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Przedmowa

Opracowanie przeznaczone jest dla wszystkich zainteresowanych zglebianiem wiedzy
z dos¢ obszernego zakresu nauk przyrodniczych. Niniejsze wydawnictwo ,,Mtodzi Naukowcy” jest
rezultatem wspotpracy w sferze naukowej, prezentujace dokonania mtodych oséb, ktére pragnely
podzieli¢ si¢ swoim dorobkiem naukowym z szeroka rzesza czytelnikow. W serii opracowan
zajmujacych si¢ dokonaniami mtodych naukowcow, zakres stawianych przed nimi zadan i dziatan
ciagle rozszerza si¢. Nauki przyrodnicze zajmuja si¢ badaniem zachodzacych zjawisk celem poznania
rzadzacymi nimi praw wykorzystujac je dla dobra cztowieka. W szybko rozwijajacych si¢ naukach
przyrodniczych, codziennie odkrywane sg nowe zaleznos$ci i powigzania z innymi obszarami nauki
informujace o zlozonos$ci tej dziedziny. Obecnie utrwala si¢ coraz bardziej i powszechniej
przekonanie, ze stosowanie jedynie kompleksowych badan z zakresu wszystkich dziedzin nauki,
prowadzi do petniejszego zrozumienia proceséw. Konieczno$é znajomosci zjawisk zachodzacych
W 6wczesnym $wiecie wymusza na nas samych wdrozenie etapu samorozwoju poprzez zglebienie
wiedzy z wielu dziedzin nauki. Zagadnienia, ktorymi zajmuja si¢ badacze wymagaja wykonania
pewnej liczby do§wiadczen. Doswiadczenia te daja podstawe do wysuwania wnioskow, ktore moga
wymagac dalszych, glgbszych i wnikliwszych badan. W przyrodzie nie ma identycznos$ci, wiec
uzyskane wyniki moga by¢ tylko posrednimi w drodze tych badan.

Czg$¢ pierwszej monografii poswigcono zywnosci i zywieniu, gdzie rozbito na elementy
sktadowe, migdzy innymi produkty migsne, jak i drogi ich przetwarzania oraz przemian
fizykochemicznych w celu wytwarzania produktéw bardziej bezpiecznych i zdrowych. W drugiej
czgéei skupiono si¢ na produkcji roslinnej, przedstawiajac potencjal biotechnologiczny roslin
i mechanizmy wptywu oraz ich pochodnych na zycie cztowieka. Wykorzystano takze badania
z zakresu zroéwnowazonego rolnictwa polepszajace warunki fizykochemiczne gleby oraz roli
instytucji rolniczych. W czgéci trzeciej badania mtodych naukowcow ukierunkowane sg w strone
zaleznosci, roli oraz relacji grup organizmow zwierzecych. Mowa jest tu 0 procesach destrukcyjnych,
niedoborach oraz wihasciwosciach struktur oraz strategiach dziatania jak réwniez 0 Stosowaniu
nowych rozwigzan.

W czesci czwartej zglebiane sa zagadnienia nauk medycznych w oparciu o podejscie do
badanego procesu lub zaleznosci ze strony genetycznej. Analizy zawieraja oceny skutecznosci
i stabilnoéci emuls;ji, olejkéw oraz probek biologicznych w zastosowaniach biochemicznych przy
uzyciu caltego spektrum metod badawczych.

Pigta z monografii zawiera rozdzialy dotyczace dziatalno$ci weterynaryjnej. Ukazane sg
tutaj zagrozenia na jakie narazeni jesteSmy ze strony zwierzat, a takze cale bogactwo analiz
przebiegdw chordb, zaburzen zwierzat domowych i gospodarskich. Nakres§lono tu takze role i geneze
zwierzat w symbiozie z cztowiekiem.

Cze$¢ szdsta omawia i skupia si¢ na odzialywaniach wewnatrz §rodowiskowych. Badania
zawarte w tej czesci opisuja zaleznosci i presj¢ srodowiska oraz powigzania sktadowych tancuchow
zalezno$ci biotycznych. Uwidocznione i proponowane s3 tutaj nowe narzedzia oceny i rozwigzania
wptywajace na biordznorodno$¢ fauny i flory.

Zespot redakcyjny ma nadzieje, ze zawarte w tym opracowaniu wiadomosci z zakresu nauk
przyrodniczych umozliwig czytelnikom zrozumienie i zapoznanie si¢ z wiadomosciami niezbednymi
do otwarcia na wiele dyscyplin nauki oraz zjawisk zachodzacych w otaczajacym nas $wiecie. Mamy
takze nadzieje, ze przystepnos¢ formy przypadnie Panstwu do gustu i przyczyni si¢ do propagowania
dokonan miodych naukowcOéw. Zdajemy sobie sprawe, ze pelne i catkowite zrozumienie
przedstawionych w zestawieniu prac o tak szerokiej tematyce jest rzecza trudng i skomplikowang lecz
nie niemozliwa. Wszystko wymaga pewnej dyskusji wsrdd zainteresowanych oraz uzgodnienia
wiasnych pogladow.

dr Marcin Baran
Instytut Ochrony Roslin - PIB
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1. Korelacja struktury dominacji liczebnosci i wspélczynnika masy ciala
zgrupowan wybranych grup Lepidoptera
Correlation of dominance and body mass index chosen groups of Lepidoptera

Baranowski Artur, Skrypko Malwina Barbara,

Wydzial Biologii i Nauk o Srodowisku, Uniwersytet Kardynata Stefana Wyszynskiego
w Warszawie

Artur Baranowski: a.baranowski@uksw.edu.pl
Stowa Kluczowe: Wigierski Park Narodowy, Macrolepidoptera

Streszczenie

Badania terenowe prowadzone byty w Wigierskim Parku Narodowym od lipca do listopada
w roku 2009 i stuzyty glownie zebraniu materiatu do pomiaréw i analiz. W tym okresie zebrano 18
prob. W sumie przy uzyciu standardowej samolowki z zardwka rteciowo-zarowa, odtowiono 502
osobniki motyli i 56 gatunkow (Lepidoptera) z kilku rodzin Macrolepidoptera: Arctiidae, Drepanidae,
Thyatiridae, Lymantriidae, Notodontidae oraz Sphingidae. Wszystkie ztapane osobniki mierzono
wedlug ustalonego schematu nadajac im odpowiedni indeks stanowigcy podstawg nadania
wspolczynnika masy. Nastgpnie dokonano analizy struktury dominacji na podstawie liczebnosci oraz
wspoélczynnika masy ciala, celem sprawdzenia w jaki sposdb te dwa sposoby utozenia gatunkow
w kolejnych klasach dominacji réznig si¢ i ktoére z gatunkow odgrywaja decydujaca role
W zgrupowaniu nie ze wzgledu na liczebno$¢ ale masg ciata. Badania i ich wyniki nalezy traktowac
jako wstepne ze wzgledu na nieliczng reprezentacj¢ gatunkoéw i osobnikow.

1. Wstep

Jednym z gléwnych probleméw w ekologii jest wyznaczenie i zrozumienie wzorcoOw
rozmieszczenia oraz liczebnos$ci gatunkow (Magurran i Henderson 2003). Jedng ze znanych i dobrze
udokumentowanych regul jest fakt, iz populacje sktadaja si¢ z niewielu bardzo licznych gatunkow
oraz duzej liczby gatunkéw okres§lanych jako rzadkie, co odbija si¢ w charakterystycznym ksztalcie
tzw. SADs (species abundance distributions), czyli wklestym rozktadzie liczebnosci (Simons i in.
2015). Zrozumienie i poznanie skutkow takiego rozktadu to rowniez jedno z najstarszych pytan
stawianych w ekologii ale tez wcigz znajdujaca si¢ w zainteresowaniu wielu badaczy kwestia
naukowa (Locey 1 White 2013; Majumdar i in. 2016). Zebrane dane dotyczace liczebnosci stuzg
z jednej strony pomiarowi cech biordéznorodnosci, a uzupetnienie prostego bogactwa gatunkowego
wzgledna liczebno$cia pozwala na szersze definiowanie tej hierarchicznej wlasciwosci bogactwa
gatunkowego (Majumdar i in. 2016), mimo wielu jej ograniczen. Generalny rozktad liczebnos$ci
(rozktady log-normalne), a szczegodlnie mechanizm generowania duzej liczby gatunkow rzadkich,
znalazt swoje wyjasnienie juz dawno (Sugihara 1980), cho¢ pozniej zostato to uzupetnione przez
innych badaczy (np. Magurran i Henderson 2003). Kiedy méwimy o liczebnosci, czgsto mamy na
mysli mowiac o gatunkach najliczniejszych, iz odgrywaja one najwigksza rolg w zespole. Oczywiscie
w ogdlne tak nie musi by¢, poniewaz najwazniejsza role w zgrupowaniu odgrywaja te gatunki, przez
ktoére przeptywa najwigksza energia, tj. majace najwigkszg biomasg. W zwigzku z tym badacze zaczeli
uzywa¢ innej skali do oznaczenia dominacji na podstawie biomasy a nie liczebno$ci. Szacowanie
catkowitej biomasy jest niezwykle wazne roéwniez z punktu widzenia ogromnej liczebnosci
stawonogéw w ogole (Sample i in. 1993) sa one bowiem m.in. zréodlem pokarmu dla wielu
kregowcow. Wstepne badania wykonane juz do$¢ dawno temu przez Rogers i inni (1977) wskazuja,
iz wspotczynnik pomiaréw i wagi rézni si¢ istotnie mi¢dzy taksonami ale rowniez wewnatrz
taksonow, rowniez jesli dotyczy to tego samego gatunku ale pochodzacego z rdznych szerokosci
geograficznych (Schoener 1980). Wielu autoréw sugeruje, iz takie wspotczynniki powinny byé
wytyczane dla lokalnych faun (Rogers i in. 1976; Sample i in. 1993; Hodar 1996). Do dzi$ relatywnie
niewiele jest badan w ktoérych wykonano takie pomiary (Johnson i Strong 2000; Ribeiro i Freitas
2011; Schoener 1980; Simonsen i Kristensen 2003). Istnienie dzi§ wielu badan koncentrujacych si¢
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wokot pomiardw wytacznie rozpigtosci skrzydet, pomiarow szerokosci i dtugosci, a wyznaczenia
indeksu masy na podstawie dtugosci ciata jest daleko niedoktadne i niewystarczajace (Garcia-Barros
2015). Tendencja jaka dotychczas zaobserwowano w pomiarach grupy Lepidoptera w relacji
pomiedzy ci¢zarem ciata a pojedynczym pomiarem np. rozpigtoscig skrzydet badz dtugoscia ciata,
jest delikatnie negatywny trend allometryczny, nieproporcjonalny. Wskazuje on na stosunkowo
1zejsza mase ciata przy duzych gatunkach w stosunku do mniejszych gatunkéw, ktorych ciata sg
relatywnie cigzsze (Garcia-Barros 2015).

Do pomiaru indeksu masy ciala, shuizgcego ostatecznie oszacowaniu cig¢zaru Zywego
osobnika, uzyto dotychczas wiele roznych technik. Jedna z nich jest metoda fotograficzna ale daje
one w badanych przypadkach doktadnos¢ w zakresie 12%-25% biedu, a autorzy sugeruja, iz powinny
zosta¢ wykonane dalsze badania aby zwigkszy¢ doktadno§¢ metody (Smiley i Wisdom 1982). Mimo
generalnej akceptacji uzycia indeksow masy badz pomiaréw wagi do szacunkow ekologicznych (np.
Miller 1977), takie badania naleza do rzadkosci i to w ograniczonym zakresie (Agosta i Janzen 2005;
Davis i in. 2012). Publikowane dane dokonanych pomiaro6w wagi i badania relacji z pomiarami
dotycza ponadto niewielu gatunkéw motyli i ciem. Zwiazane jest to z praktycznymi trudno$ciami
zdobycia zywych osobnikow pochodzacymi z réznych regionow (Agosta i Janzen 2005; Davis i in.
2012).

Z tego wzgledu podjeto w tej pracy probe poréwnania roznych technik i parametréw pomiaru
w celu okreslenia gatunkowych struktur dominacji na bazie réznych technik. Autorzy pracy zaktadali,
iz przede wszystkim, iz struktura dominacji oparta na liczebnos$ci przedstawia inne gatunki
w gtownych klasach w pordwnaniu ze struktura dominacji opartg o zastosowany indeks masy ciata.

Po zakonczeniu tych prac zaplanowano kolejne etapy badan poszerzone o pomiary wagi
zywych osobnikoéw poszczegdlnych gatunkow, pomiary wagi osobnikow wysuszonych znajdujacych
si¢ w zbiorach oraz pomiary réznych dtugosci w celu wyznaczenia doktadnych parametrow i oceny
skuteczno$ci roznych technik pomiaru.

2. Material i Metody

Podstawowa metodg gromadzenia materiatdw byly odlowy na przynety Swietlne -
samotowka z zardwka rteciowo-zarowg MIX 250W. Samotdéwka zostata umieszczona na terenie
Wigierskiego PN. Odtowy prowadzono od lipca do listopada 2009 roku, w sumie 18 prob. Ztapane
okazy mierzono za pomoca suwmiarki elektronicznej do drugiego miejsca po przecinku, wedlug
schematu (Rys. 1), oznaczano i wpisywano do bazy danych. Kazdy pomiar wykonywano dwukrotnie
a warto$¢ srednig wpisywano do bazy. Kazdy gatunek byt reprezentowany przez kilka osobnikéw od
1 do 15, w zaleznosci od czgstosci obserwacji danego gatunku. Oznaczen gatunkéw dokonywano na
podstawie dostepne;j literatury oraz zbioru poréwnawczego.

Pomiaru indeksu masy polegal na wykonaniu kilku pomiarow pokazanych graficznie na
rycinie 2: Pierwsza warto$¢: A - dlugos¢ ciata (A1) - od konca odwloka do czubka gtowy + szeroko$é¢
tulowia (Az). Druga wartos$¢: B - rozpigtos$¢ skrzydet
Trzecia warto$é: C a w tym:

C:1 - obwod przedniego skrzydta w obrysie trojkata (Cia od nasady skrzydta do wierzchotka
gbérnego;
Cip od wierzchotka goérnego do wierzcholka dolnego; Cic od wierzchotka dolnego do nasady
skrzydta);
C: - obwad tylnego skrzydta w obrysie trojkata (Coa od nasady skrzydta do wierzchotka gérnego;
Cae od wierzchotka gornego do wierzchotka dolnego; Coc od wierzchotka dolnego do nasady
skrzydta).
Wartosci obu skrzydet pomnozono przez 2.
Wszystkie warto$ci nastepnie sumowano A + B + C, co dato wartos¢ tzw. wspotczynnika indeksu
masy. Wyznaczono réwniez index masy ciala na podstawie wylacznie rozpigtosci skrzydet jako
$rednia warto$¢ pochodzaca z danych literaturowych wspélnie dla samcow i samic, w celu
poréwnania skutecznosci w okreslaniu struktury dominacji.

8|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Rys. 1. Sposob wytyczenia indeksu masy ciata na podstawie pomiarow.

3. Wyniki i dyskusja

W trakcie badan zaobserwowano 174 gatunki i 2763 osobniki ale podstawg do
przeprowadzonej niniejszej analizy, byla baza danych 56 gatunkow i 502 osobnikow pochodzacych
z kilku wybranych rodzin motyli, co przedstawia Tab. 1. Liczba gatunkow w poszczegodlnych
rodzinach procentowo na tle kraju przedstawia Rys. 2. Z uwagi na do$¢ krotkie badania terenowe ale
bogaty przyrodniczo teren udato zebrac si¢ do$¢ reprezentatywna grupg gatunkoéw na terenie ktory
weczesniej nie byt szeroko badany. Badania miaty szerszy charakter, a niniejsza praca ujawnia tylko

fragment prowadzonych prac na tym terenie.

Tab. 1. Zaobserwowane gatunki wraz z liczebnoscia.

Lp.

10
11
12
13

14

Rodzina / Gatunek
Arctiidae
Thumata senex
Miltochrista miniata
Cybosia mesomella
Pelosia muscerda
Eilema lutarella
Eilema complana
Eilema deplana
Lithosia quarda
Atolmis rubricollis
Coscinia cribraria
Arctia caja
Spilosoma lubricipeda
Spilosoma urticae

Spilosoma lutea

liczebnos$¢ Lp.

54

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

41
42

43

Rodzina / Gatunek
Notodontidae
Phalera bucephala
Furcula furcula
Pheosia gnoma
Notodonta dromedarius
Notodonta torva
Notodonta ziczac
Pterostoma palpina
Ptilodon capucina
Clostera curtula
Clostera anastomosis
Lymantridea
Orgyia antiqua
Calliteara abietis

Calliteara pudibunda

liczebno$¢é
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Lp. Rodzina/ Gatunek liczebno§¢ Lp. Rodzina/ Gatunek liczebno$é
Arctiidae Lymantridea
15 Spiris striata 19 44 | Euproctis chrysorrhoea 10
16 Phragmatobia fuliginosa 18 45 | Euproctis similis 3
17 Callimorpha dominula 1 46 ' Leucoma salicis 1
Lasiocampidae 47 Lymantria monacha 11
18 Poecilocampa populi 31 48 ' Lymantria dispar 3
19 Trichiura crataegi 2 Thyatridae
20 Malacosoma neustria 16 49 Thyatira batis 29
21 Lasiocampa trifolii 1 50 Habrosyne pyritoides 14
22 Dendrolimus pini 7 51 Tetheaor 27
23 Eutrix potatoria 4 52 Tethea fluctuosa 6
24 Gastropacha quercifolia 2 53 Ochropacha duplaris 5
25 Odonestis pruni 1 Drepanidae
Sphingidae 54 Falcaria lacertinaria 9
26  Sphinx pinastri 11 55 Drepana falcataria 67
27 Mimas tiliae 1 56 Drepana curvatula 16
28 Smerinthus ocellatus 3
29 Laothoe populi 2
30 Deilephila elpenor 2
100%
E
o 9
g [ - 5411:(, e i 128
g 6% 5% 19 34 a7 B2%
= 74% TS
; 50%
=
5
25% - 8 53% 56% z 5
39% 42% 5 10 43% et
26% 9%
0%
E_\&bﬁz &6\&53‘ é‘\@%bz.@ &g‘»‘bﬁe @bo bg:& ‘\j\@# q?,ﬁb# lj\)&'o
& ° « 3 N e
RODZINY
[ Liczha wykazanych gatunkdw liczha gatunkdw w Polsce

Rys. 2. Liczba gatunkdéw w poszczegdlnych rodzinach oraz odtowiony w kraju w Wigierskim Parku
Narodowym procent na tle liczby gatunkéw. Na slupkach umieszczono wartosci liczbowe: liczby
gatunkow oraz procent.
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Do zobrazowania skali i wytyczenia gatunkéw dominujacych tzw. eudominantéw
i dominantow uzyto krzywa wklesta rozktadu liczebnosci (Rys. 3) oraz krzywa wklesta rozktadu
wedlug indeksu masy (Rys. 4). Dla wigkszosci wielogatunkowych zgrupowan owadow krzywe
liczebnosci przyjmuja taki wtasnie rozklad i jest on oczekiwanym rozktadem, ktérego mechanizm
zostal zaproponowany przez Sugihar¢ (Sugihara 1980). Dominacj¢ okreslono na podstawie
przyjetych w literaturze klas dominacji (Kasprzak, Niedbala 1981). W kolejnych rycinach
przedstawiono gatunkowa struktur¢ dominacji w dwoch pierwszych klasach eudominantéw
i dominantow oddzielnie dla struktur wyznaczonych na podstawie liczebnosci (Rys. 5) i indeksu masy
ciata (Rys. 6). Nastgpnie podobnie dla klasy subdominantow.

W Kkolejnych Rys. 7-8 oraz Tab. 2-3 pokazano dynamik¢ zmian w kazdej z trzech klas
dominacji tj. eudominantéw, dominantéw oraz subdominantéw. Na rycinach przedstawiono kazda
z zastosowanych miar uzywanych do okreslania indeksu masy ciata. Pogrubiong wyraznie lini¢
zastosowano do przedstawienia dominacji na podstawie liczebnosci. Warto zauwazy¢, iz mimo
zasadniczo do$¢ rownomiernego rozkladu poszczegdlnych miar w kolejnych gatunkach, zmiany
i dynamiczne réznice sa jednak obserwowane. Sg one spowodowane inng waga danego pomiaru co
w konsekwencji doprowadza do zmiany w kolejnosci w danej klasie wsrdéd gatunkéw a nawet
klasyfikacji do innej klasy.
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W tabelach pogrubiona czcionka zaznaczono miary tych gatunkow, ktorych wartosci
odnosily si¢ si¢ do klasy eudominantow i dominantow (Tab. 2) oraz subdominantow (Tab. 3) i byly
spojne z generalnie z wyznaczong dominacjg na podstawie liczebnosci. Odstepstwa dotyczyly
5 przypadkow dla 3 gatunkow.

W klasie subdominantéw dynamika zmian jest znacznie bardziej widoczna niz w dwoch
poprzednich klasach co przedstawia Rys. 8 oraz Tab. 3. Zmiany w tej klasie dotyczg 16 przypadkow
15 gatunkow.

Na Rys. 7-8 pokazano trzy najwazniejsze klasy dominacji i ich wzajemne dynamiczne
relacje. Klasy dominacji wyznaczono miara liczebnoéci (pogrubiona linia) i poréwnano ja z réznymi
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pomiarami metrycznymi. Kolejnych dwodch klas dominacji (recedentéw i subrecedentoéw) nie
przedstawiono, ale ich dynamika i réznice sa rowniez bardzo wyrazne. Aby poréwnaé dwa zbiory tj.
klase dominacji dotyczaca liczebnosci oraz klase dominacji dotyczaca ogdlnego indeksu masy ciata,
uzyto testu parametrycznego dla dwoch zmiennych par powigzanych uzywajac danych wzglednych
dla wszystkich gatunkdéw we wszystkich klasach. Poréwnywano tu réznic¢ w kazdej z kolejnych par
tego samego gatunku w klasie dominacji opartej o liczebnos$¢ oraz indeks masy ciata.

Zmiany w klasach dominacji (eu- i dominantéw) na podstawie réznych pomiaréw i miary liczebnosci
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Rys. 7. Poréwnanie wartosci wzglednych liczebno$ci z réznymi $rednimi miarami.

Tab. 2. Zmiany statusu gatunkow wewnatrz klasy oraz pomie¢dzy klasami dominacji - eudominanci
i dominanci.

diugodé + | obwdd obwod

szerokost

gatunek / wartosci indeks masy | rozpietost dhugoéc

liczebnosé szerokost | skrzydta | skrzydta

wzgledne ciata skrzydet tutowia tutowia tuiowia | przedniego| tyinego
Drepana falcataria  [[0.4335  [10.1169 5 0.0021 |[[0.0787 [0.1235] [[0.1193
Miltochrista miniata [l0.0798 |[[0.0794

618 0.0597 0.]]557 0.%583 0.%570

. 00578 |fo.0518 |[ ojos2s |[0.p504 10.0517 |l 0.p501
© 0.0538 0.0583 || 0Jo513 [ 0.0624 [ 0.0638 | 0.0627 [ 0.0571 | 0.0587

I o478 [[olos31 | do4zs [[do37e [ 0.0307 [[0.0361 | o408 [[olo474

[ D.o378 0.0367 0336 0326 | 0.0246 | 0.0309 | 0.0364 [ 00431

Poecilocampa populi
Thyatira batis
Tethea or

Eilema complana

Spiris striata
Spilosoma lubricipeda [ 0.0339 [ 0.0367 || D.0319 [ 0.0339 [[0.0525 [ d.0381 [ 0.0364 [ 0.0369

Sphinx pinastri [[T 00219 |[dos11 [Tolosa72 [To.os2s [[o.bs3s [[o.ps25 [[0l0437 |[[0.0316

Tab. 3. Zmiany statusu gatunkoéw wewnatrz klasy oraz pomiedzy klasami dominacji -
subdominanci.

diugose + obwod
szerokosc skrzydta
przedniego

indeks masy | rozpietoé¢ diugoée szerokosc
skrzydet ‘tutowia tutowia

gatunek / wartosci wzgledne liczebnos¢

Eilema complana

Spiris striata

Phragmatobia fuliginosa

Spilosoma lubricipeda

Malacosoma neustria

Drepana curvatula

Habrosyne pyritoides

Sphinx pinastri

Lymandria monacha

Euproctis chrysorrhoea 1 . 0.C 10.0218 ‘E 0150 |.204
Calliteara pudibunda i | ~ 0.0 0218 [[0.d251 [[0.0225
Dendrolimus pini [ 0.0139 0.0232 || 0.0240 | 0.0275 || 0.0268 [[0.0274 || 0.0226 | 0.0231

Arctia caja [T Too120 00194 || 0.0219 [ 00207 [[0.0243 [[0.0215 [ 0lo1os [ oloiss
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Zmiany w klasach dominacji (subdominantéw) na podstawie réznych pomiaréw i miary liczebnosci
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Rys. 8. Poréwnanie wartoSci wzglednych liczebno$ci z réoznymi $rednimi miarami w kolejnych
gatunkach.

Wynik testu T studenta p=0.8925 nie pozwala na przyjecie tezy o podobienstwie klas
dominacji budowanych na podstawie liczebnosci i indeksu masy ciata. Wskazuje on na brak
podobienstwa klas dominacji opartych na pomiarach ciata tworzacych indeks masy ciala wzgledem
klas dominacji opartych na liczebnosci. Dodatkowo relacje zmian poszczegédlnych gatunkoéw
w dwoch parametrach tj. liczebnos$ci i indeksu masy ciata pokazuje Rys. 9. Wynik ma prawie 11%
btedu, sugeruje raczej konieczno$¢ przeprowadzenie dalszych badan na wickszej probie, oraz
z zastosowaniem innych pomiaréw w tym wagi suchej i zywych osobnikow.

Dynamika zmian w kolejnych gatunkach
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Rys. 9. Dynamika zmian wszystkich gatunkow w relacji liczebnos¢ i indeks masy ciata.

Jak wskazuja dane na Rys. 3 i1 4, obie wartosci tj. liczebnos$ci 1 sumy indeksu masy ciata
przybieraja posta¢ typowej krzywej wklgstej, przyjmujac charakter rozktadu normalnego (dane
niepublikowane). Kolejne ryciny 5 i 6 wskazuja na gatunki eudominanty i dominanty. Poréwnanie
tych gatunkow w tych klasach wedtug rozktadu liczebnosci i indeksu masy ciala prowadzi do
wniosku, iz sg one zbudowane zasadniczo z tych samych gatunkow, cho¢ obserwuje si¢ zmiane klasy
z eudominanta do dominanta. Poniewaz eudominanty petnig w srodowisku kluczowa rolg taka zmiana
jest istotna.

Na kolejnych Rys. 7 i 8 a takze Tab. 2 i 3 przedstawiono dynamik¢ zmian réznych
parametrow pomiaru. Analizy te ujawniaja brak rownie stabilnego pomiaru w poréwnaniu do klas
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opartej o liczebnos¢. Poza brakiem stabilnoSci obserwuje si¢ duze stosunkowo wahania w kolejnosci
gatunkéw w kolejnych klasach.

Kolejne klasy dominacji tj. recedentéw i gatunkéw akcesorycznych rowniez wskazuja na
brak korelacji tj. wspolwystgpowania tych samych gatunkow w klasach dominacji (dane
niepublikowane).

4. Wnhnioski

Cho¢ badania majg charakter wstepny ich wyniki wskazuja, iz poszczegolne klasy
dominacji, cho¢ sg do$¢ stabilne w ré6znych miarach to jednak moga by¢ budowane przez inne zestawy
gatunkéw, jezeli chodzi o kolejnos¢ danych gatunkéw w klasach lub nawet zmieniaja one klas¢ na
wyzsza badz nizsza. Takie wahania majg miejsce poréwnujac zgrupowania pod wzgledem klas
budowanych na podstawie liczebnosci i indeksu masy ciata, ale réwniez wszystkich innych badanych
miar. Przedstawione diagramy oraz wynik testu statystycznego rowniez wskazuja na brak
zadowalajacej korelacji uzytych miar. W zwigzku z tym trudno jest zaakceptowaé na wysokim
poziomie doktadnosci miary i indeksy oparte o np. rozpigtos¢ skrzydet. Koniecznym wydaje si¢
przeprowadzenie pomiardw opartych o wazenie zywych osobnikow i dokonanie nastgpnie
statystycznej analizy uzytecznos$ci przyjetych i uzywanych czgéciowo miar w badaniach. Podejscie
biorace pod uwage indeks masy wydaje si¢ by¢ najbardziej uzytecznym ze wzglgdu na rzeczywista
role jaka te gatunki zajmuja w przestrzeni ekosystemu. Niestety podej$cie takie nie jest czgsto
spotykane w badaniach faunistycznych w ogoéle. Brak jest rowniez szerokich badan tej grupy
i wyznaczenia istotnych wskaznikow dla poszczegolnych gatunkéow. To oczywiscie nie pozwala
wlasciwie patrze¢ na poszczegoélne gatunki i ich role jaka petnia w $rodowisku (Morris, 2014)
w poszczegdlnych badaniach faunistycznych.

Z tego powodu nalezy wykona¢ pomiary przyzyciowe gatunkéw oraz spreparowanych
osobnikéw znajdujacych si¢ w kolekcjach dla szeroko reprezentowanych przez co najmniej 100
osobnikoéw kazdej z plci danego gatunku, pochodzacych z tego samego rejonu geograficznego,
a nastgpnie dokonanie dokltadnej analizy i oceny przydatnosci zastosowanych pomiar6w oraz
indeksow opartych o osobniki spreparowane. Dokonanie pomiaru moze by¢ rowniez przeprowadzone
w innych wariantach, a ponowna analiza wielu dotychczas wykonanych badan mogtaby pozwolié na
nowo spojrzeé na t¢ grupe owadow w ich srodowisku i ich roli jakg odgrywaja.

Ogolne rekomendacje do dalszych badan z przeprowadzonego przegladu literatury oraz
wstepnych badan wlasnych sa nastepujace:

1) Wykonanie estymowanego indeksu suchej masy motyli dostgpnych w zbiorach muzealnych,
naukowych i kolekcjonerow poprzez ich zwazenie i oszacowanie ci¢zaru szpilek.

2) Wykonanie wazenia przyzyciowego najszerszej mozliwej grupy motyli.

3) Stworzenie bazy danych indeksu masy ciata, w tym rzeczywistych pomiaréw wagi,

z wykonanymi pomiarami docelowo dla 100 osobnikow kazdej z pici i udostepnienie jej

publicznie tak aby osoby wykonujace badania w podobnym przedmiocie mogly wykonac

dodatkowe analizy.
4) Sprawdzenie doktadnosci relacji poszczegdlnych pomiarow, w tym indeksu masy ciala

w stosunku do suchej masy oraz zywych osobnikoéw.
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Streszczenie

Glownym celem badan bylo wstepne okreslenie teoretycznej optymalnej wielkosci proby
shuzacej oszacowaniu catkowitej liczby gatunkéw w terenowych badaniach lepidopterologicznych na
podstawie wykonanych badan terenowych oraz ich pdzniejszej analizie i symulacji. Otrzymany wynik
optymalnej wielkosci proby moze by¢ pomocny w przysztych badaniach, wskazujac ile pobieraé prob
i jaka jej wielko§¢ musi zosta¢ osiagnicta, w zaleznosci od doktadnosci oczekiwanego wyniku. Taki
wynik moze by¢ réwniez pomocny w zoptymalizowaniu wielko$ci proby celem oszacowania
bogactwa gatunkowego. To wszystko znacznie zmniejsza koszty oraz czas prowadzenia badan
terenowych i tym samym daje optymalny poglad na oceng¢ lokalnej bior6znorodno$ci w badaniach
poréwnawczych. Badania te prowadzono w péinocno-wschodniej Polsce, w miejscowosci Plewki
w latach 2008-2009. Do odtowu fauny Lepidoptera uzyto samotowek $wietlnych z zarowka rteciowo-
zarowa. W sumie zebrano 6761 osobnikow, 242 gatunki w 35 probach.

1. Wstep

Zrozumienie zmian zachodzacych w lokalnej i regionalnej bioréznorodnos$ci w czasie
i siedlisku wymaga wdrozenia monitoringu obejmujacego uzycie najlepiej dostosowanej do danej
grupy organizméw metody czy techniki pobierania prob ale rowniez okrelenie najbardziej
optymalnej liczby prob, biorac pod uwage czas i koszty prowadzenia takich obserwacji. Z faktem tym
wigze si¢ rowniez nieroztgcznie okreslenie bogactwa gatunkowego, co jest od dawna w centrum
zainteresowan nauki bioréznorodnosci (Magurran 2004). Poza tym wybor takiej metody powinien
okreslac jej wptyw na lokalng bior6znorodnos¢ (Bosch i in. 2017).

Wyznaczenie optymalnej wielkoSci proby w badaniach entomologicznych jest bardzo
istotne, poniewaz w zasadzie nigdy nie jesteSmy w stanie wykaza¢ wszystkich gatunkéw
wystepujacych na danym terenie (Gotelli i Colwell 2001). Pobieranie prob w terenie oraz
identyfikacja gatunkowa jest poza tym bardzo czasochtonna i tym samym kosztowna. Dodatkowo
istotnie duza frakcje stanowig gatunki o bardzo matej liczebnosci, ktore zwykle sa nie odnotowywane
w badaniach monitoringowych, a sa one najwazniejsze z punktu widzenia oceny bogactwa
gatunkowego danego terenu. Dlatego tez metody statystyczne szacujace catkowitg liczbe gatunkow
sg bardzo czgsto stosowane, a oparte o gatunki juz odtowione i ogdlng liczebnos¢ zgrupowania
poszczegolnych gatunkow. Cho¢ same estymatory bogactwa gatunkowego nie wskazujg na wielko$¢
proby (liczbg osobnikow) jaka nalezy pobra¢ aby uwidoczni¢é w niej wczeéniej nie odlowiona
a szacowana w estymatorach liczb¢ gatunkow, to nowe narzedzia statystyczne pomagaja ocenié
wielko$¢ takiej minimalnej proby (liczbg osobnikéw) z duzym prawdopodobienstwem (Chao 2009).
Wiele badan wskazuje na to, iz aby wykaza¢ catkowita liczbe gatunkéw na danym terenie, nalezy
pobra¢ wielokrotno$¢ pobranej sumy prob we wezesniejszych badaniach i waha si¢ ona w granicach
od 1.05 do 10.67 wielokrotnosci. Wyraznie mniejszy wysitek nalezy wlozy¢ aby wykaza¢ 90%
wszystkich gatunkéw, i waha si¢ on od 0.33 do 1.1 wielokrotnosci (Chao 2009).

Wyznaczenie takiej optymalnej proby jest bardzo uzyteczne w monitoringu ale
i w badaniach, cho¢ kazda metoda ma swoje zalety jak i ograniczenia. Wielu autoréw sugeruje takze
konieczno$¢ uzycia wielu wspotwystepujacych metod pobierania prob, (Baker i in. 2017) cho¢ dla
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grupy Macrolepidoptera ale réwniez wielu Microlepidoptera, odtow na $wiatlo jest metoda
najbardziej reprezentatywna, dajaca mozliwo$¢ rozpoznania szerokiej filogenetycznie grupy. I jak
pokazuje praktyka w przewazajacej wigkszosci badan, monitoring oparty jest zwykle na jednej
metodzie pobierania prob (Bosch i in. 2017).

Prowadzenie badan i monitoringu jest konieczne w ochronie przyrody ze wzgledu na
obecnos¢ wielu czynnikdéw antropogenicznych erodujacych réznorodnosé biocenotyczng (Cardinale
iin. 2012; Naeem, Duffy i Zavaleta, 2012) i bez ich prowadzenia nie jeste$my w stanie okresli¢ ich
wplywu, a tym samym przewidywac skutkow jakie niesie za sobg antropopresja i podja¢ dziatan
niwelujacych owe oddziatywanie.

2. Material i Metody

Podstawowa metoda gromadzenia materialow byly odlowy na przyngty S$wietlne -
samotowka z zarowka rtgciowo-zarowa MIX 250W. Samotowka zostata umieszczona na granicy
dwoch srodowisk otwartego o charakterze rolniczym w poblizu lasu, w bezposredniej odleglosci od
zabudowan. Odlowy prowadzono od lipca do pazdziernika 2008 r, w sumie 35 prob w miejscowosci
Plewki w poéinocno-wschodniej Polsce. Do sporzadzenia petnej listy gatunkéw, odtowy uzupetniajace
prowadzono w roku nastgpnym w okresie od wczesnej wiosny do lata, co w sumie dato 54 prob. Do
analiz uzyto jednak baz¢ 6761 rekordow - tj. osobnikdéw, 35 prob oraz ujawnione 242 gatunki.

Do wykonania obliczen przewidywanej catkowitej liczby gatunkéw obecnych w badanym
siedlisku oraz oszacowania czasu i wielko$ci proby liczonej liczba osobnikdéw, w ktorej mozna by
zaobserwowac szacowana liczbe gatunkow uzyto programu EstimateS (Colwell 2013) oraz programu
SPADE (Species Prediction And Diversity Estimation) (Chao i Shen 2010).

3. Wyniki i dyskusja

Mimo niewielkiej liczby gatunkow (Rys. 1), udato si¢ oszacowaé catkowitg liczbe gatunkoéw
wynoszaca 299, jako s$rednia 4 estymatorow (Tab. 1), ktérych wyniki sa zblizone. Przyczyna
wystepowania niewielkiej liczby gatunkow (19% krajowej fauny), jest fakt wynikajacy z badania
ubogiego florystycznie terenu o krajobrazie rolniczym oraz niepelny sezon prowadzenia odlowow.

Tab. 1. Wyniki szacowania catkowitej liczby gatunkow.

Estymator (Hesba gekow)
First order jacknife 309
Second order jacknife 274
Chao 1 308
Chao 2 305
$rednia 299

Do oszacowania czasu w ktorym mozna by wykaza¢ calkowita liczb¢ gatunkéw na tym
terenie, uzyto modelu Poisona, a do oszacowania wielkosci proby (liczonej liczba osobnikow)
w ktorej mozna by wykaza¢ nowe gatunki uzyto modelu Multinomialnego (Chao i Shen 2004; Shen
iin. 2002). Wyniki estymacji wskazuja, iz catkowita liczba gatunkéw tej grupy wynosi 299 czyli jest
jeszcze 68 nowych gatunkdéw mozliwych do odnalezienia. W modelu Poisona (Rys. 2) mozna by ja
zaobserwowaé dopiero po 4 latach badan. W modelu tym przyjeliSmy, ze 1=35 prob, dzigki temu
mozemy zaobserwowac jak nasze wyniki tj. obserwacja nowych gatunkow zmienia si¢ wraz
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z wielkos$cig proby. W modelu multinomialnym (Rys. 3) postawiono pytanie ile nowych gatunkow
wykazemy np. w 100 nowo odtowionych osobnikach. Wyniki takie mozemy odczytaé z tej ryciny
i dowiedzie¢ si¢, iz po odlowieniu prawie 20000 osobnikéw jesteSmy dopiero w stanie ujawnié
wszystkie gatunki wystgpujace na tym terenie.
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Rys. 1. Procent liczby gatunkéw odtowionych na stanowisku do liczby gatunkéw wystepujacych
w kraju.
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Rys. 2. Estymacja nowych gatunkéw motyli w kolejnych jednostkach czasu badan.

Poza tym Rys. 4 pokazuje, iz zalezno$¢ ujawnienia nowych gatunkow nie jest proporcjonalna
do liczby odtowionych osobnikow i po osiagnieciu pewnego progu, bez wzgledu na wielko$§¢ proby
odnalezienie nowych gatunkow nie jest mozliwe.

Analizujac wyniki z tych dwoch modeli wynika, iz wykazanie wszystkich gatunkow jest
bardzo czasochtonne i nieekonomiczne (3-5 lat badan lub odtowienie 20000-30000 osobnikow). To
dodatkowo sugeruje konieczno$¢ uzycia estymatoréw w badaniach monitoringowych.

Aby oszacowaé catkowitg liczbg gatunkéw na danym terenie z mozliwie niskim progiem
btedu (20%) nalezy posiada¢ jednak dos$¢ dobrze zbadang grupe, tj. powinno by¢ znanych 60-80%
wszystkich gatunkow. Taka liczba zostata odtowiona, 242 gatunki co stanowi 81% catkowitej
szacowanej liczby gatunkoéw wynoszacej 299 gatunkéw. Dla zebranych danych wykonano analizg
aby sprawdzi¢ ile prob nalezy zebra¢ aby wykonaé prawidlowe szacowanie. Analize wykonano dla
kolejnych wielkosci prob 25%, 50%, 75% jako catej proby. Z analizy widaé, iz wykazana liczba
gatunkéw w 26 probach (75% prob) wynosi 212 a szacunkowa 299, co stanowi 70% wszystkich
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gatunkéw. Tylko na tym etapie widac, iz catkowitg wielko$¢ prob mozna zredukowaé o 9, co stanowi
prawie 26% wszystkich zebranych prob. Wynika z tego, iz aby odtowi¢ 75% gatunkéw mozna pobrac
az 0 26% mniejsza liczbe prob, czyli 26 prob z 35. W tej probie odnotowano 4729 osobnikow (z 6761
ogolem) i ta proba w zupelnosci wystarcza aby poprawnie szacowaé catkowitg liczbg gatunkow,
wynoszaca 299 gatunkow.

Model Multinomialny
80

70

liczba nowych gatunkdw
- ~ w N u @
o S 5 S S =

0 _—
100

W SHEN ET AL. (2003) 2 4 9 16 33 50 63 67 68 68

Rys. 3. Estymacja nowych gatunkéw motyli w kolejnych probach - odlowionej liczbie nowych
osobnikow.
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Rys. 4. Zalezno$¢ wykazania liczby nowych gatunkow od wielkosci proby - liczby osobnikdw.

Takie podejscie do badan inwentaryzacyjnych o charakterze szacunkowym pozwala szybko
i ekonomicznie szacowaé liczbg gatunkow w wielu obiektach przyrodniczych jednoczesnie,
stanowigc podstawe do badan poréwnawczych i monitoringowych (Chao i in. 2005; Colwell i in.
2012).

Dodatkowo w celu zoptymalizowania wielkosci proby, dokonano losowej analizy poboru
optymalnej liczby prob, odejmujac losowo wszystkie z kolejnych 35 prob. Losowanie powtoérzono
dwudziestokrotnie a usredniony wynik pokazano na Rys. 5, ktory ujawnia bardzo powolny spadek
liczby gatunkoéw w pierwszych etapach zmniejszajacej si¢ liczby prob. Z ryciny 6 wynika, iz
wystarczy nawet 19 prob, czyli 54% wszystkich prob aby odlowi¢ 75% wszystkich gatunkow
niezbednych do szacowania catkowitej liczby gatunkow. Niestety analiza nie mowi ktore to maja by¢
proby, ale pokazuje, iz jest teoretyczna mozliwo$¢ zebrania stosunkowo niewielkiej liczby prob, aby
otrzymac bardzo zblizone wyniki. Do uzyskania szczegétowych danych o wyborze prob niezbedne
jest przeprowadzenie dalszych badan i analiz.
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Rys. 5. Liczba gatunkow w usrednionej wartosci prob losowych.
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Rys. 6. Procent liczby gatunkow w usrednionej wartosci prob losowych.

Znalezienie metody do szybkiego i doktadnego okreslania biordéznorodnosci, ktore
jednoczesnie byloby optymalne ekonomicznie jest sprawa kluczowa dla prowadzenia monitoringu
w szerszym zakresie i badan duzych grup systematycznych jest kluczowe (Baker i in. 2016). Niniejsza
praca jest przyktadem ale i propozycja do wykonania podobnych analiz celem okreslenia skutecznosci
takiej metody.

4. Wnhnioski

Cho¢ badania maja charakter wstepny ich wyniki wskazuja, iz do oszacowania catkowitej
liczby gatunkéw moze wystarczy¢ nawet o 50% mniejsza liczba pobranych prob niz ma to miejsce
w standardowo prowadzonych badaniach lepidopterologicznych.

Rekomendacje dotyczace przysztych badan dotycza

1. wykonania podobnych analiz na wigkszej liczbie badan oraz okre$lenie czynnikéw
wplywajacych na optymalizacj¢ wielkos$ci proby np. czynnikéw klimatycznych,

2. wyznaczenie liczebnosci populacji i okreslenie wptywu uzytej techniki pobierania prob na
lokalng bioréznorodnos¢, mimo, iz w literaturze przedmiotu twierdzi si¢ a priori o niskim
wptywie na lokalne populacje uzytej metody - samotowek swietlnych.
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Abstract

Hydrogels are functional materials with high potential for application. They can be used in
medicine, pharmacy, biotechnology, cosmetology, food processing and agriculture. Appropriate
properties are key factors determining the effective use of hydrogels in various fields. In particular, it
is of great importance in biomedicine and pharmacy, where it is observed continuous increase of
demand for new functional materials for specific applications. The key factors influencing the
effective use of hydrogels are their physicochemical and mechanical properties that determine their
functionality. The most significant features include: hydrophilicity, absorption properties, including
the ability of reversible swelling in aqueous solutions, porosity, semi-permeability, mechanical
strength, chemical and thermal resistance, biocompatibility, non-toxicity, biodegradability and
sensitivity to external stimuli.

1. Introduction

Hydrogels are three-dimensional, crosslinked networks of hydrophilic polymers able to
absorb and retain high quantities of water. Due to their hydrated environment and tunable properties,
these materials have been intensively studied and widely used in biomedicine (e.g. tissue engineering,
controlled drug delivery and wound healing), biotechnological applications (e.g. immobilization of
enzymes, biosensors, food processing) and other sectors such as: cosmetics, gardening and agriculture
(Ahmed 2015; Sarvas et al. 2008; Ullah et al. 2015). The key factors associated with effective use of
hydrogels are their physicochemical and mechanical properties that determine their functionality.
Those which contribute to the popularity of these materials are high degree of biocompatibility,
biodegradability, adequate oxygen permeability, physical properties similar to tissues, the porosity
that allows on transport of various substances, possibility of active molecules immobilization and
ability to gel in situ (Patel and Mequanint, 2011).

The presented work is a synthetic review of significant functional properties of hydrogels
that determine their practical applications.

2. Description of the issue

2.1 Types of hydrogels

In general, hydrogels can be divided according to the type of cross-linking into chemical and
physical materials. Nevertheless, they can be also classified in terms of source and composition of
polymers, structure type, charge, physical properties and biodegradability (Fig.1).

The hydrogels can be classified according to the type of cross-linking (Patel and Mequanint
2011). In this case, one can distinguish physical hydrogels, known as reversible or pseudogels, in
which connections within the polymer network are based on unstable ionic interactions and hydrogen
bonds. These linkages can be destroyed due to changes in physical conditions of microenvironment
as ionic strength, pH, or temperature. In contrast, chemical hydrogels (permanent) are those in which
the polymer network is maintained by means of covalent bonds, which provide stability for the
structure regardless of the change of external factors (e.g. pH, temperature). These materials are
chemically durable and not subject to decay without the complete destruction of macromolecules.
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Both types of hydrogels show a non-homogeneous structure, non-uniform cross-linking degree and
uneven distribution of water (Peppas et al. 2000).
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* Sensitive to external stimuli * Anionic * Nonionic
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Fig.1. Classification of hydrogels (Ahmed 2015; Patel and Mequanint 2011).

Considering the source of the polymer, hydrogels can be of natural and synthetic origin.
Natural hydrogel materials are typically made from polysaccharides and protein chains, while
common examples of synthetic are poly(vinyl alcohol) or poly(ethylene oxide). Natural polymers are
characterized by considerable biocompatibility, since in the human body they can be degraded by
enzymes and as a result bioresorbable by-products are formed (Ahmadi et al., 2015). In turn, synthetic
polymers are highly mechanically robust, but their degradation occurs much slower (Tabata 2009).
The third group consists of hybrid materials which thanks to the differentiated contribution of
individual components can exhibit unique properties.

Hydrogels can also be divided due to the polymer composition into homopolymers,
copolymers and interpenetrating polymers networks (IPNs). The homopolymer matrix is obtained
from one type of monomer, which is the basic structural unit. The copolymer (heteropolymer) is a
construct composed of two or more different monomers arranged randomly or as a block of repeating
elements along of the chain, of which at least one is hydrophilic. In turn, the multipolymer structure
of IPN is constituted by interpenetrating building blocks derived from two or more independently
cross-linked polymers of natural and/or synthetic origin (Ahmed 2015). Full-IPN consists of two
independently crosslinked polymers, whereas in the semi-IPN hydrogel one polymer is cross-linked
and the other is in a linear or branched form, not connected to the first polymer (Bakar et al. 2011).

Considering the charge of the side groups of polymer chains forming the hydrogels structure,
these materials can be of three types: ionic, non-ionic and amphoteric (Peppas et al. 2000). Non-ionic
hydrogels are electrically neutral. lonic ones can be negatively (anionic) or positively (cationic)
charged. In contrast, the amphoteric hydrogel can ionize both into anions and cations (Ahmed 2015).

According to the physical structure of hydrogels, they can be classified as amorphous (non-
crystalline), crystalline and semi-crystalline (complex formed by the amorphous and crystalline
phase) (Ahmed 2015).

Referring to the fate of hydrogels in the human body, they can be described as biodegradable
or non-biodegradable. The former, susceptible to biological agents (e.g. hydrolysis in the presence of
enzymes) can disintegrate into harmless low molecular weight by-products, fully resorbable or safely
excreted from the body. For example, this eliminates the necessity of surgical removal of the hydrogel
carriers after the release of the drug substance, in contrast to those based on non-biodegradable
materials (Wu and Chu 2008).

Physical properties are the last category, according to which hydrogels can be divided. In
this case, conventional and smart materials could be distinguished. Unique of the second group is that
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their features could change as a result of the response to a deliberate action of various external stimuli
(Simdes et al. 2012; Ullah et al. 2015).

2.2 Materials for hydrogels production

Hydrogels are a unique class of macromolecular network structures of which a large part is
the fraction of the aqueous solvent. The hydrophilicity of the network results from the presence of
chemical residues such as hydroxyl (-OH), carboxylic (-COOH), amide (-CONH-, -CONHy), sulfonic
(-SO3H), and others that can be found within the polymer backbone or in his side chains. Nevertheless,
it is also possible to synthesize hydrogels containing a significant part of hydrophobic polymers by
blending or copolymerization of hydrophilic and hydrophobic individual building blocks (Yang
2012).

Hydrogels can be prepared from a diverse range of natural and synthetic polymers, and
combinations thereof (Tab.1).

Tab.1. Types of polymers used for the production of hydrogels (Ahmadi et al. 2015).

Polymer type Examples
alginic acid, hyaluronic acid, carrageenan, dextran sulphate, chondroitin
Natural sulphate, chitosan, starch, polylysine, dextran, agarose, pullulan, gelatin,

collagen, peptides
poly(vinyl alcohol) (PVA), polyacrylamide (PAM), poly(ethylene oxide)
(PEG), poly(lactic  acid)  (PLA), polycaprolactone  (PCL),

Synthetic polyhydroxybutyrate  (PHB), poly(propane oxide) (PPO), N-
isopropylacrylamide (NIPAAm), hydroxypropylmetacrylate (HPMA),
polyethylene oxide (PEO)

alginate-PVA, collagen-acrylate, hyaluronic acid- NIPAAm, poly(PEG-co-

Hybrid peptide), poly(HPMA-co-peptide)

Natural polymers are characterized by a considerable biocompatibility, since they can be
degraded in the human body by enzymes resulting in formation of biotolerant by-products. In contrast,
synthetic polymers are highly mechanically strong, but their degradation proceeds much slower
(Ahmadi et al. 2015; Ahmed 2015). By using polymers of different origin, hydrogel materials with
desired, specifically designed properties can be obtained (Wu and Chu 2008). In this case, by
controlling the hydrophilic/hydrophobic ratio, ionization of the polymeric structure and the interaction
between each building block, one can have an influence on the degree of cross-linking, porosity,
sorption and transport properties of the hydrogels (Yang 2012).

2.3. Practical applications of hydrogels

The unique hydrogels properties create the opportunities for their various industrial
applications, which are related both to the everyday items as well as medicine and industrial
biocatalysis (Fig.2).

Considering the applications in cosmetics, the bioadhesive hydrogels have good properties
for skin care due to a long residence time on the application place the maintenance of the high local
concentration of active ingredients in the surrounding tissues and reduced product administration
frequency. This kind of hydrogels can be produced from acrylic acid, its derivatives and carrageenans,
the naturally occurring polysaccharide extracted from red seaweed (Parente et al. 2015).

In agriculture, hydrogels allow plant colonization of reclaimed areas after mining. Their
application leads to the increase planting stock survival and affects by soil moisture conditions.
Moreover, a new generation of hydrogels, like highly cross-linked polyacrylamides containing 40%
of the amides hydrolyzed are able to adsorb water and store up to 400 times their own weight, thus
can reduce the negative effects on plant physiology under water stress conditions (Sarvas et al. 2007).

The modern industrial biocatalysis is closely related to various methods of enzyme
immobilization. One of the popular immobilization approaches is the entrapping method involving a
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different type of carriers, among which hydrogels play an important role. Hydrophilic polymeric
carrier ensures a relatively inert aqueous environment inside the matrix as well as causes relatively
low decrease in enzyme activity. Furthermore, hydrogel structure allows entrapping other active
ingredients. Entrapment of glucose isomerase, the well known commercial enzyme, inside
Poly(acrylic acid-co-2-Acrylamido 2-methyl Propane sulfonic acid) is promising tool for biomedical
applications (Kamal et al. 2014).

Tissue engineering leads to the regeneration and repair of defective and damaged tissues.
The assurance of a suitable environment for treated cells enhances and regulates proliferation and
differentiation processes for cell-based tissue engineering. The research related to the creation of
hydrogel scaffolds are connected to stem cell biology and medicine. Furthermore, they allow
obtaining a high quality of cell transplantation therapy (Tabata 2009).

COSMETICS BIOTECHNOLOGY
* Facial masks * Enzyme carriers
* Cooling gels * Biosensors
* Creams * Food processing
MEDICINE PHARMACY
* Implants * Drugcarriers
* Catheters HYDROGELS * Wound dressings
* Tissue engineering * Ointments
* Contact lenses * Eye drops
AGRICULTURE GARDENING
* Fertilizers * Fertilizers
* Plant protection * Humidity regulating

products products

Fig. 2. The application areas of hydrogels materials (Ahmed 2015, Ullah et al. 2015).

2.4. Functional properties of hydrogels

Appropriate properties are key factors determining the possibility of effective use of
hydrogels in various fields. In particular, it is of great importance in biomedicine and pharmacy, where
it is observed a continuous increase in the demand for new functional materials for specific targeted
applications. The most significant functional properties are hydrophilicity, absorption properties,
including the ability of reversible swelling in aqueous solutions, porosity, semi-permeability,
mechanical strength, chemical and thermal resistance, biocompatibility, non-toxicity,
biodegradability and sensitivity to external stimuli.

2.4.1. Absorption properties

The most important element affecting the properties of hydrogel materials is water, which
can constitute up to 99% of their total mass. Absorption properties (water absorption and swelling
capacity) could be controlled by various factors (Gupta et al. 2002). The first group is represented by
properties of polymeric components of hydrogels such as: concentration, crosslink density, nature of
functional groups, ionic charge and hydrophilic/hydrophobic ratio. The second group of factors are
the properties of the microenvironment, like pH, ionic strength or temperature.

Swelling, the process of water absorption by a dry hydrogel, is initiated by the hydration of
hydrophilic groups that are highly polar. As a result, the hydrogel begins to swell, causing the
hydrophobic groups to move outward. Then, after the exposure of all these groups, the osmotic

25|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

pressure around the cross-linked structure of hydrogels is created as a result of striving to equalize the
saturation conditions. Thanks to this, it is possible to absorb the additional amount of water that fills
the pores (unoccupied voids between the chains) (Ganji et al. 2010). Water absorption and swelling
degree can be expressed by appropriate equations given in Tab.2.

Tab. 2. Equations for determination of water absorption and swelling degree of hydrogels (Labus et
al. 2016).

Feature Equation

Water absorption (WA) | WA[%] = W 100%

Swelling degree (SD) | SD[%] = £ 100%
-ID

mip — initial mass of dry hydrogel before swelling [kg]; msw —mass of wet hydrogel after swelling
[ka]; msp —mass of hydrogel dried after swelling [kg].

