodyfikowanej PoAP
o grubo�ci filmu 40 nm. Potencja³ przyk³adano w zakresie od 279 do �90 mV (SCE) i utrzymy-
wano warto�æ koñcowego potencja³u przez 18,5 s. Powierzchnia elektrody 1,9 × 10 �3 cm2. Pokry-
cie 2,0 × 107 cz¹steczek/cm2

Figure 8. Set of SEM photographs corresponding to the electrodeposition of copper on 40-nm thick PoAP
modified electrode. Potential was stepped from 279 to �90 mV SCE and held at the latter value
for 18.5 s. Electrode area 1.9 × 10�3 cm2. Density number 2.0 × 107 particles/cm2.
(Reprint from publication [77] with permission (2247550399073) from Elsevier)
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Rysunek 9. Zdjêcia z mikroskopu skaningowego elektroosadzania miedzi na elektrodzie zmodyfikowanej PoAP
o grubo�ci filmu 42 nm. Potencja³ przyk³adano w zakresie od 279 do �240 mV( SCE) i utrzymy-
wano warto�æ koñcowego potencja³u przez 18 s. Powierzchnia elektrody 1,9 × 10�3 cm2. Pokrycie
2,0 × 107 cz¹steczek/cm2

Figure 9. Set of SEM photographs corresponding to the electrodeposition of copper on 42-nm thick PoAP
modified electrode. Potential was stepped from 279 to �240 mV SCE and held at the latter value
for 18 s. Electrode area 1.9 × 10�3 cm2. Density number 2.0 × 107 particles/cm2.
(Reprint from publication [77] with permission (2247550399073) from Elsevier)

Tworzenie siê wielu centrów wzrostu podczas elektrokrystalizacji miedzi przy
ni¿szych potencja³ach autor t³umaczy obecno�ci¹ przewodz¹cych ¿y³ek w nieprze-
wodz¹cej matrycy polimeru. Przewodz¹cymi ³añcuchami s¹ te, które prawdopodob-
nie zawieraj¹ nisk¹ zawarto�æ jednostek otwartych. Liczba miejsc aktywnych zale-
¿eæ wiêc bêdzie od przy³o¿onego potencja³u koñcowego. Tworzenie siê zarodków
krystalizacji zachodzi prawdopodobnie na ³añcuchach przewodz¹cych, które maj¹
kontakt z powierzchni¹ elektrody. Przy wy¿szych potencja³ach zredukowane ³añcu-
chy przewodz¹ce s¹ mniej rozwiniête, przez co wzrost ma miejsce na ma³ej liczbie
zarodków, a samo tworzenie siê zarodków jest natychmiastowe. Przy ni¿szych poten-
cja³ach, gdzie ³añcuchy s¹ bardziej zredukowane, liczba miejsc aktywnych wzrasta,
ale tylko w tych miejscach, gdzie obecne s¹ przewodz¹ce �¿y³ki�.

2.2. PRZYK£ADY ZASTOSOWAÑ PoAP

2.2.1. Zastosowania analityczne PoAP

Jednym z wielu metabolitów analizowanych w p³ynach ustrojowych cz³owieka
jest kwas moczowy (2,6,8-trihydroksypuryna). Jego identyfikacja i oznaczenie ilo�-
ciowe ma bardzo du¿e znaczenie w diagnozie i terapii pacjentów.

Oznaczeniom tego zwi¹zku, które opiera³y siê na selektywnej reakcji utlenia-
nia kwasu moczowego, katalizowanej przez oksydazê moczanow¹ lub urykazê, towa-
rzyszy³y problemy z oznaczaniem kwasu moczowego w obecno�ci interferentów,
takich jak kwas askorbinowy czy bilirubina. Eliminacjê tych interferencji opisali
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Kulys i in. [78] oraz Tatsuma i in. [79], którzy modyfikuj¹c powierzchniê elektrody
dwuwarstw¹ oksydazy kwasu moczowego uzyskali amperometryczny biosensor dla
kwasu moczowego, bazuj¹cy na oznaczaniu enzymatycznie wytwarzanego H2O2.
Elektroda ta jednak do�æ szybko ulega³a procesowi starzenia.

Opracowaniem nowego, dwuenzymowego biosensora do po�redniego oznacza-
nia kwasu moczowego przez wytwarzany biokatalitycznie H2O2 opisa³ Miland i in.
[80]. Immobilizacja urykazy i peroksydazy chrzanowej w pa�cie wêglowej, po³¹-
czona z elektropolimeryzacj¹ oAP na powierzchni elektrody, doprowadzi³y do wytwo-
rzenia biosensora o lepszych parametrach analitycznych. Przy zastosowanym poten-
cjale 50 mV (Ag/AgCl) czujnik ten wykazywa³ liniow¹ odpowied� do stê¿enia
1 × 10�4 M z limitem detekcji 3 × 10�6 M. Czas odpowiedzi wyniós³ 37 s, co umo¿-
liwi³o zastosowanie go w pomiarach FIA. Warstwa PoAP znacznie przed³u¿a czas
¿ycia tej elektrody i zmniejszenie wp³ywów interferuj¹cych kwasu askorbinowego
i bilirubiny. Wiarygodno�æ wyników pochodz¹cych z amperometrycznych pomia-
rów próbek naturalnych z u¿yciem zmodyfikowanego PoAP bioczujnika dla kwasu
moczowego sprawdzono, porównuj¹c go z danymi uzyskanymi z pomiarów spek-
trofotometrycznych, które okaza³y siê zadawalaj¹ce.

PoAP znalaz³ równie¿ zastosowanie przy ulepszeniu charakterystyki bioczuj-
nika dla glukozy. Pan i in. [81], opieraj¹c siê na powszechnie stosowanym oznacza-
niu glukozy z wykorzystaniem immobilizowanej oksydazy glukozy (GOD), dopro-
wadzili do wytworzenia czujnika o ulepszonych w³a�ciwo�ciach. GOD katalizuje
utlenianie glukozy z jednoczesnym wytwarzaniem nadtlenku wodoru. Elektrodê pla-
tynow¹ pokryto warstw¹ b³êkitu pruskiego (PB), który w swej zredukowanej pos-
taci zdolny jest do katalizowania redukcji H2O2 przy zastosowaniu niskich potencja-
³ów, nawet w obecno�ci tlenu cz¹steczkowego [82]. Do immobilizacji GOD wyko-
rzystano elektroosadzany film PoAP na zmodyfikowanej PB elektrodzie platyno-
wej. Wytworzony w ten sposób czujnik wykazywa³ znacznie lepsze parametry ana-
lityczne. Przy zastosowanym potencjale (0 V vs Ag/AgCl) amperometryczny czuj-
nik glukozy wykazywa³ wzglêdnie niski limit detekcji (0,01 mM), krótki czas odpo-
wiedzi (oko³o 5 s), du¿¹ gêsto�æ pr¹dow¹ (0,28 mA/cm2) i wysok¹ czu³o�æ (24 mA�1

cm�2). W porównaniu z modyfikacj¹ powierzchni elektrody platynowej samym fil-
mem PB, biosensor Pt/PB/PoAP/GOD charakteryzuje siê lepsz¹ stabilno�ci¹ w �ro-
dowisku obojêtnym. W próbkach fizjologicznych nie ulega interferencjom przez
kwas askorbinowy, kwas moczowy i acetaminofenon.

Innym biosensorem do oznaczania glukozy jest biosensor bazuj¹cy na immobi-
lizacji oksydazy glukozy w filmie PoAP na kompozycie polypirol�platyna modyfi-
kuj¹cej wêglow¹ elektrodê szklist¹. Daje on dobr¹ odpowied� w stosunku do glu-
kozy w zakresie stê¿eñ 1,5 × 10�6 do 1,3 × 10�2 M, z limitem detekcji 4,5 × 10�7 M.
Stê¿enie glukozy nie ulega interferencjom w obecno�ci kwasu askorbinowego,
moczowego i p-acetyloaminofenolu [83].

