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Mykotoksyny w zywnoSci — charakterystyka,
zagrozenia, metody wykrywania i zapobieganie

1. Wstep

W $rodowisku naturalnym powstaje wiele toksyn pochodzenia biologicznego.
Grzyby mikroskopowe sa producentami zwigzkéw biochemicznych, ktére moga powo-
dowaé zanieczyszczenia surowcoOw i zywnosci zardbwno pochodzenia roslinnego, jak
I zwierzecego. Sg one zatem przedmiotem zainteresowania organdw ochrony zdrowia
publicznego ze wzgledu na ich negatywny wplyw na ludzkie zdrowie. Te toksyczne
zwigzki okresla si¢ mianem mykotoksyn. Ich poziom zawartosci jest jednym z wazniej-
szych wskaznikow jako$ci wigkszosci produktéw spozywcezych oraz pasz. Mykotok-
synami sg zatem produkty wtémego metabolizmu plesni o dziataniu toksycznym nie
tylko na inne drobnoustroje, jak antybiotyki, ale takze na organizmy wyzsze [1]. Toksyny
te mogg zanieczyszcza¢ bardzo szeroka game¢ surowcow 1 gotowej zywnosci na kaz-
dym etapie tancucha produkcyjnego [2]. Na zanieczyszczenia mykotoksynami szcze-
golnie narazone sg surowce i Zywnos$¢ pochodzenia roslinnego oraz pasze. Skazenia te
moga powsta¢ juz w trakcie wegetacji roslin na polu i/lub podczas zbioru w wyniku
rozwoju tzw. grzybow polowych (np. Fusarium spp.) oraz w trakcie przechowywania,
transportu i przetwarzania w wyniku rozwoju m. in. grzybow zwanych przechowal-
nianymi (Aspergillus spp. i Penicillium spp.) lub innych [3, 4]. Wiele badan wykazato,
ze surowcami i produktami najczeSciej zanieczyszczonymi mykotoskynami, czesto
kilkoma naraz, sg kukurydza i przetwory kukurydziane, wszystkie zboza i przetwory
zbozowe, ptlatki, kasze, maki, makarony, ryz i przetwory ryzowe, owoce (zwlaszcza
cytrusy, jabtka i owoce jagodowe), soki owocowe 1 wina, stdéd jeczmienny, chmiel i piwo,
warzywa, orzechy (zwlaszcza arachidowe), nasiona roslin stragczkowych, nasiona roslin
oleistych, oleje, margaryny, nasiona kakaowca i kakao, nasiona kawowca i kawa, a takze
surowce uzywane w produkcji pasz dla zwierzat oraz wiele innych [5, 6]. Mykotok-
syny sg najczeSciej wytwarzane przez ple$nie z rodzajow Aspergillus, Penicillium, Fusa-
rium i Alternaria. Z ekonomicznego i toksykologicznego punktu widzenia — w skali
europejskiej 1 swiatowej — w zwigzku z powszechng globalizacja handlu Zzywnoscig
najwazniejsze sg nastepujace grupy mykotoksyn: aflatoksyny (AF), ochratoksyny
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(OTA), trichoteceny (deoksyniwalenol, DON, niwalenol, 3-acetylo-DON, 15-acetylo-

DON, toksyna T-2, toksyna HT-2 i zwigzki pokrewne), fumonizyny (FM), patulina

(PAT) oraz zearalenon (ZON) i jego pochodne [7, 8]. Obecnie ponad 400 zwigzkow

chemicznych zdefiniowano jako mykotoksyny [9].

Historycznie ujmujac problem mykotoksyn, warto przytoczy¢ kilka przyktadow,
ktore w rozumieniu wspolczesnej nauki jawia sie jako bezposrednie dowody na to, ze
ich obecnos¢ w paszach lub zywnosci niesie duze zagrozenie zdrowotne zaréwno dla
ludzi, jak i zwierzat. Trapiace ludzko$¢ nieszczgs$cia minionych cywilizacji zwigzane
byly okresowo z nienaturalnie wzmozonym rozwojem patogendéw grzybow podstawo-
wych ro$lin uprawnych. Przyktadowo:

e przyczyny wyginiecia Etruskéw oraz pomoru w Atenach w V wieku p.n.e. upatruje
si¢ w zatruciach zearalenonem wytwarzanym przez Fusarium spp. [10];

e w Japonii w koncu XIX wieku stwierdzono toksycznos¢ zottego ryzu; ale dopiero
70 lat p6zniej wykryto toksyczne zwiazki (luteoskiryng, cytryning i cytreowirydyng
wytwarzane m.in. przez grzyby Penicillium islandicum i Penicillium citreoviride)
jako przyczyne ,,choroby zottego ryzu” [11];

e w 1928 r. opisana zostata, wystepujaca w krajach skandynawskich i w Niemczech,
choroba nerek u §win, ktérej przyczyng byla ochratoksyna A wytworzona przez
Aspergillus ochraceus. W pofaczeniu z cytryning, kwasem szczawiowym i/lub
kwasem penicylinowym — ochratoksyna A byta tez przyczyna ,,batkanskiej ende-
micznej nefropatii” u ludzi w bytej Jugostawii, Bulgarii i Rumunii [7];

e podczas I wojny swiatowej w Rosji odnotowano tysigce przypadkéw zachorowan
na ,toksyczng biataczke pokarmowg”; przyczyng zatru¢ byla m.in. toksyna T-2
wytworzona przez plesnie rodzaju Fusarium, ktore rozwinely si¢ na ziarnach zboz
zebranych dopiero zima [12];

e niewytlumaczalne gwaltowne zejscia $miertelne archeologdw penetrujacych gro-
bowece, np. wladcoéw egipskich lub innych nekropolii, wiaza si¢ najprawdopodobniej
z wdychaniem ochratoksyny A syntetyzowanej przez Aspergillus spp., odpowie-
dzialnej za ostrg niewydolno$¢ nerek i okreslanej jako tzw. ,.klatwa faraona” [13].
Pierwsze udokumentowane masowe zatrucie mykotoksynami odnotowano w 1960

r. w Wielkiej Brytanii, gdzie w krotkim czasie padto ponad 100 tys. indykow. Chorobe

X, jak ja poczatkowo nazwano, wywolata toksyna produkowana przez gatunek plesni

Aspergillus flavus, od ktérego toksyna otrzymata nazwe aflatoksyna [14].

Obecnie masowe $miertelne zatrucia maja charakter wyjatkowy 1 zazwyczaj lokalny,
natomiast dlugotrwaty kontakt konsumenta nawet z bardzo niewielkimi dawkami po-
szczegoblnych mykotoksyn moze prowadzi¢ do przewleklych chorob trudnych do zdiagno-
zowania, a w dtuzszej perspektywie do powaznych schorzen, jak nowotwory nerek czy
watroby.

Z punktu widzenia bezpieczenstwa zywnos$ciowego kazdego kraju tematyka zwia-
zana z mykotoksynami jest bardzo wazna. Dlatego tez celem monografii bylo zebranie
najwazniejszych informacji na ich temat (zwtaszcza o tych toksynach, ktore powszech-
nie moga wystepowa¢ w zywnos$ci lub paszach), wykazanie ich negatywnego oddzia-
lywania na ludzi i zwierzgta oraz omowienie metod ich oznaczania.
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2. Charakterystyka gléwnych grup mykotoksyn

Synteza mykotoksyn przez grzyby jest uwarunkowana genetycznie i zwigzana
Z pierwszorzedowymi szlakami metabolicznymi, takimi jak metabolizm aminokwasow
czy kwasow thuszczowych, ale fenotypowo determinowana czynnikami Srodowisko-
wymi. Najwazniejsze z nich to obecnos¢ szczepu toksynotworczego, sktad chemiczny
substratu, jego konsystencja, obecnos¢ w podlozu sktadnikéw odzywczych (w tym
makro- i mikroelementow), obecnos¢ substancji sprzyjajacych syntezie, wilgotnosc,
temperatura, a takze obecno$¢ mikroorganizméw konkurencyjnych. Wilgotno$¢ oraz tem-
peratura wydaja si¢ jednak by¢ najwazniejszymi czynnikami okreslajacymi podatnos¢
surowcow 1 produktow spozywczych na rozwoj plesni i wytwarzanie mykotoksyn.
Wilgotnos$¢ wzgledna powyzej 70%, za$ surowca roslinnego powyzej 15%, stymuluje
tworzenie mykotoksyn [9, 15]. Czgsto wartosci tych czynnikow sa odmienne od tych
optymalnych do rozwoju plesni [16]. Blednie sadzi si¢ takze, ze powstawanie myko-
toksyn taczy si¢ jedynie z efektem niewlasciwego przechowywania surowcow roslin-
nych. Narazenie sktadowanego materialu na kontakt z wilgocig oczywiscie sprzyja
rozwojowi plesni i wydzielaniu mykotoksyn, jednakze, jak wspomniano wczesniej,
znaczna cze$¢ tych zwiazkéw powstaje juz w momencie wegetacji roslin. A wbrew
obiegowym opiniom, nie tylko ciepto i wigksza wilgotnos¢ sprzyja powstawaniu myko-
toksyn, lecz niektore gatunki produkujg je w odpowiedzi np. na dlugotrwatg susze [13].
Oznacza to, ze grzyby produkuja toksyny przede wszystkim w warunkach stresu $ro-
dowiskowego, kiedy nastepujg gwattowne zmiany temperatury, wilgotnosci, dostep-
nosci tlenu lub w przypadku dziatania substancji agresywnych w stosunku do grzybow [10].

Mykotoksyny sa zwigzkami niskoczasteczkowymi, ktore ze wzgledu na swojg bu-
dowe chemiczng nalezg do r6znych grup. Sg to m. in. pochodne kumaryny, antrachi-
nonu, s3 tez cyklicznymi peptydami, hormonami czy sterydami. Wykazuja wlasciwosci
stabo polarne, na ogot sa tez lipofilowe, co powoduje, ze kumuluja sie we frakcjach
thuszczowych roslin 1 zwierzat [17]. Wigkszos¢ z nich jest takze cieplostabilna i nie
ulega degradacji podczas pasteryzacji, a takze w wyzszych temperaturach. Takie procesy
jak smazenie czy gotowanie nie powodujg znaczacego spadku zawarto$ci mykotoksyn
w zywnosci, natomiast w wigkszo$ci ulegaja degradacji w $Srodowisku alkalicznym
oraz pod wplywem dziatania promieniowania UV [10]. Oznacza to, ze przetwarzanie
skazonych mykotoksynami surowcoéw zywnosciowych stwarza mozliwos¢ wystapienia
ich w gotowych produktach, poniewaz zwiazki te mogg si¢ do niego przedostac, jednakze
w rdznych stopniu, zaleznie od rodzaju surowca, a takze stosowanych nastepnie procesow
przetwarzania. Na przyktad w procesie ttoczenia i ekstrakeji oleju mykotoksyny tylko
w nieznacznym stopniu przechodza do frakcji olejowej, a prawie catkowicie pozostaja
w $rucie. Dalsza rafinacja oleju usuwa pozostatosci toksyn. Przy produkcji kaszki
i maki kukurydzianej ok. 10-20% toksyn przechodzito do tych frakcji, podczas gdy
zanieczyszczenie frakcji zarodkéw i otrab bylo wyzsze niz w uzytym surowcu [18].
Procesy technologiczne — jak czyszczenie, mielenie, warzenie, gotowanie, pieczenie,
smazenie, prazenie, ptatkowanie, gotowanie alkaliczne czy ekstruzja — pozwalaja usunac
88% wystepujacych w surowcach zbozowych mykotoksyn [19], natomiast klaryfikacja,
filtracja czy fermentacja alkoholowa — 46-60% toksyn pochodzacych z surowcow [20, 21].
Najwieksze ryzyko moga wigc stanowi¢ produkty minimalnie przetworzone i nieprze-
tworzone wyprodukowane z surowcow porazonych plesniami.
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3. Drogi wnikania i dzialanie toksyczne mykotoksyn na organizmy wyzsze

W wyniku wspoéldziatania mikrobiologdw, weterynarzy oraz wykorzystania nowo-
czesnych metod analitycznych ustalono drogi wnikania mykotoksyn do organizmu
cztowieka, okreslone jako pierwotng i wtorng (rys. 1).