2.4.2. Crosslinking degree

The polymers forming hydrogel are linked by chemical bonds, so it is possible to produce
their three-dimensional network. The creation of such structure is called: cross-linking, during which
could be formed single covalent bonds, multiple connections, as well as the most frequently occurring
so-called molecular entanglement. The crosslinking of polymer chains in the hydrogel structure
occurs during the reaction of polymerization or polycondensation. This leads to the production of
large three-dimensional hydrogel networks that change the absorbed water into the gel form.

The average number of cross-linked units (y) which possibly could be created on a hydrogel
polymer chain can be calculated using the following equation (Yang 2012):

y=aly,
where: a — amount of functional groups; An — average chain size (degree of polymerization).

Hydrogel materials with a high degree of cross-linking are more compact and rigid, which is associated
with a much lower mobility of polymer chains, and thus with a reduction in the degree of swelling.

2.4.3. Porosity

The amount of voids, called porosity, is one of the most important parameters determining
the structure and properties of the hydrogels. In case of these materials, a cross-linked network
composed of polymers linked by various interaction forms a porous structure. The factors determining
the porosity of the hydrogels are mainly the type and concentration of initial reagents and can be
determined by following equation (Thompson et al. 2017):

p=(1-2): 100
Po

where: P — porosity; p — pore density [kg/m®]; po — overall density of the hydrogel [kg/md].

Porosity together with the degree of cross-linking are the factors conditioning the permeable
properties of hydrogel materials. Therefore, by adding the favorable swelling capacity and the content
of large amounts of water (universal solvent of bioactive molecules) it can be concluded that
hydrogels are efficient matrices for the transport of various substances, including: drugs, enzymes or
growth factors (Gupta et al. 2002; Peppas 2000; Ullah et al. 2015).
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2.4.4. Elasticity

Flexibility is defined as tensile resistance. This feature allows modifying the shape or volume
of the material under the action of mechanical factors (Melekaslan et al. 2004). Due to their high
flexibility, hydrogels react to stresses with almost immediate and completely reversible deformation.
The rapid rearrangement of polymer fragments under the influence of stress is possible due to the
specific structure of the gel, and more specifically its cross-linking and a large number of voids
between polymers chains. The flexibility of the hydrogels is characterized by the high extensibility of
the polymeric material due to low mechanical stress.

Due to the hydrophilicity and significant water content, hydrogels are characterized by
flexibility very similar to natural tissues, which enables effective use of these materials in tissue
engineering and in the production of implants (Melekaslan 2004; Tabata 2009).

2.4.5. Biocompatibility and biodegradability

Hydrogels like all other biomaterials in contact with the human body (for example in the
form of drugs, implants, dressings or food) must obligatorily fulfil the requirements of non-toxicity
and biocompatibility. Designing hydrogels for such applications, the risk of allergy or irritation
caused by gel components should be ruled out. In order to accomplish assumed functions, these
materials cannot induce adverse reaction of the organism.

A favorable property of hydrogels is also the ability to biodegrade in the human body. For
example, if they are used as subcutaneous time-releasing implants, this eliminates the need for the
surgical removal of such a carrier, which significantly enhances patient comfort during therapy (Wu
and Chu 2008).

2.4.6. Sensitivity to external stimuli

In the group of hydrogels there could be also distinguished so-called smart materials, which

HYDROGEL

e.g. pH, temperature,
glucose, magnetic field,

antibodies, ionic strength

SWOLLEN HYDROGEL

Fig.3. Change of swelling properties of a hydrogel sensitive to various external stimuli (Simdes et al.
2012).

are sensitive to environmental changes and able to modulate their properties in response to changes in
pH, temperature, ionic strength, electric field, or concentration of a specific analyte (Fig.3). This
makes it possible to design a carrier releasing the drug in specific part of the human body (e.g. at a
specific pH of stomach or intestine) (Byrne et al. 2002).

The most common propertythat varies in response to an external stimulus, is a change in volume of
the hydrogel as a result of the dynamic swelling and the transition of the hydrogel from the gel into a
sol, or vice versa in case of injectable materials (Ullah et al. 2015).

27|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

3. Summary

Hydrogels are multi-functional materials based on polymeric crosslinked networks filled
with water. Their unique feature is ability to absorb and retain high quantities of water. Due to their
hydrated environment and tunable properties, hydrogels are widely used in various industrial
applications, such as: tissue engineering, implantology, drug release devises, contact lenses,
biosensors, food processing, cosmetics, hygiene products, or plant protection products.

The presented work gives an insight into the examples of significant functional properties of
hydrogels that determine their practical applications. Among the most important properties that
characterize an ideal hydrogel material are (Ahmed 2015): appropriate absorption capacity, preferred
particle size and porosity, the lowest residual monomers, the highest durability and stability in the
swelling environment and during the storage conditions, biodegradability without formation toxic by-
products, biocompatibility (if required) and the lowest price. The set of desirable properties can be
obtained by modulating key parameters of hydrogel materials, such as: chemical composition, degree
of cross-linking, flexibility, mechanical resistance, etc.
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Abstract

Hydrogels are a group of hydrophilic polymeric materials with specific properties. They have
an extraordinary ability to be semi-permeable, which makes it possible to transport the substance to
and from these polymeric structures. Hydrogels are functional materials that are readily used in
biomedicine and biotechnology because of their biocompatible properties and similarity to living
tissues. They are used in tissue scaffolds, drug carriers, contact lenses, etc. One of the dynamically
developing directions of research on the use of hydrogels is also the application of these materials as
the new generation dressings. They are most often used in the case of hard to heal wounds such as:
ulcers, bedsores, wounds after surgery, diabetic and necrotic as well as burns and places after skin
grafts. The highest adventage is that hydrogel dressings primarily separate wounds from the external
environment while ensuring gas exchange to facilitate the healing process. In addition, these materials
are characterized by beneficial moisturizing and cooling properties and the ability to apply the drug
without the need to remove the dressing by soaking its outer side with the medicament solution.

1. Introduction

Hydrogels are a group of hydrophilic polymeric materials with specific properties.
A characteristic feature of these cross-linked structures is the swelling capacity in aqueous solutions
and semi-permeability, which makes it possible to transport various substances to and outside these
materials. Properties such as absorbency, hydrophilicity, biocompatibility, non-toxicity, resemblance
to living tissues, biodegradability, and in some cases sensitivity to stimuli, make hydrogels functional
materials successfully used in biomedicine and biotechnology. In these sectors, the most important
applications include: tissue scaffolds, drug carriers, anti-cancer targeted therapies, implants, stents,
soluble surgical threads, contact lenses, biosensors, immobilized enzyme preparations and diagnostic
tests (Ahmed 2015).

One of the dynamically developing directions of research on the use of hydrogels is also the
application of these materials as the new generation dressings. Their use is particularly justified in the
case of hardly healing wounds: ulcers, decubitus ulcers, surgical wounds, diabetic and necrotic
wounds, as well as burns and places after skin grafts. The greatest benefit resulting from the use of
hydrogel dressings is primarily the separation of the wound from the external environment while
ensuring gas exchange facilitating the healing process by adequate oxygenation of regenerated cells.
In addition, these materials are characterized by beneficial moisturizing and cooling properties and
the ability to apply the drug without the need to remove the dressing by soaking its outer side with
the medicament solution (Tyliszczak et al. 2007).

The presented article is a synthetic review of using hydrogel materials as dressings, with
particular emphasis on the functionality of these preparations in the healing of chronic wounds.

2. Description of the issue

Hydrogel is a material composed of natural or synthetic hydrophilic polymers forming a
network, capable of storing large amounts of water and other biological fluids (Sosnowska 2009).
Their use increases dynamically due to their beneficial properties: biocompatibility, non-toxicity,
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similarity to living tissues and, in some cases, sensitivity to stimuli. These properties make hydrogels
excellent materials used as drug carriers and tissue scaffolds (Mielewczyk 2011).
Hydrogels can be built from (Tab.1):

» Natural polymers consisting of proteins, polysaccharides and protein-derived polymers, or
polysaccharide hybrids. Natural hydrogels are characterized by low toxicity and high
compatibility (Liu et at. 2015).

»  Synthetic polymers that have more favorable properties for treatment processes than natural
polymers, which with appropriate composition manipulation are sensitive to changes in pH,
temperature, ionic strength, etc. (Liu et at. 2015). They have the ability to photopolymerize.
They are characterized by the ease of manipulation of mechanical properties and the ease of
controlling the crosslinking structure. Their transport properties canbe adjusted by adjusting
the polymer chain length and density (Zhu 2010).

Tab. 2. Types of polymers used for the production of hydrogels (Ahmed et al. 2015).

Polymer type Examples
alginic acid, hyaluronic acid, carrageenan, dextran sulphate, chondroitin
Natural sulphate, chitosan, starch, polylysine, dextran, agarose, pullulan, gelatin,

collagen, peptides
poly(vinyl alcohol) (PVA), polyacrylamide (PAM), poly(ethylene
oxide) (PEG), poly(lactic acid) (PLA), polycaprolactone (PCL),

Synthetic polyhydroxybutyrate (PHB), poly(propane oxide) (PPO), N-
isopropylacrylamide (NIPAAm), hydroxypropylmetacrylate (HPMA),
polyethylene oxide (PEO)

2.1. Properties of hydrogels

The ability to retain significant amounts of water (swelling) and semi-permeability are some
of the most important features of hydrogels. Owing to their three-dimensional structure and cross-
linking they are able to store a large amount of water, including wastes from the wounds or drug
solutions. Hydrogel is colloquially referred to a container with semi-permeability boundaries through
which water and charged molecules can move freely (Sergey 2012). Hydrogel preparations can absorb
10 to 1000 times more liquid than their dry weight. They have the ability to maintain shape even in
the presence of water (Tyliszczak et al. 2007). An additional advantage of biodegradable hydrogels
are the unstable bonds occurring in the main chain or polymer grid. These bonds can be easily broken
under physiological, enzymatic or chemical conditions by hydrolysis. This facilitates the degradation
of the material implanted into the body or the place where the goal is to replace the polymer structure
with living tissue. This is of great importance in tissue engineering or in the process of wound healing.
In the case of transporting medications to the body, degradation of the drug capsule is designed to
release the therapeutic agent in a timely manner after taking the dose of the drug. This is possible due
to the biodegradable polymer structure (Sergey 2012).

Biocompatibility is another important feature of hydrogels. It is connected with the necessity
of congruence with the immune system, the hydrogel and degradation products as well as the lack of
toxicity of individual components of the hydrogel. They should be easily metabolized or filtered
through the kidneys. This advantageous function results from their low free energy, hydrophilic
surface at the interface when in contact with body fluids. In addition, the soft and rubbery nature of
hydrogels minimizes irritation of surrounding tissues (Sergey 2012; Zhu 2010).

Interconnections in the polymeric network give the hydrogel preparations flexibility,
viscosity and shape the gel structure. Moreover, it is possible to change their chemical properties,
such as: polarity, surface, mechanical properties and degree of swelling (Sergey 2012).

Immunotolerance is an extremely important feature, especially in biomedical applications.
Due to the presence of water, hydrogels are characterized by an unusual similarity to living tissues,
which favors their absorption by surrounding tissues and reduces the risk of irritation (Tyliszczak et
al. 2007).
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An advantage is also the ease of washing the hydrogels from the transdermal surface.
Moreover, such preparations release active substances much faster than ordinary lipophilic substrates
depending on the cross-linking degree of their structures (Mielewczyk 2012).

Hydrogels are unusual polymeric materials, giving back character to copies of natural cells
or tissues, therefore they are used to reconstruct multilayer systems. This gives them additional ability
to transport biologically active substances, such as drugs, physiological fluids or growth factors
(Hoffmann 2012).

2.2. Overall applications of hydrogels

Due to absorbent, hydrophilic, biocompatible and non-toxic properties, hydrogels are
intensively studied functional materials. As a result, they are the subject of dynamic research in many
industrial fields, such as: medicine, pharmacy, cosmetics, agriculture and many others (Tyliszczak et
at. 2007).

Hydrogels have also gained recognition in the electronic industry as components of various
types of sensors. They are also used in ophthalmology (Winnicka 2008), as dressings for oozing
wounds and burns, surgical glues, various types of implants, as well as carriers facilitating drug
transport. The examples of practical applications of hydrogels are presented in Fig. 1.

DRUG

BIOSENSORS CARRIERS

IMPLANTS

Fig. 1. Practical applications of hydrogels.

» Tissue engineering

It is a field of science that deals with the promotion of alternative solutions for artificial tissues,
organ transplants or treatment by replenishing cavities. In this case, the most important goal is to
design of such biological material that would be able to replace the natural tissue or support its
function, thus having the structure closest to it, including mechanical properties.In this field,
hydrogels are used to form the matrices designed from cellulose derivatives and acrylates. Currently
there are prototypes of artificial organs like tendons, muscles or kidneys (Lee 2013).
» Pharmacy

In this field, hydrogels are the most widely used for the transport and release of drugs. Particular
emphasis is placed on the way of dosing medicines, so that their frequent reception is not necessary.
This is possible owing to a suitable gel that ensures contact with the digestive system, contact with
the mucosa and controlled dosing of the drug. (Pluta et at. 2013)
» Gardening and agriculture

Great interest and usability of hydrogels, also known as agrogels, also gained in horticulture and
agriculture. In these fields, they are used for moisturizing and irrigating plants. The watering plants
cause swelling of the hydrogel and storage of water, which is released when the environment gets dry.
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This reduces the costs of production of crops associated with the use of water and employees, and
also limits the use of fertilizers by retaining mineral components inside the gels (Syed 2011).
» Ophthalmology

Hydrogel preparations are currently applied in many eye diseases and diseases, such as dry eye
syndrome. They are used for moisturizing and possibly delivering the drug. They produce a water
film that is often called "artificial tears." Due to their unique properties, in contact with eyes they are
able to pass between the sol-gel phases (Winnicka 2008).
» Dermatology and cosmetology

Hydrogels are also used in the treatment of skin diseases or during therapeutic and cosmetic

treatments. Processes can be easily controlled due to their external use. They are easy to remove
(Ahmed 2015).

2.3. Wound dressings based on hydrogels

Hydrogel dressings are seen as a significant element supporting the treatment of various
types of wounds. This is because the hydrogel dressing helps to keep the wound surface moist, create
the perfect environment for cleaning the wound and help to get rid of necrotic tissue. Moreover due
to their soothing and cooling properties, hydrogel dressings bring the relief to patients and
significantly reduce the pain feeling. That is why they are used in many different types of wounds.
Due to their high moisture content, they also prevent the bacteria from reaching the wound surface,
creating an impermeable barrier, which exclude infection development.

Particular wound types heal in a different way and each of them requires individually planned
therapy. Each treatment should start with the diagnosis of the wound type and classification of
preparations used in the treatment process. Moreover, obstacles and possible complications that may
arise during the therapy should be foreseen (Iwanek 2015). The huge drawback is that classic
dressings are unfortunately still used. They maintain compresses that provide a moist environment
around the wound. Without moisturizing, ordinary dressings can stick to the wounds, irritating the
area of injury, interfering with the structure of the healing tissue and drying in the formation of clots,
which increases the contact of the wound with the environment and negative factors. This can lead to
swelling, infection through microbial infiltration, itching or mechanical interference. During the
change of such dressing, the patient experiences physical discomfort and suffer from intolerable pain.
The clot may break off with the bandage and reopen the wound. Therefore, ordinary dressings are
constantly replaced by hydrogel dressings. Figure 2 presents the environmental recognition of the
wound condition and the individual steps of the treatment of possible exudation.

*PATIENT EVALUATION
* Wound history and etiology. Medications. Wound status assessment and therapy.

* LOCAL WOUND EVALUATION
2 * Location of wound. Condition of the skin.

* EVALUATION OF THE CURRENT DRESSING
3 * In situ as well as after the photo. Indicator of the exudate amount.

* EXUDATION EVALUATION
4 * Color. Consistency. Smell.

* EVALUATION OF BOTH EDGES OF THE WOUND
5 *Wound history. Size. Condition of treatment. Infection. Inflammation. Fistula.

* EVALUATION OF THE SKIN AROUND THE WOUND
6 * Maceration / clash of the epidermis. Color change. Spongy texture. Skin loss.

Fig. 2. Steps of treatment of exudate and similar wound healing problems.
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For a successful wound healing therapy it is necessary to specify:
v Placement of the wound,
v The size and depth of the wound,
v" Wound exudate,
v" Wound surface.

Extremely important in different types of injury is also to determine the criticality of the
wound condition and seletion of the most advantageous and comprehensive healing procedure. There
is a wide variety of raw materials used as therapeutic matrices for healing of typical injuries and other
skin wounds. Therefore, it is necessary to categorize symptoms, ailments and categories of dressings
applied in their treatment.

Currently the most popular dressings are hydrogels. Due to their transparency, provided by
the use of water or glycerol it is possible to monitor the course of treatment without removing the
preparation from the wound and exposing the patient to pain and additional ailments. Moreover,
owing to high hydration, they moisturize and clean dry wounds, dissolve various scabs and facilitate
the treatment of necrosis. In addition, they oxygenate cells, bind secretions and have cooling
properties (Iwanek 2015).

2.3.1. Favorable properties of hydrogel dressings

o They are accepted by the body (biotolerance and biocompatibility) - they do not have a
negative effect on physiology, do not cause acute immune reactions, inflammation or allergic
reactions, high absorbency dressings provide hydration and prevent infections by creating a
barrier against microorganisms;

They enable local drug introduction and periodic release;

The moist environment around the wound protects against drying out;

Protect the structure of new tissue and allow gas exchange;

Hydrogel structure provides a painless change of the dressing;

They can absorb large amounts of liquid during the cleaning of eg necrotic wounds.
Combinations of polymers expand to form in such a way that they create spaces for closing
secretions from wounds, microorganisms or odors (Tabata 2009).

Due to the combination of natural and synthetic components, hydrogels are characterized by
high resistance to damage. The building blocks provide them with excellent sterility. Dressings of this
type are usually about 3 mm thick, which allows continuous control of the treatment process without
necessity of removing the dressing. They adhere well to the wound and the surrounding skin. This is
very helpful when dressing is applied on the face or around the eyes. They are easy to place and
change, that protect the newly formed tissue from damage. Their structure allows on drug application
(without the need to remove the hydrogel) by soaking the outer side of the dressing with a medicament
solution (Peppas 2000). The high water content not only gives the cooling feeling, but also makes it
easier to evaporate water and dry the wound. Hydrogels are not recommended for dry and rough skin.
In case of exudative wounds, it is important to check the condition of the dressing, because irregular
dressing changes may cause microbial growth in the water located in the gel.

The dressings should also contain additional, preservative substances that increase
microbiological stability. It is also common to use hydrogels in the case of intolerance to lipophilic
substrates as well as in diseases and diseases of the hairy skin or oily skin. It is advisable to use them
in applications on the oral mucosa, nose and eye due to their bioadhesive benefits. Hydrogels release
substances faster than lipophilic dressings (Sosnowska 2009).

O O 0O O O O

2.3.2. Characterization of wounds healing with the use of hydrogel dressings

Wound types, which are effectively treated using variety of hydrogel dressings, are presented
in Fig.3. They include: bedsores, skin abrasions, wounds after surgical operations, venous ulcers shin,
diabetic wounds, palaces after skin grafts, skin burns, etc.
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* They are damage to skin tissues resulting from an abnormal blood supply
resulting from long-lasting pressure on the tissue at the site of the wound. This
leads to a reduction in cellular metabolism, resulting in hypoxia, malnutrition
of the cells in the area of injury and eventually leads to necrosis. Necrosis affects
changes in muscles. joints or bone changes. Cavities filled with black-brown
decaying tissues appear.

+ Injuries occurring as a result of contact of the skin element with a rough surface
that wipes the area of injury. The dermis is distorted which can lead to bleeding
or fluid exudation (suppuration).

+ Arise after surgery requiring surgical intervention. Despite the optimal
conditions, complications may occur. We distinguish several types of surgical
wounds, for example. clean wound: hernia, varicose veins or clean contaminated
cholecystectomy. There are also wounds contaminated after operations on the
large intestine or dirty wounds - arising during drainage, etc. In such cases the
patient has to deal with infection or pain during movement and when dressing
changes.

+ Hard to heal wound appears in the area of the ankle. Patients with a tendency
to varicose veins, blood clots etc. suffer most often. Ulcers cause pain, exudation
and may cause unpleasant odors. This wound causes a deficit of protein and
electrolytes lost from the body.

* Currently one of the biggest problems arising in the treatment of this type
of wound. This phenomenon is a source of enormous costs. The diabetic wound
is manifested in the destruction, infection and ulceration of the deep tissue.
There are neurological disorders and peripheral vascular lesions. The most
common complaint is diabetic neuropathic, ischemic or mixed diabetic foot. It
is the result of long-term ill-treated diabetes causing hyperglycaemia and leading
to diabetic neuropathy. Damaged nerves cause muscular atrophy, weakness
or even complete disappearance of pain, touch or temperature. People suffering
from this condition have problems in the treatment of any wounds, abrasions or
cuts. Neglect can lead to limb amputation

#In this case, skin grafts are readily used as a method of treating burns. The graft
is placed on the surface of the wound and immobilized. In place of injury, a vacuum
dressing or high-energy hydrogels are applied. The most common complications that may
occur at the site of the transplant include various types of infections, hematomas, scars,
necrosis or negative effects ofa poorly positioned dressing.

» They arise due to the influence of causative agents on the skin, such as hot fluid burns,
the influence of hot surface, flame, steam or air, chemical or electrical burns, frostbite,
exposure to ionizing radiation or UV, otherwise known as radiation during cancer
therapy. The effect may be surface burns treated relatively easily with the use of various
types of dressings or deep. which are the cause of burn disease. All these causes can lead
to extensive damage and deformation of organs and to dysfunctions of the body system.

* Wounds with inadequate humidity reduce the effectiveness of cells in the treatment
of dry wounds, which results in longer treatment times or may lead to complications.
That's why they need to provide this amount of water with a dressing that will insure
the environment with the right level of hydration. In this case, hydroactive dressings are
one of the most effective agents. Intensely moisturize the site of injury and do not stick
to the wound minimizing pain.

*Manifested by a skin lesion due to illness or injury, characterized by long-term
treatment and complicated therapy.

Fig. 3. Characterization of the wound types healing with the use of hydrogel dressings (Leaper and

Harding 2010).
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3. Future prospects of hydrogel dressing

Considering the opinions of people who are in daily contact with various types of hard-
wearing wounds, it would be necessary to look more closely at the problem of epidermal formation.
This process is very difficult to achieve when treating difficult to heal wounds. The epidermis is the
outermost and at the same time the thin epithelium that covers the body of the living organism. It
posses an extremely delicate structure and can be damaged even when removing the dressing.
Terefore, it is important to place in the hydrogel dressing a substance that accelerates the rate of
epidermal growth and its durability. It would be extremely important when treating difficult wounds
that can heal for years. The hydrogel dressing is almost perfect, because the drug substance can simply
be injected into the gel structure, and then the drug could penetrate itself into the wound. Thus, it is
not necesary to expose wounds to external factors too often. However, this dressing must be changed
once aday. And here the problem arises, because it is very easy to damage the delicate epithelial
structure, the wound opens up again and the whole process should be repeated. This situation can be
represented by a difficult bladder on the foot after being rubbed with a shoe. Everyone has experienced
this waiting and taking care of the delicate pellicle that appears during healing.

Therefore, research on the healing properties of hydrogels should follow this way to finish
the process of epidermis and dermis faster and more effectively, because it is really the most difficult
and the most important step in the whole healing process.

4, Summary

All hydrogel preparations, regardless of their intended use as an implant, dressing or
medication carrier, must fulfill basic requirements. Hydrogels possess many favorable properties,
such as: hydrophilicity and the ability of reversible swelling, mechanical, chemical and thermal
resistance, porosity, non-toxicity, biodegradability and sensitivity to external stimuli as well as
stability during technological processes. It makes them attractive functional materials in variety of
industrial branches. In relation to traditional materials, hydrogels can be considered as new generation
matrices with high application potential.

Dressings have been used by people since ancient times. For centuries we have been
struggling with the problems of injuries, the way they are treated and the protection of wounds. The
greatest benefit resulting from the use of hydrogel dressings is the ability to minimize or completely
eliminate the risk of ailments occurring during use: pain when changing bandages, infections during
the treatment process through contact with the environment or irritation. Due to this, there is observed
dynamically growing interest in developing the new, innovative dressing materials. Based on this
synthetic review it was shown the huge potential of hydrogel structures as the functional dressings for
effective treatment of various kinds of wounds and skin injuries.
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5. Wplyw niedoboru wody w glebie na cechy morfologiczne oraz wielkos¢
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Streszczenie

W ostatnich latach soja wzbudza coraz wicksze zainteresowanie. Nasiona soi s3 wyjatkowo
cennym zrodtem biatka i thuszczu oraz wielu zwigzkow chemicznych, takich jak btonnik, lecytyna,
witaminy, sole mineralne i antyoksydanty, dlatego jest chegtnie wykorzystywana na cele
konsumpcyjne i paszowe. Susza rolnicza, powodowana niedoborami opadow, przyczynia si¢ do
powstania deficytu wody w glebie i zmniejszenia poziomu wod gruntowych, co utrudnia uprawe roli
i nickorzystnie wptywa na plonowanie roslin uprawnych. Soja, podobnie jak inne rosliny strgczkowe
jest gatunkiem o nierdwnomiernym plonowaniu, co w duzej mierze uzaleznione jest od warunkow
pogodowych. U wigkszosci gatunkow susza niekorzystnie wptywa na plon i jego sktad chemiczny.
Redukcja plonu nasion soi w duzym stopniu zalezy od odmiany i fazy rozwojowej rolin. W niniejszej
pracy przedstawiono wyniki badan zwigzanych z reakcja soi na niedobdr wody w glebie na podstawie
dostepne;j literatury oraz badan wtasnych.

1. Wstep

Soja jest jedng z najwazniejszych roslin uprawnych na §wiecie, uzytkowang na cele paszowe
i konsumpcyjne. Pod wzgledem powierzchni uprawy zajmuje czwarte miejsce na $wiecie (po
pszenicy, ryzu i kukurydzy), a jej areal ciggle wzrasta. Jest to zwigzane z sytuacja na rynkach
zywnosci i pasz, gdzie coraz wigksza role odgrywa biatko roslinne, poniewaz jest tansze w produkcji
od biatka zwierzecego (Boczar 2016). Udziat Europy w globalnych zasiewach tego gatunku jest
jednak niewielki. Podobnie w Polsce powierzchnia uprawy soi jest nieduza, ze wzgledu na
wymagania klimatyczne tego gatunku, za$ zapotrzebowanie na biatkowe produkty paszowe
zaspakajane jest gtdwnie poprzez import poekstrakcyjnej Sruty sojowej (Jerzak i in. 2012). Duze
uzaleznienie polskiego rolnictwa od importu $ruty stwarza jednak zagrozenie i budzi zrozumialy
niepokdj. Stad tez w ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania uprawg soi, takze
w klimacie umiarkowanym. Jest to zwigzane z duza wartos$cia biologiczna nasion i zaletami
dietetycznymi, a takze z obserwowanym w ostatnich latach ocieplaniem si¢ klimatu i wydtuzaniem
okresu wegetacyjnego w naszej szerokosci geograficznej. Nasiona soi zawierajg okoto 35-40%
biatka, o bardzo dobrym sktadzie aminokwasowym, ktorego warto$¢ jest uwazana za wyzszg od
bialka zwierzgcego. Dodatkowo nasiona zawieraja 18-22% tluszczu bogatego w niezbgdne,
nienasycone kwasy tluszczowe, sktadniki mineralne (wapn, fosfor, potas), a takze witaminy z grupy
B i cenne fitoestrogeny (Boczar 2016). Sktadniki te powoduja, ze nasiona soi stanowia wazne zrodto
pokarmu zaréwno dla ludzi (olej sojowy), jak i dla zwierzat (poekstrakcyjna $ruta sojowa).

Soja jest ro$ling dnia krotkiego, pochodzaca z potudniowo-wschodniej Azji, dlatego ma
duze wymagania termiczne i mocno reaguje na zmiennie warunki pogodowe. W czasie wegetacji
bardzo waznym czynnikiem decydujagcym o wielko$ci plonu soi jest temperatura, ale takze opady
(Michatek 1999). Niekorzystne warunki wilgotnosciowe powoduja zaburzenia procesow
fizjologicznych, hamujg wzrost i rozwoj roslin, a w konsekwencji redukuja plon i pogorszaja jego
jakos¢. Reakcja soi na okresowe i dlugotrwate niedobory wody w glebie jest jednak zréznicowana
w zalezno$ci, migdzy innymi, od odmiany i fazy rozwojowej roslin (Fazeli i in. 2007).
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2. Opis zagadnienia

Soja jest rosling o umiarkowanych wymaganiach wodnych, poniewaz jest genetycznie
przystosowana do okresowych niedoborow wody w glebie. Owlosienie na lisciach i fodygach chroni
ja przed nadmiernym parowaniem, a glgboki, palowy system korzeniowy umozliwia pobieranie wody
z glgbszych warstw gleby. Ponadto, w czasie suszy li§cie soi ustawiajg si¢ rownolegle do padajacych
promieni stonecznych, dzigki czemu zmniejsza si¢ intensywno$¢ procesow fizjologicznych
zachodzacych w roélinie. Jej zapotrzebowanie na wode¢ jest wigksze w niektorych fazach
rozwojowych, tzw. okresach krytycznych. Pierwszy okres krytyczny przypada od siewu do petni
wschodow, kiedy to ilo$¢ pobranej wody w okresie kietkowania stanowi okoto 120% masy nasion.
Brak wody w tym czasie powoduje, ze nasiona stabo wschodzg i tan jest przerzedzony. Biorac pod
uwage matg konkurencyjno$¢ soi, pdzny siew i uprawe w szerokich rzedach pojawia si¢ wowczas
duzy problem z zachwaszczeniem. Drugi okres krytyczny wystepuje w fazie kwitnienia, za$ trzeci —
wypelniania strakéw. W czasie kwitnienia niedobor wody moze powodowaé zrzucanie kwiatow, co
w efekcie prowadzi do zmniejszenia liczby strakow i obnizenia masy nasion. Niedobor wody w fazie
wypelniania strakdéw, ogranicza mas¢ wytworzonych nasion, a ponadto rosliny nierownomiernie
dojrzewaja, co moze prowadzi¢ do pekania strakow i osypywania sie nasion (Sionit i Kramer 1977).
Reakcja soi na niekorzystne warunki wilgotnosciowe gleby jest zréznicowana takze w zaleznosci od
odmiany (Michatek i Borowski 2006, Kotodziej i Pisulewska 2000). Liczne badania z tego zakresu
maja na celu dobor odpowiednich odmian do rejonu uprawy oraz maksymalizacj¢ plonowania.

3. Przeglad literatury

Dostgpnos¢ wody w glebie wplywa na plon soi, jednak zapotrzebowanie roslin na wode jest
zroznicowane w zaleznosci od odmiany i fazy rozwojowej (Ku i in. 2013). W badaniach Michatka
i Borowskiego (2006), odmiany o drobniejszych nasionach plonowaly lepiej, zaréwno
w optymalnych warunkach, jak i przy ograniczonej wilgotnosci podtoza. Roznica w wysokos$ci plonu
u odmiany najlepiej (Polan) i najstabiej (Jutro) plonujacej wynosita srednio 26,8% w do$wiadczeniu
wazonowym 1 8,9% w warunkach polowych. Ro$liny poddane suszy, niezaleznie od odmiany,
wytworzyly istotnie mniejsza mase nasion, odpowiednio o 49,1 i 19,8%. Najwigksza redukcje plonu
wykazano u odmian Jutro i Aldana ($rednio o 53,4% w do$wiadczeniu wazonowym i 0 29,4%
w warunkach polowych), a najmniejsza - u odmiany Polan w do$wiadczeniu wazonowym (o 41,2%)
i u odmiany Nawiko w do§wiadczeniu polowym (Tab. 1 i 2). Pod wptywem suszy zanotowano tez
spadek masy tysigca nasion (MTN), przy czym rdéznice nie byty statystycznie istotne. Z kolei
w badaniach Kotodzieja i Pisulewskiej (2000) drobnonasienna odmiana soi Nawiko okazata si¢
bardziej wrazliwa na zmienne warunki pogody niz grubonasienna odmiana Aldana. Wyniki badan
wlasnych przeprowadzonych w 2017 roku (do$wiadczenie wazonowe w ukladzie kompletnie
zrandomizowanym, w 6 powtorzeniach) takze wykazaty, ze w warunkach mniejszej wilgotnosci
gleby (30% polowej pojemnosci wodnej) $sredni plon nasion czterech odmian soi byt istotnie nizszy
niz w warunkach optymalnych (60% polowej pojemno$ci wodnej). Przy ograniczonej wilgotnosci
gleby najbardziej zredukowaly plon odmiany Aldana i Annuszka (§rednio o 17%). Przy optymalnym
poziomie uwodnienia gleby uzyskano mniejsza MTN, jednak réznice nie byty statystycznie istotne.
Wykazano natomiast réznice odmianowe. Niezaleznie od poziomu wilgotnosci gleby najwicksza
MTN charakteryzowata si¢ odmiana Aldana, za$ istotnie mniejsza — odmiany Merlin i Annuszka
(Tab. 3). Ponadto, w warunkach stresu rosliny badanych odmian soi byty istotnie wyzsze oraz wyzej
osadzaty pierwszy strak (Rys. 1).

Redukcja plonu nasion soi pod wptywem niedoboru wody w glebie w duzym stopniu
uzalezniona jest od fazy rozwojowej roslin oraz dlugosci trwania stresu. W trzyletnich badaniach
Ecka i in. (1987) stres zainicjowany w fazie poczatku lub pemi kwitnienia i trwajacy do fazy
poczatkowego rozwoju strakow zredukowat plon nasion soi o 9-13%, natomiast, gdy niedobor wody
zostal utrzymany do fazy pelnego rozwoju strakéw i1 poczatku rozwoju nasion plon zmniejszyl si¢
0 46%. Z kolei stres zapoczatkowany w fazie poczatku rozwoju nasion, a zakonczony w fazie petni
ich rozwoju ograniczyt plon jedynie o 15%, za$ rozciagajacy si¢ do konca okresu wegetacyjnego
(5 tygodni) zmniejszyt go o 45%. Zadanie ro$linom stresu w ciggu ostatnich 3 tygodni okresu
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wegetacyjnego (poczawszy od fazy pelni rozwoju nasion) przyczynito si¢ do redukcji plonu nasion
0 21%. Wedlug Mandi¢ i in. (2005) gorsze skutki powoduje susza w fazach formowania strakow
i wytwarzania nasion niz w fazie kwitnienia. Kwitnienie soi rozpoczyna si¢ od pojawienia si¢
pierwszych kwiatdbw na nizszych weztach todygi i trwa przez okolo 3-4 tygodnie, az do momentu
pojawienia si¢ kwiatdéw na wierzchotku. W czasie suszy dlugos¢ okresu kwitnienia wydtuza sie, co
prowadzi do eliminacji przez ro$ling nadmiernej iloéci kwiatow. Odrzucane sa kwiaty lub juz
uformowane straki w dolnej cze¢sci todygi, a na wierzchotku inicjowane jest powstawanie nowych.
Redukcja kwiatow i stragkow zmniejsza si¢ pod koniec kwitnienia i catkowicie ustaje wraz
z zakonczeniem procesu tworzenia si¢ kwiatow, ktore przypada w potowie fazy formowania nasion.
Soja ma mozliwos$¢ zasilenia mniejszej ilosci strakow niz wytwarza kwiatow, dlatego jedynie 25-30%
z zawigzanych kwiatow przeksztatca si¢ w straki. Zatem, dopiero brak wody w pdzniejszych fazach
rozwojowych skutkuje znaczaca stratg plonu. Zdaniem Fredericka i in. (2001) susza trwajaca od fazy
poczatku kwitnienia do wypelniania strakdw powoduje zmniejszenie catkowitego plonu nasion soi
glownie poprzez ograniczenie wegetatywnego wzrostu pedow bocznych.

Tab. 1. Wptyw suszy na plon nasion, wybrane elementy struktury i jako$¢ plonu réznych odmian soi
w warunkach do§wiadczenia wazonowego (Michatek i Borowski 2006)

Liczba Masa nasion Bialko
§ st’r‘f;k.()w na | rosliny (g) MTN (g) ogolne (%) Thuszcz surowy (%)
= roslinie (szt.)
§ wilgotnos$¢ podloza
K* S* K S K| S K S K S
1* 10,9 6,6 4,62 | 2,14 | 205|184 | 36,8 | 38,6 | 194 17,0
2 10,4 6,2 4,38 | 2,06 | 210|187 | 36,7 | 384 | 183 16,2
3 14,9 9,6 5,54 | 3,26 | 176 | 159| 37,4 | 39,8 | 17,6 14,8
4 13,4 8,6 5,32 | 2,78 | 181|169 | 36,8 | 38,9 | 16,2 13,8
5 14,0 8,9 5,75 |1 2,94 | 166 | 149 | 34,8 | 37,4 | 154 13,9
6 15,2 9,4 524 | 2,64 | 181|168 | 38,5 | 41,6 | 14,8 13,3
7 14,6 9,8 5,86 | 2,87 | 153 |135| 37,7 | 39,5 | 15,0 12,2
NIR 0,57 0,44 r.n. - -

*1-Aldana 2-Jutro 3-Polan 4-Progres 5-Mazowia 6-Gaj 7-Nawiko

*K - obiekt kontrolny (warunki optymalne); *S - stres suszy

Tab. 2. Wptyw suszy na plon nasion, wybrane elementy struktury i jako$¢ plonu roznych odmian soi
w warunkach do$wiadczenia polowego (Michatek i Borowski 2006)

5 stlgllfgi)vana ?:s;i?;s?g MTN @) og]gli:zk(?% ) Thuszez surowy (%)
S roslinie (szt.)
§ wilgotnos$¢ podloza
K* S* K S K S K S K S
1* 19,2 | 14,2 8,82 | 6,24 | 238 | 218 | 39,6 | 42,8 | 15,0 14,7
2 20,5 | 15,1 8,78 | 6,18 | 246 | 232 | 37,9 | 41,2 | 14,9 15,1
3 18,8 | 15,6 | 8,96 | 7,46 | 195 | 189 | 42,1 | 44,0 | 15,1 14,2
4 19,6 | 15,1 8,75 (7,18 | 201 | 198 | 38,4 | 42,5 | 15,2 13,8
5 22,5 19,7 8,58 | 7,64 | 172 | 169 | 38,9 | 40,6 | 14,6 13,6
6 21,2 17,8 | 8,87 | 7,23 | 219 | 216 | 42,4 | 43,5| 14,2 13,3
7 234 [223]8,62 7,51 | 161 | 155 (39,3 422|143 13,4
NIR 2,37 0,37 r.n. - -

1-Aldana 2-Jutro 3-Polan 4-Progres 5-Mazowia 6-Gaj 7-Nawik
*K- obiekt kontrolny(warunki optymalne); *S- stres suszy
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Tab. 3. Wptyw poziomu wilgotnosci gleby na plon i sktad chemiczny nasion wybranych odmian soi
(wyniki badan wtasnych).

Masa nasion Bialko ogolne Thuszez
z wazonu (g) MTN (g) (%) surowy (%)
Odmiana
poziom wilgotnosci gleby (% ppw)
30 60 30 60 30 60 30 60
Aldana | 11,8 | 14,2 | 118,6 | 117,0 | 23,1 244 |279| 258
Merlin | 11,0 | 10,1 | 10,7 | 77,9 | 275 26,2 |250]| 233
Lissabon | 11,4 | 119 | 109,3 | 102,8 | 24,4 244 1238 235
Annushka | 11,3 | 135 | 96,5 | 100,5 | 22,5 288 |266| 250
NIR 2,91 24,96 - -
$rednia dla odmiany
Aldana 13,0 117,8 23,8 26,8
Merlin 10,6 89,9 26,9 24,2
Lissabon 11,6 106,0 24,4 23,6
Annushka 12,4 98,5 25,6 25,8
NIR 2,05 17,65 - -
Srednia dla poziomu wilgotno$ci gleby (% ppw)
30 11,3 106,5 24,4 25,8
60 12,4 99,6 259 24,4
NIR 1,45 12,48 - -
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Rys. 1. Wplyw poziomu wilgotnos$ci gleby na wysoko$¢ roslin i wysokos$¢ osadzenia 1-szego straka
u wybranych odmian soi (wyniki badan wiasnych).

Duza wrazliwo$¢ na stres, zwigzany z niedoborem wody w glebie, wykazano takze
w pierwszym okresie krytycznym soi. Michatek i Borowski (2002) stwierdzili, ze warunki
symulowanej suszy w wigkszym stopniu wptywaly na kietkowanie nasion niz na pdzniejszy wzrost
i rozwdj roslin. Optymalny potencjat wody, umozliwiajacy wiasciwe kietkowanie nasion wynosit od
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0,0 do -0,4 mPa. Spadek potencjatu wody w roztworze istotnie obnizat ilo$¢ skietkowanych nasion,
szybkos¢ ich kielkowania oraz przyrost masy kietkow. Wyniki te potwierdzili Samarah i in. (2009).
Z kolei wedtug Mandi¢ i in. (2015) stres zwigzany z niedoborem wody w glebie istotnie ograniczat
wzrost i rozwdj rolin we wczesnych fazach rozwojowych.

W badaniach Desclaux i in. (2000), rosliny poddane stresowi suszy charakteryzowaly si¢
mniejsza liczbg weztdw na roslinie oraz krétszymi miedzywezlami, przez co byly nizsze. Wedtug
Michatka i Borowskiego (2006) niedob6r wody w podiozu wyraznie ograniczyt wytwarzanie stragkow,
nie wplyngt natomiast istotnie na liczb¢ nasion w straku. W badaniach Sadeghipour i Abbasi (2012)
stres wodny powodowal zrzucanie kwiatow i strakow, przez co ograniczona zostata liczba strakow
na ro$linie, liczba nasion w straku oraz masa nasion, co ostatecznie spowodowato spadek plonu.
Z kolei w badaniach Ohashi i in. (2009) stres suszy zastosowany w fazie wypelniania nasion
ograniczyt wzrost i rozwoj strakow oraz zmniejszyt sucha mase rosliny, natomiast dodatnio wptynat
na wysokos¢ roslin i $rednice pedu.

Niedobér wody w glebie wplywa roéwniez na rozwdj systemu korzeniowego soi.
W warunkach stresu zmienia si¢ struktura korzenia, tj. dlugosc i liczba rozgatezien bocznych. Wedtug
Thu i in. (2014) przy ograniczonym dost¢pie do wody korzenie soi byty krétsze, co ograniczato
pobieranie wody z glebszych warstw gleby. Z kolei zdaniem Comas i in. (2013) podczas suszy
korzenie soi silniej rozwijaty si¢ w glgbszych warstwach gleby, gdzie zawarto$¢ wody byta wicksza
niz w suchej, powierzchniowej warstwie. Wielko$¢ systemu korzeniowego soi jest wigc uzalezniona
nie tylko od dostgpnosci wody, ale takze od takze innych od warunkéw siedliskowych, takich jak
rodzaj gleby i jej struktura. W warunkach suszy bardzo wazne jest, aby system korzeniowy byt
rozbudowany i zawieral duzo korzeni bocznych, poniewaz zwigksza si¢ wtedy ilo$¢ wiosnikow,
a przez to catkowita powierzchnia korzenia, co utatwia pobranie wody i sktadnikéw odzywczych.

Do gléwnych parametrow okreslajacych warto$¢ odzywcza nasion soi naleza zawarto$é
biatka ogoélnego i tluszczu surowego w nasionach, przy czym zawartos¢ biatka jest ujemnie
skorelowana z zawarto$cia tluszczu (Chung i in. 2003). Wyniki badan wilasnych wykazaly, ze
w warunkach stresu zawarto$¢ biatka byta wigksza (§rednio o 6,2%), za$ thuszczu - mniejsza (§rednio
05,7 %) (Tab. 3.). Takze badania przeprowadzone przez Michalka i Borowskiego (2006) wykazaty,
ze pod wptywem ograniczonej dostgpnosci wody zawarto$¢ thuszczu surowego w nasionach soi
zmniejszyta si¢ (Srednio dla odmian o 13,3%), natomiast wzrosta zawartosci biatka ogélnego (srednio
0 6,0 %) (Tab.1). Odmienne wyniki prezentujg natomiast Kotodziej i Pisulewska (2000), ktorzy
wykazali, ze przy wzroscie opadéw o 10 mm zaobserwowano spadek plonu ttuszczu o 5,4 kg/ha
u odmiany Nawiko oraz o0 9,0 kg/ha u odmiany Aldana. Rowniez Lorenc-Kozik i in. (2007) wykazali
wyzszg zawartos¢ biatka w nasionach soi w latach o duzej ilosci opadow niz w roku, w ktérym opady
byly znacznie nizsze od $redniej z wielolecia. Na podstawie innych badan autorzy Ci stwierdzili
istotny wptyw warunkéw pogodowych takze na plon oraz zawarto§¢ makroelementdw w nasionach
soi (Lorenc-Kozik i in. 2011). W roku o najkorzystniejszych warunkach termiczno-wilgotno$ciowych
(2002) uzyskali najwyzszy plon nasion, o najlepszym sktadzie chemicznym (Tab. 4 i 5). Brak
jednoznacznych wynikéw, dotyczacych zawartosci podstawowych sktadnikéw pokarmowych
w nasionach soi w zalezno$ci od warunkow wilgotnosciowych, §wiadczy o duzej zlozonoSci tego
zagadnienia i prawdopodobnym wptywie takze innych czynnikow na sktad chemiczny nasion tego
gatunku.

Tab. 4. Plon nasion r6znych odmian soi (q-ha*) (Lorenc-Kozik i in. 2011).

Lata Odmiana Srednio LSDu-0.s
Aldana Gaj Nawiko dla lat

2002 2,75 3,17 3,10 3,01
2003 1,32 1,76 1,38 1,49 0,89
2004 1,30 1,20 1,73 1,41

Srednio 1,79 2,04 2,07 - -

LSDg=0,05 n

dla odmian o
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Tab. 5. Zawarto$¢ makroelementow u réznych odmian soi (%) (Lorenc-Kozik i in. 2011).

Lata Odmiana Srednio LSDe=0,05
Aldana | Gaj | Nawiko dla lat
P
2002 0,78 0,81 0,90 0,83
2003 0,69 0,70 0,71 0,70 0,04
2004 0,93 1,01 1,10 1,01
Srednio 0,80 0,84 0,90 -
LSDg=0,05 r.n. -
Mg
2002 0,110 0,107 0,120 0,112
2003 0,102 0,102 0,112 0,105 0,004
2004 0,107 0,107 0,117 0,110
Srednio 0,106 0,105 0,116 -
LSDu-0,05 0,004 B
Ca
2002 0,17 0,17 0,18 0,17
2003 0,17 0,17 0,20 0,18 0,01
2004 0,21 0,20 0,23 0,21
Srednio 0,18 0,18 0,20 -
LSDg=0,05 0,01 -
K
2002 2,11 2,00 2,14 2,08
2003 1,41 1,52 1,49 1,47 0,03
2004 1,62 1,61 1,63 1,62
Srednio 1,71 1,71 1,75 -
LSDe=0,05 0,02 -

4. Podsumowanie

Duze zapotrzebowanie na biatko roslinne, wzrost cen $ruty sojowej oraz prowadzone prace
hodowlane, ukierunkowane na uzyskanie odmian o wysokiej warto$ci uzytkowej 1 wigkszej
odpornosci na stresy, spowodowaly wzrost zainteresowania uprawa soi w Polsce. Ponadto,
obserwowane od wielu lat zmiany klimatu, zwiazane z wydluzaniem si¢ okresu wegetacyjnego
i wzrostem liczby dni stonecznych w naszej szeroko$ci geograficznej pozwalaja przypuszczan, ze
soja w niedlugim czasie ma szanse na rozszerzenie swojego arealu uprawy w Polsce. Pomimo
znacznej genetycznej odpornosci soi na okresowe niedobory wody w glebie, zwigzanej, m.in.
z wielkos$cia systemu korzeniowego oraz owlosieniem ograniczajacym transpiracje, dtuzsze okresy
posuszne mogg przyczyni¢ si¢ do znaczacego spadku plonu i pogorszenia jego jakosci.
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Abstract

Catalase, the hydrogen peroxide scavenger plays an important role in industrial applications.
Its great catalytic properties lead to the increasing popularity of industrial biocatalysis. Moreover, the
available tools of molecular biology, like advanced screening and effectively recombination
procedures lead to the production of enzymes, with specific characteristics, that meet the requirements
of industrial biocatalysis. The presented work shows the review of currently reports related to the
industrial catalase applications, its properties as well as it demonstrates some kinds of
microorganisms, which may be recognized as an interesting catalase isolation sources.

1. Introduction

Biocatalysis is considered as a useful tool in modern technological solutions. The
environmental benefits related to its application such as reduction of water and energy consumption
as well as less waste generation and no by-products formation are appreciated in industrial processes.
Additionally, the action under milder reaction conditions increases the importance of enzyme-
treatment reactions. Moreover, the increasing industrial enzyme market confirms a great potential of
biocatalysis in household care, food, animal feed, technical industries, fine chemicals as well as in
pharmaceutical areas. The growing number of microbial enzyme applications allows changing the
hazardous technologies related to chemical catalysis to more eco-friendly installations, mainly due to
a high enzyme specificity and biodegradability. Biocatalysis in combination with the using of bio-
based materials leads to the cleaner production processes (Jegannathan and Nielsen 2013).

2. Catalase characterization

Catalase, the enzyme exhibiting an oxidoreductase and peroxidase activity is considered as
one of the most important industrial biocatalysts. It has been identified in plants, animals and
microorganisms as an important element of cellular defense mechanisms against oxidative stress. It
is localized in peroxisomes, both in prokaryotes and eukaryotes cells, with some exceptions. Catalase
is a hydrogen peroxide (H20,) scavenger, that decomposes it into oxygen and water. It can also
participate in the redox-type reactions due to its double activity. Catalases can be classified depending
on the physical and biochemical properties as mono-functional haem catalases, catalase peroxidases,
non-haem catalases and minor catalase. The classical catalases, mono-functional haem, consist of a
tetramer of four identical subunits and their molecular mass is in the range of 200-340 kDa (Sooch et
al. 2017).

The unique properties of catalase allow its widely used in many industrial areas, like food,
bioremediation, medical, pharmaceutical industries and others (biocorrosion, catalase-based
micromotors). The commercial catalase preparations are under the brand name Fermcolase and CAT-
IG, Enzeco or Terminox, from Genencor DuPont - USA, Enzyme Development - USA and
Novozymes - Denmark, respectively (Sooch et al. 2017). Operational conditions during industrial
processes enforce using biocatalysts with suitable properties, like the high activity and stability at
extreme values of pH and temperature, their re-using in many batches as well as the stability at high
substrate concentrations. Furthermore, the possibility of immobilized preparation formation is highly
valued (Schmid et al. 2001). The wide application possibilities of commercial catalase lead to the new
enzyme sources searching to meet requirements of industrial biocatalysis. Catalase isolated from

45|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

microbial sources is an appreciated industrial enzyme. However, most of the available commercial
catalase preparations exhibited stability at narrow pH and temperature range (Sooch et al. 2017), thus
the versatile catalases that showed, on the one hand, the high activity and stability in low and high-
temperature range and on the other hand in acidic and alkaline conditions are wanted. This approach
allows using one enzyme in both various processes, e.g. in food and textile technologies. It is possible
by the advanced screening, genetic engineering and modern bioprocess engineering (Hatti-Kaul
2009).

3. Catalase applications

3.1. Food industry

The role of catalase in the food industry is closely related with the applications of HO in
foodstuff technologies, due to the action of H,O; as a food preservative and sterilizing agent, accepted
by the Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (WHO 1973).

Besides mentioned usages, catalase can be also applied for detection of calcium in milk and
water samples as well as for the detection of infected milk. In the first case, the immobilized catalase
on the teflon membrane has been proposed for the creation of amperometric bio-device, with the
detection range of 1-10 mM and the response time of 1 Min. It has been reported that catalase from
bovine liver was the best candidate from other commercial preparations in these applications.
Moreover, the conductometric biosensor with immobilized catalase and ethanol oxidase allows for
efficient detection of ethanol in food samples. Some of the amperometric biosensors related to the
interior localized immobilized catalase preparation can be used to determine alcohol concentration in
alcoholic beverages. It has been presented that the usage of the immobilized catalase based Clark-
type electrode can be used for the detection of azide compounds in fruit juices, that are considered as
a high toxicity. The available electrodes are sensitive for azide in the range of 25-300 uM (Sooch et
al. 2017). Furthermore, catalase isolated from Scytalidium thermophilum with the additional activity
of phenol-oxidase (CATPO- catalase-phenol oxidase) is related to the fungus antioxidant mechanism
and it can be recognized in future food and biotechnology applications (Koclar Avci et al. 2013). It
has been shown that catalase-phenol oxidase exhibited activity towards catechin, catechol, caffeic
acid, and other phenolic substrates. This correlation is important because the end products of these
substrates are recognized as phenolic secondary metabolites that can act as anti-oxidant, pro-oxidant
and signal-transduction molecules. The usage of bifunctional catalases helps to scavenge free radicals
and thus it leads to a reduction of oxidation that is responsible for the deterioration of foodstuffs
(Sooch et al. 2017).

The basic application of catalase in the food industry is related to H,O, decomposition from
beverages, especially from dairy products after cold pasteurization. It has been reported that H20, in
the concentration of 0.07-0.1% can effectively limit the growth of most of the coliforms during
cheesemaking (Farkye 2004). Additionally, 0.04-0.05% H,O; successfully preserve the raw milk up
to 24 hours during cold pasteurization (Sooch et al. 2017).

The anti-microbiologically-triggered corrosive action of catalase is regarded in the food
industry and allows for prevention of machines corrosion and biofilm formation at the metal surface
(Sooch et al. 2017).

3.2 Textile industry

The application of catalase in the textile industry is related to the bleaching processes, in
which hydrogen peroxide is widely used. The hydrogen peroxide-triggered bleaching effect is
considered as a result of perhydroxyl ion (HO2) action, which is generated in highly alkaline
conditions. It allows for oxidation of organic compounds and achieving the satisfactory effects of
fibers bleaching. It has been reported the optimal values of pH and temperature for efficient bleaching
processes, that were in the range of 10.5-10.8 and 60-90°C, respectively (Brooks and Moore 2000).
The textile processing units, especially dyeing, demand the complete removal of H,0- from bleaching
bath to provide a high quality of dyeing processes. Even trace residues of H20- in bleaching bath can
interfere the dyeing processes by interaction with dyes. Thus, the enzymatic decomposition of H,0,
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is noted in many patent reports. The traditional approach to H,O, removal from bleaching bath was
related to multi-step rinsing procedure with hot water, that was economically disadvantageous
(Choudhury 2004).

The requirements of textile, paper as well as the domestic and commercial laundry industries
forced application of appropriate technologies, which lead to receiving of fibers without damaging of
cellulose structure. Additionally, by the choice of the best results and thus technological solutions,
the impact on the environment is evaluated. The biocatalysis method is considered as a satisfactory
solution, affected positively on the environment, for the textile industry which engages a lot of
commercial enzymes like, amylases, catalases, cellulases, laccases, lipases, proteases, pectinases,
oxido-reductase and xylanase (Choudhury 2004).

T TR
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———
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Fig. 1. The enzymatic one-bath process of desizing, bleaching and dyeing for cotton fabrics (Eren et
al. 2009).

It has been reported, that catalase-treatment is safe for fibers and dyes. Furthermore, it allows
to use of one bath to desizing, bleaching and dyeing processes, due to the application of enzyme
mixture, containing amyloglucosidase/pullanase, glucose oxidase and catalase, respectively (Eren et
al. 2009). In the proposed method, it was used the commercial preparations from Novozymes and
Genencor. All processes were conducted at the temperature in the range of 50-98°C. Thus,
thermostable enzymes application was necessary. The operational conditions of bleaching were pH
11.0-11.5 and 98°C. To provide the highest activity of catalase (Terminox Ultra 10L) it was necessary
the change of reaction conditions on pH 5.5-6.5 and 50°C (Fig.1.). To improve the process economic
conditions, it can be proposed the other thermostable catalase, that was active and stable at a
temperature above 70°C (Sarmiento et al. 2015), wherein in most cases, the temperature of bleaching
bath is about 100°C. It has been shown that enzymatic one-bath process caused 42% decreasing of
COD (chemical oxygen demand) and 21% decreasing of BOD (biological oxygen demand), in
contrast to conventional processes (Eren et al. 2009).