Do oznaczania glukozy w pe³nej krwi stosowano z powodzeniem amperome-
tryczny biosensor, bazuj¹cy na elektrodzie modyfikowanej nanorurkami wêglowymi
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zawieraj¹cymi bor [84]. Nanorurki (BCNTs) zawieraj¹ce bor otrzymywano przez
reakcjê wêglowych nanorurek z py³em B2O3. Elektrodê z wêgla szklistego pokry-
wano warstw¹ borowych nanorurek, a nastêpnie na elektrodê GC/BCNTs immobili-
zowano GOD przez elektro kopolimeryzacjê GOD i oAP. Jako wynik otrzymano
elektrodê GC/BCNTs/PoAP-GOD.

Przy potencjale +0,6 V i pH = 7 biosensor ma dobr¹ charakterystykê: wysok¹
czu³o�æ (171,2 nA mM�1), niski limit detekcji �3,6 mM, krótki czas odpowiedzi 6 s
oraz w³a�ciwo�ci antyiterferencyjne i dobr¹ stabilno�æ.

Znane jest równie¿ zastosowanie zmodyfikowanej filmem PoAP elektrody przy
oznaczaniu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) [85]. Osadzony na
elektrodzie film wykazuje efekt katalityczny dla procesu elektroutleniania NADH.
Pokrycie elektrody PoAP powoduje, ¿e amperometryczna odpowied� elektrody ma
liniowy przebieg a¿ do 1,5 × 10�6 M, z limitem detekcji 3,1 × 10�8. Czas odpowiedzi
jest ni¿szy ni¿ 15 s. Ciekawe w³a�ciwo�ci, które wykazuje film PoAP osadzony na
tlenkowej elektrodzie indowo-cynowej (ITO), zaobserwowa³ Yano i in. [86]. Powo-
³uj¹c siê na pracê Zhanga i in. [87] o zdolno�ci przy³¹czania jonów metali przez film
zauwa¿y³, ¿e zmodyfikowana PoA elektroda ITO ma zdolno�æ wychwytywania
jonów Fe3+. Yano zaobserwowa³, ¿e film nie tylko przy³¹cza rozpuszczone jony, ale
równie¿ co najmniej czê�ciowo redukuje je do jonów Fe2+. W wyniku tego elektroda
filmowa wykazuje nernstowsk¹ odpowied� wzglêdem jonów Fe3+, z powodu
wymiany elektronowej pomiêdzy jonami Fe2+ w filmie i obecnymi w roztworze
jonami Fe3+. T³umacz¹c takie zachowanie filmu autor opiera siê na strukturze filmu
zaproponowanej przez Zhanga i in. [87], czyli strukturze 1,4-podstawionej. W struk-
turze tej w polimerowym szkielecie wystêpuj¹ jednocze�nie grupy hydroksylowe
i aminowe, których wolne pary elektronowe zdolne s¹ skoordynowaæ jony metali.

Potencja³ redukcji filmu jest o oko³o 0,6 V ni¿szy ni¿ jonów Fe3+, przez co
schwytane jony Fe3+ s¹ przynajmniej czê�ciowo redukowane przez film. Odpowied�
potencja³owa polega na transferze elektronów pomiêdzy jonami Fe2+ w filmie i obec-
nymi jonami Fe3+ w roztworze. Zmodyfikowana PoAP elektroda tlenkowa wykaza³a
nernstowsk¹ odpowied� dla jonów Fe3+, z nachyleniem charakterystyki �57 mV/
log[Fe3+]. Czas odpowiedzi by³ ni¿szy ni¿ 10 s, a odpowied� obserwowano do stê¿e-
nia Fe3+ = 10�4 M.

Zmodyfikowana PoAP elektroda ITO nie wykazuje nernstowskiej odpowiedzi
dla innych badanych jonów. Dzieje siê tak, gdy¿ odpowiadaj¹ce tym kationom zre-
dukowane formy (Ni, Cu, Zn) s¹ nieobecne w filmie.

2.2.2. Film PoAP jako pow³oka antykorozyjna miedzi

Badanie w³a�ciwo�ci antykorozyjnych pow³ok PoAP opisuje Guenbour i in.
[88]. Zgodnie z jego wcze�niejszymi badaniami, elektropolimeryzacja oAP z mocno
alkalicznego roztworu (pH = 12) prowadzi do otrzymania homogenicznego i dobrze
przylegaj¹cego filmu [30]. Te bardzo ciekawe w³a�ciwo�ci postanowi³ wykorzystaæ
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do wytworzenia antykorozyjnych pow³ok dla miedzi. Zachowanie antykorozyjne
w 0,5 M roztworze NaCl badano z wykorzystaniem elektrochemicznej spektrosko-
pii impedancyjnej oraz pomiarów grawimetrycznych. Szybko�æ korozji mierzona
by³a na podstawie pomiarów zawarto�ci miedzi w roztworze, z wykorzystaniem spek-
troskopii absorpcyjnej. Badanie korozji prowadzono równolegle dla miedzi z pokry-
ciem pow³oki PoAP i bez niej. Zauwa¿ono, ¿e mied� bez pokrycia PoAP w ci¹gu
12 godzin ekspozycji zmniejszy³a swoj¹ masê o oko³o 600 mg, podczas gdy z pow³ok¹
polimerow¹ 54 mg/cm3. Wspó³czynnik inhibicji korozji wyniós³ wiêc ok. 97%.
Krzywa zale¿no�ci szybko�ci korozji od czasu kontaktu z roztworem NaCl wska-
zuje na wzrost szybko�ci korozji w pierwszych godzinach prowadzenia tego pro-
cesu, a¿ do osi¹gniêcia pewnej równowagi po ok. 40 h. Autor t³umaczy to zjawisko
hydratacj¹ i pêcznieniem polimeru, przez co zmieniaj¹ siê elektrochemiczne w³a�-
ciwo�ci pow³oki. Znaczne zmniejszenie szybko�ci korozji potwierdzono równie¿
pomiarami impedancyjnymi. Polimer PoAP daje wiêc mo¿liwo�æ u¿ycia go do pro-
dukcji pow³ok antykorozyjnych.

ZAKOÑCZENIE

oAP i jego elektroaktywne polimery, s¹ aktualnym tematem badañ wielu grup
naukowych. Badania skupiaj¹ siê na mechanizmie tworzenia filmów przewodz¹-
cych oraz mo¿liwo�ci wykorzystania przede wszystkim w analityce, co zosta³o krót-
ko przedstawione w niniejszej pracy.
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Aleksander von Humboldt (1769�1859),
sztandarowa postaæ nauki w krajach niemiec-
kich, by³ gorliwym rzecznikiem i uczestnikiem
miêdzynarodowej wspó³pracy naukowej. Nic
dziwnego, ¿e jego w³a�nie wybrano na patrona
fundacji wspieraj¹cej m³odych badaczy poprzez
organizowanie dla nich sta¿y w naukowych pla-
cówkach Niemiec. Mijaj¹cy rok to rok dwóch
okr¹g³ych rocznic humboldtowskich: 150-lecia
zgonu i 240-lecia urodzin. Aleksander Humboldt
by³ jednym z ostatnich ju¿ przyrodników Europy,
którzy swoimi zainteresowaniami pokrywali ca³¹
przestrzeñ ówczesnego przyrodoznawstwa. Ale
w historii nauki znany jest przede wszystkim
jako twórca geografii fizycznej, gdzie stopi³ ze
sob¹ w¹tki geologii, klimatologii i meteorolo-
gii, geografii ro�lin i geografii zwierz¹t. Geogra-
fia ro�lin to zreszt¹ dziedzina, któr¹ zapocz¹t-
kowa³ w³asnym wysi³kiem. By³ niestrudzonym
podró¿nikiem. Odby³ dwie wielkie podró¿e