Droga pierwotng mykotoksyny dostaja si¢ do organizmu cztowieka, gdy spozywa
on zywno$¢, na ktorej wezesniej rozwijaly si¢ gatunki plesni toksynotworczych i wy-
tworzyly toksyne lub wiele réznych toksyn. Instynkt samozachowawczy cztowieka nie
pozwala mu spozywa¢ zywnosci sple$nialej, lecz jesli wczesniej surowce byly narazone
na rozwoj grzybow, a mimo to zostaly przeznaczone do przetworstwa, istniej duze ryzyko
wystepowania w nich mykotoksyn, ktore zostang wprowadzone do organizmu wraz
z wyprodukowanymi z nich produktami spozywczymi [7]. Poza droga pokarmowa,
mykotoksyny moga przenika¢ do organizmu ludzkiego przez uktad oddechowy i przez
skore (droga inhalacyjna i interdermalna). Ten mechanizm wnikania metabolitow moze
wystapi¢, gdy czlowiek przebywa w zawilgoconych pomieszczeniach, w ktorych roz-
wijajg sie grzyby toksynotworcze.

Droga wtdrna wiedzie przez organizmy zwierzgce. Pewne ilo$ci toksyn plesni orga-
nizm zwierzecia unieczynnia i wydala z ptynami fizjologicznymi. Jednakze po prze-
kroczeniu pewnego progu toksyny kumulujg si¢ w tkankach migkkich, takich jak
watroba, nerki, tkanka thuszczowa, a takze w migs$niach [17]. Niektore mykotoksyny
W organizmach zwierzecych ulegaja przeksztalceniu w inng forme¢ chemiczng o stabszych
wilasciwosciach toksycznych, np. aflatoksyny B; i B, przeksztalcane sg w zwaczu krowy
do toksyn M1 i M wydzielanych z mlekiem. Podawanie zwierzgtom hodowlanym pasz
zanieczyszczonych mykotoksynami zatruwa ich organizmy i1 otwiera wtdrng droge
wnikania toksyn ple$ni do organizmu czlowieka [7]. Kumulowanie si¢ toksyn wytwa-
rzanych przez grzyby plesniowe w organizmie zwierzat powoduje wiele zaburzen roz-
wojowych, anomalii chromosomalnych mogacych rzutowa¢ na zdrowie i zycie czlo-
wieka, dlatego tak wazne jest state kontrolowanie surowcow i produktow zywnoscio-
wych na ich obecno$¢ oraz wdrazanie systemow zapobiegania rozwojowi patogendw
toksynotworczych [22].

Plesnie wprowadzone do organizmu cztowieka droga pokarmowa moga powodowac
dwa typy chorob: choroby grzybicze (mikozy), w ktorych nastepuje opanowanie zywej
tkanki przez plesnie oraz zatrucia (tzw. mikotoksykozy) wywotane spozyciem zyw-
nos$ci zawierajacej toksyczne metabolity grzybow [15]. Zatrucia mykotoksynami moga
by¢ ostre — spowodowane jednorazowym spozyciem duzej dawki toksyny, lub prze-
wlekte, chroniczne — powstajace w wyniku przyjmowania matych dawek, ale przez
dhuzszy czas [9].

Mykotoksyny wykazuja wielokierunkowe dziatanie na organizm cztowieka i zwierzat,
powoduja uszkodzenie watroby, nerek, zaktocaja funkcje przewodu pokarmowego
i uktadu immunologicznego. Moga wykazywa¢ wlasciwosci kancerogenne, mutagenne,
cytotoksyczne, teratogenne, neurotoksyczne, dermotoksyczne czy estrogenne. Dzialanie
toksyczne moze prowadzi¢ do ostrych i przewlektych chorob zarowno u ludzi, jak
i zZwierzat; obejmuje nastepujgce rodzaje toksyczno$ci: immunotoksyczno$é, hepato-
toksycznos$¢, nefrotoksycznos¢, rakotworczosé 1 genotoksycznosé [9, 23-26]. W tabeli
1 przedstawiono wykaz najwazniejszych grzybdw toksynotworczych wraz z podaniem
wytwarzanych przez nie mykotoksyn, miejsca akumulacji i ich wplywu na organizm.
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Rysunek 1. Schemat drég wnikania mykotoksyn do organizmu czlowieka (opracowanie wlasne)

Tabela 1. Wystgpowanie niektorych mykotoksyn w zywnosci i ich toksycznosé

. Wytwarzana . Potencjalne zrodto
Grzyb toksynotworczy my)I/(tz)Atloksyna Dziatanie toksyny obecnod ch mykotoksyn
Aspergillus flavus, aflatoksyny (AF): krwawienia, orzeszki arachidowe,
A. parasiticus, By, By, Gy, G, oraz hepatotoksyczne, piwo, stod, kakao,
A. nominus My, My, B1ai Goa nefrotoksyczne, rodzynki, kukurydza,
teratogenne, pszenica, ryz,
mutagenne, przyprawy, suszone
immunotoksyczne owoce; mleko
i produkty mleczne
Aspergillus ochraceus, ochratoksyna A hepatotoksyczne, zboza, przetwory
A. alianus, A. melleus, (OTA) nefrotoksyczne, zbozowe, nasiona
A. sulphureus, teratogenne, roslin straczkowych,
A. alutaceus, mutagenne, przyprawy, orzechy,
A. melleus, immunotoksyczne kawa, cytrusy, wino,
A. carbonarius, zywnos¢ pochodzenia
A. niger, ZWierzecego
A. ostianus,

Penicillium verrucosum
var. cyclopium,
P. verrucosum var.
verrucosum,
P. commune,
P. nordicum,
P. purpurescens,
P. variabile
P. viridicatum
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F. proliferatum,

F. subglutinans,

F. oxysporum,
F. poae,

F. avenaceum

Fusarium trichoteceny: utrata taknienia, zboza, pasze
graminearum, deoksyniwalenol krwawe wymioty
F. culmorum, (DON), niwalenol i biegunki,
F. sporotrichioides, (NIV), owrzodzenia jamy
F. poae, F. equiseti, toksyna T-2 (T-2), | ustnej, hipotermia,
Trichoderma spp., toksyna HT-2 dermotoksyczne,
Trichothecium sspp., (HT-2); toksyczna leukemia,
Myrothecium spp., rorydyny immunotoksyczne
Stachybotrys spp.,
Cephalosporium spp.
Fusarium zearalenon (ZON) pseudoestrogen, zboza, kukurydza
graminearum, i jego pochodne | zaburzenia ptodnosci,
F. culmorum, powoduje howotwory
F. cerealis,
F. equiseti
Fusarium culmorum, | fumonizyny (FUM) obrzeki ptuc, Zboza, kukurydza,
F. equiseti, nowotwory watroby, oleje
F. graminearum, uszkodzenia mozgu,
F. monilioforme, bezwiad ruchowy
F. poae,
F. sambucinum,
F. sporotrichioides,
F. verticilloides
Fusarium eniantyna (EN), cytotoksyczne zboza, wielozbozowa
verticillioides, bowerycyna (BEA)

zywno$¢ dla dzieci

Penicilium expansum,

patulina (PAT)

toksyna komorkowa,

owoce (glownie jabtka
P. patulum, hepatotoksyczne, i cytrusy) i soki
P. cyclopium mutagenne, owocowe, stod
Aspergillus clavatus, teratogenne,
A. giganteus krwotoczne
A. chevalieri,
A. terreus,
Byssochlamys fulva, B.
nivea
Aspergillus candidus, cytrynina nefrotoksyczne, 1yz, ziarna zbdz, pasze
Penicilium viridicatum, krwotoczne
Penicilium citrinum
Penicilium cyclopium, | kwas penicylinowy hepatotoksyczne, powszechne, glownie
Aspergillus ochraceus nefrotoksyczne zboza oraz kukurydza,
salami, sery, fasola
Aspergillus falvus, sterygmatocystyna hepatotoksyczne, zboza, przetwory
A. parasiticus, mutagenne zbozowe, pasze,
A. versicolor, orzechy ziemne
A. nidulans,
A. regulosus
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Penicilium islandicum luteoskiryna, hepatotoksyczne, ryz
islandotoksyna mutagenne
Alternaria alternata, | kwas tenuazonowy, mutagenne owoce, warzywa, zboza
A. tenuissima alternariole
Fusarium moniliforme moniliformina kardiotoksyczne zboza

Zrddlo: Opracowano na podstawie: Gertig [1]; Juan i in. [5]; Piotrowska [9]; Weidenbomer [14]; Dobosz 1 in.
[23]; Brugger i in. [26]; Chetkowski [18]; Czembor [27]

3.1. Aflatoksyny

Najlepiej poznang grupg mykotoksyn sg aflatoksyny (AF). Obecnie ponad 5000
publikacji naukowych traktuje o tych zwigzkach. Stwarzaja najwicksze zagrozenie
w krajach klimatu subtropikalnego i tropikalnego. Znajduja si¢ na orzeszkach arachi-
dowych, makuchach bawelnianych oraz w ziarnie kukurydzy [10]. Wytwarzane przez
rézne gatunki grzybow z rodzaju Aspergillus, ktore sg bardzo rozpowszechnione w $ro-
dowisku naturalnym (w glebie), magazynach i w przechowywanych ptodach rolnych.
A. flavus wytwarza aflatoksyne B1 i B2, natomiast A. parasiticus aflatoksyny B1 i B2
oraz G1 i G2 [28]. Toksyny te posiadajg liczne roznice strukturalne i sposoby oddzia-
tywania na organizm docelowy [29]. W surowcach roslinnych najczgéciej wystepuje
aflatoksyna B1, najbardziej toksyczny metabolit z grupy aflatoksyn. O jej toksycznos$ci
decyduje obecnos¢ pierscienia laktonowego (tworzacego z sasiadujacym pierscieniem
benzenowym taki sam uktad jak w kumarynie) oraz dwoch pierscieni furanowych Re-
dukcja wigzania podwojnego w pierscieniu furanowym znacznie zmniejsza toksyczno$é
zwigzku. Aflatoksyna G1 rdzni si¢ od B1 tym, ze skrajny pierscien z ugrupowaniem
ketonowym jest wigkszy o atom tlenu, a po redukcji pierscienia furanowego tworzy si¢
z niej pochodna — aflatoksyna G2 [18]. Aflatoksyny M1 i M2 sa hydroksylowymi
pochodnymi aflatoksyn B1 i B2, wydzielanymi z mlekiem krow po ich transformacji
przez drobnoustroje zawarte w zwaczu krow [30]. Aflatoksyny posiadajg najsilniejsze
wlasciwosci cytotoksyczne, mutagenne i kancerogenne wzgledem czlowieka i zwierzat.
Wykrywano je przede wszystkim w orzeszkach arachidowych, kukurydzy, piwie, stodzie,
kakao, rodzynkach, pszenicy, ryzu, przyprawach, suszonych owocach, ale takze w mleku
i produktach mlecznych, odzywkach dla dzieci, w $wiezej wotowinie, szynce, bekonie,
jajach i kietbasach dojrzewajacych. W tabeli 2 zestawiono przyklady wystepowania
aflatoksyn w surowcach i zywno$ci pochodzenia roslinnego oraz zwierzgcego w wy-
branych krajach — na bazie dostepne;j literatury.