4. The new sources of catalase isolation

Catalase is a widespread enzyme, occurring both in eukaryotic and prokaryotic
representatives. One of the well-known and often used catalase preparation in industrial applications
is catalase from bovine liver. The pH and temperature limitations during its application force to
looking for a new preparation, which meets the requirements of the industry. The obtainability of new
genome sequences, isolation of metagenomes from extremophilic sources, screening genomic
libraries, protein-engineering, biochemical-reaction engineering as well as the current bioinformatics
analyses are the useful tools during searching of new enzyme isolation sources. The extreme
environments in terms of temperature, pH, acidity, alkalinity, pressure and salinity help in the
discovery of new enzymes for industrial applications (Littlechild 2015). Bacteria, fungi and yeast
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have been examined in the context of enzymes bio-synthesis, their isolation, properties
characterization, production on a bench-scale as well as a pilot-scale and finally their further
commercial applications. Additionally, the possibilities of molecular techniques lead to improving
the quality and performance of microbial enzymes (Nigam 2013).

The biggest limitations of industrial operational conditions and biocatalysis are related to the
temperature values. With the temperature increase, the reaction rate is higher and the process time
can be reduced, which is involved with the economic benefits. On the other hand, current technologies
strive to the reduction of temperature to optimum values to balance environmental and economic
needs. In this case, the thermophilic microorganisms seem to be the best solution. The thermostable
enzymes, due to the action at a higher temperature than normal biocatalysts can decrease the
possibilities of microbial contaminations. Their application promotes the breakdown and digestion of
raw materials, as well as the higher reaction temperature, enhances the enzyme penetration inside
substrate by the reduction of substrate viscosity (Nigam 2013). Catalase isolated from Ureibacillus
thermosphaericus FZSF03 exhibits a high activity. It was identified as a monofunctional haeme
catalase of 52 kDa. The purified preparation of catalase showed the specific activity of 219,360 U/mg,
that was higher than others commercial catalases, for which the activity is standardly above 50,000
U/ml. Moreover, its stability at 60°C and pH 10 emphasizes great application possibilities for
industrial production and applications, e.g. a direct addition to the bleaching bath during textile
processes (Jia et al. 2017). Another example of microbial thermophilic catalase is catalase isolated
from Thermus species strain YS 8-13. The activity of this manganese catalase has been noted as 8000
U/mg at 65°C. Additionally, it has been exhibited the highest activity at 85°C and in the pH range of
7-10. In the contrast to other catalase representatives, the presented consisted of six identical subunits
of molecular weight 36 kDa. Furthermore, in the catalase from Thermus sp. has been identified the
homology sequence to catalase isolated from mesophilic Lactobacillus plantarum (Kagawa et al.
1999).

Besides thermostability, another desirable property of commercial enzyme preparations is a
stability at extreme pH range, like 0-3 or 10-12. The recombinant catalase (KatA) expressed in
Escherichia coli BL21 showed the high stability at 50°C and pH 6-10. Its activity has been noted as
78.762 U/ml. Moreover, the fed-batch fermentation allowed to get 92.5% enzyme production yield.
The presented properties of alkaline catalase were appreciated in textile applications, where KatA was
used to H,O, decomposition after cotton fabrics bleaching. As a result, it has been shown that KatA
addition led to a reduction of water, steam and electric power consumption by 25%, 12%, 16.7%,
respectively. Furthermore, it has been noted no loss of productivity and quality of cotton fabrics after
biocatalytic H,O, decomposition (Yu et al. 2016). Varied catalase applications in food industry
encourage the exploration of new enzymes, exhibited the high activity and stability in acidic
conditions. It has been presented, that fungi which are capable of growing at low pH (1.0 or 2.5) and
42-45°C are considered as a great source of acidic catalase isolation. One of them was strain belonging
to Aspergillus sp. A lot of studies have been reported on the great catalytic properties of catalase
isolated from Aspergillus niger during dairy processes (Isobe et al. 2006; Sooch et al. 2017).

The efficient microbial catalase production is related to the optimization of the fermentation
process. The kind and properties of medium for growth decide on the profitability of proposed
solution. The recent studies have been shown great opportunities for biomass conversion and its
utilization in industry technologies. Moreover, lignocellulosic biomass can be used as a growth
medium for Scytalidium thermophilum, the thermophilic fungus, which allows for bifunctional
catalase-phenol oxidase isolation (Koclar et al. 2013).

Among the potential candidates for industrial catalase, have been reported some interesting
examples. The halo-tolerant catalase isolated from Halomonas sp. SK1, expressed in E. coli is stable
in the presence of 4M KCI. Additionally, this catalase is considered as an alkali-tolerant, because of
its high activity at pH 10. It showed significant loss of activity during exposition on 37°C per 5 Min,
thus it was classified also as a thermo-sensitive. Moreover, the easy susceptibility to genetic
modification allowed improving its thermal-stability to 45°C (Thuy et al. 2004). The tolerance on the
high substrate concentrations is one of the key factors, which decided on enzyme industrial suitability.
It has been presented that catalase isolation from Methanosarcina acetivorans and its expression in
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E. coli (EcKatG) led to a 100-fold increase of catalase activity, compared to uninduced cells.
Moreover, it has been observed a 10-fold increase in the resistance of recombinant catalase to H,0-
compared to control. Additionally, the EcKatG-induced cells were able to grow in the presence of
high H>0O, concentration, that inhibited or killed uninduced cells (Jennings et al. 2014). The costs
related to the enzyme isolation and purification often decide on the final product price. The direct
microorganism addition to food is controversial. But some of them have a GRAS status and are
considered as a safe for our health. Venkateshwaran et al. (1999) have been presented that the addition
of the cell-free extract from Saccharomyces cerevisiae CFR-201 used as a catalase source, removed
99.9% of H,0; after cold milk pasteurization, at 45°C, 0.05 % H,O, for 1 hour.

5. Conclusion and future perspectives

The benefits related to biocatalysis have an impact on the current aspect of industrial
technologies. Moreover, the selection of suitable biocatalyst to the strictly defined operational
conditions allows obtaining the efficient process. Additionally, we can still modify the older
technological solutions by application of extremophilic enzymes. The parallel development of
molecular biology, chemical engineering as well as installation-engineering solutions lead to increase
the economic benefits and decrease environmental footprint. The well-known catalase applications
may be increased through molecular modification possibilities.
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Abstract

Biomass is considered as an important source of green energy. The availability of
lignocellulosic biomass with the additional possibility of the biomass wastes reduction and receiving
of value-added products is interesting for modern industrial technologies. The effective industrial
biocatalysis of cellulose, hemicellulose and lignin is a challenge for the food, paper and biofuel
industry. This work presents the characteristic of lignocellulose components, their enzymatic
hydrolysis and industrial application of lignocellulosic conversion products.

1. Introduction

Biomass is recognized as a renewable energy source. It can contribute to sustainable
development. Moreover, it is locally available — lignocellulosic sources include agricultural wastes,
and its conversion is economically beneficial. Furthermore, its use can play an important role in
reducing greenhouse gas emission (Hoogwijk et al. 2003). Additionally, biomass can be a source of
industrial valuable products like biofuels and value-added fine chemicals. It can be used as cheap
energy source for microbial fermentation and finally in enzyme production. Lignocellulose, the
building structure of plant cell wall, is a popular substrate in green technologies. Its renewable nature
and abundance are appreciated in the industrial technologies. Creating an efficient conversion of the
main lignocellulosic components, such as lignin, cellulose and hemicellulose to valuable products is
still a challenge for modern technologies (Anwar et al. 2014).

2. Lignocellulose components

2.1 Cellulose

Cellulose is a linear polymer (C¢H100s)n, built from the subunits of 1,4-B-D-glucose, which
are linked by B-1,4-glucosidic bonds. It is the main component of plant cell wall (40-50%), next to
20-40% of hemicellulose and 20-30% of lignin. Cellulose is embedded in a matrix of hemicellulose,
pectin and lignin. Its structure is formed by crystalline and highly organized microfibrils that are
linked by intermolecular hydrogen bonds and van der Waals forces (the crystalline cellulose) and the
region in which these bonds are broken and the arrangement of microfibrils is disorderly (the
amorphous cellulose) (Quiroz-Castaneda et al. 2013). The quantitative ratio of crystalline and
amorphous regions in treated substrate determines the efficiency of cellulose enzymatic hydrolysis.
The critical factors to the assurance of high cellulose conversion are: the degree of polymerization
(10 000-20 000), the accessibility of the cellulose surface for enzyme binding and the enzyme
adsorption (Zhang et al. 2004).

2.2 Hemicellulose

Hemicellulose is considered as a second most abundant polysaccharide in nature. It is a
branched-chain heteropolymer, that consist of D-xylose, D-glucose, D-mannose, D-galactose, L-
arabinose, 4-O-methyl-D-glucuronic acid and other monomeric sugars (Chaabane et al. 2013).
Hemicelluloses can be grouped into four classes in terms of the main types of sugar residues, such as
xyloglucans, xylans, mannans and mixed-linkage-B-glucans. First class occur in primary cell walls of
all higher plants. Moreover, it’s tightly bonded to cellulose microfibrils through hydrogen bonds.
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Second, the xylan group is localized in secondary cell walls of hardwood species and herbaceous
plants. Xylan is the most abundant hemicellulose in nature. It containing mainly -D-xylopyranolys
residues linked by B-1,4-glycosidic bonds. Heteroxylan the most popular type of xylan, consist of
xylose residues in the backbone with acetate as well as arabinose and glucose residues. The third
group of hemicellulose representatives, glucomannans and galactomannans are the dominant
hemicelluloses in conifers secondary cell walls. Finally, the mixed hemicellulose group is identified
in Poales and some pteridophytes (Schadel et al. 2010; Van Dyk et al. 2012).

2.3 Lignin

Lignin is a heterogeneous polymer, consisted of phenyl-propane units (p-coumaryl, coniferyl
and sinapy! alcohols) linked by ether bonds. It is present in all plants and it fills the gap between
cellulose and hemicellulose fibers (Anwar et al. 2014). Lignin is recognized as the most important
factor limiting enzymatic hydrolysis of biomass by cellulase and hemicellulase. It creates a physical
barrier that limits the accessibility of enzymes to the substrate surface. Moreover, it has been shown
that cellulases can be non-specifically adsorbed to the lignin. Additionally, the residual lignin after
biomass pretreatment can block the progress of cellulose conversion. Many reports are suggested
various methods of lignin removal, including physical, chemical and enzymatic approaches (Van Dyk
etal. 2012).

3. Enzymatic hydrolysis of lignocellulose.

3.1 Cellulases

The effective enzymatic cellulose hydrolysis requires the synergistic action of enzymes
mixture, which the activity is much higher than the sum of the activity of its individual components.
Endo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.4) hydrolysis randomly the intramolecular  -1,4-glucosidic bonds
of cellulose chains to obtain new chain ends. Next, exo-1,4-B-glucanase (EC 3.2.1.91 and EC
3.2.1.176 (cellobiohydrolase)) cleaves cellulose chain at the reducing and non-reducing ends to
produce cellobiose or glucose. Finally, B-glucosidase (EC 3.2.1.21 (cellobiases)) hydrolyzes
cellobiose to glucose. The most important limiting phenomenon of the effective cellulose hydrolysis
and thus lignocellulose conversion is the product inhibition. The products of cellulose hydrolysis,
glucose and cellobiose, inhibit the activity of the enzymes and hinder effective biomass enzymatic
decomposition. (Quiroz-Castaneda et al. 2013).

3.2 Hemicellulases

Hemicellulose due to its complex structure needs a large number of enzymes to effectively
hydrolyze. The enzymes involved in hemicellulose hydrolysis can be divided into depolymerizing
enzymes and enzymes that remove substituents which may pose steric hindrances to the first group
of enzymes. Endoxylanases allow for the xylan backbone cutting into shorter oligosaccharides, while
B-xylosidases decompose short xylo-oligosaccharides into xylose. A similar hydrolysis scheme is
observed during mannan hydrolysis, with the synergistic action of endomannanase and f-
mannosidase. To provide the access to the core of xylan and mannan, the removal of different
substituents linked to the main backbone by ancillary enzyme action is necessary. Among them, o-L-
arabinofuranosidases, a-glucuronidase, ferulic acid esterase, a-galactosidase, feruloyl esterase, acetyl
xylan esterase and acetyl mannan esterase are commonly used (Van Dyk et al. 2012).

3.3 Laccases

Laccases belong to a group of polyphenol oxidase (PPO), copper-containing enzymes. They
oxidize phenolic substrate usually ortho or para-diphenols to related di-chinons by using molecular
oxygen reduced to water molecules. In higher plants, laccases are responsible for cross-linking of
para-coumaryl, coniferyl and sinapyl alcohol precursors in a process of a lignin formation. On the
contrary to plants, the laccases of fungal origin (white-rot fungi, grey mold) are responsible for lignin
decomposition and plant pathogenesis (Strong and Claus 2011). The substrate range for the laccases
is much more diverse and contains variety of organic (aromatic and non-aromatic) or inorganic
molecules. The ability to oxidize such imposing number of compound is due to a one-electron radical-
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catalyzed reaction mechanism in which enzyme might participate directly or indirectly — through
mediator system. In this mechanism, the initial radical product is unstable and undergoes either
enzyme-catalyzed oxidation or a non-enzymatic reaction such as hydration, disproportionation or
polymerization (Kunamneni et al. 2007). In non-enzymatic reactions, laccases oxidize small
molecules (mediators) that can in turn oxidize bulky substrate e.g. lignin which is too large to match
to active site of the enzyme. The mediator system provides laccases a wide substrates specificity to
oxidize, consequently, the enzymes found a numerous biotechnological applications.

4. Lignocellulose industrial applications

In the future perspective, it is being predicted that non-renewable sources of energy will run
out soon, therefore renewable sources of energy are gaining much of interest nowadays. The key
alternative for carbon and hydrocarbon resources seems to be a plant biomass. The lignocellulose
complex is the most abundant raw material on Earth. It is estimated that its annual production is 60
billion tons (Christopher 2014). The biomass offers a variety of compounds from complex polymers
to biologically active molecules.

The technology of plant-based manufacture is a complex process. It includes lignocellulose
pretreatment (separation cellulose, hemicellulose and lignin), its hydrolysis and conversion to desired
products: biofuels, chemicals or energy. The crucial role in the process is degradation of biopolymers.
Nowadays, the most efficient catalysts are enzymes.

4.1 Cellulases

These enzymes are known to be of scientific and industrial interest from the last century and
almost 40 years commercially available. The industrial sectors using cellulases are pulp and paper,
textile, biofuel, brewing and winemaking, food processing, animal feed, agriculture, biomass refining
(olive oil and carotenoid extraction), detergent and waste management (Kuhad et al. 2011).

The areas of cellulases activity in the paper industry is usually pulping wood biomass but
also removing dyes agents from waste papers and magazines (Karmakar and Ray 2011). Classical
pulping is connected with physico-chemical raw material delignification, which is accompanied by
the formation of cellulosic fines. These small fiber particles embed and block the pores in material
surface. Cellulases improved drainage of the material by reducing amount of the fines. The other
cellulases application is deinking process. It includes partial hydrolysis of cellulose fibers following
by ink release from the fiber surface. It was postulated that uses of cellulases in paper industry has
beneficial effect due to softening the reaction condition by mitigation of alkali usage, the lack of
negative influence on fiber properties such as brightness, strength, pulp freeness, cleanliness and cost
savings which results from limitation in chemicals usage and exclude energy consumption
corresponded to mechanical pretreatment.

The application of cellulases in second generation biofuel production is one of the most
popular nowadays. Lignocellulose complex serves as a carbon tank — a reservoir of monosaccharides
being an excellent alternative for starch raw materials for bioethanol production. The main cellulose
origins are plants but it is also recycled form paper industry waste products and may be reused many
times. For example, cellulases were employed for newspaper cellulosic waste hydrolysis (Kuhad et
al., 2010). Such material is composed of a high content of holocellulose — 70% (cellulose and
hemicellulose) and lignin — 16%. Due to a significant amount of dyes deinking properties with the
following hydrolysis of cellulose in the waste material were investigated. In comparison to other
enzymes (xylanases, laccases), cellulases from Trichoderma reesei removed ink from the surface of
the newspaper most effectively. The resulted deinked material was hydrolyzed in 59.8% by enzyme
cocktail contained the cellulases and xylanase. One of the most promising strategies for effective
cellulose hydrolysis which allows to overcome a phenomenon of the cellulases product inhibition is
simultaneous saccharification and fermentation (SSF) (Taherzadeh and Karimi 2007). Enzymatic
hydrolysis and fermentation processes take place in the same reaction mixture, in which glucose and
cellobiose produced during the first stage are fermented by microorganisms. Consequently, enzyme
inhibition is avoided by keeping the concentration of fermenting sugars at a low level. The limitation
of SSF are the optimal reaction conditions which should be provided for both processes particularly
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with respect to pH and temperature. The difference between the optimal temperature for cellulolytic
enzymes and fermenting microorganisms (Saccharomyces cerevisiae) is usually 15°C. This could be
overcome by using thermophilic microorganisms such as Candida acidothermophilum and
Kluyveromyces marxianus. The other drawback is a high ethanol concentration which partially
inhibits cellulases activity at 30 g/l. Nevertheless, the yield of ethanol production is much higher and
concentration of enzyme is lower in comparison to saccharification and fermentation conducted as
two separated processes.

4.2 Hemicellulases

Hemicelluloses are sources of various valuable industrially products. Due to their diversity,
the individual components of hemicellulose can be removed from lignocellulose by various
pretreatment methods. Moreover, hemicelluloses can be hydrolyzed into hexoses, like glucose,
galactose and mannose as well as into other pentoses like xylose and arabinose. Xylose is the main
goal of enzymatic hemicellulose hydrolysis. The products of hemicellulose hydrolysis can be
transformed into ethanol fuel and value-added products, mainly 5-hydroxymethylfurfural, xylitol,
ethanol, butanediol, butanol as well as single-cell protein. Additionally, hemicelluloses can be
converted into biopolymers, such as polyhydroxyalkanoates and polylactates (Canilha et al. 2013).

4.2.1. Xylanases

Xylanases due to their great catalytic properties during xylan hydrolysis are widely used in
the brewing, food, feed industries as well as during pulp bleaching and waste treatment. Xylanases
are used in bread-making to improve the texture, loaf volume and shelf life of bread (Yegin 2017). In
some cases, the synergy between xylanases and other enzymes brings satisfactory results, e.g. the
synergistic action of xylanase and B-1,3-1,4-glucanase allows to reduction of the feed intestinal
viscosity and improvement of filtration rate as well as the extraction yield in the brewing applications.
The mixture of xylanase, pectinase, carboxymethylcellulases and amylases is used for juice
clarification and in the brewing industry to improve the efficiency of filtration (Yegin 2017; Wang et
al. 2016). Aspergillus niger, Marasmius sp. and Paenibacillus sp. strain E18 are recognized as a
satisfactory xylanase isolation sources. Additionally, the obtained enzymes exhibited cellulase
activity. Furthermore, the available genetic engineering tools allow for the creation of more
sophisticated biocatalysts that can be multifunctional. The industrial application of xylanase is related
to the strongly acidic and high-temperature conditions. Furthermore, during biomass conversion
acidic pretreatment is popular. Thus, xylanase stability at acid environment is desirable. Xylanase
isolated from brown rot fungus such Gloeophyllum trabeum, due to its optimum activity at pH 4.5-
5.0 and 75°C and stability in a wide range of pH 2.0-7.5 and 70°C can be a potential candidate in food
applications, especially in the feed and brewing industry (Wang et al. 2016). Fungi Aurecbasidium
pullulans are known from the extremely high production level of xylanase. Xylanase isolated from A.
pullulans can be utilized in baking, fruit juice production, wine-making and brewing due to its
thermal- and acidic-stability (pH 3.0-8.0, 30-50°C) as well as the high tolerance to ethanol (10%)
(Yegin 2017).

Xylanases are widely used to reduce pollutions in the paper industry. Additionally, they
improve the bleaching processes of paper. Thermostable, alkaline endo xylanase isolated from
Streptomyces althioticus is a potential candidate for paper-industry biocatalysis. It shows optimum
activity at 60°C and pH 8 and retains in these conditions 98.72% of residual enzyme activity, after 1
hour of incubation. Moreover, it remains active at a wide range of pH and temperature, 6.0-11.0 and
40-80°C, respectively. It has been shown, that the brightness of kraft pulp was improved through endo
xylanase addition (Luo et al. 2016).

4.2.2. Xylosidases

B-xylosidase activity is necessary to overcome the problem of product inhibition, which is
common in biomass conversion. B-Xxylosidase consumes xylobiose and xylotriose providing a high
xylanase activity. Recombinant -xylosidase isolated from Clostridium clariflavum and expressed in
Escherichia coli BL21 is recognized as a promising solution for xylan saccharification in the biofuels
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industry. It exhibits optimum activity at pH 6.0 and 60°C. Moreover, it retained 94.4% and 75.4%
activity after 1-hour incubation in 55°C and 60°C, respectively. The obtained conversion yield of
corncob xylan to xylose was 60.9% (Geng et al. 2017).

4.3 Laccases

Biotechnology is the basic area of fungal laccases application. Catalytic activity is strictly
connected to their natural ability to lignin decomposition. Therefore, laccases are effectively used in
paper industry as the pretreatment of biomass in biopulping and biobleaching processes. Pulping
concerns wood treating to separate cellulose fibers. A classical process joins physical and chemical
methods. Mechanically, wood is pressed, cut and grind in the presence of water and high temperature.
The physical pretreatment aims the reduction of the biomass particle size and crystallinity of cellulose
area. Chemical step engages different reagents (usually alkali) to lignin removal and improvement of
cellulose fibers properties. A purpose of bleaching is related to the improvement of pulp brightness
and cleanliness. Biobleaching idea is based on mechanical and biological methods. The second
involves wood-decaying Basidomycetes which colonize wood and degrade lignin by secreted into
wood laccases. (Bajpai 2012). The laccase-mediator system has gain more attention recently. In
general, the strategy includes oxidizing and cleaving phenolic and non-phenolic lignin components.
During the reaction, lignin becomes depleted in pulps, then chemical bleaching is conducted which
results in the lower content of residual lignin and higher pulp brightness. The process was first
introduced as xylanase-aided bleaching of kraft pulps. Xylanases partially hydrolyzed xylan which
was redeposited on the fiber surface and consequently improved the access off bleaching alkali to
residual lignin (Christopher 2014). It is postulated that application of laccases provides milder and
cleaner strategies during pretreatments of wood pulp with simultaneous preservation of the cellulose
integrity (Kunamneni et al. 2007).

Laccases were found to be also effective catalysts in detoxification and bioremediation soil
contamination and wastewaters from industry connected to pulp and paper, dye and printing, olive oil
milling, distillery and municipal wastewaters, as it is described in details by Strong and Klaus (Strong
and Klaus 2011).

5. Conclusions

The society with a high level of development has a serious impact on nature, evaluated as
the environmental footprint. Depletion of fossil fuels with simultaneous increasing energy demand
forces to search the alternative energy sources. The green energy connected with the enzymatic
biomass hydrolysis is seen as an interesting solution. The difficulties related to the low efficiency of
lignocellulose industrial enzymatic hydrolysis can be overcome by the searching of new enzyme
isolation sources and use of the extremophilic enzymes.
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Streszczenie

Paratuberkuloza (choroba Johnego) to choroba objawiajaca si¢ przewleklym zapaleniem jelit
spowodowanym przez bakterie gram-dodatnie Mycobacterium paratuberculosis ssp. avium (MAP).
Choroba powoduje istotne straty ekonomiczne w hodowli bydta na catym $wiecie. Mimo iz za glowny
jej rezerwuar uwaza si¢ domowe przezuwacze to choroba jest stwierdzana takze u zwierzat wolno
zyjacych (np. jelenie, kozice gorskie, kroliki, lisy). Artykut ma na celu zwrdcenie uwagi, ze zwierzgta
wolno zyjace moga przyczynia¢ si¢ do pojawiania si¢ ognisk choroby u zwierzat gospodarskich
wykorzystywanych w produkcji zywnosci, jak i odwrotnie. Nalezy zaznaczy¢, iz sprawowanie
nadzoru nad wystepowaniem zoonoz w $rodowisku nalezy do istotnych zadan ochrony zdrowia
publicznego. Pomimo tego, ze paratuberkuloza nie jest typowa zoonozg to w ostatnich latach pojawia
si¢ coraz wiecej doniesien o zalezno$ci miedzy chorobg Johnego, a chorobg Le$niowskiego-Crohna
u ludzi. Dodatkowo, istotnym problemem moga by¢ wyniki falszywie dodatnie w badaniach
w kierunku gruzlicy spowodowane zakazeniem MAP. Zasadnym byloby rownolegle prowadzenie
diagnostyki w kierunku paratuberkulozy przy badaniu zwierzat wolno zyjacych pod katem gruzlicy.

1. Wstep

Paratuberkuloza (choroba Johnego) to choroba objawiajgca sie przewlektym zapaleniem jelit
prowadzacym do enteropatii biatkogubnej. Jest ona spowodowana przez gram-dodatnie bakterie
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Gléwnym rezerwuarem patogenu sa
gospodarskie i dzikie przezuwacze. Paratuberkuloza najczgséciej opisywana jest u bydta, koz, §win,
psow 1 naczelnych. Choroba powoduje znaczne straty ekonomiczne wsréd hodowcow,
w szczegblnosci bydta mlecznego (Rossi i in. 2017). Ze wzglgdu na ograniczone mozliwosci
diagnostyczne i brak skutecznego leczenia, choroba jest trudna do monitorowania i kontrolowania.
W ostatnich latach coraz wigcej mowi si¢ o zalezno$ci migdzy chorobg Johnego u zwierzat, a chorobg
Les$niowskiego-Crohna u ludzi (Feller i in. 2007). Niecatkowicie poznany mechanizm powoduje, ze
choroba stanowi istotne zagrozenie dla zdrowia publicznego, co potwierdza, notowany
w szczegolno$ci w krajach rozwinietych wzrost czestotliwo$ci zachorowan. (Mishina i in. 1996).
Dodatkowo, wedtug niektorych badaczy bakterie omawianego gatunku mogg przyczyniaé sie do
rozwoju cukrzycy typu | u ludzi (Dow 2006). Ostatnio pojawia si¢ coraz wigcej doniesien jeszcze
bardziej zwracajacych uwage na MAP, poniewaz okazuje sig, ze ich opornos¢ cieplna jest wyzsza niz
do tej pory sadzono. Bakterie te okazujg si¢ by¢ bardziej oporne niz Coxiella burnetti czy
Mycobacterium bovis, ktéore moga by¢ skutecznie eliminowane przy pomocy standardowej
pasteryzacji krotkotrwalej wysoka temperatura. (HTST - z ang. High Temprature Short Time, Grant
i in. 1996).

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis to mate, kwasoooporne, gram-dodatnie,
wzglednie-tlenowe, wewnatrzkomoérkowe bakterie, ktore naleza do rodziny Mycobacteriaceae
i rodzaju Mycobacterium. MAP przynalezg do Mycobacterium avium complex (MAC), ktory to
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nalezy do grupy pratkéw niegruzliczych wywotujacych mykobakteriozy. Podobnie jak u innych
pratkéw ich $ciana komérkowa zbudowana jest w wickszosci z lipidow, co zapewnia im oporno$é¢
m.in. na wysuszenie czy niska temperature. Te cechy pozwalaja MAP na stosunkowo diugie przezycie
w $rodowisku - przyktadowo w glebie pratki te moga przezy¢ nawet 11 miesigcy (Grewal i in. 2006).
Cechami charakterystycznymi pozwalajacymi odr6zni¢ MAP od innych pratkow jest brak zdolnosci
do produkcji mykobaktyny, a takze posiadanie sekwencji insercyjnej IS900, ktora pojawia si¢ w 14-
18 kopiach w genomie MAP (Collins i in. 1989). Na detekc;ji tego fragmentu opiera si¢ diagnostyka
za pomoca PCR (z ang. polymerase chain reaction). Na podstawie analizy molekularnej
M. a. paratuberculosis dzieli si¢ na 3 glowne grupy: typ owczy (typ S z ang. sheep lub typ I), typ
bydlecy (typ C z ang. cattle lub typ I1) oraz typ posredni (typ I z ang. intermediate lub typ III, Pavlik
1999). Wsrod zwierzat wolno zyjacych najczesciej izolowany byt typ 11, czyli bydlgey (Carta 2012).

2. Opis zagadnienia

U zwierzat wolno zyjacych, podobnie jak u gospodarskich, najczgstsza drogg transmisji
choroby jest droga fekalno-oralna. Jednak opisane sg réwniez inne mozliwe drogi przenoszenia
choroby - $rédmaciczna, a takze transmisja przez mleko i siar¢ (Lambeth i in. 2004). Warto
zaznaczy¢, iz wydalanie pratkow MAP przez gatunki zwierzat dzikich jest nizsze niz wydalanie ich
przez bydto z objawami klinicznymi (Daniels i in. 2003). Oznacza to, ze zwierzgta wolno zyjace nie
mialyby istotnego wplywu na szerzenie si¢ choroby w stadach, w ktorych choroba juz wystgpuje.
Mogtloby natomiast wprowadzi¢ patogen do stad wolnych od paratuberkulozy. Do zakazenia
dochodzi zwykle u osobnikow w mtodym wieku, ale rozwdj choroby powoli. Doroste osobniki sa
mniej wrazliwe na zakazenie. Po spozyciu skazonego pokarmu lub wody, pratki dostaja si¢ do kgpek
Peyera zlokalizowanych w dolnym odcinku jelita cienkiego. Wewnatrzkomdrkowe patogeny dostaja
si¢ do makrofagéw i komorek tkanki limfatycznej, gdzie namnazaja si¢ i ostatecznie wywotuja
chroniczne ziarniniakowe zapalenie jelit, ktore zaburza procesy wchlaniania i przyswajania
sktadnikéw pokarmowych, prowadzac do kacheksji typowej dla zaawansowanych infekcji. Proces
ten moze trwaé miesigce lub lata i zwykle towarzyszy mu spadek odpornosci komérkowej, wzrost
poziomu przeciwcial w surowicy i bakteriemia z rozprzestrzenianiem si¢ zakazenia poza przewod
pokarmowy. Wydalanie z kalem rozpoczyna si¢, zanim pojawig si¢ objawy kliniczne, a zwierzeta
z podkliniczng paratuberkulozg sg takze istotnymi wektorami w rozprzestrzenianiu si¢ MAP.

Choroba Johnego stanowi istotny problem ekonomiczny wéréd hodowcow bydta mlecznego,
a czestotliwo$é jej wystgpowania rosnie. MAP powoduje chroniczne zapalenie zotadka i jelit u krow,
nie dajac przy tym specyficznych objawow. Zwierzeta, przy zachowanym apetycie, sa wychudzone
oraz wystepuje u nich biegunka (nie stwierdza si¢ jej u matych przezuwaczy). Z powodu braku
wystarczajagco skutecznych, tanich metod leczenia tej choroby u domowych przezuwaczy,
opracowano szczepionke dla bydta (Juste 2011). Jednakze u zwierzat szczepionych, wyniki w testach
do diagnostyki gruzlicy byly falszywie dodatnie, co spowodowato, ze wprowadzenie w zycie tego
pomystu okazato si¢ niemozliwe.

Z powodu trudno$ci w diagnostyce i prewencji paratuberkulozy nalezatoby wzigé pod
rozwage mozliwo$¢ zakazania si¢ zwierzat gospodarskich od zwierzat wolno zyjacych, ktorych rola
w transmisji wielu choréb zakaznych jest wciaz nie do konca poznana. Brak kontroli nad chorobg
Johnego wsrdd zwierzat wolno zyjacych moze przyczynia¢ si¢ do spotegowania trudnosci w walce
z choroba i jej eliminacji ze $rodowiska. Mozliwosci migdzygatunkowe]j transmisji zostaly
udowodnione poprzez eksperymentalne zakazenie krolikow szczepem bydlecym M. avium subsp.
paratuberculosis. (Morkesh i Bulter 1990). Wypasanie przezuwaczy, na pastwiskach
zanieczyszczonych odchodami zakazonych zwierzat, jest najczgstsza droga transmisji choroby
zar6wno wewnatrzgatunkowej jak i migdzygatunkowe;.

Bydto, owce i kozy sa czesto wypasane na pastwiskach, znajdujacych sie w poblizu lasow,
z ktorych czesto korzystajg rowniez zwierzeta wolno zyjace. W szczego6lnosci dzieje sie tak na
terenach znajdujacych si¢ w poblizu lasow. Wspotdzieleniu takich pastwisk moze towarzyszy¢
przyjmowanie pokarmu zanieczyszczonego odchodami innych gatunkéw zwierzat, co umozliwia
transmisje M. a. paratuberculosis pomiedzy zwierzgtami dzikimi, a gospodarskimi. Udowodniono,
ze bydlo w czasie przyjmowania pokarmu nie unika fragmentdw pastwisk zanieczyszczonych
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odchodami krélikow (Danieles i in. 2001). Z powodu wysokiej opornosci komorek bakterii na
czynniki srodowiskowe moze on pozostawa¢ w glebie nawet okoto roku. Nie nalezy zapomina¢, ze
zwierzeta zakazone subklinicznie mogg przez cate zycie wydala¢ patogen z katem, przyczyniajac si¢
do rozprzestrzenienia pratkéw w srodowisku.

3. Przeglad literatury

Paratuberkuloza zostata opisana u 178 gatunkdéw zwierzat wolno zyjacych, glownie
przezuwaczy, ale takze zajacowatych czy migsozernych. Zostala ona stwierdzana u osobnikow
faktycznie wolno zyjacych jak i1 tych trzymanych w zagrodach zamknig¢tych np. ogrodach
zoologicznych. (Carta i in. 2012). Sugeruje sig, ze pojedyncze przypadki choroby nie maja wigkszego
znaczenia dla poszczegolnych populacji zwierzat wolno zyjacych i sytuacji epizootycznej dotyczacej
paratuberkulozy u zwierzat gospodarskich. Zwierzeta, ktore moga mie¢ wplyw na szerzenie si¢
choroby to przede wszystkim osobniki tych gatunkéw, ktore moga petnié role rezerwuaru patogenu.
Rezerwuar jest to srodowisko wraz z warunkami naturalnymi, na ograniczonym terenie, w ktorym
krazy dany drobnoustroj wywotujac okreslong chorobe. Pomimo, iz paratuberkuloza zostata opisana
u bardzo wielu gatunkéw zwierzat wolno zyjacych, to jako faktyczny rezerwuar uznaje si¢ tylko pigé
z nich, z czego cztery gatunki naleza do podrzedu przezuwaczy. Izolacja bakterii od osobnikoéw
danego gatunku nie jest nigdy rownoznaczna z okresleniem go jako rezerwuaru choroby. Ocena
kolonizacji tkanek i wystgpowania ewentualnych objawdw klinicznych stwarza dopiero mozliwo$¢
okreslenia roli danego gatunku zwierzecia wolno zyjacego w epidemiologii paratuberkulozy. Jako
rezerwuar MAP u dzikich przezuwaczy opisano Mulaka Biatoogonowego (Odocoileus virginianus)
w USA, jelenia szlachetnego (Cervus elaphus), a takze sarne europejska (Capreolus capreolus)
w Alpach i daniela zwyczajnego (Dama dama) w Hiszpanii (Carta i in., 2012). Dodatkowo za
rezerwuar tego pratka w Szkocji sg dzikie kroliki (Oryctolagus cuniculus, Greig i in. 1999).

Pomimo iz paratuberkuloza jest kojarzona gtéwnie z przezuwaczami to Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis zostatlo wyizolowane miedzy innymi od tasicy pospolitej (Musela
nivalis), borsukoéw (Meles meles), myszarki zaroslowej (Apodemus sylbaticus), szczura wedrownego
(Rattus norvegicus), zajaca szaraka (Lepus europaeus), kawki zwyczajnej (Coloeus monedula) czy
gawrona (Corvus frugilegus, Beard i in. 2001).

U zwierzat wolno zyjacych kliniczna paratuberkuloza stwierdzana byta bardzo rzadko.
Jednak objawy kliniczne mogg pojawiac si¢ znacznie wcze$niej niz ma to miejsce u bydta, bo nawet
w wieku kilku miesigcy (Mackintosh i in. 2008). Objawy u dzikich przezuwaczy sa podobne jak
u bydta, przyktadowo u Mulaka Biatoogonowego (Odocoileus virginianus) stwierdzono biegunke
i wychudzenie (Quist i in. 2002). U zwierzat z innych podrzedéw ssakow nie notuje si¢ klasycznych
objawow paratuberkulozy (Daniels i in. 2003).

Diagnostyka paratuberkulozy dostarcza wielu problemoéw zaréwno u zwierzat gospodarskich
jak i wolno zyjacych. Jest to choroba trudna do zdiagnozowania na podstawie objawdw klinicznych.
Potaczenie kilku metod diagnostyki laboratoryjnej pozwala na zwickszenie czutosci w wykrywaniu
tej choroby. W przypadku diagnostyki post mortem zmiany anatomopatologiczne sg dos¢
specyficzne, aczkolwiek czesto ich nasilenie nie jest skorelowane z objawami klinicznymi. W czasie
sekcji zwlok mozna zaobserwowa¢ wyrazne zgrubienie i pofaldowanie jelit oraz powickszone wezty
chtonne tej okolicy. Histopatologicznie stwierdza si¢ rozlane ziarniniakowe zapalenie jelit
charakteryzujace si¢ postepujaca akumulacja nablonkowych makrofagéw i komorek olbrzymich
w btlonie $luzowej i podsluzowej jelit.

Obecnie najbardziej czuta metoda diagnostyki laboratoryjnej przyzyciowej jest wykonanie
posiewu bakteryjnego z katu. W przypadku badan post mortem posiew wykonuje si¢ z wycinkow jelit
lub weztow chtonnych. Wazne jest zoptymalizowanie protokotu hodowli w celu wykrycia wszystkich
zainfekowanych zwierzat, niezaleznie od rodzaju szczepu zakazajacego zwierz¢. Wymagania
dotyczace podlozy dla poszczegdlnych szczepoéw MAP roznig si¢. Typy I/I1I rosng lepiej na podtozu
LJm (z ang. Lowenstein-Jensen with mycobactin), natomiast szczepy typu Il wykazujg lepszy wzrost
na podtozu HEYMm-SP (z ang. Herrold's egg yolk medium with sodium pyruvate and mycobactin,
de Juan i in. 2006). Z tego powodu, jesli nie ma mozliwosci wykonania posiewu na obu rodzajach
podtozy, u zwierzat wolno zyjacych uzasadnionym jest uzycie do hodowli podtoza HEYMm-SP.
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Pomimo iz izolacja jest uwazana za zloty standard w diagnostyce tej choroby, to czas oczekiwania na
wynik takiego badania jest dlugi- nawet 8 tygodni, gdyz pratki charakteryzuja si¢ powolnym
wzrostem. Szybsza, ale mniej czulg metoda jest wykonanie badania PCR z katu.

Do diagnostyki przyzyciowej dostepne sg takze testy serologiczne - immunodyfuzja w zelu
agarowym, odczyn wigzania dopelniacza oraz test immunoenzymatyczny ELISA wykrywajacy
specyficzne przeciwciala w surowicy krwi. Jednak pobranie krwi od zwierzat wolno zyjacych
wymaga ich immobilizacji, wigc ta metoda mozliwa jest glownie u zwierzat w ogrodach
zoologicznych. U zwierzat gospodarskich mozna zastosowac takze test srodskorny z jonina.

Paratuberkuloza znajduje si¢ w zataczniku 3. "Ustawy z dnia 11 marca 2004 r. o ochronie
zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu choréb zakaznych zwierzat", co oznacza, ze podlega ona
obowiazkowi rejestracji. Z kolei inna choroba powodowana rowniez przez pratki - gruzlica, znajduje
si¢ w zalaczniku 2. tej ustawy i podlega obowiazkowi zwalczania. W diagnostyce gruzlicy (zarowno
w testach alergicznych jak i testach serologicznych) zwierzeta zakazone MAP moga dawa¢ wyniki
falszywie dodatnie. Wigkszos¢ badan przyzyciowych gruzlicy opartych jest na wykrywaniu
odpowiedzi immunologicznej zakazonych zwierzat na niektore antygeny, ktore sa czgsciowo tozsame
z M. avium i Mycobacterium tuberculosis complex (Aagaard i in. 2003), co moze ttumaczy¢ wyniki
falszywie dodatnie. Przyktadowo stwierdzono, ze zakazone MAP u fermowych jeleni moze wplywaé
na wynik testu tuberkulinowego. (Fernandez-de-Mera i in. 2009). Jest to istotne gdyz gruzlica jest
chorobg powodujaca istotne straty ekonomiczne, a takze grozng zoonoza, wigc prowadzony jest jej
staty monitoring.

Fatszywie dodatnie wyniki badan w kierunku gruzlicy moga prowadzi¢ do niepotrzebnych
eliminacji zwierzat. Taka sytuacja moze mie¢ szczegolne znaczenie dla gatunkéw chronionych np.
zubr (Bison bonasus), u ktérych mozna by podja¢ probe leczenia paratuberkulozy, pomimo wigzacych
si¢ z terapig trudnosci. W przypadku stwierdzenia gruzlicy zwierzg¢ta sa poddawane eliminacji,
dlatego postawienie trafnej diagnozy ma w tym przypadku kluczowe znaczenie. Badanie na
paratuberkuloze nie wykluczy wynikéw fatszywie dodatnich w kierunku gruzlicy, ale w przypadku
wynikéw dodatnich w kierunku obu chordb mozna wzia¢ pod uwage bardziej rozszerzony kompleks
badan w kierunku gruzlicy.

4. Podsumowanie

Epidemiologia MAP jest nie do kofica zrozumiata, w szczego6lno$ci w odniesieniu do roli
zwierzat wolno zyjacych jako rezerwuaru tych bakterii oraz ich potencjalnej roli w chorobie
Lesniowskiego-Crohna. Wiele istotnych probleméw zwigzanych z chorobg jest wcigz nie
rozwigzanych i wymagaja one dalszych badan. Dane na temat paratuberkulozy u zwierzat wolno
zyjacych sa niepelne, ale mozna zauwazyc¢, ze MAP wystepuje niemal na catym $wiecie wsrod bardzo
wielu gatunkow dzikich kregowcow, wilaczajac w to zarowno ssaki przezuwajgce jak i te z innych
podgromad. Nie potwierdzono istotnego wptywu choroby Johnego na dynamike populacji zwierzat
wolno zyjacych, szczegolnie iz kliniczna paratuberkuloza jest stwierdzana sporadycznie. Jednak na
niektorych terenach trzeba bra¢ pod uwage pewne gatunki jako mozliwy rezerwuar MAP. W takim
przypadku mozliwa jest transmisja mi¢dzygatunkowa i kontrolowanie choroby wsréd zwierzat
gospodarskich moze sprawia¢ trudnosci. Na obszarach, na ktorych wérdd zwierzat wolno zyjacych
zostaly stwierdzone rezerwuary paratuberkulozy nalezaloby podja¢ dziatania, ktore ograniczytyby
mozliwosci kontaktu zwierzat gospodarskich z dzikimi, na przyktad poprzez grodzenie wysokimi
siatkami pastwisk.

Podstawowym problemem w kontek$cie zwierzat wolno zyjacych, u ktorych wystepuje
paratuberkuloza jest mozliwo$¢ uzyskania wynikow fatszywie dodatnich w kierunku gruzlicy. O ile
badania monitoringowe w kierunku paratuberkulozy u zwierzat wolno zyjacych nie sg kluczowe
(poza nielicznymi lokalnymi wyjatkami), to zasadne byloby wykonywanie posiewdéw w kierunku
MAP u zwierzat wolno zyjacych, ktére badane sa w kierunku gruzlicy.
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Streszczenie

Choroba Le$niowskiego-Crohna (L-C) to choroba zaliczana do nieswoistych zapalen jelit
(ang. Inflammatory Bowel Disease - IBD), ktorej doktadna etiologia nie zostata jak dotagd poznana.
Charakteryzuje si¢ ona przewleklym zapaleniem $ciany przewodu pokarmowego, dotyczy najczgsciej
koncowego odcinka jelita cienkiego oraz poczatkowego odcinka jelita grubego. Czestotliwo$¢ jej
wystepowania w krajach rozwinigtych wciaz ros$nie. Choroba L-C wykazuje wiele podobienstw do
choroby Johnego stwierdzanej glownie u przezuwaczy. Z tego powodu zakazenie czynnikiem
etiologicznym paratuberkulozy - Mycobacterium avium subsp. paratubrculosis (MAP) jest brane pod
uwagg jako jedno z mozliwych uwarunkowan zwigkszajacych prawdopodobienstwo zachorowania
na chorobe L-C. MAP to bakteria wewnatrzkomorkowa nalezaca do pratkow niegruzliczych (ang.
Mycobacteria other than tuberculosis - MOTT), ktora wystepuje bardzo powszechnie w srodowisku.
Dodatkowo jest ona oporna na pasteryzacje, wiec ludzie podlegaja narazeniu na czesty kontakt z tymi
pratkami, takze poprzez zywnos¢. MAP byt czgsciej izolowany od pacjentdw z potwierdzong chorobg
L-C niz od o0s6b zdrowych. Jednak taki zwigzek nie wyczerpuje zagadnienia etiopatogenzy i nie jest
wystarczajacy do potwierdzenia MAP jako czynnika etiologicznego. Artykul ma na celu zestawienie
najnowszych danych na temat powigzan pomiedzy paratuberkuloza, a chorobg Les$niowskiego-
Crohna oraz zwrdcenie uwagi na potrzebe prowadzenia dalszych badan, w celu uzyskania dowodow
pozwalajacych na potwierdzenie badZ odrzucenie hipotezy o MAP jako czynniku etiologicznym.

1. Wstep

Choroba Lesniowskiego-Crohna zostala opisana na poczatku XX wieku. Pierwszy opis
zostat stworzony przez polskiego lekarza Antoniego Lesniowskiego w 1904 roku. W 1932 roku
bardziej szczegdtowe dane na temat choroby opracowat wraz ze swoim zespotem Burrill Bernard
Crohn. Czynnikiem etiologicznym choroby jest Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
(MAP), czyli bakteria nalezaca do grupy pratkéw niegruzliczych (ang. Mycobacteria other than
tuberculosis - MOTT). Podobnie jak w przypadku innych pratkdéw, jej komodrka posiada gruba,
hydrofobowa $ciang komorkowa, ktora wykazuje opornos$¢ na odbarwianie kwasnym alkoholem. Te
cechy sprawiaja, ze bakteria moze bardzo dhugo, nawet kilka lat, przetrwa¢ w srodowisku. Genom
MAP zawiera specyficzng gatunkowo sekwencje insercyjng 1S900, ktora uzywana jest do odroznia
MAP od innych pratkéw za pomocg testu PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) lub hybrydyzacji
in situ (Green i in. 1989).

MAP jest bakterig szeroko rozpowszechniong wsrdod bydta mlecznego oraz czynnikiem
etiologicznym choroby Johnego u zwierzat. Do zakazenia MAP dochodzi u zwierzat zwykle
w miodym wieku. Moga one wydala¢ pratki okresowo przez cate zycie, nie wykazujac przy tym
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objawow Kklinicznych. U zwierzat, u ktorych rozwija si¢ kliniczna forma choroby brak jest
specyficznych objawdw, wigc choroba nie jest tatwa do rozpoznania. Stwierdza si¢ przewleka,
wyniszczajaca biegunke, w wyniku ktorej nastepuje znaczny spadek masy ciata. Apetyt jest zwykle
zachowany. Utrudnieniem w diagnostyce choroby w stadzie jest fakt, ze MAP podobnie jak inne
pratki nie wywotuje epizoocji, przy ktérej wszystkie zakazone zwierzeta wykazuja objawy kliniczne.
Choroba Johnego jest takze stwierdzana u zwierzat wolno zyjacych, a niektore gatunki z nich moga
pehié rolg rezerwuaru MAP. U zwierzat najczgstsza drogg transmisji choroby jest droga fekalno-
oralna, a takze $§rédmaciczna oraz poprzez mleko i siar¢. Po spozyciu przez zwierzg zakazonego
pratkami pokarmu lub wody, patogeny dostaja si¢ do kepek Peyera. Sa to skupiska tkanki limfatycznej
zlokalizowanych w btonie §luzowej i podsluzowej jelita cienkiego, wchodzace w sktad GALT (ang.
gut-associated lymphoid tissue). Wewnatrzkomoérkowe patogeny namnazaja si¢ nastegpnie
w makrofagach i komorkach tkanki limfatycznej prowadzac do powstania chronicznego
ziarniniakowego zapalenie jelit.

Ludzie s3 w duzym stopniu narazeni na kontakt z MAP ze wzgledu na zdolnos$¢ pratkéw do
dtugiego przezycia w srodowisku. Czesci ptynne z obornika wywozonego na pola przedostaja si¢ do
wod gruntowych przez co ludzie moga zakaza¢ si¢ MAP poprzez zanieczyszczong wode. Dodatkowo
bakteria jest oporna na standardowa pasteryzacje, co stwarza ryzyko spozycia jej wraz z zywnoscia,
szczegolnie z produktami mlecznymi. Bakterie moga by¢ wydalane z mlekiem, ale duze znaczenie
ma w tym przypadku takze higiena doju. MAP sa wydalane przez przezuwacze gtownie z katem, wigc
brak zachowania zasad higieny przez pracownikow ferm podczas doju moze skutkowaé
przedostaniem si¢ patogenu do mleka i skazeniem wytwarzanych z niego produktéw mlecznych.

Pomiedzy chorobg Johnego u zwierzat, ktorej czynnikiem etiologicznym jest MAP,
a chorobg Lesniowskiego-Crohna wykazano wiele podobienstw, dotyczacych zarowno patogenezy
(oslabienie tzw. potaczen S$cistych pomiedzy komoérkami nabtonka w blonie $luzowej jelita
prowadzace do ostabienia Dbariery jelitowej), objawoéw klinicznych jak 1 zmian
anatomopatologicznych. Etiopatogeneza choroby L-C nie zostata do tej pory doktadnie wyjasniona,
a ze wzgledu na liczne korelacje niektorzy badacze zaczeli zwraca¢ uwage na mozliwos¢ roli MAP
w etiologii choroby L-C. Pierwsze podejrzenia dotyczace wspolnej etiologii tych dwoch chordb
pojawity si¢ juz na poczatku XX wieku. Wyizolowanie MAP od pacjentéw z IBD udato si¢ jednak
dopiero w latach 80. XX wieku (Feller i in. 2010), lecz wciaz brak jest jednak wystarczajacych danych
do poznania pelnej etiologii choroby L-C. Objawy kliniczne, gtéwnie z przewodu pokarmowego,
pojawiaja si¢ jedynie u czeSci zakazonych osob, co utrudnia wyjasnienie znaczenia roli MAP
w chorobie L-C. Uzyskanie pehiejszego obrazu etiopatogenezy pozwolitloby na rozwoj metod
diagnostyki (opracowanie badan przesiewowych), podjecie $rodkoéw prewencyjnych (opracowanie
nowych metod przetwarzania zywnosci) i by¢ moze umozliwitoby opracowanie schematu leczenia
tej choroby.

2. Opis zagadnienia

Biorgc pod uwage znaczne podobienistwa pomiedzy chorobg Johnego, a chorobg L-C od
dawna przypuszczano, ze MAP moze by¢ czynnikiem etiologicznym choroby Le$niowskiego-
Crohna. Obecnie MAP jest wykrywany u 50-100% pacjentéw z chorobg L-C (Naser i in. 2004,
Mendoza i in. 2010). Diagnostyka opiera si¢ na wykryciu DNA MAP za pomoca PCR (specyficzna
sekwencja insercyjna 1S900) lub izolacji zywych MAP z probki krwi obwodowej. Istotnym jest, iz
MAP byt takze izolowany u 0so6b, u ktorych nie wystgpuje choroba L-C. Fakt, ze MAP mozna znalez¢
u 0s6b bez objawoéw klinicznych choroby Les$niowskiego-Crohna (Abubakar i in., 2008), nie
wyklucza jednak roli MAP w etiologii tej choroby. Dla porownania wigkszo$¢ bydta narazonego na
dziatanie MAP staje si¢ podklinicznie zakazona, a tylko U okoto 10% rozwija si¢ pdzniej choroba
Johnego. Jest to typowy przebieg przewlektych chordb bakteryjnych, w ktorych uwarunkowania
genetyczne, stres srodowiskowy i status immunologiczny osobnika majg wptyw na rozwoj postaci
klinicznej choroby. Podobne przykltady mozna znalezé w medycynie ludzkiej. Do rodziny
Mycobacteriacae nalezy pratek gruzlicy, ktory rowniez powoduje objawy kliniczne tylko u czgsci
zakazonych osob. Obecnie uznaje sie, ze zakazonych Mycobacterium tuberculosis jest okoto 1/3
populacji, a kliniczna gruzlica rozwija si¢ tylko u 5-10% zakazonych ludzi. (Stewart i in. 2003),
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gléwnie dzieci, osob starszych, niedozywionych, bezdomnych czy u oséb z dysfunkcjami uktadu
immunologicznego.

Choroba L-C kiedy$ zaliczana byta do chorob autoimmunologicznych. Obecnie uwaza sie,
ze jest ona wynikiem interakcji pomiedzy wspolistniejacymi czynnikami $rodowiskowymi,
genetycznymi oraz dtugotrwatym narazeniem na antygeny w $rodowisku i zywno$ci (Baumgart i in.
2012). Nie jest jasne czy pozostajace w srodowisku antygeny wywoluja patologiczng reakcje na
prawidtowa mikroflor¢ czy jest to reakcja na patogeny. Objawy kliniczne choroby L-C to przede
wszystkim bol brzucha, biegunka, zaparcia, krwawienia z przewodu pokarmowego oraz liczne
objawy ogoélnoustrojowe. Ich nasilenie jest zalezne od lokalizacji, wielkosci oraz stopnia
zaawansowania zmian w przewodzie pokarmowym. Wsréd objawow klinicznych wspolnych dla
choroby Johnego i choroby L-C mozna wymieni¢ takze znaczng utrat¢ masy ciata oraz okresowo
nawracajgca biegunke. Zmiany anatomopatologiczne (zgrubienie Sciany jelit, owrzodzenie blony
$luzowej, powickszenie okolicznych weztéw chtonnych) w przypadku obu choréb lokalizuja si¢
przede wszystkim w koncowym odcinku jelita cienkiego i poczatkowym odcinku jelita grubego.
W obrazie histopatologicznym choroba L-C charakteryzuje si¢ wystepowaniem ziarniniakow
z komorek olbrzymich i nablonkowatych. Podobnie w chorobie Johnego notowane jest zapalenie
o charakterze ziarniniakowym. Dodatkowa korelacja pomigdzy obiema chorobami moze by¢ wzrost
czestosci ich wystgpowania w ostatnich latach (Molodecky i in. 2012; Hermon-Taylor i in. 2009).

3. Przeglad literatury

Zakazenie MAP u ludzi zaczyna si¢ poprzez spozycie zanieczyszczonej wody lub zywno$ci.
Pomimo, iz opublikowano liczne doniesienia o ponadprzecietnie wysokiej liczbie przypadkow
choroby L-C na obszarach rolniczych, osoby pracujace w gospodarstwach rolniczych nie sa bardziej
narazone na zakazenie (McNees, i in., 2015).

MAP zostato wyizolowane nie tylko od pacjentow z chorobg L-C (Kirkwood i in., 2009), ale
takze od osob chorych na AIDS (Richter i in., 2002). Brak jest doktadnych informacji na temat
mechanizméw odpowiedzi immunologicznej czlowiecka na te pratki, natomiast u pacjentow
wykrywane byty specyficzne przeciwciata przeciwko MAP. Dodatkowo przeciwciata przeciwko
MAP zostaty wykryte u pacjentdw z cukrzyca typu 1 oraz stwardnieniem rozsianym (tac. Sclerosis
multiplex, Cossu i in., 2011; Cossu i in. 2013). Te doniesienia literaturowe pokazuja, ze ludzie sa
narazeni na zakazenie MAP i bakteria ta moze wywotywac u nich odpowiedz immunologiczna.