badawcze: piêcioletni¹ (1799�1804) do Ameryki Po³udniowej i blisko roczn¹, sybe-
ryjsk¹ (1829). Publikacja wyników ekspedycji do Ameryki zajê³a mu szereg lat
i objê³a 34 tomy sprawozdañ i opracowañ. Pamiêæ o pierwszej jego wielkiej pod-
ró¿y zachowa³a siê, miêdzy innymi, w nazwie zimnego pr¹du oceanicznego, omywa-
j¹cego wybrze¿a Peru. Jest to w³a�nie Pr¹d Humboldta. Jego przewodni¹ ide¹ by³o
uzyskanie pe³nego fizycznego opisu Ziemi. Temu opisowi po�wiêci³ swoje wieloto-
mowe dzie³o: �Kosmos�, którego pierwsze trzy tomy wydano równie¿ w przek³a-
dzie polskim.

Przysz³y geograf i podró¿nik do�æ d³ugo szuka³ swej ¿yciowej drogi. Najpierw
we Frankfurcie nad Odr¹ studiowa³ kameralistykê. Potem przeniós³ siê do Getyngi,
gdzie naucza³ wybitny filolog � Heyne, i znany fizyk i filozof Lichtenberg. Ale wa¿-
niejsze dla m³odego Humboldta by³o spotkanie z Jerzym Forsterem (1754�1794).
Ten, urodzony niedaleko Gdañska i maj¹cy polskie korzenie, m³ody jeszcze uczony,
ws³awi³ siê uczestnictwem w podró¿y dooko³a �wiata kapitana Cooka. Opisa³ j¹
w s³awionej ksi¹¿ce pt. �A voyage toward South Pole and round the World In HM
�Resolution� (1777). Forster by³ przez krótki czas profesorem historii naturalnej na
uniwersytecie wileñskim (1784�1787). Skuszony propozycj¹ carycy Katarzyny do
uczestnictwa w przygotowywanej nowej podró¿y dooko³a �wiata, porzuci³ tê pracê
i zosta³ bibliotekarzem w Moguncji. Latem 1790 roku chcia³ Renem pop³yn¹æ do
Holandii, a potem morzem do Anglii; towarzyszy³ mu Humboldt. Ta podró¿ w sta-
³ym towarzystwie wielkiego podró¿nika i przyrodnika wywar³a z pewno�ci¹ ogromny
wp³yw na Humboldta, który Forstera uwa¿a³ zreszt¹ za swojego nauczyciela i zara-
zem przyjaciela. Sta³ siê jakby kontynuatorem jego drogi ¿yciowej.

Rysunek 1. Aleksander Humboldt.
Portert pêdzla F.G. Weltscha (1806)
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Przedsiêwziêt¹ podró¿ opisa³ Forster w trzytomowym dziele � Ansichten von
Niederrhein, von Brabant, Flandern, Holland und Frankreich, im Mai und Junius
des Jahrganges 1790� (Berlin 1791�1794). Dzie³o to uwa¿ane jest za klasyczne
w literaturze niemieckiej.

Rok 1791 zasta³ Humboldta w Hamburgu. Studiowal tam na Akademii Handlo-
wej, ale jeszcze w tym samym roku przeniós³ siê do Freibergu, do tamtejszej Akade-
mii Górniczej. S³ynê³a ona w �wiecie nazwiskiem Abrahama Wernera, jednego
z twórców nauki mineralogicznej. Humboldt poznawa³ tam mineralogiê i petrologiê
oraz stratygrafiê i samodzielnie � bo we Freibergu nie by³o wtedy samodzielnej
katedry chemii � doucza³ siê w nowych, p³yn¹cych z Francji ideach chemicznych.
W roku 1792 zosta³ asesorem w urzêdzie górniczym w Berlinie. Z urzêdem tym
zwi¹zany by³ przez siedem lat. W tym czasie ukaza³a siê pierwsza wiêksza praca
Humboldta: Flora subterranea Freibergensis et aphorismi ex physiologia chemica
plantarum�. A wiêc z jednej strony paleontologia, a drugiej fizjologia chemiczna
ro�lin � tak wygl¹da³y wczesne zainteresowania badawcze Humboldta.

 Jako urzêdnik urzêdu górniczego, odby³ Humboldt szereg podró¿y, rzec by
mo¿na, s³u¿bowych. Miêdzy innymi na tereny rozebranej Polski: do Krakowa, Wie-
liczki i Bochni (1792), oraz Ciechocinka i Inowroc³awia (1794). Kierunki tych pod-
ró¿y zdradzaj¹, ¿e g³ównym problemem, jakim siê zajmowa³ Humboldt jako asesor
górniczy, by³o wtedy kopalnictwo soli.

 Latem 1798 roku znalaz³ siê Humboldt w Pary¿u, gdzie dosz³o do nawi¹zania
bliskich kontaktów, przyja�ni i wspó³pracy z uczonymi francuskimi. W maju mia³
Humboldt w Instytucie Francuskim wyk³ad o tlenkach azotu. Kilka dni pó�niej
o atmosferze ziemskiej. W czerwcu prowadzi³ wraz z uczonymi francuskimi do�wiad-
czenia nad inklinacj¹ magnetyczn¹. W pa�dzierniku � znów w Instytucie � refero-
wa³ wyniki do�wiadczeñ nad adsorpcj¹ tlenu przez proste ziemie. Równocze�nie
przygotowywa³ sw¹ wielk¹ podró¿. Wreszcie ruszy³, na statku o nazwie � nomen
omen � �Pizarro�. Tak wiêc s³ynny konkwistador mia³ patronowaæ ekspedycji Hum-
boldta.

Baz¹ wypadow¹ przedsiêbranych wypraw sta³a siê Kuba. St¹d wyprawia³ siê
do krajów Ameryki Po³udniowej i �rodkowej, a wreszcie i do Pó³nocnej. Zbada³
kolejno tereny Wenezueli, Kolumbii, Peru, Ekwadoru oraz Meksyku. Oczy ca³ego
�wiata zwróci³a zw³aszcza próba wej�cia, 23 czerwca 1802 roku, na wygas³y wul-
kan, Chimborazo (6310 m). Ta najwy¿sza góra Ekwadoru uchodzi³a podówczas za
najwy¿sz¹ górê �wiata.

Po powrocie do Europy zatrzyma³ siê Humboldt d³u¿ej w Pary¿u. W Instytucie
Francuskim mia³ wyk³ady o wynikach swojej podro¿y, o g³ównych za³o¿eniach
geografii zwierz¹t � nauki, któr¹ w³a�nie zacz¹³ tworzyæ. W jego próbie opisu fizycz-
nego �wiata nie mog³o zabrakn¹æ atmosfery ziemskiej. Na prze³omie lat 1804/1805
rozpocz¹³ wiêc wraz z francuskim m³odym uczonym, J.L. Gay-Lussacem
(1778�1850) (Rys. 2) do�wiadczenia nad okre�leniem sk³adu chemicznego atmos-
fery. W tym zespole Humboldt musia³ zapewne dominowaæ, jako starszy o blisko
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10 lat i ju¿ s³awny uczony. Analiza chemiczna powietrza atmosferycznego by³a wtedy
aktualnym i wa¿nym problemem analitycznym. Co wiêcej, uwa¿ano, ¿e zawarto�æ
tlenu w powietrzu mo¿e byæ wska�nikiem dobrej pogody. Du¿o s³oñca, zwiêkszona
asymilacja ro�lin, wiêcej tlenu w powietrzu. Aparaty do pomiaru zawarto�ci tlenu
w powietrzu nazwano wiêc eudiometrami, dos³ownie � miernikami dobrej pogody.
O eudiometrii pisa³em w jednej ze swych wczesnych notatek [1], nie bêdê siê wiêc
powtarza³. Jednym z takich narzêdzi by³ eudiometr Volty, dogodny w u¿yciu, ale
daj¹cy, zdaniem krytyków, zani¿one warto�ci dla zawarto�ci tlenu w powietrzu. Obaj
uczeni podjêli wiêc próbê okre�lenia dok³adno�ci pomiaru za pomoc¹ tego instru-
mentu.