Tabela 2. Wystgpowanie aflatoksyn w r6znych rodzajach zywnosci

Kraj Rodzaj zywnosci | Aflatok Tlos¢ T10$¢ probek Zawarto$¢
-syna przebada- pozytywnych mykotoksyn
nych probek (ng/kg)
Wietnam ryz B1 81 55 2,4-3,02
pszenica 27 0 0-2
platki 27 27 3,2
fasola 108 81 2,61-3,11
mieso 297 267 3,99-4,17
jaja 108 108 5,33
warzywa 27 27 2,47
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Brazylia mleko pelne M1 26 19 0,06-3,67
mleko potpelne 12 9 0,09-1,4
mleko 11 7 0,04-1,05
odtluszczone
mleko dla 10 6 0,88-2,8
niemowlat
Malezja mleko M1 12 4 0,007-0,012
mleko w proszku 11 3 0,003-0,086
mleko 7 4 0,003-0,1
fermentowane
jogurt 5 2 0,007-0,025
sery 2 2 0,005-0.022
Nigeria mleko krowie M1 210 35 0,15-0,17
Brazylia mleko M1 95 52 0,009-0,437
mleko UHT 244 169 0,008-4,1
mleko w proszku 12 12 0,02-0,76
Pakistan mieso drobiowe | ogbtem 115 40 0.05-8,01
jaja 80 22 0,05-4,46

Zrodto: Opracowano na podstawie: Adegbeye i in. [31]; Becker-Alegri i in. [32]; Huong i in. [33]; Goncalves
i in. [34]; Iqubal i in. [35]; Nadirai in. [36]

3.2. Ochratoksyny

Ochratoksyny (OT) wytwarzane sg przez Penicillium verrucosum oraz Aspergillus
chraceus, A. sulphureus, A. sclerotium i A. mellus we wszystkich strefach klimatycz-
nych, a zwlaszcza chtodnych i wilgotnych, w trakcie niewlasciwego przechowywania
ziarna zb6z [37]. Najbardziej poznana i opisana oraz wykazujaca si¢ najwigksza tok-
sycznoscia jest ochratoksyna A (OTA), ktérg skazone moga by¢ wszystkie zboza,
Z najbardziej podatnym zytem i pszenica. Duzej zawartosci ochratoksyny A w ziarnie
sprzyja zanieczyszczenie gleba, nasionami chwastow oraz uszkodzenia mechaniczne
powstate podczas zbioru i obrobki ziarna. Ochratoksyna A jest tez najczgéciej oznaczang
mykotoksyna w Polsce. Wykazano, ze 12% zbo6z i 2% pasz jest zanieczyszczonych tg
toksyna [38].

Ochratoksyna A jest peptydem aminokwasu L-fenyloalaniny potgczonym wigza-
niem peptydowym poprzez grupe aminowa z kwasem izokumarynowym. Wolna grupa
karboksylowa nadaje ochratoksynom A i B kwasowy charakter. W czasteczce ochra-
toksyny A wystepuje atom chloru podstawiony w pierscieniu benzenowym. O toksycz-
nosci tego zwigzku decyduje tez obecnos$¢ grupy fenolowej. Zwiazek nie zawierajacy
chloru jest nazywany ochratoksyna B i jego toksyczno$¢ jest znacznie mniejsza [39].
Toksyczno$¢ ochratoksyny A ma ogromne znaczenie z punktu widzenia zagrozen dla
zdrowia ludzi i strat w produkcji zwierzgcej. Ochratoksyna jest typowa nefrotoksyna,
powodujaca uszkodzenia nerek, a takze watroby. Moze by¢ przyczyna uszkodzenia
ptodéw, powstawania nowotwordéw oraz upos$ledzania odpornosci organizmu [10].
Wybrane przyktady wystepowania ochratoksyny A w réznych krajach przedstawiono
w tabeli 3.
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Tabela 3. Wystgpowanie ochratoksyny A w réznych rodzajach zywnosci

Kraj Rodzaj Ilos¢ Tlo$¢ probek Zawarto$¢
Zywnosci przebadanych | pozytywnych mykotoksyny
probek (ng/ke)
Wietnam ryz 81 0 0-1,9
pszenica 27 0 0-1,9
platki 27 0 0-1,9
fasola 108 54 9,21-10,16
mieso 297 190 2,34-3,03
jaja 108 81 0,29-3,4
warzywa 27 0 0-1,9
Hiszpania ryby 53 2 0,27
mieso 22 4 8,09
Chiny platki 100 21 0-7,22
fasola 100 14 0,003-0,086
Pakistan migso drobiowe 115 47 0.06-4,7
jaja 80 28 0,06-2,98

Zrddto: Opracowano na podstawie: Huong i in. [33]; Igbal i in. [35]; Carballo i in. [40]; Zheng i in. [41]

3.3. Trichoteceny

Trichoteceny (TR) sa metabolitami grzybow z rodzaju Fusarium. Sa zwiazkami
0 charakterze epoksydow seskwiterpenowych, gdyz zawierajg szKielet 12, 13-epoksy-A
9-trichotecenowy z podwodjnym wigzaniem miedzy 9 i 10 weglem, a r6znig si¢ pod-
stawnikami (R1-R5) w szkielecie podstawowym. Trichoteceny obejmujg ponad 140
réznych substancji, ktore podzielono na 4 grupy: A, B, C i D. Gléwnymi przedsta-
wicielami grupy A sg silne toksyny T-2 i HT-2, ktore wywotuja zapalenia skory,
a takze diacetoksyscirpenol (DAS), neosolaniol i inne pochodne. Grupg B trichotecenow
reprezentujg deoksyniwalenol (DON, womitoksyna) i jego acetylopochodne (posiadajace
silne dziatanie wymiotne), niwalenol (NIV) oraz fuzarenon czy diacetyloniwalenol [18].
Trichoteceny C i1 D to grupa toksyn wielocyklicznych, ktore w doswiadczeniach na
kulturach komorek okazaly si¢ dziesigciokrotnie silniejsze niz trichoteceny z grupy A.
Zalicza si¢ do tej grupy werukaryny, rorydyny i satratoksyny z odpowiednimi oznacze-
niami literowymi. Najwazniejszymi sg: rorydyna A, werukaryna J oraz satratoksyna G
i H [42]. Do grupy D zaliczane sg trichoteceny dwuepoksydowe, np. krotecyna. Pod
wzgledem toksykologicznym najwicksza role odgrywa deoksyniwalenol (DON), ponie-
waz moze by¢ on wytwarzany na polu, w dodatku rdwnoczesnie z zearalenonem.
Wystepuje on najczesciej] w kukurydzy, pszenicy i innych zbozach w klimacie umiar-
kowanym i subtropikalnym na wszystkich kontynentach [18]. Najsilniejszymi toksynami
wérod trichotecenow sg jednak T-2 toksyna i diacetoksyscirpenol (DAS). Oba te
zwiazki wystepuja rzadziej niz DON i sg typowe dla krajow o chtodnym klimacie. Cyto-
toksycznos¢ trichotecendw zostata przypisana ich silnemu hamowaniu syntezy bialek,
RNA i DNA [43]. Inne skutki toksycznosci to zaktdcenie funkcjonowania blony komor-
kowej, ttumienie odpowiedzi immunologicznej i zaburzenia czynnosci krwi [44]. Ponizej
w tabeli 4 przedstawiono wybrane przyktady wystgpowania trichotecenéw grupy B
w surowcach i produktach zywnos$ciowych.
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Tabela 4. Wystepowanie deoksyniwalenolu (DON) i jego pochodnych: 3-acetylo-deoksyniwalenolu
(3-ADON) i 15-acetylo-deoksyniwalenolu (15-ADON) w roznych rodzajach zywnos$ci

Kraj Rodzaj Tlos¢ [los¢ probek Zawartos¢
Zywnosci przebadanych pozytywnych mykotoksyny
probek (ng/kg)
Tunezja jeczmien 31 7 (DON) 1,7-6,1
0 (3-ADON) 0
2 (15-ADON) 7,3-7,4
zupy 38 6 (DON) 1,6-5,6
jeczmienne 0 (3-ADON) 0
4 (15-ADON) 7,3-7,7
Hiszpania platki 88 55 (DON) 3,39
3 (3-ADON) 0,08
13 (15-ADON) 0,21
legumina 24 5 (DON) 1,75
0 (3-ADON) 0
2 (15-ADON) 1,15
warzywa 141 19 (DON) 1,53
0 (3-ADON) 0
10 (15-ADON) 0,27
ryby 53 10 (DON) 1,19
5 (3-ADON) 0,15
5 (15-ADON) 0,35
migso 22 4 (DON) 1,64
0 (3-ADON) 0
0 (15-ADON) 0
Chiny kukurydza 50 50 (DON) 0,5-584
50 (3-ADON) 0,7-8,4
50 (15-ADON) 0,5-242
pszenica 38 38 (DON) 0,5-584
38 (3-ADON) 0,7-8,4
38 (15-ADON) 0,5-242

Zrédio: Opracowano na podstawie: Juan i in. [5]; Carballo i in. [40]; Han i in. [45]

3.4. Zearalenon

Zearalenon (ZEA), poczatkowo nazywany F-2 toksyna, jest metabolitem Fusarium
graminearum, F. culmorom, F. cerealis i F. equiseti [46, 47] wykazujacym aktywno$¢
hormonalng estrogeniczng. Pod wzgledem chemicznym zearalenon jest $-rezorcyno-
laktonem. Obok pier§cienia rezorcynowego zawiera makrocykliczny pierscien lakto-
nowy, ktorego uktad przestrzenny jest podobny do uktadu hormondéw sterydowych.
Stad zearalenon jest klasyfikowany jako niesteroidowy mikoestrogen. Po przedostaniu
si¢ do krwiobiegu powoduje zmiany w uktadzie rozrodczym, podobnie jak naturalnie
wystgpujace estrogeny, ale jego dziatanie jest kilka razy silniejsze niz naturalnie wy-
stepujacych estrogenow [48-50]. Porazenie zboz ple$niami grzybow z rodzaju Fusarium
moze wigzac si¢ z obecnoscig w ziarnie zearalenonu, a takze mikotoksyn trichoteceno-
wych [51, 52]. Grzyby te powodujg corocznie znaczgce straty w rolnictwie. Sg bowiem
patogenami roslin zbozowych i motylkowych, zarowno siewek, jak i roslin dojrzewa-
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jacych. Wywohujg zgorzel przedwschodowa i powschodowg siewek, zgorzel podstawy
zdzbta i todyg, fuzarioze ktosow i fuzariozg kolb [53]. Najczesciej jego obecnos¢ stwierdza
si¢ w ziarnie kukurydzy, pszenicy i jeczmienia.

3.5. Fumonizyny

Jak dotad poznano 15 analogéw fumonizyn, ktore charakteryzuje podobna struktura
chemiczna. Wystepuja one przede wszystkim w ziarnie kukurydzy i jego produktach.
Znaczenie ma zwtaszcza fumonizyna B1, nieco mniejsze fumonizyna B2 i fumonizyna
B3. Mykotoksyny te odznaczaja si¢ wlasciwosciami kancerogennymi ze wzgledu na
zawartag w swej budowie dlugotancuchows jednostke weglowodorowa, podobna do sfin-
gozyny i sfinganiny [54]. Fumonizyny zalicza si¢ rowniez do neurotoksyn, poniewaz
uszkadzajg szlak biosyntezy sfingozyny — ogdlnie grupy sfingolipidéw jako sktadnika
tkanek moézgu i tkanki nerwowej. Powoduja takze uszkodzenie funkcji nerek. Grzyby
tworzace fumonizyny nalezg przede wszystkim do gatunkow Fusarium verticillioides
oraz F. proliferatum, tworzacych w najwigkszych ilosciach fumonizyne B1, w mniej-
szych fumonizyne B2 i B3. Oprocz fumonizyn plesnie gatunku F. proliferatum moga
tworzy¢ inne silnie toksyczne metabolity: bowerycyng, moniliforming i fuzaproliferyne
[55, 56].