W przypadku choroby L-C badania i przeprowadzone metaanalizy pokazuja wigksza
czestotliwos¢ detekcji przeciwciat anty-MAP u pacjentdw z chorobg L-C niz u grupy kontrolnej
(Abubakar i in., 2008). Nalezy podkresli¢, ze wiele kontrowersji zwigzanych z rola MAP w chorobie
L-C wynika z niedopracowanych metod, aby mozliwe bylo doktadne wyrywanie i izolowanie MAP
u ludzi (Naser i in., 2014). Zaobserwowane rozbieznosci wynikajg z faktu ze metody, ktore zostaty
zaprojektowane do wykrywania MAP u zwierzat potencjalnie chorych na paratuberkuloze nie sg do
konca skuteczne przy wykrywaniu tego patogenu u ludzi. W zwigzku z tym istnieje potrzeba
opracowania bardziej zoptymalizowanych metodologii, aby mozliwe byto doktadne wykrywaé
iizolowa¢ MAP u pacjentow z chorobg L-C. Trudnos¢ w wykryciu MAP moze by¢ rowniez zwigzana
z innymi ograniczeniami niz metody i schematy diagnostyczne. Znaczenie ma tutaj etap choroby,
a takze wczesniejsze leczenie antybiotykami. Wykrycie DNA MAP nie musi by¢ réwnoznaczne
z obecnoscia zywych bakterii. Moga by¢ to pozostatosci po ekspozycji srodowiskowej na MAP, na
ktora organizm zareagowat skuteczng odpowiedziag immunologiczna. W zwiazku z tym, zaleca sig,
aby wykrycie DNA MAP bylo uzupetnione hodowla komérkowa. Izolacja w przypadku pratkow jest
uwazna za ztoty standard i daje mozliwosci podj¢cia dalszych, doktadniejszych analiz molekularnych.
Problemem moze okazac¢ si¢ dtugotrwaty wzrost tych bakterii, a wigc i dlugie oczekiwanie na wynik
badania. Przyszte badania nad wystgpowaniem MAP u pacjentéw z choroba L-C powinny uwzglednié¢
wszystkie te czynniki, wptywajace na przebieg i wynik diagnostyki oraz mozliwe metody detekcji,
tak aby skutecznie weryfikowaé i potwierdza¢ wyniki. W celu dalszego wyjasnienia roli MAP
w chorobie L-C korzystnym bytaby jednoczesna ocena réznych probek biologicznych (krew, biopsje
i kal). By¢ moze pozwolitoby to odpowiedzie¢ na pytanie czy wykrywanie DNA MAP w kale lub
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w biopsji moze by¢ zwigzane z jej obecnoscia we krwi, co przyczyniloby si¢ do odpowiedzi na pytanie
czy tego badania mozna by uzy¢ jako markeru aktywnej infekcji.

Nie nalezy zapomina¢, ze brak wykrycia MAP u pacjentéw z objawami klinicznymi nie musi
by¢ wynikiem falszywie ujemnym. Choroba L-C to syndrom o zlozonej etiologii i u niektorych
pacjentéw MAP moze nie odgrywaé zadnej roli w pojawieniu si¢ choroby.

Choroba L-C moze wystgpowac jako pojedyncze przypadki, ale zdarza si¢, ze wystepuje na
danym terenie u wigkszej ilosci 0s6b w podobnym czasie (McNees, i in., 2015). Takie "epidemie"
choroby Lesniowskiego-Crohna u 0sob niespokrewnionych dowodza, ze dziedziczna sktonnos¢ do
choroby nie jest bezwzglednie konieczna do jej rozwoju. To potwierdzaloby teori¢ 0 obecnosci
czynnika etiologicznego w §rodowisku. Czgste zachorowania na chorobg L-C obserwowano rowniez
w grupach osob spokrewnionych, ale czas wystapienia choroby sugeruje ekspozycje na czynniki
zakazne (McNees, i in., 2015).

Jeden z dowodow potwierdzajacych role MAP w etiologii choroby L-C mogtlaby stanowié¢
reakcja na leki stosowane w leczeniu mykobakterioz. Leczenie pacjentdw tradycyjnymi lekami
przeciwgruzliczymi (izoniazyd, etambutol, rifampicyna) byto oceniane podczas trwajacych pie¢ lat
badan. Pacjenci byli poddawani dwuletniej terapii, a nastepnie trzyletniej obserwacji, ktéra nie
wykazata statej poprawy (Thomas i in. 1998). Istnieja jednakze dane, ktdre potwierdzajg remisje
choroby L-C po zastosowaniu leczenia specyficznego dla MAP. Przeprowadzona metaanaliza badan
na temat skutecznosci terapii wykazata korzysci z leczenia nitroimidazolami i makrolidami
(klofazymina) w grupie kontrolnej w porownaniu z grupg otrzymujaca placebo (Feller i in. 2010).
Choroba Johnego u zwierzat gospodarskich zazwyczaj nie jest poddawana leczeniu, w zwigzku
z czym zwierzeta sg kierowane na ubdj.

W badaniach nad rola MAP w etiologii choroby Le$niowskiego-Crohna nalezatoby wziaé
pod uwagg powszechne wystgpowanie bakterii w zywnosci i wodzie, co moze prowadzi¢ do
powtarzajacej si¢ ekspozycji na patogen. Natomiast przy ocenie efektow leczenia nalezatoby wziac
pod uwagg mozliwos$¢ ponownej, niezaleznej infekcji.

4. Podsumowanie

Ludzie sa w duzym stopniu narazeni na kontakt z powszechnie wystepujacymi w srodowisku
MAP, co zostalo udowodnione. Brak jest jednak wystarczajacych dowodoéw na to, ze MAP jest
czynnikiem etiologicznym choroby L-C, poniewaz bakterig te izoluje si¢ roOwniez od zdrowych osob
z grupy kontrolnej czy od pacjentdw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego. W zwiazku z tym,
uznaje si¢, ze samo zarazenie MAP nie jest wystarczajace do wywotania choroby L-C, a obecno$¢
MAP u zdrowych os6b moze wskazywaé na szerokie rozpowszechnienie MAP w tancuchu
zywno$ciowym. Choroba ta ma zréznicowany przebieg oraz bardzo rdzna jest odpowiedz pacjentdw
na jej leczenie. To powoduje, ze bywa okreslana mianem "syndromu", rowniez dlatego Ze nie ma ona
jednego czynnika etiologicznego i wynika raczej z jednoczesnego dziatania wielu czynnikow
zarowno przyczynowych jak i wyzwalajacych. MAP mozna zatem uznac za czynnik ryzyka rozwoju
choroby L-C, porownywalny z innymi czynnikami ryzyka, takimi jak genetyczne polimorfizmy
(r6znice w DNA populacji) lub specyficzne czynniki srodowiskowe (Rosenfeld i Bressler, 2010).

W przysztos$ci nalezaloby opracowaé metody zapobiegania ekspozycji ludzi na MAP,
szczegolnie dotyczace zywnosci. Istnieja jednak obawy, iz zastosowanie bardziej rygorystycznych
obrobek cieplnych spowoduje zmiang cech organoleptycznych mleka. Obecnie opracowano jednak
inne alternatywne, nowoczesne metody eliminacji patogenéw z zywnosci. Przyktadowo,
promieniowanie UV moze by¢ uzyte do dezaktywacji pratkow w systemach wody pitnej (Hayes i in.
2008).

Jako kluczowy, najwazniejszy element kontroli rozprzestrzeniania si¢ MAP wymienia si¢
wprowadzenie skutecznego programu monitoringu choroby Johnego u bydta mlecznego.
Pozwoliloby to nie tylko na ograniczenie kontaktu z potencjalnym czynnikiem zoonotycznym, ale
przede wszystkim na ograniczenie znacznych strat ekonomicznych jakie przynosi hodowcom
paratuberkuloza. Opracowanie biomarkeréw w celu identyfikacji bydta subklinicznie zakazonego
MAP, oddzielnie lub w polaczeniu ze stosowaniem szczepionki, moze zapobiec dalszemu
wystepowaniu skazonych produktéw spozywczych w tancuchach zywnos$ciowych ludzi i zwierzat
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(De Buck J i in. 2014), a tym samym ogranicza¢ straty i niebezpieczenstwo wynikajgce z narazenia
na choroby wywotywane przez MAP.
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10. Charakterystyka, znaczenie i zastosowanie jonéw miedzi w aktywnosci
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Abstrakt

Miedz jest metalem, ktoérego wszechstronno$¢ jest dobrodziejstwem wielu aspektow
funkcjonowania naszego §wiata od zarania dziejow. Jest niezbednym sktadnikiem diety wszystkich
organizmoéw zywych a jej charakter dziatania pomaga m.in. ograniczy¢é rozwoj patologicznych
mikroorganizméw. W ostatnich latach coraz wigkszym zainteresowaniem badaczy cieszy si¢ chemia
zwigzkoéw koordynacyjnych, ktéra rowniez wykorzystuje jony miedzi o rdéznej warto$ciowosci do
tworzenia nowych struktur o lepszej aktywno$ci w porownaniu z samym ligandem. Jony miedzi zdaja
si¢ wykazywac niewatpliwy potencjat, ktory moze zaowocowac nowym, skutecznym i bezpiecznym
srodkiem o charakterze przeciwdrobnoustrojowym, dlatego dualizm dziatania zwigzkow
koordynacyjnych zbudowanych z jonow metalu i liganda 0 tozsamym charakterze aktywnosci jest
coraz cze$ciej obieranym kierunkiem poszukiwan. Potwierdzeniem tych hipotez sa dotychczas
opublikowane juz wyniki badan naukowych.

1. Wstep

Statystyki dotyczace liczby zgonow ludnosci na calym $wiecie, w wyniku przebytego
zakazenia  bakteriami opornymi na  dziatanie dotychczas odkrytych antybiotykow
i chemioterapeutykow, jest wprost zatrwazajgca. Zjawisko nabywania opornos$ci przez bakterie oraz
ich zdolnosci do mutacji, spgdza sen z powiek naukowcom i zmusza ich o$rodki naukowe do
poszukiwania coraz to nowych broni do walki o ludzkie zycie, ktore jest przeciez wartoécia
nadrzedng. Oczywista jest potrzeba poszukiwania nowych grup lekow, lecz nie zapominajmy
o mozliwosci udoskonalania znanych juz $rodkéw leczniczych, o udokumentowanym dzialaniu
farmakologicznym. Magia wspolpracy miedzy réznymi dziedzinami nauk $cistych, czerpanie
natchnienia z obserwacji zachowania bakterii i wirusow na organizmach zywych pod wptywem
roéznych czynnikoéw i dostgpnos¢ najwyzszej klasy sprzetu do prowadzenia badan daje ogromne
mozliwosci do stworzenia narz¢dzia do walki dla lekarzy o zycie (Markiewicz i Kwiatkowski 2001).
Miedz w stanie czystym jest to migkkie ciato state o bardzo charakterystycznej barwie czerwono-
bragzowej. Osobliwg wlasciwos$cig dla niej jest bardzo dobre przewodnictwo cieplne i elektryczne.
Wyjatkowa tatwos$¢ w przyjmowaniu i oddawaniu elektron6w pierwiastek ten zawdzigcza wysokiemu
potencjalowi elektrochemicznemu. Miedz jest niezbednym mineratem do prawidlowego
funkcjonowania wszystkich organizméw zywych, jak rowniez i roélin, dlatego tez nazywana jest tez
pierwiastkiem mineralnym. Odpowiedni poziom w ustroju organizmow jest konieczny dla wzrostu
i rozwoju kosci, serca, tkanki tacznej oraz moézgu. Bierze rowniez udzial w powstawaniu krwinek
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czerwonych, uwalnianiu i syntezie enzymodw, absorpcji zelaza. Miedz wptywa na odbudowe
uszkodzonych tkanek, pobudza uktad odpornosciowy organizmu, wspomaga gojenie si¢ ran oraz
neutralizuje i zmniejsza powstawanie wolnych rodnikow, ktére jak wykazano ostatnimi czasy
wplywaja bardzo negatywnie na funkcjonowanie ustroju poprzez prawdopodobienstwo
powodowania powaznych uszkodzen komorki (Bonnie, Marc et al. 2007). Miedz jest pierwiastkiem,
ktéry ma rowniez niewyobrazalne znaczenie juz w zyciu ptodowym mlodego organizmu. Jak si¢
okazato ptod gromadzi miedz od swojej matki juz w trzecim trymestrze, natomiast zdrowy noworodek
bezposrednio po narodzinach ma czterokrotnie wyzsze stgzenie tego pierwiastka w swoim organizmie
w porownaniu z dorosta osobg (Ralph i McArdle 2001). Niedobory miedzi w cigzy moga by¢
przyczyna niskiej masy urodzeniowej noworodka, jego problemow neurologicznych oraz stabych
migs$ni. W przypadku organizmu dojrzatego miedZ gromadzona jest w watrobie, natomiast jak si¢
szacuje na niedobory tegoz pierwiastka cierpi okoto 20% populacji. Powazniejsze niedobory miedzi
moga przyczyniac si¢ do rozwoju osteoporozy, reumatoidalnego zapalenia stawdw, zapalenia stawow
i ko$ci a nawet do chordb uktadu krazenia oraz jaka jelita grubego (Yamada i Inaba 2004). Niewielkie
niedobory miedzi sa przyczyng obnizenia odpornosci organizmu na infekcje, powoduja zmeczenie,
ostabienie funkcji poznawczych moézgu oraz problemy z prokreacja. Zgodnie z aktualnymi
wytycznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) dzienne zapotrzebowanie dorostego organizmu
na miedZz wynosi 1,3mg, natomiast dla dzieci w wieku 1-4 lata wynosi 0,3-0,4mg (5). Miedz jako
mineral mozna znalez¢ w codziennie spozywanym pozywieniu, jednakze jego najwicksze zawartosci
znajdziemy w owocach morza (gldwnie migczaki), podrobach (watrébka), pelnych ziarnach,
orzechach, rodzynkach, roslinach stragczkowych (soczewica i fasola), czekoladzie, czerwonym miesie,
jarmuzu oraz w owocach (glownie orzechy kokosowe, jablka oraz papaja) (6).

2. Zastosowanie praktyczne miedzi

Warto siegng¢ do historii tego pierwiastka, gdyz byt on juz znany w XVIII wieku, kiedy to
odkryto, ze ziarna nasgczone siarczanem miedzi bardzo skutecznie hamowaty rozwdj grzybéw na
ziarnach, co stato si¢ od wtedy bardzo popularnym zabiegiem zapobiegania $nieci ktoséw pszenicy.
Niedalej p6zniej w XIXw. Francuski naukowiec Millardet zaobserwowal, ze pedzlowanie krzakow
winogron réwniez siarczanem miedzi skutecznie zapobiegato rozwojowi grzyboéw na tej roslinie.
Rozwinigto t¢ teze i wykorzystywano miedz jako dezynfektant zapobiegajacy gniciu zapasow plonow
oraz jako zapobiegacz gniciu kopyt u owiec i bydta. Analizujac odkrycia i obserwacje zarowno
uczonych, jak réwniez i prostych ludzi postanowiono poglebi¢ temat potencjalnego dziatania
przeciwbakteryjnego miedzi. Zostala ona coraz powszechniej uzywana w przemysle i rolnictwie:
produkcja miedzianych inkubatoréw w biotechnologii, ktére mialy na celu ograniczenie rozwoju
zanieczyszczen, pokrywanie kadlubow oraz dna todzi miedzig, jako profilaktyka przed ich
obrastaniem i oglonowaniem, produkcja farb z dodatkiem miedzi w przemysle stoczniowym, ktore
znacznie redukowaly rozwoj bakterii. Pierwiastek ten spetnia rowniez kluczowe role w medycynie.
W 1992r. Sagripani opatentowatl budowe bronchoskopoéw pokrytych chlorkiem miedzi (II). Jak
doniosty badania inaktywuje on Bacillus subtilis ze skuteczno$cig rowng dezynfektantowi i substancji
sterylizujacych, ale co najwazniejsze jest niemutagenny, bezpieczny dla personelu, nie kancerogenny
(w przeciwienstwie do formaldehydu). Nie wplywa on rOwniez negatywnie na samopoczucie
personelu (w przeciwienstwie do aldehydu glutaralowego), gdyz poziom st¢zenia miedzi na
powierzchni pozostawal niezmiennie ponizej poziomu w surowicy ludzkiej, czyli ponizej 1,1mg/l.
Z nowoczesnych zastosowan miedzi znajdujemy ja na powierzchni przyrzadéow kuchennych, jako
sktadnik ptynow do ptukania ust — zwigksza zapobieganie powstawania ptytki nazgbnej oraz
w kostkarkach do lodu typu IceWand, gdzie hamuje osadzanie si¢ §luzu, czyli zapobiega
rozprzestrzenianiu si¢ bakterii. W kwestii mechanizmu dziatania tegoz pierwiastka najbardziej
prawdopodobnag jest hipoteza, iz elektrochemiczny potencjat miedzi umozliwia wolnemu jej jonowi
oddziatywanie na biatka bakteryjne, czego nastepstwem jest hamowanie ich aktywnosci i nadanie
miedzi wlasnie przeciwbakteryjnego charakteru. Miedz na przestrzeni lat stata si¢ coraz wiekszym
obiektem zainteresowan badaczy. Jednymi z powazniejszych odkry¢ w tej dziedzinie byla teza, iz
jony miedzi (IT) moga wchodzi¢ w reakcje z lipidami, powodujg peroksydacje i w nastepstwie
otwarcie kanaldéw w btonie komoérkowej, co powoduje obnizenie integralnosci komorek. Nastgpnie
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badania nad Escherichia coli, ktorej struktura zostata uprzednio uszkodzona wlasnie przez jony
miedzi (II) potwierdzajg uszkodzenia tancucha oddechowego przynajmniej w jednym miejscu, co
spowodowato ostabienie metabolizmu bakterii. Udowodniono réwniez, iz miedz w roéwnie skuteczny
sposob jak zelazo moze generowaé rodniki tlenu poprzez reakcje Fentona. Przelomem okazat si¢
jednakze rok 1983, kiedy to postanowiono zbada¢ w $rodowisku szpitalnym zalezno$¢ pomiedzy
materiatem z jakiego stworzono klamki do drzwi a jego dzialaniem przeciwbakteryjnym. Do badania
uzyto klamek utworzonych ze stali nierdzewnej, mosiadzu, miedzi i aluminium. W przypadku stali
nierdzewnej i aluminium zaobserwowano, iz w ciggu o$miu dni doszto do rozwoju wszystkich
gatunkow mikroorganizmow, ktore pozostaly na klamkach nawet do trzech tygodni po zakonczeniu
badania, natomiast w przypadku klamek utworzonych z miedzi i mosiadzu, ktory jest stopem miedzi
i cynku (10-45%) udowodniono, ze rozwoj mikroorganizméw byt niewielki badz nawet zaden, gdyz
miedz byta zdolna do natychmiastowej autodezynfekcji, natomiast mosiadz potrzebowal do tego
procesu jednej godziny. Najczgséciej izolowane bakterie pochodzace z sal szpitalnych oraz od
hospitalizowanych pacjentéw to: Pseudomonas aeruginosa (33,9%), Staphylococcus aureus (30,0%),
Acinetobacter baumanii (26,1%) oraz Enterobacter (4,3%). W przypadku Acinetobacter Baumanii
niestety obserwuje si¢ tendencj¢ wzrostowa na przestrzeni lat. Miedz ma w swoich zastugach duza
ilos¢ udowodnionych sukcesow. Staphylococcus aureus, czyli znana na catym $wiecie superbakteria
MRSA powoduje jedne z najcigzszych do wyleczenia zakazen. W Stanach zjednoczonych zajmuje
nadal drugie miejsce posrod bakterii opornych na antybiotyki, ktore sg powszechne na Oddziatach
Intensywnej Opieki Medycznej (OIOM). Latwo przenoszona jest nieswiadomie przez personel
medyczny oraz pacjentdéw poprzez kontakt z bardzo zanieczyszczonym nig sprzg¢tem i posrod
zakazonych nig pacjentow. Jest o tyle klopotliwa, iz jest metycyklinooporna oraz oporna na
antybiotyki B-laktamowe, natomiast w organizmie cztowieka moze powodowaé infekcje skorne,
kosci, krwi oraz cigzkie, zagrazajace zyciu zapalenia ptuc. Przebadano zywotno$s¢ MRSA na trzech
roéznych metalach, ktore okazaty sie by¢ przetomowe. Na stali nierdzewnej bakteria Staphylococcus
aureus utrzymata si¢ do 72 godzin, na z6ttym mosiadzu natomiast do 90 minut. Sytuacja na miedzi
wygladala zupelnie inaczej, mianowicie do 1,5 godziny obserwowano 99% poczatkowej ilosci
bakterii, do 3 godzin bylo jej juz 80%, natomiast wystarczyto 4,5 godziny, aby ilos¢ bakterii
zmniejszyla si¢ prawie o potowe, gdzie zaobserwowano juz tylko 55% poczatkowej ilosci bakterii.
W 2002 roku zauwazono réwniez, iz powietrze jest najczes$ciej rozprzestrzeniajgcym bakterie
nos$nikiem, dlatego tez opracowano innowacyjng metode ekspozycji powierzchni na bakterie, czyli
aerozol z dodatkiem miedzi. Zglebiajac temat charakteru miedzi zaobserwowano rowniez, ze
wilgotno$¢ ma istotny wplyw na jej mechanizm dziatania przeciwbakteryjnego. Mianowicie
przebadano obecno$¢ bakterii Enterococcus faecalis na powierzchni stali nierdzewnej, stali
nierdzewnej z dodatkiem miedzi oraz czystej miedzi przy zmianie warunkow wilgotnos$ci. Pierwszym
eksperymentem byta wilgotnos¢ rzgdu 0% po 96 godzinach, gdzie na stali nierdzewnej przezyto 75%
bakterii, na mieszaninie stali nierdzewnej z miedzia 65%, natomiast na samej miedzi tylko 35%
bakterii. Drugim przypadkiem byta wilgotnos¢ rzedu 100% po 24h po aplikacji bakterii, gdzie
W przypadku stali nierdzewnej przezyto juz tylko 40% bakterii, natomiast na czystej miedzi juz 0%.
Whioskiem, ktéry nasuwa si¢ po analizie tych wynikow jest fakt, iz mechanizmy przeciwbakteryjne
miedzi zaleza w sposob znaczacy od wilgotnosci. Przy wysokiej wilgotno$ci powierzchnia bakterii
jest duzo bardziej uwodniona, dzigki czemu jony miedzi (II) sg tatwiej transportowane do $ciany
komorki, co utatwia absorpcje. Wchloniecie wystarczajacej ilosci miedzi indukuje nieodwracalne
uszkodzenia w uktadzie enzymatycznym bakterii, co wywoluje u niej $mieré. Mutagenno$é
i oporno$¢ bakterii na dziatanie antybiotykOw rosnie z kazdym dniem, stad usilne poszukiwania
nowych rozwigzan i zwigzkéw o dodatkowym dziataniu przeciwbakteryjnym.

3. Zastosowanie joné6w miedzi do tworzenia polaczen koordynacyjnych

Sama miedz jako pierwiastek wykazuje ewidentnie dziatanie przeciwbakteryjne, stad tez
dobrym krokiem byloby sprawdzenie czy utworzenie kompleksow miedzi z ligandami
0 udowodnionym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym spowoduje spotegowanie tego dziatania.
Przyktadem takich ligandéw moga by¢ pochodne tiosemikarbazyddw, ktére wykazuja wlasciwosci
przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwgrzybiczne, przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe,
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przeciwcukrzycowe, przeciwbolowe oraz przeciwpadaczkowe. Spotegowanie tych dziatan dato
nadziej¢ na odnalezienie struktur o ciekawych aktywno$ciach i sile dziatania.

Zespot Moamen i Nashwa zaprezentowali w swojej pracy metody syntezy i charakterystyke
utworzonych kompleksow m.in. Cu(ll) z pochodnymi tiosemikarbazydow 5-bromo-2-
hydroksybenzaldehydem oraz 2-hydroksybenzaldehydem. Zwigzki kompleksowe w przypadku
jonow miedzi (II) byly tworzone poprzez zmieszanie goracego etanolowego roztworu liganda
(0,002mola) z goragcym etanolowym roztworem soli CuCl; (0,002mola). Cato$¢ ogrzewano przez 3-
4 godziny w temperaturze 70-80 stopni Celsjusza. W wyniku reakcji uzyskano brazowe krysztatki
osadu, ktorych struktur¢ potwierdzono badaniami IR. Kompleksy byty stabilne na powietrzu,
nierozpuszczalne w wodzie i popularnych rozpuszczalnikach organicznych, ale bardzo dobrze
rozpuszczaly si¢ w DMSO i DMF. Badania mikrobiologiczne otrzymanych struktur potwierdzity, ze
zwigzki kompleksowe tworzone w stosunku molowym 2:1 (M:L) wykazywaty wicksze dzialanie
biologiczne (przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne) w pordwnaniu
z dziataniem samego liganda (Moamen i Nashwa 2012).

ZespOt Xu, Daxu, Xiaoying i in. utworzyli w wyniku reakcji CuCl*2H,O z 1-(2-
karboksybenzoylo)tiosemikarbazydem oraz imidazolem kompleks [CusL2(Py)s(HIM)]H20)..
Kompleksy te sa podejrzewane o ciekawy charakter dzialania, mianowicie zdaja si¢ by¢ stabilne
w organizmach zywych i wykazywa¢ w badaniach in vitro cytotoksyczne dziatanie przeciwko
komoérkom Erlicha. Drugim mechanizmem dziatania jest udzial w wigzaniu jonéw miedzi (II)
z zasadami azotowymi DNA lub RNA. Otrzymane kompleksy rowniez byly stabilne na powietrzu,
o0 lekko krystalicznej strukturze i rozpuszczalne tylko w DMSO, DMF oraz Py (Xu, Daxu et al. 1997).

Kolejng proba byto utworzenie kompleksow miedzi z grupg zwigzkéw o potencjalnej
wiodacej aktywnosci przeciwgruzliczej. W wyniku reakcji w alkoholowym roztworze w stosunku
molowym 1:1 (M:L) utworzono z powodzeniem kompleksy z udziatem liganda N-etylo-2-
izonikotionylohydrazydem karbotioamidu. Szereg badan nad zwigzkiem (IR, UV-Vis, MS, analiza
termiczna) potwierdzit utworzenie wigzan koordynacyjnych migdzy atomem miedzi a ligandem
z dobra wydajnoscia (ok. 95%). Jednakze w przypadku tych kompleksow w wyniku analiz pod katem
dziatania przeciwko dwom bakteriom G(+) Staphylococcus aureus i Bacillus subtilis oraz G(-)
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae wykazano nizsze dzialanie
hamujace rozrost tych bakterii niz w przypadku proby kontrolnej przy uzyciu ampicyliny. Autorzy
zauwazyli jednak, iz utworzone zwiagzki kompleksowe powodujg redukcje biofilmow bakterii (Orif,
Abdel-Rahman et al. 2015).

Podsumowujac przeglad literatury najczesciej stosowanym stosunkiem molowym liganda
(tiosemikarbazydu) do metalu jest 2:1, roztwér ma charakter alkoholowy i jest utrzymywany
w temperaturze 40-60 stopni Celsjusza przez okoto 3-4 godziny. Osady s3 przesgczane pod
ciSnieniem, nast¢pnie przemywane etanolem (najczeSciej) i pozostawiane do wyschnigcia.
Kompleksy miedzi z tiosemikarbazydami sa otrzymywane z do$¢ wysokimi wydajnosciami (80-
95%). Tiosemikarbazydy sa dobrym ligandem, ze wzgledu na dwukleszczowa natur¢ i tatwosé
tworzenia wigzania koordynacyjnego przez przede wszystkim atomy azotu i siarki. Kompleksy dos¢
cigzko lub wcale nie rozpuszczaja si¢ w wodzie, alkoholu, chloroformie oraz popularnych
odczynnikach organicznych, natomiast bardzo dobrze w DMSO oraz DMF. Nie jest jednak pewnym,
iz w my$l zasady, ze wigzania chelatujagce powodujg, ze aktywno$¢ ligandéw ulega wzmochieniu
i powoduje powstanie silnego $rodka bakteriobdjczego jest adekwatna w przypadku wszystkich
ligandow pochodnych tiosemikarbazydéw (Parmar i Kumar 2009). Zdecydowana jednak wigkszo$¢
wykazuje wzmocnienie swojego dziatania, a podstawa jest jednak fakt, iz kompleksy miedzi
wykazujg najwyzszg stabilno$¢ sposérod innych popularnych metali (Chandra i Gupta 2001). Wartymi
uwagi sg zwiazki heterocykliczne, ktore w swojej strukturze, oprocz atomoéw wegla moga zawieraé
inne heteroatomy, m.in. azotu, tlenu, siarki, fosforu itp. Zwiazki te sa szeroko rozpowszechnione
w przyrodzie i wykazuja aktywnos$¢ biologiczna. Wystepuja w czasteczkach licznych barwnikow
naturalnych, alkaloidach, aminokwasach, witaminach, enzymach, nukleoproteinach i antybiotykach.
Z medycznego punktu widzenia najwigksze znaczenie maja pigcio- i szesciocztonowe pierscienie
heterocykliczne.
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4, Podsumowanie:

Miedz jest bardzo waznym pierwiastkiem dla zdrowia i zycia wszystkich organizméw
zywych oraz ro§lin. Jej szerokiec a przede wszystkim skuteczne i szybkie dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe jest z powodzeniem wykorzystywane do tworzenia wigzan kompleksowych
z ligandami innych struktur. Latwos¢ tworzenia potaczen koordynacyjnych jest kolejng korzyscia
przemawiajaca na korzy$¢ wykorzystania tychze struktur. Jedynym warunkiem jest podobny kierunek
dziatania joné6w miedzi i odpowiedniego liganda, azeby moc mysle¢ o poglebieniu aktywnosci na
podstawie dualizmu ich dziatan. Wiele badan prowadzonych w osrodkach na catym $wiecie prowadzi
badania w tym kierunku i co ciekawe coraz czg¢éciej mozna spotka¢ si¢ z doniesieniami, ktore
potwierdzaja, ze utworzone zwiazki koordynacyjne z jonami miedzi, jako atomem centralnym
wykazuja duzo skuteczniejsze dziatanie biologiczne w poréwnaniu do aktywnos$ci samych ligandow.
Bakteriooporno$¢ wydaje si¢ stale rosnaé, z prognoz dotyczacych jej rozwoju jasno wynika, ze
w przeciagu kilkudziesigciu lat zabraknie nam skutecznych antybiotykdw oraz chemioterapeutykow
do walki z ciggle mutujacymi si¢ drobnoustrojami. Naduzywanie antybiotykow przez pacjentéw
w obecnych czasach réwniez nie pomaga w zwalczaniu tego zjawiska. Tylko nieustanne
poszukiwania nowych struktur daja nam nadziej¢ na ,,spokojne jutro”.

5. Literatura:

Bonnie Ransom Stern , Marc Solioz, Daniel Krewski, Peter Aggett et al. (2007) Journal of
Toxicology and Environmental Health, Part B Vol. 10 (3):157-222.

Chandra S, Gupta L, (2009) Synthesis, Spectroscopic, and Antimicrobial Studies of the Bivalent
Nickel,and Copper Complexes of Thiosemicarbazide. Chem. Pharm. Bull. 57 (6): 603—606.

http://www.who.int/water_sanitation_health/dwg/chemicals/copper.pdf

http://luskiewnik.strefa.pl/biochemia/cuprum.htm

Markiewicz Z, Kwiatkowski Z, (2001) Bakterie antybiotyki lekoopornosé.

Moamen S, Nashwa M. (2012) Spectral, thermal and biological studiem of Mn(Il) and Cu(ll)
complexes with two thiosemicarbazide derivatives. Spectrochimica Acta Part A 92: 336-346.

Orif M, Abdel-Rhman M. (2015) Synthesis, spectra and structural studiem on some New
isonicotinic thiosemicarbazide complexes and its biological activity. Polyhedron 98: 162-179.

Parmar S, Kumar Y. (2009) Synthesis, spectroscopic, and antimicrobial studies of the bivalent
nickel, and copper complexes of thiosemicarbazide. Chem. Pharm. Bull

57: 603-606.

Ralph A, McArdle H. (2001) Copper metabolism and copper requirements in the pregnant mother,
her fetus, and children : a critical review; International Copper Association.

Xu S, Daxu W, Xiaoying H et al. (1997) Copper complexes derived from 1-
(2carboxybenzoyl)thiosemiacarbazide (H3L):syntheses, characterization and crystal structure of
[CusL2(Py)e](HIM)(H20)2. Polyhedron 16: 1477-1482.

Yamada S, Inaba M. (2004) Osteoporosis and mineral intake. Clin. Calcium, 14(12): 96-99.

71|Strona


http://www.tandfonline.com/author/Stern%2C+Bonnie+Ransom
http://www.tandfonline.com/author/Solioz%2C+Marc
http://www.tandfonline.com/author/Krewski%2C+Daniel
http://www.tandfonline.com/author/Aggett%2C+Peter
http://www.tandfonline.com/toc/uteb20/current
http://www.tandfonline.com/toc/uteb20/current

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

11. Metody spektroskopowe oznaczania struktury zwiazkéw kompleksowych

z jonami metali
Spectroscopic methods for determining the structure of complex compounds with
metal ions

Monika Drozd™, Dominik Straszak®, Gabriela Widelska®, Aleksandra Dymek®, Jacek Skup®,
Monika Pitucha®

) Katedra i Zaktad Chemii Organicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

(@ Katedra i Zaktad Syntezy i Technologii Chemicznej Srodkéw Leczniczych, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie

©®Katedra i Zaktad Chemii Nieorganicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

“Katedra i Zaktad Farmakognozji z Pracownig Ro$lin Leczniczych, Uniwersytet Medyczny
w Lublinie

®Studenckie Koto Naukowe przy Katedrze i Zaktadzie Zdrowia Publicznego, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie

Opiekun naukowy: dr hab.n.farm. Monika Pitucha

Monika Dr6zd: monika.drozd@umlub.pl
Stowa klucze: metody spektroskopowe, zwigzki kompleksowe, struktura organiczna, widma, jony metali

Abstrakt

Chemia koordynacyjna w ostatnich czasach zdobywa coraz wigksze zainteresowanie
naukowcow. Coraz wicksza ilo$¢ osrodkéw badawczych na catym $wiecie widzi potencjat
w zglebianiu wiedzy na temat zwigzkow kompleksowych zawierajacych w swojej strukturze jony
réznych metali. Ligandy, ktére sa uzywane do tworzenia nowych zwigzkéw powinny wykazywac
aktywno$¢ biologiczng. Czasem jest to podobny charakter dzialania w stosunku do aktywnosci
samego metalu, czasem odmienny, dzigki czemu mozemy spodziewacé si¢ otrzymac nowe substancje
o gltownym, silnym dzialaniu, spotggowanym jednakowym dzialaniem ligandu i metalu, badz
substancje, ktore bedg miaty jednoczesnie rdzne aktywnosci, co bedzie skutkiem potaczenia ré6znych
kierunkéw dziatan ligandu i metalu. Lekooporno$¢é w naszych czasach ro$nie w zatrwazajacym
tempie, dlatego waznym jest, azeby zwrdci¢ uwage na poszukiwanie coraz to nowych substancji
o nowych kierunkach dzialania. Kolejng mozliwoscig z ktorej wielu badaczy korzysta kazdego dnia
jest proba modyfikacji substancji o znanym kierunku dziatania, zmiana ich struktury poprzez dodanie
innych grup funkcyjnych, przeobrazenie ich w zupelnie inng strukture, badz polaczenie z innym
zwigzkiem, badz jego fragmentem. Wprawny chemik jest w stanie w krotkim czasie przygotowac
przemyslany plan syntezy, azeby otrzymac pozadang strukture, jednakze w teorii wszystko odbywa
si¢ tatwo i prawidlowo. Jednym z najwazniejszych etapow w pracy kazdego naukowca jest
potwierdzenie czy synteza, ktdrg przeprowadzil rzeczywiscie doprowadzita do uzyskania
zaplanowanego w teorii zwigzku oraz czy warto inwestowac czas i kolejne naktady finansowe na
nastgpne etapy np. badania aktywno$ci biologicznej owych substancji chemicznych - in vitro badz in
vivo. Niejednokrotnie otrzymany na drodze syntezy zwigzek chemiczny okazuje si¢ mieé
nieprawidlowa strukture, badz by¢ niedoczyszczony w procesie krystalizacji badz dysocjacji. Kazda
taka sytuacje w dzisiejszych czasach mozna bardzo szybko wyeliminowac i rozwigza¢ poprzez
~podejrzenie” czy synteza przebiegla w pomyslny dla badacza sposoéb. Dlatego wiasnie do
potwierdzenia, ze otrzymana w wyniku syntezy struktura rzeczywiscie jest tym, za co ja si¢ uwaza
uzywane s3 szeroko pojete metody spektroskopowe. Ogromnym plusem jest ich szeroki wybor, dzieki
ktéremu mozemy scharakteryzowaé wiasciwie kazdy element sktadowy, bedacy zaledwie czescia
badz tez catg strukture.
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1. Wstep

Na wstepie warto przyblizy¢ czym sa zwigzki kompleksowe a s3 nimi struktury, ktore
powstaja w wyniku polaczenia dwoch lub wigcej niezaleznych czasteczek. Owe czasteczki tacza sie
ze soba za pomoca Wwigzania koordynacyjnego, zwanego roéwniez wigzaniem donorowo-
akceptorowym, ktore charakteryzuje fakt, iz jedna sktadowa posiada wolny orbital a druga wolna pare
elektronowa. Patrzac przez pryzmat geometrii tak powstaty kompleks sktada si¢ z atomu centralnego,
ktory posiada przylaczone w uporzadkowany sposob inne atomy, badz grupy atomow, ktore
nazywane s3 ligandami. Metal, ktory zazwyczaj dysponuje minimum jednym wolnym orbitalem,
ktory bedzie odpowiedni do utworzenia wigzania koordynacyjnego nazywany jest atomem
centralnym. Ligandami natomiast nazywane sa czasteczki, jony lub atomy, ktore posiadaja wolna
pare elektronowa, ktéra bedzie odpowiednia do utworzenia wilasnie wigzania koordynacyjnego
z atomem centralnym (McNaught i Wilkinson 2005).

Do oznaczania struktury zwigzkow organicznych uzywamy nie tylko chemii teoretycznej,
ale réwniez mozemy wykorzystywa¢ metody fizyczne. Najszersze zastosowanie po dzi§ dzien
znalazty niepodwazalnie metody, ktéore swoim dziataniem wykorzystuja zjawiska zwigzane
z oddzialywaniem promieniowania elektromagnetycznego z materig. Promieniowanie to obejmuje
zakresy rozpoczynajac od fal radiowych a konczac na promieniowaniu gamma. Rozrézniamy dwa
typy widm — adsorpcyjne, kiedy energia stanu koncowego czasteczki jest wicksza od energii stanu
poczatkowego i zmiana energii jest dodatnia a samo promieniowanie jest pochfaniane przez uktad,
czyli czasteczke. Drugim typem widm jest widmo emisyjne, gdzie energia stanu koncowego jest
nizsza od energii stanu poczatkowego a rdznica energii jest ujemna, czyli promieniowanie jest
emitowane przez nasza czasteczke (Kazicyna i Kupletska 1974). Charakteryzowanie promieniowania
elekromagnetycznego mozemy wyrazi¢ za pomoca dlugosci fali lub czestotliwosci, natomiast obie te
wartos$ci sg ze soba potaczone zaleznoscia:

v=c/A
czestotliwosé v [s]; predkosé $wiatla ¢ [m/s]; dlugo$¢ fali A [nm]

Powstajace pomiedzy réoznymi poziomami energii jej réznice nazywane sg energia przejscia.
Odpowiednie wielkosci energii, ktore odpowiadajg odpowiedniemu typowi promieniowania
powodujg oddzialywania z materig i wywotujg zmiany standw energetycznych elektrondw atomow,
co mozemy wizualnie obserwowa¢ na widmach spektroskopowych, czyli graficznym zobrazowaniu
tych zmian. Istnieje kilka typoéw promieniowania: gamma, rentgenowskie, nadfioletowe i widzialne,
podczerwien, mikrofale i fale radiowe, dlatego w zaleznosci od badanej struktury nalezy uzy¢
réznych przyrzadow i réoznych technik eksperymentalnych. W przypadku widm absorpcyjnych bez
wzgledu na zakres dtugosci fal do zarejestrowania widma potrzebujemy probki badanej substancji,
zrddto promieniowania, uktad dyspersyjny, ktory pozwoli na wydzielenia z widma promieniowania
monochromatycznego, detektora, dzigki ktéremu mozliwe bedzie zmierzenie natg¢zenia
promieniowania przechodzacego przez probke oraz urzadzenia rejestrujacego.

Pojecie identyfikacji substancji jest rozumiane jako ustalenie liczby i sposobu powigzania ze
soba poszczegdlnych atomoéw, ich rodzaju, lecz uwzgledniajac jedynie trwate elementy
stereochemiczne, ktére majg bezposredni wplyw na ksztalt czasteczek i ich wlasciwosci
fizykochemiczne w normalnych warunkach. Dzigki temu mozliwe bedzie rozrdznienie izomerdw
EiZ, izomerow R i S zwigzkow optycznie czynnych. Nie bgdzie mozliwe natomiast ustalenie m.in.
katow walencyjnych oraz dlugosci wiazan. Jest to posrednio zwigzane z tym, iz do identyfikacji
zwiazkow chemicznych nie ma potrzeby wykorzystania takich informacji.

Spektroskopia jest dziedzing nauki o teoretycznych oddziatywaniach pomigdzy materia,
ktora jest zbiorem czasteczek oraz atomow a oddziatywaniem elektromagnetycznym. Oddziatywanie
to jest zaburzeniem falowym pola elektromagnetycznego, ktore rozchodzi si¢ w prozni z predkoscia
ok. 3*108 m/s. Promieniowanie wykazuje nature dualistyczna. Uwzglednia sie jego falowy charakter,
gdyz charakteryzuja go takie wielko$ci jak dtugo$¢ fali, czgstos¢ oraz liczba falowa, jednakze traktuje
si¢ je jako wiagzke fotonow, czyli czastek, ktore majg okreslong energie i ktérym mozna przypisac
pewng mas¢ zwigzang z przenoszong przez nie energia.
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Nauka wiele zyskata dzigki pojawieniu si¢ metod spektroskopowych. Pierwszy kompleks
karbonowy zostal bowiem zsyntetyzowany w 1915r. przez badacza Czugajewa na kilka lat przed jego
$miercig, w wyniku reakcji hydrazyny z kompleksami izocyjankowymi platyny, jednakze Czugajew
nie byl w stanie potwierdzi¢ struktury otrzymanego przez siebie zwigzku, ze wzgledu na brak
fizycznych metod badawczych w tamtych czasach. Dopiero w roku 1973 udalo si¢ potwierdzi¢
hipoteze Czugajewa a propos utworzonej przez niego soli — kompleksu karbonowego, ktérego
struktura zostata zidentyfikowana dzigki wykorzystaniu metod NMR oraz RSA (Starodub et al. 2017).

Na wielki podziw zastuguje zdobywca Nagrody Nobla z 1913r. Alfred Werner i grupa jego
studentow, ktorzy dokonali syntez duzej iloSci zwigzkow kompleksowych, w fazie statej oraz
w roztworach. W tamtych czasach metody spektrofotometryczne rowniez nie byly dostepne, dlatego
postanowili oni udowodni¢ swoja teori¢ dokonujac pomiaréw przewodnictwa dla swoich serii
o kolejno zmienianym skladzie. Dzigki tej teorii udato im si¢ potwierdzi¢ przestrzenny rozktad
atomOw 1 grup stosujac metode ,,liczenia izomeréw”. Wszystko to byly to pierwsze kroki i pierwsze
potrzeby zdobywania coraz glgbszej i bardziej rozleglej wiedzy na temat struktury i budowy
zwigzkow, ktorymi si¢ zajmowali uczeni z tamtych lat (Stasicka i Stochel 2014).

2. Metody spektroskopowe oznaczania zwigzkéw kompleksowych

Podstawowymi metodami badania struktury utworzonych zwiazkow koordynacyjnych sa
spektroskopia w podczerwieni (IR), spektroskopia ramanowska, spektroskopia mas oraz
krystalografia.

Spektroskopia IR

Jest to jedna z najlepszych metod oznaczania grup funkcyjnych oraz poszczegdlnych
fragmentoéw badanej substancji z tego wzgledu, iz grupy funkcyjne oraz inne charakterystyczne
ugrupowania atomoéw potrafig absorbowaé promieniowanie podczerwone w stosunkowo waskich
obszarach promieniowania elektromagnetycznego. Kazdej grupie odpowiada rowniez kilka
charakterystycznych dla niej liczb falowych. Dla grup funkcyjnych takich jak: OH, C=0 oraz NH>
charakterystyczne wartoéci przypadaja na zakres powyzej 1500cm™. Jednoznacznym dowodem
nieobecnosci tychze ugrupowan w badanej substancji jest brak pasm absorpcji przypisanych
wymienionym grupom. Dodatkowo metoda ta jest jedng z najbardziej znaczacych metod badania
wystgpowania wigzania wodorowego wewnatrzczasteczkowego, jak rowniez
i miedzyczasteczkowego.  Podczerwien  obejmuje  czg$¢  widma  promieniowania
elektromagnetycznego w zakresie pomiedzy promieniowaniem widzialnym a mikrofalowym.
W chemii organicznej najwazniejszg role odgrywa zakres miedzy 4000 a 400 cm™. Najwicksza
warto$cig tej metody jest fakt, iz nie ma prawdopodobnos$ci sytuacji, gdy dwa rézne zwiazki
wykazywaty takie same widma IR. Wyjatkiem od tej sytuacji sg tylko widma enancjomeroéw. Dlatego
metoda ta daje pewnos$¢ analizy struktury. Widmo w podczerwieni jest charakterystyczne dla catej
struktury, ale rowniez wszystkie ugrupowania wchodzace w sktad badanego zwigzku chemicznego
beda wykazywaly pasma charakterystyczne dla siebie. Obserwacja ich oraz porownanie z tabelami
czestoscei grup pozwala pozna¢ nam blizej badang strukture. W teorii promieniowanie podczerwone
o czestosci mniejszej niz 100cm™ ulega absorpcji i przeksztalceniu przez strukture organiczng
w energi¢ oscylacyjna. Dlugos¢ fali promieniowania i ich czegsto§¢ zalezy od statych sitowych,
wzglednych mas atomowych oraz geometrii czasteczki. Polozenie pasm w widmie IR jest
charakteryzowane liczbami falowymi. Istnieja dwa typy drgan czasteczkowych, sa nimi drgania
rozciagajace 1 zginajace. W promieniowaniu podczerwonym obserwujemy tylko te drgania, ktore
wywotuja rytmiczne zmiany momentu dipolowego czasteczki (Silverstein, Webster et al. 2005).

Spektroskopia Ramana

Jest metodg komplementarng do spektroskopii IR i odwrotnie. Obie dostarczaja informacji
0 wibracjach czasteczek. Metoda ramanowska jest to technika, ktéra polega na pomiarze
promieniowania tzw. rozproszenia Ramana, czyli nieelastycznego rozpraszania fotonoéw. Jak
wiadomo $wiatto rozproszone ma inne czgstotliwos$ci niz $wiatto padajace. Spektroskopia ta ma kilka
podstawowych zalet przemawiajacych za jej stosowaniem, mianowicie mozliwo$¢ uzycia $wiatla
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widzialnego, co jest tatwiejsze do zastosowania w warunkach do§wiadczalnych. Dodatkowo niektore
czasteczki dwuatomowe takie jak H> czy O» jako, ze nie posiadaja momentu dipolowego to nie sa
aktywne w podczerwieni, wi¢c ich widma moga by¢ tylko badane metoda Ramana. Spektroskopia ta
umozliwia rowniez badanie ruchu czasteczek, ktére wykonujac m.in. ruchy obrotowe zmieniajg swoje
polozenie, co réwnocze$nie powoduje zmian¢ ich ukierunkowania wzgledem padajacego na nich
$wiatta. Obie metody komplementarne dostarczaja informacji na temat budowy badanych czasteczek,
ich polaryzowalnosci oraz wigzaniach mi¢dzyatomowych.

Spektroskopia mas

Metoda ta opiera si¢ na jonizacji badanego zwigzku chemicznego, dzigki czemu powstate
jony rozdzielajg si¢ w zalezno$ci od stosunku ich masy do ich tadunku, natomiast liczba jonow
odpowiadajgca kazdej powstatej jednostce masa:tadunek jest rejestrowana jako widmo. Metoda
spektroskopii mas pozwala nam rejestrowaé masy czasteczkowe badanego zwigzku z duza
doktadnoscia do liczb catkowitych. Interpretacji wynikéw dokonujemy na podstawie wynikow
z doktadnoscia do 4 miejsca po przecinku.

Krystalografia

W przypadku tej metody badanie krysztalbw wymaga zazwyczaj promieniowania
rentgenowskiego, ze wzgledu na zbyt duze rozmiary badanych obiektow. Wynikiem badania
krystalograficznego jest mapa gestosci elektrondw w czasteczce a nie czestosci promieniowania
atomow. Powodem tego jest fakt, iz pole elektromagnetyczne oddziatuje z materia poprzez
promieniowanie elektromagnetyczne, dlatego elektrony oddziatujg z tymze promieniowaniem duzo
silniej niz jadra atomowe badZ protony, gdyz sg od nich duzo 1zejsze a ma to kluczowe znaczenie,
gdyz intensywno$¢ rozproszonego promieniowania jest proporcjonalna do stosunku tadunku do masy.
Ze wzgledu na to, ze predkos¢ elektronow jest wielokrotnie wigksza w stosunku do szybkos$ci zmian
pola elektrycznego nie obserwujemy pojedynczych elektrondw, lecz rozktad elektronéw usredniony
w czasie w atomie. Gestos¢ elektronéw dobrze odwzorowuje ksztatt czasteczki z powodu tego, ze
elektrony otaczaja jadra atomowe i wigzania. Poziom szuméw powodowanych przez czasteczki
powietrza czy wody powoduje, ze rozpraszanie promieniowania przez kazda badang czasteczke jest
bardzo stabe, co powoduje, Ze jest réwniez trudne do wykrycia. W krysztatach czasteczki
w wickszosci sa uporzadkowane w przestrzeni, dlatego rozproszone promieniowanie jest ,,zgodne
w fazie”, wigc mowi si¢ tu o zachodzeniu konstruktywnej interferencji. Jesli sygnat promieniowania
w pewnych kierunkach ulega wzmocnieniu w wyniku interferencji, w innych miejscach musi si¢
wygasi¢, dlatego obraz dyfrakcji krysztatu nie jest ciggly, wigc sktada si¢ z pojedynczych kropek.
W idealnym wyobrazeniu w krysztale czasteczki sg ulozone w sposdb regularny i1 tworza
W przestrzeni sie¢ trojwymiarowa. Marzeniem wszystkich badaczy jest otrzymanie monokrysztatu,
jednak w przypadku zwiazkow kompleksowych jest to zazwyczaj bardzo trudne i czesto zupelnie
niezalezne od sposobu prowadzenia syntezy badz tez oczyszczania osadow (krystalizacji).

3. Metodyka identyfikacji struktury

Pojedyncze metody oznaczania struktury zwigzku chemicznego nigdy nie dadzg nam
jednoznacznej odpowiedzi i tym samym pewnosci, ze mamy do czynienia z dang substancjg. Sposob
identyfikacji zalezy od wielu czynnikéw niezaleznych od siebie, lecz jako wiodace nalezaloby uznaé
minimum trzy, czyli stan skupienia substancji — ciecz, gaz czy cialo stale. Drugim z nich jest
pochodzenie substancji — naturalna, syntetyczna czy o niewiadomym pochodzeniu. | ostatnim
czynnikiem s3 umiejetnosci osoby badajacej, stopien zaawansowania w prowadzeniu i interpretacji
oznaczen struktury moga okazac si¢ tzw. ,,gwozdziem do trumny” calego przedsigwzigcia. Waznym
czynnikiem jest rOwniez stan wyposazenia laboratorium o$rodka badawczego w ktérym prowadzone
maja by¢ oznaczenia. Musi on bowiem posiada¢ odpowiedni sprzet, ktéry jest dos¢ kosztowny.

Pierwszym etapem przed dokonaniem oznaczen jest okreslenie rozpuszczalno$ci badanej
substancji w typowych rozpuszczalnikach chemicznych. Nastepnie powinno si¢ stwierdzic¢
jednorodnos$¢ probki metodg TLC (w przypadku probek o stanie skupienia statym badz ciektym). Na
tym etapie przydaja si¢ informacje z poprzedniej fazy a propos rozpuszczalno$ci substancji badane;.
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Nastepnie przydatnym krokiem jest wykonanie analizy elementarnej, zeby dowiedzie¢ si¢ jakie atomy
zawiera nasz zwigzek. Wazna jest tez znajomos$¢ tajnikOw samej syntezy substancji, ktora
identyfikujemy. Przydatne sa informacje na temat budowy reagentdéw, wydajnos$ci produktu,
schematu prowadzenia syntezy, warunkow syntezy, uzytych katalizatorow, rozpuszczalnikéw czy
temperatury. Wazna jest tez znajomos$¢ sposobdw oczyszczenia badz wyodrgbnienia substancji, ktora
chcemy zidentyfikowaé. Wazna jest znajomos¢ temperatury topnienia badz wrzenia naszej substancji.
Azeby uznac, ze dana struktura zostata zidentyfikowana to przynajmniej trzy metody spektroskopowe
powinny potwierdzi¢ postawiong przez badacza hipoteze — w przypadku, gdy mamy do czynienia ze
struktura juz uprzednio opisang w literaturze. Jesli jest to nieznana struktura powinno si¢ dazy¢ do
ustalenia jak najwickszej ilo$ci informacji, ktore beda potwierdzaly hipoteze. W przypadku, gdy
mamy do czynienia z substancja zdolna do tworzenia monokrysztatow najlepsza metoda, ktorg nalezy
wybrac jest wykonanie rentgenografii strukturalnej (Zielinski i Rajca 1995).

Ze wzgledu na specyficzng budowe zwigzkéw kompleksowych zbudowanych z ligandow
i jonu metalu jedynymi metodami uzytecznymi do ustalenia struktury sa spektroskopia IR,
spektroskopia Ramana, spektroskopia mas i krystalografia. Pierwsze dwie sa podstawowymi
metodami, ktére sg ze sobg komplementarne, czyli uzupetniaja si¢ dajac szerszy oglad na budowe
naszego zwiazku. Spektroskopia mas powinna by¢ wykonana w sposob niezalezny od spektroskopii
IR i Ramana, gdyz daje cenne informacje na temat masy naszej badanej struktury. Krystalografia,
jesli tylko istnieja dogodne warunki w postaci odpowiedniej budowy czasteczki powinna by¢ rowniez
wykonana, azeby potwierdzi¢ lub zburzy¢ postawiong przez badacza hipoteze.

4. Podsumowanie

W dzisiejszych czasach mozemy cieszy¢ si¢ znaczacym postgpem nauki i technologii, ktore
bardzo pomagaja badaczom w ustaleniu z jakim zwiazkiem przyszio im si¢ mierzy¢ w Swojej
codziennej pracy zawodowej i naukowej. Ogromnym, niewatpliwym plusem jest odstgpienie od
obliczen teoretycznych wykonywanych na kartkach papieru, badz ogromnych tablicach znanych nam
juz tylko ze starych zdjeé. Ich miejsce zajely komputery wyposazone w zaawansowane programy,
ktére zautomatyzowaly wszystkie obliczenia i proponowanie struktury oznaczanego zwigzku. Ten
krok w przoéd nie tylko spowodowal ogromne oszczgdnoSci czasu badaczy, lecz rdwniez
zminimalizowal prawdopodobienstwo popetnienia blgdu wiasciwie do zera. Koszt sprzetu
i oprogramowania niezbednego do obstugi jest wysoki, lecz korzysci z uzytkowania w pelni
rekompensuja go. Dzigki dostepnym metodom spektrofotometrycznym mamy ogromne mozliwosci
poszukiwan i potwierdzania stawianych sobie hipotez. Mozemy oznacza¢ struktury zupetnie nam
nieznane, jak rowniez kontrolowaé prowadzone syntezy na kazdym ich etapie. Zwiagzki
koordynacyjne nie sg najtatwiejsza grupa do oznaczania ich struktury, szczegdlnie, kiedy probujemy
ustali¢ ich budowe, ktorej jak dotad nikt jeszcze nie otrzymat i nie opisat w literaturze fachowe;.
Jednakze opisane powyzej metody powinny przynie$¢ odpowiedZ na nurtujace pytania.
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12. Procesy destrukcyjne zachodzace w tluszczach roslinnych i wskazniki

jakosci thuszczow
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Streszczenie

Omowiono sktad i wilasciwosci thuszczow roslinnych, koncentrujac si¢ na procesach
destrukcyjnych zachodzacych podczas ich otrzymywania, przechowywania oraz uzytkowania.
Scharakteryzowano rodzaje jetczenia tluszczow, wskazujgc rodzaje powstajacych w ich trakcie
zwigzkoéw. Przedstawiono sposoby oceny jakos$ci thuszczow za pomocg wskaznikow zalecanych przez
normy (liczba jodowa, liczba kwasowa, liczba nadtlenkowa, liczba anizydynowa) oraz innych
popularnych metod, takich jak proba Taufla — Thalera, proba Kreisa, préba z kwasem
2-tiobarbiturowym, wskaznik Totox i inne, okreslajac zastosowanie i przydatnos¢ kazdej z nich.