Samo urz¹dzenie by³o bardzo proste. Oto jego opis, zaczerpniêty ze starego
leksykonu fizyki i chemii: �Sk³ada siê on z mocnej, o d³ugo�ci oko³o stopy, wykali-
browanej rurki szklanej, na oko³o 2�6 linii szerokiej, z jednej strony zatopionej,
a drugiej nape³nionej rtêci¹. W rurce umieszcza siê odmierzon¹ objêto�æ powietrza,
a potem jeszcze po³owê tej objêto�ci czystego wodoru, i przeprowadza siê reakcjê
zawartego w powietrzu tlenu z tym, wziêtym w nadmiarze, wodorem. Reakcje sty-
muluje siê iskr¹ elektryczn¹ albo g¹bk¹ platynow¹. Je¿eli u¿ywa siê iskry, to w gór-
nej czê�ci eudiometru musz¹ byæ wtopione dwa krótkie druty, i to tak, ¿eby ich
koñce by³y od siebie odleg³e o 1�1,5 linii tak, aby iskra mog³a przeskakiwaæ, kiedy
siê aparat po³¹czy z maszyn¹ elektryczn¹. Poniewa¿ za� 1 objêto�æ tlenu ³¹czy siê
z 2 objêto�ciami wodoru na wodê, to oko³o 1/3 ubytku objêto�ci gazów stanowi
tlen� [2]. Dla �cis³o�ci dodajmy, ¿e d³ugo�æ 1 linii odpowiada³a 1/12 cala, to jest
oko³o 2 mm.

Wyniki swoich eksperymentów przedstawi-
li Humboldt i Gay-Lussac w Instytucie Francu-
skim 21 stycznia 1805 roku. Tekst ich wspólnej
publikacji ukaza³ siê w 60 tomie Journal de Phy-
sique, a w nastêpnym roku, w t³umaczeniu na
jêzyk niemiecki, w Annalen der Physik (1805).
T³umaczenie to opublikowa³ W. Ostwald w zna-
nej serii wydawniczej �Klasycy Przyrodoznaw-
stwa� [3], jako jej 43 tomik.

Jednym z celów pracy, jakie na wstêpie pub-
likacji podali autorzy, by³o dok³adne ustalenie
objêto�ciowych proporcji, w jakich ³¹cz¹ siê ze
sob¹ tlen i wodór. Wynik okaza³ siê bardzo cie-
kawy i wa¿ny. By³a to proporcja sta³a. �Sto czê-
�ci tlenu � stwierdzili badacze � potrzebuje do
swego wysycenia oko³o dwustu czê�ci wodoru�
[4]. By³ to, jak wiemy, wynik historyczny.
W pierwszym rzêdzie sugerowa³ konieczno�æ

poprawienia systemu mas atomowych Daltona, dla cz¹steczki wody przyj¹³ on wzór
HO, a nie H2O, jak wynika³o z do�wiadczeñ Humboldta i Gay-Lussaca.

 Rysunek 2. Józef Ludwik Gay-Lussac
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W dalszej kolejno�ci prowadzi³y te do�wiadczenia do hipotezy Avogadro, wielkiego
uogólnienia naukowego, ale w publikacji Humboldta i Gay-Lussaca nie znajdziemy
takich, szerszych uogólnieñ. Celem ich prac by³o, jak ju¿ wiemy, sprawdzenie przy-
datno�ci eudiometru Volty do oznaczania zawarto�ci tlenu w powietrzu, dlatego
w konkluzji wyników skupili uwagê na tej w³a�nie sprawie. �Wyniki � pisali � jakie
daje eudiometr Volty, s¹ bardzo powtarzalne, a granica b³êdu oznaczenia zawarto�ci
tlenu w powietrzu za pomoc¹ tego eudiometru jest bliska 0,001� [5].

Czy w dyskusjach, jakie zapewne toczyli obaj badacze w trakcie swoich do�wiad-
czeñ, pojawia³y siê jakie� szersze domys³y? Nie mo¿na tego wykluczyæ, skoro Gay-
-Lussac pozosta³ przy tematyce badania reakcji chemicznych gazów. Swoje wyniki
og³osi³ w 1808 roku w czasopi�mie wydawanym przez �Towarzystwo Arceueil�.
By³a to niezale¿na grupa wybitnych fizyków i chemików, która wydawa³a �Mémoi-
res de physique et de chemie de la Societé d�Arceueil�. Praca Gay-Lussaca ukaza³a
siê w drugim tomie tego wydawnictwa. Opisa³ tam trzy reakcje: reakcjê amoniaku
z trójfluorkiem boru, z dwutlenkiem wêgla i chlorowodorem i stwierdzi³, ¿e wszyst-
kie te gazy reaguj¹ ze sob¹ w prostych stosunkach objêto�ciowych. �W niniejszej
pracy � konkludowa³ badacz � pokaza³em, ¿e stosunki, w jakich ³¹cz¹ siê ze sob¹
substancje gazowe, odpowiadaj¹ prostym objêto�ciom, jedna ³¹czy siê z tak¹ sam¹,
podwójn¹ lub co najwy¿ej potrójn¹ objêto�ci¹ drugiej. Takich prostych stosunków
nie obserwuje siê w przypadku cia³ sta³ych i ciek³ych, i jeszcze mniej, je�li uwzglêd-
niæ stosunek ciê¿arów czê�ci sk³adowych. Jest to dowód na to, ¿e cia³a tylko
w stanach gazowych znajduj¹ siê w takich samych warunkach, ¿e tylko w tym stanie
reaguj¹ wed³ug prostych, sta³ych praw� [6].

Tak wiêc dopiero pracuj¹c w pojedynkê Gay-Lussac doszed³ do swojego wiel-
kiego uogólnienia � odkrycia prawa stosunków objêto�ciowych w reakcjach gazów.
Tym niemniej udzia³ Humboldta w tym odkryciu jest tak¿e sam przez siê oczywisty.

Miêdzynarodowa s³awa tego uczonego tymczasem ros³a. Choæ sta³ siê on pó�-
niej osob¹ publiczn¹, bo król pruski mianowa³ go szambelanem dworu i uczyni³
rodzajem mentora nastêpcy tronu, nie przerywa³ intensywnej pracy naukowej.
W maju 1830 roku towarzyszy³ nastêpcy tronu w podró¿y do Warszawy. Pretekstem
by³o uczestnictwo w otwarciu sesji Sejmu Królestwa Kongresowego, na które przy-
by³ tak¿e car Miko³aj I. By³o to niezad³ugo po powrocie Humboldta z jego podró¿y
syberyjskiej. W Warszawie spêdzi³ Humboldt dwa tygodnie, doznaj¹c owacyjnego
przyjêcia ze strony uczonych Warszawy, a tak¿e miejscowego �wielkiego �wiata�.
Szczególnie gor¹co witali go cz³onkowie Warszawskiego Towarzystwa Przyjació³
Nauk, którego Humboldt by³ cz³onkiem honorowym. O tym pobycie w naszej sto-
licy pisa³ niedawno K. Zielnica [7], a kontakty z uczonymi polskimi bada³ w swoim
czasie B. Olszewicz [8]. Wspomniane Towarzystwo Przyjació³ Nauk zorganizowa³o
specjalne posiedzenie, a potem wyda³o uroczysty obiad. Humboldt zwiedzi³ bogaty
gabinet mineralogiczny Uniwersytetu i uczestniczy³ w posiedzeniu Wydzia³u Gór-
niczego rz¹du Królestwa. Tutaj zreszt¹ wypowiedzia³ siê jako ekspert. W Króle-
stwie ci¹gle poszukiwano w³asnych zasobów soli. G.W. Becker na zlecenie rz¹du
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szuka³ soli po lewej stronie Wis³y, w okolicach Szczerbakowa. Humboldt, opieraj¹c
siê na geognostycznych badaniach geologa Królestwa, J.B. Puscha, wyda³ nega-
tywn¹ opiniê o tym przedsiêwziêciu [9]. Nie by³o to bez korzy�ci dla finansów Kró-
lestwa.