3.6. Patulina

Grzyby tworzace patuling wystepuja na wszystkich surowcach i produktach spo-
zywczych, najczgsciej jednak na owocach i przetworach owocowych, ale rowniez na
warzywach, ziamie zbdz, migsie, serach czy pieczywie. Syntetyzuja ja grzyby nalezace
do rodzajow Penicillium i Aspergillus, jednak najwigksze znaczenie ma P. expansum.
Wytwarzana przez nie toksyna czgsto spotykana jest w psujacych si¢ jablkach,
gruszkach, winogronach, sokach z tych owocdéw 1 winach oraz np. pomidorach. Bardzo
wysoki procent szczepow tego gatunku wykazuje zdolno$¢ do tworzenia duzych ilosci
patuliny, a takze cytryniny. Grzyby te sa saprofitami rozwijajacymi si¢ w warunkach
wysokiej wilgotnosci wzglednej rzedu 80-90%. Patulina ma silne dziatanie toksyczne,
a takze teratogenne i kancerogenne. Pod wzgledem chemicznym patulina jest dwupier-
$cieniowym laktonem, a takze wykazuje bardzo duza reaktywnos¢, tatwo wchodzac
W potaczenia z biatkami i kwasami nukleinowymi [18].

4. Metody oznaczania mykotoksyn
Aby okresli¢ wystepowanie i ilos¢ mykotoksyn w r6znych rodzajach zywnosci stosuje
si¢ rozne metody analityczne. Szczegdlng uwage poswigca si¢ doborowi precyzyjnych,
niezawodnych i powtarzalnych metod do ich wykrywania w zywnosci i paszach. Po-
bieranie probek i ich analiza ma kluczowe znaczenie ze wzgledu na wysoka toksycz-
no$¢ tych zwiazkoéw juz w bardzo niskich stgzeniach. Badania dotyczace wykrywania
oraz charakterystyki jakosciowej i oceny iloSciowej mykotoksyn w poszczegdlnych
produktach zywnosciowych sa nadal aktualnym tematem wielu prac naukowych [57-59].
W chwili obecnej najbardziej klasyczne i powszechnie stosowane metody oznaczania
jakosciowego i ilosciowego mykotoksyn mozna podzieli¢ na dwie grupy — wykorzy-
stujace dwa rodzaje technik:
« techniki chromatograficzne, jak chromatografia cienkowarstwowa (TLC) [60], wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) [61], chromatografia gazowa (GC)
[62], chromatografia cieczowa z tandemowg spektrometrig mas (LC-MS/MS) [63, 64];
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e techniki immunoenzymatyczne, jak immunoenzymatyczny test (ELISA) [65] czy
immunoenzymatyczny test przeptywu lateralnego (LFA) [66].

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) jest technikg prosta do wykonania, nie-
wymagajaca posiadania kosztownego sprzetu i przy wprawie daje mozliwos¢ wniosko-
wania odnosnie do sktadu jako$ciowego mieszaniny mykotoksyn. Technika polega na
rozdzieleniu mieszaniny mykotoksyn na plytce pokrytej zelem silikonowym przez za-
stosowanie mieszaniny odpowiednio dobranych rozpuszczalnikéw. Po wysuszeniu
chromatogramu, obserwuje si¢ fluorescencje poszczegolnych plam w $wietle ultrafio-
letowym. Poréwnujac intensywno$¢ fluorescencji oraz warto$¢ wspotczynnikéw roz-
dzialu Rf z naniesionymi wzorcami, mozna okresli¢ stgzenie badanej mykotoksyny
W probie. Ma jednak stabg skutecznos$¢ separacji, a takze niskg czuto$¢ i doktadnosé
w przypadku mykotoksyn niefluoryzujacych. Obecnie wykorzystywana gtownie do
potwierdzania niezgodnos$ci z regulacjami prawnymi dotyczacymi jednego lub kilku
pokrewnych zwigzkow nalezacych do tej samej klasy mykotoksyn. Czasami stuzg jako
metoda referencyjna do walidacji testéw immunochemicznych [7].

Pozostale techniki chromatograficzne, jak wysokosprawna chromatografia cieczowa
(HPLC), chromatografia gazowa (GC) czy chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektro-
metrig mas (LC-MS/MS), pozwalaja na oznaczanie wszystkich grup mykotoksyn z duzo
lepszym rozdziatem toksyn, lepsza wykrywalnoscia i specyficznoscig oraz duzo wigksza
przepustowo$¢ niz w chromatografii cienkowarstwowej. Posiadajac te niezaprzeczalne
zalety, wymagaja bardzo drogiej aparatury badawczej, duzej biegtosci 0sob obstuguja-
cych t¢ aparature oraz skomplikowanych procedur przygotowania probek do badan.
Ogolnie rzecz ujmujac, sg to techniki fizykochemiczne, polegajace na separacji mie-
szaniny w kolumnach wypelionych sorbentem, do ktoérej dochodzi na skutek oddzia-
lywan miedzyczasteczkowych pomigdzy rozdzielang mieszaning zwigzkow chemicznych
a wypetnieniem kolumny. Rozdziat jest mozliwy tylko wtedy, gdy sktadniki probki
znajdujg si¢ w fazie ruchomej, ktora w chromatografii cieczowej jest oczywiscie ciecz,
a w gazowej — gaz. Po rozdzieleniu sktadnikow probki w kolumnie analitycznej na jej
wyjsciu sg wykrywane i mierzone przez detektor [67]. Pokrzywa i in. [68] wykorzy-
stali technike HPLC do oznaczania patuliny w probkach soku jabtkowego. Zidenty-
fikowali jej wystepowanie w dwoch z 50 przebadanych probek, ale w ilosciach nieprze-
kraczajacych najwyzszych dopuszczalnych pozioméw (NDP). Oueslati i in. [69] wy-
korzystali natomiast techniki chromatografii cieczowej i gazowej sprzgzone z tande-
mowg spektrometrig mas (LC-MS/MS i GC-MS/MS) do oznaczania 20 réznych myko-
toksyn w probkach zbdz i produktow zbozowych przeznaczonych dla niemowlat.
Badania autorow wykazaty, ze 67% probek zawieralo co najmniej jedng mykotoksykoze.
Najczescie] wykazywano obecnos¢ deoksyniwalenolu (38% probek), ktory osiagnat
maksymalng zawarto$¢ na poziomie 240 mg/g produktu z jeczmienia. Wykazali takze,
ze w 32% probek wystepowato jednoczesnie od 2 do 6 roznych mykotoksyn.

Druga grupe¢ metod stanowig metody immunoenzymatyczne, ktore wykorzystuja
specyficzng reakcje migdzy antygenem, jakim jest mykotoksyna, a specyficznym dla
niej przeciwciatem. Sg one stale rozwijane, poniewaz ze wzgledu na tatwos$¢ wyko-
nania i posiadanie formy komercyjnych zestawow odczynnikow, umozliwiajgcych wy-
konanie badania w terenie, nadajg si¢ idealnie do pierwszego poziomu badan wykry-
wajacych obecno$¢ mykotoksyn w tancuchu pokarmowym [7]. Najczesciej stosowana
jest technika immunoenzymatyczna ELISA. W technice tej stosuje si¢ wielokomorowe
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plytki polistyrenowe optaszczone przeciwciatami swoistymi dla poszukiwanej toksyny.
Analiza polega na jednoczesnym dodaniu badanej probki oraz toksyny znakowanej
enzymem (koniugat enzymowy), miedzy ktorymi nastepuje wspotzawodnictwo o przy-
faczanie do przeciwciala. W pierwszej kolejnos$ci nastepuje wigzanie do przeciwciata
wolnej toksyny, a nastgpnie koniugatu enzymowego, ktorego nadmiar zostaje odmyty.
Nastepnie dodawane sa: substrat oraz zwiazek chromogenny. [los¢ barwnego produktu
reakcji enzymatycznej okresla si¢ metoda spektrofotometryczng przy dhugosci fali 450
nm. Absorbancja jest odwrotnie proporcjonalna do zawartosci mykotoksyny w probce.
Konieczne jest porownanie uzyskanych wynikéw z wzorcami lub odczyt z krzywej
standardowej. Czas wykonania analizy testem ELISA wynosi okoto 3 godziny. Stosuje
si¢ tez szybkie testy progowe, pozwalajace na wykrycie obecnosci toksyn w krotkim
czasie (10-15 min.), stosowane do badan skriningowych. Takg technikg jest m.in.
immunoenzymatyczny test przeptywu lateralnego (LFA). Zyskat on szerokie zastosowa-
nie w szybkiej diagnostyce klinicznej, badaniach bezpieczenstwa zywnosci, monitoro-
wania Srodowiska naturalnego i upraw rolniczych ze wzgledu na wyjatkowe zalety, jak
fatwo$¢ obserwacji wynikoéw, przyjazny dla uzytkownika format, tatwe przechowy-
wanie i wygodny transport. Technologia testu LFA oparta jest, podobnie jak testu ELISA,
na specyficznej reakcji antygen-przeciwciato. Wynik, ktory odczytuje sie gotym okiem,
pojawia si¢ W postaci linii na pasku testowym. W ostatnim dziesigcioleciu LFA byt
stosowany do szybkiego wykrywania wielu mykotoksyn: aflatoksyny B1 i B2 [70],
ochratoksyny A [71], deoksyniwalenolu [72, 73], fumonizyn B1, B2 i B3 [74], zea-
ralenonu [75, 76] oraz toksyn T-2 i HT-2 [77]. Natomiast testem ELISA Pokrzywa i in.
[68] wykrywali zawarto$¢ sumy aflatoksyn B1, B2, G1 i G2 oraz ochratoksyny A
W réznych rodzajach produktéw spozywczych. Autorzy wykazali, ze aflatoksyny
wystepowaly wérdd 91 przebadanych probek, 21 probek zidt i przypraw oraz 8 probek
rodzynek zawieralo aflatoksyny, a w przypadku ochratoksyny A — jej obecno$¢ wy-
kazano w 42 ze 107 badanych probek. Jednak nie przekraczaty one okreslonych limitow.

