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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
monografii naukowych dotyczacych szerokiego spektrum nauk. Znajduja si¢ tutaj pozycje dotyczace
nauk przyrodniczych, nauk technicznych i inzynieryjnych, nauk medycznych i nauk o zdrowiu, szeroko
pojetych nauk humanistycznych i spotecznych oraz nauk prawnych i ekonomicznych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest bardzo szeroki przekroj zagadnien, jednak
kazda z osobna sklada si¢ z kilkunastu rozdzialow, spdjnych tematycznie, dajacych jednoczesénie bardzo
dobry przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studiow doktoranckich lub ich najmtodsi
absolwenci, ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwigzanych ztematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasja i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa , Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonalaé¢ swoj warsztat pracy. Dzigki temu, z pewno$cig wielu autorow niniejszych prac,
z czasem zacznie publikowaé prace naukowe w prestizowych czasopismach. Przyczyni si¢ to zar6wno
do rozwoju nauki, jak i kazdego autora, budujac jego potencjat naukowy i 0sobisty.

Redakcja
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1. Metody analityczne badania fentanyli na miejscu zdarzenia
Analytical methods for testing fentanyl at the scene

Biel Iwona, Wozniakiewicz Michat

Pracownia Chemii Sadowej, Zaktad Chemii Analitycznej, Wydziat Chemii, Uniwersytet
Jagiellonski, Krakow
Opiekun naukowy: dr hab. Michat Wozniakiewicz, prof. UJ

Iwona Biel: i.biel@doctoral.uj.edu.pl
Stowa kluczowe: fentalogi, IMS, TD-DART-MS, SERS

Streszczenie

Fentanyl i jego pochodne zyskaty w ostatnich latach popularnos¢ jako $rodki odurzajace.
Zwiazki te juz w niewielkich dawkach wywotuja efekt narkotyczny, z tego powodu czesto na miejscu
zdarzenia wystepuja w §ladowych ilosciach. Wykonujacy prace policjanci i strazacy sa narazeni na
negatywne dziatanie fentanyli, dlatego wazne jest skuteczne wykrywanie oraz identyfikacja tych
zwigzkoéw. Szybka i wiarygodna identyfikacja pozwala na poprawne zabezpieczenie dowodow oraz
podjecie odpowiednich $srodkdow ochrony osobistej przez stuzby mundurowe.

Jednymi z podstawowych metod przesiewowych wykorzystywanych w celu analizy dowodu
w postaci biatego proszku jest metoda spektrometrii ruchliwoséci jonéw oraz spektrometria mas
z termiczng desorpcja z analiza w czasie rzeczywistym. W literaturze mozna spotka¢ rowniez metody
wykorzystujace czujniki elektrochemiczne. Dzigki wykorzystaniu przenosnych aparatow mozliwe
jest szybkie wykrycie fentanylu i jego analogow jak i innych substancji psychoaktywnych w ilo§ciach
nanogramowych.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie przegladu literaturowego stosowanych metod
analitycznych w celu wykrycia i identyfikacji fentanylu i jego analogdéw bezposrednio na miejscu
zdarzenia.

1. Wstep teoretyczny i opis zagadnienia

Fentanyl i jego analogi, nazywane czesto fentalogami nalezg do grupy opioidow
syntetycznych dzialajacych antagonistycznie na receptory opioidowe. Wzory strukturalne fentanylu
i kilku jego pochodnych przedstawiono na Rys. 1.
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Rys. 1. Wzory strukturalne fentanylu, karfentanylu, butyryfentanyli, acetylfentanylu oraz 3-
metylofentanylu
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Ze wzgledu na swoja budowe fentalogi sa pochodnymi piperydyny. W latach 60 ubieglego
wieku przeprowadzono badania, ukazujace, ze fentanyl wykazuje okoto 100-krotnie silniejsze
dzialanie przeciwbolowe niz morfina, dodatkowo bardzo dobrze rozpuszcza si¢ w thuszczach
i posiada wysoki indeks terapeutyczny, dzigki czemu znalazt zastosowanie w medycynie jako lek
znieczulajacy. Fentanyl byl podawany pacjentom nastgpujacymi drogami: dozylnie, domig¢$niowo,
przezskérnie (w postaci plastrow), doustnie (pastylki do ssania, tabletki podpoliczkowe,
podpoliczkowe filmy adhezyjne, tabletki podjezykowe), w postaci lizakow, w formie aerozolu do
nosa (ChPL 2014).

Rozne sposoby dawkowania fentanylu pozwolity na stosowanie go zarowno u o0sob
majacych problemy z potykaniem, jak i osob borykajacych si¢ z chorobami §luzowki nosa.
Uzytkowanie fentalogow wywotuje skutki takie jak: analgezje, sennos¢, depresje oddechows, swiad
oraz zaburzenia nastroju.

Fentalogi sg rowniez wykorzystywane w celach pozamedycznych, migdzy innymi jako
sktadniki gazu bojowego. W pazdzierniku 2002 roku rosyjskie sity specjalne uzyty gazu bojowego
W celu odbicia zaktadnikéw z rak czeczenskich terrorystow podczas ataku na moskiewski teatr na
Dubrowce. Po kilku dniach negocjacji zaczeto tloczy¢ gaz przez klimatyzacje. Jego glownymi
sktadnikami byly: fentanyl, remifentanyl oraz karfentanyl, powodujace skurcz gérnych drog
oddechowych. Zostaty one rozpuszczone w halotanie w celu zwigkszenia ich lotnosci. W wyniku
proby odbicia zaktadnikoéw zgingto 40 terrorystow oraz 139 widzow i pracownikow teatru (Zawadzki
i Nowak 2018).

Fentanyle znalazly réwniez inne, pozaterapeutyczne uzycie — jako $rodki odurzajace. Juz
w latach osiemdziesiatych ubieglego wieku stosowano fentanyle w celach rekreacyjnych. Wtedy byty
one sprzedawane pod nazwg ,,china white” lub ,syntetyczna heroina”. Gdy jedna z pochodnych
fentanylu (a-metylofentanyl) zostata wpisana na liste substancji kontrolowanych w Polsce pod koniec
lat osiemdziesiatych, na rynku zaczely pojawiac si¢ coraz to nowsze pochodne o zblizonym dziataniu.
Uwaza si¢, ze fentanyle sprzedawane na czarnym rynku pochodza nie tylko z przemystu
narkotycznego, ale rowniez z nielegalnego obrotu wyrobami medycznymi (Zawadzki i Nowak 2018).
W Polsce fentalogi podlegaja regulacji ustawy z dnia 29 lipca 2005 roku o przeciwdziataniu
narkomanii. Zalicza je ona do $rodkow odurzajacych grup I-N oraz IV-N. Natomiast w Stanach
Zjednoczonych zaliczane sg do 11 II grupy substancji kontrolowanych. Jak ukazuje Europejski raport
narkotykowy z 2020 roku syntetyczne opioidy (w tym fentanyle) zaczety zyskiwaé popularno$é
w Europie juz w 2012 roku (EMCDDA 2020). Zaledwie 4 lata p6zniej wykryto okoto 4 razy wigcej
nowych syntetycznych opioidow. W kolejnych latach ilos¢ wykrywanych opioidow w niewielkim
stopniu wzrosta. Dla pordwnania, wsréd nowych substancji psychoaktywnych tak duzy wzrost
wykrywania zarejestrowano tylko dla fenyloacetyloamin w latach 2011 i 2012, aczkolwiek
W pozniejszym czasie zgloszenie ich do unijnego systemu wczesnego ostrzegania spadto okoto 5 —
krotnie. Wykrywanie pozostalych nowych substancji psychoaktywnych (np. tryptamin,
benzodiazepin, piperazyn) caty czas utrzymuje si¢ na takim samym poziomie. Pomimo tego, iz tempo
wprowadzania nowych substancji psychoaktywnych ustabilizowato si¢ w ostatnich latach, nadal
wykrywa si¢ rocznie po raz pierwszy okoto 50 nowych substancji psychoaktywnych.

W 2019 roku liczba rejestrowanych nowych opioidow spadto o okoto 25%, co ukazuje, iz
rosngcy poziom $wiadomos$ci na temat zagrozen zwigzanych z ich uzytkowaniem zaskutkowal
zwigkszeniem ograniczen w krajach producentow.

Na podstawie Rys. 2 mozna zauwazy¢, iz w latach 2018 1 2019 synteza nowych pochodnych
fentanylu znacznie spadta. W 2019 roku zgloszono po raz pierwszy osiem nowych syntetycznych
opioidéw, a zaledwie dwa z nich byly pochodnymi fentanylu. Dane te ukazuja, ze dziatania podjete
w kierunku ograniczen zwiazanych z produkcja i uzytkowaniem nowych substancji psychoaktywnych
zostaly zaostrzone. W Europejskim raporcie narkotykowym z 2020 roku mozna znalez¢ rowniez
informacjg, iz opioidy wykrywane sa w 82% przypadkow przedawkowania ze skutkiem $miertelnym
(EMCDDA 2020).
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Rys. 2. Procentowa liczba nowych pochodnych fentanylu wchodzacych w sktad zgtoszonych po raz
pierwszy opioidow w latach 2012-2019 (EMCDDA 2020)

Ze wzgledu na niska mase czasteczkowa oraz lipofilowos¢ fentanyl jest podatny na
wchlanianie przezskorne, a btony Sluzowe (w porownaniu do skory) wykazuja ponad 30-krotnie
wigksze wchlanianie opisywanych zwiazkow. Dlatego tez wystepujace na miejscu zdarzenia fentalogi
stanowig zagrozenie dla shuzb ratowniczych (policjantow, strazakow) oraz psow tropigcych. W swojej
pracy M. Moss i inni zalecajg stosowanie przez stuzby ratownicze podstawowych srodkéw ochrony
osobistej, takich jak rekawiczki nitrylowe i maski ochronne N95, aby uniknaé¢ przypadkowego
wchianiania si¢ przez skore toksycznych fentalogow (Moss i in. 2017). W sytuacji, gdy narazenie na
negatywne dziatanie opioidow jest podwyzszone nalezy korzysta¢ z kombinezonéw ochronnych. Po
ekspozycji, negatywne dzialanie fentalogow mozna zniwelowa¢ naloxonem (chlorowodorkiem
naloksonu) - lekiem odwracajacym niepozadane dziatanie opioidow. Chlorowodorek naloksonu jest
polsyntetyczng pochodng morfiny. Podawany jest w formie roztworu do wstrzykiwan (dozylnie,
domigs$niowo, podskornie) oraz w formie aerozolu. Ostatnia z nich stosowana jest szczeg6lnie u psow
tropiacych, ktore miaty kontakt z fentanylem.

Wykonywanie badan bezposrednio na miejscu zdarzenia narzuca pewne wymagania
technikom analitycznym. Wérdd najwazniejszych wymieni¢ nalezy stosunkowo krotki czas analizy,
odpowiednio niskie granice wykrywalno$ci ilosci substancji przy wzglednie prostym przygotowaniu
probki lub wrecz jego braku oraz wymog, aby aparatura byla przenosna lub transportowalna.
Aparatura przeno$na moze by¢ dostarczona (z wykorzystaniem sity mig¢éni) na miejsce zdarzenia
bezposrednio przez osob¢ wykonujaca badanie, gdyz jej masa jest stosunkowo niewielka, do
maksymalnie 15-20 kg. Natomiast aparatura transportowalna potrzebuje np. dodatkowego Zrodta
zasilania, szczegolnego srodowiska pracy (stabilny stol, odpowiednia temperatura otoczenia) oraz jej
waga wynosi ponad 20 kg. Uniemozliwia to jej reczne przenoszenie, aczkolwiek moze by¢
przewieziona na miejsce zdarzenia w pojezdzie specjalistycznym lub zwyklym, niepoddanym
szczegolnym modyfikacjom.

2. Metody analityczne

Wzrost stosowania fentanyli w celach rekreacyjnych doprowadzit do opracowania
wiarygodnych metod, pozwalajacych na wykrywanie i w niektorych przypadkach oznaczanie
fentalogow. Jak juz wczesniej wspomniano, ze wzgledu na zagrozenie zwigzane z toksycznoscia
fentalogdw niezbedna jest ich analiza w miejscu bezposredniego wystgpowania, w celu poprawnego
zabezpieczenia dowodoéw oraz podje¢cia odpowiednich §rodkéw ochrony osobistej przez stuzby
mundurowe. Takie mozliwoS$ci stwarzaja nastepujace metody analityczne:

»  Spektrometria ruchliwosci jonow (IMS, ang. lon Mobility Spectrometry),

»  Spektrometria mas z termiczng desorpcja z analizg w czasie rzeczywistym (TD-DART-MS,
ang. Thermal Desorption Direct Analysis in Real Time Mass Spectrometry),

»  Metody elektrochemiczne (woltamperometria),
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» Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia ramanowska (SERS, ang. Surface Enhanced
Raman Spectroscopy)

2.1 Spektrometria ruchliwosci jonow

Podstawa techniki IMS jest pomiar ruchliwosci jonéw analitu w gazie pod wptywem pola
elektrycznego. Rozdzielenie jonéw jest wynikiem licznych zderzen z czasteczkami gazu obojetnego
w polu elektrostatycznym. W zaleznos$ci od masy, fadunku i wielkosci jony osiagajg r6zng predkose
w tubie i w réoznym czasie docieraja do detektora. Po zarejestrowaniu widma mobilnosci jonow
nastgpuje poréwnanie go z widmem substancji wzorcowych. Uzyskane widmo nie jest tak
charakterystyczne jak widmo masowe, jednak moze by¢ wykorzystane do identyfikacji. Ze wzgledu
na niewielkie rozmiary urzadzenia, jego fatwa przenos$nos¢, technika ta szybko znalazla zastosowanie
w analizach polowych, w tym w kryminalistyce, m.in. do wykrywania substancji psychoaktywnych
czy materialow wybuchowych przez stluzby mundurowe. W literaturze mozna napotka¢ wiele
przyktadow wykorzystania techniki IMS do wykrywania i identyfikowania substancji
psychoaktywnych. Jednym z nich jest praca Sisco i wspotpracownikéw (Sisco i1 in. 2017), gdzie
zaproponowano sposdb wykrywania fentalogow (m.in. fentanylu, acetylfentanylu, karfentanylu oraz
butyryfentanylu) oraz innych opioidow (m.in. heroiny, naloksonu, metadonu) bezposrednio na
miejscu zdarzenia przy uzyciu przenosnego spektrometru IMS. Pomimo krotkiego czasu analizy
(mniej niz 10 sekund), na ré6znych matrycach (odcisk palca, brud, plastikowa torebka) wykryto
substancje na w ilo§ciach nanogramowych. Opisywana metoda oprocz licznych zalet, takich jak
niskie granice wykrywalnosci, krotki czas analizy oraz przeno$na aparatura, posiada rowniez wady.
Jedna z nich jest brak mozliwosci rozroznienia sygnatow fentanylu oraz heroiny, zarejestrowanych
podczas analizy réznych matryc. Stwierdzono réwniez, ze metoda daje fatlszywie dodatni wynik
w przypadku obecnosci naloksonu oraz nie pozwala na rozrdznienie pary izomerdw. Ten ostatni
problem moze zosta¢ rozwigzany poprzez zastosowanie bardziej zaawansowanej techniki IMS-MS,
jednak ktora jest jednak drozsza i trudniejsza w transporcie.

Technike IMS wykorzystali rowniez Verkouteren i wspolpracownicy do wykrywania
fentanylu i jego o$miu analogéw (m.in. acetylfentanylu, karfentanylu, cyklopropylofentanylu) oraz
dwoch innych syntetycznych opioidow (4-ANPP i U-47700), nie nalezacych do grupy fentalogow
(Verkouteren i in. 2019). Badane zwiazki byly w 2015 roku najczesciej spotykanymi syntetycznymi
opiodiami identyfikowanymi w dowodach rzeczowych badanych przez stuzby w USA, testujac
siedem komercyjnie dostepnych aparatdéw IMS. Zaproponowana metoda umozliwita identyfikacje
poszczegolnych zwigzkow, a ponadto dzigki niej mozna przewidzie¢ sygnal uzyskiwany dla nowo
napotkanych pochodnych fentanylu. Badane zwigzki wykrywane sg w ilo$ciach nanogramowych.
Opracowana metoda nie pozwala na identyfikacje indywidualng izomerow (np. butyryfentanylu i 3-
metylofentanylu), gdyz ze wzgledu na t¢ samag S$ciezke fragmentacji, zarejestrowane sygnaty
naktadaty si¢ na siebie. Zbadano réwniez probke zawierajgca opisang mieszaning badanych zwigzkow
z dodatkiem potencjalnych interferentow (m.in. heroiny, prokainy i chininy), ktére moga powodowacé
przesuni¢cie lub zmiang intensywno$ci (obnizenie) sygnatu analitycznego pochodzacego od
fentanylu, lub wprost generowac¢ falszywie pozytywne wyniki. Wykazano, ze zmiang¢ potozenia
sygnatu (np. dla heroiny) mozna zmieniajac algorytm wykrywania analitu, natomiast ryzyko
obnizenia sygnatu analitycznego mozna skompensowa¢ poprzez dodatek zwigzkéw promujacych
jonizacj¢ fentanylu. Granica wykrywalnosci dla wszystkich badanych zwiazkéw jest na poziomie
nanogramow.

Bardzo ciekawa jest praca Forbesa i wspotpracownikdw, ktérzy opracowali czulg metode
pozwalajaca wykrywaé fentanyle w pojazdach na przejsciach granicznych oraz przesytkach
kontrolowanych w placéwkach pocztowych (Forbes i in. 2019). Analizowanymi substancjami byty
fentanyl, jego 15 analogéw (m.in. 3-metylofentanyl, karfentanyl, franylfentanyl), heroina oraz U-
47700. Badania przeprowadzono dla ponad 10000 prébek zebranych z pojazdéw dostawczych.
Analiz¢ prowadzono dla réznych temperatur, czasow analizy oraz dodatkéw jonow reagentow.
Opracowana metoda pozwolita na zmniejszenie falszywie dodatnich wynikow, a granica
wykrywalno$ci rowniez byla na poziomie nanogramoéw. Ponadto wykazuje si¢ bardzo krotkim
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czasem analizy — zaledwie kilka sekund. Wzmocniono réwniez sygnaty pochodzace od badanych
substancji, aby posiadaly wigkszg intensywno$¢ w stosunku do tta srodowiskowego.

2.2 Spektrometria mas z termiczng desorpcja z analizg w czasie rzeczywistym

Kolejng technikg jest TD-DART-MS, ktorej podstawe stanowi desorpcja analitu
z powierzchni stalej potaczona z jonizacja pod ci$nieniem atmosferycznym. Analizowana probka
umieszczana jest pod strumieniem gazu obojetnego, np. helu lub argonu. Wzbudzenie atomow gazu
odbywa si¢ poprzez generowanie plazmy za pomoca wyladowan jarzeniowych w celu stworzenia
zardwno natadowanych, jak i metastabilnych indywidudéw chemicznych. Naladowane czasteczki sa
neutralizowane przez elektrodg w zrédle, w wyniku czego powstaje strumien atoméw metastabilnych,
ktore sa podgrzewane i kierowane na probke. Technika ta stuzy do analizy zardwno probek cieklych
jak 1 statych.

Technika TD-DART-MS stuzy do detekeji bardzo wielu zwiazkdéw chemicznych na ré6znych
powierzchniach (matrycach). Znajduje glownie zastosowanie w analizie materialtdow wybuchowych,
jednakze wykorzystano jg réwniez w celach analizy substancji psychoaktywnych, czy badania
materiatu biologicznego (krew, mocz i §lina). Sisco i wspolpracownicy analizowali mieszaning 22
substancji (w tym fentanyl i 16 jego analogdéw oraz heroina) (Sisco i in. 2017). Pomiar opracowang
metoda trwal maksymalnie 10 sekund, a substancje wykrywano na poziomie nanogramow.
Wykorzystana aparatura byla przeno$na, co umozliwito analiz¢ na miejscu zdarzenia, a tym samym
zapobieglo kontaminacji probki i negatywnemu dziataniu fentalogéw w trakcie transportu jej do
laboratorium, a pozwolito na stosowne zabezpieczenie materiatu. Ponadto sprawdzita si¢ podczas
badania r6znych matryc, istotnych z punkty widzenia analiz sagdowych (odcisk palca, brud, plastikowa
torebka) i umozliwita odréznienie fentanylu od heroiny.

Ta sama grupa badawcza, wykorzystata réwniez metod¢e TD-DART-MS do analizy
sladowych ilosci substancji znajdujacych si¢ na zewnetrznej cze$ci opakowan w celu identyfikacji
ich zawarto$ci (Sisco i in. 2019). Analizowanym materialem byly probki z rzeczywistych dowodow
rzeczowych: plastikowe oraz papierowe torby na dowody, koperty, butelki oraz woreczki strunowe;
facznie analizie poddano 144 probki. Czgs$¢ analizowanego materiatu data wynik falszywie
negatywny, co bylo zwigzane z czasem, ktory uptynal od przejecia dowodu do wykonania analizy
zaproponowang metoda. W wyniku przeprowadzonych badan opracowana metoda TD-DART-MS
zostata uznana za wiarygodne narzedzie do ustalenia zawartosci badanego opakowania, na podstawie
sladowych, mikrogramowych ilo$ci.

2.3 Woltamperometria

Techniki elektrochemiczne, takie jak woltamperometria réwniez zyskaly zastosowanie
W chemii sagdowe;j. Podstawa woltamperometrii jest pomiar nat¢zenia pradu przeptywajacego przez
elektrode w funkcji przytozonego do niej potencjatu. Zmiana potencjalu wywoluje pobieranie lub
oddawanie elektronu przez czasteczke, co prowadzi do procesu redukcji lub utlenienia. W wyniku
reakcji chemicznej plynie prad elektryczny. Technika ta gldwnie znajduje zastosowanie
W laboratoriach klinicznych, kryminalistycznych jak i przemystowych.

Bardzo ciekawe i innowacyjne wykorzystanie woltamperometrii w celu analizy opioidow
(w tym fentanyli) zaproponowali w swojej pracy Barfidokht i wspotpracownicy. Stworzyli oni
nietypowa aparatur¢ pomiarowg: przenosny analizator elektrochemiczny  zintegrowany
z rekawiczkami z czujnikami elektrochemicznymi umieszczonymi na opuszkach palcow (Barfidokht
i in. 2019). Zmierzone dane wysylane sa do smartfonu lub tabletu poprzez Bluetooth, a nastepnie
odpowiednio zinterpretowane. Analizie poddano fentanyl, kofeing, glukoz¢ oraz teofiling.
Zaproponowana metoda umozliwita identyfikacj¢ fentanylu w obecnosci wyzej wymienionych
substancji, zarbwno w postaci stalej jak i ptynnej, w ilo$ciach mikrogramowych. Stosunkowo krétki
czas analizy (ponizej 1 minuty) umozliwia wykorzystanie metody na miejscu zdarzenia jak i na
lotniskach w celu zidentyfikowania zagrozenia. Integracja czujnika z r¢kawiczkami pozwala na
bezpieczne przeprowadzenie pomiaru w odziezy ochronnej noszonej przez straznikéw granicznych
czy funkcjonariuszy policji.

Technike adsorpcyjnej woltamperometrii stripingowej z falg prostokatng wykorzystali Ott
i wspolpracownicy w celu oznaczenia fentanylu w probkach o nieznanym skladzie (proszki) za
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pomoca przeno$nego urzadzenia (Ott i in. 2020). Opracowang metode charakteryzuje szybkie i proste
podejscie do wykrywania, identyfikacji i potiloSciowego oznaczania fentanylu w probkach. Zbadano
réwniez wplyw interferentdéw, takich jak paracetamol, kokaina, metamfetamina, chinina czy kofeina
na otrzymywany sygnal. Zaréwno paracetamol jak i kofeina nie wplywaly na przesunigcie
i intensywno$¢ piku pochodzacego od fentanylu. W przypadku rozcieficzonych probek sygnaty
pochodzacy od metamfetaminy i fentanylu nakladaly si¢ na siebie. Natomiast kokaina i chinina
zwigkszaty intensywnos¢ piku. Dzigki zaproponowanej metodzie mozna wykry¢ fentanyl w ilosciach
nanogramowych, ponadto przeprowadzane sa dalsze badania w celu jej zastosowania do analizy
probek §liny (wykrycie potencjalnej jazdy pod wptywem narkotykow).

Technik¢  woltamperometrii  fali  prostokatnej  zastosowali rowniez  Mishra
i wspotpracownicy do wykrywania opioidow (w tym fentanylu), przy uzyciu przenosnego urzadzenia,
w postaci niewielkiego plastra (Mishra i in. 2020). Umozliwia ona wykrycie fentanylu w obecnos$ci
interferentow, jakim jest migdzy innymi morfina. Pomimo naktadania si¢ na woltamperogramie
pikdéw pochodzacych od obydwu zwiazkow, pojawia si¢ rowniez dodatkowy pik pochodzacy od
morfiny, na podstawie ktérego mozna stwierdzi¢, iz w badanej probce wystepuja obydwa zwigzki.
Sprawdzono réwniez mozliwo$¢ zastosowania metody do identyfikacji opioidow wystepujacych na
fantomowym modelu ludzkiej skory, co okazato si¢ sukcesem. Opracowana metoda charakteryzuje
si¢ wysoka czuto$cia, powtarzalnos$cia i selektywnoscia, a czas analizy wynosi ponizej 1 minuty.

2.4 Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia ramanowska

Wiréd technik przeno$nych stosowanych w analizach kryminalistycznych koniecznie trzeba
wspomnie¢ o technice SERS, wykorzystujacej wzmocnienie sygnatu pochodzacego od efektu
Ramana, poprzez umieszczenie badanej probki na chropowatej powierzchni. Technika ta znajduje
zastosowanie w wielu dziedzinach, takich jak badania polimerow, korozji, probek biologicznych, czy
substancji psychoaktywnych.

Shende 1 wspolpracownicy wykorzystali technike SERS do wykrywania sladowych iloéci
opioidow (kodeiny i fentanylu) na odziezy oraz opakowaniach (Shende i in. 2019). Wykorzystanie
przenos$nych spektrometréw ramanowskich umozliwito detekcje zaréwno fentanylu i kodeiny
w wodzie, na ubraniach, drewnie jak i na szklanej powierzchni. W tym celu zaprojektowano
papierowe dyski nasycone nanoczasteczkami zlota (przedstawione na Rys. 3), ktoére pozwolity na
analiz¢ wyzej wymienionych zwigzkéw znajdujacych si¢ na dowolnej powierzchni. Wykonano
réwniez pomiary wyschnietych kropli roztworow fentanylu (o réznym stezeniu) na szkle, a otrzymane
wyniki byly satysfakcjonujace. Czas analizy wynosit okoto 5 minut, a granica wykrywalno$ci byta
na poziomie pikogramow. Wyniki $wiadcza o tym, ze zaproponowana metoda moze zostaé
wykorzystana na lotniskach, w trakcie nalotow narkotykowych jak i na miejscach zbrodni.

& Papierowe dyski
niezawierajace
nanoczasteczek ztota

Papierowe dyski
zawierajace
nanoczgsteczek ztota

Rys. 3. Papicrowe dyski niezawierajgce nanoczasteczek zlota i po naniesieniu nanoczgstek ztota,
gotowe do pomiaréw SERS (Shende i in. 2019).
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Wystepujaca w Stanach Zjednoczonych ,,epidemia opioidow” sktania badaczy do rozwijania
nowych metod analitycznych. Mirsafavi i wspotpracownicy stworzyli metode opierajaca si¢ na
technice SERS w celu wykrywania i identyfikacji fentanylu i jego dwoch prekursoréw — 4ANPP oraz
NPP (Mirsafavi i in. 2020). Wymienione zwiazki badane metodg spektroskopii ramanowskiej
wykazuja bardzo podobne widma, przez co ich analiza i identyfikacja jest utrudniona. Autorzy
opracowali metode opierajaca si¢ na technice SERS, a dodatkowo zastosowali hierarchiczny algorytm
analizy dyskryminacyjnej metoda najmniejszych kwadratow w celu rozréznienia widm
charakteryzujacych si¢ podobnymi cechami. Zaproponowane podejscie pozwolito na identyfikacje
i rozréznienie tych substancji w czasie ponizej 2 minut.

3. Podsumowanie

Zaproponowane metody pozwalaja na wykrycie fentanylu, jednakze r6znig si¢ parametrami
takimi jak: czas analizy, granica wykrywalno$ci i rodzaj aparatury. Dodatkowo, niektére z nich
posiadajg wady, ktore w przypadku innych metod nie byly zglaszane przez autoréw. W Tab. 1.
przedstawiono poréwnanie opisywanych metod.

Tab. 1. Poréwnanie opisywanych metod.
Czas

Literatura : LOD? Aparat® Uwagi
analizy
Technika IMS
Sisco i in. . e .
2017 10s ng P Nie rozrdznia izomeréw
Verkouteren . .
iin. 2019 20s ng P Podatna na interferencje
Forbes i in. . .
2019 <10s ng P Odporna na interferencje
Technika TD-DART-MS
Sisco i in. 10s n T Mozliwo$¢ zastosowania metody
2017 9 dla r6znych matryc
Sisco i in. 2 T Mozliwo$¢ zastosowania metody
2019 He dla r6znych matryc
Technika woltamperometrii
Brafidokht i .
in 2019 <1 min ng P Nowoczesna aparatura
Ottiin. 2020 | ok. 4 min ng P Podatna na interferencje
Mishra i in. .
2020 <1 min ng P Nowoczesna aparatura
Technika SERS
Shende i in. ok. 5 min P Nowoczesna aparatura
2019 : Pg P
Mirsafayi i . Wykorzystuje metody
in. 2020 <2 min. ng P chemometryczne

2. OD — granica wykrywalnoéci
b P —urzadzenie przenosne; T — urzadzenie transportowalne

Metody analityczne stosowane bezposrednio na miejscu zdarzenia, powinny
charakteryzowa¢ si¢ krotkimi czasami analizy, jednak na podstawie Tab. 1. mozna zauwazy¢, ze
dtuzsza metoda moze posiada¢ nizszg wartoscia LOD, przy zastosowaniu nieco dtuzszego czasu
analizy, co udato si¢ osiaggna¢ Shende i in. (2019). Niezwykle wazne jest, aby stosowana aparatura
byla przenosna, gdyz zmniejsza to ryzyko kontaminacji probki oraz zagrozenia dla stuzb
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ratowniczych, strazy granicznej i policji. Praktycznie wszystkie wymienione techniki wykorzystuja
aparatur¢ przenos$ng; wyjatek stanowi technika TD-DART-MS, dla ktérej opracowano jednak
protokoty transportu urzadzenia na miejsce zdarzenia. Zastosowanie techniki analitycznej adekwatne;j
do potrzeby sytuacji wymaga przeanalizowania zaréwno jej zalet jak i wad. Na przyktad, podczas
kontroli narkotykowej majacej miejsce na lotnisku wazny jest czas oraz granica wykrywalno$ci, nie
ma potrzeby rozroéznienia pary izomerdéw, gdyz moze to zosta¢ przeprowadzone w pdzniejszym
czasie, w specjalistycznym laboratorium.

Zaproponowane metody dajg mozliwo$¢ przeprowadzenia szybkiej i doktadnej analizy
dowodu w postaci biatego proszku, co jest niezwykle wazne z punktu widzenia analiz
kryminalistycznych.
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Streszczenie

Interesujace wlasciwosci mieszanin powstatych w wyniku potaczenia donora i akceptora
wigzania wodorowego zostaty przedstawione po raz pierwszy w 2003 roku. Wkrotce potem nastgpit
gwaltowny wzrost zainteresowania tymi uktadami, ktore obecnie okresla si¢ mieszaninami (gleboko)
eutektycznymi (ang. deep eutectic solvents, DES). Ich gtowna cecha jest temperatura topnienia,
istotnie nizsza od temperatury topnienia ktoregokolwiek ze sktadnikow statych, co
najprawdopodobniej jest skutkiem tworzenia si¢ wielu wigzan wodorowych w uktadzie. Ponadto
charakteryzuja si¢: niskimi kosztami produkcji, biodegradowalnoscig (coraz czeSciej stosuje si¢
zwiazki naturalnie wystepujace w srodowisku), niskim napigciem powierzchniowym i preznoscia
pary, a takze ograniczong palnoscig. W zwigzku z tym rozpuszczalniki DES znalazly wiele
zastosowan w wigkszos$ci dziedzin chemicznych. Okazaly si¢ bardzo obiecujacym rozpuszczalnikiem
w analizie chemicznej, w szczegdlnosci w procesach ekstrakcji i analitycznych technikach
rozdzielania, jako eluenty lub ich modyfikatory. Najczesciej rozpuszcezalniki DES wykorzystywane
sa do ekstrakcji bioaktywnych zwigzkéw z materiatu roslinnego.

1. Wstep

Proces ekstrakcji, czyli wydobywania wybranych sktadnikow ze ztozonej probki jest
wykorzystywany od wielu lat. Jako pierwszy i podstawowy rozpuszczalnik ekstrakcyjny mozna
przyja¢ wode, a przyktadem takiej ekstrakcji z codziennego zycia, jest np. przygotowanie herbaty.
Jednak na potrzeby chemii analitycznej wystgpujace silne oddziatywania hydrofilowe s3
ograniczeniem, uniemozliwiajacym analiz¢ zwigzkow hydrofobowych np. olejéw. Rozwigzaniem
tego problemu byto wprowadzenie rozpuszczalnikow organicznych takich jak: heksan, metanol, czy
acetonitryl. Te substancje jednak wykazuja wysokie obcigzenie dla srodowiska. Z mysla o zasadach
»zielonej chemii analitycznej” sprawdzono potencjal ekstrakcyjny zwiazkéw powierzchniowo
czynnych. Okazalo si¢, ze ich wodne roztwory umozliwiaja ekstrakcje zar6wno substancji
hydrofilowych, jak i hydrofobowych, a toksycznos$¢ jest istotnie nizsza niz rozpuszczalnikéw
organicznych. W ostatnich latach rozwijane sg uktady zwane cieczami molekularnymi, w ramach
ktérych mozna wyrdznié: ciecze jonowe, mieszaniny eutektyczne oraz ciecze supramolekularne.