Uczony odwiedzi³ tak¿e wzorowo urz¹dzon¹ wojskow¹ szko³ê in¿ynieryjn¹,
znan¹ pod nazw¹ Szko³y Aplikacyjnej. Jej szefem by³ genera³ Klemens Ko³aczkow-
ski, który w pozostawionych pamiêtnikach tak to zdarzenie opisa³: �Tymczasem
cesarz z cesarzow¹ i z ca³ym dworem stanêli w Warszawie pierwszych dni maja
i sejm, pierwszy za panowania swego, dnia 13 maja zagaili. Na powitanie jego przy-
by³ z Berlina nastêpca tronu pruski, ksi¹¿ê Fryderyk Wilhelm, który w towarzystwie
s³awnego podró¿nego, Aleksandra Humboldta, który co dopiero powróci³ z wielkiej
wycieczki do �redniej Azji i Orenburga, i jenera³a in¿ynierów, Raucha. Nastêpo-
wa³y po sobie parady, rewie, przedstawienia, obiady, bale, na których z obowi¹zku
musia³em byæ. Na jednym z nich, u prezesa senatu Zamoyskiego, W. Ksi¹¿e zapre-
zentowa³ mnie Aleksandrowi Humboldtowi, z którym zajmuj¹c¹ o jego ostatniej
podró¿y mia³em rozmowê. Znalaz³em w nim rze�kiego starca, pamiêci¹ nadzwy-
czajn¹ obdarzonego, lecz wiele mówi¹cego o sobie, nad wszelk¹ miarê. Szko³ê Apli-
kacyjn¹ spotka³ w tym czasie zaszczyt odwiedzenia ze strony ksiêcia pruskiego.
Przyby³ do nas z Humboldtem i z genera³em Rauchem niespodzianie, o 9 godzinie
z rana, i bawi³ dwie godziny, wypytuj¹c o wszystkie szczegó³y kursów i niepospolit¹
okazuj¹c znajomo�æ wszystkich nauk u nas dawanych. Uj¹³ nas wszystkich rozu-
mem i ³agodno�ci¹. Pokazali�my mu modele nasze, rysunki uczniów, tak czas
zeszed³ do godziny 11, gdy zadyszani fligieladiutanci cesarscy, po d³ugim szukaniu,
znajduj¹ nareszcie ksiêcia i melduj¹, ¿e cesarz i W. Ksi¹¿ê z parad¹ na niego cze-
kaj¹. (�) Potem dowiedzia³em siê, i¿ Humboldt, przez cesarza o nasz¹ szko³ê zapy-
tany, zachwala³ j¹, twierdz¹c, ¿e znalaz³ w niej wszystkie nowe metody, u¿ywane
w szkole politechnicznej paryskiej� [10].

Pobyt Humboldta w Warszawie poruszy³, jak ju¿ powiedzia³em, ca³e warszaw-
skie towarzystwo. �Mamy tu � pisa³ do ¿ony Leon Sapieha � un fait de grands
talents, Mr. de Humboldt et M-lle Zontag...� [11]. To zestawienie: wielkiego uczo-
nego i s³awnej w owym czasie �piewaczki, jest doprawdy rozbrajaj¹ce.

Podniecenie, jakie ogarnê³o �wiat towarzyski Warszawy w zwi¹zku z przyby-
ciem Humboldta, odzwierciedli³o siê te¿ na stronach pamiêtnika Natalii Kickiej,
¿ony bohaterskiego genera³a Powstania Listopadowego. �Pozna³am � pisze Kicka �
s³awnego Aleksandra Humboldta. Powierzchowno�æ jego nie odpowiada³a nastro-
jowi ducha do tego stopnia, ¿e jaka� trzpiotowata m³oda kobieta, patrz¹c na jego
mundur prusko-szambelañski do liberii zbli¿aj¹cy siê, co tylko nie za¿¹da³a, ¿eby
jej szklankê lemoniady przyniós³. Wziê³a go za kamerdynera, musia³am j¹ za rêkaw
poci¹gn¹æ, szepc¹c do ucha: �To Humboldt�. Zawstydzona zniknê³a w t³umie. Pan
Aleksander Humboldt wraca³ z Syberii i z gór Uralskich. Odkry³ tam z³oto i dia-
menty. W zesz³ym roku zwiedzi³ po³udniow¹ Amerykê, teraz Azjê, a¿ do granic
Chin. Twierdzi, ¿e góra Himalaja wiêksza jest od Chimborazza i unosi siê nad
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bogactwem traw na Syberii. Przyjecha³ w maju 1830 roku z królewiczem Karolem
do Warszawy, przys³uchaæ siê rozprawom sejmu naszego. Widz¹c, ¿e wszyscy ho³d
wy¿szo�ci Humboldta oddaj¹, wielki ksi¹¿ê Konstanty zaprosi³ go na obiad do Bel-
wederu, rozpytywa³ siê o jego podró¿ po Ameryce, ze zgroz¹ wyra¿a³ o ludo¿ercach
i zastanawia³ nad przyczynami, które popycha³y ludzi do ucztowania kosztem bli�-
nich, najbli¿szych. Humboldt z zimn¹ krwi¹ t³umaczy³, ¿e �ma³py pierwszym powo-
dem sta³y siê ludo¿erstwa, bo ma³pa pieczona bardzo jest smaczna i zupe³nie do
cz³owieka podobna�. S³ysz¹c to Wielki Ksi¹¿e, srodze siê lubuj¹cy w swoich ma³-
pach, zacz¹³ z udanym przera¿eniem prosiæ Humboldta, ¿eby siê nie �rozsmakowa³
w jego ma³pach�. �Niech siê Wasza Ksi¹¿êca Mo�æ nie boi � odrzek³ Humboldt �
wracam z Tobolska, w którym ucywilizowa³em siê�. Pani W¹sowiczowa, wiekiem
wy³¹czona z t³umnych zgromadzeñ, lecz ¿ywo�ci¹ umys³u i ostrym dowcipem naj-
m³odszym kobietom dorównuj¹ca, zajmowa³a siê wówczas najdrobniejszymi wypad-
kami ówczesnego ¿ycia. Zapragnê³a ugo�ciæ s³awnego Humboldta w Mokotowie,
w którym przez lato mieszka³a, a w ma³ej liczbie zaproszonych ciotkê Teresê i mnie
doda³a. Mokotów, strojnie przystrojony kwiatami, sprzêtem bogatym, marmurami
i kilku antykami dawnej Grecji, nie zachwyci³ Humboldta tak, jak mia³a tego
nadziejê pani W¹sowiczowa. W podró¿ach po dworach królewskich, przyzwyczajo-
ny do najwspanialszych widoków przyrody i do przepychu otaczaj¹cego mocarzów
�wiata, obojêtne rzuci³ spojrzenie na otaczaj¹ce go przedmioty. �wiat objecha³, nic
go nie dziwi³o, a pani W¹sowiczowa od kolebki do ho³dów przyzwyczajona, obojêt-
no�ci pod ¿adnym wzglêdem znosiæ nie potrafi³a. Humboldt nie chcia³ byæ widocz-
nie wyzyskiwany kobiec¹ ciekawo�ci¹, uwzi¹³ siê ca³y wieczór mówiæ o ro�linno�ci
stepów syberyjskich wy³¹cznie. Gdyby przynajmniej by³ co� wspomnia³ o Himalai,
o Chimborazzo, rozkurczy³yby siê zmarszczone brwi pani W¹sowiczowej. Ale Hum-
boldt patrzy³ na kwiaty, po�ród których siedzia³a, i s¹dzi³ mo¿e, ¿e widok ich
wystarczy³ jej, lecz grubo siê omyli³� [12].