5. Regulacje prawne — aspekt legislacyjny

Opracowanie regulacji dotyczacych dopuszczalnych poziomow mykotoksyn w zyw-
nosci i paszach bylo przedmiotem prac wielu organizacji migdzynarodowych oraz regio-
nalnych, jak np. WHO (World Health Organization), FAO (Food Agriculture Organi-
zation), EFSA (European Food Safety Authority), Codex Alimentarius, JECFA (Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), GSO (GCC Standardization Orga-
nization) i wielu innych [57, 78]. Rezultatem tych prac byto opracowanie dopuszczal-
nych limitow zawartosci mykotoksyn w zywnosci i paszach, ktore sa bezpieczne dla
zdrowia konsumentow — W szerokiej gamie produktow spozywczych okre§lonych
przez UE w rozporzadzeniach Komisji (WE) nr 1881/2006 oraz zaleceniach Komisji
2006/576/WE, 2006/583/WE) [79-81]. W tabeli 5 podano maksymalne dopuszczalne
poziomy zanieczyszczenia $rodkow spozywczych mykotoksynami zaczerpnigte z roz-
porzadzenia Komisji (WE) nr 1881/2006.
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Tabela 5. Najwyzsze dopuszczalne poziomy niektorych mykotoksyn w srodkach spozywczych
(rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006)

Lp. Srodek spozywczy Najwyzsze dopuszczalne
poziomy (ug/kg)
AFLATOKSYNY B: Suma | M
Bi, Bz,
G1iG
1 Orzechy arachidowe (orzeszki ziemne), orzechy laskowe, 8,0 15,0 -

orzechy brazylijskie i inne nasiona oleiste, ktore maja by¢
sortowane lub poddane innej fizycznej obrobee przed
spozyciem przez ludzi lub uzyciem jako sktadnik w srodkach
spozywczych, z wyjatkiem: orzechow arachidowych i innych
nasion oleistych przeznaczonych do ttoczenia oleju w celu
produkc;ji rafinowanego oleju ro§linnego

2 Migdaly, pistacje i pestki moreli, ktore majg by¢ sortowane 12,0 15,0 -
lub poddane innej fizycznej obrobee przed spozyciem przez
ludzi lub uzyciem jako sktadnik w $rodkach spozywczych

3 | Orzechy arachidowe (orzeszki ziemne) i inne nasiona oleiste 2,0 4,0 -
oraz produkty z nich przetworzone, przeznaczone do
bezposredniego spozycia przez ludzi lub uzycia jako

sktadniki w $rodkach spozywczych, z wyjatkiem: surowego

oleju roslinnego przeznaczonego do rafinacji, rafinowanego
oleju ro§linnego

4 | Suszone owoce, ktdre majg by¢ sortowane lub poddane innej 50 10,0 -
fizycznej obrobcee przed spozyciem przez ludzi lub uzyciem
jako sktadnik w srodkach spozywczych

5 Suszone owoce oraz produkty z nich przetworzone, 2,0 4,0 -
przeznaczone do bezpo$redniego spozycia przez ludzi lub
uzycia jako sktadniki w $rodkach spozywczych

6 Wszystkie zboza i wszystkie ich produkty pochodne, w tym 2,0 4,0 -
przetworzone produkty zbozowe, z wyjatkiem §rodkow
spozywczych wymienionych w pkt 7, 10, 12

7 Kukurydza i ryz, ktore maja by¢ sortowane lub poddane 50 10,0 -
innej fizycznej obrobee przed spozyciem przez ludzi lub
uzyciem jako sktadnik w §rodkach spozywczych

8 Surowe mleko, mleko poddane obrdobce cieplnej i mleko - - 0,05
stuzace do wytwarzania produktow na bazie mleka
9 Przyprawy: Capsicum spp. (pochodzace z tego gatunku 5,0 10,0 -

suszone owoce, cate lub mielone, w tym papryka chili,
mielone chili, pieprz kajenski i papryka); Piper spp.
(pochodzace z niego owoce, w tym bialy i czarny pieprz);
Myristica fragrans (gatka muszkatotowa); Zingiber officinale
(imbir); Curcuma longa (kurkuma); mieszanki przypraw
zawierajace jedng lub wiecej wyzej wspomnianych przypraw

10 Przetworzona zywno$¢ na bazie zboz oraz zywnos¢ dla 0,10 - -
niemowlat i matych dzieci
11 | Preparaty do poczatkowego zywienia niemowlat i preparaty - - 0,025

do dalszego zywienia niemowlat, w tym mleko poczatkowe
i mleko nastepne

12 Dietetyczna zywno$¢ specjalnego przeznaczenia 0,10 - 0,025
medycznego przeznaczona specjalnie dla niemowlat
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OCHRATOKSYNA A Najwyzsze
dopuszczalne poziomy
(ng/kg)
13 Nieprzetworzone zboza 50
14 | Wszystkie produkty pochodzace z nieprzetworzonych zboz, 3,0
w tym produkty z przetworzonych zbdz oraz zboza prze-
znaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi, z wyjat-
kiem $rodkéw spozywczych wymienionych w pkt 201 21
15 Suszone owoce winorosli (rodzynki koryntki i suttanki) 10,0
16 Palone ziarna kawy i mielona kawa palona, z wyjatkiem 50
kawy rozpuszczalnej
17 Kawa rozpuszczalna 10,0
18 | Wino (w tym wino musujace, z wyjatkiem wina likierowego 2,0
i wina o mocy alkoholu ponizej 15% obj.), wino owocowe;
wino aromatyzowane, napoje na bazie wina
aromatyzowanego i aromatyzowane koktajle winopochodne
19 Sok winogronowy, koncentrat soku winogronowego po 2,0
rozcienczeniu wodg, nektar winogronowy, moszcz
winogronowy i koncentrat moszczu winogronowego po
rozcienczeniu wodg przeznaczony do bezposredniego
spozycia przez ludzi
20 Przetworzona zywnos$¢ na bazie zbdz oraz zywno$¢ dla 0,5
niemowlat i matych dzieci
21 Produkty dietetyczne do specjalnych celéw medycznych, 0,5
przeznaczone specjalnie dla niemowlat
22 Przyprawy: Capsicum spp. (pochodzace z tego suszone 15,0
owoce, cate lub mielone, w tym papryka chili, mielone chili,
pieprz kajenski i papryka); Piper spp. (pochodzace z niego
owoce, w tym bialy i czarny pieprz); Myristica fragrans
(gatka muszkatotowa); Zingiber officinale (imbir); Curcuma
longa (kurkuma); mieszanki przypraw zawierajace jedna lub
wigcej] wyzej wspomnianych przypraw
23 Korzen lukrecji, sktadnik naparéw ziolowych, wyciag 20,0
z lukrecji stosowany w zywnosci, w szczegolnosci 80,0
W napojach i stodyczach
PATULINA Najwyzsze
dopuszczalne poziomy
(ng/ke)
24 Soki owocowe, koncentrat sokow owocowych po 50,0
rozcienczeniu wodg, nektary owocowe, napoje spirytusowe,
jabtecznik i inne sfermentowane napoje otrzymywane
Z jabtek lub zawierajace sok jabtkowy
25 | Produkty z jabtek, w tym kompot jabtkowy, purée jabtkowe 25,0
przeznaczone do bezposredniego spozycia, z wyjatkiem
srodkéw spozywcezych wymienionych w pkt 26 i 27
26 | Sok jabtkowy i produkty z jabtek, w tym kompot jabtkowy 10,0
i purée jablkowe, dla niemowlat i matych dzieci, jako takie
oznakowane i sprzedawane
27 | Zywnos¢ dla niemowlat, inna niz przetworzona zywno$¢ na 10,0

bazie zb6z dla niemowlat i matych dzieci
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DEOKSYNIWALENOL Najwyzsze
dopuszczalne poziomy
(ng/kg)
28 Nieprzetworzone zboza inne niz pszenica durum, owies 1250
i kukurydza
29 | Pszenica durum i owies (nieprzetworzone), nieprzetworzona 1750
kukurydza, z wyjatkiem nieprzetworzonej kukurydzy
przeznaczonej do mielenia ha mokro
30 | Zboza przeznaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi, 750
maka zbozowa, otreby oraz zarodki jako produkt koncowy
wprowadzany na rynek do bezposredniego spozycia oraz
makaron (suchy), z wyjatkiem §rodkow spozywczych
wymienionych w pkt 32, 33i 34
31 | Chleb (w tym mate produkty pickarnicze), ciasta, herbatniki, 500
przekaski zbozowe i platki $niadaniowe
32 Przetworzona zywno$¢ na bazie zbdz oraz zywnos$¢ dla 200
niemowlat i matych dzieci
33 | Frakcje mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek powyzej 750
500 mikronéw, objete kodem CN 1103 13 Tub 1103 20 40
oraz inne produkty mielenia kukurydzy o rozmiarze
czasteczek powyzej 500 mikrondéw nieprzeznaczone do bez-
posredniego spozycia przez ludzi, objete kodem 1904 10 10
34 | Frakcje mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek do 500 1250
mikronéw (objete kodem CN 1102 20) oraz inne produkty
mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek do 500
mikronéw nieprzeznaczone do bezposredniego spozycia
przez ludzi, objete kodem CN 1904 10 10
ZEARALENON Najwyzsze
dopuszczalne poziomy
(ng/kg)
35 Nieprzetworzone zboza inne niz kukurydza 100
36 | Nieprzetworzona kukurydza, z wyjatkiem nieprzetworzonej 350
kukurydzy przeznaczonej do mielenia na mokro
37 | Zboza przeznaczone do bezposredniego spozycia przez ludzi, 75
maka zbozowa, otreby oraz zarodki jako produkt koncowy
wprowadzany na rynek do bezposredniego spozycia,
z wyjatkiem srodkow spozywczych wymienionych
w pkt 40, 41, 42, 43 44
38 Olej kukurydziany rafinowany 400
39 | Chleb (w tym mate produkty pickarnicze), ciasta, herbatniki, 50
przekaski zbozowe i platki $niadaniowe, z wyjatkiem
przekasek kukurydzianych i patkow $niadaniowych na bazie
kukurydzy
40 | Kukurydza przeznaczona do bezposredniego spozycia przez 100
ludzi, przekaski kukurydziane i ptatki §niadaniowe na bazie
kukurydzy
41 Przetworzona zywno$¢ na bazie zbdz (z wyjatkiem 20
przetworzonej zywnosci na bazie kukurydzy) oraz zywnosé
dla niemowlat i matych dzieci
42 Przetworzona zywno$¢ na bazie kukurydzy dla niemowlat 20

i malych dzieci
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43 | Frakcje mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek powyzej 200
500 mikrono (objete kodem CN 1103 13 lub 1103 20 40),
oraz inne produkty mielenia kukurydzy o rozmiarze cza-

steczek powyzej 500 mikronow, nieprzeznaczone do bezpo-

$redniego spozycia przez ludzi, objete kodem CN 1904 10 10

44 Frakcje mielenia kukurydzy o rozmiarze czgsteczek co do 300

500 mikronow (objete kodem CN 1102 20) oraz inne

produkty mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek do 500

mikronéw, nieprzeznaczone do bezposredniego spozycia
przez ludzi, objete kodem CN 1904 10 10

FUMONIZYNY Suma Bz i B2 (mg/kg)
45 | Nieprzetworzona kukurydza, z wyjatkiem nieprzetworzonej 4000
kukurydzy przeznaczonej do mielenia na mokro
46 | Kukurydza przeznaczona do bezposredniego spozycia przez 1000

ludzi, zywnos¢ na bazie kukurydzy przeznaczona do
bezposredniego spozycia przez ludzi, z wyjatkiem $rodkow
spozywczych wymienionych w pkt 47 i 48

47 Ptatki $sniadaniowe na bazie kukurydzy i przekaski 800
kukurydziane
48 | Przetworzona zywno$¢ na bazie kukurydzy oraz zywnos¢ dla 200
niemowlat i matych dzieci
49 | Frakcje mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek powyzej 1400

500 mikronow (objete kodem CN 1103 13 lub 1103 20 40),
oraz inne produkty mielenia kukurydzy o rozmiarze cza-
steczek powyzej 500 mikrondw nieprzeznaczone do bezpo-
$redniego spozycia przez ludzi, objete kodem CN 1904 10 10
Frakcje mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek do 500 2000

mikronéw, objete kodem CN 1102 20, oraz inne produkty
mielenia kukurydzy o rozmiarze czasteczek do 500
mikronow nieprzeznaczone do bezposredniego spozycia
przez ludzi, objete kodem CN 1904 10 10
Procedury pobierania probek do kontroli mykotoksyn w zywnosci i paszach przed-
stawiono w Codex Alimentarius i rozporzadzeniu Komisji (WE) 401/2006 [82]. Wedtug
tych rozporzadzen i zalecen — np. dopuszczalna maksymalna zawartos¢ aflatoksyny B1
w orzeszkach ziemnych, orzechach laskowych, orzechach brazylijskich i nasionach
oleistych poddawanych obrobce fizycznej przed spozyciem przez ludzi wynosi 8 mg/kg;
aflatoksyny M1 w mleku wynosi 0,05 mg/kg; ochratoksyny A w kompletnych paszach
dla trzody chlewnej wynosi 0,1 mg/kg, a dla patuliny w sokach owocowych 50 mg/kg.