1. Wstep

Thuszcze sg substancjami nietrwatymi, fatwo ulegajacymi procesom zepsucia pod wpltywem
réznych czynnikéw. Ich jakos¢ 1 wihasciwosci s3 w duzym stopniu uzaleznione od uzywanych
surowcow, sposobu otrzymywania, metod obrobki oraz warunkow przechowywania. Pod wptywem
wysokiej temperatury, obecnos$ci tlenu, $wiatta, wody i innych czynnikow, ttuszcze tatwo ulegaja
procesom rozktadu. Psucie si¢ tluszczow jest réwniez wynikiem procesow biochemicznych
zachodzacych pod wpltywem enzymoéw. Wszystkie te procesy okre$la si¢ mianem jetczenia. W ich
efekcie dochodzi do pogorszenia wlasciwosci smakowych i zapachowych thuszczéw oraz tworzenia
zwigzkow szkodliwych, co taczy si¢ z obnizeniem ich jakosci. Charakterystycznymi procesami
powodujacymi pogorszenie jakosci olejow roslinnych sa utlenianie, hydroliza i polimeryzacja. Ze
wzgledu na ztozono$¢ zmian zachodzacych podczas tych procesow, nie ma jednej uniwersalnej
metody, na podstawie ktorej mozna okresli¢ jakos$¢ olejow roslinnych. W kontroli jakosci thuszczow
wykorzystywane sg rozne specyficzne metody, na podstawie ktorych mozna okresli¢ rodzaj oraz
stopien zachodzacych w nich zmian.

2. Opis zagadnienia

Thuszcze roslinne sa szeroko uzywane zard6wno w przemysle spozywczym, jak i do wyrobu
produktow kosmetycznych. Na skutek procesow destrukcyjnych zachodzacych podczas produkcji,
przetwarzania, przechowywania i1 uzytkowania tluszczOw, pogarszaja sie ich wlasciwosci
organoleptyczne i odzywcze, moga si¢ rowniez tworzy¢ zwiazki szkodliwe. Z tego wzgledu
niezbedna jest kontrola thuszczow za pomocg metod, ktére pozwalaja na jakoSciowa i ilo§ciowg ocene
poszczegolnych parametrow jakosSci.

3. Przeglad literatury

Sklad i wlasciwosci thuszezéw roslinnych

Z punktu widzenia budowy chemicznej ttuszcze sg estrami glicerolu i wyzszych kwasoéw
thuszczowych. Obecne w nich kwasy tluszczowe moga by¢ nasycone lub nienasycone, a od ich
rodzaju i stosunkow ilosciowych zaleza wlasciwosci fizyko-chemiczne tluszczow oraz ich
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konsystencja. Thuszcze roslinne charakteryzujg si¢ obecnos$cia nienasyconych kwaséw thuszczowych
(kwas oleinowy, linolenowy, linolowy, arachidonowy, eikozapentaenowy, dokozaheksaenowy), co
nadaje im plynng konsystencje. Tluszcze zawieraja w swoim skladzie rowniez wolne kwasy
thuszczowe, sterole, fosfolipidy, sole mineralne, witaminy, weglowodory i wiele innych. W §wiezych
thuszczach roslinnych obecne sa witaminy: A, C, E, PP, witaminy z grupy B i inne. Nadajg one olejom
wiasciwosci odzywcze oraz antyoksydacyjne. Jednym z najwazniejszych naturalnych sktadnikéw
0 dziataniu antyoksydacyjnym jest witamina E, bg¢daca mieszaning tokoferoli: o, B, vy, & i ich
nienasyconych analogéw — tokotrienoli. Wsrdd nich najbardziej aktywny jest a-tokoferol. Wolne
tokoferole i tokotrienole wykazujg duza wrazliwo$¢ na dziatanie tlenu oraz promieniowania UV.
W procesie rafinacji olejow zniszczeniu ulega okoto 75% ilosci witaminy E. Jej zawarto$¢ w olejach
ttoczonych na zimno jest zdecydowanie wigksza istanowi ona naturalng ochrong przed ich
utlenianiem. Na szybko$¢ procesow destrukcyjnych zachodzacych w tluszczach ma wptyw rodzaj
kwasow tluszczowych (zwlaszcza ilo§¢ wigzan nienasyconych), obecno$¢ antyoksydantow
i prooksydantow (np. enzymoéw, metali, soli), oraz czynniki zewnetrzne (dostep Swiatla, tlenu,
temperatura). Aby zapobiegaé procesom jetczenia thuszczow, nalezy przechowywac je w chtodnych
i suchych warunkach, bez dostgpu $wiatta stonecznego. Na skalg przemystowa mozna roéwniez
zapobiega¢ temu procesowi poprzez dodatek antyoksydantow, pakowanie w atmosferze
modyfikowanej i stosowanie antyseptycznych opakowan. Niestety w trakcie wszystkich procesow,
w ktorych tluszcze sg ogrzewane do wysokiej temperatury (ttoczenie na goraco, rafinacja, smazenie)
nastgpuja intensywne zmiany w ich sktadzie (Sikorski i Staroszczyk 2017; Zin 2008; Rutkowska
i Zbikowska 2007).

Procesy destrukcyjne zachodzgce w thuszczach

Utlenianie

Najczestszym powodem pogorszenia jakosci tluszczOw sa procesy utleniania, podczas
ktérych tlen atmosferyczny zostaje przytaczony do kwaséw thuszczowych w miejscu wystepowania
wigzan nienasyconych, z utworzeniem wodoronadtlenkéw. Procesy te moga by¢ katalizowane przez
enzymy, np. lipooksygenazy, lub przebiega¢ na drodze chemicznej. Utlenianie musi zostaé
zapoczatkowane, np. pod wplywem S$wiatta (fotosensybillizacja), podwyzszonej temperatury,
dziatania enzymow lub jonéw metali (kobaltu, zelaza, chromu, miedzi) bedacych katalizatorami
reakcji. Autooksydacja charakteryzuje si¢ tancuchowym przebiegiem, podczas ktorego wyr6znié
mozemy okresy: inicjacji, propagacji oraz terminacji. Inicjacja rozpoczyna si¢ w momencie
pojawienia si¢ inicjatora zdolnego do odigczenia protonu z czasteczki kwasu tluszczowego,
a nastgpnie wytworzenia wolnego rodnika. Podczas propagacji utworzone wolne rodniki zaczynaja
reagowa¢ z tlenem atmosferycznym tworzac wolne rodniki nadtlenkowe. Utworzone rodniki
nadtlenkowe biorg udziat w reakcji z czasteczkami kwasow thuszczowych, w wyniku czego powstaja
nowe wolne rodniki oraz wodoronadtlenki. Nastgpnie powstate wodoronadtlenki rozpadaja si¢ na
wolne rodniki, ktore biora udziat w etapie inicjacji autooksydacji. Jednoczesnie powstajg inne, tzw.
wtorne produkty utleniania, do ktérych zaliczy¢ mozna ketony, aldehydy, ketokwasy,
hydroksykwasy, weglowodory, alkohole czy etery. Zwigzki te nadaja thuszczom nieprzyjemny zapach
i smak. Ostatnim etapem autooksydacji jest terminacja, podczas ktorej nastepuje wygaszanie wolnych
rodnikéw. Reakcja autooksydacji trwa az do momentu wyczerpania si¢ tlenu atmosferycznego lub
zastosowania przeciwutleniacza, ktory jest w stanie zatrzymacé reakcje. Jednymi z najbardziej
niebezpiecznych produktéw utleniania olejéw roslinnych sa oksyfitosterole, ktoérych jest wiecej
w olejach rafinowanych niz w ttoczonych na zimno, a ich ilo$¢ roénie intensywnie podczas smazenia.
Procesom utleniania mozna w pewnym stopniu zapobiega¢ poprzez zastosowanie przeciwutleniaczy,
takich jak naturalne oraz syntetyczne tokoferole, butylohydroksyanizol, galusany, kwas mlekowy
(Grajek 2007; Zin 2008; Sikorski i Staroszczyk 2017; Cichosz i Czeczot 2011).

Hydroliza

Proces hydrolizy nazywany jest rowniez lipoliza lub jetczeniem hydrolitycznym. Polega on
na rozpadzie czgsteczki ttuszczu pod wptywem wody oraz enzymoéw, jakimi sg lipazy. Sprzyja jej
podwyzszona temperatura i obecno$¢ tzw. promotoroéw, ktorymi moga by¢ roze zwiazki o charakterze
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zasadowym lub kwasowym. W wyniku hydrolizy ttuszczéw powstaja wolne kwasy ttuszczowe,
diacyloglicerole, monoacyloglicerole, w skrajnych przypadkach réwniez glicerol. Procesy te
powoduja wzrost kwasowosci tluszczy, wptywaja rowniez na powstawanie ich nieprzyjemnego
smaku i zapachu. Powstale wolne kwasy ttuszczowe sa mniej odporne na utlenianie, dlatego tez takie
thuszcze jeszcze szybciej ulegaja jelczeniu. Rozpad thuszczéw podczas procesu hydrolizy mozna
spowolni¢ poprzez stosowanie niskich temperatur (Zin 2008).

Polimeryzacja

Procesy polimeryzacji zachodza podczas ogrzewania tlhuszczow, szczegoélnie jesli
ogrzewanie to jest dtugotrwate, kilkukrotne lub bardzo intensywne, np. w czasie smazenia oraz
pieczenia. Polimeryzacja jest procesem o ztozonym mechanizmie, przebiegajacym z udzialem
wolnych rodnikow. Pod wptywem podwyzszonej temperatury tworza si¢ gtownie dimery, ale réwniez
w mniejszej ilosci oligomery. Produktami powstajacymi w tym procesie sg spolimeryzowane kwasy
thuszczowe oraz cykliczne mono-, di- i oligomery. Najbardziej podatne na proces polimeryzacji sg
kwasy tluszczowe nienasycone, w przeciwienstwie do kwaséw tluszczowych nasyconych, ktére sa
bardziej stabilne. W wysokich temperaturach w miejscach wigzah podwdjnych tworza si¢ wolne
rodniki, ktore nastepnie tacza si¢ tworzac wigzania pomigdzy czasteczkami kwasow thuszczowych
roéznych glicerydow. Ttuszcze spolimeryzowane wykazuja nickorzystne dzialanie na organizmy zywe
(Zin 2008).

Rodzaje jelczenia tluszczéow

Bioragc pod uwage rodzaj powstajacych zwiazkow, procesy jelczenia thuszczow mozna
podzieli¢ na pie¢ grup: zepsucie nadtlenkowe, hydrolityczne, ketonowe, aldehydowe oraz
ztojowacenie (Stanisz i Muszalska 2009).

Zepsucie nadtlenkowe to proces, w trakcie ktorego zachodzi przytaczanie si¢ atomow tlenu
w miejscu nienasyconych wigzan kwasow ttuszczowych. W wyniku dziatania $wiatta i tlenu
z powietrza, w obecnoséci katalizatorow, powstajg liczne nadtlenki. Wskaznikiem stuzacym
okresleniu ilo$ci nadtlenkow wytworzonych w ttuszczu jest liczba nadtlenkowa.

Zepsucie hydrolityczne polega na czesciowej hydrolizie triacylogliceroli, w wyniku ktorej
powstaja wolne kwasy tluszczowe, nadajace thuszczom odczyn kwasowy. Na podstawie okreslenia
zawartosci wolnych kwasow tluszczowych mozna ocenié, czy thuszez jest §wiezy. W tym celu
oznacza si¢ liczbe kwasowg thuszczu.

Zepsucie ketonowe jest charakterystyczne dla tluszczow zawierajacych w czasteczkach
nasycone kwasy thuszczowe. Po rozktadzie glicerydow na wolne kwasy thuszczowe, kwasy te ulegaja
dalszemu przeksztatceniu w metyloketony oraz B-ketokwasy. Powstajace produkty charakteryzuja sie
intensywnym, nieprzyjemnym zapachem. Zepsucie ketonowe mozna wykry¢ za pomocg proby
Taufla-Thalera.

Zepsucie aldehydowe prowadzi do przeksztatcenia uwolnionych kwasoéw thuszczowych
w aldehydy, najczgsciej w epialdehydy, ktorego przedstawicielem jest aldehyd epihydrynowy.
Podczas tego procesu tworzy si¢ rowniez toksyczny aldehyd malonowy. Do wykrycia tego rodzaju
zmian stuzy wskaznik TBA (wskazuje on obecnos¢ aldehydu malonowego), a takze proba Kreisa
(wskazuje na obecnos¢ aldehydu epihydrynowego).

Zlojowacenie jest procesem w ktorym zachodzi kondensacja i polimeryzacja nienasyconych

wigzan kwasow thuszczowych. W wyniku tych proceséw podnosi si¢ temperatura topnienia ttuszczu
oraz jego $redni ciezar czgsteczkowy.

79|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Metody badania i oceny jakoSci thuszczow roslinnych

Z uwagi na ztozono$¢ proces6w destrukcyjnych zachodzacych w ttuszczach, nie ma jednej
uniwersalnej metody, ktéra pozwolitaby na jednoznaczna oceng ich jakosci. Opracowano wiele
metod, na podstawie ktorych mozna zbada¢ sktad oraz zmiany zachodzace w tluszczach.
Wskaznikiem okre$lajagcym stopien nienasycenia thuszczow jest liczba jodowa. Stopien hydrolizy
wigzan estrowych mozna okresli¢ na podstawie pomiaru liczby kwasowej. Pierwotne produkty
utleniania tluszczOw mozna ilosciowo oznaczy¢ za pomocg liczby nadtlenkowej. Do metod
pomiarowych wtornych produktow utleniania naleza: liczba anizydynowa, proba Taufla-Thalera,
proba z kwasem 2-tiobarbiturowym, proba Kreisa, pomiar catkowitej zawartosci zwigzkow
karbonylowych. Miara catkowitego utlenienia obejmujacego pierwotne i wtorne produkty rozktadu
jest wskaznik Totox. Ponadto inne specyficzne produkty rozktadu tluszczow moga by¢ oznaczane za
pomocg roznych metod analizy instrumentalne;.

Liczba jodowa (LJ)

Wskaznik ten okre$la zawarto$¢ zwigzkow nienasyconych w thuszczach. Jest ona wyrazona
liczba gramoéw zwiazanego chlorowca w przeliczeniu na jod. Wartos¢ liczby jodowej podczas
przechowywania tluszczow maleje, co jest to spowodowane przytaczaniem sie tlenu do
nienasyconych wigzan kwasow tluszczowych, przez co maleje liczba wolnych wigzan podwdjnych,
do ktéorych moze byé¢ przylaczony jod. Tluszcze roslinne charakteryzujg si¢ wysokimi liczbami
jodowymi, z wyjatkiem oleju palmowego, kakaowego i kokosowego, w ktorych przewazajg nasycone
kwasy tluszczowe. Poczatkowo liczba ta okreslana byta przy wykorzystaniu metody HanuSa przy
uzyciu bromku jodu, natomiast obecnie zastapita ja metoda Wijsa, w ktorej uzywa si¢ chlorku jodu.
Podstawa metody jest wysycenie podwojnych wigzan nienasyconych kwasow tluszczowych przez
chlorek jodu lub bromek jodu, zwiazanie nadmiaru odczynnika jodkiem potasu w celu wydzielenia
wolnego jodu, ktéry nastgpnie odmiareczkowuje si¢ roztworem tiosiarczanu sodu w obecnosci skrobi
(PN-EN 1SO 3961:2013-10, Zin 2008).

Liczba kwasowa (LK)

Za pomocy liczby kwasowej mozna okre$li¢ stopien zepsucia ttuszczu na skutek hydrolizy
wigzan estrowych, na ktorg wptyw majg warunki przechowywania oraz uptywajacy czas. W metodzie
tej bada si¢ obecnos¢ wolnych kwasow thuszczowych wystepujacych w tluszczu. Zasada oznaczania
polega na zobojetnianiu wolnych kwasow thuszczowych wystepujacych w probee thuszezu za pomocy
alkoholowego 0,1-molowego roztworu wodorotlenku sodu lub potasu. Jako wskazniki mozna
stosowac roztwory fenoloftaleiny, tymoloftaleiny lub biekitu alkalicznego 6B. Liczbe kwasowa
definiuje si¢ jako liczbe mg wodorotlenku potasu potrzebng do zneutralizowania wolnych kwasoéw
tluszczowych zawartych w 1 g tluszczu. Wysoka liczba kwasowa oznacza, ze badany thuszcz jest
nie§wiezy i prawdopodobnie byt Zle przechowywany. Niska warto$¢ liczby kwasowej, nawet
sieggajaca 0, $wiadczy o wysokiej $wiezosci oraz prawidlowym przechowywaniu thiszczu.
Dopuszczony stopien hydrolizy w olejach ttoczonych na zimno jest wyzszy niz w przypadku olejow
rafinowanych. W normie przedstawione sa trzy metody oznaczania kwasowosci thuszczow: dwie
miareczkowe i jedna potencjometryczna. Kwasowos$¢ wyraza si¢ na og6t jako liczbe kwasowsg lub
alternatywnie jako kwasowos$¢ obliczong w sposob umowny, ktora jest wyrazona w procentach
w przeliczeniu na kwas oleinowy. Metody opisane w normie mogg by¢ stosowane do rafinowanych
i surowych thuszczow roélinnych oraz zwierzecych (PN-EN 1SO 660:2010, Zin 2008).

Liczba nadtlenkowa (LOO)

Liczba nadtlenkowa charakteryzuje stopien zepsucia ttuszczu spowodowany glownie
tworzeniem si¢ form nadtlenkowych, odnosi si¢ wiec do pierwotnego stopnia utleniania thuszczu.
Liczba nadtlenkowa jest miarg iloéci tlenu zwigzanego chemicznie z tluszczem w formie nadtlenkow
i wyrazana jest w milirownowaznikach aktywnego tlenu na kilogram ttuszczu (mEQO2/kg). Jej
wysoka warto$¢ §wiadczy o zepsuciu tluszczu i jest to parametr dynamiczny, zmieniajacy si¢ z czasem
i warunkami przechowywania. Wzrost liczby nadtlenkowej i jednoczesne obnizanie si¢ wartosci
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liczby jodowej $wiadczy o nieSwiezosci tluszczu i zachodzgcych w nim procesach jelczenia.
Wyznaczanie liczby nadtlenkowej jest jednym z najcze$ciej wykorzystywanych oznaczen
dotyczacych okre$lenia jako$ci thuszczu podczas jego przechowywania. Zalecane maksymalne
warto$ci ro6znig si¢ w zalezno$ci od rodzaju thuszczu, np. dla olejow rafinowanych: 5 mEqO./kg,
olejoéw ttoczonych na zimno: 10 mEqO./Kkg., oliwy extra virgin: 20 mEqO-/kg (Sikorski i Staroszczyk
2017; Kedzior 2003; Mitek i Leszczynski 2014). Najprostsza i najbardziej rozpowszechniong metoda
oznaczania liczby nadtlenkowej jest miareczkowanie jodometryczne. Stosuje si¢ ja do wszystkich
zwierzgcych i roslinnych thuszczow oraz olejow, kwasoéw thuszczowych, a takze ich mieszanin,
wykazujacych liczbe nadtlenkows od 0 do 30 mEqO./Kg. Zasada oznaczenia polega na ilosciowym
oznaczeniu jodu wydzielonego z jodku potasu w wyniku dzialania nadtlenkow znajdujacych si¢
w ttuszczu. Uwolniony jod poddaje si¢ miareczkowaniu roztworem tiosiarczanu sodu w obecnosci
skrobi. Podczas miareczkowania wykorzystuje si¢ roztwor jodku potasu, roztwor tiosiarczanu sodu
oraz roztwor skrobi. Pewng niedogodnoscia jest szybkie utlenianie si¢ jodku potasu pod wptywem
$wiatla stonecznego oraz tlenu, dlatego odczynnik ten musi by¢ przygotowany kazdorazowo przed
miareczkowaniem. Metoda ta jest kosztowna, ze wzgledu na wykorzystywane odczynniki, ktore sa
wrazliwe na utlenianie (PN-EN ISO 3960:2017-03).

Liczba anizydynowa (LAz)

Liczba ta jest miarg zawartosci aldehydow, glownie aldehydoéw o i B-nienasyconych,
bedacych wtornymi produktami utleniania thuszczéw. Jest to wskaznik bezwymiarowy, definiowany
jako stukrotnie zwickszona warto$¢ absorbancji roztworu, ktory przereagowal z p-anizydyna (p-
metoksyaniling), zmierzona przy dhugosci fali 350 nm w kuwecie 10 mm. Liczba anizydynowa jest
liczba bezwymiarowa i jest podawana w odniesieniu do 1 g probki w 100 ml mieszaniny
rozpuszczalnika (izooktanu) i odczynnika anizydynowego, bedacego roztworem p-anizydyny
w lodowatym kwasie octowym. Ucigzliwosécig zwigzang z przeprowadzeniem tego oznaczenia jest
toksyczno$¢ i nietrwato§¢ odczynnika anizydynowego, ktory wymaga przygotowania w dniu
oznaczenia 1 unikania ekspozycji na $wiatto. Dopuszczalna wartos¢ LAz dla olejow i thuszczow
ro$linnych wynosi 8 (Sikorski i Staroszczyk 2017, PN-EN 1SO 6885:2016-04).

Préba Taufla-Thalera

Za pomoca tej proby mozna wykry¢ obecno$é metyloketonéw powstajacych podczas psucia
si¢ thuszczow. Zepsuciu ketonowemu ulegaja kwasy thuszczowe nie zawierajace podwojnych wigzan.
Oznaczenie polega na barwnej reakcji zachodzacej pomigdzy metyloketonami i aldehydem
salicylowym, w obecno$ci kwasu siarkowego(V1). Powstajagce rdézowo-karminowe zabarwienie
wskazuje na obecnos¢ metyloketonow. Rownolegle nalezy wykonac probeg kontrolng (Kedzior 2003).

Proba z kwasem 2-tiobarbiturowym

Préba z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBA) jest popularng metoda wykrywania zepsucia
ketonowego tluszczow. Podczas utleniania lipidow dochodzi do degradacji wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych, co powoduje utworzenie si¢ aldehydu malonowego (MA). Aldehyd ten daje
reakcje barwng z kwasem 2-tiobarbiturowym przebiegajacg z utworzeniem rézowego kompleksu
MA-TBA, ktérego maksimum absorpcji wystepuje przy 530 nm. Intensywnos$¢ zabarwienia rosnie
wraz ze wzrostem stopnia zepsucia ttuszczu. Ilo§¢ barwnego kompleksu mierzy si¢ za pomocg
spektrofotometru przy dlugosci fali 530 nm. Negatywng strong tego oznaczenia jest jego mala
specyficznos¢ spowodowana tworzeniem barwnych produktow w reakcji kwasu 2-tiobarbiturowego
z wieloma innymi zwigzkami, w tym innymi aldehydami oraz cukrami. Pomimo tego jest to metoda
czgsto uzywana do mierzenia stopnia utlenienia thuszczéw ze wzgledu na prostot¢ wykonania oraz
wysoka korelacj¢ uzyskiwanych wynikow z wynikami oceny sensorycznej (Zin 2008; Barriuso 2013).

Proba Kreisa

Przy pomocy proby Kreisa mozna wykry¢ obecno$¢ aldehydu epihydrynowego. Aldehyd
epihydrynowy powstaje w wyniku jetczenia aldehydowego, ktéremu ulegaja thuszcze zawierajace
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liczne nienasycone kwasy tluszczowe. W wyniku tego procesu tworza si¢ aldehydy, gtéwnie aldehyd
epihydrynowy, ktory w zjetczatym tluszczu wystepuje najczesciej w formie acetalu. Zasada proby
Kreisa polega na przeprowadzeniu aldehydu epihydrynowego z postaci acetalowej w stan wolny za
pomocg st¢zonego kwasu solnego. Czysty aldehyd epihydrynowy reaguje z nastgpnie z floroglucyna
dajac barwe czerwono-fioletows, lub z rezorcyng dajac barwe fioletows. Intensywno$¢ wytwarzanej
barwy ro$nie wraz ze wzrostem zawartosci aldehydu w roztworze i moze by¢ oceniana wizualnie lub
oznaczana ilo§ciowo metoda spektrofotometryczng (Zin 2008).

Pomiar catkowitej zawartosci zwigzkéw karbonylowych

Calkowita zawarto$¢ zwigzkow karbonylowych mozna oznaczy¢ spektrofotometrycznie
w postaci pochodnych - 2,4-dinitrofenylohydrazondéw. Zwigzki karbonylowe powstajace podczas
utleniania lipidéw poddaje si¢ reakcji z 2,4-dinitrofenylohydrazyng (DNPH), a barwne produkty sa
analizowane spektrofotometrycznie. W réznych wariantach tej metody wykorzystuje si¢ rozne
rozpuszczalniki, odczynniki, dtugo$ci fali. Metoda ta jest mato specyficzna, poniewaz r6zne warunki
prowadzenia badania moga spowodowaé degradacje wodoronadtlenkéw do pochodnych
karbonylowych dajac btedne wyniki. Dobrag korelacj¢ z innymi metodami otrzymano prowadzac
oznaczenie przy zastosowaniu 1-butanolu jako rozpuszczalnika i mierzac absorbancje przy dlugosci
fali 420 nm (Endo 2003).

Wskaznik Totox

Wskaznik Totox jest miarg catkowitego utlenienia tluszczow, obejmujacy zaréwno
pierwotne i wtorne produkty utleniania. Warto$¢ Totox jest rOwna sumie dwukrotnej wartosci liczby
nadtlenkowej oraz liczby p-anizydynowej:

Totox = (2 LOO) + LAz

Wskaznik ten okresla ilo$¢ zarowno wodoronadtlenkow jak i ich produktow rozktadu, z tego
wzgledu umozliwia dobrg ocen¢ stopnia oksydacji ttuszczow (Sikorski i Staroszezyk 2017,
Rutkowska i Zbikowska 2007; Buczek i Lesniak 2010).

Inne metody badan produktow rozkladu ttuszczow

Oprocz przedstawionych popularnych wskaznikow jakosci thuszczow stosuje sie wiele
innych metod analizy specyficznych produktow rozktadu, przy zastosowaniu ré6znych metod analizy
instrumentalnej. Do popularnych oznaczen nalezy spektrofotometryczne oznaczanie zawarto$ci
wigzan sprzezonych diendw i triendw, przez pomiar absorbancji w zakresie odpowiednio 233 i 268
nm. Dieny sprz¢zone powstaja w wyniku przegrupowania podwojnych wigzan w nienasyconych
kwasach thuszczowych posiadajacych dwa podwdjne wigzania, a ich tworzenie jest charakterystyczne
dla procesu oksydacji thuszczé6w. Metoda spektroskopii w podczerwieni FT-IR w zakresie 700-4000
cm? umozliwia z kolei oznaczenie zawarto$ci niekorzystnych dla zdrowia izomeréow trans,
powstajacych podczas wysokotemperaturowych procesow rafinacji, obrobki i uzytkowania thuszczow
ro$linnych. W identyfikacji i analizie ilosciowej roznych wtornych lotnych produktow destrukceji
ttuszczow bardzo przydatna jest metoda chromatografii gazowej. W celu wyodrgbnienia analitow
z matrycy thuszczowej stosuje si¢ rozne techniki: ekstrakcje ciecza, ekstrakcje do fazy stalej, technike
analizy fazy nadpowierzchniowej. Natomiast w analizie zwigzkow o wigkszych masach
czgsteczkowych, np. produktow polimeryzacji tlhuszczow takich jak dimery i oligomery
triacylogliceroli, stosuje sie wysokosprawng chromatografie wykluczania (HPSEC) (Barriuso 2013,
Sikorski i Staroszczyk 2017).

4. Podsumowanie

Ze wzgledu na ztozony charakter proceséw destrukcyjnych zachodzacych w ttuszczach,
ocena ich jakosci jest ztozonym problemem, wymagajacym stosowania roznych metod. Konsumenci
powinni mie¢ $wiadomo$¢, ze ze wzgledu na nietrwato$¢ tluszczoOw roSlinnych, ich zakup
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z niepewnych zrédet, gdy sposob produkeji i przechowywania jest poza kontrola, moze si¢ wigzaé
z ryzykiem stabej jakosci. Kontrola jakosci jest niezbednym elementem zapewnienia bezpieczenstwa
stosowania w odniesieniu zaréwno do olejow spozywezych jak i kosmetycznych.
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Streszczenie

Zwiazki organiczne, zawierajagce w swojej strukturze fragment pirazolowy znajduja
zastosowanie w wielu dziedzinach, m. in. w farmacji i przemysle agrochemicznych. Coraz bardziej
wzrasta zainteresowanie metodami syntetycznymi, analizowaniem roéznych wiasciwosci
i poszukiwaniem mozliwych zastosowan pochodnych pirazolu. Jednym ze sposoboéw funkcjonalizacji
zwigzkoéw heterocyklicznych jest ich metalacja za pomocg organicznych zwigzkéow litu polaczonej
z nastepcza reakcja z elektrofilem, w celu wprowadzenia nowej grupy funkcyjnej. Przy projektowaniu
nowych zwigzkéw niezbedna jest wiedza o selektywno$ci tworzenia odpowiednich litopochodnych.
Praca ta stanowi przeglad prac dotyczacych selektywnoS$ci metalacji pirazolu, oraz jego wybranych
pochodnych: 1-metylopirazolu, benzylopirazoli oraz bis(1H-pirazoli-1-lo)alkanéw.

1. Wstep

Pirazol jest organicznym heterocyklicznym zwiazkiem o charakterze aromatycznym
(Rys. 1). Sktada sie z pieciocztonowego pierScienia zawierajacego 3 atomy wegla i dwa sasiadujace
ze sobg atomy azotu — jeden z nich (N2) jest polaczony wigzaniem podwdjnym z atomem wegla.
Pirazol ma charakter aromatyczny, ktory zawdzigcza sprz¢zonym wigzaniami podwdjnymi i szesciu
zdelokalizowanym elektronom - cztery z nich to elektrony 7, a pozostate dwa pochodzg od wolnej
pary elektronowej na atomie azotu -NH.
H 4

Rys. 1. Budowa niepodstawionej czasteczki pirazolu.

Pirazol jest zwigzkiem wykazujacym tautomeri¢. Jego niepodstawiona czasteczka moze by¢
reprezentowana przez trzy formy tautomeryczne (Rys. 2). Natomiast w przypadku pochodnych
pirazoli, w ktérych podstawnik znajduje si¢ przy atomie wegla sasiadujacym z atomem azotu,
mozliwych jest 5 form tautomerycznych.

Rys. 2. Tautomeria czasteczki pirazolu.

Fragment pirazolowy mozna znalez¢ tylko w nielicznych zwigzkach wystepujacych
w naturze. W dniu dzisiejszym znanych jest tylko kilka pochodnych, ktore zostaty wyizolowane
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z produktow naturalnych (Kumar i in. 2013). Pirazol otrzymuje si¢ na drodze syntezy organiczne;.
Najbardziej znang metoda jest reakcja 1,3-diketondéw z pochodnymi hydrazyny.

Zwigzki pirazolowe znajduja zastosowanie w wielu dziedzinach chemii. Na przyktad
niektére z nich wykazuja wlasciwosci fotochemiczne. Prowadzone sa rowniez badania nad
fluorescencja kompleksow metali z pochodnymi pirazoli. Sa uzywane jako ligandy kleszczowe typu
skorpion (,,scorpionate ligands™) oraz ligandy do tworzenia organiczno-nieorganicznych polimerow
koordynacyjnych MOF (metal-organic framework). Jednakze najcieckawszym obszarem badan
i zastosowania jest farmacja. Pochodne pirazolu posiadaja szeroki zakres aktywnos$ci biologicznej,
migdzy innymi majg wlasciwosci przeciwnowotworowe, antymikrobiologiczne, przeciwzapalne,
antypiretyczne (obnizajace temperatur¢), analgetyczne, antywirusowe, przeciwjaskrowe,
przeciwgruzlicze, blokowania kanaléw jonowych (sodowych), antyoksydacyjne, antydepresyjne,
antydiabetyczne (Samet i in. 2014). Przykladowe leki zawierajace fragment pirazolowy
przedsrawiono na Rysunku 3.

(o}
| /CH3 H3C
N N\
(NG | | N =
>S/ / CF3
(\N N N /
\) " "
N
) CHj H,N
HsC 2 \?So
Sildenafil (Viagra) Celekoksyb

Rys. 3. Przyktady lekow zawierajacych fragment pirazolowy.

2. Opis zagadnienia

Jedng z powszechnych metod stosowanych w syntezie organicznej jest reakcja metalacji
z uzyciem organicznych zwigzkow litu. W reakcji tej nastepuje tworzenie zwigzkow
litoorganicznych, ktore z kolei ulegaja reakcji z czasteczka elektrofila dajac nowe, podstawione
produkty. Bardzo waznym aspektem przy planowaniu syntezy jest znajomo$¢ selektywnosci z jaka
zachodzi reakcja oraz mozliwo$¢ jej kontroli. Dwie najczeSciej uzywane metody tworzenia
litopochodnych to deprotonacja oraz wymiana halogen-lit (Clayden 2002).

Pierwsza z nich — reakcja deprotonacji z utworzeniem zwiazku litoorganicznego (wymiana
wodor-lit), w zwigzkach arylowych przebiega w pozycji orto do tzw. grupy kierujacej i nazywana jest
reakcja orto-metalacji (Rys 4). Pozwala na regioselektywne wytworzenie wielopodstawionych
zwigzkéw aromatycznych, czgsto nieosiggalnych stosujac klasyczne metody syntezy organiczne;j.
W reakcji metalacji stosuje si¢ silne zasady takie jak diizopropyloamidek litu (LDA) czy n-butulolit
(n-BuLi), ktére reaguja ze wzglednie kwasowymi protonami pierScienia aromatycznego. W procesie
wymiany H-Li nastepuje koordynacja uzytej zasady RLi do grupy kierujgcej, deprotonacja
i utworzenie zwigzku arylolitowego, ktéry moze by¢ stabilizowany przez koordynacje¢ litu do grupy
kierujacej. Nastepnie przeprowadza si¢ reakcje z elektrofilem i hydrolize, ktora prowadzi do
powstania ostatecznego produktu. Gdy koordynacja litu do grupy kierujgcej nie jest mozliwa to
jedynym czynnikiem wptywajacym na selektywno$¢ reakcji jest kwasowos¢ protondow. Selektywnosé
reakcji metalacji zalezy tez od uzytej zasady, rozpuszczalnika i/lub obecnosci silnie koordynujacych
ligandow (TMEDA, PMDTA) lub innych dodatkéw takich jak KOt-Bu (tworzy z n-BuLi
superzasade). Koordynacja do grupy kierujacej, lokalne efekty steryczne oraz efekty agregacyjne
odgrywaja wazna role. Czasami nastgpuje rowniez izomeryzacja litopochodnej do uktadu bardziej
stabilnego (reakcja nosi nazwg ,halogen-dance”), co moze byé wykorzystane np. w syntezie
nietypowych bromo- i jodopirydyn
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Rys. 4. Schemat reakcji wymiany H-Li (a), przyktad kontrolowania selektywnosci reakcji metalacji
(b).

Reakcja wymiany H-Li nie moze zosta¢ wykorzystana w syntezie wielu zwigzkow.
Ograniczeniem moze by¢ na przyktad kinetyka samego procesu (np. proton nie jest wystarczajaco
kwasowy), badz jej niewystarczajaca selektywnos¢. W takich sytuacjach najlepsza alternatywa sa
reakcje wymiany halogen — lit (Br-Li, I-Li). Zachodza one bardzo szybko, tworza niestabilny reagent
litowy w niskich temperaturach, a takze generuja litopochodng w obecnosci elektrofila. Reakcje
wymiany haologen — lit (X-Li) prowadzi si¢ najczesciej przy uzyciu Silnych nukleofili typu n-BulLi
lub t-BuLi w rozpuszczalniku takim jak THF lub Et,O oraz w niskiej temperaturze w celu
ograniczenia reakcji sprzegania powstajacego arylolitu z halogenkiem alkilu. Postulowane sa cztery
mechanizmy tej reakcji, halogenki arylowe reaguja gtoéwnie wedtug mechanizmu nukleofilowego
z wytworzeniem tzw. ,,ate”-kompleksu (Rys. 5).

R'Li+ R®”X — R%it+ R'X
X =Br, |

Rys. 5. Schemat reakcji wymiany halogen-lit.

3. Przeglad literatury

pKa niepodstawionego pirazolu wynosi odpowiednio dla N1 — 19,8 i dla C5 — 35,9. Anion
na azocie moze by¢ fatwo wygenerowany przy uzyciu takich zasad jak KOH, KOt-Bu lub NaH.
Reakcje prowadzi si¢ w polarnym rozpuszczalniku np. DMSO lub DMF. W wigkszosci przypadkow
w prosty sposob mozna przeprowadzi¢ N-alkilowanie pirazoli z duza wydajnoscia. Jednakze sa pewne
ograniczenia tej metody. Jezeli do reakcji uzyjemy niesymetrycznie podstawionych pirazoli to
z powodu wystepowania zjawiska tautomerii, istnieje ryzyko otrzymania mieszaniny regioizomerow
podstawionych w pozycji N1 i N2 (Roy, 2012). Istnieja rowniez metody N-arylowania pirazoli
(Cerrada i in. 1993).
Relatywnie
preferowana pozycja 3 _,_~ niereaktywna
dla addycji “g N pozycja
elektrofilowej 4 \ /NZ

N
5
PG

najbardziej kwasowy proton
w N-zabezpieczonym pirazolu

Rys. 6. Reaktywno$¢ pierscienia pirazolu z grupa zabezpieczajaca (PG) w pozycji N1.
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Mozliwo$¢ wprowadzenia podstawnikow w inne pozycje pierScienia pirazolowego jest
ograniczona do zwigzkow, ktore majg N-podstawiong grupe w pierscieniu pirazolowym. Problem
moze stwarza¢ wybor odpowiedniej grupy, ktora potem w latwy sposéb mozna byloby odbezpieczy¢
(Katritzky i in. 1989). Wodér przy atomie C5 pirazolu jest najbardziej kwasowy
w N-zabezpieczonych pirazolach. Latwo ulega deprotonacji w reakcjach metalacji (Rys. 6).
Najcze$ciej do reakcji uzywa si¢ n-BuLi lub LDA w -70°C. Wymiana halogen-lit prowadzona in situ
jest najpowszechniejszg i bezproblemowsa metoda syntezy 4-litopirazoli. Metalacja w pozycji C3
N-podstawionych pirazoli jest utrudniona ze wzgledow elektronowych spowodowanych obecno$cia
wolnej pary elektronowej na atomie N2 (Takeuchi i in. 1978). Co wigcej, halogenowanie w pozycji
C3 przy niepodstawionej pozycji C4 jest mocno utrudnione — preferowana jest elektrofilowa
substytucja atomu wegla C4. Jedng z metod wprowadzania podstawnika w pozycji C3 jest cyklizacja
pirazolu posiadajacego juz docelowa grupe w odpowiedniej pozycji. Czesto stosowanym
rozwiazaniem jest reakcja Suzuki (Kristensen i in. 2010) i jej modyfikacje. Innym sposobem jest
uzycie SEM lub THP jako grupy zabezpieczajacej dla N1, wprowadzenie podstawnika w pozycj¢ C5,
nastepnie po odbezpieczeniu nastgpuje przegrupowanie (z powodu tautomerii) i otrzymuje si¢
produkt 3-podstawiony (Gerard i in. 2006).

Selektywno$¢ reakcji metalacji zmienia si¢ w przypadku podstawionych pirazoli. Jezeli
w pozycji N1 jest podstawnik alkilowy, obserwuje si¢ rowniez reakcje w egzocyklicznej pozycji o.
Przeprowadzono badania nad regioselektywno$cig reakcji w przypadku 1-metylopirazolu.
Ivachtchenko i in. udowodnili, ze przebieg reakcji zalezy od czasu, temperatury, rozpuszczalnika
i elektrofila, a jako produkty otrzymuje si¢ odpowiednio: produkt 5-podstawiony, mieszaning
a- i 5-podstawionego produktu lub mieszaning 3- i 5-podstawionego produktu (Rys. 7).

N
N
a) N

0y Ni + NN
Li
N . N
Li

Rys. 7. 5-litopochodna (a), mieszanina 5-litopochodne;j i a-litopochodnej (b), mieszanina 5-
litopochodnej i 3-litopochodnej

Badania rowniez wykazaly, ze selektywno$¢ reakcji 1-metylopirazolu moze by¢
kontrolowana kinetycznie lub termodynamicznie (Balle, i in.2006), dajac produkt podstawiony
w pozycji 5- lub w grupie metylowej (Tab. 1). Poczatkowo tworzy si¢ litopochodna w pozycji a, ktora
jest niestabilna i nastgpuje izomeryzacja do pozycji 5.
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Tabela 1. Reakcja metalacji 1-metylopirazolu, jako elektrofila uZyto CH30D.

/: -\N/CH3 1)nBuL| THF,-78°C j -\N/CH D /i -\N/CHS
/ 0, 0,
—N 2) CH,0D, -78 Cd020 C —N

1
Wydajno$¢ otrzymanych produktow/%

Czas reakcji/min. Konwersja/%
la 1b
0,25 63 59 41
2 68 49 51
10 74 19 81
60 92 7 93

OCH 4

OCHg OCHj,
n-BuLi, THF  Li 1)Co, HOOC
—_— ——
75°C 2)HCI

L/ i i

OCH3 OCHg

1) CO.
N <o, N

Li N —’z) ol HoOC \E//N

-
—~

Rys. 8. Selektywno$¢ metalacji (p-metoksybenzylo)pirazolu.

Istniejg tylko nieliczne doniesienia odno$nie metalacji benzylopirazoli. Badane byty reakcje
1-benzylopirazolu oraz (p-metoksybenzylo)pirazolu (Ondi i in. 2006). Metalacji ulega poczatkowo
pozycja a, po czym nastgpuje przegrupowanie do pozycji 5- pierscienia pirazolu (Rys. 8). Kolejng
reakcja, o ktorej warto wspomnie¢ jest poddanie (p-metoksybenzylo)pirazolu dziataniu 2 moli LDA,
reakcja byta prowadzona in situ i po dodaniu jako elektrofila 2 moli chlorku trimetylosililu otrzymano
dwupodstawiony produkt w pozycji a.

Prace te zostaty rozszerzone na badanie selektywnosci metalacji 1-beznylopirazoli z atomem
bromu w pozycji orto-, meta- i para- pierScienia beznylowego i/lub z atomem bromu w pozycji
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4- pier§cienia pirazolowego (Gorska i in. 2017). Dowiedziono, ze pozycja atomu bromu w pier§cieniu
benzylowym oraz czas reakcji wptywa na selektywno$¢ powstajacych produktéw. Potwierdzono to
prowadzac reakcje metoda sekwencyjng oraz in situ, uzywajac 2 lub 1 mola LDA. Jako elektrofila
uzyto 2 lub 1 mol chlorku trimetylosililu lub izocyjanianu t-butylu.

Tab. 2. Selektywnos¢ reakcji deprotonacji - sililowania 1-beznylopirazoli (Gorska, 2017).

R R' R*
R R*
& & 1. Me,SicI aﬁ’
N—N LDA, -78 °C N=hl 2, HpOH* N—=~
x! — x1 R — 1 R®
THF
X2 b 2
x ¥ ¢
Pz Pz-Li
Pz Conditions Pz-li Products NMR yield (%)
LR=X'=X?=X*=H 1:1 1a-li R? = Li 1b-li LR =R =X'=X>=X=H, 36
R’ = SiMe,
RP=R'=1Li bR =X'=X*=X"=H, 7
Rs — Rr‘ s
le-li R* = Li LR =R =X'=x*=xX=H, 29
R = SiMe,
2R=Br,X'=X?=X’=H 1:1 2a-liR® =Li 2R =Br, X'=X>=X*=R°=H, 7
R’ = SiMe,
2 1:1 in sim 2b-1i R® = Li bR =Br,X'=X*=X*=R°=H, 55
R® = SiMe,
2 1:2 2a-li 2a 33
(2 eq. LDA, 2e-liR*=R’=Li 2R'=Br,X'=X*=X*=H, 67
2 eq. MesSiCl) R® = R® = SiMe,
3X'=Br,R=X*=X'=H 11 3l R* =Li 3aX' =BrR* =R =X"=X*=H, 47
R® = SiMe,
4 X*=Br,R=X'=X’=H 1:1 41i R* = Li 4aX>=PBr,R'=R°=X'=X*-H, 100
R® = SiMe,
5X=Br,R=X'=X'=H 11 51i R* = Li 5aX'=Br,R*=R°=X'=X*=H, 10
R® = SiMe,
6X'=R=Br,X*’=X"=H 11 6a-li R® = Li 6aR'=X'"=Br, X’ =X* = H, 23
R® = SiMe;
6b-li R* = Li 6bR'=X'=Br,X*=X=H, 49
R® = SiMe,
72X=R=Br,X'=X*=H 1:1 7a-li R? = Li 7aR'=X>=Br, X' =X* =H, 66
R’ = SiMe,
8:X°=R=Br.X'=X’=H 11 8a-1i R* = Li SaR'=X*=Br. X' =X*=H, 80
R’ = SiMe,

Osobna grupa zwigzkéw sa bis-(1H-pirazol-1-ilo)alkany. Mechanizm metalacji bis-(1H-
pirazol-1-ilo)alkanow $cisle zalezy od tego czy reakcja jest prowadzona in situ czy sekwencyjnie
(Durka i in. 2014). Poczatkowo powstaje produkt z atomem litu w pozycji o, ktéry nastepnie ulega
przegrupowaniu do pozycji 5- pier§cienia pirazolowego, nastepnie przebiega druga deprotonacja
w pozycji a 1 kolejna izomeryzacja do pozycji 5- drugiego pierScienia pirazolowego. Kinetycznie
kontrolowany produkt a-substytucji moze by¢ wydzielony kiedy reakcja prowadzona jest in situ
i jako elektrofila uzyje si¢ chlorku trimetylosililu (Rys. 9). Przeprowadzono rowniez reakcje metalacji
bis-(1H-5-bromo-pirazol-1-ilo)metanu,  bis-(1H-5-bromo-pirazol-1-ilo)etanu,  bis-(1H-5-bromo-
pirazol-1-ilo)propanu, bis-(1H-5-bromo-pirazol-1-ilo)oktanu  otrzymujac  di-litopochodne
podstawione w pozycji 5- pierscienia pirazolowego.

Mozna sterowaé selektywnoséciag metalacji bis-(1H-pirazol-1-ilo)metanu i otrzymaé
termodynamicznie stabilng litopochodna w egzocyklicznej pozycji o (Rys. 10). W przypadku gdy bis-
(1H-pirazol-1-ilo)metan ma zablokowane pozycje 5-, metalacja zachodzi wylgcznie w pozycji
a- (Otero i in. 1999).
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Rys. 9. Metalacja sekwencyjna i in situ bis(1H-pirazol-1-ilo)metanu za pomocg 2 moli LDA.

4. Podsumowanie

1-Alkilopirazole ulegaja reakcji metalacji w egzocyklicznej pozycji a lub w pozycji
5- pierscienia pirazolowego. Selektywno$¢ reakcji jest zalezna od czasu, temperatury,
rozpuszczalnika i uzytego elektrofila. 1-Benzylopirazole sa poczatkowo deprotonowane w pozycji
benzylowej, po czym réwniez nastgpuje izomeryzacja do termodynamicznie stabilniejszej pozycji
5-. Jednak w przypadku 1-(bromobenzylo)pirazoli pozycja atomu bromu w pierScieniu
aromatycznym moze zmieni¢ selektywno$é reakcji metalacji na korzy$¢ powstawania stabilnej
litopochodnej w pozycji beznylowej. Bis-(1H-pirazol-1-ilo)metan reaguje podobnie jak
1-benzylopirazole. Zablokowanie pozycji 5- w pirazolu pozwala na selektywng metalacje
w egzocyklicznej pozycji a.
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Streszczenie

Wiedza na temat sposobu zywienia w naturze, rodzaju konsumowanej zZywnosci oraz jej
sktadu dostarcza waznych informacji na temat odpowiedniego wyboru diety, ktora zapewni dhugie
zycie w zdrowiu. Dotyczy to nie tylko ludzi, ale rowniez zwierzat. Dla wielu gatunkow zwierzat
przeprowadzono badania jakie pokarmy wybieraja i spozywaja w naturze, co pozwolito poprawi¢ ich
sposob zywienia w innych warunkach niz naturalne. W pracy przedstawiono przeglad zebranej
literatury dotyczacej sposobu zywienia wolnozyjacych kotéow domowych oraz pordwnanie tych
danych z rekomendacjami FEDIAF (European Pet Food Industry Federation) i AAFCO (The
Association of American Feed Control Officials) - dwoch glownych organizacji zajmujacych si¢
zywieniem zwierzat domowych. Przedstawiona w tym artykule analiza moze postuzyé w przysztosci
do zweryfikowania i modyfikacji norm zywieniowych, u kotéw karmionych karmg komercyjna lub
samodzielnie przygotowang w domu.

1. Wstep

Koty domowe s3 jednymi z najbardziej popularnych zwierzat towarzyszacych na catym
$wiecie, a ich domestykacja przebiegta ok. 9000-1000 lat temu na bliskim wschodzie (Driscoll i in.
2007). Wiasciciele posiadajacy zwierzeta zobowigzani sg sprosta¢ ich potrzebom. Koty domowe
wykazuja specyficzne i restrykcyjne wymagania pokarmowe. Niezbg¢dne jest ich poznanie, aby
przygotowaé pokarm o wiasciwym sktadzie, ktory w petni pokryje zapotrzebowanie na sktadniki
odzywcze, mineraly i witaminy. Najlepsza droga do tego jest poréwnanie proponowanego sktadu
pozywienia do pokarmu, ktérym odzywiaja si¢ wolnozyjace koty. Niniejsze opracowanie ma na celu
poréwnanie zawarto$ci wybranych sktadnikoéw pokarmowych w tuszach zwierzat, ktore najczgsciej
padaja ofiara kotow. Zestawienie to zostanie przyréwnane do zalecen zywieniowych FEDIAF
i AAFCO. Przygotowany material ma na celu poszerzenie wiedzy na temat zywienia kotow oraz
przystuzy si¢ poprawie dobrostanu zwierzat.

2. Opis zagadnienia

Zdrowe zywienie jest kluczowym elementem zapewnienia dobrego stanu zdrowia przez
wiele lat. Prawidlowa dieta przektada si¢ na profilaktyke nie tylko chorob przewodu pokarmowego,
ale i chorob ogolnoustrojowych (Ceregrzyn i in. 2013). Przykladem zaburzen i chordb
spowodowanych nieprawidtowym zywieniem jest otylos¢, sthuszczenie watroby i cukrzyca (Zoran
2002).

Anatomia i fizjologia organizmu kota domowego sprawia, ze przynalezy on do rzgdu
drapieznych. Ponizej przedstawiono gtowne cechy kota jako migsozercy.

Na czaszce osadzone sg duze uszy z mozliwo$cig obrotu o 180°, bardzo czute na dzwieki.
Oczy kota sg duze, skierowane do przodu. Rozszerzajace sie Zrenice umozliwiajg lepsze widzenie
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w stabym $wietle i polowanie noca. 30 zebow statych odpowiada wzorowi zebowemu drapieznika -
12 zebow siecznych o powierzchni utatwiajgcej odrywanie kawatkoéw migsa, cztery ostre kly oraz 14
zebow policzkowych o ostrych, tngcych brzegach (Ceregrzyn i in. 2013). Kot nie moze porusza¢
zuchwa na boki, wiec dlugie przezuwanie roslinnego pokarmu nie jest mozliwe. Liczne wibrysy
(wlosy czuciowe) sa pomocne przy polowaniu i lokalizacji miejsca zadania $miertelnego ciosu
ofierze. Lapy kota zakonczone sg ostrymi pazurami. Kosciec jest elastyczny, co umozliwia kotu
polowanie na male i zwinne ofiary. Poza tym krotki przewod pokarmowy i brak wielu enzymow
odpowiedzialnych za trawienie weglowodandéw uniemozliwia pelne wykorzystywanie pokarmu
roélinnego. W §linie brak jest enzymu a-amylazy — odpowiedzialnego za pierwszy etap trawienia
duzych ilosci skrobi. Wystepuja natomiast aktywne substancje odpowiedzialne za odkazanie pokarmu
(Barszcz i Dzierzgcka 2010).

W zotadku wystepuje wyjatkowo kwasne srodowisko o wartosci pH ok. 2, co umozliwia
ponowne odkazenie pokarmu - niewiele patogenow jest w stanie przezy¢ w takim $rodowisku.
Zoladek jest maly, co skutkuje przyjmowaniem niewielkich i czestych positkéw. Jak u kazdego
drapieznika jelito cienkie jest krotkie w stosunku do dlugosci ciata (okoto 0,8-1,3 m). Jest to
przystosowanie do trawienia okreslonego rodzaju pokarmu - utrudnione jest trawienie
weglowodandéw (Sawosz-Chwalibog 2012). W jelicie grubym bytuje specyficzna flora bakteryjna,
ktora przyczynia si¢ do fermentacji niestrawionych do tej pory sktadnikoéw pokarmowych. Flora
bakteryjna jelit jest doé¢ uboga, natomiast gatunki bakterii i grzybow, w niej wystgpujace powinny
by¢ zachowane w réwnowadze, aby proces trawienia przebiegat bez problemow. Koty zazwyczaj
trzymaja si¢ jednego terytorium, na ktorym bytujg okreslone gatunki ptakow i gryzoni, wigc rowniez
ich pokarm raczej nalezy do monotonnych (Sawosz-Chwalibog 2012). Szybkie i czeste zmiany
pokarmu moga spowodowaé problemy z zachowaniem rownowagi wsrod mikroorganizmow
przewodu pokarmowego, a w konsekwencji biegunki i zaburzenia wchtaniania (Barszcz i Dzierzecka
2010).

W organizmie kota nie s3 produkowane niektore enzymy (wcale lub na wystarczajacym
poziomie), ktéore umozliwiaja syntez¢ lub odzyskiwanie substancji biologicznie czynnych
z dostepnych sktadnikow, dlatego gotowe produkty musza by¢ dostarczane z pokarmem. Przyktadem
jest tauryna - z powodu niskiej aktywnosci dwoch kluczowych enzymow (dioksygenazy cysteinowej
i dekarboksylazy kwasu cysteinosulfonowego) dla syntezy tauryny endogenna jej produkcja jest
ograniczona. Tauryna jest niezwykle waznym aminokwasem dla kotéw, biorgcym udziat
w funkcjonowaniu wielu narzadow i jej niedobor moze zaburzaé¢ metabolizm organizmu i prowadzié
do powaznych wielonarzagdowych chorob. (Kulasek G i in. 2004).

Przykladem innego aminokwasu egzogennego (takiego, ktory trzeba dostarczaé
z pokarmem) jest arginina - kot nie ma zdolnosci jej syntezy z powodu ograniczonej aktywnos$ci
enzymow w jelitach bioracych udziat w reakcji syntezy cytruliny (Syntaza pirolino-5karboksylatu,
aminotranferaza ornityny).

Z powodu wysokiej aktywnosci karboksylazy pikolinowej, ktéra przeksztalca tryptofan
w kwas glutaminowy, niemozliwe jest uzyskanie niacyny (wit. B3) z tryptofanu. Ponadto podaz
tryptofanu bywa niska - wystepuje on w ograniczonej ilosci w kolagenie - jednym z najczesciej
wystepujacych biatek w tuszy zwierzat. Kolejnym sktadnikiem, ktéory musi by¢ dostarczany
z pokarmem jest retinol (wit. A). Z powodu braku dioksygenazy karotenowej niemozliwe jest
przeksztalcenie karotenoidow w retinol. Koty nie majg zdolno$ci do efektywnej syntezy kwasu
arachidonowego z kwasu linolowgo z powodu niskiej aktywnos$ci enzymow katalizujgcych ten proces
- A-6-desaturazy i A-8-desaturazy. Natomiast synteza cholekalcyferolu (wit. D3) jest ograniczana
przez wysokg aktywno$¢ reduktazy 7-dehydrocholesterolu, enzymu ktory limituje dostepnosé
prekursora dla witamin z grupy D (Zoran 2002).