 Jeszcze inny �lad wizyty Humboldta w War-
szawie zachowa³ siê w pamiêtnikach Eugeniu-
sza Skrodzkiego, syna profesora fizyki Uniwer-
sytetu Warszawskiego, Karola. Humboldt zapo-
wiedzia³, ¿e odwiedzi profesora w domu. Rodzi-
na by³a o tym uprzedzona. Tymczasem w domu
zjawi³ siê nieznany rodzinie piwowar Krantz
z Berlina. Wziêto go za Humboldta i zosta³ przez
pani¹ domu go�cinnie podjêty przysmakami
i piwem. Dopiero powrót do domu ojca po³o¿y³
kres temu nieporozumieniu. �Dopiero oko³o
godziny pi¹tej z wieczora stanê³a przed naszym
domem � zapisa³ Eugeniusz Skrodzki � z wyga-
lonowanym suto lokajem dworskim, kareta
mieszcz¹c prawdziwego Aleksandra Humboldta,
wracaj¹cego z obiadu w Zamku. Na pierwsz¹

Rysunek 3. Aleksander Humboldt �
Podró¿nik. Karykatura Herberta Königa

(1853)
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o tym wiadomo�æ zbieg³ natychmiast na dó³ pan X. i sze�ædziesiêcioletniemu, przy-
jemnej powierzchowno�ci weteranowi nauki o�wiadczy³, i¿ jakkolwiek za wysoki
zaszczyt sobie uwa¿a jego odwiedziny, nie pozwoli przez wzgl¹d na jego wiek, aby
mia³ siê fatygowaæ po niewygodnych schodach mieszkania. Humboldt, spostrzeg³-
szy, ¿e profesor X. wypad³ ze swego mieszkania bez kapelusza, natychmiast zdj¹³
swoje nakrycie g³owy i tak przez ca³y czas zostawa³; kilkunastominutowa rozmowa
toczy³a siê najwiêcej o zas³ugach na polu nauki, zdolno�ci i pracach m³odego naów-
czas Wilhelma Zeuschnera, którego tak niedawno zbrodnicza rêka, z wielk¹ szkod¹
dla nas, ¿ycia pozbawi³a� [13].

Humboldt przebywa³ w Warszawie w czasie, gdy tam w podglebiu dojrzewa³o
powstanie, Nie wiemy, czy Humboldt potrafi³ wyczuæ te nastroje. �wiadomy by³
jednak politycznych problemów Polaków. Zetkn¹³ siê z nimi choæby w czasie pod-
ró¿y syberyjskiej, Spotyka³ tam wielu polskich zes³añców. Za kilkoma wstawi³ siê
skutecznie u cara. Byli to Wiktor Iwaszkiewicz, Alojzy Pie�lak, Jan Witkiewicz
i Tomasz Zan. Interesuj¹ce s¹ okoliczno�ci spotkania Witkiewicza, który jeszcze
jako uczeñ szko³y �redniej zosta³ skazany na do¿ywotni¹ s³u¿bê wojskow¹, bez prawa
na awans. Otó¿, w Orenburgu natkn¹³ siê Humboldt na swoj¹ ksi¹¿kê. By³ to trzeci
tom dzie³a �Essai politique sur le Royaume de Nouvelle Espagne�. Zainteresowany
zapyta³, sk¹d siê tu wziê³a. Wtedy przyprowadzono doñ Witkiewicza, który tê ksi¹¿kê
dla siebie sprowadzi³. W Orenburgu spotka³ uczony tak¿e Tomasza Zana, przyja-
ciela Mickiewicza i przywódcê Filaretów. Wydarzenie to znalaz³o odd�wiêk w dzien-
nikach Zana. �Dnia 13-go (pa�dziernika, I.S.) zaja�nia³o niebo i s³oñce po b³êkit-
nem niebie weso³e. Czyni³ wiêc (Humboldt, I.S.) obserwacje z chronometrem, kwa-
dransem ma³ym na szkle wyrysowanym ig³¹ magnetyczn¹. Nie �mia³em ku niemu
podej�æ, dlatego, ¿e nie umiem siê wyt³umaczyæ uczciwie ani po niemiecku, ani po
francusku. Po po³udniu ogl¹da³ za dworem (...) zebranych Kirgizów, ich borbê,
muzykê, pie�ni, naczynia do kumysu, skaczkê (...). Mocno ¿a³owa³em, ¿em tego nie
widzia³. Wieczorem by³ z wizyt¹ u genera³a dywizji, gdziem go ostatni raz mia³
szczê�cie ogl¹daæ. Wczoraj by³ u Hoffmana i Halmersena, gdzie i ja siê znajdowa-
³em, rekomendowany mu jako Polak. Ci¹gle mówi³, i w ró¿nych tonach, zajmuj¹cy
i ¿yczliwy. Mówi³ po niemiecku z niezwyk³¹ jasno�ci¹. Wszystkiego nie poj¹³em.
Zgani³ Parrota �Opisanie fizyczne ziemi�. Zdaje siê byæ za systematem ogniowym
Bufona, mówi³ o systemacie kompensacji w naturze z pewnym ¿artem. Odwróciw-
szy siê pó�niej do mnie powiedzia³ po francusku: �Dot¹d uwa¿ali�my ziemiê polsk¹
jako ska³ê nap³ywow¹ i ma³o geologów obchodz¹c¹, lecz teraz, karta pana Puscha
kopalni i gór, za po�rednictwem karty wojennej z rozkazu cesarzewicza zrobionej,
uczyni³a j¹ godn¹ uwagi uczonych. Przez Hoffmana pyta³em, czy nie przyjmie
naszej us³ugi w czynieniu obserwacji meteorologicznych, co z uprzejmo�ci¹ przyj¹³.
Niemcy zostawi¹ nam barometr� [14]. Niema³o �ladów zostawi³ Humboldt na pol-
skich drogach.
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NOWE WYDAWNICTWA

Roop Chand Bansal, Meenakshi Goyal, Adsorpcja na wêglu aktywnym, Wydawnictwa Naukowo-
Techniczne, Warszawa 2009. T³umaczenie zbiorowe z jêzyka angielskiego (Andrzej �wi¹tkowski, Wan-
da Siemieniewska, Lidia D¹bek).ISBN 978-83-204-3462-0. Stron 480, oprawa miêkka, lakierowana,
cena 98 PLN.

Tytu³ orygina³u: Activated Carbon Adsorption, Taylor and Francis Group, 2005.

Przed³o¿ona mi do recenzji monografia �Adsorpcja na wêglu aktywnym� jest t³umaczeniem orygi-
nalnej ksi¹¿ki autorstwa R.Ch. Bansal i M. Goyal, Activated Carbon Adsorption wydanej w roku 2005
przez renomowane wydawnictwo Taylor and Francis, specjalizuj¹ce siê m.in. w publikacjach o tematyce
chemicznej, przeznaczonych zarówno dla naukowców, jak i studentów (znakomite podrêczniki z zakresu
chemii ogólnej).