Niniejszy artykul ma na celu przyblizenie tematyki mieszanin eutektycznych, ich
wlasciwosci oraz zastosowan w chemii analitycznej ze szczegolnym uwzglednieniem wykorzystania
ich jako rozpuszczalniki ekstrakcyjne w procesie przygotowania probek.

2. Opis zagadnienia

W 2003 roku A. Abbott i wspolpracownicy (Abbott i in. 2003) przedstawili wlasciwosci
uktadéw powstatych poprzez potaczenie chlorku choliny (ChCl) i mocznika, w réznych stosunkach
molowych. Zaproponowali oni nazwe¢ deep eutectic solvents (DES), czyli mieszaniny gleboko
eutektyczne. Okreslenie ‘deep’ miato odnosi¢ si¢ do najwigkszego obnizenia temperatury topnienia
otrzymanej mieszaniny wzgledem temperatur topnienia pojedynczych sktadnikow.
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Rys. 1. Zalezno$¢ temperatury topnienia od molowego sktadu mieszaniny chlorku choliny
i mocznika (Abbott i in. 2003).

temperatura topnienia [°C]

awartos¢ molowa mocznika

Przyktad mieszaniny chlorku choliny i mocznika dobrze obrazuje wystepujacy problem
Z ogdlnym nazewnictwem takich uktadéw. Temperatura topnienia chlorku choliny wynosi 302°C,
mocznika 133°C, a mieszaniny w stosunku molowym 1:2 zaledwie 12°C. Nazwanie tego uktadu
mieszaning gleboko eutektyczng (DES) jest poprawne, poniewaz jest to najwickszy spadek
temperatury topnienia w uktadzie chlorku choliny i mocznika mozliwy do uzyskania (Rys.1.). Jednak
na przestrzeni lat okazato sig, ze interesujace wlasciwosci wykazuja rowniez mieszaniny o innych
stosunkach molowych. W literaturze sg one réwniez okreslane skrotem DES, co wprowadza pewne
zamieszanie. Niemniej jednak zainteresowanie naukowcow zastosowaniem mieszanin eutektycznych
ciggle wzrasta. Znalazly one wiele zastosowan w wigkszo$ci dziedzin chemicznych, m.in.: jako
rozpuszczalnik podczas syntez zwiazkéw organicznych (Avalos i in. 2006), do elektroobrobki metali
(elektroosadzania, elektropolerowania) (Lawes i in. 2010), przy przetwarzaniu biomasy (Abbott i in.
2007), w nanotechnologii, czy tez w analizie chemicznej (Santana-Mayor i in. 2020).

Opisujac wlasciwosci mieszanin eutektycznych nalezy zaznaczyé, ze sg to uktady tworzone
z potaczenia donora i akceptora wigzania wodorowego. W zwiazku z tym wiele wlasciwosci jest
wynikiem wystepowania licznych wigzan wodorowych w uktadzie, cz¢$¢ z nich jest dla niektorych
zastosowan negatywna jak np. wysoka lepko$¢ czy wysokie napi¢cie powierzchniowe powodujace
znacznie trudniejszy transfer masy, co za tym idzie obnizong wydajno$¢ ekstrakcji. Natomiast wiele
jest pozadanych i korzystnych, rowniez w aspekcie tzw. ,,zasad zielonej chemii”, ktore to maja
prowadzi¢ do projektowania i przeprowadzania proceséw chemicznych w sposéb ograniczajacy
zuzycie i produkcje substancji szkodliwych dla srodowiska. Najwazniejsze z tych cech mieszanin
eutektycznych to: wysoka stabilno$¢ termiczna, niska lotno$¢, niepalnos$¢, nietoksycznos$¢ oraz
biodegradowalno$¢, a takze niskie koszty produkcji (Zainal-Abidin i in. 2017). Ze wzgledu na
zastosowanie podczas ekstrakcji istotne jest, ze w temperaturze pokojowej, sg to ciecze oraz wykazujg
duza zdolno$¢ rozpuszczania réznych zwiazkéw chemicznych. Ostatnie badania pokazuja, ze
najprawdopodobniej takie uktady wystepuja rdwniez w roslinach, co moze wyjasnia¢ zawarto$¢
flawonoidoéw i antocyjanin w komorkach roslinnych, w ilo§ciach powyzej poziomu rozpuszczalnos$ci
tych zwigzkéw w wodzie (Benvenutti i in. 2020).

3. Przeglad literatury

Poczatkowo uwazano, ze w celu uzyskania mieszaniny gleboko eutektycznej mozna
wykorzysta¢ jedynie zwiazki hydrofilowe, takie jak chlorek choliny i mocznik, co skutkowato
otrzymaniem rozpuszczalnikow DES o wiasciwosciach hydrofilowych. Jednak badania pokazaty, ze
mozna potaczy¢ np. hydrofobowy kwas dekanowy, petiacy role donora wigzania wodorowego
z hydrofilowym chlorkiem tetrabutyloamoniowym, bedacym akceptorem wigzania wodorowego.
Poczatkowo takie uktady nazywano hydrofobowymi uktadami DES. Podazajac za praca A.
Shishov’a i wspotpracownikow, takie uktady nalezy raczej okresla¢ kwasi-hydrofobowymi (Rys. 2.),
poniewaz w przypadku dodania do nich wody nast¢puje rozktad, spowodowany dysocjacja soli aminy
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czwartorzgdowej oraz niska rozpuszczalno$cia drugiego sktadnika mieszaniny eutektycznej w wodzie
(np. kwasu thuszczowego). Mianem hydrofobowych rozpuszczalnikéw DES nalezy okresla¢ jedynie
uktady powstate z potaczenia dwoch hydrofobowych zwigzkoéw, np. mentolu i kwasu dekanowego.
Charakteryzuja si¢ one niskg rozpuszczalnoscig w fazie wodnej, ale sa w niej stabilne (Shishov i in.
2020).
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Rys. 2. Podziat mieszanin eutektycznych ze wzgledu na polarnos¢ sktadnikow wyjsciowych.

Wsrdéd mieszanin eutektycznych wyrdzniane sa tzw. naturalne mieszaniny eutektyczne (ang.
natural deep eutectic solvents, NaDES), ktore sa ztozone z dwoch lub wigcej zwigzkéw bedacych
pierwotnymi metabolitami roslin. Sg to na przyktad: kwasy organiczne, cukry, alkohole, aminy czy
aminokwasy (Oweczarek i in. 2016). Ten rodzaj rozpuszczalnikow jest w petni zgodny z ,,zasadami
zielonej chemii”, a ponad to badania potwierdzaja, ze ekstrahowane z ro$lin zwiazki fenolowe sg
stabilniejsze w naturalnych mieszaninach eutektycznych niz w tradycyjnie stosowanych
rozpuszczalnikach organicznych. W pracy Dai i wspotpracownikéw porownano stabilnosé
pigmentow izolowanych z krokosza barwierskiego (Carthamus tinctorius L.) otrzymanych
z wykorzystaniem naturalnych mieszanin eutektycznych (prolina:kwas jabtkowy, kwas
mlekowy:glukoza, glukoza:chlorek choliny, sacharoza:chlorek choliny, ksylitol:chlorek choliny),
40% etanolu oraz wody. Ekstrakty otrzymane stosujac NaDES byty stabilniejsze niz te otrzymane za
pomoca 40% etanolu, niezaleznie od narazenia na rézne warunki, takie jak: wysoka temperatura,
$wiatlo, czy czas przechowywania (Dai i in. 2014). Jednoczesnie nalezy mie¢ na uwadze, ze
najprawdopodobniej wzrasta rowniez stabilno$é innych sktadnikow obecnych w probcee, co moze
skutkowaé gorszym oddzieleniem od sktadnikéw matrycy i konieczno$ciag wprowadzenia etapu
oczyszczania ekstraktu.

Przedstawione wlasciwos$ci mieszanin DES wyja$niajg duze zainteresowanie tymi uktadami
w chemii analitycznej. W publikacji przeglagdowej A. Shishov’a i wspotpracownikow,
przeanalizowano wszystkie prace naukowe wydane od 2004 roku w dziedzinie chemii analitycznej
i podzielono je ze wzgledu na zastosowanie. Niemal 75% stanowity procedury ekstrakcji z probek
stalych i cieklych. Pozostale obejmowaty zastosowanie w elektrochemii, chromatografii (jako faza
ruchoma lub jej modyfikator), w syntezie i modyfikacji sorbentow oraz do sorpcji gazéw (Shishov
iin. 2020). Najczgsciej ekstrahowane z probek roslinnych sg zwigzki organiczne takie jak:
flawonoidy, saponiny, aminy aromatyczne, cukry czy zwiazki fenolowe, jednak stosuje sig
mieszaniny DES réwniez jako rozpuszczalniki ekstrakcyjne przy oznaczaniu metali. W wielu
przypadkach mozliwe jest utworzenie mieszaniny eutektycznej in situ, poprzez dodanie do préobki
sktadnika, ktory wraz z analitami lub innymi sktadnikami probki utworzy uktad DES. Jednym
z przyktadow takiego zastosowania jest usuwanie fenolu i krezoli z olejéw (heksanu, toluenu i p-
ksylenu) na skutek formowania uktadu DES z chlorkiem choliny (Pang i in. 2012).
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Poprzez odpowiednie dobranie wlasciwosci sktadnikow wyjsciowych mozna w pewnym
zakresie dostosowaé polarno$é, a takze pozorne pH otrzymanej mieszaniny eutektycznej do potrzeb
analizy. Rowniez modyfikujac stosunek molowy tych sktadnikow wptywa si¢ na lepko$¢ mieszaniny,
ktoéra jest $ciS$le zwigzana z mozliwoscia tworzenia wigzan wodorowych. Jednak duza lepkos¢
negatywnie wptywa na wydajno$¢ ekstrakcji, dlatego w celu jej obnizenia najczesciej stosuje sig:
podniesienie temperatury lub dodatek wody, ktéra oprocz tego wplywa na hydrofilowo$¢ mieszaniny,
a w nadmiarze powoduje jej rozktad. Dai i wspotpracownicy (Dai i in. 2013) badajac ekstrakty
krokosza barwierskiego otrzymane z wykorzystaniem trzech réznych mieszanin eutektycznych
sprawdzili jak na wydajnos¢ ekstrakcji wptywa zawarto§¢ wody w stosowanych mieszaninach
ekstrakcyjnych. W efekcie okazato sig, ze optymalna zawartos¢ wody zalezy zarowno od sktadnikow
tejze mieszaniny, jak i charakterystyki analitow. Dla bardziej polarnych analitow (zotcieni
saflorowej) 1 uktadu sacharoza:chlorek choliny najwyzsza wydajno$¢ zostata osiggnicta, gdy
zawarto$¢ wody wynosita powyzej 50%, natomiast dla uktadu kwas mlekowy:glukoza wptyw wody
byt zaniedbywalny. Zupetnie inaczej sprawa wygladata dla bardziej hydrofobowej kartaminy, gdzie
w przypadku pierwszego uktadu optymalna byla 25% zawarto$¢ wody, natomiast dla drugiego
jakikolwiek dodatek wody obnizat wydajnos¢ ekstrakcji kartaminy.

Interesujaca praca, rowniez ze wzgledu na to Ze jest to jedna z niewielu publikacji, gdzie
ekstrakty analizowane sg technika elektroforezy kapilarnej, jest praca K#izka i wspotpracownikéw
(K#izek i in. 2018). Do oznaczania fitokannabinoidow w kwiatostanach konopi siewnych (Cannabis
sativa) autorzy testowali rézne mieszaniny eutektyczne sprawdzajac wptyw donora wigzania
wodorowego na wydajno$¢ ekstrakcji. Wszystkie mieszaniny byly przygotowane w stosunku
molowym 1:1 akceptora (hydrofobowy mentol) idonora wigzania wodorowego. Otrzymane
mieszaniny eutektyczne byly kwasi-hydrofobowe lub hydrofobowe w zaleznosci od wlasciwosci
uzytego donora wigzania wodorowego, ktorymi byly kwasy organiczne o réznej dtugosci tancucha
weglowodorowego. Zaobserwowano, ze wydajnos¢ ekstrakcji kannabinoidéw malata w szeregu
homologicznym dla kwaséw C2-C6, aby nastepnie zaczaé wzrasta¢. Niestety, na podstawie
otrzymanych wynikow nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ jaki mechanizm jest za to
odpowiedzialny. Autorzy uzyskane obserwacje tlumaczyli nastepujaco: po pierwsze wraz ze
wzrostem dlugosci tancucha weglowodorowego wzrasta lepko$¢ mieszaniny, co skutkuje obnizeniem
transferu masy w uktadzie ekstrakcyjnym. Jednoczesnie wzrasta jej hydrofobowos¢, co pozytywnie
wplywa na ekstrakcje zwigzkoOw o wyzsze] wartosci wspotczynnika podziatu (logP). Jednak
najprawdopodobniej jest to wspotwystepowanie wyzej wymienionych procesow oraz dodatkowych
oddziatywan. Z posrdd zastosowanych mieszanin eutektycznych najlepsza wydajnos¢ izolacji
analitow uzyskano stosujgc mieszaning mentolu i kwasu octowego w stosunku molowym 1:1.
Dodatkowo, jej zastosowanie okazalo si¢ takze bardziej wydajne w pordéwnaniu do klasycznych
rozpuszczalnikéw ekstrakcyjnych: metanolu, etanolu oraz mieszaniny metanol-chloroform (9:1, v/v).

Dobierajac sktadniki wyjsciowe mieszaniny glgboko eutektycznej poza oczekiwanymi
parametrami ekstrakcyjnymi nalezy zastanowi¢ si¢ nad kompatybilnoscia ze stosowana technika
analityczna lub typem detektora. W szczegoélnosci podczas pracy ze spektrometrem mas lub
chromatografia gazowa, gdzie wymagane jest stosowanie zwiazkow o wysokiej lotnosci jonowe
mieszaniny eutektyczne moga nie by¢ korzystne (Santana-Mayor i in. 2020). Ostatnie badania
pokazuja, ze rozwigzaniem (w przypadku chromatografii gazowej) moga by¢ niejonowe mieszaniny
DES (np. tymol:mentol), ktére wykazujg si¢ znacznie wyzsza lotnoécig w stosunku do jonowych
mieszanin DES, porownywalng do tradycyjnych rozpuszczalnikoéw organicznych (Abranches i in.
2019). Do analizy ekstraktow otrzymanych z wykorzystaniem mieszanin eutektycznych mozna
wykorzysta¢ techniki: spektrofotometryczne (w zakresie UV-Vis, fluorescencja), spektroskopii
atomowej, spektroskopii w podczerwieni czy spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego.
Jednak najczgsciej stosuje si¢ techniki chromatograficzne, z czego czg$ciej chromatografi¢ cieczowa
(LC). Jest to spowodowane niska lotnoscia wigkszosci mieszanin eutektycznych, mozliwoscia
wystapienia duzego efektu matrycy lub innymi interferencjami. Zastosowanie mieszanin
eutektycznych w technice elektroforezy kapilarnej jest dosy¢ ograniczone. Glownie wykorzystywane
sa W procesie przygotowania fazy stacjonarnej w elektrochromatografii kapilarnej (ang. capillary
electrochromatography, CEC), ktéra od chromatografii cieczowej r6zni si¢ przede wszystkim
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zjawiskiem wywotujagcym przeptyw fazy ruchomej; w przypadku CEC jest to zjawisko
elektroosmozy, a nie rdznica cisnien. Dotychczas nieliczne sg doniesienia o zastosowaniu mieszanin
eutektycznych jako modyfikatora buforu separacyjnego (Mu i in. 2019) lub rozpuszczalnika
ekstrakcyjnego podczas przygotowania probek do analizy technika elektroforezy kapilarnej (Kiizek i
in. 2018; Yu i in. 2020).

4. Podsumowanie

Mieszaniny eutektyczne prezentuja wiele interesujacych wlasciwosci dzieki czemu
w ostatnich latach zyskuja coraz wiecej zastosowan w wielu dziedzinach chemii, w tym chemii
analitycznej, gdzie gtdéwnie stosuje si¢ je jako rozpuszczalniki ekstrakcyjne, najczgsciej w potaczeniu
z analiza technikg chromatografii cieczowej. Jednak w tym przypadku problematyczna okazuje si¢
ich wysoka lepko$¢, wplywajaca negatywnie na wydajnosé ekstrakcji. Rozwigzaniem tutaj moze by¢
dodanie do uktadu wody. Jest to jedna z mozliwoéci dostosowania, W ograniczonym zakresie,
wilasciwosci uktadu DES do potrzeb danej analizy. Inne to wybdr sktadnikéw wyjsciowych
prezentujacych interesujace wlasciwosci oraz modyfikacja ich stosunku molowego. Niestety
dotychczas nie ma prostej relacji pomiedzy tymi parametrami a wilasciwoSciami otrzymanej
mieszaniny eutektycznej, dlatego konieczne sg dalsze badania w kierunku zrozumienia tych
proceséw. Umozliwi to pelniejsze powigzanie wlasciwosci otrzymanego uktadu DES
z charakterystyka chemiczng analitéw i matrycy, ulatwiajac planowanie eksperymentow, ktore
obecnie polegaja na przygotowaniu i przetestowaniu wielu mieszanin eutektycznych.
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Streszczenie

Surfaktanty to substancje towarzyszace cztowiekowi w zyciu codziennym od niemal 100 lat.
Ich historia dotyczy przede wszystkim detergentow i sSrodkow pioracych, substancji ‘zmigkczajacych’
wode oraz kosmetykow. Bardzo szybko znalazly one zastosowanie w réznego rodzaju przemystach
(np. widkienniczym, farbiarskim czy nawet spozywczym) stajac si¢ substancjami niezb¢dnymi do
uzyskiwania odpowiednich produktow i ustug. Co wiecej, cztowiek posiada swdj naturalny surfaktant
produkowany w plucach, ktéry pozwala na zmniejszanie napigcia powierzchniowego przy
jednoczesnym zwigkszaniu powierzchni ptucnej, co sprawia, ze jest on niezb¢dny w odpowiedniej
pracy respiratorowej. Same surfaktanty skladaja si¢ z dwoch czesci — hydrofilowej glowy oraz
hydrofobowego ogona — ktore nadajg im charakterystyczng amfifilowa budowe. Ze wzgledu na
wysokie zuzycie syntetycznych surfaktantow, coraz czeéciej prowadzi sie badania nad substancjami
pochodzenia naturalnego — biosurfaktantami — ktére produkowane sg przez roznego rodzaju grzyby,
drozdze lub bakterie. Czes¢ takich substancji jest tez charakterystyczna dla niektorych roslin
i stworzen morskich. Biosurfaktanty sa zwiazkami biodegradowalnymi i nietoksycznymi dla
srodowiska naturalnego. Czesto maja rowniez lepsze wlasciwosci fizykochemiczne niz surfaktanty
syntetyczne i bardziej obnizaja napiecie powierzchniowe przy ich mniejszym zuzyciu.

1. Wstep

Rhamnolipidy to zwigzki glikolipidowe, sktadajace si¢ z B-hydroksykwasu tluszczowego
polaczonego koncem karboksylowym z czasteczka ramnozy. Za produkcje¢ rhamnolipidu odpowiada
szczep Pseudomonas, glownie gatunek Pseudomonas aeruginosa. Oprocz niego, rhamnolipid
produkuje Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas plantarii, Pseudomonas putida oraz
Pseudomonas fluorescens. Rhamnolipidy moga zawiera¢ jedna czasteczke ramnozy -
monorhamnolipid lub dwie — dirhamnolipid. Czg$¢ bakterii produkuje tylko monorhamnolipidy,
cze$¢ z nich zarbwno mono- jak i dirhamnolipidy. W zaleznos$ci od warunkow prowadzenia hodowli
bakteryjnej mozna zmienia¢ stosunek poszczegdlnych rhamnolipidéw w uzyskiwanej mieszaninie,
atakze istniejg odpowiednie enzymy, ktéore pozwalaja na zamiang monorhamnolipidow
w dirhamnolipidy. Biosurfaktanty te ciesza si¢ niegasnacym zainteresowaniem ze wzgledu na ich
niskg toksycznos¢, biodegradowalnos¢ i specyficznos¢, ktore spetniajg wymagania Rozporzadzenia
(WE) nr 648/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 31 marca 2004 r. w sprawie detergentow.
Rozporzadzenie to wymaga doktadnego i precyzyjnego opisu biodegradowalnosci danego surfaktantu
jak rowniez metod, ktore ja zapewniaja. Tym samym, europejska dyrektywa stawia jasne warunki
odpowiedniego przeplywu detergentow i surfaktantoéw na $wiatowym rynku, zapewniajac wysoki
stopien ochrony §rodowiska i zdrowia ludzkiego (Sekhon Randhawa i Rahman 2014).

2. Opis zagadnienia

Odkrycie rhamnilipidow sigga 1946 roku, kiedy to Bergstrom i wspolpracownicy opisali
oleisty glikolipid (ktory wtedy nazwano kwasem piolipinowym). Glikolipid ten sktadat si¢ z L-
ramnozy oraz kwasu f-hydroksydekanowego. Dopiero 24 lata pozniej potaczenie to zostalo opisane
przez Edwardsa i wspotpracownikow jako wigzanie a-1,2-glikozydowe. Tym samym, petna nazwa
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dirhamnolipidu  brzmi:  2-O-o-ramnopiranozylo-a-L-ramnopiranozylo-p-hydroksydekanoilo-f-
hydroksydekanian. Byt to pierwszy glikolipidowy zwiazek, ktéry zawieral polaczenie miedzy
czasteczky cukru a hydroksylowang pozostato$ciag kwasu tluszczowego. Pomigdzy 1972 a 2000,
opisano wiele ré6znych rhamnolipidow, ktore otrzymano na réznych podtozach weglowych (m.in. na
n-parafinowym, glicerolowym, n-alkanowym, glukozowym), a ich ilos¢ zwickszyla si¢ razem
z ulepszaniem metod analitycznych (Rikalovi¢ i in. 2011).

W ciagu ostatnich lat rhamnolipidy staly si¢ istotng konkurencja dla syntetycznych
surfaktantow. Mozna wyrdznic¢ ich pig¢ glownych zastosowan w przemysle:

a) Bioremediacja i ulepszone odzyskiwanie oleju (Enhanced Oil Recovery, EOR);
rhamnolipidy wykazujg $wietne wlasciwoséci emulgujace i skutecznie usuwaja rope
naftowa z zanieczyszczonej gleby, i utatwiaja bioremediacj¢ ewentualnych wyciekow
(Rahman i in. 2003).

b) Farmaceutyki i $rodki terapeutyczne; rhamnolipidy wykazujg niska toksycznosc,
odpowiednie wlasciwosci powierzchniowe i antybakteryjnos¢ (np. przeciwko Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes), tym
samym wykazujagc obiecujgce zastosowanie jako sktadniki lekéw (Magalhaes
i Nitschke 2013).

¢) Kosmetyki; rhamnolipidy sa $rodkami efektywnie dzialajacymi w leczeniu chordob
skory, np. przy wparciu w gojeniu ran ze zmniejszonym zwtoknianiem, leczeniu szoku
pooparzeniowego, redukowaniu zmarszczek (Sekhon Randhawa i Rahman 2014).

d) Srodki czyszczace i detergenty; rhamnolipidy sa naturalnymi emulgatorami i $rodkami
aktywnymi powierzchniowo co pozwala na wykorzystanie ich w pastach czyszczacych,
srodkach pioracych, a nawet przy produkcji mydet czy szamponoéw (Sekhon Randhawa
i Rahman 2014).

e) Agrokultura; rhamnolipidy poprawiaja jako$¢ gruntow i bada si¢ je pod katem
eliminowania roslinnych patogendéw oraz jako biopestycydy polepszajace wchtanianie
nawozow i sktadnikow odzywczych przez korzenie (Sachdev i Cameotra 2013).

Chociaz rhamnolipidy maja wiele zalet jesli chodzi o ich aplikacjg, do 2016 roku masowa
produkcja nie istniata ze wzgledu na trudny proces pozyskiwania jak i jego niskg wydajnos¢. Pierwsza
firmg produkujaca rhamnolipid na szeroka skale byl Evonik Industries (Niemcy). Wykorzystali oni
rekombinowany Pseudomonas putida oraz butan. Oprocz tego, niemiecka firma biotechnologiczna
Biotensidon GmbH jest pierwsza firma, ktora rozwija ekonomiczny proces produkcji rhamnolipidu
na skale przemystowa (5000 ton/rok). Inne firmy, ktére produkuja rhamnolipidy w celach
komercyjnych to: TeeGene Biotech (Wielka Brytania), AGAE Technologies LLC (Stany
Zjednoczone), Janeil Biosurfactant (Stany Zjednoczone), Paradigm Biomedical Inc. (Stany
Zjednoczone) oraz wiele chinskich firm, m.in. Shaanxi Pioneer Biotech Company (Eslami i in. 2020)

Przyjmuje si¢, ze rhamnolipidy to zwigzki produkowane przez mikroorganizmy rozktadajace
weglowodory, jako ze amfipatyczne wiasciwosci rhamnolipidow sa dla bakterii niezbgdne
W mechanizmie pobierania i wykorzystywania hydrofobowych zwigzkow jako zrodlta wegla.
Niektore mikroorganizmy mogg réwniez powodowac szpitalne zakazenia, zwlaszcza u o0sob
z obnizong odpornoscig — rhamnolipidy moga mie¢ wptyw na patogennos¢ danego szczepu (Chong
i Li 2017). Oprocz oczywistych wlasciwos$ci obnizajgcych napiecie powierzchniowe, thamnolipidy
odgrywaja istotng role w regulacji zaleznej od gestosci populacji komoérek kontroli ekspresji gendw
zwanych ‘wykrywaniem kworum (ang. Quorum sensing, QS) lub ‘komunikacjg miedzykomorkowsa’.
Sg one roOwniez zaangazowane jako czynniki transkrypcyjne mogace sygnalizowaé czasteczki oraz
szereg innych metabolitow wtornych (w tym lipazy zewnatrzkomoérkowej), ktorych to ekspresja jest
regulowana wraz z samymi rthamnolipidami na poziomie genetycznym (Rikalovi¢ i in. 2011).

Glownym producentem rhamnolipidéw jest szczep Pseudomonas, gatunek Pseudomonas
aeruginosa. Aby zrozumie¢ geny potrzebne do biosyntezy rhamnolipidu wykorzystano wiasnie tg
bakteri¢. Sama produkcja obejmuje kilka etapow. Prekursorem syntezy rhamnolipidu jest ramnoza
oraz ugrupowanie hydrofobowe takie jak 3-(3-hydroksyalkanoiloksy) kwas karboksylowy.
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Ugrupowanie cukrowe mozna tatwo zsyntetyzowac z glukozy, kwas tluszczowy z kolei na drodze
syntezy jednostek dwuweglowych. Wickszo§¢ bakterii zawiera wymagane enzymy do syntezy
odpowiednich prekursorow rhamnolipidow, ale tylko szczep Pseudomonas oraz szczep Burkholderia
zawieraja odpowiednie enzymy do syntezy kwasow. Synteza rhamnolipidéw i ich prekursoréow
odbywa si¢ tylko poprzez indukowanie odpowiednich genow do sekrecji enzyméw (Chong i Li 2017).
Teoretycznie niepatogenne szczepy sa w stanie wytwarza¢ rhamnolipidy po wprowadzeniu
odpowiednich genéw. Podobnie ma si¢ sytuacja ze zmiang stosunku mono- i dirhamnolipidow, ktory
mozna kontrolowaé poprzez zmiang poziomoéw ekspresji odpowiednich enzymow. Przeprowadzono
réwniez wiele badan aby uzyska¢ produkujace rhamnolipid szczepy bakteryjne na drodze inzynierii
metabolicznej. Rekombinowane w ten sposob bakterie zawieraja geny, ktore pozwalaja na produkcje
rhamnolipidow. (Chong i Li 2017).

Pseudomonas aeruginosa jest oportunistycznym patogenem czlowieka, ktory jest
wszechobecny w otaczajacym nas srodowisku. Ma zdolno$¢ do wywolywania szerokiego wachlarza
infekcji, a jego zjadliwos¢ regulowana jest przez QS, ktory dotyczy trzech gtéwnych uktadéw: las,
rhl i chinolonu. Uktad las sktada si¢ z aktywatora transkrypcji, LasR i Lasl, ktory kieruje synteza
laktonu autoinduktora N-(3-oksododekanoilo) homoseryny (PAI-1). Indukcja lasB (kodujacego
elastaze) i innych gendow odpowiedzialnych za wirulencj¢ wymaga LasR i PAI-1. Uktad rhl sktada
si¢ z domniemanego aktywatora transkrypcji RhIR i Rhll, ktory kieruje synteza laktonu N-
butyrylohomoseryny (PAI-2). W przypadku rhamnolipidow, Pseudomonas wymaga zar6wno uktadu
rhl jak i uktadu rhlAB, ktory koduje ramnozylotransferaze (Pearsons i in. 1997). Dodatkowo istnieje
uktad chinolonu (2-heptylo-2-hydroksychinolonu), ktéry oddzialuje z aktywatorem PqsR.
W hierarchii systemu regulatorowego, uktad las reguluje zaréwno uktad rhl jak i chinolonu (Laabei i
in. 2014). Syntazy Lasl i Rhll wytwarzaja odpowiednie czasteczki sygnatowe, ktore wiazg i moduluja
odpowiednio LasR i Rhll. Rsal. moze wptywac na biosynteze rhamnolipidow przez hamowanie Lasl
jak 1 LasR. Uktad rhl réwniez bezposrednio reguluje biosynteze rhamnolipidéw poprzez czynnik
transkrypcyjny RhIR i jego autoinduktor C4-HSL. C4-HSL pozwala na stworzenie kompleksu RhIR,
ktory aktywuje transkrypcje genéw rhlAB, aby zainicjowaé biosynteze rhamnolipidu podczas fazy
réwnowagi (Chong i 1i 2017). Wykazano, ze 1 pM RhlIl lub 10% pozbawionego komorek
supernatantu wystarcza do peinej indukcji biosyntezy rhamnolipidow. Nastepuje to zwykle po 3
godzinach. Maksymalna produkcja rhamnolipidow przypada na 20-36 godzin po zainicjowanej
indukcji (Ochsner i Reisner 1995). Sam dodatek C4-HSL do pozywki nie pomaga w zainicjowaniu
ekspresji rhlAB, co §wiadczy o tym, Ze istniejg dodatkowe czynniki regulatorowe, ktore wstrzymuja
biosynteze rhamnolipidow przed poczatkiem fazy rownowagi. Jedng z funkcji rhamnolipidow jest
zwigkszanie biodostepnosci substratow weglowodorowych jako podtoza weglowego. Stad, synteza
rhamnolipidow moze by¢ indukowana przez obecno$¢ w pozywce fermentacyjnej
nierozpuszczalnych w wodzie substratow. Taka wlasciwo§¢ moze stac si¢ strategia do zwiekszonej
produkcji thamnolipidéw (Chong i Li, 2014).

W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan dotyczacych produkcji biosurfaktantow
(w tym rhamnolipidéw), aby je odpowiednio scharakteryzowac i oceni¢ ich wiasciwosci. Takie
badania przeprowadzano réwniez na réznych pozywkach i w réznych warunkach hodowli bakterii.
W produkeji rhamnolipidu optymalizacja tych dwoch czynnikoéw odgrywa istotng rolg.
Rozpuszczalno$¢ zréodlta  weglowego, pH, temperatura, szybko$¢ napowietrzania, ilo$¢
rozpuszczonego tlenu czy gesto$¢ komoérek i zdolnos¢ do usuwania produktu metoda in situ to
podstawowe czynniki umozliwiajace odpowiedniag wydajno$¢ fermentacji, ktéra znaczaco wptywa na
ilo§¢ wytwarzanego przez bakterie rhamnolipidu (Eslami i in. 2020).

Jednym z waznych czynnikow, ktore zwigkszaja wydajno$¢ rhamnolipidu jest
rozpuszczalno$¢ zrodta weglowego w pozywce hodowlanej. Przyktadowo, olej palmowy i napedowy,
ktore sa nierozpuszczalnymi zroédlami weglowymi generalnie pozwalaja na wytworzenie wigkszej
ilosci thamnolipidow w pordwnaniu z tymi rozpuszczalnymi w wodzie (np. glukoza). Innym waznym
parametrem jest zapewnienie bakteriom odpowiedniego profilu podtoza do optymalnego wzrostu az
do fazy spowolnienia, gdzie pH pozywki powinno by¢ ustalone na okoto 7-7,5. W fazie rownowagi
i w fazie wymierania powinna przewaza¢ lekka kwasowos¢ (pH 6-6,5). Oprocz tego, odpowiedni
poziom rozpuszczonego w pozywce tlenu prowadzi do wyzszej produkcji biosurfaktantow. Okazuje
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si¢, ze pozywka i warunki hodowli musza by¢ rézne dla kazdego ze szczepdéw bakteryjnych. Na ogot
37°C to temperatura optymalna dla wzrostu Pseudomonas aeruginosa, chociaz te drobnoustroje
potrafig przetrwa¢ w zakresie temperatur od 4°C do 42°C. Niektére zrodta wegla posiadajace azotan
moga by¢ wykorzystywane jako beztlenowe Srodowiska dla tej bakterii. Poniewaz wegiel jest
gléwnym skladnikiem dla produkcji rhamnolipidow, tanie odpady zawierajace cukier, pozostatosci
rolne, produkty poserwatkowe moga by¢ cickawa alternatywa i mozliwoscig obnizenia kosztow
produkcji. Przy okazji, proces oczyszczania jest tez tatwiejszy, gdyz w produkcji uzywa si¢ cukier
(zakupiony komercyjnie lub uzyskiwany z odpaddéw) jako zrodta wegla. Zawarto$¢ bialek,
aminokwasow i lipidow jest rowniez wazna przy produkcji thamnolipidoéw i ich odpowiedni poziom
nalezy wzig¢ pod uwage w czasie przysztego optymalizowania procesow przemystowych (Eslami
i in. 2020). Odpowiednia pozywka dla bakterii moze by¢ rowniez glicerol i oleje roslinne (Sekhon
Randhawa i Rahman 2014).