Pomimo tych brakow koty w swoim metabolizmie wykazuja wiele przystosowan, ktore
utatwiajg im funkcjonowanie. Brak amylazy §linowej, niska aktywno$§¢ amylazy trzustkowe;j
i jelitowej oraz ograniczenie w syntezie enzymow watrobowych bioracych udziat w metabolizmie
cukrow prostych (glukokinaza watrobowa, fruktokinaza watrobowa) oraz brak funkcjonujacego na
jezyku receptora Tasl1R2, odpowiadajacego za odczuwanie stodkiego smaku sa rekompensowane
przez adaptacje do pozyskiwania energii z innych sktadnikow - biatek i thuszczy (Zoran 2002).
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Glownym celem wyboru pokarmu przez kota jest pokrycie zapotrzebowania na energi¢. Po
przekroczeniu zapotrzebowania na energi¢ koty interesuja si¢ pokarmem raczej kierujac sie
instynktem (polowanie) niz gtodem (Ceregrzyn i in. 2013).

Poza weglowodanami energia moze by¢ produkowana w procesie glukoneogenezy
z aminokwasow glukogennych (np. glicyna, alanina, arginina, asparagina, cysteina) dostarczonych
z biatkiem. Bialka dostarczaja do 50% energii w diecie kota. Ttuszcze sa najlepszym Zrodlem energii
w diecie, ze wzgledu na wigkszg gestos¢ kaloryczng od pozostatych zwigzkow (biatek
i weglowodandw) - 1g ttuszczu dostarcza wiecej energii, niz 1 g biatka czy 1 g cukrow, a mechanizm
produkowania energii z tluszczu jest rOwniez prostszy, niz z pozostatych zwigzkoéw (Ceregrzyn i in.
2013).

3. Przeglad literatury

To jakie zwierzgta padaja ofiara kotow w naturze zalezy od regionu i wystegpowania oraz
dostepnosci danego gatunku. Przeprowadzono szereg badan w réznych regionach §wiata i opisano
zwyczaje zywieniowe kotow. Bird i in. (2005) opisal procentowy udzial poszczegdlnych ofiar
w diecie kotow na tereniec Wegier. Sktada si¢ na niego niemal 50% nornic, 20% myszy oraz inne
drobne ssaki i ptaki. Inne prace opisujg podobne preferencje zywieniowe. Plantinga i in. (2011) zebrat
dane dotyczace ofiar kotow w naturze oraz ich procentowego udzialu w diecie z 27
wyselekcjonowanych publikacji. Wynika z nich, ze koty konsumuja gtéwnie mate ssaki (78%), ptaki
(16%), gady/ptazy (3,7%) oraz bezkregowce (1,2%). Ryby stanowia jedynie ok. 0,3% diety kotow.
Gléwnymi konsumowanymi ssakami sg kroliki i szczury, choc istnieja znaczne roznice miedzy
poszczegodlnymi pracami. Na przyktad u kotow mieszkajacych na wyspach zauwazono duzy udziat
ptakéw w diecie (nawet ponad 80%), co jest spowodowane duza iloscig gniazd ptakoéw morskich na
wybrzezach (Hewson-Hughes i in. 2011). Malo i in. (2004) zauwazyt z kolei, ze dziki kot (Felis
silvestris) preferuje w diecie kroliki, lecz gdy jest ich niewiele na obszarze, na ktorym zyje, jest
w stanie z fatwoscig zmienié¢ cel polowania na drobne gryzonie.

Koty poluja na mate zwierzgta i przewaznie spozywaja je w catosci. Istnieje kilka metod,
ktére pozwalajg ustali¢ rodzaj zjedzonej przez kota ofiary oraz udzial procentowy w diecie danego
typu zwierzecia. Takimi metodami sg analiza skladu zawartosci jelit, analiza sktadu zawartosci
zotadka oraz analiza sktadu katu. Najwigcej danych zawiera artykut przegladowy, ktory zestawia dane
zebrane z 6666 probek z réznych kontynentéw analizowanych powyzszymi metodami (Plantinga i in.
2011). Zwierzeta padajace ofiarg kotow zostaty zgrupowane w kilka klas: szczury, myszy, nornice,
inne gryzonie, owadozercy, kréliki, inne mate ssaki, ptaki oraz gady i ptazy (Tab.1). Analiza sktadu
poszczegolnych klas pochodzi ze zrodet literaturowych, ktore zawieraja dane dla wolnozyjacych
zwierzat, ktorymi zywia si¢ koty. Jedynie dane dla szczuréw pochodza od zwierzat hodowlanych, co
moze thumaczy¢ ich wysoka zawarto$¢ thuszczu (inna aktywnos¢ fizyczna, dostgpnos$¢ pokarmu,
rodzaj pokarmu).

Zmieszczone dane wyraznie wskazujg, ze kot jest $cistym migsozercg. Wyliczone
zapotrzebowanie energetyczne zaspokaja w 52% z biatka, w 46% z tluszczu i jedynie w 2%
z pozostatych sktadnikow pozywienia. Analiza skladu pozywienia kotow w naturze roéwniez
uzasadnia niemal wszystkie rodzaje adaptacji metabolicznych zwigzanych z trawieniem
weglowodanow. Ewolucyjnie kot nie jest przystosowany do efektywnego wykorzystania
weglowodanow, poniewaz w jego diecie prawie nie wystgpuja. Moze to prowadzi¢ do wniosku, ze
karmienie kotow jedna z wysokowegglowodanowych karm komercyjnych moze by¢ duzym
wyzwaniem dla ich metabolizmu i prowadzi¢ do negatywnego wpltywu na zdrowie. Ilos¢
weglowodanow nie jest Scisle okreslona w podanych wynikach i zawiera si¢ w pozycji ,,pozostate”,
ktora zawiera m. in. cukry, skrobie, mono- i disacharydy, widkno, ale roOwniez rozpuszczalne
w wodzie witaminy. Tkanki zwierzgce zawieraja niewielkie ilosci glukozy, glikogenu, glikoprotein,
glikopeptydow 1 pentozy, ale nie zawieraja skrobi. Jednak kot konsumuje calg ofiar¢ wraz
z zotadkiem, w ktorego tresci moga znajdowac si¢ pewne niewielkie ilo$ci skrobi, co moze thumaczy¢
dlaczego koty zachowaty pewne ograniczone zdolnosci do jej trawienia. Wedtug Livingstona (1914)
masa tresci zotgdkowej u krolika wynosi 10%, a wyliczona zawarto$¢ skrobi znajdujgcym sie w niej
wynosi 3g u krélika o masie 1,5kg, co daje 0,2% masy ciala.

94|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Tab. 1. Analiza sktadu tuszy zwierzat, ktore najczesdciej padaja ofiarg kotow.

Rodzaj tuszy Zawarto$¢ w suchej masie [%]
Wilgotnos¢ [%] Bialko Thuszcz Popiot Pozostale

Szczur 66,6 60,1 30,5 9,4 0,0
Mysz 66,9 59,1 24,5 11,3 51
Nornica 68,9 64,5 17,2 12,7 5,6
Inne gryzonie 68,9 65,5 22,1 124 0,0
Owadozercy 68,8 61,6 19,0 14,9 4,5
Kroélik 73,9 63,9 22,3 12,5 1,3
Inne ssaki 65,8 55,6 31,0 13,4 0,0
Ptaki 66,4 64,6 15,9 10,6 8,9
Gady/Plazy 75,2 65,7 9,0 15,2 10,1
Ryby 74,5 69,1 24,1 6,8 0,0
Bezkregowce 65,3 62,3 20,0 4,8 12,9

Tab. 2. Analiza sktadu tuszy zwierzat padajacych ofiarg kotoéw w poéinocnej i srodkowej Kalifornii.

Rodzaj tuszy Zawarto$¢ w suchej masie [%]
Wilgotnosé [%6] Bialko Thaszez Popiol Pozostale Tauryna
Mysz 67,67 62,78 11,54 13,31 10,04 1,19
Nornica 66,44 66,00 9,96 16,39 10,56 0,87
N. szczur* 71,41 63,88 8,76 14,46 10,22 0,42
S. Szczur* 69,16 62,43 8,83 13,60 9,99 0,57
Kret 67,18 65,31 9,89 20,34 10,45 1,04
Susel 67,79 50,91 21,65 15,19 8,14 0,52
Zigba 65,24 62,27 9,39 14,98 10,12 1,17
Gajowka 62,36 63,34 12,48 10,01 10,13 1,29

* N. szczur — szczur norweski, S. szczur — szczur $niady

Nieco odmienne wyniki (Tab.2) zaprezentowal w swojej pracy Kremen i in. (2014).
Zamiescit on analize sktadu zwierzat padajacych ofiarg kotow w pdinocnej i srodkowej Kalifornii.
W jego pracy znajduja si¢ pierwsze dane dotyczace sktadu wolnozyjacych szczurdéw, ktorych
brakowato w artykule przegladowym Plantingi i in. (2014). Dodatkowo w pracy znajdujag si¢
obliczone warto$ci zawartosci poszczegdlnych aminokwasow w tuszach badanych zwierzat, w tym
m. in. zawarto$¢ tauryny (podanej jako przyktad w Tab.2) — jednego z egzogennych aminokwasow
dla kotéw. Zawartos¢ thuszczu w tuszach w tych badaniach jest o wiele nizsza niz we wcze$niejszych
pracach. Moga na to wptywa¢ zmiany sezonowe - przyktadem sa badania dotyczace réznicy sktadu
ciata szczura w zaleznosci od pory roku opisane przez Stewarta i Barnetta (1983). Innym czynnikiem
wplywajacym na sklad jest wiek zwierzecia. Wraz ze wzrostem sklad procentowy ciata ulega
zmianom - badania takie zostaly przeprowadzone dla myszy, szczurow, krolikow, przepiorek
i kurczakow (Kerr i in. 2014). Wraz z wiekiem zwierzecia zmienia si¢ rowniez zawarto$¢ procentowa
poszczegolnych aminokwasow, w tym egzogennych dla kota (Kerr 2012). Innymi czynnikami
warunkujgcymi sktad sg m. in. lokalizacja geograficzna, klimat, pte¢, rodzaj spozywanego pokarmu,
genetyka i inne. Dodatkowo sktad zwierzat hodowlanych rdézni si¢ znaczaco od zwierzat
wolnozyjacych (Kerr i in.2014), co jest spowodowane aktywno$cig fizyczng oraz dostepem do
pozywienia. Przykladem jest wigksza zawarto$¢ popiotu u zwierzat wolnozyjacych — jedna z hipotez
moze by¢ zwigkszenie gestosci kosci spowodowane wigksza aktywnoscia fizyczng tych zwierzat.

Pierwsze regulacje dotyczace karm komercyjnych dla zwierzat zostaty ustanowione w 1958
r. — to tylko nieco ponad pot wieku doswiadczen, podczas ktorych odnotowano kilka szokujacych
przypadkoéw wycofywania karm z rynku z powodu nieprawidlowego sktadu lub skazenia produktow.
Przyktadowo w 1987 r. wycofano olbrzymia ilos¢ karm z powodu $mierci tysigcy zwierzat
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spowodowanych niedoborem tauryny w komercyjnych karmach. Dodatkowo testy suchych i mokrych
karm — proby zywieniowe — trwajg jedynie 6 miesi¢ey i nie sg wystarczajace, aby mie¢ pewno$é, ze
zapewnimy dilugotrwate zdrowie naszych zwierzat. Dlatego tez stosowanie si¢ do zalecen
zywieniowych jest wazne, w celu zachowania dobrostanu zwierzat.

Tab. 3. Poréwnanie rekomendacji FEDIAF, AAFCO oraz wartosci dla typowych ofiar, ktore koty
Spozywaja w naturze.

[%6] FEDIAF AAFCO Zawarto$¢ w tuszach
Wilgotnos¢ - - 65,8-73,9
Bialko 25 26 55,6-65,5
Thuszcz 9 9 15,9-31,0
Popiot - - 9,4-14,9
Tauryna* 0,1 0,1

0]92***
Tauryna** 0,2 0,2

* minimalna zawarto$¢ tauryny w suchej karmie
** minimalna zawarto$¢ tauryny w mokrej karmie
*#% $rednia wartos¢ dla tuszek z rejonu Kalifornii (Kremen i in. 2014)

Dwie migdzynarodowe organizacje zajmujace si¢ obecnie ZzZywieniem zwierzat
towarzyszacych ustality wymagane minima (lub maksima) zawarto$ci sktadnikow odzywczych,
witamin i mineratéw, ktore sg wytycznymi dla firm produkujacych komercyjng karme dla pséw
i kotow. Jezeli te zalecenia nie bedg przestrzegane, karma spowoduje kliniczne objawy wielu chorob
bedacych efektem ztego zbilansowania pozywienia. W Europie przewodnik zostat stworzony przez
FEDIAF (2013), a w Stanach Zjednoczonych przez AAFCO (2014). Jak te wartosci majg sie do
zaprezentowanego sktadu pozywienia, ktore koty konsumuja w naturze? Powyzsze wyniki (Tab.3)
zestawiaja rekomendacje obydwu organizacji oraz warto$ci dla matych ssakoéw i ptakow, ktore
stanowia gtowne pozywienie kotow. Jako ze gady, plazy, ryby i bezkregowce stanowig znikomy
udzial w diecie kotow, dane dla nich zostaly pomini¢te. Zarowno FEDIAF jak i AAFCO nie podaja
minimalnej zawartosci wody, ktéra powinna znajdowaé si¢ w karmach, pomimo ze wilgotnos¢
pokarmu znaczaco wptywa na podaz wody u kotow. Koty spozywajace sucha karme¢ konsumuja ok.
potowy ilosci wody w porownaniu do kotow karmionych mokra karma (Zoran 2002). FEDIAF
i AAFCO nie podaje réwniez normy dla zawartosci popiotu. Ustalona minimalna ilo$¢ biatka,
tluszczu oraz tauryny jest niemal dwa razy nizsza dla biatka i tluszczu i kilkukrotnie nizsza dla
tauryny. FEDIAF i AAFCO podaja dwie minimalne wartosci dla zawarto$ci tauryny w karmie
komercyjnej — warto$¢ dla karmy suchej oraz karmy mokrej. Te roznice mozna tatwo wythumaczy¢.
Puszki sg sterylizowane przez dtugotrwate autoklawowanie w wysokich temperaturach i w trakcie
tego procesu powstaja produkty reakcji Maillarda (Kim i in. 1996). Stymuluja one rozwdj bakterii,
ktore powoduja szybszy rozklad tauryny w przewodzie pokarmowym i zwigkszaja ilo§¢ tauryny
wydalanej z kalem. Zwigkszony rozktad w przewodzie pokarmowym powoduje mniejsza
wchtanialno$¢ tauryny i zmniejszenie dostgpnej puli tauryny w organizmie. Aminokwasy zwiazane
z produktami reakcji Maillarda sa trudniej dostgpne dla enzymow 1 ich absorpcja jest trudniejsza.
Proces ekstruzji (sucha karma) roéwniez powoduje zmniejszenie biodostepnosci, ale w znacznie
mniejszym stopniu.

Roéwnie istotna jest zawarto§¢ mineratéw w pozywieniu zarowno u ludzi jak i zwierzat.
Ponizej (Tab.4) zaprezentowane jest zestawienie zawartoSci wybranych mineratéw w typowych
kocich ofiarach (Plantinga i in. 2011). Niektore z warto$ci niewiele si¢ réznig u ré6znych zwierzat (np.
Mg), inne wykazujg duze odchylenia (np. Fe).

Poréwnanie zawarto$ci mineratow w tuszach oraz rekomendacji FEDIAF i AFFCO znajduje
si¢ w Tabeli 5. Ponownie nie uwzgledniono danych dla ptazéw, gadow i bezkregowcow. Niemal
wszystkie wartos$ci ustalone jako minimum dla karm komercyjnych sa nizsze niz w tuszach zwierzat.
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Niestety literatura nie zawiera badan dotyczgcych strawno$ci i biodostepnosci
poszczegolnych sktadnikéw odzywczych w diecie kotow sktadajacej si¢ z tusz. Sprawia to, ze
poréwnanie wartosci rekomendowanych z typowymi warto$ciami drobnej zwierzyny, na ktéra poluja
koty staje si¢ trudniejsze. Jedyne dane dotyczace strawno$ci catych tuszek mozemy znalezé dla
dzikich krewnych kota domowego — ocelotow i rysiow. W badaniach dotyczacych ocelotow
strawno$¢ biatek i tluszczy wyniosta odpowiednio 85-91% i 96-99% (Bennett i in. 2010),
a w badaniach rysiow 82,0% i 92,3% (Powers i in.). Jeszcze trudniejsza jest ocena biodostgpnosci
mikroelementéw, w literaturze nie ma badan na ten temat dla kota domowego, ani pokrewnych
gatunkow. Plantinga i in. (2011) sugeruje, ze ich absorpcja z cial ofiar jest nizsza niz
w suplementowanych karmach komercyjnych.

Tab. 4. Zawarto$¢ mineratow w tuszach zwierzat, ktore najczesciej padajg ofiarg kotow.

Rodzaj tuszy Zawartos$¢ [g/100g suchej masy] Zawarto$¢ [mg/100g suchej masy]
Ca P Na K Mg Fe Cu Zn
Szczur 2,6 15 0,50 1,03 0,11 18,1 0,78 7,3
Mysz 29 1,7 0,35 1,00 0,11 23,8 0,74 12,2
Nornica 29 2,7 0,43 1,20 0,04 33,2 1,37 10,6
Inne gryzonie 35 1,9 0,83 1,07 0,14 25,3 0,87 10,2
Owadozercy 3,4 1,7 0,42 1,05 0,14 50,0 1,18 12,0
Kroélik 24 1,7 0,54 0,94 0,16 30,2 1,60 8,6
Inne ssaki 2,8 1,8 0,50 1,00 0,13 30,2 1,18 9,8
Ptaki 3,0 2,1 0,38 0,66 0,10 49,6 1,26 11,5
Gady/Plazy 38 2,6 0,50 0,95 0,15 17,9 12,23 19,7
Bezkregowce 0,1 1,0 0,51 1,33 0,10 7,8 2,21 25,7

Tab. 5. Poréwnanie zawarto$ci mineratdow w typowych ofiarach kotow oraz rekomendacji FEDIAF i
AAFCO.

FEDIAF AAFCO Zawartos$¢ w tuszach

Calg] 0,59 0,6 2,4-3,0

P [g] 0,50 0,5 1,5-2,7
Na [g] 0,08 0,2 0,35-0,54
K [a] 0,6 0,6 0,66-1,20
Mg [g] 0,04 0,04 0,04-0,16
Fe [mg] 8,00 8,0 18,1-49,6
Cu [mg] 0,50 0,5 0,74-1,37
Zn [mg] 7,50 7,5 7,3-12,2

4. Podsumowanie

W celu zapewnienia odpowiedniego odzywiania i zdrowia mi¢dzynarodowe organizacje
ustalily kryteria, ktére muszg spetnia¢ karmy, aby u kota nie pojawily si¢ problemy zdrowotne. Przy
poréwnaniu sktadu pokarmu spozywanego przez koty w naturze, do ktérego zostaty one ewolucyjnie
przystosowane oraz zalecen FEDIAF i AAFCO wida¢ duze rozbieznosci. Ustalone wartosci
minimalne sg nawet kilkukrotnie nizsze niz u kocich ofiar. Wynika z tego, ze potrzebne s3 dalsze
prace nad ustaleniem sktadu optymalnej diety kotow oraz badania strawnosci i biodostgpnosci
roznych rodzajow pozywienia. Ponadto w przypadku suchych i mokrych karm dostgpnych na rynku,
nalezy mie¢ na uwadze, ze testy karm komercyjnych trwaja jedynie 6 miesigcy, ktore nie sa
wystarczajace, aby mie¢ pewno$¢, ze zapewnimy dlugotrwale zdrowie zwierzat domowych.
Dodatkowo badania nad optymalnym skladem karmy sa potrzebne z powodu coraz bardziej
popularnego sposobu zywienia kotow jakim jest samodzielne przygotowywanie pokarmu w domu.
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Ten model ma imitowa¢ pokarm kotéw pozyskiwany z natury, co wydaje sie shusznym kierunkiem,
jako ze kot domowy przetrwal wieki polujac i jedzac male zwierzgta. Niewatpliwie najbardziej
zblizonym sposobem zywienia do naturalnego, jest podawanie kotom komercyjnie dostepnych catych
tuszek gryzoni takich jak myszy, czy szczury oraz drobnych ptakéow takich jak przepiorki czy
jednodniowe kurczeta. Dane dotyczace sktadu tych zwierzat sa dostgpne w literaturze (Dierenfeld
iin. 2002) i pozwalaja zweryfikowaé¢ zgodnos¢ sktadu z pokarmem kotow pozyskiwanym w naturze.
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Streszczenie

Bakterie sg organizmami zdolnymi do syntezy roznorodnych biopolimeréow, w tym
polisacharydow. Niektore z nich, zwane egzopolisacharydami (EPS), sa wydzielane przez
mikroorganizmy do $rodowiska zewnetrznego. EPS moze spetia¢ roznorodne biologiczne funkcje,
jednakze podstawowa rolg tego biopolimeru jest ochrona mikroorganizmu przed szkodliwym
dzialaniem czynnikéw $srodowiskowych gdyz tworzy on swoista barier¢ pomigdzy komorka a jej
srodowiskiem zewnetrznym. W zalezno$ci od rodzaju bakterii, ktéra go syntetyzuje, posiada on
odmienng strukturg, sklad chemiczny oraz wlasciwosci. Do najbardziej znaczacych
egzopolisacharydow bakteryjnych wykorzystywanych w przemysle naleza m.in. gellan i alginian,
ksantan, hialuronian, bursztynoglikan, a takze glukany takie jak dekstran, celuloza i kurdlan. Ze
wzgledu na tak duze zainteresowanie tymi substancjami wcigz poszukuje si¢ nowych
egzopolisacharydow posiadajacych wiasciwosci umozliwiajace ich biotechnologiczne zastosowanie,
jak rowniez wprowadza si¢ modyfikacje do biopolimerdw juz istniejgcych.

1. Wprowadzenie

Egzopolisacharydy: charakterystyka i rola biologiczna

Po raz pierwszy termin egzopolisacharyd (EPS) zostat uzyty przez Sutherlanda (Sutherland
1972) do opisania wielocukrow o duzej masie czasteczkowej produkowanych przez bakterie morskie.
Egzopolisacharydy sa to wysokoczasteczkowe polimery zlozone zreszt cukrowych, ktore sa
wydzielane przez mikroorganizmy do otaczajacego je Srodowiska zewnetrznego. Zdolno$é do
produkcji EPS odnotowano u wielu drobnoustrojéow, w tym u licznych gatunkéw bakterii, zard6wno
Gram-dodatnich, jak iGram- ujemnych, archeonow, grzybow oraz niektorych alg.
Egzopolisacharydy moga wystepowa¢ w dwoch formach: $cisle zwiazanej z komorka, tworzac
otoczke, albo w formie rozproszonego $luzu niezwigzanego z zadnym elementem komorki.
Polisacharydy te uczestnicza w ochronie komorek przed niekorzystnymi warunkami Srodowiska,
a takze umozliwiajg ich adhezj¢ do powierzchni statych. EPSy stanowig istotny sktadnik polimerow
zewnatrzkomérkowych otaczajacych wigkszo$¢ komorek bakteryjnych bytujacych w $rodowiskach
ekstremalnych, takich jak ekosystemy Antarktydy, stone jeziora, Zrodta geotermalne czy kominy
hydrotermalne w dnie basendw oceanicznych. Biosynteza EPS jest jedna z najbardziej powszechnych
strategii adaptacyjnych, ktére umozliwiajg ekstremofilom skompensowaé negatywny wplyw
skrajnych warunkéw srodowiskowych (wysokie temperatury oraz zasolenie, niskie wartosci pH czy
silne promieniowanie). Ponadto, w swoim $rodowisku naturalnym wigkszo$¢ bakterii wystepuje
w formie agregatow, tworzac biofilm, ktérego strukturalna oraz funkcjonalna integralno$¢ opiera si¢
w gltownej mierze na macierzy zewnatrzkomorkowej ztozonej z substancji o charakterze polimerow
(Wingender i in. 1999). Uwaza sig¢, ze EPS produkowany przez bakterie stanowi kluczowy sktadnik
tej macierzy i petni wazng rol¢ w funkcjonowaniu biofilmu (Tab. 1). Co ciekawe, odkryto rowniez,
ze w populacji mikroorganizmoéw bytujacych w lodzie morskim, EPS posiada wlasciwosci
krioprotekcyjne (Junge i in. 2004).

Wzrost zainteresowania naturalnymi polimerami spowodowal, ze w ostatnich latach nastapit
znaczny postep w odkrywaniu oraz wytwarzaniu nowych egzopolisacharydéw bakteryjnych,
posiadajacych innowacyjne znaczenie przemystowe (Nicolaus i in. 2010). Dla ogromnej liczby tych
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polimeréw okre§lona zostata biosynteza, struktura i sklad chemiczny oraz wynikajace z tego
wiasciwosci fizykochemiczne, ktére determinuja mozliwe zastosowanie tych biopolimeréw

w przemysle.

Tab. 1. Funkcja polimeréw zewnatrzkomorkowych w biofilmie (na podstawie Nwodo i in. 2012)

Proces Przypisywana funkcja
Adhezia Egzopolisacharydy stanowia zaopatrzenie w poczatkowych etapach tworzenia
J biofilmu — kolonizacji powierzchni biotycznych i abiotycznych
Agregacja komorek | Umozliwiaja tworzenie mostkow pomiedzy bakteriami i agregowanie ich w jedna
bakteryjnych populacje, co ulatwia rozpoznanie pomiedzy poszczegélnymi komorkami

Zatrzymywanie
wody

EPSy hydrofilowe posiadaja wysoka zdolnos¢ retencyjng wody, co umozliwia
wytworzenie uwodnionego mikrosrodowiska otaczajacego biofilm oraz zapewnia
przetrwanie bakterii w warunkach deficytu wody

Kohezja biofilmu

Formy EPSo6w obdarzone tadunkiem tworza sie¢ uwodnionych polimeréw (macierz
biofilmu), posredniczac tym samym w mechanicznej stabilnosci biofilmu (czgsto
potaczone z kationami wielowarto$ciowymi), determinujac strukture biofilmu oraz
pozwalajac na komunikacje¢ pomiedzy bakteriami

Zrédlo sktadnikow
odzywcezych

Egzopolisacharydy stanowig zrédlo wegla, azotu i fosforu oraz zwiazki
wykorzystywane przez bakterie tworzace biofilm

EPSy nadaja odporno$¢ na niespecyficzne oraz specyficzne linie obrony gospodarza

Bariera ochronna podcza}s mfekc_]l, zapewniajg tolerancj¢ na  roéznego .rodzaju “czynnlkl
antymikrobiologiczne, chronig kompleks nitrogenezy cyjanobakterii przed
toksycznym dziataniem tlenu oraz chronig biofilm przed niektérymi pierwotniakami

Sorpcja skladnikéw Egzopolisacharydy hydrofobowe oraz posiadajace tadunek posrednicza

organicznych oraz kumulacii skladnikéw ods h 7 Srodowisk - ksenobiotvke

jonéw wta klzlmu_agl_s adni to;y o ;iwlclzyc z $rodowiska gz;& vst/ Sl?rptgkl seno (;o vl (1)(w,

hieorganicznych a takze wigzg jony metali ciezkich przyczyniajac si¢ do detoksyfikacji sSrodowiska

Eksport skladnikow | Lipopolisacharydy posrednicza w uwalnianiu do $rodowiska materiatow

komorkowych komdrkowych i metabolitow

Réwnowaga . . . . .

energetyczna EPSy magazynuja nadmiar wegla, kiedy jego stosunek do azotu jest zaburzony

2. Znaczenie biotechnologiczne najwazniejszych egzopolisacharydéw bakteryjnych
2.1 Alginian

Alginian jest biopolimerem oryginalnie uzyskiwanym z wodorostow, ale w 1964 roku
odkryto, Ze jest rowniez syntetyzowany przez bakterie z rodzaju Azotobacter oraz Pseudomonas. Jest
to liniowy polisacharyd ztozony z blokéw reszt kwasu mannuronowego (potaczonych wigzaniem -
(1—4) glikozydowym) oraz blokéw reszt kwasu guluronowego (potaczonym wigzaniem o-(1—4)
glikozydowym) (Rys. 1). Kopolimer ten ma charakter anionowy i znajduje szerokie zastosowanie
w przemysle spozywczym (nr E400), jako zagestnik, emulgator oraz $rodek zelujacy w wielu
produktach, takich jak dzemy, soki czy galaretki (Tab. 2). Ponadto, alginian stosuje si¢ przy produkcji
kosmetykow (szampony, zele pod prysznic, pasty do zebow i mydta), w medycynie do produkcji
opatrunkéw chirurgicznych i bandazy, jako czynniki wspomagajace gojenie ran oraz czynniki

umozliwiajagce  kontrolowane uwalnianie lekow oraz stomatologii do  wytwarzania
hydrokoloidowych, elastycznych mas wyciskowych (Moscovici 2015).
Alginian

0 OH OH
OH = N 1
1 (®) d—iO
o) 1% HO J fe)
° “OH o=, 0
OH o n
OH

Rys. 1. Struktura chemiczna alginianu (Schmid i in. 2015).

2.2 Gellan

Gellan jest rozpuszczalnym w wodzie, anionowym polimerem odkrytym w 1978 roku
u bakterii z rodzaju Sphingomonas. Jest on liniowym heteropolisacharydem zbudowanym
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z powtarzajacych si¢ czterocukrowych podjednostek ztozonych z a-ramnozy, dwoch reszt B-D-
glukozy oraz kwasu glukuronowego, dodatkowo podstawionych resztami acetylowymi
i glicerylowymi (Rys. 2) (Coleman i in. 2008).

L ‘ Gellan

Rys. 2. Struktura chemiczna natywnej formy gellanu (Bajaj i in. 2007).

Gellan jest komercyjnie stosowany w hodowlach mikrobiologicznych przede wszystkim
jako czynnik zelujacy, stanowiacy alternatywe dla powszechnie uzywanego agaru. Polisacharyd ten
znalazt réwniez zastosowanie w przemysle spozywczym jako dodatek do zywnos$ci (nr E418),
spelniajac role emulgatora, stabilizatora oraz substancji zageszczajacej. Gellan mozna znalezé
w wielu produktach, takich jak napoje bezalkoholowe, produkty mleczne, mleczko sojowe, galaretki,
dzemy, lody oraz sorbety (Tab. 2). Jest on réwniez stosowany w przemys$le kosmetycznym do
produkcji past do zeboéw, maseczek do twarzy oraz szamponow do wilosow. W przemysle
farmaceutycznym polimer ten jest stosowany w kontrolowanym uwalnianiu lekéw oraz ich
wchianianiu w zotadku. Gellan wykorzystuje si¢ takze do kontrolowania biodostgpnosci substancji
czynnych zawartych w kroplach do oczu oraz jest czynnikiem wigzacym w tabletkach opartych na
laktozie zawierajacych metronidazol czy paracetamol (Bajaj i in. 2007).

2.3 Ksantan

Ksantan, znany réwniez pod nazwa guma ksantanowa zostal odkryty w 1950 roku i jest
rozgalgzionym, anionowym heteropolisacharydem produkowanym przez bakterie Xanthomonas.
Polisacharyd ten zbudowany jest z pigciocukrowych podjednostek ztozonych z glukozy, mannozy
oraz kwasu glukuronowego, modyfikowanych dodatkowo resztami kwasu octowego oraz
pirogronowego (Rys. 3) (Born i in. 2002).

Ksantan OH

OH
= 0 HO o™’
A 0
™ 0
0

o ©
E N 0 o B
OH
= oH M O)\on
o o'HO
= 'Y
Rys. 3. Struktura chemiczna ksantanu (Schmid i in. 2015)

Po raz pierwszy ksantan zostatl wykorzystany w przemysle ropy naftowej do zwigkszenia
wydajnosci jej odzyskiwania i adsorpcji. Pod koniec lat 70-tych (USA) i na poczatku lat 80-tych
(Europa) zostal zatwierdzony jako dodatek do zywnosci (o numerze E415). Ksantan w przemysle
spozywczym petlni rol¢ zaggstnika, emulgatora i stabilizatora przez co jest wykorzystywany do
produkcji m. in. dzemow, galaretek, deserow twarogowych, kisieli, a takze napojéw mlecznych oraz
sosow, stodyczy i polew do ciast (Tab. 2.). Dzigki swoim wiasciwosciom ksantan jest rowniez
stosowany w przemysle farmaceutycznym w produkcji kreméw i zawiesin oraz jako nos$nik
w kontrolowanym uwalnianiu lekéw (Morris i Harding 2009). W rolnictwie dodatek ksantanu do
herbicydow, fungicydow oraz insektycydow poprawia ich pltynnos¢, réwnomiernie rozpraszajac
czasteczki state w preparatach (DeAngelis 2012).
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2.4 Hialuronian

Hialuronian, inaczej kwas hialuronowy jest anionowym, liniowym biopolimerem, odkrytym
w 1934 roku. Nalezy on do glikozaminoglikanéw i jest zbudowany z dwusacharydowych
podjednostek, zawierajacych reszty kwasu D-glukuronowego oraz N-acetylo-D-glukozaminy
potaczone wigzaniami B-(1—4) oraz B-(1—3) glikozydowymi (Rys. 4) (Ruffing i Chen 2006).
Produkowany jest on przez niektore szczepy bakteryjne, jak na przyktad Pseudomonas aeruginosa
czy atenuowane szczepy bakterii Streptococcus z grupy A oraz C. W postaci soli sodowej polimer ten
petni niezwykle istotng role fizjologiczna u wszystkich organizméw zywych, w tym u cztowieka. Po
raz pierwszy kwas hialuronowy zostal wykorzystany w medycynie podczas zabiegu wymiany ciata
szklistego w chirurgii oka (Necas i in. 2008). Ponadto, hialuronian stosowany jest takze powszechnie
w medycynie estetycznej jako wypelniacze do zabiegoéw wypetniania policzkéw, wygladzania
zmarszczek czy splycenia blizn. Znalazt on réwniez zastosowanie w ortopedii (w leczeniu chordb
zwyrodnieniowych stawow), okulistyce (jest sktadnikiem kropli do oczu, ktore wykorzystuje si¢
w leczeniu np. tak zwanego zespotu suchego oka), a takze laryngologii, proktologii oraz ginekologii

ze wzgledu na swoje bardzo dobre wlasciwosci nawilzajace oraz pozytywny wplyw na gojenie ran
(Tab. 2).

Kwas hialuronowy

OH OH
9 ®) O
-O HO
HO O --
OH NH

OJ\ n
Rys. 4. Struktura chemiczna kwasu hialuronowego (Schmid i in. 2015)

2.5 Bursztynoglikan

Bursztynoglikan jest rozgatezionym egzopolisacharydem, zbudowanym z reszt glukozy oraz
galaktozy (w stosunku molowym 7:1) potaczonych wigzaniem B-glikozydowym, podstawionych
dodatkowo resztami niecukrowymi, takimi jak reszty bursztynianowe, pirogronowe czy octanowe.
Produkowany jest przez szereg bakterii glebowych, do ktorych zaliczy¢ mozna Rhizobium,
Alcaligenes, Pseudomonas czy Agrobacterium (Rys. 5) (Glenn i in. 2007).

't 0

“"kf g k/\fo”

—=)_-0
IMOMO _0 o
OH ]\ 07~
. ' o ,
Bursztynoglikan ~ m_o, 29 (C Hoo\i
OH 0
OH HXN \\A
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Rys. 5. Struktura chemiczna bursztynoglikanu (Schmid i in. 2015)

Modelowym organizmem produkujacym bursztynoglikan jest Sinorhizobium (Ensifer)
meliloti RM 1201. Polimer ten naturalnie pelni istotng funkcje w nawigzywaniu symbiozy pomiedzy
S. meliloti a gospodarzem ro$linnym — lucerna siewng (Medicago sativa). Bursztynoglikan znalazt
zastosowanie w przemysle spozywczym jako czynnik zelujacy, a takze ze wzgledu na swoj kwasny
charakter do produkcji $rodkow czystosci o niskiej wartosci pH. Jest rowniez uzywany w procesie
wydobycia ropy naftowej (Tab. 2) (Sworn i Kerdvaid 2012).
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2.6 Lewan

Lewan jest wysoce rozgat¢zionym homopolisacharydem fruktozy, nalezacym do grupy
fruktanéw. Polimer ten jest syntetyzowany z sacharozy, dzi¢ki enzymowi z grupy transferaz —
sukrazie lewanu (EC 2.4.1.10). Lewan jest zewnatrzkomoérkowo produkowany przez niektore
bakterie, w tym przez organizmy nalezace do rodzajéw Bacillus, Rahnella, Aerobacter, Erwinia,
Streptococcus, Pseudomonas i Zymomonas (Rys. 6) (Bahl i in. 2010). Biopolimer ten znalazt
zastosowanie przede wszystkim w przemysle spozywczym jako stabilizator w produkcji stodyczy
oraz lodow, jako czynnik kapsutkujacy oraz no$nik smaku i zapachu. Jest takze sktadnikiem wielu
preparatow kosmetycznych oraz farmaceutycznych (Kim i in. 2005). W medycynie, lewan
wykorzystuje si¢ ze wzgledu na jego aktywnos$¢ przeciwnowotworowa oraz przeciwcukrzycowa
(Tab. 2). Przeciwnowotworowe wlasciwos$ci lewanu sa silnie skorelowane ze stopniem rozgalezienia
fancucha polisacharydowego — im mniej rozgateziony polimer, tym mniejszy hamujacy wpltyw na
komorki rakowe (Dahech i in. 2011).

CH, O\ O-CH, O, O-CH, O ©O
k Hog < Ho; < Ho;
,OH CH, CH,0H
OH OH \ OH

—~CH, O\ ©

Lewan
H
Y 'CH,0H

OH
Rys. 6. Struktura chemiczna lewanu (Sonnenburg i in. 2010)

2.7 Glukany
2.7.1  a-glukany
2.7.1.1 Dekstran

Dekstran jest obojetnym biopolimerem zbudowanym z powtarzajacych sie reszt D-glukozy
potaczonych wiazaniem a-(1—6)-glikozydowym. Polimer ten nalezy do a-glukandw i syntetyzowany
jest przez bakterie z rodzaju Leuconostoc, Streptococcus i Lactobacillus (Rys. 7) (Gorska i in. 2007).
Synteza tego polisacharydu odbywa si¢ na zewnatrz komorki bakteryjnej przy udziale enzymu —
dekstranosacharazy, ktora przeprowadza reakcje polimeryzacji glukozy, uzyskanej z sacharozy
z uwolnieniem fruktozy do srodowiska wzrostu.

Dekstran byt pierwszym polisacharydem bakteryjnym produkowanym na skale
przemystowa i po raz pierwszy zostal uzyty w 1953 roku w medycynie jako absorbent plynu
wysigkowego w opatrunkach na trudno gojace si¢ rany. Ponadto, jest roOwniez stosowany
w zapobieganiu zakrzepicy oraz jako preparat krwiozastepczy. Frakcje tego biopolimeru o okreslone;j
masie czasteczkowej, uzyskane w wyniku kontrolowanej reakcji hydrolizy, sa rowniez uzywane do
produkcji zt6z do chromatografii zelowej (np. Sephadex®). Stosowany jest takze w przemysle
spozywczym jako dodatek do zywnosci, na przyktad do wyrobdéw cukierniczych jako Srodek
zatrzymujacy wilgo¢ oraz zapobiegajacy krystalizacji cukru (Tab. 2) (Patel i Prajapati 2013).
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Rys. 7. Struktura chemiczna dekstranu (Schmid i in. 2015).

Dekstran
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2.7.2  p-glukany
2.7.2.1 Celuloza

Celuloza jest nierozgalezionym polimerem zbudowanym z czasteczek glukozy potaczonych
wigzaniami B-(1—4)-glikozydowymi (Rys. 8). Zdolno§¢ do syntezy celulozy zostata
udokumentowana u wielu bakterii nalezacych do rodzajow Gluconacetobacter, Agrobacterium,
Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina i Salmonella (Chawla i in. 2009). Po
raz pierwszy polisacharyd ten opisano w 1931 roku, a trzy lata pdzniej scharakteryzowano go jako
celuloze.

Celuloza
OH
OH
o) ° HO o
O
HO o
OH n
OH
Rys. 8. Struktura chemiczna celulozy (Schmid i in. 2015).

Ze wzgledu na swoja biokompatybilno$¢ oraz nietoksycznosé, bakteryjna celuloza znalazta
szerokie zastosowanie w medycynie. Powszechnie uzywana jest do produkcji opatrunkow, a takze
stosowana jest jako tymczasowa sztuczna skora przy gojeniu ran chirurgicznych oraz poparzen, jako
rusztowanie w inzynierii tkankowej, zamiennik tkanek mickkich oraz sktadnik sztucznych naczyn
krwiono$nych czy tez jako substancja wypetniajaca do produkcji tabletek i kapsutek (przemyst
farmaceutyczny). Ponadto, celuloza ma szereg zastosowan w innych gateziach przemystu, jak na
przyktad w przemysle papierniczym do produkcji papieru o bardzo wysokiej wytrzymatosci oraz
papieru elektronicznego, w przemysle spozywczym do produkcji zywnosci dietetycznej oraz
deserow, a takze jako adsorbent w technikach separacyjnych (chromatografia cienkowarstwowa
i kolumnowa), sktadnik organicznych diod elektroluminescencyjnych czy jako membrany akustyczne
w wysokiej klasy stuchawkach (Tab. 2) (Patel i Prajapati 2013).

2.7.2.2 Kurdlan

Kurdlan podobnie jak celuloza nalezy do B-glukandéw i jest zbudowany z reszt glukozy
potaczonych wigzaniami B-(1—3)-glikozydowymi (Rys. 9). Kurdlan jest liniowym, oboj¢tnym
homopolisacharydem produkowanym przez Alcaligenes faecalis oraz przez szczepy Agrobacterium
(A. radiobacter, A. rhizogenes) i Rhizobium trifolii (Turkiewicz i Czub 1997).

Kurdlan

OH OH
O
0
OH OH "

Rys. 9. Struktura chemiczna kurdlanu (Schmid i in. 2015)

Kurdlan znalazt wiele zastosowan przede wszystkim w przemysle spozywczym jako czynnik
zelujacy przy produkcji wyrobdw cukierniczych, deserow oraz zup. Ponadto, polisacharyd ten moze
by¢ stosowany jako matryca do immobilizacji enzymoéw, a W polaczeniu z azydotymidyna (AZT)
wykazuje obiecujaca, wysoka aktywno$¢ antyretrowirusowa (lek przeciw AIDS) (Tab. 2) (Patel
i Prajapati 2013).
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Tab. 2. Skiad, synteza oraz zastosowanie egzopolisacharydéw bakteryjnych (opracowanie wiasne).

N-acetyloglukozamina

Streptococcus equii
Pseudomonas aeruginosa

Biopolimer Skiad Producent Zastosowanie
: Przemyst spozywczy
Alginian ﬁwas guluronowy Pseudomonas aeruginosa Medycyna
was mannuronowy Azotobacter vinelandii P
rzemyst kosmetyczny
Przemyst spozywczy
Przemyst
Glukoza
Gellan Ramnoza Sphingomonas paucimobilis {irzrgilc;slﬁgigitycmy
Kwas glukuronowy Podloza
mikrobiologiczne
Przemyst spozywczy
Przemyst
Glukoza
Ksantan Mannoza Xanthomonas spp. {;’irrzrgilc;;tigzgityczny
Kwas glukuronowy Przemyst naftowy
Rolnictwo
Streptococcus
Hialuronian Kwas glukuronowy zooepidemicus Medycyna

Przemyst kosmetyczny

Bursztynoglikan

Glukoza
Galaktoza

Alcaligenes faecalis
Sinorhizobium meliloti
Pseudomonas sp.
Agrobacterium sp.

Przemyst spozywczy
Przemyst naftowy
Przemyst kosmetyczny

Lewan

Fruktoza

Aerobacter levanicum

Przemyst spozywczy
Medycyna
Przemyst kosmetyczny

Dekstran

Glukoza

Leuconostoc mesenteriodes

Przemyst spozywczy
Przemyst
farmaceutyczny
Chromatografia

Celuloza

Glukoza

Acetobacter spp.

Przemyst spozywczy
Medycyna

Przemyst
farmaceutyczny
Chromatografia
Przemyst papierniczy

Kurdlan

Glukoza

Rhizobium meliloti
Agrobacterium radiobacter

Przemyst spozywczy
Przemyst
farmaceutyczny

3. Podsumowanie

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie bakteryjnymi egzopolisacharydami ze wzgledu
na ich zréznicowane wlasnosci takie jak wysoka lepkos¢, zdolnosci zelujace 1 zageszczajace, brak
toksycznosci, tworzenie biofilmu oraz stabilno$§¢ w wysokim zakresie temperatury oraz pH. Dzigki
tym cechom polimery te znalazly zastosowanie w rolnictwie ze wzgledu na zdolnos¢ do
zatrzymywania wody w glebie, w medycynie oraz farmacji m.in. jako immunomodulatory oraz
czynniki wspomagajace gojenie ran iczynniki umozliwiajace kontrolowane uwalnianie lekow,
w przemysle spozywczym jako zagestniki i substancje zelujace, jak rowniez jako emulgujace
i zageszczajace dodatki do kosmetykow. Dzigki swojej lepkosci sg biopolimerami uzytecznymi przy
wydobyciu ropy naftowej, natomiast ze wzgledu na silne powinowactwo do powierzchni pirytu EPS
moze by¢ wykorzystywany w biotugowaniu. EPS znalazl zastosowanie takze w bioremediacji ze
wzgledu na zdolno$¢ do adsorpcji ropy oraz obecnos¢ negatywnie natadowanych grup funkcyjnych
wigzacych metale cigzkie i organiczne zanieczyszczenia, co pozwala na ich usunigcie ze Srodowiska
(Rys. 10). Zalety wynikajace ze stosowania egzopolisacharydéw sklonity naukowcéw do szukania
nowych polimeréw bakteryjnych oraz modyfikacji juz istniejacych, w celu zwigkszenia mozliwo$ci
ich wykorzystania biotechnologicznego. Wzrost zainteresowania tymi polimerami, w najblizszych
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latach przyczyni si¢ zapewne do zwigkszenia ilo$ci produktéw oraz technologii dostgpnych na rynku,
ktore oparte beda na egzopolisacharydach bakteryjnych.

Alg

Immunomodulatory Hial
Czynniki wspomagajace gojenie ran Medycyna Cel Alg .
Czynniki umozliwiajace kontrolowane Hial -
uwalnianie lekow Farmaceutyki Lew B i
= Dekst Gel Lew @ Ksant
Zagestniki. substancje zelujace Przemysl g Ksant Dekst Alg |
PO é Gel Btn Kurg
Emulgujace i zageszczajace dodatki do < P
kosmetykow Kosmetyki < Alg Lew
g
Skladniki posiadajace zdolnosc do Z
tworzenia filmu. flokulacji oraz Powloki 5 Alg
emulsyfikacji Opakowania %
=
Modyfikacja lepkosci i profilu Wydobycie i
przepuszczalnosci podloza wspomagajace % ljop\ Ksant Btn
wydobycie ropy X X
naftowe)
Absorpcja ropy. wiazanie metali ciezkich Gospodarka Alg

oraz organicznych zanieczyszczen sciekami

Zdolnosé

3

Rys. 10. Korelacja pomigdzy wlasno$ciami najbardziej znaczacych polisacharydow, a ich gloéwnymi
obszarami zastosowania. Skroty: Alg — alginian, Kurd — kurdlan, Gel — gellan, Hial — hialuronian,
Lew — lewan, Btn — bursztynoglikan, Ksant — ksantan, Dekst — dekstran (na podstawie: Freitas i in.
2011; Nwodo i in. 2012; Patel i Prajapati 2013).
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Stowa kluczowe: czynniki Nod, symbioza Rhizobium-rosliny bobowate, biologiczne wigzanie azotu

Streszczenie

Jednym z wazniejszych procesow zachodzacych w przyrodzie jest biologiczne wigzanie
azotu. Zdolno$¢ do asymilacji azotu czasteczkowego z atmosfery posiada waska, wyspecjalizowana
grupa mikroorganizmoéw, zwanych diazotrofami. Naleza tutaj m. in. symbiotyczne bakterie glebowe,
zwane powszechnie rizobiami. Te Gram-ujemne pateczki, w warunkach niedoboru azotu
w $rodowisku, posiadaja zdolno$¢ do nawigzywania symbiozy z ro§linami bobowatymi. W zamian
za sktadniki odzywcze oraz swoistg nisz¢ ekologiczng zapewniang przez rosliny, bakterie dostarczaja
swojemu gospodarzowi zredukowane i fatwo przyswajalne zwiazki azotu. Aby proces symbiozy mogt
zaj$¢, pomigedzy mikro- a makrosymbiontem musi dojs¢ do wymiany szeregu sygnatow
molekularnych, w wyniku ktorych indukuje si¢ rozwoj specyficznych struktur na korzeniach roslin,
zwanych brodawkami korzeniowymi, wewnatrz ktorych rizobia przy udziale enzymatycznego
kompleksu nitrogenezy, przeksztalcaja azot atmosferyczny w amoniak. Do najwazniejszych
czasteczek sygnalnych wydzielanych przez bakterie nalezg tzw. czynniki Nod, ktérych rola
W nawigzywaniu symbiozy opiera si¢ gtdéwnie na wywotywaniu szeregu zmian w ro§linie, takich jak
depolaryzacja btony komoérkowej, zmiany w stezeniu jonéw Ca?* we wloénikach oraz ich skrecanie,
a takze ekspresje genow wczesnych i péznych nodulin. Efektywna symbioza pomiedzy bakteriami
brodawkowymi a roslinami bobowatymi jest jednym z wazniejszych, naturalnie przebiegajacych
sposobow wprowadzania zredukowanych zwigzkow azotowych do biosfery, co umozliwia istotne
ograniczenie stosowania sztucznych nawozoéw mineralnych i chemicznych srodkéw ochrony roslin,
co z kolei przyczynia si¢ do utrzymywania zroOwnowazonego rolnictwa.

1. Wprowadzenie

Azot jest jednym z najwazniejszych pierwiastkow niezbednych dla prawidtowego
funkcjonowania wszystkich zywych organizméw, gdyz wchodzi on w sktad wielu waznych
zwigzkéw, m.in. bialek, kwaséw nukleinowych, hormondéw roslinnych, substancji bedacych
przenos$nikami energii, np. ATP. Glownym rezerwuarem azotu wystepujacym w S$rodowisku
naturalnym jest powietrze, w ktérym jego stgzenie oscyluje w granicach 78%. Pierwiastek ten
w atmosferze wystepuje gtownie w formie czasteczkowej (N2) zawierajacej potrojne wigzania
kowalencyjne pomigdzy atomami. Obecno$¢ tych wigzan powoduje, Ze azot czasteczkowy jest trudno
przyswajalny przez organizmy zywe. Jego redukcja do form efektywnie wykorzystywanych przez
ro$liny, m.in. amoniaku (NH3), wymaga duzych naktadow energii. Niewielka ilo$¢ zredukowanych
zwiazkow azotowych dostgpnych w $rodowisku stanowi istotny czynnik ograniczajacy wzrost
i produktywnos$¢ roslin. W toku ewolucji organizmy roslinne wyksztalcity mechanizmy
umozliwiajgce skuteczne pozyskiwanie tego pierwiastka (Fields_2004). Jednym z nich jest proces
biologicznego wigzania azotu (ang. biological nitrogen fixation, BNF) umozliwiajacy redukcje mato
reaktywnego azotu do zwigzkow azotowych tatwo przyswajalnych dla roslin. Szacuje sie, ze proces
ten jest odpowiedzialny za wprowadzenie do globalnego cyklu obiegu azotu okoto 200 ton tego
pierwiastka rocznie. Zdolno$¢ do przeprowadzania procesu BNF wykazuje jedynie niewielka grupa
mikroorganizmow, zwanych diazotrofami, do ktérych nalezg m.in. bakterie brodawkowe z rodziny
Rhizobiaceae. Cechg tych mikroorganizmoéw jest zdolno$¢ do nawigzywania symbiozy z ro$linami
bobowatymi (np. grochem, fasola, koniczyna, lucerna, wyka), a obecno$¢ w ich komorkach
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enzymatycznego kompleksu nitrogenezy pozwala na asymilacj¢ azotu czasteczkowego z atmosfery
i jego redukcje do form tatwo przyswajalnych dla roslin (Janczarek i in. 2014; Fields 2004).
Zachodzacy pomigdzy roslinami a bakteriami specyficzny ,.dialog molekularny” prowadzi do
rozwoju, na korzeniach gospodarza roslinnego brodawek, wewnatrz ktérych znajduja si¢ bakterie
redukujace azot atmosferyczny. Nawigzywanie oddziatywan symbiotycznych pomigdzy bakteriami
a gospodarzami ro$linnymi, cechujgcych si¢ wysoka specyficznoscia, jest skomplikowanym
procesem obejmujacym skoordynowana, wzajemna wymiang roslinnych oraz bakteryjnych sygnatow
molekularnych. Ws$roéd nich kluczowa role odgrywaja czynniki Nod (ang. Nod Factor, NF)
syntetyzowane przez bakterie brodawkowe w odpowiedzi na specyficzne roslinne flawonoidy.
Ponadto wyrozniamy szereg innych bakteryjnych zwigzkoéw zaangazowanych w poszczegoélne etapy
interakcji symbiotycznych, m.in. zewnatrzkomérkowe polisacharydy (EPS), lipopolisacharydy
(LPS), polisacharydy kapsularne (CPS), polisacharydy Zzelujace (GPS), glukomannan, laktony
N-acylo-L-homoseryny, hopanoidy, kwas indolilo-3-octowy oraz bradyoksetyny. Natomiast wérod
ro$linnych substancji bioracych udziat w symbiozie, oprocz flawonoidéw, wymieni¢ mozna: betainy,
ksantony, jasmoniany, kwasy aldonowe, fitohormony, nadtlenek wodoru oraz tlenek azotu (I1)
(Janczarek i in. 2014).

W niniejszej pracy dokonano charakterystyki bakteryjnych czynnikéw Nod ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich struktury, syntezy oraz funkcji w symbiozie.