Recenzjê zacznê nietypowo, bo od rekomendacji, któr¹ zwykle umieszcza siê na koñcu. Gor¹co
polecam! Zachêca do tego nie tylko renoma naukowa autorów, ale tak¿e grono polskich t³umaczy. T³uma-
cze ksi¹¿ki to grupa naukowców o ugruntowanej pozycji naukowej, bardzo aktywnych w zakresie badañ
nad wêglami i adsorpcji. W skrócie: bardzo wa¿ny i aktualny tekst naukowy znalaz³ siê w rêkach polskich
fachowców. To pierwsze w jêzyku polskim tak obszerne (prawie 500 stron, ponad 1000 referencji, kom-
pendium wiedzy z zakresu syntezy i badania w³a�ciwo�ci wêgli aktywnych. Nie znam motywów pomy-
s³odawcy przet³umaczenia tej pozycji naukowej literatury �wiatowej, ale nie mam w¹tpliwo�ci, ¿e by³ to
przys³owiowy strza³ �w dziesi¹tkê�. Oceniaj¹c zawarto�æ monografii, mo¿na twierdziæ, ¿e jej tytu³ jest
zbyt skromny w stosunku do zawarto�ci ksi¹¿ki i pozornie wskazuje tylko na wêgiel aktywny. Tymcza-
sem, ten temat jest wzbogacony o rozdzia³y po�wiêcone teorii adsorpcji, zastosowania wêgli aktywnych
w szeroko rozumianej praktyce oraz roli zjawisk adsorpcyjnych i wêgli aktywnych w dziedzinie ochrony
�rodowiska. Sposób opracowania znacznego materia³u oryginalnego, tzn. publikacji badawczych, sprzy-
ja traktowaniu recenzowanej ksi¹¿ki jako podrêcznika dla pocz¹tkuj¹cych naukowców i doktorantów.
Przet³umaczenie tej pozycji przybli¿a polskiemu czytelnikowi tematykê adsorpcyjno-wêglow¹ i pozwala
pomin¹æ funkcjonuj¹c¹ wci¹¿ w Polsce barierê jêzykow¹, szczególnie w przypadku studentów i dokto-
rantów. Czytelnik otrzymuje nie tylko informacje z dziedziny dobrze ugruntowanej wiedzy z klasycznej
ju¿ tematyki �wêglowej� oraz teorii adsorpcji, ale te¿ nowoczesn¹ wiedzê szczegó³ow¹, co powinno
zachêciæ do lektury bardziej do�wiadczonych naukowców. W�ród licznych rozdzia³ów moj¹ uwagê zwra-
caj¹ zw³aszcza te, które dotycz¹: usuwania jonów metali ciê¿kich (kadmu, o³owiu, rtêci i innych) i szko-
dliwych zwi¹zków organicznych (fenoli, pestycydów, zwi¹zków halogenoorganicznych, nitrozwi¹zków,
amin itp.) z wody, badania chemicznej struktury powierzchni wêgli oraz wêglowych sit molekularnych.
Rekomendujê ksi¹¿kê Bansala i Goyala jako niezbêdny element ksiêgozbioru chemików �akademickich�,
zajmuj¹cych siê zjawiskami powierzchniowymi (adsorpcja i kataliza), a tak¿e chemików "praktyków" z
przemys³u i ochrony �rodowiska.

Jerzy £ukaszewicz
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informacje

UWaGa!!
cenY  PrenUmeratY  na  rok  2010

Redakcja miesięcznika PTCh „Wiadomości Chemiczne” zawiadamia, że 
wyso kość prenumeraty rocznej „Wiadomości Chemicznych” za 2010 r. wynosi 168 zł  
dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratorów indywidualnych oraz 78 zł dla 
bibliotek szkół średnich i podstawowych. Należność za prenumeratę prosimy prze-
kazywać na konto:

Bank PEKAO SA
Oddział we Wrocławiu

pl. Powstańców Śl. 9, 50-950 Wrocław
Redakcja „Wiadomości Chemiczne”

nRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

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

– prenumerata „Wiadomości Chemicznych” na rok 2010 wraz ze składką  
 członkowską, w ramach której dostarczany jest „Orbital”, wynosi 70 zł  
 (składka – 50 zł, prenumerata – 20 zł); 

–   emeryci, doktoranci oraz studenci płacą 35 zł (składka – 15 zł, prenu- 
 merata – 20 zł); a nauczyciele szkół średnich i podstawowych płacą  
 40 zł (składka – 20 zł, prenumerata – 20 zł).

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

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA 

nRB 57 1160 2202 0000 0000 2720 2458

1.



INFORMACjE1158

informacja  redakcji  „wiadomości  chemicznych”

Redakcja „Wiadomości Chemiczne” w porozumieniu z Radą Redakcyjną 
kontynuuje inicjatywę podjętą na konferencji Dziekanów Wydziałów Chemicz-
nych, która odbyła się w czerwcu 2009 roku w Krakowie. 

Zgodnie z tą inicjatywą poszczególne ośrodki chemiczne (przede wszyst-
kim uczelniane) w Polsce mogą publikować w zeszytach „Wiadomości Che-
miczne” informacje o swojej działalności. 

Redakcja bardzo dziękuje za dotychczasowe wsparcie i jednocześnie 
informuje, że w 2009 roku pozytywnie na apel Redakcji odpowiedziały niżej 
wymienione ośrodki chemiczne:

1. Wydział Chemiczny Politechniki Śląskiej w Gliwicach
2. Wydział Chemii Politechniki Wrocławskiej we Wrocławiu
3. Wydział Chemii, Uniwersytet Gdański
4. Wydział Chemiczny Politechniki Łódzkiej
5. Instytut Niskich Temperatur i Badań Strukturalnych PAN, Wrocław
6. j.M. Rektor Uniwersytetu Wrocławskiego

Szczególne podziękowanie składamy p. Dziekanowi Wydziału Chemii 
Uniwersytetu Wrocławskiego za udostępnienie lokalu dla Redakcji.

2.



Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych” informuje, ¿e s¹ u nas do nabycia
nastêpuj¹ce pozycje „Biblioteki Wiadomoœci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 z³
Podstawowa terminologia stereochemii oraz S³ownik podstawowych terminów

w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 z³

Nomenklatura wêglowodanów. Zalecenia 1996, t³um. i red. T. Soko³owska
i A. Wiœniewski, cena 18 z³

I.Z. Siemion, Bronis³aw Radziszewski i lwowska szko³a chemii organicznej, cena
18 z³

K. Maruszewski, Fizykochemia moleku³ zamkniêtych w zeolitach i zol-¿elach,
cena 18 z³

Praca zbiorowa, Uporz¹dkowane materia³y mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 z³

Skorygowana nomenklatura rodników, jonów, jonorodników i podobnych indywi-
duów chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Soko³owska i A. Wiœniewski,
cena 15 z³

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czêœæ pierwsza,
cena 18 z³

M. Zab³ocka-Malicka, Ruchliwoœæ jonów w podwójnych uk³adach stopionych soli,
cena 8 z³.

Praca zbiorowa, Nanomateria³y, red. D. Hreniak, W. £ojkowski, W. Strêk,
M. Suszyñska, cena 25 z³.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe – nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Paœciak, W. Strêk, cena 20 z³

Glosariusz nazw klas zwi¹zków organicznych i reaktywnych produktów poœrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaŸmierczak
i J. Gawroñski, cena 16 z³.

Od substacji prostych do ¿ycia. Œwiat RNA – pocz¹tki ¿ycia na Ziemi, Zdzis³aw
Chilmonczyk, cena 18 z³.