Detekcja oraz analiza thamnolipidow pozwala na lepsze zrozumienie ich réznych struktur
oraz funkcji. W literaturze istnieje kilka metod pozwalajacych na ich odpowiednie
scharakteryzowanie. Metody te mozna podzieli¢ na jakosciowe i ilosciowe. Do metod jakosciowych
zalicza si¢ miedzy innymi pomiary napigcia powierzchniowego. Rhamnolipidy maja zdolno$¢ do
obnizenia napigcia powierzchniowego wody z 72 do mniej niz 30 mN m™. Pomiary napiecia
powierzchniowego to jedna z doktadniejszych metod pozwalajaca na udowodnienie, ze badana
kultura bakteryjna produkuje rhamnolipid. Niestety, u czesci bakterii wolne kwasy ttluszczowe
réwniez moga powodowac obnizenie napigcia powierzchniowego wody, wiec aby potwierdzié
obecnos$¢ rthamnolipidéw, nalezy ten biosurfaktant wczesniej wyekstrahowaé (Eslami i in. 2020).
Druga metoda jest metoda zapadajacej si¢ kropli, ktéra pozwala na wykrycie obecnosci
biosurfaktantoéw w hodowli. Test jest przeprowadzany na ptytce z mikrostudzienkami. Zapadanie si¢
kropel hodowli w pokrytych olejem studzienkach moze wskazywac na obecnos¢ rhamnolipidu. Jest
to metoda szybka i tatwa do przeprowadzenia, nie wymaga wyspecjalizowanego sprzetu. Niestety,
ma ona niska czulo$¢ ze wzgledu na to, ze dos¢ wysokie stezenie biosurfaktantow musi by¢ obecne
by spowodowa¢ zapadnigcie si¢ wodnej kropli na powierzchni oleju badz szkla (George
i Jayachandran 2013). Trzecia metoda opisywana w literaturze jest Test Rozptywania Oleju (Oil
Spreading Test, OST). Test zostat opracowany przez Morikawe 1 wspolpracownikow. Wykorzystuje
si¢ 10 puL ropy naftowej podanej na powierzchni¢ 40 mL wody destylowanej na szalce Petriego tak
aby utworzy¢ cienkg warstwe oleju. Nastepnie 10 pL supernatantu hodowli bakteryjnej umieszcza sie
delikatnie na jego powierzchni. Obecno$¢ biosurfaktantow potwierdza formowanie si¢ strefy
,,0czyszczenia” a aktywno$¢ powierzchniowg okresla si¢ za pomocg jej $rednicy. Zazwyczaj istnieje
liniowa korelacja pomiedzy iloscia czystego biosurfaktantu i $rednicg strefy. OST jest bardzo
szybkim i prostym testem, aczkolwiek nie okresla on typu otrzymywanego rhamnolipidu (Morikawa
i in. 2000).

Do metod ilosciowych zalicza si¢ przede wszystkim metody spektrofotometryczne,
chromatograficzne oraz spektroskopowe. Metody spektroforometryczne wykorzystuja orcynol
(roztwor orcynolu w kwasie siarkowym), ktory jest przygotowany bezposrednio przed uzyciem.
Mieszaning probki i odczynnika podgrzewa si¢, a nastgpnie studzi do temperatury pokojowe;.
Nastgpnie mierzy si¢ absorbancje, a st¢zenie rhamnolipidu szacuje si¢ na podstawie uzyskanej
krzywej. Niestety, duzym problemem jest fakt, ze wyniki mogga si¢ r6zni¢ od siebie w zalezno$ci od
proporcji mono- i dirhamnolipidu w hodowli. Metody chromatograficzne wykorzystywane do
ilo$§ciowej oceny produkowanego przez bakterie rhamnolipidu to: chromatografia cienkowarstwowa
(TLC), wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) oraz chromatografia cieczowa potaczona
ze spektrometrem mas (LC-MS). Metody spektroskopowe to przede wszystkim spektroskopia
fourierowska w podczerwieni (FTIR) i spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR).
Aby uzyska¢ jak najlepsze wyniki zaleca si¢ taczenie réznych metod. (Eslami i in. 2020).

3. Podsumowanie

Wprowadzenie nowych zwigzkow na rynek jest zawsze wielkim wyzwaniem, szczegolnie
jesli sa to zwiazki takie jak rhamnolipid. Wiele bio-materiatéw i bio-produktéw posiada bardzo
znaczace udogodnienia i przewage nad syntetycznymi odpowiednikami, ale istnieje pewne ‘waskie
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gardlo’ dotyczace skali komercyjnej produkcji. Rhamnolipidy nie sg toksycznymi zwigzkami, nie
dzialaja draznigco na ludzka skore. Sg z kolei srodkiem do przeciwdzialania wzrostowi bakteryjnemu,
sa tez rozktadane przez bakterie w naturalnym $rodowisku. Do ich produkcji mozna wykorzysta¢
materiaty odpadowe, np. oleje czy pozostalo$ci ropy naftowej. Pomimo tak licznych zalet, gléwnym
problemem okazuja si¢ wysokie koszty produkcji — wiele badan zostato zaniechanych z powodu
probleméw z optymalizacja hodowli i utylizacja substratow odpadowych. Trudno réwniez uzyskac
catkowicie czyste substancje, a takie sa wymagane przy zastosowaniach w przemysle
farmaceutycznym czy kosmetycznym. Z drugiej strony sam mechanizm biosyntezy rhamnolipidu nie
jest jeszcze dobrze poznany. Potrzeba wigc wigcej badan aby pozna¢ go doktadniej i opracowaé
odpowiednie oraz ekonomiczne procesy produkcji rhamnolipidow na skalg przemystowa (Eslami i in.
2020).
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Streszczenie

Surfaktanty, czyli zwiazki aktywne powierzchniowo to klasa substancji o szerokim
zastosowaniu w naszym zyciu codziennym. Ich wykorzystanie w przemysle stale rosnie, znajdujac
nisze do zastosowan w produktach kosmetycznych, produkcji zywnosci, widkiennictwie, produkc;ji
papieru czy w gospodarstwach rolnych. Z powodéw ekologicznych, co raz wickszym
zainteresowaniem zaczynaja cieszy¢ si¢ substancje spelniajace zasady zielonej chemii. Zaczeto
poszukiwa¢ alternatywy dla syntetycznych surfaktantow — biodegradowalnej i bezpiecznej dla
srodowiska naturalnego. Biosurfaktanty posiadajace takg samg amfifilowa budowg, co syntetyczne
surfaktanty (polegajaca na obecnosci hydrofilowej ,,glowy” i ,,hydrofobowego ,,ogona”) okazaty si¢
zwigzkami, ktore posiadajg wtasciwosci podobne, a niekiedy lepsze niz klasyczne surfaktanty. Sa one
metabolitami wtornymi wytwarzanymi przez bakterie, grzyby oraz drozdze. Biosurfaktanty mozna
podzieli¢ na pie¢ gtéwnych grup: 1) glikolipidy, 2) fosfolipidy i kwasy ttuszczowe, 3) lipopeptydy
i lipoproteiny, 4) surfaktanty polimerowe oraz 5) surfaktanty czasteczkowe.

1. Wstep

Cykliczne lipopeptydy, takie jak fengicyna, ituryna i surfaktyna sg zwigzkami glownie
produkowanymi przez Bacillus subtilis. Wymienione lipopeptydy zbudowane sa z pierscienia
peptydowego sktadajacego si¢ od 7 do 10 aminokwaséow z przylagczonym dlugim tancuchem
hydrofobowego kwasu tluszczowego. Dlugos¢ tancucha tluszczowego rozni si¢ w zaleznosci od
zwigzku, dla surfaktyny jest to zazwyczaj miedzy 13 a 16 atomami wegla, dla ituryny migdzy 14 a 17
atomami, a dla fengicyny miedzy 14 a 18 (Hu i in. 2019). Surfaktyna odkryta i opisana przez Arime
i wspolpracownikow pochodzita z hodowli bulionowej Bacillus subtilis (Arima i in. 1968). Substancja
ta otrzymata swoja nazwe ze wzgledu na posiadane wlasciwosci powierzchniowo czynne. Naturalnie
wystepujaca surfaktyna to mieszanina izoform A, B, C oraz D. Zawieraja one przynajmniej osiem
réznych depsypeptydow z liczba atoméw wegla pomigdzy 13 a 16 jako czes$¢ uktadu pierscienia. Na
poczatku surfaktyne zidentyfikowano jako inhibitor skrzepu fibrynowego, a pdzniej jako substancje
zdolng do lizy erytrocytdw, protoplastow i sferoplastow (Shaligram i Singhal 2010). Niestety,
wysokie koszty produkcji surfaktyny jak i innych biosurfaktantow sg gldéwnym powodem ich niskiego
wykorzystania komercyjnego. Wielokrotnie probowano je zmniejszy¢, poszukujac coraz nowszych
rozwigzan technologicznych, jak rowniez wdrazano nowe strategie, inZynieri¢ genetyczna,
optymalizowano medium i pozywke, projektowano nowe bioreaktory lub korzystano z odpadow
rolno-przemystowych w celu zmienienia warunkéw fermentacji (Shaligram i Singhal 2010).

2. Opis zagadnienia

Poczatek biosyntezy surfaktyny pojawia si¢ w czasie fazy spoczynku, kiedy kultura
bakteryjna zaczyna odczuwaé braki sktadnikow odzywczych i tlenu. W tych warunkach, bakteria
aktywuje rozne strategie przetrwania, w tym synteze antybiotykdw, tworzenie endospor czy
produkcje zewnatrzkomoérkowych enzymoéw rozktadajacych (Santos i in. 2018). Ekspresja SrfA jest
indukowana w poznej fazie wzrostowej i jest kontrolowana przez mechanizmy regulacyjne ComP-
ComA i SpoOA-AbrB, ktore wyczuwaja stres zwigzany z niedoborem sktadnikow odzywczych

26|Strona


mailto:edyta.rekiel@poczta.umcs.lublin.pl

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

i reaguja na niego odpowiednia modulacja ekspresji r6znych genéw. Dodatkowo, bakterie maja
zdolno$¢ do zmiany swojej genetyki poprzez pobieranie pozakomoérkowego DNA ze srodowiska
(tzw. ,,natural competence”). Gen ComS zaangazowany w ten proces u Bacillus subtilis znajduje sie
w obrebie i w ramach genu SrfA (Seydlova i Svobodova 2008).

Badania nad biosynteza surfaktyny zaczely si¢ od pracy Kluge i wspotpracownikéw (Kluge
i in. 1988), ktérzy zaproponowali nierybosomalny mechanizm otrzymywania surfaktyny
katalizowany przez wieloenzymatyczne tiomatryce. Kompleks ten sktada si¢ z czterech
enzymatycznych podjednostek: SrfA (E1A, 402 kDa), SrfB (E1B, 401 kDa), SrfC (E2, 144 kDa) oraz
SrfD (E3, 40 kDa), ktore odgrywaja istotng role w reakcji inicjacji produkcji surfaktyny (Shaligram
i Singhal 2010).

Kazdy modut syntetazy peptydowej sktada si¢ z roznych domen i jest odpowiedzialny za
wilaczenie, i modyfikacj¢ jednego okreslonego aminokwasu do peptydu. Modut ma sekwencje
wspotliniowa z sekwencja syntetyzowanego peptydu. Kompleks syntetazy surfaktyny jest kodowany
przez indukowalny operon o nazwie SrfA (25 kb), ktory jest odpowiedzialny m.in. za tworzenie
endospor. Modut sklada si¢ z trzech domen: 1) z pokrewnego aminokwasu oraz trifosforanu
adenozyny (ATP), gdzie domena adenylacyjna katalizuje tworzenie aminoacyloadenozyny i uwalnia
pirofosforan, 2) domeny tworzenia wigzania kowalencyjnego aktywowanego aminokwasu z 4’-
fosfopantetheinylowa grupa prostetyczna obecna na peptydylowym biatku no$nikowym (PCP)
poprzez wigzanie tioestrowe, 3) domeny kondensacji katalizujacej bezposrednio tioestryfikowany
zwiazek posredni przy wydtuzajacym si¢ fancuchu (Shaligram i Singhal 2010). Chemia wydiluzania
fancucha jest inna dla kazdego modulu. W syntetazie peptydow nierybosomalnych (NRPS) linie
gromadzenia umieszczone sg zarowno w gore jak i w dot tworzenia wigzania amidowego C-N. Po
ukonczeniu syntezy catego tancucha acylowego, tancuch odtacza si¢ od tioeteru za pomoca C-
koncowej domeny tioesterazy (TE). Domeny TE konczace tancuchy sa ugrupowaniami biatkowymi
o wielkosci 25-30 kDA, ktére po raz pierwszy zaobserwowano przy biosyntezie kwasow
thuszczowych. Czgsé¢ domen TE jest hydrolazami, np. wankomycyna czy duanomycyna, a cze$¢ jest
odpowiedzialna za regio- i stereospecyficzne reakcje, np. erytromycyna. Co wiecej,
wewnatrzczasteczkowa cyklizacja jest najbardziej uderzajaca cechg domen TE dla SrfA-C. Posredni
produkt O-TE nie ulega hydrolizie, natomiast jest wewnatrzczasteczkowo wychwytywany przez
grupe nukleofilowag w tancuchu acylowym. Genetycznie wycigta domena TE z syntetazy surfaktyny
SrfA-C (SrfTE) Kkatalizuje stereo i regiospecyficzng makrolaktonizacje poprzez dodanie
hydroksylowanego tlenu 3-(R)-3-hydroksyacyloheptapeptydylo-tioestru do grupy karbonylowej
Leu7 w celu wytworzenia mikrolaktonu charakterystycznego dla surfaktantu (Bruner i in. 2002).
Okragta struktura heptapetydu obejmuje hydrofilowe reszty aminokwasowe takie jak kwas
asparginowy i glutaminowy oraz leucyng, ktore zawierajg typowa sekwencj¢ peptydowa Glu-Leu-
Leu-Val-Asp-Leu-Leu (ELLVDLL) z sekwencja chiralng LLDLLDL (Kakinuma i in. 1969).

Aby uzyskac¢ odpowiednig aktywnos$¢ katalityczng, domena PCP syntetaz peptydéw musi
zostaé przeksztatcona z apo- do holoformy poprzez specyficzne transferazy fosfopantetheinylowe.
Enzymy te przenosza 4’-fosfopantetheinylowa reszt¢ koenzymu A (CoA) na hydroksylowany tancuch
boczny reszty seryny we wszystkich domenach PCP. Produkcja surfaktyny z Bacillus subtilis zalezy
wiec od fosfopantetheinylotransferazy SfP, ktora przeksztatca nieaktywne formy domen PCP
w aktywne. Interakcja pomigdzy CoA a Sfp jest nieco specyficzna, poniewaz kilka reszt Sfp, ktore sa
zaangazowane w interakcje z CoA, nie jest przeksztalcana w inne typy transferaz fosfonateinylowych.
4’-fosfopantetyna (Ppant) jest niezbedng grupa prostetyczng kilku acylowych biatek no$nikowych
zaangazowanych we wtdrny metabolizm bakterii. Ppant przeprowadza dwie wazne reakcje: 1) wigze
zwigzki posrednie do wielofunkcyjnych matryc enzymatycznych poprzez wysokoenergetyczne
wigzania, 2) poprzez swoja elastycznos¢ i dhugosé (okoto 20 A) wspomaga transport zwigzkow
posrednich do réznych centréw reakcji. Ugrupowanie Ppant jest potranslacyjnie przenoszone na
boczny tancuch seryny, a reakcja ta jest zalezna od obecnosci Mg?* i katalizowana przez odpowiednie
transferazy (Shaligram i Singhal 2010).

W roztworze wodnym, surfaktyna wykazuje stabilne pofatdowanie, a ujemnie naladowane
aminokwasy Glu i Asp reprezentuja mniejsza domene polarng. Pierscien peptydowy przedstawia
topologie ,,siodetkows” znang réwniez jako struktura f-harmonijki, ktéra ma przyczynia¢ sie do
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szerokiego zakresu wtasciwosci biologicznych tej czasteczki. Rozne izoformy surfaktyny moga
wystgpowac naturalnie i r6zni¢ si¢ swoimi wlasciwosciami fizykochemicznymi takimi jak: a) dtugosé
fancucha 1 rozgalezienie hydroksykwasu tluszczowego, b) rodzaj aminokwasow pierscienia
peptydowego na drugiej, czwartej i siddmej pozycji. Izoformy zalezg nie tylko od samego szczepu
Bacillus, ale rowniez od warunkéw $rodowiskowych i uzytej pozywki (Santos i in. 2018).

Aby pokona¢ wyzwania dotyczace produkcji surfaktyny, zaczgto uzywaé genetycznie
modyfikowanych szczepow Bacillus, co mialo zwigkszy¢ biosynteze tego lipopeptydu
i w konsekwencji polepszy¢ wyniki produkeji na skale komercyjna. Przetestowano kilka strategii,
opierajac je na mechanizmach syntezy surfaktyny, w ktorych posrednicza peptydy nierybosomalne,
modyfikujace niektore elementy regulatorowe genow, aby te promowaty nadekspresj¢ specyficznych
biatek sygnalizacyjnych, biatek pomocnych i transporterow surfaktyny. Co wigcej peptydy te moga
zastgpowac natywng syntaze¢ surfaktyny srfA. Z drugiej strony do syntezy zaczg¢to wykorzystywaé
odpady przemystowe, poniewaz zawieraja one duza ilo§¢ weglowodandéw i lipidow, ktore sa
niezbedne w rozwoju mikroorganizméw. Opracowywanie tanszych procesOw i zastosowanie tanich
substratow zmniejsza koszty produkcji o niemal 30%. Wykorzystuje si¢ tutaj zarowno produkty
odpadowe z rolnictwa oraz surowce odnawialne w tym make maniokowa, otreby, kukurydze, melase
z trzciny cukrowej, ziemniaki, stome¢ pszenna i olej sojowy (Santos i in. 2018).

Produkcja surfaktyny wymaga okreslonego obszaru w chromosomie (locusu) zajmowanego
przez gen SrfAB. Takim miejscem jest operon (27 kb) czyli fragment nici DNA zawierajacy potozone
obok siebie, wspdlnie transkrybowane geny. Kontrolg sprawuje promotor (w przypadku surfaktyny:
promotor Psrf) czyli odcinek DNA, ktory utozony jest tuz przed poczatkiem genu, a do ktdrego
przylacza si¢ polimeraza RNA. Przylaczenie polimerazy do promotora rozpoczyna proces
transkrypcji czyli przepisania informacji genetycznej z DNA na RNA. Poniewaz obcopochodna
ekspresja SrfA jest trudna, zamiana promotora Psrf zostala uznana za preferowany sposob
polepszenia produkcji surfaktyny przez bakterie. Obecnie istniejg trzy typy promotoréw
wykorzystywanych przy Bacillus subtilis: promotory specyficzne dla induktorow, promotory
konstytutywne i promotory autoindukowalne. Psrf jest promorotem autoindukowalnym,
wyzwalanym przez czasteczki sygnalowe dziatajace na szlaku ,,wykrywania kworum” (quorum
sensing, QS). Za pomoca prowadzonych badan udato si¢ zwickszy¢ wydajnos¢ surfaktyny uzywajac
szczepOw wytwarzajacych ja naturalnie w duzej ilosci (Hu i in. 2019). W pracy Sun
i wspotpracownikow uzyto hybrydy indukowanego IPTG (izopropylo-B-d-1-tiogalaktopiranozyd)
promotora Pspac aby zamieni¢ promotor Psrf Bacillus subtilis fmbR, co spowodowato
dziesieciokrotne zwigkszenie wydajnosci ekspres;ji surfaktyny (do okoto 3,86 g/L). (Sun i in. 2010).
W badaniach wykorzystywano rowniez promotory syntetyczne. Aby ustali¢, ktore genetycznie
zmodyfikowane szczepy bakteryjne produkuja surfaktyng z odpowiednig wydajnoscia, ustalono za
pomocg inzynierii promotorowej ich transkryptom i zdolno$¢ produkecyjng. Tym samym mozliwe, ze
stworzenie ukierunkowanego, silnego promotora lub promotora hybrydowego, specyficznego dla
kazdego ze szczepow okaze si¢ najbardziej skutecznym srodkiem zwigkszenia produkeji surfaktyny.
Nalezy jednak wzia¢ pod uwagg, ze istnieje wiele niewiadomych w uktadzie genetycznym szczepow
‘dzikich’, co znacznie zwigksza trudno$¢ w jego modyfikacjach (Hu i in. 2019).

Powod wydzielania surfaktyny przez bakterie pozostaje niejasny. Poniewaz dotychczas nie
udato si¢ zidentyfikowa¢ zadnego aktywnego transportera tej substancji, powszechnie przyjmuje sie,
ze surfaktyna biernie dyfunduje przez blone cytoplazmatyczng (Seydlova i Svobodova 2008).

Surfaktyna obniza napiecie powierzchniowe wody z 72 mN m™ do 27 mN m. Jest odporna
na temperaturg i stabilna w obecnosci soli. Duza aktywno$¢ powierzchniowa surfaktyny odpowiada
za jej szerokie zastosowanie w ulepszonym odzyskiwaniu oleju (enhanced oil recovery, EOR) oraz
mikrobiologicznym ulepszonym odzyskiwaniu oleju (microbial enhacement of oil recovery, MEOR).
Co wigcej, surfaktyna jest dobrym kandydatem do stosowania w bioremediacji zanieczyszczonych
gleb i srodowisk podpowierzchniowych (Hu i in. 2019). Zdolno$¢ do znacznego obnizenia napi¢cia
powierzchniowego ma miejsce przy st¢zeniu nizszym niz 10 pumol/L, ktore jest znaczaco nizsze niz
krytyczne stezenie micelizacji surfaktyny w wodzie (23 mg L) i w przyblizeniu dwa rzedy wielkosci
mniejsze niz wigkszosci innych surfaktantow. Krytyczne st¢zenie micelizacji (critical micelle
concentration, CMC) okre$lane jest jako najmniejsze stezenie surfaktantdow w roztworze, powyzej
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ktérego samorzutnie zaczynaja tworzy¢ si¢ micele. Tworzenie micel jest bardzo wazne przy
wlasciwosciach czyszczacych oraz solubilizacyjnych surfaktantow. CMC definiuje skutecznosé
surfaktantu do obnizania napigcia powierzchniowego, jest rowniez krytycznym wskaznikiem
ekonomicznym i wskaznikiem dla proceséw przemystowych, poniewaz niskie CMC odpowiada za
stosunkowo niskie st¢zenie surfaktantu pozwalajace na otrzymanie roztwordow zawierajacych formy
zagregowane (Seydlova i Svobodova 2008). Surfaktyna posiada silng zdolno$¢ do samoorganizacji i
do formowania nichomogenicznych micel o réznych konfiguracjach, w zakresie od sferycznych do
elipsoidalnych 1/lub cylindrycznych struktur, ktérych srednica wynosi od 4 do 20 nm i o dtugosci do
160 nm. Lipopeptyd ten tworzy duze agregaty nawet przy stgzeniu szesciokrotnie nizszym niz CMC,
co wskazuje, ze silne wigzanie wodorowe migdzy petlami peptydow sprzyja agregacji miceli przy
niskich stezeniach (Zou i in. 2010). Wykazano, ze surfaktyna potrafi tworzy¢ micele o ksztalcie
przypominajacym prety (osiagajace wage micelarng rowna 179000 oraz liczbe agregacyjna 173) przy
CMC réwnym 9,4 * 10° M i napieciu powierzchniowym 30 mN m™* w 0,1 M roztworze NaHCOs
0 pH 8,7 (Ishigami i in. 1995).

Surfaktyna badana jest réwniez pod katem jej potencjalnego zastosowania w dziedzinie
medycyny. Przykladem moga by¢ badania nad wykorzystaniem jej w zwalczaniu mykoplazmy.
Mykoplazma powoduje stany zapalne drog oddechowych, choroby uktadu moczowo-ptciowego,
a takze bierze udziat w patogenezie AIDS (Vollenbroich i in. 1997). Uzycie antybiotykéw w walce
z mykoplazma nie przyniosto oczekiwanych rezultatow, szczegblnie, ze zaczgly pojawial sie¢
komorki na nie odporne. Wysokie stezenie surfaktyny powoduje wyciek w btonie komoérkowe;j
mikoplazmy i ostatecznie prowadzi do jej catkowitego rozpadu. Dziata na blon¢ bgdac w postaci
micelarnej, indukujgc osmotyczny naptyw medium, ktory powoduje zniszczenie btony, tym samym
otwierajac droge dla antybiotykow. Wada surfaktyny jest natomiast brak mozliwosci jej uzycia
w uktadach z duza ilo$cig biatek z powodu ich konkurencyjnego wigzania. Surfaktyna wykazuje
réwniez dziatanie na btony komdrkowe podobne do detergentu. Detergenty powoduja zaburzenie w
fancuchach acylowych btony, zmniejszajac jej grubosé i gestos¢ upakowania. Surfaktyna przechyla
fancuchy acylowe, tak, ze jej czg$¢ biatkowa umieszczona zostaje w hydrofobowej czesci btony. Efekt
ten zalezy od temperatury (Shaligram i Singhal 2010). Co wiecej, surfaktyna ma wlasciwosci
antyadhezyjne, ktére s3 niezmiernie wazne w przypadku tworzonego przez bakterie biofilmu.
Bakterie w biofilmie sg wysoce odporne na antybiotyki, obron¢ immunologiczng gospodarza
i przetrzymuja chemioterapi¢ przeciwko drobnoustrojom. Surfaktyna zmniejsza adhezje biofilmu,
a sugerowany mechanizm obejmuje adsorpcje czasteczki na stalej powierzchni, a nastgpnie
modyfikacje jej hydrofobowosci, tak by utrudni¢ proces adhezji i tworzenie biofilmu. Moze by¢ to
potencjalnym zastosowaniem medycznym, szczegdlnie przy usuwaniu niepozadanego biofilmu
bakteryjnego by chroni¢ materiaty takie jak implanty oraz narzgdzia chirurgiczne (Santos i in. 2018).
Co wiecej surfaktyna wykazuje wlasciwosci przeciwwirusowe, szczegdlnie przeciwko wirusom
otoczkowym m.in. retrowirusom i wirusowi opryszczki. Dziata ona bezpos$rednio na strukture otoczki
wirusa, tym samym mogac by¢ skutecznym narzedziem do ich inaktywacji i zapobieganiu
zakazeniom wirusowym (Vollenbroich i in. 1997, Santos i in. 2018). Potwierdzono rowniez, ze ten
biosurfaktant jest waznym doustnym immunoadiuwantem, ktory jest w stanie chroni¢ antygeny przed
degradacja enzymatyczna spowodowana przez trypsyn¢ i pepsyn¢ w ukltadzie pokarmowym, tym
samym poprawiajagc wchlanianie antygenéw przez komorki nabtonka jelit. Warto podkreslic, ze
surfaktyna ma potencjal w chronieniu podawanej doustnie insuliny i polepszeniu jej wchtaniania
przez blony komérkowe (Santos i in. 2018). Surfaktyna przycigga réwniez uwage ze wzgledu na
swoje wiasciwosci emulgujace, szczegdlnie wobec substancji ropopochodnych (np. olej napedowy,
heksadekan, nafta), co moze by¢ bardzo przydatne w bioremediacji i usuwaniu zanieczyszczen
srodowiskowych (Abdel-Mawgoud i in. 2008). Surfaktyn¢ bada si¢ rowniez pod katem kontroli
populacji komarowatych poniewaz ma ona dziatanie larwobojcze, wykazujac skutecznos¢ w réznych
warunkach oraz dziata przeciwko gatunkom takim jak Aedes aegypti (komar egipski), Anopheles
stephensi czy Culex quinquefasciatus.
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3. Podsumowanie

Surfaktyna jest interesujacym biosurfaktantem 1 charakteryzuje si¢ ciekawymi
wiasciwosciami fizykochemicznymi. Dzigki temu, Ze jest substancja biodegradowalng oraz
nietoksyczna, staje si¢ potencjalnym S$rodkiem do zastosowan w réznego rodzaju galeziach
przemyshu. Niestety, produkcja surfaktantow syntetycznych na skale przemystowa jest wciaz bardziej
optacalna niz produkcja biosurfaktantow, gtownie ze wzgledu na nizsze koszty ich syntezy. Tym
samym, dalsze badania nad surfaktyng (a takze innymi biosurfaktantami) powinny skupi¢ si¢ nie
tylko na lepszym poznaniu mechanizmdw jej wytwarzania przez bakterie, ale rowniez na znalezieniu
bioproceséw i warunkow produkeji, ktére pozwola na zoptymalizowanie hodowli bakteryjnych
i lepszy odzysk wytwarzanego biosurfaktantu.. Najwazniejszg przewaga nad surfaktantami
syntetycznymi jaka posiada surfaktyna jest mozliwo$¢ jej strukturalnego modyfikowania.
Wykorzystujac fragmenty czasteczek surfaktyny, ktore sg dostepne w duzych ilo$ciach, mozna
budowac zestawy catkiem nowych substancji, uzupelniajac w ten sposob obecne mozliwosci genetyki
molekularnej i zapewniajac wigksza swobode w badaniach aktywnosci biologicznej oraz konformacji
tych biosurfaktantéw (Peypoux i in. 1999).
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Abstract

Hydrogen sulfide (H2S), as one of the important gasotransmitters, plays an essential role in
a many physiological and pathological processes. Commonly used methods for H»S detection and
quantification are too complicated to real-time measure of release of H,S in the in vitro and in vivo
settings. In this report we present a simple fluorescence assay based on H,S-sensitive fluorogenic
probe. Electron-deficient naphthoquinone unit was used as a suitable reagent for nucleophilic
aromatic substitution (SnAr) reactions and 4-methyl-7-hydroxycoumarin as a strong fluorescent dye
which serve as leaving fluorophore. Thiolysis of coumarin naphthoquinone ether (Ng-Cm) at
physiological pH releases 4-methyl-7-hydroxycoumarin and causes an 7-fold fluorescence
enhancement at 448 nm (with excitation at 320 nm). At the same time, the resulting
thionaphthoquinone derivatives give the solution a purple color, which allow its naked-eye detection.
The efficacy of the Ng-Cm was demonstrated in buffer with associated submicromolar detection limit
as low as 130 nM. These results suggest that probe is a good quantitative detection tool for H5S.

1. Introduction

Hydrogen sulfide (H2S), as one of the important gasotransmitters, plays an essential role in
a many physiological and pathological processes (Wang 2012). Endogenous hydrogen sulfide (H2S)
is mainly produced by four enzymes: cystathionine beta-synthase (CBS), cystathionine gamma-lyase
(CSE), 3-mercaptopyruvate sulfotransferase (MST) and cysteine aminotransferase (CAT). Recently,
it has shown that thiosulfate sulfur transferase (TST) and selenium-binding protein 1 (SELENBP1)
are H,S producing enzyme (Sunzini et al. 2020; Nagahara et al. 2018; Pol et al. 2018 ) It has been
shown that flaws in the H,S synthesizing enzyme system are involved in a variety of humans' diseases
including cancer and a series of neurodegenerative diseases. Antiviral activity of H.S have been also
demonstrated. Recently, sodium thiosulfate, H.S-producing compounds, has been propose to treat
patients at any stage of the COVID-19 virus infection. Thus, the last decade has brought enormous
interest in H.S releasing agents and its efficient scavengers (Bhattacharyya et al. 2016; Bazhanov et
al. 2017; Evgen’ev and Frenkel 2020; Yu et al. 2014).

It has been postulated that action of hydrogen sulfide is concentration-dependent. At low
levels H2S was recognized as tumor growth factor whereas the high concentrations of exogenous H2S
could suppress the growth of cancer cells. Thus H,S and its donors have been used in antitumor and
antimetastatic therapies (Szabo et al. 2013; Giuffré et al. 2020; Wu et al. 2015; Haonan et al. 2020).

Likewise, the ability of H2S to scavenge reactive oxygen and nitrogen species depends on
kinetic factors, i.e., products of the rate constant and the concentration of hydrogen sulfide (Carballal
et al. 2011).

The most common way to produce H,S for biologic experiments is to use easily accessible
salts such: sodium sulfide (Na,S) or sodium hydrosulfide (NaHS). Currently, aqueous solutions of
these salts are still the most often used H.S sources in this field. These donors rapidly generate H,S
in an instantaneous and pH-dependent manner. Although these releasing agents have the advantage
of boosting H,S concentration fast, the uncontrollable H.S release makes then not ideal. In addition,
hydrogen sulfide can quickly escape from solution due to volatilization under laboratory conditions.
For these reasons, every effort should be made when preparing the samples (Hughes et al. 2009; Yu
et al. 2014).

In this context, not only the detection but, above all, the quantitative determination of H,S in
the in vitro and in vivo settings is of great importance. Methylene blue (MB) assay, ion selective
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electrodes (ISE), and gas chromatography are too complicated to real-time measure of release of H.S.
The best method to quantify of high reactive species including H-S, is fluorescence based assays. So
far, H2S fluorogenic probes which work according to (i) reduction, (ii) nucleophilic attack, and (iii)
metal precipitation have been design. However, only few of them can be applied in real biological
sample due to slow reaction rate and/or low sensitivity (Ubuka 2002; Yu et al. 2014).

In the present work, we used electron-deficient naphthoquinone unit as suitable reagent for
nucleophilic aromatic substitution (SnAr) reactions, and 4-methyl-7-hydroxycoumarin as a strong
fluorescent dye which serve as leaving fluorophore. This strategy gave us coumarin naphthoquinone
ether Ng-Cm (Fig.1), a novel probe and scavenger of H,S. Notably, the thiolysis of naphthoquinone
ethers has not previously been exploited in the design of fluorogenic probes for H,S.