2. Rola czynnikéw Nod w symbiotycznym wiazaniu azotu

Ekspresja bakteryjnych czynnikoéw Nod, odpowiedzialnych za mechanizm brodawkowania
(nodulacji), znajduje si¢ pod kontrolg sygnatéow roslinnych, glownie flawonoidéw, wydzielanych
przez korzenie roslin bobowatych w ryzosferze. Zwiazki flawonoidowe pasywnie dyfundujace przez
ro$linng blong komorkowa powoduja aktywacje ekspresji genu nodD, ktorego produkt — biatko
NodD, specyficzny dla poszczegdlnych gatunkdéw riozbidw, nalezy do rodziny regulatorow
transkrypcyjnych LysR wiazacych si¢ z wysoce konserwatywnymi sekwencjami, tzw. nod-box,
zlokalizowanymi w obrgbie promotoréw gendéw zaangazowanych w biosynteze oraz sekrecje
bakteryjnych NF. Biatko NodD warunkuje rozpoznawanie okre§lonych flawonoidow,
syntetyzowanych przez gospodarzy ro$linnych wilasciwych dla danego gatunku riozbidw
(Jakubowska i in. 1998; Janczarek i in. 2014). Poszczegdlne szczepy bakteryjne moga zawieraé rozng
liczbe homologow biatka NodD. Przyktadowo Rhizobium leguminosarum bv. trifolii posiada
pojedyncza kopie NodD, w odrdznieniu od Bradyrhizobium japonicum czy Sinorhiozbium (Ensifer)
meliloti zawierajacych od dwoch do pieciu kopii genu nodD. Ogolna liczba syntetyzowanych przez
riozbia NF jest zroznicowana w zaleznos$ci od szczepu, badz biowaru. Zdolno$¢ do produkcji NF maja
bakterie nalezace do rodzajow, takich jak: Azorhiozbium, Allorhiozbium, Bradyrhiozbium,
Mesorhiozbium, Rhiozbium, Sinorhiozbium (Downie 2010; Janczarek i in. 2014; D Haeze i Holsters
2002). Wptyw na liczbe wytwarzanych NF majg rowniez warunki $rodowiskowe. Idealnym
przyktadem moze by¢ Rhizobium tropici CIAT899, ktore w niskim pH produkuje az 52 rézne NF,
natomiast w pH oboj¢tnym ich liczba zmniejsza si¢ do 29 (Janczarek i in. 2014). Juz bardzo niskie
stezenia NF (10712 — 10'1% M) sg zdolne powodowa¢ szereg zmian w komorce roélinnej obejmujacych
deformacje wilosnikow korzeniowych, alkalizacje, depolaryzacje ich blony komoérkowej oraz
gwattowne fluktuacyjne wahania wewnatrzkomorkowego poziomu jondow wapnia, co prowadzi do
zmian w cytoszkielecie wlo$nikow korzeniowych, tworzenia nici infekcyjnej, licznych podziatow
komoérkowych i rozwoju brodawek (Downie 2010; Janczarek i in. 2014). Jedng z pierwszych
odpowiedzi komorki roslinnej na bakteryjne NF jest depolaryzacja jej btony komorkowej wskutek
gwattownego wyptywu jonow chlorkowych i potasowych. Jednoczesnie dochodzi do naptywu jonow
wapnia do cytoplazmy komorki roslinnej (Geurts i in. 2002). W toku licznych badan udato si¢
zaobserwowacé, iz poczatkowo powolny naplyw jonéow Ca?*, po kilkunastu minutach przechodzi
w dtugotrwate, fluktuacyjne zmiany stezenia Ca?* zachodzace gldwnie w obrebie nukleoplazmy.
Szlak sygnalowy aktywowany przez zmienne stezenie Ca?* wymaga aktywacji jonowych kanatow
potasowych oraz co najmniej trzech nukleoporyn (np. NUP85, NUP133, NENA). Wzrastajaca ilo§¢
jonéw Ca?* prowadzi do aktywacji bialkowej kinazy zaleznej od wapnia i kalmoduliny (CCaMK),
ktéra poprzez fosforylacje, aktywuje biatko o nieznanej funkcji (CYCLOPS). Nastepnie dochodzi do
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oddziatywania CCaMK z czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak: NIN (ang. Nodule Inception,
NIN), ERN1, ERN2 (ang. ERF Required for Nodulation, ERN) i ekspresji genéw indukowanych
przez NF, m.in. genéw wczesnych nodulin (ENOD40, ENOD11, ENOD12, ENODS5). Koficowym
rezultatem tego szlaku sygnatowego jest inicjacja bakteryjnej infekcji w epidermie. Ponadto
aktywacja transkrypcyjnego czynnika NIN prowadzi do aktywacji sygnalizacji cytokininowej, ktora
hamuje polarny transport auksyn poprzez inhibicj¢ ich transporteréw. Wzrost ilosci cytokinin
promuje podzialy komérek wewnetrznej i srodkowej warstwy kory, co jest jednym z czynnikow
inicjujacych organogenez¢ brodawek (Oldroyd i in. 2011; Janczarek i in. 2014). Wykazano réwniez,
ze NF powoduje wzrost stezenia kwasu fosforowego (PA) oraz pirofosforanu diacyloglicerolu
(DGPP). Wzrost ilosci PA wywotany przez NF jest spowodowany aktywacjg fosfolipazy C (PLC)
oraz fosfolipazy D (PLD). Potwierdzono, iz aktywacja obydwu enzymoéw jest rowniez istotnym
elementem majacym znaczenie w deformacji wtosnikow korzeniowych (Geurts i in. 2002).

Dodatkowo NF odpowiadaja za aktywacje¢ wezesnych genéw nodulin warunkujacych proces
infekcji bakteryjnej i organogeneze brodawki (Janczarek i in. 2014). Takze, ekspresja genow poéznych
nodulin zachodzi z udzialem NF. Koduja one bialka odgrywajace istotng role w prawidtowym
funkcjonowaniu brodawek, m.in. leghemoglobing chroniaca nitrogenaze, tj. gldwny enzym bioracy
udzial w wigzaniu azotu atmosferycznego, przed zbyt wysokim stezeniem tlenu, badz enzymy
uczestniczace w transporcie i metabolizmie azotu (Jakubowska i in. 1998).

3. Struktura czynnikéw Nod

W strukturze czynnikow Nod, bedacych lipochitooligosacharydami, wyrézniamy
oligomeryczny szkielet, w sktad ktérego wchodzi od dwoch do szesciu reszt N-acetylo-D-
glukozaminy potaczonych wigzaniem B-1,4-glikozydowym. Nieredukujacy koniec NF zawiera rozne;j
dlugosci tancuchy nasyconych, badz (wielo)nienasyconych kwaséow thuszczowych. Ponadto NF
ulegaja licznym substytucjom, bgdacych gldéwnym czynnikiem determinujacym ich specyficznosc.
Modyfikacje te wystepuja w obrebie redukujacego, jak i nieredukujacego konca NF. Polegaja one
glownie na podstawieniu fancucha kwasu tluszczowego resztami: siarczanowymi, acetylowymi,
karbamoilowymi, metylowymi, arabinozylowymi, fukozylowymi, badZz mannoza lub glicerolem
(Janczarek i in. 2014; D'Haeze i Holsters 2002). Struktura omawianych sygnalow molekularnych
wraz z mozliwymi modyfikacjami zostala przedstawiona na Rys.1. Zrdéznicowanie poszczegdlnych
NF pod wzgledem dhugosci tancucha oligosacharydowego, typu kwasu thuszczowego oraz rodzaju
i liczby substytucji odgrywa znaczaca role w warunkowaniu ich specyficznosci wzgledem danego
gospodarza roslinnego (Janczarek i in. 2014).

R R
0 OH OH 0

H,C H,C H,C L

R:\O 0 0 7 9 o
0 0 0
0 0 HO 0 O\
4 N-R & NH NH™ ®f NH R
/ / / /
K 0=C = 0=C

X = o

— O L o
Rys. 1. Struktura czynnika Nod wytwarzanego przez bakterie brodawkowe. Opracowanie na
podstawie (Janczarek i in. 2014). Mozliwe substytucje w strukturze NF: Ri-grupa metylowa; R2-grupa
karbamoilowa; Rs-grupa karbamoilowa; Ras-grupa acetylowa lub karbamoilowa; Rs-grupa
siarczanowa, acetylowa, metylowa lub fukozylowa; Re-mannoza lub glicerol; Rs-grupa acetylowa;
Re-grupa arabinozylowa; Re-grupa fukozylowa.

4. Biosynteza czynnikow Nod

W biosynteze i modyfikacje NF zaangazowane sg geny nod, nol oraz noe, ktore moga by¢
zlokalizowane w obrebie plazmidu symbiotycznego (pSym), badz tez mogg wystepowad
w chromosomalnym regionie zwanym wyspa symbiotyczna (Janczarek i in. 2014). Geny te,
w zaleznosci od petnionych funkcji w syntezie NF, dzielimy na trzy nastgpujace grupy:
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e  Geny nodABC powszechnie wystepujgce u prawie wszystkich rizobidw warunkujgce synteze
podstawowej struktury NF;

e Geny odpowiedzialne za specyficzne dla danego gatunku bakteryjnego, modyfikacje rdzenia
oligosacharydowego NF, np. nodEF, nodG, nodH, nodPQ, nodRL;

e  Geny regulatorowe, np. nodD, nolR, nodVW zaangazowane w regulacje transkrypcji wyzej
wymienionych gendéw (Janczarek i in. 2014).

Ekspresja genow nodABC bioracych udzial w biosyntezie podstawowej struktury NF
zachodzi w wyniku indukcji biatka NodD przez roslinne flawonoidy. Szczepy bakteryjne bedace
mutantami w genach nodABC cechuja si¢ catkowitym brakiem zdolno$ci do syntezy tych sygnatow
molekularnych. Pierwszym enzymem zaangazowanym w szlak biosyntezy NF jest N-
acetyloglukozaminotransferaza kodowana przez gen nodC. Katalizuje ona tworzenie wigzan B-1,4-
glikozydowych pomigdzy resztami N-acetylo-D-glukozaminy, wydluzajac w ten sposob tancuch
chitooligosacharydowy. Nastepnie nieredukujacy koniec oligosacharydu ulega deacetylacji przy
pomocy N-deacetylazy kodowanej przez gen nodB. W koncowym etapie syntezy podstawowej
struktury NF nastgpuje przeniesienie reszty kwasu thuszczowego z donora grup acylowych na wegiel
W pozycji 2 obecny w nieredukujagcym koncu powstajacego tancucha oligosacharydowego, przy
udziale N-acylotransferazy bedacej produktem genu nodA. Produkty genéw nodE i nodF,
odpowiednio, homolog biatka przenoszacego grupy acylowe oraz syntaza [B-ketoacylo-ACP sg
glownymi no$nikami kwasow thuszczowych. Przy czym biatko o aktywnosci syntazy B-ketoacylo-
ACP bierze glownie udziat w syntezie rzadko spotykanych, wielonienasyconych kwasow
thuszczowych, podczas gdy produkt genu nodE jest odpowiedzialny za transport powszechnie
wystepujacych kwasoéw thuszczowych (np. kwasu stearynowego) (Mergaert i in. 1997; Perret i in.
2000; Janczarek i in. 2014; D Haeze i Holsters 2002; Downie 2010).

Modyfikacje zachodzace w obrebie, zarowno redukujacego, jak i nieredukujacego konca
fancucha chitooligosacharydowego zaleza od gendéw specyficznosci gospodarza, kodujacych m.in.
transferazy katalizujace reakcje substytucji czasteczek NF. Za przylaczanie reszty arabinozy
odpowiedzialny jest produkt genow wchodzacych w sktad operonu noeCHOP, ktory zostat
zidentyfikowany m.in. u Azorhiozbium caulinodans ORS571 (Mergaert i in. 1997; Poinsot i in. 2016).
Wykazano, iz substytucja NF resztg arabinozy powoduje wzrost ilo$ci brodawek u Sesbania rostrata
bedacego gospodarzem dla A. caulinodans (Perret i in. 2000). Z kolei gen nodZ koduje a-1,6-
fukozylotransferaze, ktora przytacza reszte fukozy do redukujacego konca tancucha NF. Ponadto
u A. caulinodans wykazano obecno$¢ genu nolK biorgcego udziat w syntezie prekursora dla
wspomnianej wyzej transferazy, tj. GDP-fukozy bedacej donorem grupy fukozylowej (Perret i in.
2000; Poinsot i in. 2016). W przylaczaniu reszt siarczanowych udziat biorg, m.in. produkty gendéw
nodH i noeE bedace sulfotransferazami wykazujacymi wysoka specyficzno$¢ wobec redukujacego
konca czasteczki NF. Donorem reszt siarczanowych dla tych enzymow jest 3’-fosfoadenozyno-5’-
fosfosiarczan, w syntezie ktorego udzial biorg biatka kodowane przez geny nodP i nodQ bedace
odpowiednio: ATP-sulfyrazg oraz kinaza APS (Perret i in. 2000). Czynniki Nod moga ulega¢ takze
metylacji, badZ przylaczaniu grupy karbamoilowej. W procesach tych zaangazowane sa produkty
nastepujacych gendéw: nodS kodujacy metylotransferaze zalezng od SAM, ktora metyluje
nieredukujgcy koniec NF, podczas gdy geny nodU oraz nolO katalizujg karbamoilacje w pozycji,
odpowiednio, C-6 i C-3 (C-4) nieredukujacego konca N-acetylo-D-glukozaminy (Poinsot i in. 2016).
Z kolei acetylotransferazy kodowane przez geny nodX i nodL sg odpowiedzialne za przytaczanie grup
acetylowych do wegla w pozycji 6, odpowiednio, redukujacego i nieredukujacego konca tancucha
oligosacharydowego (Perret i in. 2000). W sekrecji w pelni zsyntetyzowanych NF biorg udziat
produkty genow nodlJ kodujace biatka nalezace do rodziny transporterow ABC (Mergaert i in. 1997).

5. Rozpoznawanie czynnikéw Nod przez rosliny

Infekcja wlos$nikéw korzeniowych po ich uprzedniej kolonizacji przez bakterie z rodziny
Rhizobiaceae, a nastepnie formowanie brodawek obejmujace gwaltowng aktywacje komodrek
epidermy, kory i perycyklu sa inicjowane, gdy NF, specyficzne dla danego makrosymbionta, sg
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rozpoznawane i wigzane przez roslinne receptory typu LysM (ang. Lysine Motive). W wyniku tego
dochodzi do wczesnej odpowiedzi roslinnej obejmujacej wezesniej opisane procesy, tj. deformacje
wioénikéw korzeniowych, depolaryzacje ich btony komérkowej, oscylacyjne wahania stezenia jondw
wapnia, tworzenie nici infekcyjnej, podzialy komorkowe oraz aktywacje ekspresji wielu genow
niezbednych dla nawigzywania efektywnych oddziatywan symbiotycznych (Janczarek i in. 2014).
Roslinna odpowiedz jest indukowana przez bakteryjne NFS, gdy te wystepuja juz w stgzeniach
pikomolarnych, co wskazuje na wysokie powinowactwo receptorow zlokalizowanych w btonie
cytoplazmatycznej epidermy makrosymbionta. Receptorowe biatka wigzace NF zostaty, do tej pory,
zidentyfikowane u kilku gatunkow roslin bobowatych, tj.: Medicago truncatula, Lotus japonicus,
Glycine max, Pisum sativum (Guerts i Bisseling 2002; Janczarek i in. 2014). Receptory te sg kinazami
biatkowymi (LysM-RLK) zawierajacymi: 44-65 aminokwasows, zewnatrzkomoérkowa domeng
lizynowa zdolng do wigzania chityny (LysM), domen¢ transmembranowa oraz wewnatrzkomorkowa
domene serynowo-treoninowa kinazy biatkowej (Janczarek i in. 2014; Sergeevich i in. 2015).
Schemat budowy receptora NF prezentuje Rys.2.

Domena
4

LysM

/

BLONA EPIDERMALNA
KOMOREK WEOSNIKA

DOMENA
KINAZOWA

Lj NFRS
Lj NFR1

Rys. 2. Budowa receptora czynnika Nod na przyktadzie receptorow Lotus japonicum. Schemat
opracowano na podstawie (Oldroyd i Downie 2004).

Badania wykazaty, ze wlasciwym receptorem bezposrednio wigzacym NF jest heterodimer, w sktad,
ktorego wchodzi kinaza oraz pseudokinaza. W przypadku L. japonicus heterodimer ten tworza
nastepujace polipeptydy: 623-aminokwasowe, majace aktywno$¢é kinazowa, biatko LjNFRI1 oraz
nieposiadajgce aktywnosci kinazy 596-aminokwasowe biatko LjNFR5 (ang. Nod Factor Receptor 1
i 5). Te dwa transmembranowe receptory kinazowe LjNFR1 oraz LjNFRS5 zawieraja, odpowiednio,
dwie i trzy subdomeny LysM. Przeprowadzone badania sugeruja, iz do wigzania NF przez wlasciwe
receptory dochodzi z udziatem odpowiednich reszt aminokwasowych obecnych w motywach LysM
(Radutoiu i in. 2003; Madsen i in. 2003; Tylman i Kowalczyk 2012; Sergeevich i in. 2015). Inng
modelowa rosling bobowata, u ktérej zidentyfikowano receptorowe biatka, jest M. truncatula.
Stwierdzono u niej obecno$¢ czgsteczek biatkowych bedacych ortologami LjNFRI1 i LjNFR5,
odpowiednio sg to: MtLYK3/MtLYK4 (ang. LysM domain-containing-receptor-like Kinase 3/4) oraz
MtNFP (ang. Nod Factor Perception). Receptor MtLY K3/MtLY K4 kontroluje etap inicjacji i wzrostu
nici infekcyjnej warunkujac to, ze tylko rizobia syntetyzujace odpowiednie NFs mogg nawigzywaé
efektywng symbioze z M. truncatula (Gough 2003; Tylman i Kowalczyk 2012). Ponadto
wystepowanie ortologbw LjNRF1 i LjNFRS stwierdzono réwniez u G. max (GmNFRI1a/B;
GmNFR50/B) oraz P. sativum (PsSYM2A/37; PsSYM10) (Tylman i Kowalczyk 2012; Janczarek i in.
2014). Opisane receptory oddziatujg z tzw. remorynami, np. MtSSYMREMI obecnymi w blonie nici
infekcyjnej oraz btonie plazmatycznej. Funkcja tych biatek nie zostata jeszcze doktadnie poznana.
Uwaza sie, ze oddziatywanie to utatwia formowanie kompleksu pomi¢gdzy NF a receptorem (Tylman
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i Kowalczyk 2012; Janczarek i in. 2014). Ponadto, u kilku innych roslin bobowatych wykazano
obecnos¢ dodatkowych kinaz biatkowych zawierajacych zewnatrzkomérkowa domene z licznymi
powtorzeniami bogatymi w leucyne i zaangazowanych w aktywacj¢ kaskady sygnatowej prowadzace;j
do wyksztalcenia nici infekcyjnych i brodawek. Sa to m.in. LjSYMRK, PsSYM19, MtDMI2,
MsNORK (Gough 2003; Tylman i Kowalczyk 2012; Janczarek i in. 2014).

6. Podsumowanie

Istotna rola azotu wynikajaca z jego obecno$ci w wielu waznych i aktywnych biologicznie
zwigzkach sprawia, iz jest on jednym z najbardziej pozadanych pierwiastkow, zaréwno przez
organizmy zwierzgce jak i roslinne. Pomimo jego duzej zawarto$ci w atmosferze, forma chemiczna,
w ktérej wystepuje W znacznym stopniu ogranicza jego dostepno$¢ dla organizmoéw zywych. Totez
niedobor azotu jest jednym z gtéwnych czynnikdéw ograniczajacych wzrost i produktywnos$¢ plonow
rolniczych, m.in. ros§lin bobowatych. W trakcie ewolucji ro$liny te wyksztalcity zdolnosé
nawigzywania efektywnej symbiozy z bakteriami zdolnymi do redukcji tego pierwiastka do form
fatwo dostgpnych dla organizméw roslinnych. Przyktadem takich mikroorganizméw sa bakterie
z rodziny Rhizobiaceae. Istotng rol¢ w oddzialywaniach symbiotycznych pomiedzy mikro-
a makrosymbiontem odgrywaja, syntetyzowane przez rizobia, czynniki Nod aktywujace kaskade
sygnalowa umozliwiajacg infekcje wltosnikéw korzeniowych gospodarzy roslinnych oraz tworzenie
struktur, w ktorych zachodzi proces redukeji azotu, tj. brodawek. Liczne badania prowadzone nad
naturg chemiczng oraz znaczeniem NF w symbiozie przyczynily si¢ nie tylko do scharakteryzowania
tych molekut sygnatowych, ale réwniez umozliwity one praktyczne zastosowanie NF jako aktywnych
sktadnikéw bionawozow promujacych wzrost roslin bobowatych. Kolejna zaleta stosowania tych
biopreparatow, oprocz zwigkszenia plondw roslin bobowatych o istotnym znaczeniu gospodarczym,
jest redukcja ilosci, wykorzystywanych w rolnictwie, toksycznych pestycydéw, co w konsekwencji
prowadzi, m.in. do zmniejszenia zanieczyszczenia gleby i wod gruntowych. Wiedza ta sktania
badaczy do dalszych badah majacych na celu dokfadniejsze poznanie aspektow dotyczacych
funkcjonowania i znaczenia bakteryjnych NFs, a takze bialek z nimi oddziatujacych, np. remoryn
oraz opracowania biopreparatow, zawierajacych jako aktywny sktadnik omawiane czasteczki
sygnatowe, stymulujgcych wzrost i produktywnosci roélin niebobowatych (Kidaj 2011; Waraczewska
i in. 2017).
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Streszczenie

Adsorpcja surfaktantow na granicy roznych faz odgrywa znaczaca role w niemal kazdym
procesie, w ktorym zwiazki te sgwykorzystywane, poniewaz tendencja do gromadzenia si¢ na granicy
faz, a tym samym redukcji napi¢gcia mig¢dzyfazowego determinuje najwazniejsze wilasciwosci
technologiczne ich wodnych roztwordéw. Zdolno$¢ tworzenia stabilnych pian i emulsji, wtasciwos$ci
zwilzajace, myjace, czy piorace to tylko niektore przyktady, gdzie adsorpcja jest sita napgdows
dziatania zwigzku powierzchniowo czynnego. Zdolnosci adsorpcyjne surfaktantow wynikajg z ich
amfifilowej budowy i zaleza gléwnie od rodzaju i ilosci grup funkcyjnych obecnych w czasteczce
zwigzku oraz jej budowy przestrzennej. Biosurfaktanty wytwarzane przez organizmy zZywe stanowia
zazwyczaj mieszaning roznych homologdéw o strukturach znacznie bardziej zboznych niz te
prezentowane przez klasyczne (syntetyczne) zwigzki powierzchniowo czynne. W zwigzku z tym
robwniez 1 proces adsorpcji takich substancji jest bardziej ztozony, a jego opis niejednokrotnie
nastrecza wielu trudnoéci. W niniejszej pracy przedstawiono parametry wykorzystywane do opisu
procesu adsorpcji biosurfaktantow na granicy faz woda-powietrze, a na podstawie dostepnych danych
literaturowych scharakteryzowano skuteczno$¢ i efektywnosc¢ oraz tendencj¢ do adsorpcji wybranego
biosurfaktantu glikolipidowego — ramnolipidu.

1. Wstep

Biosurfaktanty, czyli zwigzki powierzchniowo czynne (ZPC) pochodzenia naturalnego
stanowig grupe wysoce biodegradowalnych i biokomatybilnych srodowiskowo amfifili. Moga by¢
one wytwarzane zarowno przez mikroorganizmy (bakterie, drozdze, grzyby strzgpkowe), jak rowniez
ro§liny i zwierzgta (np. lecytyna sojowa, saponiny), a nawet ludzi (np. mucyny, surfaktanty ptucne).
Biosurfaktanty, podobnie jak syntetyczne zwigzki powierzchniowo czynne, ze wzgledu na
dwubiegunowa budowe czasteczki wykazuja tendencje do adsorpcji na granicy réznych faz oraz
tendencj¢ do micelizacji (tworzenia agregatow koloidalnych rozmiar6w w objetosci roztworu).
Jednak naturalne pochodzenie tych zwiazkéw nadaje im tez pewne charakterystyczne wiasciwosci
wyrdzniajace je w grupie ZPC, m.in. surfaktanty te sa aktywne biologicznie, efektywne nawet
w ekstremalnych warunkach $rodowiska, a takze zdolne do samoagregacji juz przy bardzo niskich
stezeniach. W literaturze szeroko opisano potencjalne mozliwosci zastosowania naturalnych
surfaktantow w roznych dziedzinach przemystu np. wydobywczym (technologie MEOR, Microbial
Enhanced Oil Recovery), papierniczym, celulozowym, spozywczym, a takze w procesach remediacji
i bioremediacja wod i gleb, farmacji i medycynie. Szczegolng uwage zwraca si¢ takze na wlasciwosci
antyadhezyjne biosurfaktantow, ktore gromadzgc si¢ na powierzchniach statych zabezpieczajg je
przed tworzeniem si¢ na nich biofilméw bakteryjnych. Wielokierunkowe mozliwosci zastosowan
rozciagajace si¢ przed naturalnymi ZPC sa przyczyna duzego zainteresowania tg grupa zwiazkow,
a w szczego6Inosci poznaniem mechanizmow ich adsorpcji na granicy réznych faz.

2. Opis zagadnienia

Adsorpcja biosurfaktantow na granicy faz woda-powietrze to proces gromadzenia si¢
czasteczek zwigzku powierzchniowo czynnego na tej granicy w ilosci wigkszej niz we wnetrzu
(objetosci) obu faz. Rozpuszczeniu biosurfaktantu w wodzie towarzyszy spadek entropii uktadu
zwiagzany z porzadkowaniem si¢ czasteczek wody wokol amfifilowych czasteczek ZPC.
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Dwubiegunowe czasteczki biosurfaktantow dazg do granicy faz woda-powietrze celem zmniejszenia
powierzchni kontaktu miedzy polarnym rozpuszczalnikiem a swoja niepolarng czescig — tzw.
,ogonem”. Na granicy faz ustawiajg si¢ w ten sposob, ze fragment hydrofilowy ZPC skierowany jest
w kierunku fazy wodnej, a fragment hydrofobowy w kierunku fazy o mniejszej polarnosci — w tym
przypadku powietrza. Wraz ze wzrostem stgzenia biosurfaktantu w roztworze zwigksza si¢ rowniez
ilo$¢ jego czasteczek na granicy faz, az do momentu zapelnienia si¢ catej powierzchni miedzyfazowej
i ustalenia sie stanu rownowagi pomig¢dzy czasteczkami ZPC znajdujacymi si¢ w fazie objetosciowe;j
i powierzchniowej (rownowaga ta ma charakter dynamiczny). Dalszy wzrost st¢zenia zwigzku
powierzchniowo czynnego i towarzyszacy mu spadek entropii oraz wzrost energii w ukladzie
wymusza tworzenie przez pojedyncze czasteczki ZPC uporzadkowanych struktur w fazie
objetosciowej roztworu zwanych micelami (Rosen 2004).

Opis procesu adsorpcji biosurfaktantu na granicy faz woda-powietrze wymaga analizy
danych uzyskanych z pomiaréw napigcia powierzchniowego roztworéw badanego zwigzku
w szerokim zakresie jego stezenia.

Napigcie powierzchniowe cieczy ( 7, ) jest to sita styczna do powierzchni cieczy dziatajaca

wzdtuz jej obwodu i przypadajaca na jednostke dtugosci przekroju poprzecznego tej powierzchni
wyrazana w mN m? (jak rowniez praca zwigzana z utworzeniem nowej powierzchni swobodnej
wyrazona w J m2). Napiecie powierzchniowe czystych, polarnych cieczy jest wysokie, przykladowo
dla wody w temperaturze 293.15 K wynosi ono 72.8 mN m. Dodatek substancji powierzchniowo
czynnej powoduje zmniejszenie napigcia powierzchniowego wody na skutek adsorpcji czasteczek
ZPC na granicy faz woda-powietrze. Obnizenie y,, cieczy jest tym wigksze im wigksza jest ilos¢

zaadsorbowanych czasteczek na granicy faz. Minimalng warto$¢ napigcia powierzchniowego (7 i )

w przypadku wodnych roztworéw biosurfaktantoéw uzyskuje si¢ zazwyczaj w chwili catkowitego
wysycenia powierzchni migdzyfazowej przez czasteczki ZPC.

Trudno jest jednak w sposob bezposredni okresli¢ ilo$¢ biosurfaktantu zaadsorbowanego na
granicy faz woda-powietrze ze wzglgdu na problem w oddzieleniu powierzchni miedzyfazowej od
fazy objetosciowej roztworu. W praktyce najczes$ciej do wyznaczania stgzenia powierzchniowego
surfaktantu wykorzystuje si¢ dane z pomiaréw napigcia powierzchniowego jego wodnych roztwordw
oraz odpowiednig posta¢ rOwnania izotermy adsorpcji Gibbsa (Rosen 2004):

T =_i iy =— 1 7
" nRT(dC; ) 2.303nRT  dlogC; ). .
G L

(1)

gdzie: T, to nadmiarowe stezenie powierzchniowe biosurfaktantu wyrazone w mol m,
C, to jego stezenie objgtosciowe, T — temperatura bezwzgledna, R — stala gazowa, a n jest
state i dla biosurfaktantéw jonowych wynosi 2, a niejonowych — 1.

Nadmiarowe stezenie powierzchniowe ZPC wzrasta wraz ze wzrostem st¢zenia zwigzku

w fazie objetosciowej osiggajgc maksymalng warto$¢ w momencie catkowitego wysycenia obszaru
migdzyfazowego przez czasteczki ZPC (maksymalne nadmiarowe st¢zenie powierzchniowe, I',,). Im

wigksza jest wartos¢ I, czyli im $ci$lejsze jest upakowanie czasteczek w nasyconej monowarstwie

adsorpcyjnej, tym mniejsza jest warto$¢ minimalnej powierzchni zajmowanej przez czasteczke ZPC
w obszarze mi¢gdzyfazowym ( A, ):

1
Amin - NFm

(@)

gdzie: N — liczba Avogadro.
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Maksymalne nadmiarowe stgzenie powierzchniowe Gibbsa jest uzyteczng miarg
efektywnosci procesu adsorpcji (ang. effectivenes of surfactant adsorption), ktéra jest tym wigksza
im wigksza jest wartos¢ T,, (i mniejsza A, ), czyli im ggstsze jest upakowanie nasyconej
monowarstwy adsorpcyjnej na granicy faz woda-powietrze. Dodatkowo znajac wielko$é powierzchni
zajmowane]j przez czasteczke surfaktantu na granicy faz woda-powietrze (A) i poréwnujac ja
z rzeczywistymi wymiarami czasteczki (obliczonymi na podstawie dtugosci wigzan chemicznych
i katow miedzy nimi) mozna uzyska¢ m.in. informacj¢ o orientacji czasteczek ZPC w tworzacej si¢
warstwie adsorpcyjnej (Rosen 2004).

Miarg tendencji surfaktantu do gromadzenia si¢ na granicy faz woda-powietrze jest zmiana
jego standardowej swobodnej energii adsorpcji (AGY, ), ktéra mozna obliczy¢ za pomoca wielu

réznych metod, m.in. stosujac:
»  roéwnanie Langumira zmodyfikowane przez de Boera (De Boer 1953):

A A _C ool =G
A—AbeXp A-A, _weXp( nRTd] ®)

gdzie: A, jest minimalng powierzchnia, jaka moglaby zaja¢ czasteczka ZPC na granicy faz,
a tym samym powierzchnig niedostgpng dla innej czasteczki (tzw. “excluded area”),
a o to liczba czasteczek wody w 1 dm® réwna 55.41;

» rownanie Rosena i Aronsona wykorzystujace napiecie powierzchniowe wodnych
roztworow ZPC tylko w zakresie st¢zenia zwigzku odpowiadajacego liniowej zmianie
7.y W funkcji logC (Rosen i Aronson 1981):

C
AGY, =nRT In(—j - @, (4)
(4]

gdzie: @, to powierzchnia molowa biosurfaktantu;

» rownanie Gamboa i Olea, w ktorym przyjeto zatozenie, ze w przypadku wodnych
roztworow wigkszosci surfaktantow o takim stezeniu ZPC, ktére powoduje obnizenie napigcia
powierzchniowego wody 0 20 mN m™? mozna méwié juz o warto$ci nadmiarowego stezenia
powierzchniowego zblizonej do wartosci maksymalnej (Gamboa i Olea 2006):

AG2 =—-2.303nRT(pC,, +K;) (5)
gdzie: K, jest stala, ktora mozna obliczy¢ na podstawie wartosci granicznej powierzchni
zajmowanej przez czasteczke surfaktantu na granicy faz,a pC,, to ujemny logarytm ze stezenia
ZPC, ktore powoduje obnizenie y,, rozpuszczalnika o 20 mN m;

»  rownanie wigzace zmiany standardowej swobodnej energii adsorpcji surfaktantu ze

zmianami jego standardowej swobodnej energii micelizacji (AG;..) (Tadros 1995):

mic
T
- AGy, — Toue ©
FCMC
gdzie: 7z to réznica pomigdzy napieciem powierzchniowym wody i wodnego roztworu

AG;

ads

surfaktantu o stezeniu odpowiadajgcym jego krytycznemu stezeniu micelizacji (CMC),
a I',yc to nadmiarowe stgzenie powierzchniowe Gibbsa surfaktantu w CMC;

» réwnanie, w ktorym przyjeto zalozenie, ze zmiana standardowej swobodnej energii
Gibbsa w procesie adsorpcji ZPC na granicy faz woda-powietrze zwigzana jest z przejsciem
cze$ei hydrofobowej surfaktantu z fazy wodnej do gazowej (Janczuk i in. 1997):

AG:ds = ATN(7T _7WT)+ AHN(yv?IH _7V3H) )
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gdzie: A; i A, to odpowiednio powierzchnia kontaktu czesci hydrofobowej (,.tail”)
i hydrofilowej (,head”) surfaktantu, y,; to napigcie powierzchniowe czgsci hydrofobowej,

7w to mapiecie miedzyfazowe woda-czg$¢ hydrofobowa, yp, to napigcie miedzyfazowe

woda-czg$¢ hydrofilowa w fazie objetosciowej roztworu, a y,,, to napiecie miedzyfazowe
woda-czes¢ hydrofilowa w fazie powierzchniowej.
Wartosci AGJ,, ZPC obliczone za pomoca wymienionych réwnaf sa ujemne, co

$wiadczy o samorzutno$ci procesu adsorpcji surfaktantdw na granicy faz woda-powietrze, a im
nizsza warto§¢ zmiany standardowej swobodnej energii adsorpcji zwigzku tym wigksza jest jego
tendencja do adsorpcji na granicy faz.

Zmiana standardowej swobodnej energii adsorpcji biosurfaktantu jest nie tylko miarg
jego tendencji do gromadzenia si¢ na granicy faz, ale takze bezposrednig miarg skutecznos$ci
procesu adsorpcji (ang. efficiency of surfactant adsorption). Ze wzgledu na zwigzek pomigdzy

AG?

ads + @ parametrem pC,, (réwnanie 5) przyjmuje si¢, ze im wyzsza warto$¢ parametru pC,,

tym wigksza skutecznos$¢ adsorpcji ZPC na granicy faz woda-powietrze (Rosen 2004).

3. Przeglad literatury

Ze wzgledu na duzy potencjal aplikacyjny najczesciej opisywanym w literaturze
biosurfaktantem jest ramnolipid (RL). Ramnolipid to niskoczasteczkowy glikolipid wytwarzany
przez bakterie Pseudomonas aeruginosa w postaci mieszaniny homologéw formy mono
(L-ramnozylo-B-hydroksydekanoilo-p-hydroksydekanian, Rha-C10-C10) i di (L-ramnozylo-L-
ramnozylo-B-hydroksydekanoilo-B-hydroksydekanian, = Rha-Rha-C10-C10) zwigzku (Miiller
i Hausmann 2011; Sekhon Randhawa i Rahman 2014). Przedstawione w literaturze parametry
opisujace proces adsorpcji RL na granicy faz woda-powietrze czgsto roéznig si¢ od siebie, poniewaz
ramnolipidy podobnie jak inne biosurfaktanty stanowig mieszaning kilku homologéw, ktora
w zaleznosci od warunkow syntezy oraz typu bakterii syntetyzujacych moze rozni¢ si¢ zaréwno
ilosciowo jak i jakoSciowo.

Manko i in. (Manko i in. 2014) okreslili parametry adsorpcyjne komercyjnie dostepnej
mieszaniny ramnolipidowej (R-95 Rhamnolipid, Sigma Aldrich) na podstawie zmian napigcia
powierzchniowego jej wodnych roztworéw (Rys. 1). Wyznaczone doswiadczalnie wartosci
maksymalnego nadmiarowego stezenia powierzchniowego Gibbsa, minimalnej powierzchni
zajmowanej na granicy faz, parametru pC,, i minimalnej warto$ci napigcia powierzchniowego
zestawiono w tabeli (Tab. 1) wraz z danymi literaturowymi dla powszechnie stosowanych
surfaktantow syntetycznych — anionowego siarczanu dodecylosodowego (SDS), kationowego
bromku cetylotrimetyloamonowego (CTAB) i niejonowego Tritonu X-100 (TX-100).

Tab. 1. Wiasciwosci powierzchniowe RL, SDS, CTAB i TX-100 (Manko i in. 2014; Zdziennicka
iin. 2012).

[, [ mol m?] A [A7] PCy Yenin LMN M
RL 2.01 82.6 5.4 27.9
SDS 3.2 51.9 2.1 38.5
CTAB 3.1 53.6 34 38.0
TX-100 2.83 58.7 4.7 335

Z pordéwnania danych zestawionych w tabeli wynika, ze ramnolipid wykazuje najwigksza
skuteczno$¢ adsorpcyjna (najwigksza warto$¢ parametru pC,,), ale jednocze$nie najmniejsza

efektywnos$¢ w procesie adsorpcji na granicy faz woda-powietrze (najmniejsza warto$¢ T, ).
Najmniejsza efektywnos$¢ adsorpcji RL wynika przede wszystkim z duzych rozmiarow jego
czasteczek. Ponadto ramnolipidy charakteryzujg si¢ najwigksza aktywnoscig powierzchniowa wsrod
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wymienionych surfaktantow — obnizaja napigcie powierzchniowe wody w najwickszym stopniu.
W wielu pracach potwierdzono wysoka efektywno§¢ ramnolipidu w redukcji napigcia
powierzchniowego wody. Minimalne wartosci y,, wodnych roztworé6w RL podawane przez réznych

autoréw mieszczg si¢ w przedziale od 25 do 35 mN m™,

80

70 -
60 - \

50 |
40 | \

30 L LN

7., [MN/m]

20 | ' Il L 1 L Il " | s Il

logC,,

Rys. 1. Wykres zmian napigcia powierzchniowego ramnolipidu w funkcji jego stgzenia.

Abalos i in. (Abalos i in. 2001) wykorzystujac odpady po rafinacji oleju sojowego oraz
bakterie Pseudomonas aeruginosa AT10 otrzymali, wyizolowali i przebadali pod katem
fizykochemicznym dwie mieszaniny ramnolipidowe, ktore oznaczyli, jako M7 (R2C10C10 + R1C10C10
+ R2C10C12 + R1C10Ca2 + R1C121C10 +R1C12:2 + R1Cg2) i M6 (R1C10C10 + R2C10C12 + R1C10C12 +
R1C12:1C10 + R1C12:2 + R1Cs:2) oraz jeden czysty sktadnik — diramnolipid o wzorze ogdlnym R2C10Cio.
Wykorzystujac dane z pomiaréw napigcia powierzchniowego dla kazdego uktadu wyznaczyli m.in.
maksymalne nadmiarowe st¢zenie powierzchniowe Gibbsa, parametr pC,, oraz minimalng warto$¢

napigcia powierzchniowego (Tab. 2).

Tab. 2. Wiasciwos$ci powierzchniowe R2C10Cio oraz mieszanin M6 i M7 w wodzie w 25°C (Abalos
i in. 2001).

Badany zwigzek Y in IMN M pC,, T, [x107 mg cm?]
R2C10C10 28.8 0.93 1.04
M6 27.3 0.09 1.16
M7 26.8 0.42 1.23

Z przedstawionych danych wynika, ze skuteczno$¢ procesu adsorpcji RL na granicy faz
woda-powietrze jest najwieksza w przypadku R2C10C10, mimo iz jego efektywno$¢ w tym procesie
jest najnizsza. Wszystkie wymienione w tabeli uktady wykazuja wysoka aktywnos¢ powierzchniowa,
a ¥, W kazdym przypadku jest mniejsze od 30 mN m™.

Chen i in. (Chen i in. 2010) okreslili wtasciwosci adsorpcyjne monoRL, diRL oraz
mieszaniny obu zwigzkéw. Pomiary przeprowadzili w ré6znych warunkach m.in. w buforach o pH
wynoszgcym 9 oraz 7, a takze w ultra czystej wodzie UHQ (Ultra High Quality). Dane z pomiarow
napigcia powierzchniowego poszczegélnych roztwordw wykorzystali do wyznaczenia I',,, A,

iy, (Tab.3).
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Tab. 3. Wiasciwosci powierzchniowe monoRL, diRL oraz mieszanin R1/R2 w réznych warunkach
srodowiska (Chen i in. 2010).

monoRL (R1)

I, [ £ 0.1x101° mol cm™?] A, [£02A7 Vmin L £ 0.5 MN m'1]
pH=7 (bufor) 25 66 28.7
pH=9 (bufor) 2.2 77 31.2
woda UHQ 3.1 53 27.9
diRL (R2)
pH=7 (bufor) 2.2 77 34.7
pH=9 (bufor) 2.1 80 374
woda UHQ 2.0 84 30.3
mieszanina R1/R2 w buforze (pH=9)
R1:R2 (30:70) 2.0 83 34.7
R1:R2 (50:50) 2.1 78 335
R1:R2 (70:30) 2.2 76 324

Zdziennicka i Janczuk (Zdziennicka i Janczuk 2017) wyznaczyli termodynamiczne
parametry adsorpcji wybranych biosurfaktantéw na granicy faz woda-powietrze oraz okreslili
tendencj¢ do adsorpcji badanych zwiazkéw w rdéznych temperaturach i poréwnali jg z tendencjg do

adsorpcji klasycznych surfaktantéw. Z otrzymanych przez autoréw wartosci AG?,. (obliczonych za

ads.
0

pomocg réwnania (3)) wynika m.in., ze ramnolipid (AG),, = -43.55 kJ mol?), jako anionowy

ads.
zwigzek powierzchniowo czynny w temperaturze 20°C ma wyzsza tendencj¢ do adsorpcji niz
syntetyczne anionowe i kationowe ZPC np. SDS (-26.06 kJ molt) czy CTAB (-29.20 kJ mol™?),
a zblizong do surfaktantow niejonowych np. Tritonu X-100 (-44.50 kJ mol™2).

4. Podsumowanie

W literaturze znalezé mozna opis procesu adsorpcji na granicy faz woda-powietrze
wigkszosci klasycznych, syntetycznych surfaktantéw powszechnie wykorzystywanych w przemysle.
Brak jest jednak jednoznacznych danych dla popularnych biosurfaktantow. Dane dostgpne
w literaturze czgsto roznia si¢ od siebie, co moze wynika¢ z trudno$ci w opisie procesu adsorpcji
w przypadku zwiazkow nie tylko o bardzo skomplikowanych strukturach (a tym samym i o ztozonym
mechanizmie adsorpcji), ale takze stanowiacych zazwyczaj mieszaniny réznych homologow.
Niemniej jednak dostepne dane literaturowe wskazuja, ze biosurfaktanty charakteryzuja si¢ wyzsza
tendencja do adsorpcji na granicy faz woda-powietrze niz klasyczne, syntetyczne ZPC. Zwigzki te
W znacznym stopniu obnizajg napig¢cie powierzchniowe wody juz przy niskich st¢zeniach, a warto§¢
minimalnego napigcia powierzchniowego osiggana przez ich stezone roztwory jest nizsza niz dla
klasycznych surfaktantow.
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Streszczenie

W literaturze mozna znalez¢ liczne publikacje opisujace wihasciwosci powierzchniowe
(adsorpcyjne) i objetosciowe popularnych biosurfaktantow. Jednakze czesto dane dotyczace tego
samego zwigzku bardzo si¢ od siebie rdznig. Fakt ten mozna wytlumaczy¢ tym, ze surfaktanty
pochodzenia naturalnego wytwarzane sa przez organizmy zywe w postaci mieszaniny kilku, a nawet
kilkunastu homologéw zwiazku syntetyzowanego z najwigksza wydajnoscig. Sklad ilosciowy
i jakoSciowy takiej mieszaniny uzalezniony jest od wielu czynnikéw. Najwieckszy wplyw na niego ma
rodzaj producenta oraz charakter podtoza hodowlanego stanowigcego zroédto wegla, azotu oraz mikro
i makroelementow, ale wazne sa takze warunki panujace w trakcie syntezy (pH, temperatura, poziom
natlenienia pozywki). W niniejszej pracy opisano pochodzenie i budowe chemiczng trzech wybranych
biosurfaktantéw drobnoustrojowych o istotnym znaczeniu praktycznym i korzystnej charakterystyce.
Zwrocono szczegolng uwage na fragmenty hydrofilowe i hydrofobowe oraz grupy funkcyjne obecne
w czasteczkach tych zwigzkéw. W pracy dokonano rowniez przegladu literaturowego zagadnien
zwigzanych z aktywno$cia powierzchniowa i warto$cia krytycznego stezenia micelizacji
opisywanych zwiazkéw powierzchniowo czynnych. Na podstawie zgromadzonych informacji
wyciagnigto wnioski dotyczace wplywu budowy chemicznej réznych homologéw wybranych
biosurfaktantéw na ich aktywno$¢ powierzchniowa i warto$¢ najmniejszego stezenia, przy ktérym
zaczynajg formowac si¢ pierwsze micele tych zwiazkow.

1. Wstep

Biosurfaktanty, czyli zwiazki powierzchniowo czynne (ZPC) pochodzenia naturalnego to
asymetryczne czasteczki syntetyzowane przez organizmy zywe, w ktorych mozna wyrdzni¢ dwie
czgsci o odmiennej polarnosci. Czgs¢ polarna (hydrofilowa) naturalnego surfaktantu stanowi
zazwyczaj fragment pochodzenia cukrowego Iub biatkowego natomiast cze$¢ niepolarng
(hydrofobowsa, tzw. ogon) — kwas, hydroksykwas lub a-alkilo-B-hydroksykwas ttuszczowy. Zwigzki
syntetyzowane przez mikroorganizmy moga mie¢ stosunkowo mate masy czgsteczkowe (do 1500 Da)
tak jak np. glikolipidy, lipopeptydy czy fosfolipidy, albo mogg tez wystepowac pod postaciag wielkich
czagsteczek o masach siggajacych 1000 kDa, przykladem sa polimeryczne lipopolisacharydy
i lipoproteiny (Krzyczkowska, Biatecka-Florjanczyk 2012).

Obecnos¢ w czgsteczkach biosurfaktantdéw dwoch fragmentdw o rdéznej polarnosci nadaje
im zdolno$¢ do adsorpcji na granicy réznych faz, a tym samym redukcji napigcia miedzyfazowego,
a takze do tworzenia agregatow koloidalnych rozmiaréw zwanych micelami po przekroczeniu
krytycznego st¢zenia micelizacji (CMC) zwigzku. W praktyce aktywnos$¢ powierzchniowa
biosurfaktantu i krytyczne stgzenie jego micelizacji mozna wyznaczy¢ na podstawie analizy zmian
napigcia powierzchniowego wodnych roztworow ZPC w funkcji ich stgzenia. Surfaktant, ktory
w najwigkszym stopniu redukuje wysokie napigcie powierzchniowe wody (ma najnizsza wartoscia
minimalnego napigcia powierzchniowego, 7,;,) Jest najbardziej aktywny powierzchniowo.
Niezwykle pozadane jest jednoczesnie, aby ZPC oprocz wysokiej aktywnosci powierzchniowej
cechowat si¢ rowniez niska wartoscig CMC.
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Aktywnos$¢ powierzchniowa biosurfaktantéw i warto$¢ ich krytycznego stezenia micelizacji
podobnie jak w przypadku klasycznych, syntetycznych zwigzkéw powierzchniowo czynnych
uzaleznione s3 przede wszystkim od budowy chemicznej czasteczek tych zwigzkéw. Rodzaj grupy
hydrofilowej i jej potozenie w czasteczce ZPC, a takze obecno$¢ rozgaltezien, wigzan podwdjnych
i pier§cieni aromatycznych w czesci hydrofobowej zwiazku oraz przede wszystkim dtugosé tej czesci
to jedne z najwazniejszych czynnikow wptywajacych na sposdb ustawiania si¢ czasteczek
biosurfaktantow na granicy faz w procesie adsorpcji czy rodzaj i wielko$¢ tworzonych micel
w procesie micelizacji. W przypadku naturalnych surfaktantéw wptyw budowy zwiazku na proces
adsorpcji 1 micelizacji jest bardziej ztozony gdyz biosurfaktanty stanowia mieszaning homologow,
ktore moga dziata¢ na siebie antagonistycznie lub synergistycznie — wzmacniajac badz ostabiajac sity
odpychajace migdzy poszczegdlnymi czasteczkami ZPC w nasyconych monowarstwach
adsorpcyjnych i tworzacych si¢ micelach.

2. Opis zagadnienia

W grupie najczgsciej opisywanych w literaturze biosurfaktantéw drobnoustrojowych mozna
wyrozni¢ dwa surfaktanty glikolipidowe, ramnolipid (RL) i soforolipid (SL), oraz lipopeptyd
o wilasciwos$ciach antybiotycznych — surfaktyne.

Ramnolipidy to niskoczasteczkowe surfaktanty wytwarzane z najwigksza wydajno$cia przez
pateczki ropy biekitnej (Pseudomonas aeruginosa). Do biosyntezy tego zwigzku zdolne sg nie tylko
rozne szczepy tej Gram-ujemnej bakterii, ale takze inne gatunki Pseudomonas m.in.: P. fluorescens,
P. putida, P. chlororaphis, P. marginalia czy P. flavescens (Gunther i in. 2005). Ponadto w literaturze
znalez¢ mozna informacje o innych rodzajach bakterii wytwarzajacych ramnolipidy jako wtorne
produkty metabolizmu np. Burkholderia czy Serratia (Marchant i Banat 2012; Nalini i Parthasarathi
2014).

Ramnolipidy podobnie jak inne biosurfaktanty syntetyzowane sa w postaci mieszaniny
homologdéw. Z najwicksza wydajnos$cia wytwarzane sg zazwyczaj dwie odmiany ramnolipidu
oznaczalne ogdlnie jako monoramnolipid (monoRL, R1) i diramnolipid (diRL, R2) (Rys. 1).
MonoRL, czyli L-ramnozylo-p-hydroksydekanoilo-B-hydroksydekanian (Rha-Ci0-C1o) to taka forma
zwigzku w ktorej jedna czgsteczka cukru (ramnozy) potaczona jest z dwoma tancuchami -
hydroksykwasu o dziesieciu atomach wegla w czasteczce, natomiast w diRL — L-ramnozylo-L-
ramnozylo-B-hydroksydekanoilo-f-hydroksydekanianie ~ (Rha-Rha-C10-C10)  wystepuja  dwie
czasteczki ramnozy potaczone wigzaniem a-1,2-glikozydowym (Miiller i Hausmann 2011).

Cze¢$¢ hydrofobowa RL wystepuje pod postacia jednego lub dwoch (w nielicznych
przypadkach nawet trzech) fancuchow B-hydroksykwasow potaczonych ze soba wigzaniem estrowym
i zawierajacych od 8 do 16 atoméw wegla w kazdym z nich.

i
HO 0_0—CH—CH,~-C—0—CH—CH,—COOH
(CHyp)g (C‘le)s
OH HO CH4 CHs

monoramnolipid

O
|
HO 0 _0—CH—-CH,-C—0—CH—CH,—COOCH
CHa | \
(Clle)s (?Hz)s
OH 4 CHs CH,4
O O . ..
CHy diramnolipid
OH OH

Rys. 1. Schemat budowy chemicznej czasteczek mono i diramnolipidu.
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Cze$¢ hydrofilowa ramnolipidu stanowi zaréwno fragment cukrowy jak 1 grupa
karboksylowa zlokalizowana na drugim koncu czasteczki. Obecnos$¢ grupy karboksylowej powoduje,
ze RL w roztworach wodnych dysocjuja na aniony powierzchniowo czynne i kationy wodorowe,
a tym samym zaliczaja si¢ do grupy anionowych ZPC.

Ramnolipidy cechuja si¢ wysoka aktywno$cig powierzchniowg — juz przy niewielkim
stezeniu w znacznym stopniu obnizaja wysokie napigcie powierzchniowe wody. Minimalne wartosci
napigcia powierzchniowego osigganego przez ich wodne roztwory mieszczg si¢ zazwyczaj
w przedziale od 25 do 35 mN m?, przy czym forma mono zwigzku jest bardziej aktywna
powierzchniowo niz forma di (Helvaci i in. 2004).

Tendencja ramnolipidu do micelizacji réwniez jest niezwykle wysoka. Pierwsze, mate
i kuliste, agregaty RL tworza si¢ przy stgzeniach nawet o kilka rzgdow wielkosci nizszych niz
w przypadku klasycznych surfaktantow. Wartos¢ krytycznego stezenia micelizacji ramnolipidu
uzalezniona jest od sktadu zsyntetyzowanej mieszanin i miesci si¢ w szerokim przedziale od 10 do
200 mg dm (Miiller i in. 2012).

Drugim dobrze poznanym biosurfaktantem glikolipidowym o istotnym znaczeniu
praktycznym jest soforolipid (SL). Soforolipidy syntetyzowane sa przez niepatogenne drozdze
z rodzaju Candida, przy czym najwyzsza efektywno$¢ w produkcji tych ZPC wykazuja gatunki C.
apicola i C. bambicola (Marchant i Banat 2012). Mikroorganizmy zdolne sa do biosyntezy dwoch
form soforolipidu — kwasowej i laktonowej (Rys. 2).

CH,OR; CHj,
CH,OR;  CHs 5O, -0
FC, -0 CH,OR, OH
CH,OR o
oo o H o CHo)n
H

© CHoin OH

OH o P
0 OH o]

soforolipid - forma kwasowa soforolipid - forma laktonowa

Rys. 2. Schemat budowy chemicznej czasteczek soforolipidu (formy kwasowe;j i laktonowej).

Czescig hydrofilowg soforolipidu jest disacharyd — soforoza sktadajgca si¢ z dwoch
jednostek glukozy potaczonych wigzaniem [-1,2-glikozydowym. Czg$¢ hydrofilowa zwiazku
zwigzana jest glikozydowo z grupa hydroksylows tancucha alifatycznego SL (zazwyczaj 17-
hydroksy-C18/C16 nasyconego, mono- lub dienowego kwasu tluszczowego). Podobnie jak
w przypadku RL obecnos$¢ grupy karboksylowej w czasteczce surfaktantdow soforozynowych nadaje
formie kwasowej zwigzku anionowy charakter. Forma laktonowa SL jest wynikiem estryfikacji grupy
karboksylowej ftafcucha hydrofobowego z czwarta grupg -OH drugiej jednostki glukozy
(sporadycznie z szosta pierwszej lub z szoésta drugiej czasteczki glukozy). Ponadto szdsta grupa
hydroksylowa jednej lub obu jednostek glukozy moze by¢ acylowana (R i/lub R2). W mieszaninie
soforolipidowej w najwigkszej ilosci wystepuje zazwyczaj 6°,6”-dioctan 1,4”-laktonu kwasu 17-L-
([2°-O-p-D-glukopiranozylo-17-$-D-glukopiranozylo]-oksy)-oktadekanowego (Dziggielewska
i Adamczak 2012; Marchant i Banat 2012).

Aktywno$¢ powierzchniowa soforolipidu jest nieco nizsza niz ramnolipidu, a y,;, jego

wodnych roztworéw miesci si¢ w przedziale od ~ 35 do 40 mN-m%, przy czym wyzszg efektywnoscig
w redukcji napigcia powierzchniowego wody cechuje si¢ forma laktonowa zwiazku (Penfold i in.
2012). Soforolipidy charakteryzuja si¢ wysoka tendencja do micelizacji i juz przy stezeniach rzedu
40-100 mg dm™ w objetosci roztworéw powstaja pierwsze agregaty SL, przy czym nizsze CMC
wykazuje forma laktonowa zwigzku (Develter i Lauryssen 2010).

Dane literaturowe dotyczace wilasciwosci powierzchniowych 1 objetosciowych
biosurfaktantow nie ograniczaja si¢ jedynie do zwigzkéw glikolipidowych. Szczegdlnym
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zainteresowaniem wsréd naukowcow cieszy si¢ takze amfifilowa surfaktyna wytwarzana przez
laseczke sienng (Bacillus subtilis) — Gram-dodatnig bakteri¢ saprofityczna.

Surfaktyna nalezy do grupy cyklicznych lipopeptydow, a jej czasteczka swoim wygladem
przypomina petle. Ta peptydowa petla zlozona jest z siedmiu a-aminokwasdéw zazwyczaj utozonych
w kolejnosci: kwas L-glutaminowy, L-leucyna, D-leucyna, L-walina, kwas L-asparaginowy, D-
leucyna i L-leucyna (Rys. 3). Peptydowy pierscien zawiera pig¢ silnie hydrofobowych aminokwaséw
z niepolarnymi tancuchami bocznymi (4 leucyny i walina), ale takze dwa aminokwasy z polarnymi
tancuchami bocznymi obdarzonymi tadunkiem ujemnym (kwas glutaminowy i kwas asparaginowy)
w zwigzku z czym cala czasteczka obdarzona jest tadunkiem ujemnym i surfaktyna nalezy do
anionowych ZPC (Penfold i in. 2012).

H;C—CH—(CH5)g—CH—CH,—CO—L-Glu1—L-Leu2—D-Leu3
c|;|-|3 L-Val4
O——— | -Leu7—D-Leu6—L-Asp5

surfaktyna

Rys. 3. Schemat budowy chemicznej czasteczki surfaktyny.

W zaleznoéci od szczepu bakterii syntetyzujacych surfaktyne niektoére aminokwasy w petli
peptydowej moga by¢ zastapione innymi aminokwasami z apolarnymi tancuchami bocznymi, co
wplywa zarowno na aktywnos$¢ powierzchniowa jak i krytyczne stezenie micelizacji zwigzku.
Zamknigcie petli peptydowej warunkowane jest utworzeniem wigzania laktonowego z czescia
hydrofobowa zwiazku (fancuchem B-hydroksykwasu) (Zdziennicka i Janczuk 2017).