6. Zapobieganie

Pozostatosci mykotoksyn moga dostawa¢ si¢ do produktow spozywczych droga
bezposrednig lub posrednia, jak chocby przez zanieczyszczone pasze, jak opisano wcze-
$niej. Mozna temu zapobiega¢ lub w znacznym stopniu ogranicza¢. Bardzo skuteczna
metodg jest monitoring jako$ci mikrobiologicznej oraz podejmowanie wszelkich mozli-
wych dziatan zapobiegajacych rozwojowi grzybéw mikroskopowych (tzw. polowych)
juz w trakcie wzrostu ro$lin przeznaczonych na surowce spozywcze i paszowe. Mozna
to osiaggnac poprzez stosowanie odpowiednich technologii prowadzenia upraw, w tym
stosowanie ptodozmianu, doktadne przyorywanie resztek pozniwnych, zbilansowane
nawozenie zb0z, staranne czyszczenie i zaprawianie materiatu siewnego, odpowiedni
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dobdr odmian. Konieczne jest tez stosowanie srodkéw ochrony roslin. Od dawna sto-
sowane sg chemiczne fungicydy (np. triazole) i insektycydy. Obecnie mozna takze
stosowa¢ biologiczne $rodki grzybobdjcze, np. preparaty zawierajace zarodniki grzy-
bow Pythium oligandrum, Trichoderma harzianum, ktore sa pasozytami lub antago-
nistami niektorych gatunkéw grzybow patogennych, jak cho¢by Fusarium spp., nato-
miast biologiczne $rodki owadobodjcze moga zawiera¢ bakterie (np. Bacillus subtilis,
B. thuringiensis) czy wirusy entomopatogeniczne (np. wirus CpGV) [83]. Dalsze dzia-
ania powinny obejmowac przestrzeganie rygorystycznych zasad higienicznych podczas
zbioru, przechowywania i przetwarzania ptodow rolnych i pasz [84]. Wtasciwe suszenie
1 przechowywanie plondéw to takze skuteczne narzedzia do ograniczenie wzrostu plesni
(magazynowych) i produkcji mykotoksyn. Z kolei dekontaminacja pasz oraz zywnosci
skazonej mykotoksynami obejmuje podejscia: fizyczne (sortowanie, mycie), chemiczne
(zastosowanie fungicydow) i biologiczne (wprowadzenie atoksygennych szczepow
A. flavus i A. parasiticus). Ciggly nadzor nad mykotoksynami w uprawach rolnych,
paszach zwierzecych i w zywnosci to dlugoterminowa strategia interwencyjna zalecana
przez organizacje wprowadzajace regulacje prawne [59]. W toku produkcji zywnosci
stosowanymi sposobami majacymi zapewnieni¢ niskie poziomy mykotoksyn sa:
poprawne stosowanie dobrych praktyk higienicznych (GHP) oraz dobrych praktyk pro-
dukcyjnych (GMP), a takze prawidtowy dobdr parametrow technologicznych, takich
jak np. aktywno$¢ wody, pH, zawartos¢ soli, temperatura. Do obiecujgcej strategii
dezaktywacji mykotoksyn, zwlaszcza w produktach fermentowanych, nalezy wiazanie
ich przez szczepy bakterii fermentacji mlekowej o potencjale probiotycznym (Lacto-
bacillus, Streptococcus, Lactococcus i Propionibacterium) lub prebiotyki czy izotiocyja-
niany z nasion gorczycy [85, 86].

7. Wnioski

1. Ze wzgledu na opisane powyzej aspekty zdrowotne i ekonomiczne — bezwzgled-
nie konieczne jest minimalizowanie ryzyka narazenia upraw, ptodéw rolnych
I produktéw na zanieczyszczenie ple$niami mogacymi wytwarza¢ mykotoksyny.
Najkorzystniejsze sg dziatania prewencyjne polegajace na odpowiednim trakto-
waniu surowca roslinnego podczas wegetacji, zbioru i magazynowania. Nalezg do
nich m.in.: wybor odmian odpornych na infekcje grzybowe i szkodniki, minimali-
zowanie narazenia roslin na stres (np. zimno, susza), rozwazne stosowanie $rod-
kow ochrony roslin (chemicznych i biologicznych), stosowanie biologicznych
srodkow zapobiegajacych rozwojowi grzybow, terminowe zbiory, minimalizowanie
uszkodzen mechanicznych i zanieczyszczenia glebg, ptodozmian, prawidtowe
magazynowanie SUrowcow.

2. Postep wiedzy 1 pojawianie si¢ nowych narzedzi analitycznych ujawnia coraz to
nowsze metabolity o charakterze mykotoksyn, a takze poprawia czutos¢, doktad-
no$¢ i odtwarzalno$¢ metod juz istniejacych.

3. Dane analizowane w niniejszej monografii wskazujg na konieczno$¢ cigglego
monitorowania obecno$ci mykotoksyn we wszystkich rodzajach surowcéw i pro-
duktow zywnosciowych oraz szybkiego reagowania stuzb nadzoru sanitarnego
I legislacyjnego celem minimalizowania zagrozen dla zdrowia konsumentow.
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Streszczenie

Bioaktywno$¢ mikroorganizméw wytwarza okreSlone substancje o nieznanej lub wtdrnej funkcji biolo-
gicznej, zwane metabolitami wtérnymi (idiolitami). Niektore z nich znalazly praktyczne zastosowanie jako
leki lub dodatki do zywnosci i pasz (np. antybiotyki, alkaloidy, witaminy i bakteriocyny). Inne moga mie¢
niekorzystny wplyw (toksyczny, w tym rakotworczy) na organizmy wyzsze (np. toksyny bakteryjne lub
mykotoksyny). Producentami mykotoksyn sa grzyby nitkowate nalezace gtownie do rodzajow: Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Trichoderma, Cladosporium i innych.

Mykotoksyny najczgsciej wystepuja w zbozach i ich produktach, orzechach, przyprawach, kawie, kakao,
herbatach, suszonych owocach, orzechach, piwie czy winie, a ich synteza zalezy od wielu czynnikow, takich
jak rodzaj podloza, temperatura, wilgotnos$¢ czy obecnos$¢ substancji sprzyjajacych syntezie. Istniejg rozne
strategie redukcji lub eliminacji mykotoksyn — rozwoj odpornych na grzyby odmian rosnacych roslin,
zwalczanie infekcji polowych, fizyczne i chemiczne inaktywacje lub detoksykacje mykotoksyn itp.
Najwazniejsze mykotoksyny to aflatoksyny, ochratoksyny, zearalenon, patulina, trichoteceny i fumonizyny.
Wszystkie z maksymalnymi limitami dla szerokiej gamy produktéw spozywczych ustalonymi przez UE,
od jednostek ppm do ppb (rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 i nr 406/2006; zalecenia Komisji
2006/576/WE, 2006/583/WE i 2006/598/WE). Oficjalne protokoty pobierania probek do kontroli myko-
toksyn w zywnosci 1 paszach zostaly sporzadzone przez Codex Alimentarius i zalecane przez Komisjg
Europejska (Rozporzadzenie Komisji (WE) 401/2006). Szybka analiza mykotoksyn jest wykonywana za
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pomoca dostgpnego w handlu testu immunoenzymatycznego (ELISA), z warto$cig potilo§ciowg i mozli-
wymi interferencjami krzyzowymi. Przy oficjalnej wartosci zaleca si¢ LC lub GC w potaczeniu z UV, fluores-
cencja, MS i MS/MS, uprzednia ekstrakcj¢, czyszczenie i1 zat¢zanie w celu uzyskania dobrej wrazliwosci
I selektywno$ci. Ciagle monitorowanie mykotoksyn w produktach spozywczych moze zapobiec
powaznym problemom w marketingu, dystrybucji i konsumpcji Zzywno$ci.

Stowa kluczowe: mykotoksyny, zywno$¢ pochodzenia roslinnego, analiza, zapobieganie

Mycotoxins in food — characteristics, threats, methods of detection and prevention

Abstract

The bioactivity of microorganisms produces specific substances of unknown or secondary biological function,
called secondary metabolites (idiolites). Some of them have found practical use as drugs or food and feed
additives (e.g. antibiotics, alkaloids, vitamins and bacteriocins). Others may have adverse effects (toxic
including carcinogenicity) on higher organisms (e.g. bacterial toxins or mycotoxins). Producers of the
mycotoxins are filamentous fungi belonging mainly to the genera: Penicillium, Aspergillus, Fusarium,
Alternaria, Trichoderma, Cladosporium and others.

Mycotoxins are most often present in cereals and their products, nuts, spices, coffee, cocoa, teas, dried
fruit, nuts, beer or wine, and their synthesis depends on many factors, such as the type of substrate, tempe-
rature, humidity or the presence of synthesis-promoting substances. There are different strategies for the
reduction or elimination of mycotoxins, development of fungal resistant varieties of growing plants, control
field infection, physical and chemical inactivation or detoxification of mycotoxins, etc.

The most important mycotoxins are aflatoxins, ochratoxins, zearalenone, patulin, trichothecenes, and fumo-
nisins. All of them with maximum limits for a wide variety of foods set by the EU, ranging from ppm to
ppb units (Commission Regulation (EC) No 1881/2006 and No 406/2006; Commission Recommendations
2006/576/EC 2006/583/EC and 2006/598/EC). Official sampling protocols for mycotoxins control in food
and feed have been performed by Codex Alimentarius and recommended by the European Commission
(Commission Regulation (EC) 401/2006). The rapid mycotoxins analysis is made by commercially
available enzyme linked immuno-sorbent assay (ELISA), with semi-quantitative value and with possible
cross interferences. With official value, LC o GC linked to UV, fluorescence, MS and MS/MS is
recommended, previous extraction, clean-up and concentration for obtain a good sensibility and selectivity.
Continuous monitoring of mycotoxins in food products can prevent significant problems in the marketing,
distribution, and consumption of foods.

Keywords: mycotoxins, food of plant origin, analysis, dissipation
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Wybrane toksyny
a funkcjonowanie organizmu czlowieka

1. Wstep

Toksyny sa substancjami, ktore ze wzgledu na pochodzenie, mozna podzieli¢ na
cztery grupy: chemiczne, biologiczne, fizyczne oraz toksyczne promieniowanie. Che-
miczne substancje toksyczne obejmuja substancje nieorganiczne (takie jak rtgé i tlenek
wegla) oraz zwigzki organiczne (takie jak alkohol metylowy). Toksyny biologiczne sa
wytwarzane przez organizmy zywe (np. grzyby, bakterie).

Pojecie toksycznosci wiagze si¢ ze skutkiem reakcji, ktdra zachodzi pomigdzy toksyna
a uktadem biologicznym czlowieka. Efektem jest kazda biologiczna zmiana w orga-
nizmie, narzadzie i tkance. Efekt szkodliwy jest nieodwracalng zmiang biologiczna,
ktora pojawia si¢ podczas lub po zakonczeniu narazenia. Jest to zaburzenie, ktore moze
wplywaé na wydolno$¢ catego organizmu lub moze zmniejszy¢ sprawno$é jego dzia-
fania w warunkach dodatkowego obciazenia. Moze tez zwigkszy¢ wrazliwo$¢ organizmu
na dziatanie innych czynnikéw [1]. Efekt toksyczny moze mie¢ charakter ostry, gdy
substancja dziata bardzo silnie, a efekty sa widoczne w krotkim czasie po jednorazowe;j
ekspozycji (od kilku minut do kilku dni) oraz przewlekly (tzw. chroniczny) — kiedy
dochodzi do dlugotrwatego gromadzenia si¢ niskich (i/lub bardzo niskich) dawek
substancji w organizmie lub do kumulacji niekorzystnych efektow zdrowotnych [2].