2. Materials and methods

All reagents and solvents were purchased from commercial suppliers and used as received.
Thin layer chromatography (TLC) was performed in silica plate (with fluorescent indicator Fzss) and
column chromatography was carried out on silica gel (70-230 mesh). NMR spectra were collected on
a Brucker Avance spectrometer. UV-Vis absorption spectra were recorded by spectrometer JASCO
V670. Fluorescence spectra were measured on spectrofluorometer FLS-920 Edinburgh Instruments
with both excitation (Aex 320 nm) and emission slit widths set at 1.0 nm. Purity of probe and analysis
of product formed during reaction of probe with H,S were done using Shimadzu high pressure liquid
chromatograph. Quantum vyield of fluorescence of Ng-Cm was determined using 4-
methylumbelliferone (® = 0.87) as reference in PB buffer (0.1M, pH 7.4, with 30% ACN, v/v).

All spectroscopic measurements were performed in phosphate buffer (PB), (0.1 M, pH 7.4),
containing 30% acetonitrile (ACN) at room temperature. Distilled water was used throughout all
experiments. Compounds were dissolved into ACN to prepare the stock solutions with a concentration
of 10 mM. Stock solution of Na,S (10 mM) in PB was used as H,S source. Probe was diluted in PB
(0.1 M, pH 7.4, containing 30% ACN) to afford the final concentration of 1-20 uM. All measurements
were performed in a 3.5 mL cuvette with 3 mL solution. The reaction mixture was shaken uniformly
at room temperature before measurements. The limit of the detection was calculated from equation 1

LOD =3.30/S 1)

where, o is the standard deviation of probe solution (blank), S is the slope of the linear

calibration plot between the fluorescence emission intensity and the concentration of NaaS.

2.1 Synthesis of Ng-Cm

To a solution of 7-hydroxy-4-methylcoumarin (0.5 g, 2.9 mmol) in DMSO (20 mL), K,COs
(0.4 g, 2.9 mmol) was added. 2,3-Dichloro-1,4-naphthoquinone (0.59 g, 2.6 mmol) was added to the
mixture after several minutes of stirring. The reaction mixture was stirred at room temperature for 12
hours. After confirmation by TLC (eluent DCM:EtOAc 10:1 (v/v)), the mixture was poured into ice
water and extracted with EtOAc (2 x 30 mL). Organic layer was washed with brine, dried over Na;SO4
and concentrated. The crude Ng-Cm was purified by column chromatography (SiO,) using
DCM:EtOACc (10:1) to obtain pure compound as yellow solid (0.33g, 35%).

3. Results and discussion

3.1 Preparation of Ng-Cm

Since coumarins have good stability and desired spectroscopic properties (i.e. excitation and
emission in visible region, large absorption extinction coefficient and good quantum yield) we
designed our fluorogenic probe Ng-Cm based on 4-methylumbelliferone scaffold. The presence of a
hydroxyl group in the coumarin skeleton allows for relatively easy attachment of fluorescence
quenching groups. The title compound was synthesized according to literature procedure (Tandon and
Maurya 2009). The synthetic route is illustrated in Figure 1. The purity of the final probe was checked
by HPLC and its structure was confirmed by *H NMR.
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Fig. 1. Synthesis of probe Ng-Cm.

3.2 UV-vis and fluorescence response of Ng-Cm towards H,S

To determine the suitability of Ng-Cm probe, firstly we tested the solubility of Ng-Cm in
aqueous solution containing phosphate buffer (100 mM, pH 7.4). The linear dependence of the
absorbance on the concentration of the probe in the range at 2-20uM (Fig.2) confirms the possibility
of using the Ng-Cm probe for tests in aqueous solutions.
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Fig. 2. Solubility test of probe Ng-Cm in concentration range of 2-20 uM.

Further, we compared the optical properties of Ng-Cm with the properties of 7-hydroxy-4-
methylcoumarin (Cm) and 2,3-dichloro-1,4-naphthoquinone (Nq), and the absorbance and emission
profiles are illustrated in Figure 3.
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Fig. 3. (A) UV-Vis absorption and (B) emission spectra of Ng, Cm, Ng-Cm.

As shown in Figure 4A, Ng-Cm has absorption bands located at approximately 279 nm and
312 nm, which can be assigned to the naphthoquinone and coumarin core, respectively. When Ng-
Cm was mixed with Na,S as a standard source of hydrogen sulfide, the increase in intensity of
absorbance peaks appeared between 319 nm and 530 nm, which could be assigned to the yielding of
Ng-SH products (Fig.5). Probe exhibit a weak fluorescence (® < 0.08). However, upon addition of
Na,S to this solution maximum emission peak gradually increase reaches the emission peak at 448
nm after about 15 minutes (Fig.4B). Probe reacting with the hydrogen sulfide source give a very fast
fluorescent response. After the first minutes of reaction, the fluorescence increases several times and
may be sufficient to confirm the presence of hydrogen sulfide or its donors in various biosystems.
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The resulting fluorescent spectra of Ng-Cm after addition of Na,S was found almost the same to that
of 4-methylumbelliferone. This result suggests that H,S had cleaved the ether bond in Ng-Cm,
releasing the fluorescent coumarin.
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Fig. 4. (A) Electronic absorption spectra of Ng-Cm (20 uM) obtained upon addition NazS (80 pM)
(time interval, 60 s). (B) Fluorescence spectra of Ng-Cm (5 uM) recorded after addition of Na,S (20
uM); (Aex=320 nm, time interval, 60 s). Spectra were collected from sample dissolved in PB buffer.

Spectral investigations showed that our probe operated by breaking the ether bond, which
generated a Ng-SH products and highly fluorescent 7-hydroxy-4-methylcoumarin (Fig.5).
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Fig. 5. Probe Ng-Cm and proposed reaction with H,S.

3.3 Absorption and fluorescence titration

A solution of probe in acetonitrile was added to the phosphate buffer containing different
concentrations of Na,S (0—60 pM) and the absorption spectra were recorded after 5 min of incubation.
As shown in Fig.6A, with increasing Na,S concentration, the absorption band at 279 nm slowly
decreases and simultaneously the absorption band at 319 nm increases. Moreover, a new absorption
band at 530 nm is formed. The three-fold and greater excess of hydrogen sulfide used during titration
do not change the absorption spectrum of the Ng-Cm. Figure 6B shows that intensity of fluorescence
emission of probe at 448 nm also increases when Na,S was added gradually into the solution.
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Fig. 6. (A) Absorptive and (B) fluorescent responses during the reaction between Ng-Cm probe and
Na.S in PB buffer. Absorption spectra of Ng-Cm (20 uM) were obtained after the addition of various
amounts of NazS (0-60 uM). Fluorescence spectra of Nq-Cm (5 uM) were obtained after the addition
of various amounts of NaS (0-25 uM).
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In addition, there was a linear correlation between the fluorescence intensity and the
concentrations of Na,S from 0 to 5 uM (Fig.7), and the limit of detection (LOD) was calculated to be
130 nM. These results suggest that probe is a good quantitative detection tool for H.S.
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Fig. 7. Fluorescence intensity at 448 nm during the course of the titration.

In next step, the reaction of Ng-Cm with excess of H,S (30 equiv.) was studied. The recorded
time-dependent fluorescence at 448 nm (Fig.8) shows that the maximal fluorescence signal was
reached within 15 min with a 7-fold enhancement, indicating the sensor can achieve real-time
detection of HS. Therefore, 15 min reaction time was chosen for the following experiments. In the
absence of any analyte, the fluorescence intensity of Ng-Cm had no significant change, indicating
that Ng-Cm had a good stability in the system.
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Fig. 8. Reaction time profiles of Ng-Cm (5 uM) alone or in the presence of Na,S (150 pM) in PB
buffer (0.1 M, pH 7.4) containing ACN (30%), Aex=320 nm, slites 1,0/1,0 nm.

3.4 pH effect on the fluorescence intensity of Ng-Cm

The pH of the environment often affect the colorimetric and fluorescent response of the
probes. To determine whether Ng-Cm operate correctly under physiological conditions, we studied
its response toward H,S at various pHs. The fluorescence intensity changes of probe induced by H»S
were investigated at pH 4-11. As is evident of the data presented in Figure 9 in the absence of H>S,
probe is very stable over the relevant pH range of >5-10. Importantly, Ng-Cm displays a strong
fluorescent enhancement in the presence of H.S in the pH range 7-8 which suggest that it can work
under physiological conditions.
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Fig. 9. The fluorescence intensity at 448 nm of Ng-Cm (5 uM) in the absence and presence of Na,S
(20 uM) at different pH values, Aex=320 nm, slites 1,0/1,0 nm. Test was repeated three times.

Fluorescence intensity

4. Conclusions

In summary, we have synthesized a fluorogenic probe Ng-Cm based on coumarin scaffold.
This probe shows rapid and significant fluorescence response in the blue emission region when a
hydrogen sulfide donor NazS is added to the phosphate buffer. In addition, Ng-Cm can be used as a
selective ,,naked eye’’ indicator for HoS. The probe exhibits a high selectivity toward H,S and can
respond to a low concentration of H,S in the real time. The convenient detection process (within 15
min), a good linearity range, and a low detection limit of H,S (130 nM) are huge advantages of Ng-
Cm. With all of these positive results, we believe that this probe can be used as a valuable tool for
fluorescent detection of H,S in living systems.
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Abstract

Hydrogen sulfide (H2S), a gaseous species produced by eukaryotic organisms or several
bacteria, has attracted attention in recent years for its contribution to human health and disease. Since
attributed to the involvement in important physiological and pathological processes, hydrogen sulfide
is regarded as another gasotransmitter like nitric oxide (NO) and carbon monoxide (CO). It is very
indispensable to trace and measure this small molecule for the studies with biological specimens.
However, current major methods for H,S detection, such as colorimetric reactions, gas
chromatography, electrochemical assays, often require complicated sample processing and
destruction of cells or tissues. A fluorescence based method has recently emerged as an efficient
approach for real time detection on H;S. The reaction-based fluorgenic probes offer a versatile set of
screening tools to visualize H,S in various living systems. Three main strategies have used in probe
development for H,S detection include: H,S-triggered reduction, nucleophilic attack, and
precipitation of copper sulfide (CuS). The present review highlights the basic characteristics of probes
for H,S. This review aims to offer a comprehensive summary for researchers to inspire new probe
design, and also push forward the advancement of simultaneous detection of H,S based on
fluorescence assays.

1. Introduction

Hydrogen sulfide, the simplest biothiol was considered as a toxic gas with unpleasant rotten
egg smell. In the central nervous system, the biological concentration of that biothiol is in the range
of 50-160 uM. The sulfide level in plasma blood is in the range 10-100 pM. Abnormal levels of H»S
in human bodies have been associated with various diseases, such as Down’s syndrome, liver
cirrhosis, chronic kidney disease or diabetes. It was reported that H,S can act as antioxidant.
Therefore, it presents a significant research value to develop efficient chemical or advanced methods
for selective and sensitive detection of H,S (Zhang et al. 2016; Xuan et al. 2012).

Hydrogen sulfide is produced endogenously in humans tissues through enzymatic and non-
enzymatic processes. Using L-cysteine as the substrate, endogenous H,S production is related to the
participation of cystathionine-f-synthase (CBS), cystathionine-y-lyase (CSE), 3-mercaptopyruvate
sulfurtransferase (3-MST) and cysteine aminotransferase (CAT) (Fig.1). CBS and CSE are enzymes
dependent on pyridoxal phosphate, referred to as vitamin Bs. CBS and CSE are produced in many
organs and systems in the body. In the central nervous system, CBS plays a dominant role, CSE it is
mainly used in the circulatory system. Expression of 3-MST is observed in the brain.

The first way to obtain hydrogen sulfide by an enzymatic reaction is to convert cysteine into
cystine. In the presence of CSE cystine breaks down to give thiocysteine and pyruvate. Thiocysteine
is converted to cysteine, which releases hydrogen sulfide in the process. In the second method,
cysteine reacts with homocysteine in the presence of CBS to form cystathionine and H5S. In third
method 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase in combination with cysteine aminotransferase (CAT)
is responsible for the production of H,S from L-cysteine in the presence of a-ketoglutarate.
Expression of 3-MST is observed in the brain (Brodek and Olas 2016).

38|Strona


mailto:daniel.slowinski@dokt.p.lodz.pl

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Endogenous H2S biosynthesis

+Homocysteine +Homocysteine
EEEy) —(cos)— ) (83 g’
-(-Km‘;lmﬂ cnlas Homolanthionine )
Ho l
L-Serine '
i)

Fig. 1. Endogenous enzymatic synthesis of hydrogen sulfide H,S (Donnarumma et al. 2017).

2. Fluorophore for H2S detection

Fluorescence imaging are powerful tools for visualizing and analyzing the localization of
biomolecules, such as HS because of their high spatiotemporal resolution. While several commercial
and easy-to-prepare fluorescent dyes are available as a fluorophore, only a few compounds are used
for H,S probes. Certain limitations such as low quantum yield, poor hydrophilicity, photostability,
poor water solubility, and low detection sensitivity under biological conditions make most dyes
unsuitable for designing probes sensitive for H,S. For the design of probes used to detect H.S most
commonly used fluorescent dyes are cyanine dyes, dicyanoisophorone (DCO), dicyanomethylene-
4H-pyran (DCM) dyes, BODIPY, xanthene and coumarin-based analogs (Jose et al. 2020). The
structural features, photophysical features, and uses of these bioimaging dyes are briefly summarized
in this section.

2.1 Cyanine (Cy) dyes

Cyanine dyes (Fig.2) are often used as fluorophores due to their high quantum efficiency,
high molar extinction coefficients, relatively long absorption and emission wavelengths. Cyanine
dyes consist of two nitrogen-containing heterocycles, one of which is positively charged and attached
to other N-center through a conjugated chain of an odd number of carbon atoms. Most cyanine dyes
have two mesomeric structures that are responsible for the color intensity of these dyes. Depending
upon the number of methine (-CH=) groups, these are divided as monomethine cyanine dye (Cya),
trimethine cyanine dye (Cys), pentamethine cyanine dye (Cys) or heptamethine cyanine dye (Cy7).
The absorption and emission maxima of the Cys and Cy- fit well in the near infrared (NIR) region
and are used in the development of various analytes responsive NIR chemosensors. Cyanine dyes are
relatively low molecular weight dyes that do not cause much interference in a way that reduces the
efficiency of a labeled biomolecule to reach its targeted site. The absorption spectra of cyanine dyes
in aqueous buffers of various pH give bathochromic shifts in alkaline media. Cyanine dyes are suitable
for H,S sensing due to excellent biocompatibility and emission at the NIR region but these
fluorophores are sensitive to sulfur species (Wang et al. 2017).
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I, L2
R
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Fig. 2. General structures of cyanine dyes.

2.2 Coumarin based dyes

Coumarins (Fig.3) have good stability and desired spectroscopic properties (i.e. excitation
and emission in visible region, large absorption extinction coefficient and good quantum yield). Three
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critical approaches, (i) the introduction of electron withdrawing or donating groups (such as 4-CFs,
3-CN, 7-methoxy, or 7-dimethylamino groups), (ii) the synthesis of benzo coumarin dyes, and (iii)
extending the m-conjugation, are mainly used to prepare coumarin-based probes with large Stokes
shifts, photostability, and emission wavelengths longer than 800 nm (Niu et al. 2016).
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Fig. 3. Coumarin-based dye structure.

2.3 Xantene based dyes

Xanthene dyes containing the xanthene core as the chromophore (Fig.4) with amine or
hydroxyl group located at meta position to the oxygen. Xanthene dyes possess outstanding
spectroscopic and photophysical properties. They have high quantum yield, narrow emission bands
of yellow to pink to bluish red, high molar absorption coefficients, and high solubility, but they also
have low lightfastness and poor water-fastness. Fluorone, fluorescein, rhodamine and rhodamine B
are some well-known dyes derived from the xanthene. The substitution of a hydroxyl or amine group
at the 3 and 6 positions intensifies its chromogenic and fluorogenic behavior. Substitution of a halogen
at the 2, 4, 5, and 7 positions enhances the dye’s quantum yield (Wright 2014).
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Fig. 4. Xantene based-dye structure.

2.4 BODIPY based dyes

BODIPY dyes (Fig.5) have been considered a potential scaffold for functional fluorescent
probe development because of relatively high photostability, neutral total charge, high fluorescence
quantum vyield, and sharp absorption and emission spectra. The fluorescence properties of BODIPY
can be controlled by Forster resonance energy transfer (FRET) or photo-induced electron transfer
(PET). Therefore, various BODIPY-based fluorogenic probes have been developed. Usually, the
introduction of substituents in the meso position or fourth position does not substantially modify the
molecule’s absorption and emission properties. Those substituents are not involved in the m-System
of BODIPY. However, conjugation at the 2/6 position or 3/5 position through substituents makes the
dyes emit at the NIR region. A hydrophilic group such as a sulfonate or a carboxylate is often
substituted at the 2 or 6 position to increase water solubility (Ni and Wu 2014).
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Fig. 5. General structure of BODIPY dye.
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3. Strategies used in probe development for H2S detection

3.1 Azide reduction

Organic azides have been used in chemical biology as a biofuncional group. Their
compatibility with living cellular systems combined with the relative ease attachment of azide to the
fluorophores has led to the rapid preparation of a wide variety of fluorescent azide-based probes.
Reduction of N3 group using H-S source (e.g. NazS or NaHS) generates amine (Fig.6), which display
significantly different electronic properties (Lin et al. 2015).

Azide reduction

H,S
2
Fluorophore—N; —=—= Fluorophore —NH,
weak fluorescence strong fluorescence

Fig. 6. Strategy based on azide reduction.

Zhang Y and Zhang L designed fluorescent probe 1 based on naphthalimide (Fig.7). Probe
can detect the H,S without assistance of organic solvent or surfactant. When HS is present, the azide
group in 1 was reduced to amine group, resulting in a turn-on fluorescence signal. The probe displays
highly selective and sensitive recognition to H,S, with a low detection limit of 50.8 nM. The
free 1 solution exhibited a weak fluorescence, which was ascribed to the electron-withdrawing azide
group. However, after being reacted with H,S, the corresponding emission peak at 552 nm was
observed. The fluorescence intensity of the 1 grew fast and gradually reached fluorescence
equilibrium within 15 min. The fluorescence intensity changes of 1 toward glutathione and cysteine
were negligible.

OH OH

H,S
—_—
e
1 N3

Non-fluorescence

Yellow
fluorescence

Fig. 7. Chemical structure of probe 1 and proposed reaction with H.S.

Ma et al. reported a novel water-soluble fluorescence probe 2 based on ICT lighten for
detecting hydrogen sulfide (Fig.8). They designed probe based on quinoline. The aldehyde group as
the electron absorbing group was connected to quinoline group. This compound have good properties
including faster response speed, lower detection limits, and lower toxicity. Reacting with H,S, the
azido group was reduced to amino group, leading to fluorescence “turn on” response. Quinoline-based
probe 2 showed excellent properties of higher selectivity and lower detection limit (80 nM). Probe 2
(10 uM) initially had weakly fluorescence intensity at 476 nm (Aex = 335 nm) but upon addition with
NazS (15 uM) showed dramatic red shifts (>50 nm) and 11-fold fluorescence enhancement at 533 nm.

Thirumalaivasan et al. reported a novel pyrene-based fluorescent probe 3 (Fig.8), as a H.S
turn-on sensor via reduction of azide to amine, which subsequently undergoes self-immolation
through intramolecular 1,6-elimination of the p-aminobenzyl moiety, releasing 1-aminopyrene and
leading to the recovery of fluorescence intensity. The fluorescence emission gradually increased and
reached a plateau within 2 h after the addition of 15 equivalents of H,S. During H,S titration with 3,
a new fluorescence emission band at 453 nm appeared. A noticeable blue fluorescence was observed
only upon addition of HS to the 3 solution. Cysteine and glutathione did not cause significant changes
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in fluorescence. Probe 3 showed ability to detect H,S at a low detection limit (158 nM), which make
it an attractive tool for H,S study in cell imaging and live zebra fish imaging.

HNJ\O/\@\
N X N

2 3

Fig. 8. Structures of fluorescent H,S probe 2 and 3 based on the chemoselective reduction of aryl
azides to amines.

3.2 Fluorescecne probes based on nucleophilic reactions of H,S

HS™ as a strong nucleophile can undergo addition to electrophilic centers in fluorescent
molecules with the p-conjugation system. This strategy has been applied to the development of H,S
probes, and relies on disruption of conjugated systems to shift fluorescence emission. The major issue
in H2S detection is to distinguish H.S from other biological nucleophiles, such as cysteine and
glutathione, which are present within cells. The pKa of H,S is ~7.0 in aqueous solution and its lower
than pKa values of Cys (~8.3) or GSH (~9.2). Therefore, H,S is considered to be a stronger
nucleophile than other biothiols. H,S can undergo dual nucleophilic reaction as a non-substituted
biothiol, however mono-substituted thiols can only undergo one nucleophilic reaction (Yu et al.
2014).

H.S can react with the more electrophilic moiety of the fluorescent probe to form an
intermediate containing free mercapto (—SH) group. If another electrophilic site is present at a suitable
position, such as an ortho-ester group or an o,f-unsaturated acrylate group, the —SH group can
undergo Michael addition (Fig.9A) or a spontaneous cyclization to enhancement intensity of
fluorescence. As a strong nucleophile, H,S can also interrupt the n-conjugation of the probe, leading
to a change in the emission wavelength of the probe. The removal of the strong electron-withdrawing
group by H.S can release the fluorophore (Fig.9B) (Yu et al. 2014). In the H;S-induced thiolysis
reaction, the design strategy of the H,S fluorescent probes is based on HS™ selectively attacking a
single electrophilic position on the probe scaffold, which is followed by removal of electrophilic
functionalities to generate fluorescent signals. The fluorescence of these probes is typically protected
with an incorporated strong electron withdrawing group such as: 2,4-dinitrophenyl (DNP),
nitrobenzofuran (NBD), 2,4-dinitrobenzenesulfonyl (DNPS) and other electron withdrawing ester
moieties that can be cleaved in the presence of H,S. At present, many fluorescent probes based on
thiolysis reaction have been reported (Wang et al. 2020).

Zhong et al. designed simple H,S selective fluorescent probe 4 through two-step facile
synthesis. The probe contains a 4-N,N-diethylamino group which can act as an electron-donor group
and the 1,4-dimethylpyridinium iodide group which was introduced as an electron-withdrawing group
(Fig.10). The dangled 2,4-dinitrophenyl segment was used as fluorescence quencher through donor-
excited photoinduced electron transfer (PET) and H2S recognition site. Probe 4 (10 uM) displays a
weak fluorescence emission in DMF:H;0O (4:6 v/v) solution (Aex = 496 nm). The fluorescence
emission intensity of 4 at 607 nm concomitantly enhanced when the HS™ concentration continuously
increased, and the titration reached saturation when 50 equiv. of HS™ was employed. The fluorescence
emission increased gradually with prolonging time and reached an equilibrium at about ~20 min. The
detection limit of 4 for HS™ was calculated to be 339 nM.

42|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Nucleophilic reaction

H OH

CHO
/(L\ S
A Fluorophore EWG
EWG

strong fluorescence

linker

/O““R — > Fluorophore —QH + R-SH

strong fluorescence

B Fluorophore

linker: O O N N—

o]

0. G X
R: O:N NO. N :©\
0’ O,N NO.

SH
NO,

NO,

Orange-red fluorescence

Non-fluorescence
Fig. 10. Chemical structure of probe 4 and proposed reaction with H,S.

Hou et al. designed and synthesized a novel fluorescent probe 5 for measurement of H,S
through introducing 2,4-dinitrobenzenesulfonamide into the 6-position of chromone to obtain N-(2-
methyl-4-oxo-4H-chromen-6-yl)-2,4-dinitrobenzenesulfonamide (Fig.11). When the 5 probe coexists
with HS, a nucleophilic substitution reaction took place between 2,4-dinitrobenzenesulfonamide and
H-S to release amino group. A weak fluorescence of probe was observed at 515 nm (Aex = 360 nm) at
pH values from 3.00 to 10.30, meaning that the 5 probe is very stable in water solution. As NazS was
added into the probe solution, the fluorescence increased obviously under acidic conditions. The
fluorescence intensity at 515 nm increased linearly with time and reached a plateau in 60 min. The
detection limit was calculated as 17 nM.

Ismail et al. designed a fast-response red shifted fluorescent probe 6 (Fig.11). The probe is
based on a rhodamine derivative as the red shifted fluorophore and the thiolysis of 7-nitro-1,2,3-
benzoxadiazole (NBD) amine as the H»S receptor. The probe 6 showed weak fluorescence (quantum
yield 0.021). When compound reacted with H,S, an excellent fluorescence change in a red shifted
range with high brightness was observed with 10-fold turn-ons at 660 nm.

43|Strona



Fig. 11. Chemical structure of probe 5 and 6.

3.3 Cus precipitation

Precipitation of copper sulfide (1) (CuS) is classical method for quantitative analysis of the
sulfide species. This way has been successfully adapted for fluorogenic H,S detection. After forming
stable metal complexes with Cu(ll), organic chelators have an efficacious quenching effect on
fluorophores. This is due to the paramagnetic properties of copper, which can accept excited electrons
in fluorophores. After the removal of Cu?* from the complex, fluorescence is turned on and the copper
sulfide is released (Fig.12). According to the theory, S is has a strong affinity for Cu (11) and the
precipitated salt is relatively stable. CuS precipitation strategy have been reported for fluorescein or
anthracene (Choi et al 2009).

Cus precipitation

Cu2+

T e T
Fluorophore Fluorophore
weak fluorescence ;‘ strong fluorescence

CuS
Fig. 12. Strategy based on precipitation of copper sulfide.

Hou et al. reported a highly selective fluorogenic probe 7 based on fluorescein and 8-
hydroxyquinoline as the receptor (Fig.13). The receptor can combine Cu?* to form complex, which
displays high sensitivity and selectivity for S%. After S* was added to the complex solution, a new
band appeared at 534 nm. The fluorescence intensity increased 6-fold in 15 minutes.. The detection
limitation of S* was determined to be 50 nM.

Weakly Fluorescent
Strongly Fluorescent (,=0.06)

(@®1=0.12, ®; =0.13)
Fig. 13. Chemical structure of probe 7 and proposed reaction with H,S.

4. Summary

The development of perfect probes is a challenging task. Future reaction-based design
principles must be pay attention to endogenous H.S as a reactive small molecule under normal
physiological conditions. The desirable probes should respond remarkably to a minor concentration
change, give dependable results, and meanwhile avoid interference from other biothioles such as
glutathione and cysteine. It require the probes to exhibit good selectivity, high sensitivity, good
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photostability, low cytotoxicity, suitable water solubility, and the ability to work within physiological
pH range. For real applications of fluorogenic probes, especially in clinical diagnostic imaging, is the

ultimate goal.

In this article, we summarized the latest design strategies for developing fluorogenic probes
sensitive for H,S. Most of the probes mentioned in this article have the desired properties (Tab.1) and
could be used in diagnostics.

Tab. 1. Summary of fluorogenic probes for the detection of H.S.

Fluorescence

. Medium, Detection
Detection S enhancement S
Probe . . limit of " in living
mechanism, time . probe’s
detection . cells
concentration
1 azide reduction, PBS buffer, 10-fold at 552 nm yes
15 min 50 nM (30 uM)
2 azide reduction, H-0, 11-fold at 533 nm es
3.4 min 80 nM (10 M) y
2 re;jé‘:i%n H,0:DMSO, 28 fold at 410 nm Jes
120 min 150 nM (10 uM)
4 thiolysis, DMF:H0, 13 fold at 607 nm es
20 min 340 nM (10 M) y
5 thiolysis, PBS, 15 fold at 515 nm e
60 min 170 nM (10 M) y
6 tq‘g'%si'ns' PBS:DSMO, 10 fold at 660 nm yes
270 nM (5 uM)
7 Cus Fir;"(;:ﬁ:]ta“on PBS:ACN, 6 fold at 534 nm yes
50 nM (10 uM)
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Streszczenie

Elektroforeza kapilarna jest technika, ktora znajduje coraz szersze zastosowanie w analizie
chemicznej jako technika zastepcza dla wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Jednym
z wyzwan w opracowaniu nowych metod bazujacych na technice elektroforezy kapilarnej jest jej
mniejsza czuto$¢ w stosunku do metod HPLC. Jednakze, wspotczesne osiagniecia chemii analitycznej
umozliwiaja poprawe tego parametru. Przy uzyciu prostych zabiegdw, takich jak zatezanie probki
“poza” lub “w” ukladzie pomiarowym, czy zastosowanie czulych detektorow mozliwe jest
opracowanie metod, ktére pod wzgledem czulosci konkurowaé moga z metodami HPLC.
Nowoczesne metody ekstrakcji oraz spigtrzanie analitbw umozliwia zatgzanie probki, natomiast
zastosowanie czutego detektora na poprawe parametrow detekeji, co wpltywa na poprawe czutosci
metody. Potaczenie niewatpliwych zalet elektroforezy kapilarnej, do ktorych naleza m.in. wysoka
sprawnosc¢ rozdziatu, krotki czas analizy oraz produkcja matej ilosci odpadow z czutoscig jaka mozna
uzyskaé poprzez zastosowanie zabiegow zwickszajacych czulo$¢ oznaczen, czyni elektroforeze
kapilarng idealng technika na drodze do opracowywania nowych metod realizujacych zatozenia
zielonej chemii 1 zrbwnowazonego rozwoju.

1. Wstep

W technikach elektroforezy kapilarnej (ang. Capillary Electrophoresis, CE) podstawg
rozdziatu skladnikow mieszaniny jest roznica w predkosci czasteczek obdarzonych tadunkiem
w statym polu elektrycznym. Kapilar¢ o znanej Srednicy wewngtrznej i dlugosci, wykonanej
najczesciej ze stopionej krzemionki, wypetnia roztwor nazywany buforem separacyjnym (ang.
Background Electrolyte, BGE), w ktérym zachodzi rozdziat mieszaniny. Do uktadu pomiarowego
przylozone jest napiecie generowane przez zrodto wysokiego napigcia poprzez elektrody zanurzone
w naczynkach z buforem separacyjnym, w ktdrych znajduja si¢ konce kapilary. Probka wstrzykiwana
jest w poblizu anody bezposrednio do kapilary. Okno detekcyjne, w ktorym dochodzi do identyfikacji
sktadnikéw mieszaniny, znajduje si¢ w poblizu katody, w ktorej kierunku poruszajg si¢ czasteczki po
nastrzyknigciu probki (Grossman i Colburn 2012; Buszewski i in. 2012).

Predkos$¢ poruszania si¢ danej czasteczki w buforze separacyjnym zalezna jest od predkosci
elektroforetycznej danej czasteczki oraz przeptywu elektroosmotycznego (ang. Electroosmotic Flow,
EOF). Obecnos¢ przeptywu elektroosmotycznego jest konsekwencja jonizacji grup funkcyjnych
materiatu, z ktorego wykonana jest kapilara i adsorpcji sktadnikow jonowych buforu separacyjnego.
Powstata w wyniku obecnosci tych zjawisk podwdjna warstwa elektryczna, nazywana warstwa
Sterna, wymusza przeplyw buforu separacyjnego w jednym kierunku. Przeptyw ten powoduje, ze
wszystkie czasteczki, niezaleznie od tadunku, wedruja w kierunku zgodnym z przeptywem
elektroosmotycznym. Z powyzszego wynika, ze obserwowana predkos¢ migracji jondw (pon) zalezy
zarowno od rychliwosci elektroforetycznej jonu jak i ruchliwosci elektroosmotycznej. Dla kationow
obserwowana ruchliwo§¢ elektroforetyczna jest sumg ruchliwosci elektroosmotycznej
i elektroforetycznej kationu (pob = peor + Herl™), natomiast dla aniondw jest ona roznicg ruchliwosci
elektroosmotycznej i elektroforetycznej anionu (Uop = Heor + Hef?). Obserwowana ruchliwo$é
czasteczek nieposiadajacych ftadunku jest rowna ruchliwosci elektroosmotycznej (uob = LEOE).
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Efektywna predkos¢ elektroforetyczna danej czgsteczKi (Ver) przedstawia si¢ wzorem ver = Wop, * E;
gdzie E to natezenie pola elektrycznego (Grossman i Colburn 2012; Buszewski i in. 2012).

Elektroforeza kapilarna posiada wiele zalet do ktérych zaliczy¢ mozna wysoka sprawnosé
rozdzielania, mozliwo$¢ automatyzacji procesu, krotki czas pomiaru i dobrg selektywno$é.
Wspotczesnie, ze wzgledu na dbato$¢ o zrownowazony rozwdj w laboratoriach chemicznych, duza
wage przyktada si¢ do wykorzystania tzw. “technik zielonych” - ze wzglgdu na niewielkie zuzycie
odczynnikow, elektroforeze kapilarng mozna uznaé za technike przyjazna srodowisku (de la Guardia
i Garrigues 2012). Wadami tej techniki sa m.in. nizsza czuto$¢ oznaczen oraz mniejsza powtarzalno$é¢
wynikow w porownaniu z technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Simonet i in. 2003).
Autorzy (Grossman i Colburn 2012; Altria 1996) wskazujg rozwigzanie tych probleméw poprzez
stosowanie standardow wewnetrznych, detektoréw o wysokiej czuto$ci oraz zat¢zania analitow
,»poza” i/lub ,,w” ukladzie pomiarowym.