Profesor Bogus³awa Je¿owska-Trzebiatowska. 1908–1991 w setn¹ rocznicê urodzin,
cena 12,00 z³.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ I, cena 17,50 z³.
Chemia koordynacyjna w Polsce. Czêœæ II, cena 17,50 z³.

Ksi¹¿ki wysy³amy na koszt zamawiaj¹cego. Zamówienia prosimy kierowaæ pod
adresem: Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroc³aw. Op³aty nale¿y wnosiæ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroc³aw,
Redakcja „Wiadomoœci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



„Wiadomoœci Chemiczne” publikuj¹ artyku³y przegl¹dowe, dotycz¹ce wszystkich dziedzin
chemii i wczeœniej niedrukowane w innych czasopismach. Prace raz opublikowane w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, bez zgody Redakcji, nie mog¹ byæ wydane gdzie indziej.

Treœæ artyku³ów powinna odpowiadaæ aktualnemu stanowi wiedzy i uwzglêdniaæ najnowsze
osi¹gniêcia z dziedziny, której artyku³ dotyczy.

„Wiadomoœci Chemiczne” nie przyjmuj¹ do druku oryginalnych prac w³asnych. W wyj¹tko-
wych przypadkach mog¹ zostaæ wydane prace przegl¹dowe dotycz¹ce dorobku w³asnego autora
(np. nowo mianowanego profesora lub laureata wa¿nej nagrody) albo prace podsumuj¹ce dorobek
Instytutu, Wydzia³u itp. Zamiar z³o¿enia takiego artyku³u do druku powinien byæ jednak wczeœniej
uzgodniony z Redakcj¹.

Ponadto w serii „Biblioteka Wiadomoœci Chemicznych” publikowane s¹ prace, bêd¹ce z za³o-
¿enia d³u¿szymi artyku³ami przegl¹dowymi lub monografiami poœwiêconymi wa¿nym i aktualnym
problemom wspó³czesnej chemii. Autorzy, którzy chcieliby dla „Wiadomoœci Chemicznych” taki
artyku³ napisaæ, powinni wczeœniej skontaktowaæ siê z Redakcj¹ i przes³aæ poczt¹ elektroniczn¹
(e-mail: wchem@wchuwr.pl) lub zwyk³¹ informacjê zawieraj¹c¹ tytu³ przygotowywanej publika-
cji oraz przybli¿on¹ liczbê stron, tabel i rysunków itp.

W ramach nowej serii wydawniczej „WCh” pod nazw¹ „Habilitacje” mog¹ byæ publikowane
prace habilitacyjne z szeroko pojmowanego obszaru chemii. Zwa¿ywszy, ¿e zgodnie z ustaw¹,
dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku bliskotematycznych publikacji, poprzedzonych omówieniem w jêzyku polskim (tzw. autorefe-
ratem), Redakcja przewiduje drukowanie (równie¿ w kolorach) obydwu tych wariantów. W zale¿-
noœci od sytuacji finansowej Wydawnictwa lub w przypadku specjalnych wymagañ Autorów,
Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztów druku z Autorami lub Instytucjami zlecaj¹cymi
druk.

Prace nale¿y przesy³aæ do Redakcji poczt¹ elektroniczn¹ (e-mail: wchem@wchuwr.pl) oraz
równolegle – poczt¹ zwyk³¹ (na adres: Redaktor Naczelny/Sekretarz Redakcji „Wiadomoœci Che-
micznych”; ul. F. Joliot-Curie 14, 50-383 Wroc³aw), dwa egzemplarze jednostronnego wydruku
komputerowego publikacji z do³¹czon¹ p³yt¹ CD, zawieraj¹c¹ tekst, tabele i ilustracje.

Tekst powinien byæ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office.
Artyku³y nale¿y opracowywaæ zwiêŸle i nie zamieszczaæ nadmiaru szczegó³ów, odsy³aj¹c Czytel-
nika do piœmiennictwa oryginalnego, które powinno uwzglêdniaæ najnowsze prace z dziedziny, któ-
rej dotyczy artyku³.

Maszynopis nie powinien przekraczaæ 25 stron, wliczaj¹c wykaz piœmiennictwa w przypadku
krótkiego przegl¹du, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w Bibliotece
„Wiadomoœci Chemicznych”. Strona powinna zawieraæ 1800 znaków (razem ze spacjami), co przy
interlinii 1,5 oznacza 30 wierszy po 60 znaków oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytu³em polskim, nale¿y umieœciæ tytu³ w jêzyku angielskim, nazwis-
ko(a) i adres autora(ów) oraz spis rozdzia³ów. Dalej powinno siê znale¿æ obszerne streszczenie
pracy w jêzyku angielskim (do 2700 znaków, z cytowaniem piœmiennictwa i odsy³aczami do tabel
i rysunków w tekœcie) oraz wykaz s³ów kluczowych, osobno w jêzyku polskim i osobno w angiel-
skim. Redakcja prosi o przysy³anie tekstów angielskich adjustowanych.

Na oddzielnej kartce prosimy do³¹czyæ krótk¹ (do 150 wyrazów) notkê biograficzn¹, zawie-
raj¹c¹ tytu³y naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autorów, w tym
aktualne zdjêcie. Nades³anie tych informacji bêdziemy traktowaæ jako zgodê na ich publikacjê.

Rysunki (mog¹ byæ kolorowe, ale trzeba siê liczyæ z dop³at¹ do druku) w formie wydruku
nale¿y przes³aæ w dwóch egzemplarzach. Musz¹ mieæ odpowiedni¹ formê graficzn¹, by w razie
potrzeby nadawa³y siê do reprodukcji. Na odwrocie nale¿y wpisaæ o³ówkiem nazwisko autora
i numer rysunku – ten sam, który w odpowiednim miejscu zosta³ wpisany w manuskrypcie. Na
osobnej stronie do³¹czyæ podpisy pod rysunki w jêzyku polskim i angielskim. Osobno nale¿y do³¹-

REGULAMIN  DLA  AUTORÓW



czyæ ponadto jeden komplet wzorów i schematów, narysowanych oddzielnie w formie nadaj¹cej siê
do reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-bia³e nale¿y zapisaæ w formacie .doc, .cdr,
.jpg, .tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe – w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczoœæ rysunków
≥ 300 dpi. Ka¿dy z rysunków zapisaæ w oddzielnym pliku.

Tabele nale¿y ponumerowaæ cyframi arabskimi, a ich tytu³y w jêzyku polskim i angielskim
zapisaæ nad tabelami.

Piœmiennictwo nale¿y zestawiæ w kolejnoœci cytowania w tekœcie: powinno ono zawieraæ
kolejno inicja³y imion i nazwisko, skrót tytu³u czasopisma zgodny z przyjêtymi normami, rok wyda-
nia, tom podkreœlony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyk³ad: J. Kowalski, Wiad.Chem.,
2007, 61, 473. Wykaz skrótów wa¿niejszych czasopism chemicznych jest podany w „Wiadomoœ-
ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jeœli czêœæ piœmiennictwa zebrana jest w monografiach lub
innych wydawnictwach, nie nale¿y podawaæ szczegó³owo wykazu tego piœmiennictwa, lecz cyto-
waæ odnoœne wydawnictwo.

O przyjêciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjêciem decyzji wszyst-
kie prace s¹ przesy³ane recenzentom. Artyku³y niezakwalifikowane do druku Redakcja zwraca,
zachowuj¹c kopiê maszynopisu.

Autorzy zobowi¹zani s¹ do wykonania jednej korekty tekstu.
Autorzy wydrukowanych prac otrzymuj¹ bezp³atnie 20 odbitek.

Redakcja
„Wiadomoœci Chemicznych”
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