Do czynnikow wplywajacych na toksycznos$¢ substancji zalicza si¢ wlasciwosci
fizykochemiczne, zwane pozaustrojowymi, oraz wlasciwosci organizmu zywego, czyli
czynniki biologiczne, tzw. wewnatrzustrojowe.

Wskazniki, ktore okreslaja toksycznos¢ to:

e dawka toksyczna (TDso) — ilos¢ substancji, ktora po wchlonigciu do organizmu
wywoluje objawy zatrucia i/lub odwracalne zaburzenia czynnosciowe organizmu;

o LD — oznacza dawke $miertelng (ang. lethal dose) i jest oznaczeniem toksycznosci
danej substancji czy zwiazku chemicznego; mediana dawki $miertelnej (LDso) to
dawka wywotujaca zgon u 50% organizmow, ktore poddane zostaly dziataniu
substancji toksycznej;

o LC — oznacza stezenie $miertelne (ang. lethal concentration), stosowane dla sub-
stancji gazowych we wdychanym powietrzu; mediana stezenia $miertelnego (LCso)
to stezenie gazowej substancji toksycznej wywotujgce smier¢ u 50% organizméw,
ktore poddane zostaly dziataniu substancji toksyczne;j.

Mediang dawki $miertelnej — LDso — wykorzystuje si¢ do okreslenia kategorii
toksycznosci substancji (adekwatnie do wywotywanego efektu) i prawdopodobienstwa
zgonu czlowieka.

Celem pracy jest charakterystyka wplywu toksyn pochodzenia biologicznego na
organizm cztowieka, w ktorego srodowisku zycia wystepuja.

! aleksandra.galuszka@interia.pl, Wydziat Lekarski Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
2 wojciech.ludwicki@onet.pl, Wydziat Mechaniczny Politechniki Lubelskie;.
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2. Toksyny biologiczne

Toksyny biologiczne s3 substancjami organicznymi — wytwarzanymi przez niektore
organizmy zywe, drobnoustroje, rosliny, grzyby oraz zwierzeta — dziatajacymi szkod-
liwie na inne organizmy [3]. W powietrzu atmosferycznym znajduja si¢ migdzy innymi
zarodniki i1 konidia grzybow oraz bakterie i ich przetrwalniki. Organizmy te w wyniku
proceséw chemicznych wydzielajg takze rozne substancje chemiczne o bardzo ztozonym
sktadzie — endotoksyny, enterotoksyny, enzymy i mikotoksyny [4].

Istnieje kilka kryteriow podziatu toksyn. Najprostszy podziat toksyn opiera si¢ na
informacji, czy substancja ta stanowi integralng czg$¢ strukturalng komorki, czy jest ak-
tywnie wydzielana do $rodowiska, dlatego wyrdzniono endotoksyne (ktdrej patologiczne
dziatanie ujawnia si¢ dopiero po rozpadzie komorki) oraz egzotoksyne (ktora moze by¢ wy-
dzielana przez organizmy do otaczajacego je $rodowiska w trakcie ich wzrostu) [5]. Ze
wzgledu na miejsce dziatania toksyn wyrdznia sig:

hemotoksyny (cytotoksyny powodujace degradacje erytrocytow);

hepatotoksyny (cytotoksyny dziatajace toksycznie na watrobe);

neurotoksyny (dzialajace na uktad nerwowy);

dermatotoksyny (wywotujace zmiany skorne);

nefrotoksyny (dziatajace toksycznie na komorki) [6].
Obok toksyn w srodowisku cztowieka znajduja si¢ substancje toksyczne chemicznie
zdefiniowane. Substancje te moga powodowaé narazenie badz uszkodzenie zdrowia.
Moga to by¢ substancje organiczne lub nieorganiczne, ktore powstawaja rowniez
w wyniku dziatalno$ci cztowieka.

Obecnie opracowany zostal system oceny potencjalnej toksycznosci substancji che-
micznych. Do dokonania jej stuzy okreslenie tak zwanego progu istotnosci toksycznej
TTC (ang. threshold of toxicological concern), ktory pozwala na oceng bezpieczenstwa
substancji chemicznych. Wigkszo$¢ z nich w pewnych ilosciach nie wykazuje nieko-
rzystnych efektow zdrowotnych. Gdy jednak substancja zostanie uzyta w ilosciach
przekraczajgcych dawki okreslone jako bezpieczne, moga wystapi¢ efekty niepozadane [7].
Zdefiniowano sze$¢ klas toksycznosci substancji chemicznych, dla ktdrych ustalono
dawki $miertelne dla czlowieka. Najwyzszy stopien toksycznosci reprezentujg zwiazki
zaliczone do klas I 1 II. Okreslono je jako nadzwyczaj toksyczne i silnie toksyczne [8-10].

3. Wybrane toksyny biologiczne

3.1. Mykotoksyny

Mykotoksyny to farmakologicznie aktywne metabolity plesni charakteryzujace si¢
toksycznoscig. Substancje te klasyfikowane sg w kilku niepowiazanych ze sobg kla-
sach chemicznych. Sposob ich wytwarzania jest specyficzny — w zaleznosci od szczepu.
Plesnie 1 grzyby to powazny problem wystepujacy w pomieszczeniach, gdzie bytuje
cztowiek — mieszkaniu, miejscu pracy, nauki i tak dalej. Zazwyczaj rozwijajg si¢ one w
cieptych, wilgotnych oraz zacienionych miejscach. Dlatego doskonatym miejscem
rozwoju plesni i grzybow sa przestrzenie migdzy $ciang a meblami, spoéd wyktadzin,
azienki. Najczgsciej obszary narazone na zagrzybienie sa niezauwazalne, co powoduje
pézne zdiagnozowanie tego problemu. Toksyny wytwarzane przez grzyby, czyli myko-
toksyny, moga rozprzestrzeniac si¢ w catej atmosferze pomieszczen mieszkalnych, po-
wodujac powazne komplikacje zdrowotne w postaci zaburzen czynnosci poszczegol-
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nych narzaddw, jak i catych uktadoéw [11]. Dotychczas, jak podajg zrodta, zidentyfiko-
wano okoto 400 mykotoksyn, wsrod ktorych najlepiej poznane to aflatoksyny, ochra-
toksyny, trichoteceny, fumonizyny, zearalenon oraz patulina [12].

Alfatoksyny moga wystepowa¢ w produktach rolnych, gdy sa przechowywane
w nieodpowiednich warunkach [13]. W Polsce aflatoksyny wystepuja gléwnie w impor-
towanych orzechach, kukurydzy oraz innych produktach pochodzacych z krajow o kli-
macie tropikalnym i subtropikalnym [14].

Ochratoksyna A (OTA) wykrywana jest najczgéciej w surowcach zle wysuszonych
oraz sktadowanych w nieodpowiednich warunkach wilgotnosci i temperatury, a takze
w niektorych fermentowanych produktach [15].

Patuling wykrywa si¢ zazwyczaj w jabtkach i soku jabtkowym, a w mniejszym stopniu
w owocach z objawami brazowej zgnilizny (ang. brown rot), takich jak: banany, ananasy,
winogrona, brzoskwinie, morele i pomidory [16].

Mykotoksyny sg oporne na dziatanie wysokiej temperatury. Smazenie, pieczenie,
gotowanie czy pasteryzacja nie usuwaja ich z produktow zywnosciowych. Dlatego
W sytuacji stwierdzenia ple$ni na zywno$ci — nie nalezy jej spozywac ani odkrawac
fragmentéw bezposrednio objetych plesnig i wykorzystywaé do spozycia pozostalej
czescei, poniewaz wyprodukowana w niej toksyna — patulina — znajduje sie¢ w kazdym
najmniejszym kawatku produktu, cho¢ nie jest widoczna gotym okiem.

3.1.1. Wplyw mykotoksyn na czlowieka

Mykotoksyny dostajg si¢ do organizmu droga inhalacyjng i przez skore, jednak do
zatrucia dochodzi najczgséciej po spozyciu skazonej zywno$ci. Niestety, nie istnieja
charakterystyczne objawy zatrucia — mykotoksyny mogg wywotywaé¢ skomplikowane
I naktadajace si¢ na siebie objawy wynikajace z niekorzystnego ich wptywu na wiele
uktadéw i narzagdéw (choroby nowotworowe, podraznienia skoéry, hamowanie syntezy
bialek, immunosupresje i inne zaburzenia metaboliczne) [11]. Aflatoksyny uszkadzaja
przede wszystkim nerki i o$rodkowy uktad nerwowy. Powoduja uszkodzenie oraz no-
wotwory watroby. Objawy chorobowe zalezg od czgstotliwosci ekspozycji oraz pochto-
nietej dawki. Mozna obserwowac krotkotrwate zatrucia duzg iloscig toksyn Iub wielo-
letni, przewlekly proces zatruwania organizmu mniejszymi dawkami [17]. Mykotok-
syny posiadaja takze negatywny wplyw na uktad oddechowy. Aflatoksyny wywotuja
i nasilajg r6znorodne objawy alergiczne, takie jak: niezyt nosa, zmiany skorne, astma
oskrzelowa, alergiczne zapalenie ptuc [18]. Dlugotrwate oddziatywanie mykotoksyn,
w skrajnych przypadkach moze prowadzi¢ do $mierci.

Wielu badaczy podkresla epidemiologiczng zalezno$¢ migdzy stopniem narazenia
na mykotoksyny a czestoscia rozwoju niektérych nowotworéw — raka przetyku, zotadka,
pierwotnego raka watroby, nowotworow ptaskonablonkowych glowy i szyi, tkanek
migkkich oraz ostrych i przewleklych biataczek [19].

3.2. Apitoksyna — jad pszczeli

Apitoksyna — jad pszczoty miodnej (Apis mellifera) jest toksyna wydzielang przez
pszczoty w celu obrony przed drapieznikami. Po uzadleniu czlowieka pszczota ginie,
poniewaz nie jest w stanie wyciagna¢ zadta z ludzkiej skory. Zdolno$¢ zadlenia posia-
daja pszczoty robotnice oraz pszczela matka, trutnie nie maja zadel. Gruczot jadowy
wyksztalca si¢ w trzecim tygodniu Zzycia robotnicy. Aby produkowaé jad musi ona
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odzywia¢ sie pylkiem, bez niego wytworzenie apitoksyny nie jest mozliwe [20]. Na
swiezy jad pszczeli sktada si¢ 88% wody i okoto 0,1 pg ,,suchego jadu” [21]. ,,Suchy
jad” to gtownie bialka i peptydy, ktorych jest okoto 80% [22]. Aktywne sktadniki jadu
pszczelego to migdzy innymi: melityna (ang. melittin), apamina (ang. apamin), MCD
(ang. mast cell degranulating), hialuronidaza (ang. hyaluronidase), lizofosfataza, fosfo-
lipaza B (ang. phospholipaze B), a-glukozydaza (ang. a-glucosidase), kwasna fosfataza
(ang. acid phosphataze). Mimo wykorzystania w lecznictwie, nieznany jest petny sktad
jadu pszczelego, brak takze jednolitych wytycznych dotyczacych jego standaryzacji [23].