2. Sposoby zwiekszenia czulosci oznaczen elektroforetycznych

Parametrami walidacyjnymi, ktore $cisle powigzane sg z czuto$cig metod analitycznych sg
granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ), ktére maja wyzsze wartosci w przypadku
metod o mniejszej czuloSci. Konsekwencjg mniejszej czuto$ci metod bazujacych na technice
elektroforezy kapilarnej w stosunku do wysokosprawnej chromatografii cieczowej jest wiec
uzyskanie wyzszych wartosci LOD i LOQ w przypadku elektroforezy kapilarnej. Spowodowane jest
to glownie dwoma czynnikami: ograniczeniem drogi optycznej w najczesciej stosowanej w metodach
CE detekcji spektrofotometrycznej oraz ograniczeniem objetosci probki, ktéora moze byé
wprowadzona do kapilary. Maksymalna obj¢tos¢ probki jaka mozna wprowadzi¢ do kapilary wynosi
od 1% do 3% objetosci wewngtrznej kapilary. Wstrzyknigcie wigkszej ilosci probki do kapilary moze
skutkowa¢ zmniejszeniem rozdzielczo$ci 1 poszerzeniem rejestrowanych pikow (Breadmore i in.
2019).

Czutos¢ metod elektroforetycznych mozna zwigkszy¢ poprzez zastosowanie detektora
0 wysokiej czutosci oraz zatezanie analitu w probee ,,poza” lub ,,w” uktadzie pomiarowym. Czulymi
detektorami stosowanymi w technikach CE sa m.in. detektory chemiluminescencyjne (ang.
Chemiluminescence Detection), elektrochemiczne (ang. Electrochemical Detection) lub z laserowo
indukowang fluorescencja (ang. Laser-Induced Fluorescence, LIF). Coraz popularniejsze jest
rowniez potaczenie techniki CE ze spektrometrem mas (Buszewski i in. 2012; Almeda i in. 2010;
Simonet i in. 2003).

2.1 Zatgzanie analitow ,,poza” i ,,w” uktadzie pomiarowym

Zatezanie analitow poza ukltadem pomiarowym jest mozliwe przy uzyciu nowoczesnych
technik ekstrakcji takich jak ekstrakcja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (ang.
Microwave-Assisted Extraction, MAE) czy mikroekstrakcji do fazy statej (ang. Solid-Phase
Microextraction, SPME). Uzycie zoptymalizowanej metody ekstrakcji umozliwia zwigkszenie
czutosci okoto 100-krotnie (Simpson Jr i in. 2008).

W technikach elektroforezy kapilarnej powszechnie stosowane sa sposoby zat¢zania
analitow w uktadzie pomiarowym, ktére zachodzi wewnatrz kapilary. Sposoby te okreslane sa
terminem spigtrzanie (ang. Stacking). Zat¢zanie przy uzyciu spictrzania bazuje na koncentracji
analitéw na granicy probka-bufor separacyjny i zmianie ich predkosci elektroforetycznych (Simpson
Jriin. 2008; Breadmore i in. 2019; Gebauer i Bocek 2009).

Najczgsciej stosowang metodg spigtrzania w strefowej elektroforezie kapilarnej jest metoda
zatezania analitu przez spigtrzenie ze wzmocnieniem pola (ang. Field Amplified Sample Stacking,
FASS), ktorego mechanizm dziatanie przedstawia Rys. 1. W metodzie tej proba przygotowywana jest
W roztworze o nizszym przewodnictwie niz bufor separacyjny. Najprostszym sposobem osiagni¢cia
tego efekt jest przygotowanie probki w rozcienczonym 100- lub 1000-krotnie buforze separacyjnym.
Po wprowadzeniu do kapilary probki o nizszym przewodnictwie, w strefie wprowadzonej probki
powstaje silne pole wywotane wysokim napigciem przytozonym do kapilary. Prowadzi to do
natychmiastowego wzrostu predkos$ci migracji analitéw. Kiedy jony docieraja na granice strefy
probki i buforu separacyjnego, maleje natezenie pola elektrycznego, co skutkuje spadkiem predkosci
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migracji jondOw oraz spigtrzeniem analitow w obrebie waskiej strefy (Breadmore i in. 2019; Almeda
i in. 2010; Simonet i in. 2003).

niskie przewodnictwo

a) m

+ EOF e==0==m- -

wysokie przewodnictwo ~ Wysokie przewodnictwo

S —

+ EOF ="=m- -

c)
+ EOF e=t==m- -

Rys. 1. Uproszczony mechanizm spigtrzania analitow ze wzmocnieniem pola: a) wprowadzenie
probki do kapilary; b) gromadzenie si¢ analitbw na granicy strefy probki; c) spigtrzenie analitow
w obrebie waskiej strefy (Almeda i in. 2010).

2.2 Sprzgzenie elektrofory kapilarnej z czutym detektorem na przyktadzie uktadu CE-MS

Sprzezenie techniki elektroforezy kapilarnej ze spektrometriag mas (ang. Spectrometry Mass,
MS) pozwala na znaczne zwigkszenie czutosci oznaczen. Spektrometr mas jest jednym z najbardziej
uniwersalnych i czulych detektorow, ktory umozliwia identyfikacje zwigzkéw, ktéorych masy
czasteczkowe zawieraja si¢ w zakresie rejestrowanych przez spektrometr (Buszewski i in. 2012;
Simonet i in. 2003). W przypadku potaczen CE-MS najcze$ciej stosowana jonizacja, ze wzgledu na
najwickszg stabilno$¢ pracy spektrometru przy niskich wartos$ciach przeptywu cieczy, jest jonizacja
z elektrorozpylaniem (ang. Electrospray lonization, ESI) (Schlecht i in. 2018; Gahoual i in. 2018).
Na Rys. 2. przedstawiono schemat potgczenia CE-ESI-MS.

W technice taczonej CE-MS stosowane sg bufory o odmiennym sktadzie niz w klasycznej
strefowej elektroforezie kapilarnej. W przypadku buforow o niskich wartosciach pH stosowane sg
mieszaniny kwasu octowego lub mrowkowego w potaczniu z rozpuszczalnikiem organicznym,
najczesciej metanolem lub acetonitrylem. Bufory o wyzszych warto$ciach pH zawierajag w swoim
sktadzie octan lub wodorotlenek amonu (Schlecht i in. 2018).

Spektrometr mas ze zrodtem jonow typu elektrospray w tatwy sposob potaczy¢ mozna
z zestawem do elektroforezy kapilarnej. Kapilara doprowadzajaca roztwor w zrodle jonow, do ktorej
przyktadane jest napigcie elektryczne, petni w tym polaczeniu rolg katody (Gahoual i in. 2018; Sudera
i Silberring 2006). Problemem w potaczeniu CE-ESI-MS jest niekompatybilnos¢ przeptywu buforu
separacyjnego z przepltywem zapewniajacym stabilny sygnal spektrometru mas. W celu zapewnienia
odpowiedniego przeptywu buforu separacyjnego na wlocie do spektrometru mas stosuje si¢ ptyn
ostonowy doprowadzany do wylotu kapilary zrédta jonéw. Bufor ulega zmieszaniu z ptynem
ostonowym, a nastepnie mieszanina ulega jonizacji. Opisane potgczenie w postaci uproszczonego
schematu przedstawia Rys. 3. Zastosowanie ptynu ostonowego stabilizuje sygnatl rejestrowany przez
spektrometr mas, nalezy jednak zwréci¢ uwagg, ze jego uzycie prowadzi do rozcienczenia probki, co
wplywa¢ moze na spadek czulosci metody (Gahoual i in. 2018; Sudera i Silberring 2006).

Mozliwe jest rowniez potaczenie CE-ESI-MS bez ptynu ostonowego. W tym przypadku
nalezy stosowac bufory separacyjne o niskim napigciu powierzchniowym i niskim przewodnictwie,
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dodatkowo w sktad takiego buforu powinny wchodzi¢ sktadniki o wysokiej lotnosci. Zastosowanie
takiego buforu umozliwi uzyskanie stabilnego stozka rozpylania cieczy, bez koniecznosci stosowania
cieczy ostonowych oraz uzyskania stabilnego sygnatu detektora masowego (Buszewski i in. 2012;

Gahoual i in. 2018).
of[F EE

J e

ESI-MS

Rys. 2. Uproszczony schemat uktadu CE-ESI-MS z cieczg ostonows; 1 — fiolka z buforem
separacyjnym, 2 — elektroda, 3 — kapilara, 4 — igta elektrorozpylacza, 5 — pompa doprowadzajgca
ciecz ostonowa, 6 — zbiornik z ciecza ostonowa, 7 — komputer potaczony z aparatem do elektroforezy
kapilarnej, 8 — komputer potaczony ze spektrometrem mas.
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Rys. 3. Schemat uktadu CE-ESI-MS z zastosowaniem ptynu ostonowego.

2.3 Zastosowanie techniki CE-MS

Czulo$¢ oznaczen jaka mozna osiagnaé poprzez sprze¢zenie techniki elektroforezy kapilarne;j
spektrometrem mas spowodowata coraz wigksze zainteresowanie tg technikg m.in. w badaniach
toksykologicznych. Przykltadem innowacyjnego zastosowania tej techniki laczonej jest metoda
opracowana przez Swiadro i in. (Swigdro i in. 2020), w ktorej zastosowanie ekstrakcji MAE
umozliwia efektywny proces wyodrebnienia wybranych lekow przeciwdepresyjnych i nasennych.
Zastosowanie metody suchej kropli krwi (ang. Dried Blood Spot, DBS) na etapie pobrania
i przygotowania probki, umozliwia dodatkowo przeprowadzenie analizy przy uzyciu niewielkiej
ilosci probki krwi. Granice oznaczalnos$ci tej metody wynoszg od 5,25 do 49,0 ng/ml w zaleznos$ci od
leku.

Metoda zaproponowana przez Wozniakiewicz i in. (Wozniakiewicz i in. 2015), ktora
réowniez wykorzystuje ekstrakcje MAE potaczona z technika CE-MS, umozliwita wykrycie
i oznaczenie lekow z grupy pochodnych benzodiazepiny i 1-benzylopiperazyny w probkach krwi
petnej. Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci metody wynosza odpowiednio od 0,4 do 1,2 ng/ml
oraz od 1,3 do 4,1 ng/ml w zalezno$ci od leku. Ponadto, zmiana parametrow ekstrakcji MAE
umozliwila zastosowanie tej metody rowniez w analizie probek ludzkich wltosow. W przypadku
analizy wlosow, granice wykrywalno$ci i oznaczalno$ci wyniosty odpowiednio od 6,0 do 23,0 pg/mg
iod 20,0 do 77,0 pg/mg wlosow.

Publikacja Svidrnoch i in. (Svidrnoch i in. 2018) przedstawia zastosowanie metody NACE-
MS (ang. Non-Aqueous Capillary Eanglectrophoresis, NACE) z kapilarna pokryta wewnatrz wieloma
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warstwami polimeru jonowego SMIL, ktora zostala zastosowana w celu oznaczania 9 nowych
benzodiazepin w surowicy krwi ludzkiej. Granice wykrywalnosci tej metody w zaleznosci od analitu
wynoszg od 1,5 do 15,0 ng/ml surowicy.

W literaturze znalez¢ mozna réwniez wiele metod bazujacych na technice taczonej CE-MS,
w ktorych w celu wyodrebnienia analitow z matrycy probki biologicznej wykorzystano technike
ekstrakcji do fazy statej (SPE). Przykladem moze by¢ metoda zaproponowana przez Sasajima i in.
(Sasajima i in. 2010), dzigki ktorej mozliwe jest oznaczenie 20 roznych lekow przeciwdepresyjnych
w osoczu krwi. W metodzie tej wykorzystano technike elektroforezy kapilarnej prowadzonej
w $rodowisku niewodnym (NACE), a ekstrakcja SPE przeprowadzana byta z uzyciem kolumienek
Oasis HLB. Granice wykrywalnosci proponowanej metody dla konkretnych lekow zawieraja si¢
w granicach 0,5 — 1,0 ng/ml, natomiast granice oznaczalno$ci w granicach od 1 do 5 ng/ml. Innym
zastosowaniem techniki CE-MS w potaczeniu z ekstrakcja SPE jest metoda proponowana przez
Elhamili i in. (Elhamili i in. 2011) z wykorzystaniem kolumn SCX-SPE w celu oznaczania lekéw
z grupy trojcyklicznych lekow przeciwdepresyjnych. W metodzie tej stosowano zmodyfikowana
kapilare pokryta wewnatrz polimerem o akronimie M7C4I. Granice wykrywalnosci i oznaczalno$ci
tej metody wynosza odpowiednio 1,0 ng/ml i 5,0 ng/ml dla kazdego z analitow.

W Tab. 1 zebrano informacje dotyczace wyzej opisanych metod wykorzystujacych technike
sprzezong CE-MS.

Tab. 1. Przyktady zastosowania techniki CE-MS w analizie materiatu biologicznego.

Anality Material Rodzaj Parametry Bufor separacyjny Lit.
biologiczny ekstrakcji kapilary

BZDs!, krew petna MAE kapilara ze mieszanina 50 mM Swiadro i in.

SSRI?, topionej kwasu octowy 2020

TLPD?, krzemionki i metanol (60:40, v/v);

Zolpidem powlekana
poliamidem

BZDs krew petna MAE kapilara ze mieszanina 100 mM Wozniakiewicz
topionej kwasu mréwkowego iin. 2015
krzemionki i acetonitrylu (80:20,
powlekana viv);
poliamidem

BZDs surowica LLE kapilara ze mieszanina 20 mM Svidrnoch i in.
stopionej octanu amonu 2018
krzemionki i 100 mM kwasu
pokrytej od trifluorooctowego
strony
wewngtrznej
powtoka
wielokrotnej
warstwy jonowo-
polimerowej
(SMIL)

SSRI, osocze SPE kapilara ze mieszanina 60 mM Sasajimai in.

TLPD stopionej octanu amonu, 2010
krzemionki 1M kwasu octowego

i wody (100:1:0,5;
VIVIV);

TLPD 0socze SPE kapilara ze roztwor 30 mM octanu Elhamili i in.
stopionej amonu 2011
krzemionki
pokrytej
wewnatrz
polimerem
M7C4l

1 BZDs — pochodne benzodiazepiny
2 SSRI - selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny
3TLPD - tréjcykliczne leki przeciwdepresyjne
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3. Podsumowanie

Metody bazujace na technice elektroforezy kapilarnej ze wzgledu na zalety takie jak wysoka
sprawnos¢ rozdzialu, mozliwo§¢ automatyzacji pomiaru, niskie zuzycie odczynnikéw stanowi
konkurencj¢ dla powszechnie stosowanych metod wysokosprawnej chromatografii cieczowej.
Technika ta jednak posiada réwniez wady, zwiazane gltownie nizsza czuloscig metod. Jednakze
stosujac proste zabiegi, takie jak zat¢zanie probki “poza” lub “w” ukladzie pomiarowym lub
wykorzystanie czutego detektora, mozliwe jest poprawienie tego parametru oraz $cisle zwigzanych
z nim parametrow walidacyjnych takich jak granice wykrywalnosci i oznaczalnosci.

Zatezanie probki poza ukladem pomiarowym mozna osiagnaé¢ poprzez uwzglednieniem
w procedurze analitycznej odpowiednio zoptymalizowanego procesu ekstrakcji. Obiecujgcymi
i dajacymi dobre rezultaty sg wspolczes$nie wykorzystywane techniki ekstrakcji takie jak ekstrakcja
wspomagana promieniowaniem mikrofalowym (MAE) (Wozniakiewicz i in. 2015; Swiadro i in.
2020) czy mikroekstrakeji do fazy statej (SPME) (Majda i in. 2020). Popularnymi metodami zatgzania
analitow w ukladzie pomiarowym s3 metody spigtrzania, ktérych celem jest doprowadzenie do
koncentracji analitow w waskiej sferze wewnatrz kapilary. Ze wzgledu na prostote w osiaggnieciu tego
efektu najczesciej stosowane jest spictrzanie ze wzmocnieniem pola (FASS).

Zwickszenie czuloSci oznaczen mozna osiggnac¢ rowniez poprzez sprzgzenie elektroforezy
kapilarnej z czutym detektorem. Opracowanie czutych metod opartych na polaczeniu elektroforezy
kapilarnej sprzgzonej ze spektrometrem mas, posiadajacej zaréwno zalety efektywnej metody
separacyjnej generujacej niewielka ilo§¢ odpadow, jak rowniez czutego detektora jest obiecujacym
narzgdziem w realizacji zalozen zielonej chemii. Ze wzglgdu na wiele korzysci plynacych
z polaczenia techniki elektroforezy kapilarnej ze spektrometrem mas znalazta ona szerokie
zastosowanie w analizie materialu biologicznego.

4. Finansowanie

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego R. Wietecha-Postuszny Preludium
BIS 1 o nr 2019/35/0/ST4/00978 finansowanego ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki.
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Streszczenie

Przestgpcy seksualni odurzaja ofiary przy uzyciu substancji chemicznych, ktore maja
spowodowa¢ m.in. utrat¢ przytomnosci oraz zaniki pamigci. Powszechno$¢ i tatwy dostep do
substancji odurzajacych powoduje, ze coraz czgsciej odnotowywane sa przypadki §wiadomego
zazycia substancji psychoaktywnej przez ofiare, co w konsekwencji zostalo wykorzystane przez
sprawce przestepstwa. Substancje te okreSlane sg terminem ,,date-rape drugs”. Powszechnie
w sprawach kryminalnych odnotowywane sa uzycia zwiazkow chemicznych dziatajacych
depresyjnie na osrodkowy uktad nerwowy (OUN), takich jak kwas 4-hydroksybutanowy, ketamina,
benzodiazepiny, barbiturany, jednakze na popularnosci w tego typu sprawach zyskuje uzycie
substancji stymulujacych OUN np. amfetaminy, MDMA, kokainy. Krotki okres pottrwania we krwi
niektorych z wymienionych substancji stanowi wyzwanie dla chemii analitycznej. Konieczne jest
opracowywanie nowych metod szybkiego zabezpieczania probek materiatu biologicznego od ofiar
oraz czulych metod instrumentalnych umozliwiajacych wykrycie substancji psychoaktywnej
w organizmie ofiary.

1. Wstep

Wedtug statystyk polskiej Policji, w latach 2010-2019 co roku stwierdzanych byto ok. 1300-
1500 przestepstw zgwalcenia, natomiast wskaznik wykrywalnosci tych przestepstw (bedacy ilorazem
liczby przestepstw wykrytych przez liczbe¢ przestgpstw stwierdzonych) wynosit ok. 80%. Oznacza to,
ze $rednio na 5 zgloszonych gwaltow, w 4 przypadkach udato si¢ ustali¢ cho¢ jednego podejrzanego
o0 popetnienie czynu (wg. Statystyk policyjnych). Ofiarami tych przestepstw byly glownie kobiety.
Wedlug statystyk Glownego Urzedu Statystycznego, rocznie zglaszanych jest jedynie ok. 20-40
przypadkoéw gwattow, ktorych ofiarami byli mezczyzni (wg. Statystyk Urzedu Statystycznego).
Przypuszcza sie, ze skala tego rodzaju przestepstw jest duzo wieksza, a liczba notowanych
przestepstw jest bardzo niedoszacowana. Spowodowane jest to faktem, ze jedynie niewielki utamek
ofiar zgltasza zdarzenie na policje. Najczestszymi powodami niezglaszania przestgpstw seksualnych
przez ofiary sg poczucie wstydu, obawa przed pietnem spolecznym czy niewiarg innych oraz obawa
przed zemstg sprawcy przestepstwa (Grela i in. 2018).
Popetnienie przestgpstwa gwatltu czesto wiaze si¢ z odurzeniem ofiary przez sprawce.
W raporcie ,,Guidelines for the Forensic analysis of drugs facilitating sexual assault and other criminal
acts” opublikowanym przez Biuro Narodow Zjednoczonych ds. Narkotykow i Przestepczoscei (ang.
United Nations’ Office and Drugs and Crime, UNODC) wyszczegdlnionych jest wiele substancji,
ktore sa uzywane przez sprawcoOw przestgpstw seksualnych. Do substancji najczesciej
wyszczegolnianych naleza: kwas 4-hydroksybutanowy (ang. Gamma-Hydroxybutyric Acid, GHB),
ketamina, benzodiazepiny, barbiturany, opioidy, produkty konopi indyjskich, kokaina, pochodne
amfetaminy, leki przeciwdepresyjne oraz alkohol (wg. Raportu UNODC). Grupa tych substancji
okreslana jest w literaturze terminem ,,date-rape drugs” (Grela i in. 2018). Klasyczne substancje
nalezace do tej grupy, do ktérych zalicza si¢ GHB, ketaming i benzodiazepiny, wykazuja nastepujace
wlasciwosci sprzyjajace wykorzystaniu ich w przestgpstwach seksualnych przez sprawcow:
— obnizajg aktywno$¢ osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) oraz prowadza do utraty
pamigci;
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— nie maja zapachu i smaku;

— s3 latwo rozpuszczalne w alkoholu;

— s3 szybko wechlaniane do organizmu przy podaniu doustnym oraz szybko usuwane
z organizmu (Grela i in. 2018).

Wspotezesnie, ze wzgledu na powszechno$é na rynku narkotykowym takich substancji jak
m.in. amfetamina, metamfetamina, MDMA, mefedron, kokaina, szczegblnie przyjmowanych przez
miodych ludzi podczas imprez czy wydarzen muzycznych, substancje te coraz czgéciej wykrywane
sa w materiale biologicznym ofiar gwattow. Cho¢ sa to substancje, ktore wykazuja dzialanie
pobudzajace na OUN, ich spozycie czgsto prowadzi do zmniejszenia zahamowan i czujnosci ofiary,
co ulatwia sprawcy gwaltu popehienie przestgpstwa (Grela i in. 2018; Bertol i in. 2018).

2. Napasci seksualne z udzialem substancji odurzajacej

Terminem napasci seksualnej z udzialem substancji odurzajgcej (ang. Drug-Facilitated
Sexual Assault, DFSA) okre$lane sg przestgpstwa, w ktorych sprawce wykorzystat seksualnie ofiarg
bedaca pod wplywem substancji odurzajacej. Wyrdzniane sg dwa typy przypadkéw takich
przestepstw: pierwszym przypadkiem jest sytuacja, w ktorej sprawca podat ofierze substancj¢ bez jej
wiedzy (ang. predatory); drugim przypadkiem sg zdarzenia, w ktorych ofiara $wiadomie
i dobrowolnie zazyla substancje, co zostalo wykorzystane przez sprawce i doprowadzito do
popetienia przestgpstwa (ang. opportunistic) (Grela i in. 2018).

Nie jest mozliwe przypisanie konkretnej substancji do danego typu napasci seksualnej
z uzyciem substancji odurzajacej. Na podstawie analizy przypadkoéw mozna uogdlni¢ jedynie, ze
popularniej stosowanymi substancjami w przypadkach potajemnego podania substancji przez
sprawce s3 zwigzki chemiczne wplywajace depresyjnie na OUN, natomiast w przypadkach
$wiadomego zazycia substancji przez ofiar¢ uzywane sa zwigzki chemiczne o dziataniu
pobudzajacym. Od zaleznosci tej rejestrowanych jest jednak wiele wyjatkow, ktore moga wynikaé
m.in. z historii zazywanych przez ofiar¢ narkotykow lub lekow (Grela i in. 2018; Bertol i in. 2018).

Wyzwaniem w badaniu materiatu biologicznego pobranego od ofiar przestepstw
seksualnych, ktore znajdowaty si¢ pod wptywem substancji chemicznej jest szybkie zabezpieczenie
probek od ofiary i wykrycie substancji w organizmie. Nie wykrycie substancji w organizmie ofiary,
ktdra podczas zaistnialego zdarzenia znajdowata si¢ pod wptywem substancji chemicznej, moze by¢
spowodowane zmetabolizowaniem i wydaleniem substancji z organizmu przed pobraniem probki do
analizy. Substancje te moga by¢ obecne w organizmie w st¢zeniu nizszym od granicy wykrywalnosci
zastosowanej metody analitycznej (Grela i in. 2018).

3. Charakterystyka substancji stosowanych w napasciach seksualnych

Wséréd  substancji  chemicznych rejestrowanych w  sprawach napasci  seksualnych
wyszczegolni¢ mozna zwiazki odurzajace bgdace lekami (m.in. barbiturany, benzodiazepiny, leki
przeciwdepresyjne) lub narkotykami (m.in. amfetamina, MDMA, kokaina). W wielu przypadkach
ofiara przestgpstwa podczas zdarzenia byla pod wplywem dziatania alkoholu etylowego, ktory
w organizmie wystepowal samodzielnie lub w obecnosci innej substancji psychoaktywnej. Ze
wzgledu na dziatanie jakie wykazuje alkohol (m.in. utrata zahamowan, czg¢§ciowa utrata pamigci),
jego spozycie przez ofiare utatwia sprawcy popelnienie przestepstwa seksualnego. Wiele substancji
chemicznych wykazuje dobra rozpuszczalno$¢ w napojach alkoholowych, przez co czgsto sg one
podawane ofiarom doustnie poprzez wprowadzenie ich do napojow (Bertol i in. 2018; de Souza Costa
i in. 2020; Swigdro i in. 2021).

W Tab.l przedstawiono charakterystyke substancji psychoaktywnych najczeSciej
wykorzystywanych przez przestepcow w przestepstwach seksualnych.

3.1 Kwas 4-hydroksybutanowy (GHB)

Kwas 4-hydroksybutanowy (GHB) jest substancja naturalnie wystepujacag w organizmie
czlowieka w $ladowych ilosciach. Pelni role neuroprzekaznika w uktadzie GABA-ergicznym. Jest
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prekursorem, ale rowniez metabolitem neuroprzekaznika GABA (kwasu 4-aminobutanowego)
(Andreseniiin. 2011).

Zwigzek ten znalazt zastosowanie w leczeniu choroby alkoholowej, podawany jest
pacjentom w celu zlagodzenia symptomow odstawiennych. GHB stosowane bylo w leczeniu
bezsennosci, jednakze ze wzgledu na waskie okno terapeutyczne zaprzestano jego powszechnego
stosowania. Substancja ta zyskala na popularno$ci jako jeden z pierwszych tzw. ,imprezowych
narkotykoéw”, nazywany ,,ptynnym ecstasy”. Wykazuje depresyjne dziatanie na OUN. Niewielka
dawka GHB dziata na organizm cztowieka podobnie jak alkohol, zazycie wigkszych dawek moze
prowadzi¢ do zawrotow glowy, nudnosci, utraty przytomnosci, zanikow pamigci (Ingels i in. 2000;
de Souza Costa i in. 2020).

GHB stosowane jest przez przestgpcow seksualnych ze wzgledu na powyzej wspomniane
dziatanie na organizm, jak rowniez ze wzgledu na to, ze jego dodatek do napojow nie zmienia ich
zapachu i smaku. Efekt dziatania substancji w organizmie odczuwany jest po ok. 30-60 minutach od
zazycia. W aspekcie wykorzystania tego zwiazku przez sprawcow przestepstw seksualnych, wazne
jest rowniez to, ze jest to substancja trudna do wykrycia w organizmie cztowieka ze wzgledu na jej
szybki metabolizm oraz brak specyficznych metabolitow mogacych $wiadczy¢ o zazyciu GHB
(koncowym metabolitem przemian GHB jest woda i dwutlenek wegla powstate w wyniku cyklu
Krebsa). Wykrywany jest w probkach krwi do 8 godzin po zazyciu, a w moczu do 12 godzin (Busardo
i Jones 2015; de Souza Costa i in. 2020).

Tab. 1. Charakterystyka wybranych substancji psychoaktywnych  wykorzystywanych
w przestepstwach seksualnych (Grela i in. 2018; Bertol i in. 2018; Moffat i in. 2011).

Poczatek Czas I
Zwiazek dzialania | pgitrwania Gléwne metabolity valgésﬁgtlém a
[min] [h]
GHB? 20-40 0,5-1 S 11-P
. norketamina,
Ketamina 5-30 2-3 hydroksynorketamina II-P
Flunitrazepam 15-30 16-35 7-aminoflunitrazepam I-P
Diazepam 30-90 20-100 nordazepam, oksazepam, IV-P
temazepam
Temazepam 20-90 8-15 glukuronid temazepamu, IV-P
Lorazepam 5-30 9-24 glukuronid lorazepamu IV-P
Nitrazepam 10-40 18-38 7-aminonitrazepam IV-P
Amobarbital 10-30 8-40 3-hydroksyamobarbital I1-P
Pentobarbital 15-60 15-50 - I1-P
Amfetamina 15-30 12 4-hydroksyaamfetamina, 11-P
BMK
Metamfetamina | 20-70 9 4-hydroksymetamfetamina, 1-P
amfetamina
MDMA?* 20-70 6-7 MDA I-P
normefedron,
Mefedron 15-45 2 4-OH-mefedron I-P
mCPP5 20-60 45 hydroksy-mCPP 11-P
Citalopram zmienny® 33 desmetylcitalopram -
Amitryptylina | zmienny® 9-26 nortryptylina -

1 Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 17 sierpnia 2018 r. w sprawie wykazu substancji psychotropowych, $rodkéw
odurzajacych oraz nowych substancji psychoaktywnych;

2GHB - kwas 4-hydroksybutanowy;

% brak specyficznych metabolitow;

4 MDMA - 3,4-metylenodioksymetamfetamina;

> mCPP - 1-(3-chlorofenylo)piperazyna;

® Rozny w zalezno$ci od osoby przyjmujacej lek;

" Nie wyszczeg6lniony w Ustawie;
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3.2 Ketamina

Ketamina jest zwigzkiem chemicznym stosowanym w medycynie w celu znieczulenia
przedoperacyjnego. Jej zazycie wywotuje halucynacje stuchowe i wizualne, w wigkszych dawkach
prowadzi do bezwladu w ciele i zanikow pamigci. Efekt dziatania tej substancji wzmacniany jest
w przypadku jej podania wraz z alkoholem. Ze wzglgdu na swoje dzialanie jest jedna z najpopularnie;j
stosowanych przez sprawcow substancji w celu odurzenia ofiary przestgpstwa seksualnego.
Substancja ta moze by¢ zazywana poprzez palenie, wdychanie oparé6w lub podanie doustne, ze
wzgledu na fakt, ze dodanie jej do napoju nie zmienia jego koloru i smaku, mozliwe jest zatajenie
przez sprawce faktu dodania jej do napoju ofiary (Grela i in. 2018; de Souza Costa i in. 2020).

Ketamina wykazuje szybkie dzialanie w organizmie cztowieka, pierwsze efekty zazycia tej
substancji odczuwalne sa juz po ok. 5-30 minut po zazyciu. Charakteryzuje si¢ krotkim czasem
poltrwania we krwi wynoszacym ok. 2-3 godzin. Jej wykrycie w moczu mozliwe jest do ok. 72 godzin
po zazyciu (de Souza Costa i in. 2020; Moffat i in. 2011).

3.3 Flunitrazepam i inne benzodiazepiny

Benzodiazepiny sa lekami stosowanymi w leczeniu zaburzen Igkowych oraz bezsennosci.
Wykazuja dziatanie depresyjne na OUN. Ich zazycie prowadzi m.in. do zaburzenia myslenia, utraty
pamieci, senno$ci, zaburzen koordynacji ruchowej, zawrotow gltowy (Bertol i in. 2018). W aspekcie
wykorzystania tych substancji przez sprawcow przestepstw seksualnych, sg one najczesciej podawane
ofierze bez jej wiedzy. Do najczeSciej stosowanych przez przestgpcOw nalezg flunitrazepam oraz
diazepam. W materiale biologicznym ofiar wykrywane sa rzadziej inne benzodiazepiny takie jak
temazepam, lorazepam, nitrazepam (Grela i in. 2018).

Czas po jakim odczuwalny jest efekt dzialania w organizmie danej benzodiazepiny, silnie
zalezny jest od jej rozpuszczalnosci w tluszczach. Do najlepiej rozpuszczalnych w thuszezach lekow
z grupy benzodiazepin naleza lorazepam i nitrazepam, ktore wywotuja efekt odurzenia juz po kilku
minutach po zazyciu. Mniej rozpuszczalne w thuszczach flunitrazepam i diazepam zaczynajg dziata¢
w organizmie odpowiednio po ok. 30 i 90 minutach od zazyciu. Benzodiazepiny réznig si¢ takze
okresami pottrwania, ktory np. dla flunitrazepamu wynosi 3 godziny, a dla diazepamu nawet do 100
godzin (Grela i in. 2018; de Souza Costa i in. 2020).

3.4 Barbiturany

Barbiturany charakteryzuja podobne wtasciwosci farmakologiczne jak benzodiazepiny, na
rynku farmaceutycznym zostaty wilasciwie przez nie zastapione. Wplywaja na organizm cztowieka
powodujac sennos¢, uspokojenie, zaburzenia mowy i koordynacji ruchowej oraz zaniki pamigci.
Wisrod substancji wykorzystywanych przez sprawcow przestgpstw seksualnych z tej grupy lekow
wymieniane sg m.in. fenobarbital, pentobarbital, amobarbital, sekobarbital (Grela i in. 2018; de Souza
Costa i in. 2020).

Poczatek wystgpienia efektow dzialania lekow z tej grupy w organizmie odczuwalne sg po
ok. 15-60 minut po zazyciu w zaleznosci od zwigzku. Poszczegdlne barbiturany, podobnie jak
benzodiazepiny, roznig si¢ okresami pottrwania w organizmie od krotko dziatajacego amobarbitalu,
dla ktorego wynosi ok. 8 godzin, do dtugo dziatajacego fenobarbitalu, dla ktorego parametr ten
wynosi hawet do 100 godzin (Grela i in. 2018).

3.5 Produkty konopi indyjskich

Produkty konopi indyjskich, ze wzgledu na fakt, ze sa najbardziej rozpowszechnionymi
i najtatwiej dostepnymi narkotykami, sg rowniez wykorzystywane przez sprawcOw przestepstw
seksualnych. Substancja wykazujaca dziatanie odurzajace, obecna w produktach konopi indyjskich
jest A°-tetrahydrokannabinol (A%-THC). Notowane sg zarobwno przypadki przestepstw, w ktorych
substancja ta zostata zazyta dobrowolnie przez ofiarg, jak rowniez przypadki w ktorych sprawca
potajemnie (np. w jedzeniu) odurzylt ofiare przy uzyciu tych produktow (Grela i in. 2018; Bertol i in.
2018).