Surfaktyna jest niezwykle aktywna powierzchniowo — obniza napiecie powierzchniowe
wody od warto$ci 72 maksymalnie nawet do 27 mN m™ (Cooper 1981), a jej krytyczne stgzenie
micelizacji jest rzedu 10 mol dm (Liu i in. 2015).

3. Przeglad literatury

W  literaturze znalez¢ mozna liczne dane $wiadczace o wysokiej aktywnoSci
powierzchniowej i niskich wartosciach krytycznego stezenia micelizacji wielu biosurfaktantow.
Jednak dostgpne dane dla tego samego zwigzku bardzo czgsto znacznie si¢ od siebie rdznia, co przede
wszystkim jest wynikiem réznego sktadu ilosciowego i jakosciowego mieszanin syntetyzowanych
przez organizmy zywe. Dobor biosurfaktantu do konkretnych zastosowan powinien byé zatem
poprzedzony analizg sktadu zsyntetyzowanego produktu oraz ewentualnym wyizolowaniem
homologu o pozadanych wiasciwosciach.

Biosurfaktantem o niezwykle korzystnej charakterystyce i wyjatkowo szerokim zakresie
potencjalnych zastosowan jest ramnolipid. Chen i in. (2010) poréwnali aktywnos$¢ powierzchniowsa
i krytyczne stgzenie micelizacji dwoch gltéwnych homologow ramnolipidu wyizolowanych
z komercyjnie dostepnej mieszaniny (Jeneil Biosurfactant Co.). Dane z pomiar6w napigcia
powierzchniowego roztworéw RL sporzadzonych w ultra czystej wodzie UHQ (Ultra High Quality)
wykazaty wyzsza aktywno$¢ powierzchniowg formy monoRL (ycye = 31.2+0.2 mN m?)
w poréwnaniu z forma di ( y¢ye = 37.4 % 0.2 mN m?). Z kolei homolog diRL miat nizsze krytyczne
stezenie micelizacji (CMC = 0.18 £ 0.02 mM) niz jego odpowiednik z jedng czasteczk¢ ramnozy
w swojej strukturze (CMC = 0.36 = 0.2 mM).

Haba i in. (2003) podkreslili istotny wplyw sktadu mieszanin ramnolipidowych na wartosc¢
minimalnego napigcia powierzchniowego i krytycznego stgzenia micelizacji. Autorzy wykorzystali
bakterie Psudomonas aeuroginosa 47T2 NCBIM 40044 do otrzymania RL stosujac olej po smazeniu,
jako zrodto wegla w hodowli. Analiza HPLC-MS otrzymanej mieszaniny wykazala obecnosc¢
11 homologdéw ramnolipidu, przy czym w najwiekszych ilo$ciach byty to nastepujace odmiany: Rha-
Rha-Clo-Clo (34.12%), Rha-Rha-Clo-Cu (19.93%), Rha-Clo-Clo (18.62%) i Rha-Rha-Clo-Clz;l

125|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

(12.22%). Minimalne napiecie powierzchniowe zsyntetyzowanego produktu wynosito 32.8 mN m?
a jego krytyczne stezenie micelizacji — 108 mg L. Autorzy poréwnujac otrzymane warto$ci ¥,
i CMC z danymi literaturowymi wykazali wptyw sktadu ilosciowego i jako$ciowego mieszanin
ramnolipidowych, obecnosci wigzan nienasyconych i rozgalezien w czeséci hydrofobowej zwiazku
oraz jej dlugosci na te parametry. Podkreslili m.in. fakt, iz w przypadku homologéw RL
zawierajacych rowniez nienasycone lancuchy weglowodorowe w czasteczce uzyskiwane wartosci
CMC sa wigksze niz dla analogicznych uktadéw nasyconych.

Hérmann i in. (2010) wykorzystali bakterie Burkholderia plantarii DSM 95097 oraz podtoze
hodowlane wzbogacone w glukoz¢ do syntezy RL. Okazato si¢, ze wykorzystanie innego gatunku
bakterii w znacznym stopniu wptywa na sktad syntetyzowanej mieszaniny. W otrzymanym przez
autoréw produkcie dominowat nie homolog Rha-Rha-Cio-Cio jak w przypadku bakterii Pseudomonas
tylko Rha-Rha-Ci4-C14, ktory po wyizolowaniu obnizat napigcie powierzchniowe wody do 29.4 mN
m™a jego pierwsze agregaty micelarne powstawaty w przedziale stezenia od 15 do 20 mg L%,

Drugi biosurfaktant glikolipidowy opisany w niniejszej pracy — soforolipid, podobnie jak
ramnolipid nalezy do zwiazkéw wysoce biodegradowalnych i biokomatybilnych §rodowiskowo.
Daverey i Pakshirajan (2010) do biosyntezy soforolipidu wybrali drozdze Candida bombicola, ktore
hodowali na mieszanym podtozu hydrofilowym (odbialczona serwatka i glukoza). Wyizolowany
i oczyszczony biosurfaktant okazal si¢ (17-hydroksyoktadekanowym)-1'4"-laktonem-6'6"-
diacetylowanego soforolipidu, ktérego krytyczne stezenie micelizacji wynositlo 27.17 mg 17,
a minimalne napiecie powierzchniowe jego wodnych roztworéow — 34.18 mN m™,

Kim i in. (2005) przeprowadzili analize wlasciwosci powierzchniowych i objetosciowych
soforolipidu syntetyzowanego przez drozdze Candida bambicola ATCC222 114 wykorzystujac
ciemny olej sojowy (produkt uboczny przetwarzania oleju kukurydzianego) w charakterze zrodia
wegla w procesie biosyntezy. W otrzymanej mieszaninie dominowata forma laktonowa zwigzku, przy
czym minimalna warto$¢ napiecia powierzchniowego produktu wynosita 48 mN m, a jego CMC —
150 mg I, Autorzy pordéwnali tez uzyskane wartosci y,,, i CMC z danymi dla mieszanin

zsyntetyzowanych przy uzyciu innych substratow organicznych. I tak, gdy w procesie biosyntezy
soforolipidu zastosowano olej kukurydziany to dominujaca formg w otrzymanym produkcie byta
forma kwasowa SL (85.49 %) 0 y... i CMC wynoszacych odpowiednio 41 mN m™i 82 mg I,

Natomiast, gdy uzyto oleju sojowego w mieszaninie nadal dominowata forma kwasowa soforolipidu
(96.06%), ale o nieznacznie wigkszej aktywnosci powierzchniowej ( 7,.;, = 40.5 mN mt) i wigkszym
CMC (88 mg I'%).

Pod katem fizykochemicznym przebadano réwniez biosurfaktanty nalezace do innych grup
m.in. znany lipopeptyd o wlasciwosciach antybiotycznych — surfaktyne. Onaizi i in. (2012)
wykorzystali do badan komercyjnie dostgpng surfaktyne (Wako Pure Chemical Industries Ltd).
Analizujac dane literaturowe i wyniki badan wtasnych autorzy zauwazyli istotny wptyw srodowiska
na wilasciwosci powierzchniowe i objgtosciowe roztworow ZPC. Badana przez nich surfaktyna
redukowala napiecie powierzchniowe wody do wartosci 30.5 mN m™. Proces micelizacji zwigzku
rozpoczynal sie przy stezeniu ~ 47.2 uM. Autorzy pordwnali otrzymane CMC z danymi
literaturowymi krytycznego stezenia micelizacji surfaktyny w 100 mM buforze wodorowgglanu sodu
(CMC = 9.4 uM), jak rowniez podkreslili spadek CMC badanego biosurfaktantu z 240 pM (w 5 mM
buforze trihydroksyaminometanowym, Tris) do 8 pM w obecnosci jonow metalu i do 24.7 uM
w buforze Tris o stezeniu 50 mM.

Zdziennicka i Janczuk (2017) przeprowadzili badania wtasciwosci powierzchniowych na
granicy faz woda-powietrze i wlasciwosci objetosciowych komercyjnie dostgpnej surfaktyny (Sigma
Aldrich) w réznych temperaturach. Minimalna warto$¢ napigcia powierzchniowego dla tego ZPC
w temperaturze 293K wynosita ok. 32 MmN mi zmniejszata si¢ wraz ze wzrostem temperatury kolejno
do ok. 30.5 mN m* (w 303 K) i 29.5 mN m? (w 313 K). Z kolei warto$¢ krytycznego stezenia
micelizacji surfaktyny zmieniata si¢ nastepujaco 9.66 x 10 (w 293 K), 8.51 x 10% (w 303 K)
i 1x10° mol dm? (w 313 K).
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4, Podsumowanie

Analiza danych literaturowych dotyczacych aktywnosci powierzchniowej i wlasciwosci
objetosciowych wybranych biosurfaktantow pozwala stwierdzi¢, ze warto§¢ minimalnego napigcia
powierzchniowego i CMC uzalezniona jest od budowy chemicznej homologéw wchodzacych w sktad
mieszanin syntetyzowanych przez organizmy zywe. Co wigcej rowniez warunki pomiaru (m.in.
charakter $rodowiska, temperatura, sita jonowa roztworu) wplywaja na ostateczng warto$¢
minimalnego napigcia powierzchniowego roztworu i CMC badanego zwigzku. Zatem aby
porownywaé wlasciwosci powierzchniowe i objgtosciowe biosurfaktantow nalezatoby wyizolowaé
konkretny homolog z mieszaniny i dokonywa¢ pomiarow okreSlonych parametrow
fizykochemicznych badanych roztworéw w takich samych warunkach. Jednak niezaleznie od
probleméw z dokladnym okresleniem minimalnego napigcia powierzchniowego roztworu
naturalnego ZPC i jego CMC niezaprzeczalnym pozostaje fakt, ze biosurfaktanty charakteryzuja si¢
niezwykle wysoka aktywno$cia powierzchniowa i znacznie nizszymi (nawet o kilka rzedéw
wielko$ci) warto$ciami krytycznego stezenia micelizacji niz syntetyczne ZPC.
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Streszczenie

Znaczny wzrost populacji, szacowany w czasie najblizszych dekad przyczyni si¢ do
zwigkszenia zapotrzebowania na zywnos¢. Jednoczesnie ewolucja patogendéw roslin, przektadajaca
si¢ na nasilenie chordb przez nie powodowanych, moze znaczaco ograniczy¢ wielkos¢ plonow. Stad
tez konieczne jest poszukiwanie nowych rozwigzan pozwalajacych na pokonanie tych ograniczen.

Istniejace metody hodowli rosdlin takie jak krzyzowanie mig¢dzygatunkowe
i wewnatrzgatunkowe oraz mutageneza sa procesami bardzo czasochlonnymi, wymagajacymi
przeprowadzenia wielu cykli krzyzowania i selekcji uzyskanych roslin potomnych. Rowniez
narzgdzia biologii molekularnej, takie jak wigzaca si¢ ze sprzeciwem spolecznym transgeneza
powszechnie kojarzona z GMO (Genetycznie Modyfikowany Organizm), nie pozwalajg na uzyskanie
zadowalajgcego rozwiazania.

Nowe mozliwosci stwarzaja techniki edycji genomu takie jak, wywodzacy si¢
z adaptacyjnego systemu odpornosciowego organizméw prokariotycznych, system CRISPR/Cas9.
Pomimo wielkich nadziei jakie niesie ta technika dla hodowli nadal brak wydajnych i uniwersalnych
metod wprowadzania jej elementow do wngtrza komorki. Niniejsza praca stanowi przeglad aktualnie
stosowanych metod dostarczania systemu CRISPR/Cas9 w celu modyfikacji genomu roslin.

1. Wstep

Organizacja Narodéw Zjednoczonych szacuje, ze do 2050 roku populacja ludzi wzro$nie
o okoto 30% osiagajac liczbe 9,6 miliarda. Wzrost gestosci zaludnienia moze w tym okresie
doprowadzi¢ do znacznego podniesienia $redniej rocznej temperatury spowodowanego efektem
cieplarnianym. To z kolei moze sta¢ si¢ przyczyna zwickszenia czestotliwosci zdarzen
atmosferycznych niekorzystnych z agronomicznego punktu widzenia, takich jak dlugotrwale susze.
Ponadto w wyniku ewolucji patogenow roslin moze dojs¢ do nasilenia wystepowania chorob przez
nie powodowanych. Procesy te w przysztosci spowoduja z jednej strony wzrost zapotrzebowania na
zywno$¢, z drugiej natomiast mogg znacznie ograniczy¢ wielko$¢ plonow. Nie ulega wigc
watpliwosci, ze zachodzace zmiany beda stanowié wyzwanie zaréwno dla rolnikow jak i hodowcow
ro$lin uprawnych.

Hodowla roslin ma na celu przenoszenie alleli warunkujacych korzystne, z agronomicznego
punktu widzenia, cechy do roslin uprawnych lub usuwanie tych genéw, ktorych ekspresja negatywnie
wptywa na cechy produkcyjne lub jakos¢ plonu. Wspotczesnie prowadzone prace hodowlane maja
na celu zwigkszenie wydajno$ci plonowania roslin i utrzymanie jej na statym poziome w nastgpnych
pokoleniach, otrzymanie odmian odpornych na choroby powodowane przez patogeny oraz
zwigkszenie odpornosci na stresy abiotyczne takie jak susza, zasolenie podtoza czy niekorzystna
temperatura. Innym kierunkiem hodowli jest usuniecie lub zmniejszenie zawarto$ci substancji
antyzywieniowych w plonie.

Podstawowg metoda tradycyjnej hodowli roslin sg krzyzowania mig¢dzygatunkowe oraz
wewnatrzgatunkowe majace na celu przeniesienie pozadanego allelu z rosliny donorowej do rosliny
hodowlanej. Proces ten wymaga niejednokrotnie wieloletniej selekcji roslin  potomnych
ujawniajagcych korzystne cechy oraz wielu cykli krzyzowan wstecznych majacych na celu ich
utrwalenie w ro$linie potomne;.
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Do innych metod konwencjonalnej hodowli roslin nalezy mutageneza. Spontanicznie
pojawiajace si¢ zmiany w informacji genetycznej sa skutkiem bledow polimerazy DNA,
powstajacych w trakcie replikacji materiatu genetycznego. Zjawisko to z punktu widzenia hodowli
roélin jest korzystne, poniewaz jest zrodtem zmiennosci genetycznej i prowadzi do powstawania
nowych alleli. Spontaniczna mutageneza jest jednak zjawiskiem rzadkim. W celu zwiekszania
czgstotliwosci pojawiania si¢ zmian w materiale genetycznym stosuje si¢ mutagenezg indukowang
chemicznymi (np. czynniki alkilujace) lub fizycznymi (promieniowanie jonizujace i ultrafioletowe)
czynnikami mutagennymi. Wada takiego podejscia jest brak kontroli nad miejscem powstawania
mutacji. Zmiany genetyczne powodowane przez czynniki mutagenne pojawiaja si¢ w przypadkowych
miejscach, niejednokrotnie odlegtych od docelowego locus. Powoduje to, podobnie jak w przypadku
metody opisanej powyzej, konieczno$¢ przeprowadzenia selekcji mutantéw o korzystnych cechach
i serii krzyzowan majacych na celu utrwalenie korzystnych zmian w populacji roslin potomnych.

Zupelnie odmiennym spojrzeniem jest zastosowanie narzedzi biologii molekularnej
w hodowli roslin. Podejscie to polega na wprowadzeniu genu pochodzacego z innego organizmu
(transgenu) do komorki rosliny docelowej za pomocg narzedzi inzynierii genetycznej. Podstawowymi
metodami transgenezy stosowanymi w hodowli roélin jest agroinfiltracja z zastosowaniem bakterii
z rodzaju Agrobacterium oraz transformacja protoplastow z uzyciem metody wstrzeliwania lub
zwigkszenia przepuszczalnosci bton komoérkowych za pomocg glikolu politetylenowego. Uzyskane
w ten sposob rosliny naleza do organizméw modyfikowanych genetycznie (GMO). Aktualnie uprawa
ro$lin genetycznie modyfikowanych budzi ogromne kontrowersje na catym §wiecie i jest zakazana
w wielu krajach w tym w Polsce. Sprzeciw spoleczny dotyczacy uprawy roslin uzyskanych tg metoda
wynika zardwno z obawy przed niekontrolowanym przenoszeniem transgenu na inne odmiany
i gatunki, zubozeniem flory naturalnych ekosysteméw jak 1 ryzykiem produkcji przez
zmodyfikowany organizm alergendow i substancji toksycznych. Ostatnie z wymienionych obaw
wynikaja z braku kontroli nad miejscem wbudowania transgenu w materiale genetycznym biorcy co
moze prowadzi¢ do przerwania cigglosci niektorych genoéw i utraty funkcji przez kodowane przez nie
biatka. Co w konsekwencji moze staé si¢ przyczyng przerwania szlakow metabolicznych
i nagromadzenia w komorce produktéw posrednich.

Szans¢ na przezwyci¢zenie powyzszych problemow daja nowe metody edycji genomu
oparte na specyficznych nukleazach takie jak ZFN (ang. Zink-Finger Nukeases, nukleaza z domeng
palca cynkowego), TALEN (ang. Transcription Activator-like Effector Nucleases, nukleaza z domeng
specyficznie wigzagca DNA) oraz najnowszy system CRISPR/Cas9 (ang. Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) gdzie za specyficzno$¢ rozpoznawania docelowej sekwencji
odpowiada krotka, komplementarna do niej czasteczka RNA.

2. Opis zagadnienia

CRISPR/Cas9 to narzedzie edycji genomu wywodzace si¢ z organizmoéw prokariotycznych.
Stanowi bardzo rozpowszechniony w tej grupie organizmow system odpornosci nabytej przeciwko
obcym elementom genetycznym takim jak wirusy czy plazmidy. Jego obecno$¢ stwierdzono u 90%
przedstawicieli archeonow i okoto 45% gatunkéw bakterii (Rousseau i in. 2009).

Po raz pierwszy powtarzajgce si¢ sekwencje palindromowe zaobserwowano juz w 1987 r.
(Ishino i in. 1987). Ich funkcja pozostata jednak nie znana az do roku 2005, kiedy wykryto homologie
pomigdzy fragmentami DNA wystepujacymi pomigdzy powtorzeniami palindromowami,
a informacja genetyczna wirusow, co wskazywato na udziat tego systemu w ksztaltowaniu odpornosci
(Mojica i in. 2005). W roku 2007 potwierdzono, ze zaobserwowana 20 lat wczesniej sekwencja
w potaczniu z ekspresja genéw Cas (kodujacych nukleazy) zapewnia ochrong przed obcym
materiatem genetycznym wnikajacym do wnetrza komorki (Barrangou i in. 2007). Odkrycie
mozliwosci kierowania systemem CRISPR/Cas9 poprzez zamiane sekwencji o dlugosci 20 nt
kodujacej crRNA (CRISPR RNA), decydujacej o specyficznosci dziatania nukleazy Cas, data
mozliwo$¢ na jego zastosowanie jako narzedzia modyfikacji genomu.

Edycja genomu organizméw eukariotycznych za pomocg systemu CRISPR/Cas9 wymaga
wprowadzenia do wnetrza komoérki dwoch jego komponentow: gRNA (ang. guide RNA) i biatka
Cas9. Tak zwany gRNA jest chimera dwoch, naturalnie wystepujacych czasteczek RNA: CRISPR
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RNA (crRNA) i transaktywujacego RNA (tracrRNA). W komoérkach prokariotycznych
komplementarny do sekwencji docelowej crRNA odpowiada za naprowadzenie endonukleazy na
konkretny fragment DNA. Z kolei tractrRNA stanowi strukturalne potacznie pomigdzy biatkiem
a CRISPR RNA. Endonukleaza Cas9 sktada si¢ z dwoch podjednostek (NUC i REC). W sktad
wigkszej podjednostki REC wchodza dwie domeny o aktywnos$ci nukleazy NHN i RuvC oraz miejsce
oddzialujace z PAM (ang. protospacer adjacent motif) (Dounda i Charpentier 2014). Sekwencja
motywu z jaka oddziatluje biatko Cas9 rdzni si¢ w zaleznosci od stosowanego ortologu. Najczesciej
stosowana endonukleaza Cas9 pochodzaca z Streptococous pyogenes do uzyskania aktywnosci
wymaga obecnosci PAM o sekwencji NGG (gdzie N oznacza dowolny nukleotyd a G oznacza
guaning).

Po utworzeniu kompleksu sktadajacego si¢ z gRNA i endonukleazy Cas9, guide RNA taczy
si¢ zgodnie z zasada komplementarnosci z sekwencja docelowa naprowadzajac na nig tym samym
biatko Cas9. Jezeli w bezposrednim sgsiedztwie sekwencji komplementarnej do gRNA znajduje si¢
PAM dochodzi do odzialywania pomigdzy DNA i biatkiem Cas9, ktore jest warunkiem koniecznym
dla wprowadzenia przez biatko pegkniecia w dwuniciowej czasteczce DNA.

Pojawienie si¢ uszkodzenia w strukturze DNA prowadzi do aktywacji komoérkowych
systemOw naprawczych, do ktérych mozna zaliczy¢ ftaczenie koncoéw niehomologicznych
i rekombinacj¢ homologiczna. Pierwszy z nich prowadzi zwykle do insercji lub delecji kilku
nukleotydow w miejscu uszkodzenia. Pojawienie si¢ mutacji typu indel w obszarze kodujacym
,docelowe” biatko moze z kolei spowodowac przesuniecie ramki odczytu a w konsekwencji knock-
out genowy. Naprawa uszkodzenia metoda rekombinacji homologicznej wymaga obecnosci
fragmentu DNA, ktory zawiera sekwencje homologiczne do tych wystgpujacych po obu stronach
uszkodzenia. Jego obecno$¢ umozliwia aktywacje mechanizmu, ktdry usuwa uszkodzenie wraz
z otaczajaca je sekwencja i w ich miejsce wprowadza nieuszkodzony fragment posiadajacy na obu
koncach sekwencje homologiczne. Aktywacja tego mechanizmu umozliwia nie tylko naprawe
uszkodzonego materiatu genetycznego ale rowniez wprowadzenie genu w $cisle okre§lonym miejscu
(knock-in).

System CRISPR/Cas9 stanowi obecnie bardzo popularne narzedzie edycji genomu, ktore
znalazto zastosowanie u niemal kazdej grupy organizméw. Jednakze pomimo wielu zalet system ten
nie jest wolny od wad. Najwazniejsza spos$rod nich jest niewatpliwie ryzyko edycji genomu poza
miejscem docelowym oraz, w przypadku roslin, brak uniwersalnych metod wprowadzania gRNA
i biatka Cas9 do wnetrza komorki.

3. Przeglad literatury

System CRISPR/Cas9 jest aktualnie jednym z najcze$ciej stosowanych narzedzi edycji
genomu. Jego popularno$¢ wynika z niezawodnosci, latwosci projektowania gRNA, duzej
elastycznosci oraz mozliwosci wprowadzenia modyfikacji w sposob ukierunkowany. Dodatkowsg
zalete stanowi fakt, Ze ro$lin uzyskanych z zastosowaniem CRISPR/Cas9 wielokrotnie nie mozna
odrézni¢ od otrzymanych z wykorzystaniem konwencjonalnych metod hodowli, ze wzgledu na brak
transgenu. Pozwala to na uniknigcie trudnego i czasochtonnego procesu legislacyjnego (Paul i Qi
2016). Jednakze wprowadzanie elementow systemu jest nadal jedng z najpowazniejszych barier
ograniczajacych jego szerokie zastosowanie w edycji genomow roznych gatunkow (Baltes i in. 2014).

Metody dostarczania gRNA i endonukleazy Cas9 mozna podzieli¢ na posrednie
i bezposrednie. Metody bezposrednie oparte sa na wprowadzeniu odpowiedniego konstruktu
genowego z wykorzystaniem Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes lub wirusow.

Bakterie z rodzaju Agrobacterium to gram-ujemne fitopatogenne pateczki, ktore zdolne sg
do wnikania do komorek roslinnych poprzez uszkodzone tkanki. Ich cecha charakterystyczna jest
zdolno$¢ do przekazywania ro$linie-gospodarzowi fragmentu plazmidu, ktéry integruje sie z jego
materiatem genetycznym. W przypadku A. tumefaciens te kolistg czasteczke DNA oznacza si¢ jako
Ti natomiast w A. rhizogenes Ri. Ich cechg wspdlng jest obecnos¢ tak zwanego T-DNA (ang. transfer
DNA), w obrebie ktdrego znajduja si¢ geny przekazywane roslinie. U dziko zyjacych szczepdw,
T-DNA zawiera onkogeny i geny syntezy opin, ktoére nie bedac przyswajanymi przez gospodarza
stanowig doskonate zrodio substancji pokarmowych dla patogena. Z kolei w pozostalej czgsci

131|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

plazmidu znajdujg sie geny odpowiadajgce za wirulencje i katabolizm opin. Badania wykazaly, ze
usuniecie gendow znajdujacych si¢ w obrebie T-DNA nie wplywa na transfer i integracje tego
fragmentu kwasu nukleinowego z DNA rosliny-gospodarza, co umozliwia zastosowanie wektorow
powstatych w oparciu o plazmidy Agrobacterium w transformacji roslin. Aktualnie do transformacji
ro§lin stosuje si¢ tak zwane wektory binarne, w sktad ktérych poza T-DNA wchodza elementy
umozliwiajace ich replikacje zarowno w komoérkach Agrobacterium jak i Escherichia coli.

Konstrukcja genetyczna przeznaczona do transformacji roslin za pomoca wyzej
wspomnianych bakterii wykorzystujaca system CRISPR/Cas9, polega na zamianie genéw syntezy
opin i onkogenow na informacje genetyczng zawierajaca zwykle sekwencje promotora U3 lub U6
warunkujacego transkrypcje gRNA, fragmentu DNA kodujacego naprowadzajacy RNA oraz genu
kodujacego endonukleaze Cas9 pod kontrolg silnego promotora warunkujacego jej ekspresje.
Wprowadzanie elementéw sytemu CRISPR/Cas9 z wykorzystaniem bakterii z rodzaju
Agrobacterium stanowi jedna z najczesciej stosowanych metod. Okoto 80% publikacji dotyczacych
edycji genomu roslin donosi o zastosowaniu tej metody w celu dostarczenie gRNA i nukleazy Cas9
do komérki (Ran i in. 2017).

Niewatpliwa zaleta metody opartej na agroinfiltracji jest duza pojemnos¢ wektora
umozliwiajaca wprowadzenie konstrukcji majacej na celu edycje wielu pozycji jednoczesnie.
Przyktadem takiego podejscia jest eksperyment Xie i in. (2015) przeprowadzony na komorkach ryzu.
W celu wprowadzenia zmian w wielu genach w miejsce fragmentu kodujacego gRNA wklonowano
sekwencje, w wyniku transkrypcji ktorej otrzymano policistronowy tRNA-gRNA. W powstatym
transkrypcie, kazdy z fragmentéw odpowiadajacych gRNA byt oflankowany przez czgsteczke tRNA.
Taka konstrukcja umozliwita uzyskanie pojedynczych gRNA prowadzac tym samym do wydajnego
wprowadzenia zmian we wszystkich zaplanowanych sekwencjach docelowych.

Poza bakteriami z rodzaju Agrobacterium do wprowadzania elementow systemu
CRISPR/Cas9 do komorek roslinnych coraz czesciej stosuje si¢ wektory powstate na bazie materiatu
genetycznego wirusoOw. Powszechnie w tym celu wykorzystywane sa geminiwirusy. ktore zostaty
uzyte w celu edycji genomu miedzy innymi Niccotiana benthamiana (Baltes i in. 2015). Jako nosnik
informacji genetycznej kodujacej gRNA zastosowano réwniez wirusa mozaiki tytoniu (TMV),
z uzyciem ktorego mozliwa byta rownoczesna edycja genomu wspomnianego wyzej gatunku w wielu
pozycjach (Cody i in 2017). Wada tego systemu jest niewielka pojemnos¢ wektora. Pojemnos¢
wektora opartego na Geminiviridae wynosi okoto 3 kb podczas gdy sam gen kodujacy biatko Cas9
wymaga pojemnosci ok 4.2 kb. W zwiagzku z tym wektory wirusowe mogg by¢ zastosowane jedynie
jako no$niki gRNA, ten za§ moze by¢ stosowany jedynie w przypadku edycji genomu roslin
o stabilnej ekspresji wczes$niej wprowadzonego genu kodujacego endonukleaze Cas9 (Baltes i in.
2015; Cody i in 2017).

Poza opisanymi powyzej bezposrednimi metodami wprowadzania elementéw CRISPR/Cas9
do komorek roslinnych mozemy wyrdzni¢ rowniez metody posrednie, ktorych dziatanie opiera sie na
zastosowaniu czynnikow fizycznych lub chemicznych. Zaleta metod posrednich jest mozliwos¢
przenoszenia wielu konstrukcji genowych jednocze$nie. Ponadto zastosowanie tych metod jest
niezalezne od gatunku. Do najczgsciej stosowanych technik z tej grupy naleza mikrowstrzeliwanie
oraz transformacja protoplastow.

Mikrowstrzeliwanie, nazywane rowniez metoda biolistyczng polega na bombardowaniu
komorek roslinnych mikroczasteczkami zlota optaszczonymi przez czasteczki DNA. Energie
kinetyczna, niezbedng do pokonania $ciany i btony komorkowej dostarcza wspomnianym czasteczka
tak zwane dziato genowe (ang. gene gun). Po dostaniu si¢ do wnetrza komorki DNA integruje si¢
w przypadkowym miejscu z genomem gospodarza. Mikrowstrzeliwanie jest popularng metoda
wprowadzania materiatu genetycznego do komorki, poniewaz charakteryzuje si¢ wysoka
skuteczno$cia, umozliwia wprowadzenie wielu konstruktow jednoczes$nie i wykazuje skutecznosé
niezaleznie od gatunku ro$liny. Czynnikiem ograniczajacym zastosowanie mikrowstrzeliwania jest
obecnos¢ wielu kopii tego samego genu w transformowanej komoérce co moze prowadzi¢ do
niepozadanych efektow, takich jak supresja genu. Metode biolistyczna z powodzeniem zastosowano
migdzy innymi w celu wyciszenia genéw OsBADH2, 0s02g23823 i OSMPK2 ryzu i genu TaMLO
pszenicy (Shan i in. 2013). Ponadto wykazano przydatno$¢ tej metody w edycji genomu
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wykorzystujac rekombinacje homologiczng w celu wprowadzenia genu fosfotransferazy
higromycyny (HPT) do soi i wymiany fragmentu genu ALS2 kodujacego syntaze acetylomleczanowa
u kukurydzy (Li i in. 2015; Svitashev i in. 2015). Nalezy podkre$li¢, ze podobnych wynikéw nie
uzyskano stosujac transformacje z wykorzystaniem bakterii z rodzaju Agrobacterium.
Mikrowstrzeliwanie umozliwia réwniez wprowadzenie do komorek transkryptow gRNA i nukleazy
Cas9 uzyskanych in vitro oraz gotowych komplekséw gRNA-Cas9 (Liang i in. 2017; Svitashev i in.
2016).

Transformacja protoplastow to metoda wymagajaca pozbawienia komorki jej Sciany. W tym
celu tkanke roslinng traktuje si¢ mieszaning enzymow cellulolitycznych, ksylolitycznych
i pektynolitycznych. Po zakonczeniu hydrolizy elementow S$ciany komorkowej, pozbawione
zewnetrznego rusztowania protoplasty przyjmuja ksztatt kulisty. Na tym etapie jedyna bariera
oddzielajaca ich wnetrze od Srodowiska zewngtrznego jest polptynna btona lipidowa. W celu
wprowadzenia do wnetrza protoplastu materiatu genetycznego lub biatka nalezy doprowadzi¢ do
krotkotrwatego zwigkszenia przepuszczalnosci btony co umozliwia wnikniecie makroczasteczek do
cytoplazmy.

Najczesciej stosowanymi metodami umozliwiajagcymi przedostanie si¢ makromolekut do
wnetrza protoplastu jest elektroporacja i traktowanie glikolem polietylenowych (PEG). Btona
komorkowa jest struktura spolaryzowana, to znaczy, ze w skutek nierownomiernej dystrybucji jonow
po obu jej stronach, pomiedzy jej wewnetrzna i zewnetrzna powierzchnig, powstaje roznica
fadunkow. Elektroporacja to metoda, ktora dzigki krotkotrwatym impulsom elektromagnetycznym
prowadzi do przejSciowej depolaryzacji btony komoérkowej. Zjawisku temu towarzyszy powstanie
rejonu hydrofilowego za posrednictwem, ktorego mozliwe jest wniknigcie makromolekut do wnetrza
protoplastu.

Uzyskanie chwilowej dezorganizacji blony komodrkowej powodujacej zwigkszenie jej
przepuszczalno$ci jest mozliwe rowniez metodami chemicznymi. Dodatek glikolu polietylenowego
(PEG) do pozywki zawierajacej protoplasty prowadzi do stanu odwracalnej dezintegracji btony,
w trakcie ktorej mozliwe jest przedostanie si¢ makromolekut do wnetrza komorki. Przyktadem
zastosowania tej metody jest wprowadzenie nukleoproteiny gRNA-Cas9 do protoplastow petunii
w celu knock-out genowego (Subburaj i in. 2016).

Niewatpliwa zaleta metod posrednich jest mozliwo$¢ wprowadzania elementow systemu
CRISPR/Cas9 w formie transkryptow uzyskanych in vitro, ufatdowanego biatka lub gotowej do
dziatania nukleoproteiny. Dzi¢ki temu mozliwa jest edycja genomu bez dostarczania obcego DNA
i jego integracji z genomem komorki roslinnej. Uzyskane w ten sposob rosliny potomne nie posiadajg
w materiale genetycznym transgenu, ktorego obecno$¢ mogtaby powodowac kontrowersje. Daje to
nadzieje, ze odmiany ro§lin uprawnych uzyskane z wykorzystaniem strategii posrednich, nie
wykorzystujace “obcego” DNA, nie beda podlegaty wymaganiom i procesowi legislacyjnemu jakie
stawiane sg rosling genetycznie modyfikowanym. Najwicksza wada tych metod jest z kolei trudno$¢
regeneracji roslin z protoplastow, szczegodlnie w przypadku roslin jednolisciennych.

4. Podsumowanie

System CRISPR/Cas9 jest obecnie jednym 2z najczes$ciej stosowanych narzedzi
ukierunkowanej edycji genomu, umozliwiajacym zardwno wyciszenie danego genu jak
i wprowadzenie fragmentéw DNA na drodze rekombinacji homologicznej. W niedalekiej przysztosci
mozna spodziewa¢ si¢ wprowadzenia do uprawy, odmian roslin o zwigkszonej odpornosci na
patogeny czy wyzszym plonowaniu uzyskanych z zastosowaniem systemu CRISPR/Cas9 (Li i in.
2017; Malnoy i in. 2017; Wang i in. 2014).

Pomimo wielkich nadziei wigzanych ze stosowaniem tego narzedzia edycji genomu
w hodowli ro$lin w dalszym ciggu brak wydajnych i uniwersalnych metod dostarczania jego
elementow do komorki roslinnej. Protokoly wprowadzania makroczasteczek nie sg idealne dla
wszystkich gatunkow roslin uprawnych, a ponadto ograniczone sg do konkretnych tkanek i rodzajow
hodowli in vitro. Wiekszo$¢ eksperymentdow prowadzonych aktualnie z wykorzystaniem
CRISPR/Cas9 u roslin ma na celu wyciszenie genéw. Niewiele jest natomiast badan nad
zastepowaniem badz wprowadzaniem dodatkowych genéw 2z zastosowaniem mechanizmu
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rekombinacji homologicznej. Wynika to z braku wydajnych metod wprowadzania wielu elementéw
systemu edycji genomu jednocze$nie i wskazuje na konieczno$¢ dalszych badan nad optymalnymi
metodami dostarczania elementéw CRISPR/Cas9 do wnetrza komoérki (Ran i in. 2017).
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20. Sandwiczowe ftalocyjaniny lantanowcow — synteza i wlasciwosci
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Streszczenie

Kompleksy ftalocyjaniny z Eu i Gd otrzymano w wyniku ogrzewania mieszaniny octanu
lantanowca z 1,2- dicyjanobenzenem, odpowiednio w temperaturze 330°C i 370°C. Glownym
produktem reakcji byt sandwiczowy kompleks typu LnPc, ( Pc = CszHisNs, Ln = Eu®*, Gd®*) oraz
niewielka ilo§¢ odmiany LnPcX zawierajacej przytaczony aksjalnie jon octanowy (X = AcO").
Surowy produkt oczyszczano chromatograficznie. Czysto$¢ otrzymanych kompleksow okreslano na
podstawie widm UV - Vis oraz IR. Wykonano badania spektrochemiczne w DMF oraz
dichlorometanie. Zbadano kinetyke fotodegradacji EuPc; i GdPc, pod wptywem promieni UV (366
nm). Stwierdzono, ze oba zwiazki sa stosunkowo trwale, natomiast nieco bardziej odporny na
dziatanie promieni UV byl kompleks z europem.

1. Wstep

Ftalocyjaniny to syntetyczne strukturalne analogi porfiryny. Badania tych substancji
rozpocz¢to w latach 30-tych XX w. Na ich podstawie ustalono podstawowe wlasciwosci
fizykochemiczne ftalocyjaniny oraz jej komplekséw z metalami bloku S, p i d oraz okreslono ich
strukture. Sandwiczowe kompleksy z lantanowcami otrzymano po raz pierwszy w latach 60-tych XX
w. Metodg syntezy opracowali Plyushev i Shkhlover (1964) oraz Kirin i Moskalev (1965), oni tez
zapoczgtkowali kompleksowe badania tych substancji. Zwigzki te zostaly uznane za jedne
z najciekawszych materiatdw molekularnych otrzymanych w XX w.(Dyrda i in. 2002; Leznoff
i in.1996; Kirin i in. 1965).

Strukture czasteczki ftalocyjaniny przedstawiono na rysunku la. Stanowi ona aromatyczny
i bardzo stabilny uktad chromoforowy, utworzony z czterech grup benzopirolowych, potaczonych
mostkami metinowymi. Dzieki temu ftalocyjanina moze tworzy¢ liczne kompleksy z metalami
o zrb6znicowanej budowie molekularnej. Moga to by¢ uklady typowe, zawierajace jeden lub dwa
niepodstawione ligandy oraz ztozone struktury, zawierajace dwa lub trzy ligandy ftalocyjaninowe
z dodatkowymi podstawnikami. Proste kompleksy ftalocyjaniny, zawierajace jeden centralny jon
metalu maja zwykle strukture ptaska. Duze jony metali, ktore nie mieszcza si¢ w "oknie" utworzonym
przez cztery wewnetrzne atomy azotu, moga jednak powodowac pewng deformacje makropierscienia,
polegajaca na jego wygieciu i utworzeniu struktury wklestej. Na szczegdlng uwage zastuguja
potaczenia ftalocyjaniny z lantanowcami, ktore zdolne sg do tworzenia kompleksow o strukturze
sandwiczowej (LnPcy), gdzie jon metalu (Ln%") koordynowany jest przez dwa ligandy
ftalocyjaninowe (Rys.1b). Tego typu kompleksy, w zaleznosci od $rodowiska, charakteryzujg sig¢
duza trwato$cig.(Stota i in.2003; Dyrda i in. 2002; Leznoff i in.1996, Stota 1995, Stota i in. 2002;
Kirin i in. 1967, Stota i in. 2012). @ (b

Rys. 1. a) struktura molekularna makropierscienia ftalocyjaniny, Pc (Cs2HisNg b) struktura
sandwiczowa EuPcy; ); atomy C — szare, N — niebieskie, Eu — czerwony.

135|Strona


mailto:maja87z@gmail.com

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Ftalocyjaniny to zwigzki o ogromnym potencjale aplikacyjnym. Obszar ich mozliwych
zastosowan to elektronika ( potprzewodniki), optoelektronika (wyswietlacze, diody LED, lasery),
fotowoltaika (fotoogniwa, panele stoneczne), katalizatory, sensory chemiczne i optyczne oraz ciekle
krysztaly. Ze wzgledu na ich aktywno$¢ fotochemiczng zwiazki te badane sa rowniez pod katem ich
zastosowania jako fotosensybilizatoréw w fotodynamicznej terapii przeciwnowotworowej (PDT).
(Wohrle 2012 i in.; Trytek i in. 2005; Stota 1995).

Wiasciwosci fizyczne metaloftalocyjanin w duzej mierze zaleza od skompleksowanego
metalu a takze od rodzaju podstawnikow peryferyjnych. Struktur¢ molekularng ftalocyjanin mozna
modyfikowa¢ chemicznie poprzez wymiang centralnego atomu metalu i/lub podstawnikow
peryferyjnych badz aksjalnych. Dzigki temu mozna wptywa¢ na wiasciwosci fizykochemiczne tych
zwigzkow. ( Stota i in. 1998; Stota 1995).

Diftalocyjaniny lantanowcOéw to zwiazki o intensywnej niebieskozielonej barwie, silnie
absorbujace $wiatto w zakresie UV-Vis. Charakteryzuja si¢ duza trwatoscig w ré6znych srodowiskach.
W szczegoblnos$ci podkresla si¢ ich odporno$é na dziatanie wysokiej temperatury. Wynika to z budowy
elektronowej makropierscienia. W atmosferze beztlenowej ulegaja rozktadowi powyzej 700°C. Duze
znaczenie ma rowniez trwato$¢ komplekséw ftalocyjaniny w réznych rozpuszczalnikach. Ponadto
zwigzki te charakteryzuja si¢ stosunkowo duzg jak dla tej klasy materialdéw przewodnos$cia ciemna,
(10 % — 10 2 S/cm), wykazujg aktywno$é katalityczng oraz majg interesujace wiasciwosci
optoelektroniczne, m.in. zdolno$¢ do zmiany barwy pod wplywem pola -elektrycznego
(elektrochromizm). Diftalocyjaniny lantanowcéw maja o kilka rzedow lepsze przewodnictwo
(o charakterze potprzewodnikowym) od komplekséw z metalami bloku s, p i d. Zwiazki te majg
rowniez wlasciwosci paramagnetyczne, wynikajagce z obecnosci niesparowanych elektronow
w podpowloce 4f jonu centralnego (Ln%*).(Stota 1995; Slota i in. 2008; Dyrda i in. 2003; Galbas 2015;
De Saja i in. 2005).

W badaniach ftalocyjanin najwazniejsza role odgrywaja elektronowe widma absorpcyjne
w zakresie UV — Vis (Rys. 2a). Mozna w nich wyr6zni¢ dwa intensywne pasma, B i Q, powstajace
w wyniku przej$¢ elektronowych typu ©1 — n* w uktadzie chromoforowym makropierscienia (Rys.
2b). Pasmo B (Soreta) lezy w zakresie 330 — 350 nm i odpowiada mu przejscie az, — eg*. Natomiast
pasmo Q lezy w przedziale 600 — 800 nm i powstaje ono w wyniku przejscia elektronowego aiy —
ey*. Poniewaz orbital a;, ma wyzszg energie niz a»y, w widmach ftalocyjanin obserwuje si¢ znaczne
przesunigcie pasma Q w strong ,.czerwonej” czeSci widma. W przypadku typowych ftalocyjanin
zawierajagcych jeden makropierscien Pc (tzw. mono-ftalocyjaniny) pasmo Q jest ok. dwukrotnie
bardziej intensywne od pasma B, podczas gdy dla sandwiczowych diftalocyjanin intensywnos¢ tych
pasm jest porownywalna; w obydwu przypadkach zalezy ona od rodzaju kompleksowanego metalu.

W rozpuszczalnikach polarnych (np. DMF), w widmach kompleksow ftalocyjanin
o budowie sandwiczowej pasmo Q ulega rozszczepieniu na dwie sktadowe Qx i Qy na skutek
oddzialywania uktadow elektronowych obydwu makropierscieni.

Ponadto, w obszarze widzialnym moga pojawi¢ si¢ rowniez inne pasma, lezace zwykle
w zakresie 450 — 600 nm, typu charge transfer, ktore zwigzane sa z przeniesieniem tadunku od metalu
do ligandu (MLCT) lub od ligandu do metalu (LMCT). Natomiast w zakresie UV widma (190 — 300
nm) rowniez mozna zaobserwowac¢ pasma o niewielkiej intensywno$ci, oznaczane jako N, L i C.
Nalezy podkres$li¢, ze polozenie oraz intensywno$¢ pasm w widmach UV — Vis komplekséw
ftalocyjaniny zalezy przede wszystkim od ich struktury molekularnej, rodzaju atomu centralnego oraz
od rodzaju uzytego rozpuszczalnika.(Stota 1995; Dyrda i in. 2003).

Wiele sposrod kompleksow ftalocyjaniny wykazuje aktywno$¢ fotochemiczng. Stad tez zwigzki te
moga by¢ stosowane jako fotosensybilizatory (lub fotoaktywatory) w roznego rodzaju procesach
chemicznych. Aktywnos$¢ fotochemiczna metaloftalocyjanin wynika z ich zdolnosci do silnej
absorpcji fotonéw w zakresie UV i "czerwonej" cze$ci widma (molowy wspotczynnik absorpcji € >
10%), co z kolei umozliwia stosunkowo latwe wzbudzenie elektronéw w ich czgsteczkach. Bedace w
stanie wzbudzonym molekuty MPc moga skutecznie oddziatywac¢ z innymi sktadnikami uktadu,

w wyniku czego mogg powstaé rdézne czgsteczki o charakterze rodnikowym (np. jony tlenkowe,
tlenorodniki, rodniki *OH, czy tlen singletowy). Niemniej jednak, w pewnych warunkach absorpcja
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zwlaszcza promieniowania UV moze prowadzi¢ do fotodegradacji uktadu molekularnego i rozpadu
makropierscienia Pc. Jednym z gldéwnych produktéow fotolizy ftalocyjanin jest ftalimid. (Stota i in.
2003, Dyrda i in. 2003). Fotostabilno$¢ metaloftalocyjanin w roztworze zalezy od
skompleksowanego metalu, rodzaju uzytego rospuszczalnika a takze od obecnosci w uktadzie
reduktorow i utleniaczy. Szczegdlnie odporne na promieniowanie UV — Vis okazaly si¢
diftalocyjaniny lantanowcéw, zwlaszcza cigzszych jonéw Ln®*.
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Rys. 2. (a) Absorpcyjne widma elektronowe MgPc (monoftalocyjanina) oraz YbPc, (kompleks
sandwiczowy) w DMF; (b) przejscia elektronowe odpowiadajace pasmom B i Q oraz charge transfer
(CT).
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2. Materialy i Metody

a. Materiaty
Octan europu i iterbu, Ln(OAc)s1,5 H20 (Ln = Eu, Gd) zsyntezowano z odpowiednich
tlenkow (LnyO3) (Sigma Aldrich) i 60% kwasu octowego (POCh); 1,2 dicyjanobenzen (Merck);
Al>O3 pH 10 (Fluka); N,N — dimetyloformamid (DMF) i dichlorometan (CH2Cl) (Sigma Aldrich).

b. Metody
Reaktor rurowy szklany z sonda temperaturowa, ogrzewany elektrycznie (WCh Uniwersytet
Opolski), o$wietlacz UV z termostatem (Optel Opole), zréodto UV - wysokoci$nieniowa lampa
rteciowa Heraeus St-46 (A = 366 nm, irradiancja Iuy = 500pW/cm?), spektrofotometr UV-Vis-NIR
Jasco — 670, kuwety kwarcowe o dtugosci drogi optycznej1,000 cm, spektrometr FTIR Nexus Thermo
Nicolet (pastylki KBr).
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Rys. 3. Schemat uktadu optycznego do badan fotostabilnosci; (a) kuweta kwarcowa z probka,
umieszczona w termostatowanym uchwycie, (b) kwarcowy uktad optyczny, (c) lampa UV (Heraeus
St 46), (d) zwierciadto.

3. Wyniki

a. Synteza

Diftalocyjaniny europu i gadolinu syntezowano wg metody opracowanej na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Opolskiego, polegajacej na spiekaniu statych reagentéw w zatopionej amputce szklane;j,
w kontrolowanych warunkach temperaturowych. (Stota R i in. 1998). Mieszaning octan
odpowiedniego lantanowca i 1,2 — dicyjanobenzenu w stosunku molowym 1:8 ogrzewano wg
eksperymentalnie dobranego rezimu temperaturowego w reaktorze szklanym. Temperatura oraz czas
reakcji zaleza od rodzaju lantanowca. Optymalna temperatura syntezy dla EuPc, wynosi 330°C
natomiast dla GdPc; 370°C. Po osiggnieciu optymalnej temperatury mieszanine ogrzewano przez lh
do momentu wykrystalizowania ciemnogranatowego produktu. Gléwnym produktem reakcji jest
sandwiczowy kompleks typu LnPc,. Ponadto w ukladzie tworzy si¢ rowniez kompleks z jednym
ligandem Pc (monoftalocyjanina), zawierajacy aksjalnie podstawiony ligand octanowy, LnPcX (X =
AcO), jako produkt uboczny syntezy.

—
ex 300-360°C %
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Rys. 4. Schemat procesu syntezy diftalocyjanin lantanowcow.
Surowy produkt poddano ekstrakcji goracym (80°C) dimetyloformamidem (DMF),

a otrzymany ekstrakt oczyszczano metoda chromatografii kolumnowej ,,flash” na ztozu zasadowego
tlenku glinu AlOs. Jako eluenta uzyto DMF. Proces chromatograficzny jest bardzo skuteczny.
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W ten spos6b mozna nie tylko oddzieli¢ forme¢ sandwiczowa od kompleksu ,, mono ” ale mozliwe
jest otrzymanie koncowego produktu o duzej czystosci. Jakos$¢ otrzymanych komplekséw okreslano
na podstawie widm UV —Vis oraz FTIR.

(@)

(d)

Rys. 5. Uktad do syntez LnPc, (a) ampulka z reagentami, (b) reaktor szklany z sonda temperaturowa,
(c) stopiony produkt podczas koncowego etapu syntezy (d) rozdzial produktow reakcji metoda
chromatografii ,,flash”

b. Widma absorpcyjne UV — Vis

Z przeprowadzonych badan wynika, ze potozenie i ksztalt pasm w widmach elektronowych
kompleksow diftalocyjanin lantanowcow zalezg od rodzaju uzytego rozpuszczalnika (Rys 6). Wynika
to stad, ze czasteczki rozpuszczalnika moga w roézny sposob oddziatywaé z kompleksami
ftalocyjaniny i wplywaé na zmian¢ rozktadu gestosci elektronowej w ukladzie chromoforowym
rdzenia makropierscienia. W polarnym rozpuszczalniku jakim jest DMF, badane kompleksy
wystepuja w postaci formy niebieskiej, w przypadku ktorej pasmo Q rozdzielone jest na dwie
sktadowe Qx i Qy (charakterystyczny "garb™ w widmie, Rys. 6). Rozszczepienie pasma Q wynika
z wzajemnego odpychania uktadéow elektronowych poszczegdlnych makropierscieni. W przypadku
kompleksow LnPc; dlugos¢ fali przy ktorej warto$¢ absorbancji osigga maksimum (Amax) Wyraznie
zalezy od rodzaju koordynowanego metalu. Mozna réwniez zauwazy¢ przesunigcie pasma Q w strong
krotszych fal w miar¢ wzrostu liczby atomowej lantanowca (efekt hipsochromowy), (Tab. 1).
Natomiast w niepolarnym rozpuszczalniku, np. w dichlorometanie, obserwuje si¢ wyltacznie forme
zielong z nierozdzielonym pasmem Q (Rys. 6), ktorej widmo przypomina ksztattem typowe widma
kompleksow z jednym ligandem Pc.
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Rys. 6. Elektronowe widma absorpcyjne (UV — Vis) kompleksow EuPc; i GdPc, w DMF i CHCl..

c. Fotostabilnos¢
Badano wptyw promieniowania UV na trwatos$¢ uktadu molekularnego kompleksow EuPc;
i GdPc, w roztworze DMF. Nie wykonano odpowiednich badan w dichlorometanie ze wzgledu na
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fotolityczny rozklad tego rozpuszczalnika w warunkach prowadzonego eksperymentu.Uktady
naswietlano w czasie 360 min promieniami UV o dlugosci fali A = 366 nm i nat¢zeniu Iuyv = 500uW/
cm?. Czestotliwoéé pomiaréw widma UV — Vis dobierano odpowiednio do badanego kompleksu.
W obu przypadkach przebieg fotolizy byl podobny. Zaobserwowano stopniowe zmniejszenie
intensywnosci pasm B oraz Q, $§wiadczace o postepujacej fotodegradacji kompleksow, (Rys. 7).
Stwierdzono, ze cze$¢ kompleksu LnPc; rozktada si¢ do formy "mono" (LnPcX) o czym §wiadczy
pojawienie si¢ pasma przy dtugosci fali 671 nm (Rys. 7a, na przyktadzie EuPcy). W celu okreslenia
efektywnej statej szybkosci fotodegradacji (k) badanych kompleksow, zarejestrowane ("surowe")
widma (Rys. 7a) poddano odpowiedniej obrobce przy uzyciu oprogramowania analitycznego
spektrofotometru (SpectraManager v. 2.0), dzigki czemu mozliwe bylo rozdzielenie sktadowych,
zwigzanych z formag niebieskg LnPc, (Rys. 7b) oraz z forma "mono" LnPcX (Rys. 7¢).
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Rys. 7. Zmiany w widmie UV — Vis dla EuPc; w DMF pod wptywem promieni UV (a) "surowe"
widmo, (b) widmo formy niebieskiej (c) tworzenie formy "mono™ EuPcX.

Na podstawie zmian absorbancji (A) dla pasma Q w czasie (t), wyznaczono krzywe
kinetyczne A = f(t) (Rys.8). Analiza obydwu zalezno$ci (program CurveExpert 1.3) wykazata, ze
przebiegi tych krzywych maja charakter eksponencjalny, co oznacza, ze kinetyka badanych procesow,
niezaleznie od rodzaju ftalocyjaniny , odpowiada reakcji I rzedu. W kazdym przypadku wspotczynnik
korelacji wynosit R2 > 0,98. State szybkosci fotodegradacji, k, dla badanych kompleksow zostaty
wyznaczone bezposrednio z rbwnania (1)

A=Aje™ 1)
gdzie A — absorbancja roztworu po czasie naswietlania t (min), Ao — absorbancja poczatkowa uktadu.
Na podstawie warto$ci K obliczono czas, po ktorym 50% poczatkowej ilosci kompleksu ulega
rozktadowi (t12). Wyniki przedstawiono w Tabeli 1.

1.6 ~
= EuPc,
© 1.5 = GdPc,
O
& 1.4 4
£
g 1.3 4
Q0
< 1.2 4

1.1 1 1 1 1

100 200 300 400
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Rys. 8. Krzywe kinetyczne procesu fotodegradacji EuPc; i GdPc, w DMF.
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Tab. 1. Polozenie Amax Pasma Q w widmie UV-Vis, state szybko$ci fotolizy (k) oraz czas 50%
fotodegradacji (t12) dla EuPc; i GdPc.

A [nm] k [min] 1172 [Min]
EuPc, 625 6,69 - 10 1047
GdPc; 624 7,87 - 10* 881

Poréwnujac warto$ci K oraz 11, mozna stwierdzi¢, ze w przypadku EuPc; degradacja uktadu
molekularnego zachodzita z mniejsza szybkoscia w porownaniu z kompleksem GdPc.

4, Whnioski

Podczas syntezy, obok gléwnego produktu (LnPc,) powstaje niewielka ilo§¢ formy "mono"
(LnPcX), ktora mozna skutecznie oddzieli¢ metoda chromatografii kolumnowej na ztozu zasadowego
Al;O3. Otrzymane kompleksy LnPc; silnie absorbuja promieniowanie w zakresie bliskiego UV
(pasmo B) oraz czerwonym (pasmo Q) widma. Rozszczepienie pasma Q jest nieco wicksze dla GdPc;
niz EuPcy, co $wiadczy o silniejszym oddziatywaniu jonu Gd** z poszczegdlnymi makropierscieniami
Pc, niz w przypadku Eu®*. Badane kompleksy sg trwate w roztworze DMF oraz CH,Cl; i nie sg
wrazliwe na dzialanie $wiatla dziennego, natomiast pod wplywem promieniowania UV ulegaja
fotolizie. Kompleks z europem okazat si¢ bardziej odporny na promieniowanie UV niz GdPc..
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