Najpopularniejszymi formami pod jakimi dostepne sa produkty konopne jest susz roslinny,
czgsto zmieszany z tytoniem, sprasowana zywica nazywana haszyszem oraz oleje konopne. Moga
by¢ wchtaniane do organizmu poprzez uktad oddechowy podczas palenia lub pokarmowy poprzez
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przyjecie wraz z pokarmem np. w postaci ciastek. Ze wzgledu na forme oraz kolor, susz i haszysz nie
sa podawane ofierze poprzez dodanie do napojow. Olej konopny, cho¢ jest rozpuszczalny w alkoholu,
réwniez nie jest potajemnie dodawany do napojow przez sprawcoOw ze wzgledu na specyficzny zapach
produktu oraz zmian¢ zabarwienia napoju (Grela i in. 2018).

Dziatanie A®>-THC w organizmie jest odczuwalne w zaleznosci od drogi podania po ok. 1-10
minut w przypadku palenia i po ok. 30-120 minut w przypadku doustnego podania (Grela i in. 2018).

3.6 Stymulanty typu amfetaminy (ATS)

Do grupy stymulantéw typu amfetaminy (ang. Amphetamine-Type Stimulants, ATS) zalicza
si¢ zwiazki o podobnej budowie strukturalnej i podobnym dzialaniu farmakologicznym do
amfetaminy i metamfetaminy. Zwigzki chemiczne wyszczegélniane jako ATS, pod wzgledem
chemicznym zaliczane sg do grup pochodnych amfetaminy, katynonu lub piperazyny. Cecha wspolng
dziatania farmakologicznego tych zwiazkéw chemicznych jest dzialanie stymulujace na OUN. Ich
zazycie wywotuje euforie, zwigkszenie pewnosci siebie, poczucie zadowolenia (Grela i in. 2018).

Zazycie substancji z grupy ATS, oprocz wywotania euforii, moze prowadzi¢ do obnizenia
zahamowan, zwickszenia podatnosci na sugesti¢ oraz zwigkszenia popgdu seksualnego ofiary, co
moze zosta¢ wykorzystane przez sprawce gwattu. W wickszosci przypadkoéw ofiary dobrowolnie
zazywaja wyzej wymienione substancje, jednakze zdarzaja si¢ rowniez przypadki potajemnego
dodania narkotyku do napoju ofiary. Najczesciej wymienianymi substancjami z grupy ATS, ktore
wykorzystywane sa przez przestepcow seksualnych s3: amfetamina, metamfetamina, MDMA
(ecstasy), mefedron i mCPP. Wér6d wymienionych, amfetamina, MDMA i mefedron s narkotykami
najczesciej zazywanymi przez mtodych ludzi podczas imprez (Grela i in. 2018).

3.7 Kokaina

Podobnie jak substancje z grupy ATS, kokaina dziata stymulujaco na OUN. Zwicksza
aktywno$§¢ motoryczng, wywoluje eufori¢ i dobry nastrdj, zwicksza libido i oboj¢tno$é na bol.
Kokaina moze by¢ przyjmowania doustnie, jednak najczesdciej przyjmowana jest donosowo
wywotujac efekt dziatania po ok. 15 minutach po zazyciu. Okres pottrwania dla tej substancji wynosi
ok. 1,5 godziny (Grela i in. 2018; Moffat i in. 2011).

Kokaina nie jest typowa substancjg stosowang przez sprawcow przestepstw seksualnych,
jednakze zdarzaja si¢ przypadki gwaltow z jej uzyciem. Zazwyczaj przyjmowana jest przez ofiarg
dobrowolnie, cho¢ ze wzgledu na dobrg rozpuszczalnos¢ w wodzie i etanolu, substancja ta dodawana
jest potajemnie przez sprawce do napoju lub drinka ofiary (Grela i in. 2018).

3.8 Leki przeciwdepresyjne

Leki przeciwdepresyjne stosowane sa w leczeniu zaburzen nastroju, takich jak m.in.
afektywna choroba jednobiegunowa czy dwubiegunowa. Do lekow tych nalezg substancje, ktore
klasyfikowane sa najczgsciej do nastepujacych grup: selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego
serotoniny (SSRI), inhibitor6w wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (SNRI) oraz
trojpierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych (TCA). Ich zazycie prowadzi m.in. do wystapienia
zawrotow glowy, sennoéci, zaburzen wzroku, przez co moga by¢ uzyte przez przestepcow
seksualnych (Grela i in. 2018).

Najczesciej wymienianymi lekami przeciwdepresyjnymi, stosowanymi przez sprawcow sa
citalopram, nalezacy do grupy lekow SSRI oraz amitryptylina, bedaca lekiem z grupy TCA. Czas po
jakim odczuwalne sa efekty dziatania lekow sa rozne w zaleznosci od osoby zazywajacej leki. Czas
péttrwania amitryptyliny w organizmie czlowieka zalezy jest od przyjetej dawki i wynosi 9-26
godzin, natomiast dla citalopramu wynosi ok. 33 godzin (Grela i in. 2018).

4. Podsumowanie

Substancje chemiczne begdace lekami lub narkotykami uzywane sa przez sprawcoOw
przestepstw seksualnych, w celu odurzenia ofiary. Okre$lane sa one terminem ,,date-rape drugs”.
Wiele z nich posiada wlasciwosci, ktore utrudniajg ich wykrycie przez potencjalne ofiary. Substancje
takie jak GHB, ketamina, flunitrazepam po dodaniu do napoju nie zmieniajg ich smaku i zapachu,
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dodatkowo tak jak w przypadku ketaminy obecnos$¢ alkoholu w napoju wspomaga jej dzialanie
odurzajace. Wywotuja one zaburzenia koordynacji ruchu i mowy ofiary, prowadza do utraty
przytomnosci i zanikow pamigci. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze substancje te sa szybko
metabolizowane i usuwane z organizmu cztowieka.

Druga grupa substancji uzywanych przez sprawcoéw sa tzw. ,narkotyki imprezowe” do
ktérych mozna zaliczy¢ zwiazki chemiczne z grupy ATS czy kokaing. Sa to substancje wptywajace
pobudzajaco na OUN, jednakze wywotuja rowniez efekty pozadane przez sprawcoéw przestepstw
seksualnych, takie jak zmniejszenie zahamowan czy zwigkszenie popedu seksualnego ofiary.

Ze wzgledu na fakt szybkiej eliminacji substancji odurzajacych, wykorzystywanych przez
przestgpcow seksualnych z organizmu cztowieka, wyzwaniem w analizie materiatu biologicznego
ofiar gwattow jest opracowanie nowych metod umozliwiajacych wykrycie glownie ich metabolitow
we krwi lub w moczu. Nowe metody powinny bazowaé¢ na nowoczesnych metodach analizy
instrumentalnej i efektywnych metodach ekstrakcji analitbw i ich metabolitow z probek
biologicznych, co umozliwi zwickszenie czulo$ci oznaczen i wykrycie substancji nawet w sladowych
ilosciach, wskazujac na fakt, ze ofiara gwaltu podczas zdarzenia byta pod wplywem substancji
odurzajacej.

5. Finansowanie

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczego R. Wietecha-Postuszny Preludium
BIS 1 o nr 2019/35/0/ST4/00978 finansowanego ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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Streszczenie

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (SPME) to technika cieszaca si¢ coraz wigkszym
zainteresowaniem w gronie naukowcoéw ze wzgledu na swoje szerokie zastosowanie — m.in.
w analizach klinicznych, toksykologicznych i przemystowych. Charakteryzuje si¢ ona prosta
metodologia, a podstawowym elementem urzadzenia do SPME jest wtokno, na ktoérego powierzchni
nastepuje adsorpcja analitow. Ekstrakcja SPME ma wiele znaczacych zalet w poréwnaniu do innych,
konwencjonalnych metod przygotowania probek, m.in. kroétki czas ekstrakcji analitoéw, wysoka
czuto$é, mozliwos¢ automatyzacji procesu, niewielkie rozmiary wiokien oraz — co najistotniejsze —
mozliwo$¢ analizy probek o bardzo ztozonej matrycy. Atrakcyjno$é tej techniki zwigzana jest takze
z mozliwoscig pobierania probek S$rodowiskowych w terenie (powietrze, woda) oraz
z mikroinwazyjng analiza in vivo (krew, tkanki). Co wigcej, istnieje mozliwo$¢ taczenia SPME m.in.
z ultrawysokosprawnymi i czutymi technikami instrumentalnymi, dzigki czemu analizy sg szybsze
i doktadniejsze, a sam etap przygotowania probki nie stanowi problemu.

1. Wstep

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. Solid Phase Microextraction, SPME) jest jedng
z popularniejszych metod ekstrakcji. Ta metoda zostata opracowana w 1990 roku przez Catherine L.
Arthur oraz Janusza Pawliszyna. Umozliwia ona ekstrakcje ksenobiotykow z réznorodnego materiatu
biologicznego i jest bardziej ,,zielong” alternatywag dla tradycyjnych metod ich wyosabniania.
Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej polega na wykorzystaniu cienkiego wtdkna szklanego lub
kwarcowego (Rys.1) pokrytego faza stacjonarng, majaca zdolno$¢ do ekstrakcji réznego rodzaju
analitow, ktore moga znajdowac si¢ w fazie stalej, cieklej i gazowej. Proces ekstrakcji bazuje na
adsorpcji analitow z matrycy, a nastgpnie ich desorpcji. Przedrostek mikro- wskazuje na mata
w porownaniu do iloéci probki ilos$¢ sorbentu (Arthur i Pawliszyn 1990).

Najczgsciej podkreslanymi zaletami metody SPME sg jej uproszczona procedura, krotki czas
ekstrakcji analitow i dostgpno$é wiokien o rdznej polarnosci. Co wigcej, metoda SPME znacznie
ogranicza, a w niektorych przypadkach nawet catkowite wyklucza konieczno$¢ uzycia
rozpuszczalnikéw organicznych. Z tego powodu metode SPME zalicza si¢ do metod przyjaznych
srodowisku. Miniaturyzacja zestawu do ekstrakcji pozwolita réwniez na znaczne zmniejszenie ilo$ci
probki potrzebnej do przeprowadzenia analizy. Ponadto proponowana technika ekstrakcji daje
mozliwo$¢ analizy materialow wystepujacych w rdéznych stanach skupienia — zaréwno probek
ciektych, standardowo poddawanych ekstrakcji, jak i probek gazowych i statych. Opisywana metoda
pozwala na pobranie probki in situ lub in vivo, dzigki czemu czas procedury analitycznej jest krotszy.
(Lord i in. 2000).

Kolejng zaleta metody SPME jest mozliwo$¢ potaczenia jej z technikami instrumentalnymi,
m.in. z chromatografia gazowa, cieczows i elektroforeza kapilarna. Selektywna ekstrakcja analitow
ze skomplikowanej matrycy pozwala na wprowadzenie niewielkich ilosci probki do kolumny
chromatograficznej albo kapilary, co niweluje prawdopodobienstwo ich zatkania, a takze utatwia
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pbézniejsza analize wynikéw. Mozliwo§¢ desorpcji bezposrednio w dozowniku chromatografu
ogranicza natomiast bledy przypadkowe analizy. Warto wspomnie¢ tez o takich zaletach metody
SPME, jak jej prostota, tatwo$¢ automatyzacji i stosunkowo niskie koszty aparatury (Lord i in. 2012;
Spietelun i in. 2013).

Metoda SPME ma tez wady. Najwigksza z nich jest stosunkowo wysoki koszt wtdkien oraz
ograniczony czas ich uzytkowania. W niektorych przypadkach moze nastgpi¢ degradacja sktadnikow
probki w wyniku dziatania wysokiej temperatury lub sorpcja zanieczyszczen, co moze zaburzy¢ stan
rownowagi pomigdzy probka a sorbentem. Co wigcej, metoda SPME nie pozwala na ekstrakcje
zwigzkow silnie zwigzanych z matrycg probki. Ponadto — mimo jej selektywnosci — problemem moze
by¢ nicodwracalne wiazanie si¢ z fazg stacjonarng niektorych sktadnikow matrycy (Boyaci i in. 2015;
Bojko i in. 2012).

2. Procedura

Metoda SPME sktada si¢ z dwoch podstawowych etapéw. W pierwszym z nich dochodzi do
adsorpcji analitbw obecnych w probce przez sorbent znajdujacy si¢ na powierzchni widkna.
Zazwyczaj proces mikroekstrakcji uznaje si¢ za zakonczony, kiedy osiggnieta zostaje rownowaga
stezen analitOw pomigdzy matrycg probki a fazg stacjonarng widkna.

Obecnie mozna wyrdznic trzy tryby adsorpcji wtokien SPME. Poczatkowo mikroekstrakcja
do fazy stacjonarnej przeznaczona byla wylacznie do analizy probek cieklych, a widkno
wprowadzane bylo bezposrednio do probki (DI-SPME - Direct Immersion - Solid Phase
Microextraction). W 1993 roku po raz pierwszy przeprowadzono mikroekstrakcje do fazy
stacjonarnej z fazy nadpowierzchniowej (HS-SPME — Head Space SPME) — w tej technice, ktora
znajduje zastosowanie w oznaczaniu zwigzkow lotnych, wiokno umieszcza si¢ nad probka. Natomiast
kiedy probka zawiera zar6wno nielotne anality, jak i interferenty o duzej masie czasteczkowej jest
mozliwe zastosowanie witokien SPME z ochronng membrang (M-SPME — Membrane - Solid Phase
Microextraction) ograniczajaca adsorpcje zanieczyszczen (Pawliszyn 2012; Lord i in. 2002).

Drugim etapem procesu mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej jest desorpcja zwigzanego
analitu. Duza zaleta SPME jest mozliwo$¢ wprowadzenia wtokna do dozownika chromatografu
gazowego. Nastepuje tam desorpcja termiczna, a substancja oznaczana wedruje ze strumieniem gazu
nosnego bezposrednio do kolumny. Jezeli oznaczenie wykonywane jest metoda chromatografii
cieczowej lub elektroforezy kapilarnej, analit desorbowany jest za pomoca fazy ruchomej lub innego
rozpuszczalnika (Lord i in. 2000; Pawliszyn i Chapter 2002). Rysunek 1. przedstawia proces adsorpcji
i desorpcji z podziatem na tryby oraz budowe widokna SPME.
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:— stalowa rurka
| widkno pokryte
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Rys. 1. Budowa widkna SPME (a), oraz sposoby ekstrakcji: bezposrednio z probki (b), z fazy
nadpowierzchniowej (c) oraz z membrang (d).
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3. Zastosowanie metody SPME

W ciagu trzydziestu lat od opisania przez Pawliszyna i Arthur (Arthur i Pawliszyn 1990)
zalozen lezacych u podstaw mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej ta metoda znalazta zastosowanie do
ekstrakcji szerokiego spektrum analitow, Oznaczanych w coraz bardziej skomplikowanych
matrycach. Poczatkowo jednak skupiano si¢ na badaniach probek srodowiskowych, gtdéwnie wody.
Tego tez dotyczyla wspomniana pierwsza publikacja, w ktorej autorzy opisali wykorzystanie
zaproponowanej metody do oznaczenia wybranych chlorowcopochodnych weglowodorow
alifatycznych i1 aromatycznych w wodzie. W stosunkowo krotkim czasie (1-2 min) udato si¢
wyekstrahowac anality, ktore nastgpnie poddano termicznej desorpcji w dozowniku chromatografu
gazowego. Mimo waskiego zakresu liniowosci i nie do konica zadowalajgcej precyzji w przypadku
niektorych zwiazkow, dostrzezono wielki potencjat tej metody do badania wod gruntowych. Nastepne
badania skupity si¢ na poszerzeniu gamy analitow i poprawieniu parametrow ekstrakcji ( Arthur i in.
1992; Potter i Pawliszyn 1992).

W kolejnych latach pojawienie si¢ nowych sorbentéw oraz poglebienie wiedzy o SPME
i 0 czynnikach wplywajacych na rownowage probka — sorbent sprawity, ze podjeto proby ekstrakeji
réznorodnych zwigzkéw z matryc innych niz woda, np. z powietrza (Chai i Pawliszyn 1995). Starano
si¢ uprosci¢ procedure, tak aby mozliwe byto jej wdrozenie do analiz w warunkach polowych.
Cickawym kierunkiem badan jest tez polaczenie etapu pobierania probki z ekstrakcja, tak jak
zrobiono to w przypadku adsorpcji z powietrza lotnych zwiazkow organicznych wydzielanych przez
cytryne (Fung i in. 2019).

Rozwdj SPME otworzyt mozliwo$¢ wykorzystania tej metody do badania produktow
spozywczych. Mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej zastosowano jeszcze w latach 90. do analizy
probek ciektych, np. wina. Te badania skupity si¢ na oznaczeniu pestycydow najczesciej stosowanych
w uprawach winogron w wybranych markach win (Vitalif i in. 1998). Oznaczaniem niektorych
wielopier§cieniowych weglowodorow aromatycznych wystepujacych w zywnosci zajeli si¢ kilka lat
p6zniej Martin i Ruiz (Martin i Ruiz 2007). Warto nadmieni¢, ze w tych badaniach wykorzystano
metode SPME w potaczeniu z urzadzeniem pozwalajacym na bezposrednig ekstrakcje lotnych
analitow z probek statych (DED — direct extraction device). Do wedzonych produktow wprowadzono
komorg z umieszczonym w $rodku widknem z sorbentem. Dzigki matym otworom w $cianach DED
lotne zwigzki moga si¢ dostawac w poblize widkna i ulegaé adsorpcji. Zastosowanie tego potaczenia
pozwolito nie tylko na uproszczenie i skrocenie calej procedury, lecz takze na pozostawienie probki
w praktycznie niezmienionym stanie (Martin i Ruiz 2007).

Mikroekstrakcje do fazy stacjonarnej stosuje si¢ rowniez do ekstrahowania zwigzkoéw
naturalnie wystepujacych w zywnosci lub produktow przemian tych substancji. Opisywana metoda
okazuje si¢ w niektorych przypadkach tansza alternatywa dla tych dotychczas stosowanych
W przemysle spozywczym, a jej wdrozenie pozwala niekiedy na unikniecie problemow i btedow
w oznaczeniach wystepujacych w przypadku innych metod.

Mata ilo$¢ probki konieczna do pojedynczej analizy z wykorzystaniem SPME predestynuje
te metode do jej wykorzystania w kryminalistyce, w ktorej problemem sg czesto znikome ilosci
materiatu. Jednym z ciekawszych badan z tego zakresu bylo jej zastosowanie do wykrywania
substancji wybuchowych i narkotykoéw w sposdb analogiczny do tego, W jaki robig to psy policyjne.
Sa one szkolone do reagowania na te zwigzki zapachowe, ktorych obecno$¢ jest charakterystyczna
dla danego materiatu, a nie — na ich gtowne sktadniki. Autorzy publikacji zaproponowali wiec
wykorzystanie techniki HS-SPME do tych wtasnie substancji (Lai i in. 2008). Wariantu Head Space
metody SPME uzywa si¢ rOwniez w analizach pozostatosci ptynow tatwopalnych (Grafit i in. 2018).
Stosunkowo nowym kierunkiem badan jest natomiast zastosowanie opisywanej metody w celu
ekstrakcji z tkanin lotnych zwigzkéw organicznych pochodzacych z perfum. Wyniki otrzymane
dzigki takiej analizie mogltyby stanowi¢ dodatkowy dowod w sprawach, w ktorych doszto do
bezposredniego kontaktu miedzy ofiara i sprawca przestgpstwa i w ktorych wystepuje
prawdopodobienstwo przeniesienia pomig¢dzy nimi wspomnianych sktadnikow zapachowych
(Gherghel i in. 2018).
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Kolejng dziedzing, w ktorej zastosowanie znalazta mikroekstrakcja do fazy stacjonarne;j, jest
toksykologia. Takze w tym wypadku duza zaleta SPME jest zuzycie malej ilosci probki. Metoda
SPME pozwala na ekstrakcje wolnej frakcji leku lub narkotyku, czyli tej jego czesci, ktora
rzeczywiscie wplywa na organizm. Opracowuje si¢ zar6wno procedury przeznaczone dla jednego
zwigzku i jego metabolitow, jak i obejmujace kilka, a nawet kilkanascie substancji rézniacych si¢
budowg i mechanizmem dziatania (Gentili i in. 2016; Brown i in. 2007). Co wi¢ecej metoda SPME
znalazta zastosowanie w analizie materiatdw post-mortem. Dobor odpowiednich warunkow
umozliwia wyizolowanie substancji o bardzo zr6znicowanej budowie i polarnosci z takich materiatow
biologicznych, jak krew czy szpik kostny (Majda i in 2020).

W ostatnich latach dzigki opracowaniu biokompatybilnych sorbentow badane sg mozliwosci
zastosowania SPME do badan in vivo. Dzigki temu, ze nie jest to metoda ekstrakcji wyczerpujace;,
jest mozliwe jej wykorzystanie do badan $rédoperacyjnych, a takze $ledzenie z jej wykorzystaniem
przemian biochemicznych, farmakokinetycznych i farmakodynamicznych zachodzacych

w organizmach zywych (Roszkowska i in. 2018). Szczegétowe informacje 0 niektorych
z wspomnianych badan umieszczono w Tab.1.

Tab. 1. Przyktady wykorzystania ekstrakcji SPME.

Anality Matryca Procedura SPME Metoda Wyniki/wnioski
oznaczenia
chlorowcopochod woda DI-SPME; GC-ECD - niezadowalajaca
ne wybranych 171£5 um poliimid,; precyzja oraz waski
weglowodorow tads= 2 min, zakres liniowoSci.
alifatycznych termodesorpcja Powodem moze by¢
(Arthur i zbyt gruba warstwa
Pawliszyn 1990) sorbentu i krotki czas
adsorpcji.
chlorowcopochod woda DI-SPME; GC-FID - zadowalajace wyniki
ne wybranych stopiona krzemionka; mimo zastosowania
weglowodorow tags= 1 min; jako sorbentu
aromatycznych termodesorpcja krzemionki;
(Arthur i - autorzy sugeruja
Pawliszyn 1990) przydatnos¢ tej metody
do oznaczania lotnych
weglowodorow
aromatycznych.
Pestycydy wino DI-SPME; GC-MS - mozliwe wykrycie
(Vitalif i in. tags = 30 min, analitow w stezeniu
1998). termodesorpcja w pg/l;
250°C, tdes= 3 min - staba precyzja
zwlaszcza na niskich
poziomach stgzen;
- metoda okreslana
jako tansza, szybsza i
prostsza od wczesniej
stosowanych
Narkotyki mocz PDMS, GC-MS - metoda pozwala
(Brown i in. tags= 20 min, 90°C; oznaczy¢ wybrane
2007) narkotyki z
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Anality Matryca Procedura SPME Metoda Wyniki/wnioski
oznaczenia
termodesorpcja zadowalajacg w
tdes = 1 min, 225°C przypadku probek
biologicznych precyzja

i doktadnoscia;

-LOD =0,1-0,5 pg/ml
lotne zwiazki powietrz  DI-SPME; GC-MS - zastosowanie
organiczne e 75 um CAR/PDMS; adsorpcji aktywnej
wydzielane przez tads =5 min pozwala na poprawe
cytryne tads =5 min precyzji i czuto$ci;
(Fung i in. 2019). - procedura nie

wymaga specjalnego
przygotowania probki
ani otoczenia tak jak
wczesniej stosowane

rozwigzania.
Leki Krew nanowtokno LC-MS - otrzymano
psychotropowe i szpik tags = 60 min; powtarzalne wyniki
(Majdaiin. 2020) kostny tges = 30 min oznaczen na wyzszych

poziomach stgzen,

4. Podsumowanie

Metoda SPME, ktorej poczatki siegaja lat 90., jest niewatpliwie jedna z najpopularniejszych
technik ekstrakcji. Polega ona na adsorpcji analitow na wioknie pokrytym sorbentem. Zaleznie od
wiasciwosci ekstrahowanych zwiazkow stosuje si¢ jeden zjej trzech wariantow: ekstrakcje
bezposrednio z probki, z fazy nadpowierzchniowej lub z zastosowaniem membrany. Ze wzgledu na
szereg zalet tej metody — m.in. prosta metodologig, krotki czas ekstrakcji i mozliwos¢ potaczenia jej
praktycznie z kazda technika instrumentalng — uzywa si¢ jej dzisiaj w rutynowo wykonywanych
analizach klinicznych, przemystowych i srodowiskowych, a dzigki ciaglemu rozwojowi faz
stacjonarnych mozliwych do zastosowania mozliwe staje si¢ wyizolowanie nastepnych zwigzkow z
coraz bardziej skomplikowanych matryc.
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Abstract

Hypochlorous acid (HOCI) is one of the most important biologically reactive oxygen species
(RSO) that plays an important role in immune systems, including defense against pathogens. Many
scientific studies indicate that inappropriate HOCI production causes many related diseases, including
arthritis neurodegenerative diseases and cardiovascular diseases. In living organisms, chloric acid
(HOCI) occurs mainly in the mitochondria, where it is biologically formed as a result of the catalytic
action of the enzyme myeloperoxidase (MPO) in the reaction of chloride ions and hydrogen peroxide
(H20>). Its complex role in cell signaling pathways and high reactivity make it difficult to study its in
vivo development and effects on cell function. As part of the research, a new, stable probe was
designed and synthesized that can be potentially used in biological and biomedical research for in
vivo fluorescence HOCI imaging. In a broader perspective, the proposed research is extremely
important from a medical point of view and to explain the pathogenesis of diseases related to the
overproduction of HOCI by myeloperoxidase.

1. Introduction

Reactive oxygen species are radicals, ions, or molecules that have a single unpaired electron
in their outermost electron shell. Due to this nature, ROS are highly reactive. ROS can be divided into
two groups: oxygen free radicals and non-radical ROS. Free oxygen radicals include superoxide (02
), hydroxyl radical ("OH), nitric oxide (NO"), organic radicals (R°), alkoxy radicals (RO"), peroxide
radicals (ROO"), thiyl radicals (RS*), sulfonyl radicals (ROS") and thiyl peroxide radicals (RSOO").
Non-radical ROS include hydrogen peroxide (H-0), organic hydroperoxides (ROOH), hypochloride
(HOCI), singlet oxygen (*02), ozone / trioxide (Os), peroxynitrite (ONOQO"), nitrogen dioxide (N205),
nitronium (NO2"), nitrocarbonate anion (O,=NOCQO;"), nitrosoperoxycarbonate anion (O=NOOCO;
), and highly reactive carbonyl compounds derived from lipids or carbohydrates (Liou and Storz
2010).

In general, the reducing environment inside the cells helps prevent free radical damage. This
reducing environment is maintained by the action of enzymes and antioxidants such as superoxide
dismutase (SOD), glutathione, glutathione peroxidase, catalase, ascorbate (vitamin C), a-tocopherol
(vitamin E), and thioredoxin. Changes in the redox state and depletion of antioxidants through
exposure to oxidants lead to oxidative stress and consequent oxidative damage. Various enzymatic
and non-enzymatic processes can generate ROS in mammalian cells. The most important sources are
reactions catalyzed by the enzymes nicotinamide adenine dinucleotide oxidase (NADPH), xanthine
oxidoreductase (XOR) and myeloperoxidase (MPO (Bayr 2005).

The consequence of cellular metabolism is oxidative stress, i.e. an imbalance in pro-oxidative
/ antioxidant homeostasis, leading to the formation of reactive oxygen species (ROS), which play a
key role in many physiological processes, and thus in the functioning of living organisms (Barnham
et al. 2014). ROS are known to have both positive and negative effects on cells. As a result of the
excessive production of ROS and the depletion of antioxidant reserves by the body. ROS can interact
with a number of cellular components, including DNA, lipids, and proteins. Proteins are oxidized,
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which modifies their structure and disrupts their function. It also causes lipid oxidation as well as
damage to nucleic acids and thus destroys cells (Lukaszewski et al. 2007).

Hypochlorous acid (HOCI) is one of the most important biologically reactive oxygen species
(ROS), playing an important role in the immune system, including protection against invasive
pathogens and their elimination (Xu et al. 2013). Due to a pKa of 7.53 (25 ° C), both HOCI and
deprotonated ~OCI are present at physiological pH. Under existing pathological conditions, its
concentration in body fluids can reach 200 uM (Gebicka and Banasiak, 2012). In living organisms,
hypochlorous acid occurs mainly in the mitochondria, where it is formed biologically as a result of
the catalytic activity of the enzyme myeloperoxidase (MPO) in the reaction of chloride ions and
hydrogen peroxide (Liu et al. 2018). The production of hypochlorous acid is an integral part of the
ability of cells to fight a wide variety of pathogens and also poses a significant risk of exposing the
host cell to the same processes that are used to destroy invading microorganisms (Ren et al. 2018).
Uncontrolled production of HOCI can lead to disruption of redox homeostasis, which can cause
oxidative damage through oxidation or chlorination of biomolecules. HOCI readily reacts with many
biological molecules, especially with thiols, thioleter, heme proteins, and amino groups, and can
damage target cells and tissues (Yan et al. 2018). Abnormal and overproduction of HOCI can cause
tissue damage and cause a number of related diseases, including arthritis, kidney disease, lung injury,
cardiovascular disease, asthma, and even cancer (Zhang et al. 2017; Yuan et al. 2015; Pattison and
Davies 2001).

It is very important to understand the role of HOCI in cells and its relationship to diseases.
Today, the availability of selective and sensitive pro-fluorescent probes that can provide important
information about the physiological and biochemical properties of living cells and tissues has opened
up new horizons in life sciences. Until recently, real-time monitoring of hypochlorous acid levels in
biological systems was difficult due to the lagged response time and insufficient sensitivity of the
current fluorescent probes. To solve this problem, new types of sensitive HOCI groups are being
developed. Due to their selectivity, high sensitivity and short response time, fluorescent probes are a
powerful tool for the detection of reactive oxygen species, including hypochlorous acid (Zhu et al.
2018).

As a strong oxidant with a broad spectrum of reactivity with many biomolecules, HOCI is
one of the most mysterious reactive oxygen species in biology (Hu et al. 2016). Due to its low
concentration, strong oxidizing properties and short lifetime, effective tools for detecting HOCI at the
subcellular level remain a significant challenge for scientists. The small number of suitable
fluorescent probes for the selective and sensitive detection of HOCI hampers progress in
understanding its role in various biological processes. To meet the requirements of complex biological
assays, in particular for quantitative detection in cells, highly versatile and robust HOCI probes with
high selectivity and a rapid response must be developed (Yue et al. 2016).

Fluorescent probes are recognized as extremely sensitive HOCI detection tools for use in
biomedical and clinical research. Easy operation, quick response, high sensitivity with a low limit of
detection, real-time analysis and easier visualization compared to conventional methods are the great
advantages of the probes (Chu et al. 2020). In most cases, the action of probe for HOCI is based on
its oxidation to the corresponding fluorescent product. The analyte can be determined by the change
in spectroscopic properties that occur after its reaction with fluorogenic probes. (Haugland 2005;
Chen et al. 2006).To understand the mechanism and to correctly interpret the experimental data, it is
very important to define the products formed in this process (Wardman 2007).

Although many fluorescent probes for detecting HOCI have been described in recent years,
only a small number have shown practical utility in biological research due to common problems with
sensitivity, chemical stability and / or photostability (Hu et al. 2014).

The above considerations inspired us to design and synthesize a selective probe for HOCI
that could help clarify its role in biology.

2. Material and Methods

Unless otherwise stated, solvents and reagents were of analytical grade from commercial
suppliers and were used without further purification. The progress of the reaction was monitored by
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thin-layer chromatography (TLC; Merck 60F-254). Silica gel 60 (70—200 mesh, Sigma) was used for
general column chromatography purification purpose. The purity of the synthesized compound was
confirmed by high performance liquid chromatography on a Shimadzu apparatus equipped with a
diode array detector. Electronic absorption spectra were measured with a Jasco V-670
spectrophotometer. The steady-state emission spectra were recorded with a FLS-920
spectrofluorimeter (Edinburgh Instruments, UK). All spectroscopic measurements were performed in
phosphate buffer. A stock solution of compound of 6-DMTC-NN was prepared by dissolving
compound in acetonitrile. Fluorescence and absorption spectra were recorded in phosphate buffer (0.1
M pH 7.4) containing acetonitrile (10%). The stock solution of HOCI was prepared freshly each day
and the concentration was determined by spectrophotometry, using the extinction coefficient value of
350 Mt cm? at 292 nm, in 0.1 M NaOH.

6-DMTC-NN was readily prepared in one step method. Briefly, to a solution of 6-cyano-2-
naphthol (254 mg, 1.5 mmol) in 3 mL DMF, N,N-dimethylthiocarbamoy! chloride (352 mg, 3 mmol)
and K>COj3 (456 mg, 3.3 mmol) were added. The mixture was stirred at 65-70 °C. After stirring for
4h, the mixture was cooled down, and the mixture was poured into ice water (100 ml) and filtered to
afford product 6-DMTC-NN (327 mg, yield 85%).

3. Results

Many fluorescent probes for HOCI detection have been developed. However, most of them
were obtained in a multistep synthesis with a low yield, which limits their application in biological
research. Presented in this paper probe 6-DMTC-NN was synthesized in a simple one-step way (Fig.
1.) from commercially available chemicals with good reaction yield.

S
H.C, J\ 5 CN
CN N ¢l
H.C H,C.
K.CO P ©
HO 2772 H.C

DMF, reflux, 1h
6-OH-NN

Fig. 1. Synthesis route of 6-DMTC-NN.

6-DMTC-NN

During the probe design, the properties of the fluorophore, i.e. spectral characteristics,
commercial availability and easy functionalization, were taken into account. Therefore, our probe is
based on 6-cyano-2-naphtol as a signaling unit which was integrated with an N,N-
dimethylthiocarbamoyl as a recognition group for the detection of hypochlorite.

The electronic absorption spectrum of 6-DMTC-NN in phosphate buffer (0.1M, pH 7.4) is
presented in Figure 2. 6-DMTC-NN has the main absorption band at 238 nm with the shoulder around
285 nm. The value of the molar extinction coefficient (g) for the 6-DMTC-NN probe is 56800
M~.cm™. 6-Cyano-2-naphthol conjugated with N,N- dimethylthiocarbamoyl moiety is weakly
fluorescent (Fig. 3.), while it shows a response of changing the fluorescence intensity in the presence
of hypochlorous acid. The probe consists of a group of N,N-dimethylthiocarbamoyl that acts as a
fluorophore mask based on an intramolecular charge transfer (ICT) mechanism. After addition of
HOCI 6-cyano-2-naphthol (Fig. 4.) is released and fluorescence is “turn on”.

The HOCI concentration dependent fluorescence response of 6-DMTC-NN with HOCI was
then tested. The reactivity of the probe was tested by adding various concentrations of HOCI to the
buffer containing the probe. Fluorescence titration experiments showed that the fluorescence intensity
increased after the addition of HOCI (0-5 pM) (Fig. 5a.). After the addition of HOCI, the fluorescence
intensity at 450 nm gradually increased and reached a plateau after the addition of 4 uM of HOCI
(Fig. 5b.)
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Fig. 2. a) Electronic absorption spectra of 6-DMTC-NN. The inset shows the dependence of the 6-
DMTC-NN probe absorbance (Amax 238) on its concentration in the buffer.
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Fig. 3. Emission spectra of 6-DMTC-NN (2 uM) before and after addition of HOCI (4 uM).

Spectra were recorded after 10 min of incubation in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) containing
acetonitrile (10%).

We tested the probe of 6-DMTC-NN response of HOCI under acidic, neutral and alkaline
conditions. To test the effect of pH on HOCI detection by 6-DMTC-NN, the probe was incubated in
buffers of different pH values in the absence or presence of HOCI. The results reveal that the pH value
of solution has a notable influence on the probe response to HOCI. As shown in Figure 6, a slight
increase in fluorescence was observed at pH 6.5-7.4 in the absence of HOCI. In the presence of HOCI
in the pH range 3.5-4, the corresponding product showed the strongest enhancement of fluorescence
(Fig. 6.). As the pH value increased, the fluorescence decreased. This means that the probe is pH
dependent for the detection of HOCI.

S CN CN
H.C JL HOCI
0 — HO

N
.G pH 7.4

6-DMTC-NN G-OH-NN
Fig. 4. Proposed mechanism for the response of 6-DMTC-NN to HOCI.
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Fig. 5. a) Fluorescence spectra of 6-DMTC-NN (2 pM) in the presence of various concentrations
of HOCI (0-5 uM) in phosphate buffer (0.1 M pH 7.4) at room temperature (Aex: 330 nm); (b)
Changes in the fluorescence intensity of 6-DMTC-NN (2 uM) at 450 nm in the presence of
various concentrations of HOCI (0-5 uM).
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Fig. 6. Fluorescence intensities of 6-DMTC-NN (2 uM) in the absence and the presence of HOCI
(4 uM) in aqueous solution containing acetonitrile (10%) at various pH.

4. Discussion and conclusions

The main goal of this paper was to design and synthesize a new probe that could potentially
be used in biological and biomedical research for in vivo HOCI fluorescence imaging. As part of the
research, a simple 6-DMTC-NN fluorescent probe was developed. The probe consists of the
fluorophore 6-cyano-2-naphthol connected with an N,N- dimethylthiocarbamoyl trigger that reacts
with HOCI. The N,N-dimethylthiocarbamoy! group efficiently suppresses fluorescence through the
intramolecular charge transfer (ICT) mechanism. The experimental results presented here indicate
that the probe is an efficient tool for detection of HOCI.

In conclusion, we synthesized a simple 6-DMTC-NN fluorescent probe for the detection of
HOCI. 6-DMTC-NN can be obtained in a one-step synthesis. Our research confirms that 6-DMTC-
NN acts as a practical fluorescent probe which is characterized by a quick response and high
sensitivity to HOCI. Importantly, DMTC-NN has the potential to find application in biological
systems for the tracking and imaging of hypochlorous acid.
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Abstract

Hypochlorous acid (HOCI) as one of the most important reactive oxygen species (ROS),
plays an important role in various physiological and pathological processes. However, incorrectly or
abnormal levels of HOCI are associated with many diseases. While the production of HOCI by
myeloperoxidase (MPO) is beneficial in terms of the immune response to invading pathogens, there
is considerable evidence that inappropriate stimulation of HOCI formation by MPO (wrong site,
wrong timing, excessive levels) can damage the host cell. Oxidizing hypochlorous acid derived from
MPO is involved in the pathogenesis of atherosclerosis and other inflammatory conditions. Therefore,
it is very important to develop a fluorescent probe to detect HOCI. For this purpose, in the last decade,
many fluorescent probes have been developed and utilized for the detection of HOCI in vitro and in
vivo settings. Due to the limitations of the currently used methods of monitoring the formation of
hypochlorous acid, it is necessary to develop an appropriate method to test the reactivity of selected
fluorescent probes towards MPO. In this review, we summarized the recent work on the HOCI probes.
Avrticle includes design strategies and mechanisms to detect HOCI.

1. Introduction

Luminogenic and fluorogenic probes are most commonly used to detect ROS in living cells
and tissues. They are easy to apply using a fluorimeter, microscope, plate reader and flow cytometer.
In addition, fluorescence microscopy opens up possibilities to visualize cellular ROS production in
space-time. Thus, there is need for fluorescent probes with excellent sensitivity and selectivity for the
detection of specific ROS in living cells and in vivo. Much effort has been made in the last decade to
develop small molecule fluorogenic probes for the detection of HOCI to provide valuable molecular
tools for explanation the role of HOCI in ROS-related diseases (Gao et al. 2019).

Pro-fluorescent probes are recognized as the extremely sensitive HOCI detection tools used
in biomedical and clinical research. Fast response, easy operation, real-time analysis high sensitivity
with a low limit of detection and easier visualization compared to conventional methods are the great
advantages of these probes (Chu et al. 2020). In most cases, oxidation of the probe leads to the
corresponding fluorescent product. Defining the basic products of the process for understanding the
mechanism and properly interpreting the experimental data is of paramount importance. The analyte
can be determined by the change in the spectroscopic properties associated with the fluorescent probes
upon reaction with the analytes (Wardman 2007).

Fluorophores are always present in chemical biology. In this review, we do not intend to
discuss all of the reported HOCI probes, but rather identify several classes of representative
fluorescent HOCI probes based on their detection mechanisms, their design strategies and chemical
properties.

Due to the important role played by HOCI in living cells and tissues, it is very important to
detect HOCI in vitro and in vivo, which allow the interpretation of many biological phenomena (Fig.
1.). Today, fluorescent probes are used in a wide range of biomedical applications such as
pharmaceutical research, clinical diagnostics, and high-throughput screening (Warrier and Kharkar
2014). Compared to other traditional sensors, fluorogenic probes have many advantages, such as high
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sensitivity, short response time and ease of use. More importantly, in combination with high-
resolution confocal microscopy, fluorescence probes enable direct visualization of dynamic HOCI
formation in living cells, tissues and animals with high levels of temporal and spatial resolution.
Despite important advances in the field of HOCI detection, there are still some problems and
challenges. First, so far only a limited number of reaction groups have been developed that are
selective for HOCI. In particular, although a significant number of fluorescent probes for HOCI have
been designed on the basis of their strong oxidizing properties, other ROS / RNS, especially
peroxynitrite (ONOO"), have comparable oxidation capacity and thus interfere with the detection of
HOCI. Second, pro-fluorescent near infrared (NIR) type probes are rare due to the lack of NIR
fluorophores that are stable in the presence of HOCI. Moreover, the practical applications of probes
developed to detect HOCI-related diseases have not been fully explored (Wu et al. 2019; Hu et al.
2016).

/Intracellular,
Future

e/ . detection /
— “~—  Hocl B
~ Fluoregcent - application
——— prt3 e: R . directions
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_ detection |

Fig. 1. The way from the synthesis of the fluorescent probe for future applications.

2. Important factors in the design of probes for the detection of HOCI

2.1 Buffers and co-solvents

Buffers such as phosphate buffered saline (PBS), tris-(hydroxymethyl)- aminomethane
(Tris), N-2-hydroxyethylpiperazine-N’'-2-ethanesulfonic acid (HEPES), and others are often used in
fluorescent chemosensory systems to imitate physiological environment. It is worth noting, however,
that HEPES is also oxidized by HOCI and as a result is not a good choice for use in “OCI detection
systems. Since most fluorescent probes have poor solubility in pure agueous solutions, organic
solvents such as N,N-dimethyl-formamide (DMF), dimethyl sulfoxide (DMSO), acetonitrile and
ethanol are often used as co-solvents. However, DMSO is not a suitable co-solvent for the detection
of HOCI as it is easily oxidized by it. Moreover, in biochemical studies, the concentration of organic
co-solvents should be as low as possible, because they do not occur in living organisms, and the use
of high concentrations of organic solvents usually disturbs the functioning of biomolecules (Xing et
al. 2016; Peng et al. 2014).

2.2 Fluorophores

The oxidative susceptibility of the fluorophores should be taken into account when probes
are used in ROS / RNS detection, especially for highly reactive oxygen species such as HOCI and
ONOQO. It is very difficult to select the appropriate pro-fluorescent probes for HOCI detection in
biological studies. Fortunately, most of the fluorogenic probes for the detection of HOCI have been
developed around several classes of "core" fluorophores, with the different HOCI sensitive triggers
(Ma et al. 2020).

It is generally accepted that “turn on” probes are better than “turn off” probes as the latter
are more easily interfered with by background fluorescence resulting in poor sensitivity and
reliability. In addition, compared to those that emit in the visible range, NIR fluorogenic probes have
many beneficial features, such as less minimal fluorescence interference and light scattering, less
photodamage and deeper tissue penetration (Guo et al. 2014).

2.3 Receptors for HOCI

The main component of the probes is the receptor, in which the selective binding of the
analyte takes place. Due to this specific reaction, it is possible to detect the analyte qualitatively and
quantitatively by means of the spectral properties of the product, which differ significantly from those
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of the probe itself (Fig. 2.). The effectiveness of a fluorogenic probe depends on the selectivity of the
receptor for a given analyte in a complex system and appropriate modulation of the spectral properties
of the fluorophore (Vegesna 2014).

Probes usually consist of three different groups: (1) a spectroscopic group or signaling group,
the properties of which should change upon reaction with the analyte; (2) a marking or recognition
moiety that is responsible for selectively reacting with the analyte; and (3) a suitable link or spacer
connecting the two previous groups (sometimes without any link, the two groups are integrated). The
detection of the analyte by probes according to the tests is accomplished by one of the following
mechanisms: (1) protonation-deprotonation; (2) complexation (including the direct complexity and
complexity of crowding out competition); (3) cleavage and covalent bond formation; and (4) redox
reaction (Li et al. 2013).

( sENsOR ) HOCl = FLUORESCENCE -~

non-fluorescent
Fluorescence imaging

Fig. 2. Schematic illustration of turn-on fluorescent probes for HOCI.

3. Classification of probes into HOCI based on their detection mechanisms

3.1 . Sulfur / selenium moiety oxidized by HOCI

The sulfur and selenium moiety are electron donating groups that are easily oxidized by
HOCI to form sulfoxides and selenoxides, respectively, which are highly electron withdrawing groups
(Fig. 3.). This oxidation enables probes containing sulfur or selenium to useful signal changes in their
fluorescence or absorption spectra after reacting with HOCI.

a) b)
CHJ Q
Hocl 4
s S Se HOCI Se
R, R, R, R, R R, R R,
R, = fluorophore R, = fluorophore
R, = H or alkyl R,=H oralkyl

Fig. 3. a) Oxidation of the sulfur moiety by HOCI b) Oxidation of selenium moiety by HOCI.
F

F

Fig. 4. Mechanism of hypochlorite detection.

BODIPYs are characterized by high quantum efficiency and relative insensitivity to the
environment. In addition, its low cytotoxicity, polarity and pH insensitivity, and chemical resistance
make it ideal for in vivo imaging. Kim and Zeng and their research group synthesized a ratiometric
fluorescent probe based on the BODIPY fluorophore (Fig. 4.), which can dynamically monitor the
concentration of HOCI in living cells. Compared to the other probes described, the above probe
showed an obvious change in fluorescence within 30 s of reaction with HOCI. The probe fluorescence
intensity increased 7-fold and the detection limit was estimated at 59 nM. The probe also showed
excellent photostability. Moreover, the probe showed a high quantum yield of about 0.15 at the
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maximum emission wavelength at 619 nm. Experimental results suggest that the probe has low
cytotoxicity (Duan et al. 2019).

3.2 The chlorination of thioesters and amides by HOCI

As a strong oxidant, HOCI can react with thioesters and amides. Chlorination reaction yields

intermediates which are converted to carboxylates in aqueous solution. (Fig. 5.).
Cl
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R, = fluorophore
R, = SH, NH, or NH

Fig. 5. The specific chlorination reaction between thiols or amides and HOCI.

Fig. 6. The structure of probe and the proposed mechanism of fluorescence response to HOCI.

Fluorescent probes based on fluorescein and its derivatives for the detection of HOCI showed
excellent photophysical properties - including good photostability and high quantum yield of
fluorescence. The Lv group synthesized a "turn on" fluorescent probe which is based on the
isomerization of the N = C double bond and the oxidative hydrolysis of the hydrazide (Fig. 6.) The
probe is a sensitive and selective for HOCI, and has a short response time. After the addition of
hypochlorous acid, the fluorescence at 542 nm can be observed. This probe is capable of imaging
exogenous and endogenous HOCI in living cells as well as quantitatively detecting HOCI by flow
cytometry. Finally, this probe has a low cytotoxicity and is therefore suitable for practical applications
(Zhan et al. 2017).

3.3 Oxidation of double bonds

In organic synthesis, olefinic C=C double bonds can undergo oxidative cleavage reaction
with HOCI under mild conditions. This results in a variety of double bond cleavage products,
including relatively unstable chlorinated compounds, which may be further oxidized to more stable
non-chlorinated compounds such as aldehydes and carboxylic acids (Fig. 7.).

R, HOCI /A\ H,0
T —_— L b
RW/\\/ R R, R1\\¢O + RZ/;"‘\O

Fig. 7. HOCI-induced double bond cleavage.

Fig. 8. Naphthalimide-based HOCI detection mechanism.

Naphthalimide derivatives are characterized by high sensitivity, good optical parameters,
excitation wavelength in the visible light region, and a large Stokes shift. Yin and Huo et al. reported

76|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

a proportional 1,8-naphthalimide-based fluorescent probe (Fig. 8) that can detect HOCI. Detection is
based on intramolecular charge transfer (ICT) with 1,8-naphthalimide as donor and indole iodide as
acceptor. The initial probe solution was red, but after the addition of HOCI, the ICT process was
terminated, resulting in the disappearance of the red fluorescence and appearance of green
fluorescence. The probe showed that the maximum emission wavelength was 620 nm, and there was
a large Stokes shift of about 105 nm after reacting with HOCI. The probe was judged to have a
detection limit of 53 nM. In addition, the probe was successfully used to monitor HOCI levels in
HepG2 cells (Li et al. 2016).

3.4 Oxidation of p-aminophenol and p-methoxyphenol

The specific ability of HOCI to oxidize 4-methoxyphenol, 4-aminophenol and related groups
to their corresponding quinones is exploited for the selective detection of HOCI compared to other
ROS / RNS by incorporating these and related moieties as functional groups into the molecular
structure of the fluorogenic probe. These aromatic groups are electron-rich systems and are easily
oxidized to the corresponding quinones. When such moieties are attached to a fluorophore, they
quench or reduce the fluorescence intensity in photoinduced electron transfer (PET) processes. After
reaction with HOCI electron-deficient quinones are formed or oxidative removal of the quinone
occurs. Both of them precludes the PET process and leads to fluorescence (Yudhistira et al. 2019).
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Fig. 9. a) The oxidation of p-aminophenol by HOCI b) The oxidation of p-methoxyphenol by
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Fig. 10. Two-photon Nile Red fluorogenic probe for the detection of HOCI.

Kong and Qin and their co-workers synthesized a two-photon Nile Red pro-fluorescent probe
for the detection of HOCI. The probe showed a good fluorescence response to HOCI at an emission
wavelength of about 650 nm (Fig. 10.). In the presence of 30 equivalents of HOCI, the probe
fluorescence signal could plateau within 1 minute and the fluorescence intensity showed an
approximately 8-fold increase. MTT experiments suggest that the probe is not cytotoxic to cells.
Accordingly, the probe was used for the detection of HOCI in HelLa cells as well as in RAW cells.
Interestingly, the probe has been used successfully to visualize HOCI in tissues. Finally, they use
probes to detect endogenous HOCI in a mouse model with liver damage (Lin et al. 2019).

3.5 The oxidative reaction of oxime

Hydroxylamines are converted to aldehydes via a deprotection reaction with HOCI under
mild conditions (Fig. 11.).

H

Py HoCl H
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Fig. 11. The specific oxidation reaction between oximes and HOCI.
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Fig. 12. The probe oxidation reaction with HOCI.

Wang's research group has developed a nopinone-based fluorescent probe for the detection
of hypochlorous acid. In addition to good selectivity, high sensitivity, low detection limit and fast
response time (within 30 s), the probe also shows obvious fluorescence and color changes. The
fluorescence changes from yellow to green and the visible color changes from colorless to yellow.
This probe was used to detect HOCI in both water samples and living cells (Jiang et al. 2019).

3.6 The oxidative conversion of boronates

The conversion of boronic acid esters by HOCI to the corresponding phenolic product is
shown in Fig. 13. The initial reaction step includes an electrophilic boronate and a nucleophilic anion
(HOCI).

R, = fluorophare

Fig. 13. The specific oxidation reaction between boronate and HOCI.

Fig. 14. The oxidation by HOCI.

Duan et al. co-workers synthesized a new probe for HOCI, which consists of
benzo[5]helicene-pyridine fluorophore and benzylbenzene boronic acid pinacol ester as a sensitive
group to HOCI. In the presence of HOCI, this probe shows a remarkable shift of fluorescence from
536 to 452 nm in aqueous solution and a distinct change in fluorescence color from yellow to blue.
Oxidation of the phenylboronic ester by HOCI induces benzyl cleavage as evidenced by *H NMR
spectra and density functional theory calculations (Duan et al. 2019).

4. Discussion and conclusions

In the last years, many small molecule probes for the detection of HOCI have been
developed. When used in vivo in complex biological environments, these fluorogenic HOCI probes
should meet the following criteria: high and fast response sensitivity to HOCI; high selectivity for
HOCI compared to other ROS in cells; excellent chemical and photochemical stability; high solubility
in water; and fluorescent products with high quantum efficiency. Many of these probes have met the
above requirements and have been successfully used in biomedical research, such as fluorescence
imaging of endogenous HOCI.
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However, biomedical research always requires more appropriate in vivo imaging tools, high-
throughput screening for drug detection, and dynamic monitoring of HOCI-related cell pathways. In
this direction, it is expected that promising fluorogenic probes with desirable properties such as two-
photon or near infrared excitation / emission wavelengths will be able to quantify the amount of HOCI.
Innovative probes can help solve the mysterious life processes associated with HOCI.
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Streszczenie

Ciecze jonowe (ang. lonic Liquids ILs) sa to sole o budowie jonowej. Sktadajg si¢ z kationu
i anionu, o temperaturze topnienia ponizej 100°C. Asymetryczna budowa jondw ILs determinuje ich
niskg temperature topnienia. Taka struktura zwigzkdw pozwala na otrzymanie cieczy jonowych III
generacji wykazujacych szereg wiasciwosci np. aktywno$¢ biologiczng wraz z aktywnoscia
powierzchniowg (Johnson 2007). Np. w wyniku zdolnoéci chwastobojczej przyczyniajg sie do
poprawy iloéci oraz jako$ci plonow. Przedmiotem niniejszej pracy jest analiza literatury w zakresie
wiasciwosci fizykochemicznych w tym zwilzalnosci 1 zastosowan herbicydowych cieczy jonowych
oraz zbadanie zdolno$ci zwilzajacych wybranych cieczy jonowych poprzez pomiar kata zwilzania.
Do badan zwilzalno$ci uzyto parafing i powierzchnie teflonu. Wyniki zostaty przedstawione
schematycznie wraz ze wskazaniem zalezno$ci pomiedzy badanymi zwigzkami.

1. Wstep

Rosnace skazenie §rodowiska oraz zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwierzat, spowodowane
stosowaniem konwencjonalnych produktéow pestycydowych, stwarza konieczno$¢ opracowywania
nowych, bezpiecznych oraz przyjaznych przyrodzie, srodkoéw ochrony i regulatorow wzrostu roslin
(Wyrwas 2012; Syguda i in. 2018; Janiszewska i in. 2010; Castro i in. 2014). Herbicydy to
najpowszechniej stosowany typ pestycydow, stuzacy przede wszystkim w celu zwalczania chwastow
i innych niepozadanych ro$lin. Stanowia one ponad 60% wszystkich pestycydéw stosownych
W rolnictwie. Sposob dziatania herbicydow to biochemiczny i fizjologiczny mechanizm, za pomoca
ktorego regulujg one wzrost roslin na poziomie komérkowym. Herbicydy o tym samym sposobie
dziatania zazwyczaj wykazujg identyczny model translokacji, czyli przemieszczania si¢ substancji
biologicznie czynnej do wrazliwych czgsci roéliny, glownie do stozkow wzrostu umiejscowionych
w todydzei korzeniu. Na poziomie fizjologicznym, herbicydy kontroluja rosliny poprzez migdzy
innymi zaburzanie procesu fotosyntezy, nasladowanie regulatorow wzrostu roslin, blokowanie
syntezy aminokwaséw oraz hamowanie rozwoju i podzialu komorek. Zmiany w rolinie
spowodowane powyzej wymienionymi sposobami kontroli mogg mie¢ charakter odwracalny - Kiedy
nastgpuje przejsciowe zahamowanie rosliny lub nieodwracalny - prowadzacy do jej zamierania
(Castro i in. 2014; Janiszewska i in. 2010; Smiglak i in. 2014; Syguda i in. 2018).

Alternatywa dla komercyjnie wykorzystywanych herbicydow moga sta¢ si¢ herbicydowe
ciecze jonowe. Jest to grupa zwigzkéw o temperaturze topnienia ponizej temperatury wrzenia wody
pod ci$nieniem atmosferycznym, przy czym przynajmniej jeden z jondw wchodzacych w ich
strukturg¢ powinien wykazywaé dziatanie chwastobojcze. Do najbardziej popularnych zaliczaja si¢
herbicydy pochodzace od fenoksykwasow, szczegolnie 2,4-D (kwas (2,4-dichlorofenoksy)octowy)
i MCPA (kwas (4-chloro-2-metylofenoksy)octowy). Sa one stosunkowo tanie i majg wysoka
efektywnos¢, dlatego ich wykorzystywanie jest tak powszechne. Znaczna aktywnos$¢ herbicydowych
cieczy jonowych pozwala zmniejszy¢ dawke uzywanego produktu oraz zredukowaé ilo$¢ substancji
dodatkowych wymaganych przy stosowaniu pestycydow. Herbicydowe ciecze jonowe sa praktycznie
nielotne, przez co wykorzystanie ich jest znacznie bezpieczniejsze dla zdrowia ludzi i zwierzat,
W poréwnaniu z obecnie oferowanymi na rynku preparatami chwastobdjczymi na bazie glifosatu
(Pernak i in. 2012; Polit i in. 2014; Castro i in. 2014).
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Z punktu widzenia ekonomicznego, koszty zwigzane z rozpoczgciem produkcji, srodkéw
ochrony roslin na bazie herbicydowych cieczy jonowych, nie sa wysokie, co umozliwia rozwdj
nowoczesnych przedsigbiorstw i powstanie nowych miejsc pracy.

Herbicydowe ciecze jonowe sg zwigzkami wielofunkcyjnymi, tatwo biodegradowalnymi,
nie sa mieszaninami i nie przecigzaja srodowiska. Ich uzycie moze zmniejszy¢ nicoptacalne efekty
srodkow chwastobojczych. Wedlug najnowszych doniesien literaturowych, herbicydowe ciecze
jonowe nie tworza kompleksow z metalami cigzkimi, przez co zahamowaniu ulega transport tych
metali do ro$liny, w wyniku czego uzyskuje si¢ plony pozbawione szkodliwych dla zdrowia,
toksycznych zwigzkéw (Syguda i in. 2018; Johnson 2007; Pernak i in. 2012).

Naukowcy z Politechniki Poznanskiej we wspotpracy z Instytutem Ochrony Roslin
przeprowadzili badania nad syntezg i aktywnoscia chwastobojcza herbicydowych cieczy jonowych.
Wykonano syntez¢ soli amoniowych, fosfoniowych, pirydyniowych, imidazoliowych,
morfoliniowych i piperydyniowych, zawierajacych aniony np. MCPA, 2,4-D i MCPP (anion kwasu
2-(4-chloro-2-metylofenoksy)propionowego). Synteza ta polegata na reakcji wymiany podwdjnej
(metatezy) pomiedzy odpowiednim czwartorzedowym halogenkiem zwanym prekursorem cieczy
jonowej, a solg sodowg herbicydéw w rozpuszczalniku wodnym Iub organicznym i zachodzita
z wysoka wydajnoscig. Wszystkie otrzymane w ten sposob sole byly zwigzkami z temperatura
topnienia ponizej temperatury wrzenia wody pod ci$nieniem atmosferycznym. Nowe sole, uznano za
ciecze jonowe. Sg one stabilne zaréwno na powietrzu, jak i w kontakcie z woda oraz popularnymi
rozpuszczalnikami organicznymi. Czystos$¢ soli (zawartos¢ substancji kationowo czynnej) okre§lono
za pomocg miareczkowania dwufazowego i wynosita ona 96,5 do 98,8% (Syguda i in. 2018; Pernak
i in. 2012). Wybor kationu zsyntezowanych ILs determinowal hydrofobowos$¢ lub hydrofilowos¢
cieczy jonowej. Przy uzyciu kationow z dlugimi podstawnikami alkilowymi, zaobserwowano
limitowang rozpuszczalno$¢ w wodzie. Zsyntezowane ciecze jonowe scharakteryzowano za pomoca
spektroskopii *H i °C oraz analizy elementarnej (Syguda i in. 2018; Cojocaru i in. 2013). Typ kationu
znaczaco wplynat na aktywnos$¢ powierzchniowa otrzymanych soli i mozna je byto zaliczy¢ do
nowatorskich zwigzkow powierzchniowo czynnych, gdyz efektywnie obnizaly napigcie
powierzchniowe i miaty dobre wlasciwosci zwilzajace. Wyniki badan pokazaty, ze zsyntezowane sole
wykazujg aktywno$¢ chwastobdjcza i mozna je zaliczy¢ do grupy herbicydowych cieczy jonowych
(Pernak i in. 2012; Przondo 2007).

Kombinacja dwodch aktywnych zwigzkéw chemicznych w formie [kation][anion]
W pojedynczej grupie funkcyjnej, redukuje liczbe dodatkowych zwigzkoéw chemicznych, takich jak
srodki wspomagajace lub surfaktanty, wymaganych przy aplikacji $rodka ochrony lub regulatora
wzrostu roslin.

Herbicydowe ciecze jonowe typu [kation][MCPA] wykazuja wyzsza aktywnos¢ biologiczng
niz dotychczas stosowany MCPA w formie sodowych lub potasowych soli (Domanska i Lukoshko
2014; Johnson i in. 2007; Syguda i in. 2018). Te nowatorskie formy pochodnych fenoksykwasow,
maja zmniejszona lotnos¢. Sa nieszkodliwe dla roslin rosnacych w sasiedztwie. Hydrofobowe
herbicydowe ciecze jonowe wykazuja znacznie mniejszg rozpuszczalno$¢ w wodzie, a wigc
zminimalizowane ruchy w glebie i wodach gruntowych. Ostra toksyczno$¢ herbicydowych cieczy
jonowych moze by¢ kontrolowana przez odpowiedni dobdr kationu (Khupse i Kumar 2010;
Markiewicz 2013; Castro i in. 2014).

Jak wspomniano powyzej, w sktad herbicydowych cieczy jonowych wchodza zwigzki
0 aktywnos$ci powierzchniowej zawierajace w  strukturze ugrupowanie hydrofilowe oraz
hydrofobowe. Taka amfifilowa budowa sprawia, ze zwiazki te wyrdzniaja si¢ m. in. zdolno$cia
pianotworcza czy wlasciwo$ciami zwilzajacymi (You i in. 2009; Ranke i in. 2007; Przondo 2007)

Wartosci katow zwilzania, napigcia powierzchniowego czy tez energii powierzchniowej
maja podstawowe znaczenie w opisie procesu zwilzania. Jesli material moze by¢ zwilzany przez wodg
nazywamy go hydrofilowym, jesli natomiast nie moze by¢ zwilzany przez wodg, to nazywamy go
hydrofobowym. Wielkoscia, ktora charakteryzuje proces zwilzania ciat statych przez ciecz jest kat
zwilzania 0, zawarty migdzy plaszczyznami stycznymi do powierzchni granicznych: gaz-ciecz
i ciecz-cialo state w tak zwanym punkcie potrdjnym, czyli w miejscu zetknigcia si¢ tych powierzchni.
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Na Rys.1 pokazano pomiar kata w przypadku zwilzania ciata statego przez ciecz (Przondo 2007;
Zana i in. 1996).

Crecs

Cialo stale

Rys. 1. Okreslenie zwilzalnosci w oparciu o kat zwilzania (Przondo 2007).

Kat zwilzania 6 wyznaczany jest jako kat przechodzacy przez przekrdj cieczy. Tworzy go
styczna poprowadzona do profilu cieczy osadzonej na powierzchni ciata statego.
W zaleznosci od tego, jaka warto$¢ osiaga kat 0, ciecze mozna podzieli¢ na:
— catkowicie niezwilzajace: 6 = 180°,
—  czesciowo niezwilzajace: 90° < 0 < 180°,
—  czgdciowo zwilzajace: 0° <0 <90°,
— catkowicie zwilzajgce (rozlewajace si¢ na powierzchni): 6 = 0°.
W przypadku, kiedy trzy fazy stykaja si¢ ze soba i nie zachodza miedzy nimi zadne reakcje
chemiczne ani procesy fizyczne, wtedy na granicy zetkniecia si¢ tych faz ustala si¢ rownowaga sit
napiecia miedzyfazowego (Przondo 2007; Tariq i in. 2012; Castro i in. 2014).

2. Material i Metody

W Tab. 1 przedstawiono strukture oraz wzory herbicydowych cieczy jonowych,
stosowanych podczas przeprowadzania badan. Jako ciecz wzorcowa wykorzystano wode
dejonizowang o przewodnos$ci okoto 0,1 uS cm®, Ciecze jonowe syntezowane byly w Zakladzie
Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej (czystos¢ od 98 do 99%).

Tab. 1. Ciecze jonowe wykorzystane w badaniach.

Nazwa Wzér strukturalny
Cl 0o
(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesan 1-decylo-1- o
metylopiperydyniowy [DecMePip][Dikamba] . o/CH3
N
H,C CiHar €l
Cl O
(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesan 1- o
metylopiperydyniowy [MePip][Dikamba] . O/CH3
/N\
H CH, cl
Cl 0
(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesan 4-decylo-4- © o
dodecylomorfoliniowy [DecDodecMor][Dikamba] . O/CH3
HZSClZ/ \C10H21 Cl
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Nazwa

Wzér strukturalny

(4-chloro-2-metylofenoksy)octan 1-decylo-1-
metylopiperydyniowy [DecMePip][MCPA]

Cl

O 0
N LT

(4-chloro-2-metylofenoksy)octan 4,4-
didecylomorfoliniowy [Dec2Mor][MCPA]

mﬂ@w

100 21

(4-chloro-2-metylofenoksy)octan 4-decylo-4-
etylomorfoliniowy [DecEtMor][MCPA]

Hc/ \c oHay

(4-chlorofenoksy)octan 1-decylo-1-
metylopiperydyniowy [DecMePip][4-CPA]

p@

10 21

(4-chlorofenoksy)octan 4,4-didecylomorfoliniowy
[DecaMor][4-CPA]

DT

10 21

(4-chlorofenoksy)octan 4-decylo-4-
etylomorfoliniowy [DecEtMor][4-CPA]

5@ H@N

2-(4-chloro-2-metylofenoksy)propionian 1-decylo-1-
metylopiperydyniowy [DecMePip][MCPP]

2-(4-chloro-2-metylofenoksy)propionian 4,4-
didecylomorfoliniowy [DecaMor][MCPP]

/ ~N
H,,C, C10H21

(3,6-dichloro)-2-pikolinian 4-decylo-4-
etylomorfoliniowy [DecEtMor][Chlopyralid]

U(ﬁ

HC/ “CyHyy
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Nazwa Wzor strukturalny
(3,6-dichloro)-2-pikolinian 4,4-didecylomorfoliniowy
[Dec2Mor][Chlopyralid] [ j
C / \C10H21
(2,4-dichlorofenoksy)octan 1-decylo-1- O
metylopiperydyniowy [DecMePip][2,4-D]
10 21

Do analizy wybranych zostalo 14 roztworow wodnych nowo zsyntezowanych
herbicydowych cieczy jonowych o stezeniu 102 g mol™. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem
analizatora ksztattu kropli DSA100, ktorego Zzakres pomiaru kata zwilzania wynosi od 1 do 180°.
Ponadto urzgdzenie umozliwia wykonanie pomiaru z predkoscig az do 2000 fsec™?. Analiza polegata
na osadzaniu kropelek cieczy na powierzchni wybranego, hydrofobowego, ciata statego — teflonu
i parafiny, za pomocg strzykawki nalezacej do aparatury. Ponadto krople cieczy miaty statg objetosé¢
w czasie pomiaru. Do obliczen zastosowano metod¢ zwang dopasowaniem Younga-Laplace’a. Jest
to jeden z najbardziej skomplikowanych, ale zarazem dokladnych sposobéw wyznaczania kata
zwilzania. Na podstawie tej metody analizuje si¢ catkowity profil kropli. Dopasowanie profilu
uwzglednia poprawke, ze nie tylko zjawiska miedzyfazowe wptywaja na ksztatt kropli, ale rowniez
znieksztalca ja ciezar cieczy, ktéra ona w sobie zawiera. Po odpowiednim dopasowaniu rownania
Younga-Laplace’a, kat zwilzania wyznaczany jest na zakrzywionej linii konturu profilu, w punkcie
zetknigcia si¢ trzech faz.

3. Wyniki i dyskusja

3.1 Wplyw rodzaju powierzchni na warto$¢ kata zwilzania
TEFLON

Na Rys.2 przedstawiono przyktadowe zdjecia mierzonych kropel cieczy jonowych oraz
wody.

Otrzymane wartosci kata zwilzania 6 zestawiono na Rys. 3. Kazdy z wynikow jest srednia
obliczong z szesciu pomiardéw przypadajacych na kazdy ze zwigzkow.

Wedhug wynikéw przedstawionych na Rys.3, najnizsza warto§¢ kata zwilzania otrzymano
dla roztworu wodnego cieczy jonowej [DecoMor][4-CPA] - 34,6°. Oznacza to, ze badana IL najlepie;j
zwilza silnie hydrofobowa powierzchni¢ teflonu. Natomiast najwyzsze wartoéci kata 6, otrzymano
dla roztworu wodnego cieczy jonowej [MePip][Dikamba] - 86,6°. Otrzymane wyniki badan
potwierdzaja, ze wszystkie analizowane herbicydowe ciecze jonowe mozna zaliczy¢ do zwigzkow
czgsciowo zwilzajacych silnie hydrofobowa powierzchnig teflonu (0° < 8 < 90°). Odmienne wartosci
katow zwilzania dla poszczegolnych ILs wynikajg z budowy cieczy jonowych, ktora bezposrednio
wptywa na oddziatywania miedzy powierzchnig zwilzang a substancjg zwilzajaca.

PARAFINA

Dla wybranych cieczy jonowych zbadano zdolnos$¢ zwilzania parafiny. Otrzymane warto$ci
kata zwilzania 6 zestawiono w Tab.2.

Na podstawie przedstawionych wynikéw badan (Tab.2) wnioskuje si¢, Ze analizowane
ciecze jonowe mozna zaliczy¢ do cieczy czgsciowo zwilzajacych powierzchni¢ parafiny (0° <0 <
90°). Zakres uzyskanych wartoséci katow zwilzania dla analizowanych ILs to 30,8° do 86,6°. Warto
doda¢, ze w badaniach wykorzystano jako powierzchni¢ zwilzang parafing poniewaz zgodnie
Z doniesieniami literaturowymi, parafina imituje silnie hydrofobowa powierzchni¢ liScia. Najnizsze
wartosci kata zwilzania uzyskano dla cieczy jonowej [Dec.Mor][4-CPA] oznacza to, ze ta IL najlepiej
absorbuje si¢ w strukturze komorek chwastow.
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woda [DecMePip][Dikamba]

[DecEtMor][4-CPA] [DecMePip][2,4-D]

Rys.2. Zdjecia kropel roztworéw wodnych cieczy jonowych [DecMePip][Dikamba], [DecEtMor][4-
CPA], [DecMePip][2,4-D] oraz wody utworzonych na powierzchni teflonu.

120
2100
% 80
N
= 60
g 10
F
S 20 l l
0
P QP QP o o o & &

\@\ Q\\® «\@\Q\Q\ ) &\Qx\\ & o*\\q'&\\ ca‘\\b\‘DQ ~¢\°Q 8@
SHFENFF TS TN PSS
¥ L R & 8 & WA

@“'5‘\ @g@’o &FIF T \Q&&* S 9

& N

Rys. 3. Zestawienie wynikow pomiarow kata zwilzania 0 (rodzaj powierzchni: teflon)
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Tab. 2. Zestawienie wynikow pomiardéw kata zwilzania 0 (rodzaj powierzchni: parafina).

Substancja zwilzajaca Kat zwilZania 0
Woda 111,0°
[DecMePip][Dikamba] 70,8°
[MePip][Dikamba] 86,6°
[DecDodecMor][Dikamba] 52,4°
[DecMePip][MCPA] 61,5°
[DecaMor][MCPA] 34,1°
[DecEtMor][MCPA] 63,2°
[DecMePip][4-CPA] 62,2°
[DecaMor][4-CPA] 30,8°
[DecEtMor][4-CPA] 74,1°
[DecMePip][MCPP] 62,7°
[Dec2Mor][MCPP] 40,5°
[DecEtMor][Chlopyralid] 50,1°
[DecaMor][Chlopyralid] 31,1°
[DecMePip][2,4-D] 55,9°

3.2 Wplyw budowy cieczy jonowej na warto$¢ kata zwilzania

Wedlug wynikow przedstawionych w Tab.2 i na Rys.3, najlepszymi wilasciwosciami
zwilzajagcymi charakteryzowaty si¢ herbicydowe ciecze jonowe z kationem [DecoMor], o wartosci
kata zwilzania w zakresie migdzy 30,8°, a 40,5° (powierzchnia: parafina). Pomimo, iz wszystkie
z wybranych zwigzkow sg cieczami cze$ciowo zwilzajacymi (klasyfikacji ze Zrodta Zielinsk 2009),
jedne z nich zwilzajg lepiej, czyli ich wartosci kata 0 sa mniejsze, a drugie zwilzaja gorzej, co wynika
z ich wyzszych warto$ci kata 0. Analizujgc ogdlnie wartos$ci kata zwilzania dla wszystkich badanych
cieczy, mozna stwierdzi¢, ze w przewazajacej wickszosci kationy bedace pochodnymi
morfoliniowymi, czyli [Dec,Mor], [DecEtMor], [DecDodecMor], wptywaja na lepsze wlasciwosci
zwilzajace herbicydowych cieczy jonowych, w pordwnaniu z kationami bgdacymi pochodnymi
piperydyniowymi, czyli [DecMePip] oraz [MePip]. Wyjatkiem jest ciecz [DecEtMor][4-CPA],
0 kationie morfoliniowym, ktéra ma najwickszy kat zwilzania (z wylaczeniem wody) wynoszacy na
powierzchni teflonu 86,8°, czyli zwilza ona najstabiej sposrod wybranych czternastu cieczy
jonowych.

Roéwniez dhugos¢ podstawnika przy kationie ma wplyw na wihasciwosci zwilzajace.
Najlepsze wyniki, a wiec najnizsze katy zwilzania, zmierzono dla ILs [Dec;Mor][4-CPA] (teflon
34,6° / parafina 30,8°) oraz [Dec,Mor][Chlopyralid] (37,7°, powierzchnia teflonu), zawierajacych
dwa, dtugie, podstawniki alkilowe —CioHi2 przy kationie morfoliniowym. Jednak zbyt dlugi
podstawnik i rozbudowana struktura zwigzku, a wigc wynikajaca z tego wysoka masa molowa
zwigzku, w przypadku [DecDodecMor][Dicamba], mogly negatywnie wptynaé na wilasciwosci
zwilzajace owej cieczy jonowej, gdyz zmierzona dla niej warto$¢ kata 6, pomimo Kationu
morfoliniowego wynosi 60,4° (powierzchnia teflonu). Z otrzymanych wynikéw nie mozna
jednoznacznie wywnioskowaé, ze im krotszy podstawnik tym w mniejszym stopniu zwilzana jest
powierzchnia. Natomiast analizujac wyniki pomiaréw dla ILs (powierzchnia teflonu), majacych przy
kationie jako jeden z podstawnikow, krotka grupe metylowa —CHs, np. [DecMePip][MCPP] (73,7°),
[DecMePip][Dicamba] (76,8°) czy tez sam wodor —H, jak w przypadku [MePip][Dicamba] (teflon
86,6°/ parafina 78,8°), mozna zauwazy¢, ze wlasciwosci zwilzajace owych cieczy jonowych, w istocie
sg gorsze od tych z dtuzszymi podstawnikami.

4. Wnhnioski

Obecnie dazy si¢ do tego, by ograniczy¢ wchianialno$é w glebe 1 przedostawanie si¢ do wod
gruntowych $rodkoéw ochrony roélin. Jednoczes$nie jednak trzeba zwroci¢ uwage na to by
odpowiednio wnikaty one w strukturg liscia oraz todygi rosliny. Wydajno$¢ herbicydu zalezy przede
wszystkim od catkowitego i rdwnomiernego zwilzenia rosliny. Woskopodobne powierzchnie lisci
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odpychaja wode, dlatego tak wazne jest uzycie preparatu o odpowiedniej zwilzalnosci, a wigc
0 konkretnie, niskim kacie zwilzania powierzchni. Wedlug doniesien literaturowych herbicydowe
ciecze jonowe wykazuja dobrg aktywno$¢ herbicydowa i sa idealng alternatywa dla
konwencjonalnych produktéw pestycydowych. (Syguda i in. 2018). Opierajac si¢ na wynikach badan
mozna stwierdzi¢, ze ciecze jonowe o wlasciwosciach chwastobdjczych, szczegdlnie te zawierajace
kation bedacy pochodng morfoliniowa oraz dtugie podstawniki przy owym kationie, wykazuja dobre
wilasciwosci zwilzajace. Badania nad herbicydowymi cieczami jonowymi sg w cigglym rozwoju
a popularnosé¢ tych zwiagzkdéw z roku na rok staje si¢ coraz wigksze.
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Streszczenie

Nieustanny rozwdj przemystu chemicznego skutkuje poszukiwaniem nowych rozwigzan m.
in. na rynku pestycydow. W te obszary badan doskonale wpisujg si¢ aktywne powierzchniowo ciecze
jonowe. Badania realizowane w ramach niniejszej pracy pozwolily zaobserwowaé zachowanie
morfoliniowych cieczy jonowych w roztworze wodnym oraz w $rodowisku z dodatkiem alkoholi
krotkotancuchowych. Gléwnym przedmiotem przeprowadzonych badan byta analiza warto$ci
krytycznego stgzenia micelowania CMC ikatow zwilzania morfoliniowych cieczy jonowych,
zsyntezowanych w Zakladzie Technologii Chemicznej Politechniki Poznanskiej. Analizie poddane
zostaty roztwory zwigzkoéw z dodatkiem alkoholi alifatycznych tj. metanolu, etanolu oraz bez dodatku
alkoholi. W trakcie badan okreslono wplyw rodzaju srodowiska reakcyjnego na aktywnosé
powierzchniowa badanych morfoliniowych cieczy jonowych.

1. Wstep

Poczatki syntez cieczy jonowych przypadaja na przetom XIX i XX wieku. Pierwsza
niskotemperaturowg sol opisat Walden w 1914 roku. Poczatkowo stosowano ciecze jonowe jako
elektrolity do ogniw, nastepnie w katalizie, z czasem rowniez jako rozpuszczalniki. Dzigki niskiej
preznosci par ciecze jonowe zaczgly wypierac palne, niebezpieczne dla srodowiska rozpuszczalniki
organiczne (Domanska i Lukoshko 2014; Khupse i Kumar 2010).

Ciecze jonowe (ang. lonic Liquid ILs) absorbujg uwage zespotu naukowcow w zakresie
syntezy i badania wlasciwosci tej grupy zwiazkéw. Wraz ze wzrostem zainteresowania cieczami
jonowymi ro$nie liczba nowo syntezowanych zwiazkow. Charakterystyczny ciekty stan skupienia
powodowany jest wysokim stopniem asymetrii uktadow kation-anion, skad niska energia sieciowania
prowadzi do przejawiania cech cieczy jonowych ponizej umownej warto$ci temperatury rownej
100°C (Abu-Ghunmi i in. 2014; Niemczak i in. 2019).

ILs stanowig ciagle odkrywany obszar chemii organicznej. Nieustajace badania na calym
$wiecie nad syntezami nowych zwigzkéw, motywuja do poszerzania zastosowan produktow reakcji
oraz do badania ich wlasciwosci. Ciecze jonowe ze wzgledu na budowe najczgséciej dzielimy na
amoniowe, pirydyniowe, fosfoniowe, imidazoliowe i morfoliniowe (Janiszewska i in. 2010;
Niemczak i in. 2019).

Niskotemperaturowe sole organiczne jako zielone rozpuszczalniki znajduja coraz szersze
zastosowanie w nowych technologiach przemystu chemicznego i medycznego. Zastosowanie cieczy
jonowych jako zwigzkow powierzchniowo czynnych (ang. Surface Active Agents) pozwala, nawet
przy ich niskich stezeniach, na zmiang¢ napigcia powierzchniowego na granicy rozdziatu faz (Pernak
i in. 2012; Przondo 2007).

Oferowane rolnictwu $rodki ochrony roslin stanowia od ponad 20 lat stala grupg produktow.
Niemniej, w zwiazku z licznymi przemianami w tym czasie, jak i wszelkimi nowos$ciami, jakie
znalazly si¢ na rynku technologicznym, wprowadzenie innowacji wydawalo si¢ nieodzowna czgscia
rozwoju chemii. Jedna z przyczyn zapoczatkowania zmian w sktadzie dostgpnych produktéw byto
zaobserwowanie odpornosci chwastow na produkty biobojcze. Herbicydy, jako $rodki do usuwania
chwastow wykorzystuje si¢ praktycznie na kazdym kroku, chcac poprawi¢ wydajnos¢ plonow, m.in.
w uprawach rolnych, sadownictwie, lesnictwie, jak i w ogrodnictwie. Przez wzglad na mozliwe
szkodliwe przenikanie do srodowiska srodkéw ochrony roslin, od 2009 roku zostaty wprowadzone
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zasady integrowanej ochrony roslin. Zasady te maja na celu otrzymywanie zdrowych plondéw poprzez
maksymalne zadbanie o ekosystemy rolnicze, w tym zmniejszenie negatywnego oddzialywania
pestycydow na otoczenie (Johnson i in. 2007; Wyrwas 2012).

Pierwsze wzmianki na temat herbicydowych cieczy jonowych pojawity si¢ dopiero w 2011
roku. Herbicydowe ciecze jonowe zawierajg przynajmniej jeden jon o dzialaniu fitotoksycznym.
Zrédtem anionu wspotezesnych cieczy jonowych o dziataniu chwastobdjczym sa kwas (4-chloro-2-
metylofenoksy)octowy [MCPA] oraz kwas (2,4-dichlorofenoksy)octowy [2,4-D]. Nastepnie
wprowadzono produkty zawierajace kwasy: (3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesowy [Dikamba], 2-(4-
chloro-2-metylofenoksy)propionowy [MCPP], (4-chlorofenoksy)octowy. Wymienione zwigzki
wykazuja niszczace dziatanie na rosliny dwuliScienne. W postaci produktow uzytkowych wystepuja
jako sole amoniowe (I, II, III rzgdowe), potasowe i sodowe. Natomiast otrzymujac ciecze jonowe
z anionami MCPA i 2,4-D mozliwe bylo stworzenie zwigzkéw z kationem zawierajacym
czwartorzgdowy atom azotu o niemierzalnej preznos$ci par. Produkty zawierajace tego typu sktadniki
wplywaja na zwickszenie bezpieczenstwa zaré6wno dla pracownikow, jak i sasiadujacych ze soba
upraw (Syguda i in. 2018; Pernak i in. 2012).

Herbicydy mozemy réwniez okresla¢c mianem syntetycznych auksyn, ze wzgledu na
hormonalne regulacje rozwoju, w tym wzrostu rosliny, takie jak obserwujemy dla kwasu indolilo-3-
octowego (stanowi naturalny hormon w roslinie). Po zaabsorbowaniu herbicydu przez liscie
i przedostaniu si¢ przez glebe do korzeni, zwigzki te zostaja przetransportowane przez tkanki
przewodzace rosliny. Dostajac si¢ do stozkéw wzrostu pedu i korzenia, przyspieszaja procesy
starzenia tkanek roslinnych, hamujac fotosyntezg i transport jondow miedzy btonami komérkowymi
(Pernak i in. 2012).

W literaturze opisane sa dwufunkcyjne herbicydowe ciecze jonowe. Dwufunkcyjnos¢ odnosi
si¢ do dzialania, ktére polega na zahamowaniu wzrostu oraz na niszczeniu rosliny poprzez m.in.
wstrzymanie procesu fotosyntezy. Dzieki dlugim tancuchom alkilowym badane ciecze jonowe
odznaczaja si¢ bardzo dobra biodegradowalnoscia, jak i dobrymi wlasciwosciami bakteriobdjczymi
(Syguda i in 2018; Tariqg i in. 2012).

W przypadku esterquatow obserwuje si¢ mniejsza lotno$¢ w pordéwnaniu z produktami
handlowymi. Dotychczas stosowane herbicydy wykazywaty duzg preznos¢ par, ktora wptywata m.in.
na sgsiednie uprawy winorosli czy pomidorow. Odpowiednie regulacje prawne okre§laly bezpieczny
obszar ich stosowania.

Morfoliniowe ciecze jonowe zbudowane sg z kationu morfoliniowego, natomiast anion moze
by¢ nieorganiczny lub jak w niniejszej pracy organiczny tj. o dziataniu herbicydowym (Rys.1).
Cechujac si¢ bardzo dobra rozpuszczalno$ciag w rozpuszczalnikach polarnych, stanowig one
interesujaca i ciaggle rozwijajacg si¢ grupe zwigzkow.

@)
(Jx
RVN\R2

Rys. 1. Ogélna budowa morfoliniowych cieczy jonowych, R?, R?: podstawniki alkilowe, A~ anion,
(Lawniczak i in. 2015; Syguda i in 2018).

W strukturze morfoliniowej cieczy jonowej pierScien morfoliniowy stanowi silnie
elektrofilowe centrum. Z kolei tlen i azot pozwalaja morfolinie na wykazywanie wlasciwoséci aminy
drugorzedowej oraz eteru cyklicznego. Kationy moga taczy¢ si¢ z anionami m.in. chlorkowymi,
tetrafluoroboranowymi i azotanowymi (Syguda i in. 2018).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano niska toksycznos¢ morfoliniowych cieczy
jonowych na organizmy wodne, m.in. na ryby z rodziny karpiowatych, algi i rozwielitki. Niski indeks
toksykologiczny wynika z obecnoéci tlenu w pierScieniu morfoliniowym. Z tej samej przyczyny
moga by¢ zastosowane do likwidowania m.in. §limakéw z upraw rolnych. Moga rowniez by¢
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uzywane jako nowe rozpuszczalniki czy $rodki obnizajgce napigcie powierzchniowe (Syguda i in.
2018; Lawniczak i in. 2015; Pernak i in. 2012).

Morfoliniowe ciecze jonowe, co do potencjatu aplikacyjnego poréwnywane sa
z imidazoliowymi czy pirydyniowymi cieczami jonowymi. Na korzy$¢ nowej grupy zwiazkdéw
przemawia ich niski koszt, fatwos¢ syntezy, uzyskiwanie wysokowydajnych produktow, prosty kation
i mieszalno$¢ soli morfoliniowych i samej morfoliny stwarza szerokie mozliwo$ci stosowania
produktow. Ciecze jonowe z kationem morfoliniowym wykazuja dodatkowo wysoka stabilnos¢
elektrochemiczna, dzigki czemu zdolne sa do tworzenia ciekawych uktadow elektrolitow w przemysle
elektrochemicznym (Lawniczak i in 2015; Zhao i Zheng 2011).

Wykorzystanie niskotemperaturowych cieczy jonowych z kationem morfoliniowym
pozwala w naszym klimacie na efektywne stosowanie preparatow w niskich zakresach temperatur.
W wykorzystywaniu herbicydéw istotny jest przede wszystkim zakres temperatur, w ktorych
uwalniane sa substancje czynne. Stosowanie preparatow w okresie wegetacyjnym w naszej strefie
klimatycznej pozwala na tego typu produktow w temp ok. 6°C (Castro i in. 2014; Cojocaru i in. 2013).

2. Material i Metody

W Tab.1 przedstawiono budowe herbicydowych cieczy jonowych, wykorzystanych podczas
przeprowadzania badan. Ciecze jonowe syntezowane byly w Zaktadzie Technologii Chemicznej
Politechniki Poznanskiej (czysto$¢ od 98% do 99%).

Tab. 1. Ciecze jonowe wykorzystane w badaniach.

Nazwa Wzér strukturalny
Cl 0
(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesan 4-decylo- o o
4-dodecylomorfoliniowy [ j CH
[DecDodecMor][Dikamba] + o 8
H,sCys \C10H21 Cl
Cl 0}
(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesan 4,4- © o
didecylomorfoliniowy [Dec2Mor][Dikamba] j O/CH3
No
H21C10/ CiHar I
o Cl
(2,4-dichlorofenoksy)octan 4-decylo-
4-etylomorfoliniowy . o 0
[DecEtMor][2,4-D] N_ Aﬁ
Hscz/ CuHar I O
Cl 0O
(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesan 4- 0 o
decylo-4-etylomorfoliniowy [ j cH
[DecEtMor][Dikamba] N o ¢
H5C2/ \C10H21 Cl

Ponadto w badaniach stosowano nastepujgce odczynniki takie jak: metanol, Sigma-Aldrich,
etanol, Sigma-Aldrich, oraz woda demineralizowana o przewodnictwie ok. 0,1 uS em™.

W pierwszym etapie badan odwazono okreslong ilo$¢ poszczegolnych cieczy jonowych.
Nawazki umieszczono w kolbach o pojemnosci 25 ml i uzupetniono woda demineralizowana.
Otrzymano wodne roztwory cieczy jonowych o stezeniach 0,01 mol dm. Nastepnie z kolby pobrano
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8 cm® zwigzku wyjsciowego, przeniesiono do fiolki i dodano 8 cm® wody, po czym cato$¢ dokladnie
wymieszano. Postgpujac analogicznie, metoda kolejnych rozcienczen otrzymano 16 roztwordw
0 réznym stezeniu cieczy jonowe;.

Do pomiaréw napigcia powierzchniowego oraz katéw zwilzania wykorzystano analizator
ksztaltu kropli DSA 100E, firmy Kriiss, (Niemcy). Metoda ta polega na zastosowaniu rownania
Young-Laplace’a i dopasowaniu go do obrazu kropli, adekwatnie do jej ksztattu i krawedzi. Ciecz
jest wypychana za pomocg tloka ze strzykawki, ktora jest zakonczona igla. W ten sposob tworzy si¢
»wiszgca kropla”, a jej geometria jest analizowana za pomocg kamery CCD (ang. charge-coupled
device) oraz specjalnego oprogramowania komputerowego. Gdy kropla nabiera ksztalt kulisty i ma
odpowiednig geometrig¢, system rozpoczyna pomiar.

Na podstawie pomiaru napig¢cia powierzchniowego sporzadzono wykresy przedstawiajace
napigcie powierzchniowe w funkcji logarytmu st¢zenia cieczy jonowych w poszczegodlnych
roztworach i wyznaczono krytyczne stezenie micelizacji CMC.

Badania wykonano dla roztworé6w wodnych wybranych morfoliniowych cieczy jonowych
bez oraz z dodatkiem alkoholi krétkotancuchowych (metanolu i etanolu, mieszania woda i alkohol
w stosunku 4:1).

Katy zwilzania zostaly zmierzone rowniez za pomoca analizatora ksztattu kropli DSA100
firmy Kriiss, stosujac metode siedzacej kropli (ang. sessile drop metod). Metoda ta polega na
wykorzystaniu rownania Young-Laplace’a i dopasowaniu go do obrazu kropli, adekwatnie do jej
ksztaltu i krawedzi. Ciecz jest wypychana za pomoca ttoka ze strzykawki, ktora jest zakonczona igla.
Kropla cieczy dozowana jest na okreslong powierzchnig, a jej geometria analizowana za pomoca
kamery CCD oraz specjalnego oprogramowania komputerowego. Gdy kropla jest juz osadzona,
pierwsze sekundy jej spoczynku sg najistotniejsze do wyznaczenia kata. Kat zwilzania okreslany jest
na podstawie nachylenia stycznej w punkcie 3-fazowym (ciato state-ciecz, ciecz-powietrze
i powietrze-ciato state). Takg technika zostaly zmierzone wodne roztwory badanych zwiazkow,
aanalizy przeprowadzono na ptytce wzorcowej. Pomiary kata zwilzania przeprowadzono
z wykorzystaniem powierzchni politetrafluoroetylenu (PTFE) (Tuplex Sp. z 0.0.).

3. Wyniki i dyskusja

3.1 Ciecze jonowe z anionem (3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesanowym

Na Rys.2 przedstawiono zaleznosci napigcia powierzchniowego roztworéw wodnych cieczy
jonowych z anionem [Dikamba] od stezenia (log C). Na podstawie uzyskanych wynikéw okre$lono
warto$ci CMC dla poszczegdlnych roztworow cieczy jonowych.

Na podstawie przeprowadzonych pomiarow mozna stwierdzi¢, ze dodatek
[DecDodecMor][Dikamba] obniza napiecie powierzchniowe wody do wartoéci 27,3 mN m?, dla
[Dec.Mor][Dikamba] otrzymano warto$¢ 29,7 mN m™ natomiast dla [DecEtMor][Dikamba]: 35,1
mN m?.  Wyraznie widoczny jest wplyw dlugoséci podstawnika w kationie na warto$¢ napiecia
powierzchniowego. Im dluzszy tancuch weglowodorowy w kationie, tym obserwuje si¢ nizsze
warto$ci napigcia powierzchniowego.

W Tab.2 przedstawia wartosci CMC oraz ycmc dla analizowanych cieczy jonowych
z anionem (3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesanowym.

W  przypadku  badanych cieczy jonowych z  anionem  (3,6-dichloro-2-
metoksy)benzoesanowym zaobserwowano, iz wartosci CMC sa wuzaleznione od budowy
analizowanych zwigzkow, dtugie (od 10 atomoéw wegla) tancuchy alkilowe sprzyjaty tworzeniu sig
micel dla mniejszych stezen cieczy jonowych W roztworach wodnych. Wartosci CMC mieszczg sie
w przedziale od 1,24:102 do 3,27-10° mN m™.

Analogiczne pomiary wykonano dla roztwordéw z dodatkiem metanolu i etanolu (mieszanina
wody i alkoholu w stosunku 4:1; warto$¢ napigcia powierzchniowego badanych rozpuszczalnikow —
mieszanina woda-metanol: 46,2 mN m, woda-etanol: 41,4 mN m).

W Tab.3 i 4 przedstawiono zestawienia warto$ci CMC kationéw z anionem (3,6-dichloro-2-
metoksy)benzoesanowym w roztworach wodnych kolejno z dodatkiem metanolu, nastegpnie
z dodatkiem etanolu.
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Rys. 2. Morfoliniowe ciecze jonowe z anionem Dikamba.

Tab. 2. Wartosci CMC i napiecia powierzchniowego morfoliniowych cieczy jonowych z anionem

(3,6-dichloro-2-metoksy)benzoesanowym w roztworze wodnym.

Ciecz jonowa Warto$¢ CMC [mol dm™®] | yemc [MN m]
[DecDodecMor][Dikamba] 1,28:10°3 27,3
[Dec;Mor][Dikamba] 3,27-10°° 29,7
[DecEtMor][Dikamba] 1,24:107 35,1

Tab. 3. Wartosci CMC morfoliniowych cieczy jonowych z anionem
metoksy)benzoesanowym w roztworze wodnym z dodatkiem metanolu.

(3,6-dichloro-2-

Ciecz jonowa

Wartos¢ CMC [mol dm3]

[DecDodecMor][Dikambal] 1,01-103
[Dec.Mor][Dikamba] 2,37-10°%
[DecEtMor][Dikamba] 1,06-1072

Tab. 4. Wartosci

CMC morfolinowych cieczy jonowych z anionem (3,6-dichloro-2-

metoksy)benzoesanowym w roztworze wodnym z dodatkiem etanolu.

Ciecz jonowa Warto$¢ CMC [mol/dm®]
[DecDodecMor][Dikamba] 0,86-1073
[Dec,Mor][Dikamba] 1,64:1073
[DecEtMor][Dikamba] 0,88-1072

Zestawione wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz dodatek alkoholu wptywa na obnizenie wartosci

CMC. Zastosowanie

zroznicowanych pod wzgledem budowy kationow przy anionie (3,6-dichloro-2-

metoksy)benzoesanowym, pozwala zauwazy¢, ze najnizsze wartosci CMC przyjmuja zwiazki
z kationem zawierajacym dtuzsze tancuchy alkilowe przy atomie azotu. W przypadku badanych
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cieczy jonowych z dodatkiem metanolu, wartosci CMC przyjmuja wartosci od 1,01-107 mol dm3
[DecDodecMor][Dikamba] do 1,06-102 mol dm [DecEtMor][Dikamba]. Poréwnujac dane z Tab.3
i 4, obserwuje si¢ obnizenie warto$ci CMC przy dodatku metanolu dla soli zawierajacej kation 4,4-
didecylomorfoliniowy. Ponadto dodatek etanolu bardziej niz metanolu skutkuje obnizeniem wartosci
CMC. Wartosci z tab. 4 mieszczg si¢ w przedziale od 0,86-10° do 0,88:102 mol dm Zastosowanie
alkoholi krotkotancuchowych jako dodatku w celu obnizenia warto$§ci CMC, co potwierdzaja dane
literaturowe (Przondo 2007).

3.2 Ciecze jonowe z kationem 4-decylo-4-etylomorfoliniowym [DecEtMor]

BN NE R
3 NE NE N
RS\ \ RN\

woda metanol etanol

I [DecEtMor][Dikamba] &l [DecEtMor][2,4-D]

Rys. 3. Warto$¢ CMC oraz napiecia powierzchniowego morfoliniowych cieczy jonowych z kationem
4-decylo-4-etylomorfoliniowym w $rodowisku wodnym oraz z dodatkiem alkoholu (metanolu,
etanolu).

Wykorzystanie alkoholu wptyngto na obnizenie wartosci CMC, co tatwo dostrzec analizujac
dane przedstwione na Rys.3. Tendencja do obnizania warto$ci CMC pod wptywem dodatku etanolu
jest bardziej widoczna niz dla metanolu. Dodatkowo na podstwie powyzszych wynikow wnioskuje
si¢, ze dla badanych zwigzkdéw na proces tworzenia si¢ agregatoéw w danym medium reakcyjnym
wplywa natura anionu.

3.3 Pomiar kata zwilzania

Do pomiaréw kata zwilzania przygotowano roztwory o stezeniach wyzszych od CMC, gdyz
najlepsza zwilzalno$¢ (minimum kata zwilzania) obserwuje si¢ przy catkowitym wysyceniu granicy
faz.

Tab.5 przedstawia wartosci katow zwilzania dla badanych roztworéw wodnych
herbicydowych cieczy jonowych oraz wody, materialem zwilzanym byta parafina.

Zmierzone wartosci katow zwilzania dla wodnych roztworé6w morfoliniowych cieczy
jonowych z anionem o dziataniu herbicydowym nie przekraczajg wartosci kata 64°. Najnizsza warto$¢
kata zwilzania o wartosci 43° zaobserwowano w przypadku cieczy z kationem [DecDodecMor].
Mozna zauwazy¢ niewielki wptyw budowy anionu na otrzymane warto$ci kata zwilzania. Uzyskane
wyniki wskazujg na wigkszy wptyw budowy kationu, gdyz to wtasnie zmiany w obrebie budowy
kationu morfoliniowego skutkowaty zmianami w warto$ciach kata zwilzenia.

Analogicznie wykonano pomiary dla roztworéw cieczy jonowych z dodatkiem odpowiednio
metanolu i etanolu. Wyniki zestawiono w Tab.6.
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Tab. 5. Wartosci kata zwilzania dla badanych cieczy jonowych bez dodatku alkoholi, powierzchnia
zwilzana: parafina.

Ciecz jonowa

Kat zwilzania, 0 [°]

[DecDodecMor] [Dikamba] 43,0
[Dec2Mor] [Dikamba] 55,7
[DecEtMor][Dikamba] 64,0

[DecEtMor][2,4-D] 58,7
Woda 115,0

Tab. 6. Wartosci kata zwilzania dla badanych cieczy jonowych z dodatkiem alkoholi, powierzchnia

zwilzana: teflon.

Ciecz jonowa Kat zwilzania, 0 [°]
woda:metanol woda:etanol woda
(4:1) (4:1)
[DecDodecMor] [Dikamba] 38,8 37,3 43,0
[Dec,Mor] [Dikamba] 50,4 49,2 55,7
[DecEtMor][Dikamba] 60,4 59,3 64,0
[DecEtMor] [2,4-D] 53,2 52,8 58,7

Wyniki zestawione w tab. 6 potwierdzaja wptyw dlugosci tancucha na obnizenie kata
zwilzania badanych zwigzkoéw. Zmiany wartosci kata zwilzenia sa porownywalne dla metanolu i
etanolu. Natomiast brak zastosowania alkoholu powoduje zauwazalne zmiany zwilzalnosci teflonu
przez ciecze jonowe.

4. Wnhnioski

Niniejsze badania dotyczace morfoliniowych cieczy jonowych z anionem o dzialaniu
chwastobojczym wykazaty, ze analizowane zwiazki wykazuja zdolnos¢ do obnizania napigcia
powierzchniowego wody. Ponadto dowiedziono, iz dodatek alkoholu do roztworéow wodnych cieczy
jonowej skutkuje obnizeniem wartosci krytycznego stezenia micelowania (CMC) i kata zwilzania.
Obnizenie wartosci CMC pozwala na zastosowanie znacznie mniejszych iloSci aktywnych
powierzchniowo cieczy jonowych o dziataniu herbicydowym.
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