3.2.1. Wplyw apitoksyny na czlowieka

Melityna wykazuje dziatanie biologiczne, farmakologiczne i toksyczne. Jest odpo-
wiedzialna za rozktad i zabijanie komorek oraz bol po uzadleniu [24]. Powoduje stan
zapalny i zmniejsza krzepliwo$¢ krwi. W matych dawkach posiada dziatanie przeciw-
zapalne, przeciwbakteryjne, a w duzych hamuje aktywno$¢ osrodkowego uktadu nerwo-
wego, podwyzsza ci$nienie i zaburza pracg serca [25]. Apamina blokuje receptory alfa-
adrenergiczne, cholinergiczne, purynergiczne i wptywa na przewodzenie potasu w blo-
nach komorkowych. Wywiera pobudzajacy wptyw na podwzgdrze i kore mdzgowsa
poprzez stymulowanie wydzielania noradrenaliny, a jej dzialanie ogolnoustrojowe zwia-
zane jest z poprawa pamigci i zdolnosci poznawczych [26]. Peptyd wywolujacy degra-
dacj¢ mastocytow MCD — w wigkszych dawkach wykazuje dziatanie antyalergiczne,
ale miejscowe dziatanie prozapalne [27]. Adolapina (ang. adolapin) wykazuje wyrazne
dziatanie przeciwzapalne. Hialuronidaza wykazuje dziatanie prozapalne, proangio-
genne, ulatwia rozprzestrzenianie si¢ jadu oraz ma dziatanie immunostymulujace. Stanowi
najbardziej alergenny i immunogenny zwigzek zawarty w apitoksynie. Cze$¢ sktadni-
kow jadu pszczelego jest cytotoksyczna [28]. Glownymi alergenami jadu pszczelego
sg: fosfolipaza, hialuronidaza i melityna. Enzymy te u 0sob podatnych moga wyzwalaé
odpowiedz immunologiczng z udziatem IgE. Uzadlenie przez pszczote moze wywotaé
normalng reakcje, czyli rumien, obrzek i bol. Moze tez by¢ przyczyna nadmiernej reakc;ji
miejscowej (kiedy obrzek trwa powyzej 24 godzin) lub przyjaé postaé cigzkiego wstrzasu
anafilaktycznego (obejmujacego objawy ze strony uktadu oddechowego, pokarmo-
wego, krgzeniowego i nerwowego) i prowadzi¢ nawet do $mierci [29].

3.3. Botulinotoksyna — jad kielbasiany

Toksyny jadu kietbasianego naleza do najsilniejszych neurotoksyn [30] (LDso wynosi
1 ng/kg).

Opisano kilka mechanizmow zatrucia neurotoksynami botulinowymi. Najpowszech-
niejszy jest botulizm pokarmowy, zwany klasycznym. Zazwyczaj dochodzi do niego
wskutek przypadkowego spozycia spor — form przetrwalnikowych bakterii pochodza-
cych z pokarmow pakowanych bez dostepu powietrza (szczegdlnie w waskim prze-
dziale pH 7,0-7,3). Efekt toksyczny wynika z blokowania wydzielania acetylocholiny
do szczeliny synaptycznej. W zwiazku z tym neuroprzekaznik dziala na poziomie plytki
nerwowo-migs$niowej — w motoneuronach i synapsach uktadu wspotczulnego [31].

Jednak, pomimo ich wysoce trujacego dziatania, znajduja szerokie zastosowanie
w terapii medycznej (przy leczeniu na przyktad nadczynnosci cholinergicznych zakon-
czen nerwowych) oraz w kosmetyce (do korekcji zmarszczek) [32]. Wspotczesnie
wyr6znia si¢ siedem serotypow toksyny botulinowej oznaczonych literami A, B, C, D,
E, F, G[33].
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3.3.1. Wplyw toksyny botulinowej na czlowieka

Dziatanie toksyny botulinowej polega na hamowaniu wydzielania acetylocholiny
W potaczeniach nerwowo-migsniowych, co prowadzi do paralizu migsni [34]. Serotyp
A, B oraz E prowadzi u cztowieka do botulinizmu oraz do porazen wiotkich [35]. Do
wywolania objawow zatrucia wystarczy zaledwie 0,001 pg botuliny/kg masy ciata
[36]. Dawka $miertelna dla me¢zczyzny wazacego 70 kg wynosi — w przeliczeniu na
czysta toksyne botulinowa typu A przyjeta droga doustng — 70 pg [37]. Objawy kli-
niczne pojawiaja si¢ najczesciej po czasie od 12 do 36 godzin od spozycia zainfeko-
wanego pokarmu, ale czas ten moze wynosi¢ od 2 godzin do 14 dni [38, 39]. Pierw-
szymi objawami choroby sg symetryczne niedowtady lub porazenia nerwoéw czaszko-
wych. W dalszej kolejnosci pojawia si¢ zstepujacy wiotki niedowtad czterokonczynowy
z porazeniem mies$ni klatki piersiowej i przepony, co prowadzi do niewydolnosci odde-
chowej. Do objawdw uszkodzenia autonomicznego uktadu nerwowego naleza: suchos¢
bton $luzowych jamy ustnej i gardla, przekrwienie spojowek, ortostatyczne spadki
cisnienia tetniczego, zaburzenia oddawania moczu i perystaltyki jelit [40, 41].

3.4. Toksyny sinicowe

Nie wszystkie gatunki sinic produkujg zwiazki toksyczne (wystepuja gatunki po-
wszechnie wykorzystywane w przemysle spozywczym lub kosmetycznym, na przy-
ktad sinice z rodzaju Arthrospira, o handlowej nazwie — Spirulina) [42]. Niektore sinice
w obrebie jednego gatunku begda posiadaty szczepy toksyczne oraz nietoksyczne [43].
Toksyny normalnie nie s3 wydzielane do srodowiska, znajduja si¢ one w cytoplazmie.
Uwalniane sg, gdy komorki sinic starzeja si¢ i tracg swoja zawarto$¢. W warunkach
naturalnych po wydostaniu si¢ z komorki ulegajg natychmiastowemu rozcienczeniu do
stezen niezagrazajacych zdrowiu i zyciu [44]. Najwigksze iloSci toksyn uwalniane sg
podczas lizy komorki, do ktorej masowo dochodzi w okresach ,,zakwitow” sinic [45].
Ze wzgledu na charakter oddziatywania wyrdznia si¢ zwiazki hepatotoksyczne, cyto-
toksyczne, neurotoksyczne i dermatotoksyczne [46, 47].

Toksyny sinicowe stanowig realne zagrozenie dla zdrowia czlowieka. Istnieje szereg
drog narazenia na sinice i ich cyjanotoksyny. Najczesciej do zatrucia dochodzi droga
pokarmowa, w wyniku spozycia skazonej wody pitnej, jeziornej lub morskiej i orga-
nizmdéw wodnych (skorupiakéw, malzy, ryb, jadalnych alg), ktoére skumulowaty w tkan-
kach toksyny lub na ich powierzchni wystepujg toksyczne sinice [48].

3.4.1. Wplyw toksyn sinicowych na czlowieka

Hepatotoksyny powoduja takie objawy jak: goraczka, wymioty i biegunka [42], nato-
miast skorna ekspozycja na nie daje objawy podraznienia, wysypki i stanéw zapalenia
skory [49, 50].

Cytotoksyny moga wykazywac¢ dzialanie genotoksyczne, prowadzi¢ do zmian w chro-
mosomach i peknigcia nici DNA [51]. U ssakéw zatrucie moze powodowacé nowotwory
watroby, nerek, grasicy i wady serca [52].

Neurotoksyny uszkadzajg uktad nerwowy. Dziatajg bardzo szybko po ekspozyciji
(czas od przyjecia substancji do wystapienia objawow jest najczesciej krotszy niz 30 minut).
Wywotuja objawy ze strony uktadu nerwowego i oddechowego. W zatruciu obserwuje
si¢: skurcze migsni, biegunke, wymioty, otepienie, oszotomienie, paraliz oraz smierc¢
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(najczeSciej z powodu niewydolnos$ci oddechowej). W przypadku anatoksyny-a(s)
wystepuje rowniez §linotok.

Dermatotoksyny oddziatujg miejscowo w wyniku zetknigcia skory lub btony $lu-
zowej z draznigcg substancja. Powoduja reakcje uczuleniowe skory, podraznienia, pe-
cherze, zluszczanie. Przypadkowe potknigcie powoduje objawy chorobowe uktadu pokar-
mowego oraz gorgczke. Lyngbyatoksyna jest takze promotorem choréb nowotworo-
wych [53].

4. Podsumowanie

W ciagu catego zycia na organizm czlowieka oddzialuje wiele r6znych substancji
toksycznych. Przyjmujemy je wraz z pozywieniem, wdychamy, wcieramy. Narazeni
jesteSmy na nie, spozywajac pokarmy oraz zyjac we wspotczesnym, zanieczyszczo-
nym srodowisku. Jestedmy biologicznie wyposazeni w mechanizmy pozwalajace nam
neutralizowa¢ i eliminowaé toksyny, co zapobiega ich akumulacji, ktéra szkodzi
tkankom.

Do tej obrony stuza watroba i nerki. Najwigcej szkodliwych substancji wydalamy
zmoczem. Warto zwraca¢ uwagg na sygnaly plynace z organizmu, zwlaszcza jezeli
podobne objawy, mogace §wiadczy¢ o gromadzeniu si¢ toksyn, nie wystepowaly wcze-
$niej, na przyktad dolegliwosci bolowe, wysypka na skorze, zmiana zabarwienia §lu-
zéwek czy chroniczny katar.
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Wybrane toksyny a funkcjonowanie organizmu czlowieka

Streszczenie

Toksyny to naturalne trucizny, ktore pochodzg od ro§lin, organizméw zwierzecych albo sg wydzielane przez
drobnoustroje. Pojecie odnosi si¢ do substancji, ktore moga dziata¢ szkodliwie na organizmy zywe. Te,
ktore pochodza od zwierzat okresla si¢ zootoksynami, za$ pochodzace od roslin — fitotoksynami. Do zoo-
toksyn naleza: proteazy, hialuronidazy oraz biatka (glownie enzymy). Do fitotoksyn zalicza sig: polipep-
tydy, alkaloidy i glikozydy cyjanogenne Skutki biologiczne przyjgcia toksyny zaleza od jej ilosci. Dawke
progowa okresla si¢ jako dosis minima i jest to dawka dajgca pierwsze obserwowalne skutki, stanowi
najmniejszy poziom narazenia. Dawka $miertelna (dosis letalis) to ilo$¢ toksyny powodujgca $mierc.
Posrednie ilosci toksyny okreslone sg jako dosis therapeutica — dawka lecznicza (niezakltocajaca procesow
fizjologicznych) oraz dosis toxica — ilos¢ dajaca efekt toksyczny, ale niepowodujaca $mierci. Toksyny
moga dostawac si¢ do organizmu ré6znymi drogami: wziewna, pokarmowa, przez jamy ciala (jama ustna,
nosowa, pochwa, dospojowkowo), przez skore, iniekcyjnie (dozylnie, podskornie, domigsniowo) oraz pre-
natalnie. W przypadku nagromadzenia toksyn w organizmie czlowieka — pojawiajg si¢ pewne objawy,
zwlaszcza na poczatku ich wystapienia, sa one bagatelizowane. Tlumaczy si¢ je przemegczeniem lub do-
$wiadczaniem stresu w codziennym funkcjonowaniu. Do najczestszych objawdw nalezg senno$¢, apatia,
nieustajagce zmeczenie, objawy depresyjne, bole brzucha, nudnosci, biegunki, problemy z trawieniem, wy-
padajace wlosy, lamliwe paznokcie, wysypki i egzemy, powstawanie standw zapalnych, zwigkszona po-
datnos¢ na prochnicg, $wiad, nadmierna potliwos¢, obrzeki skorne oraz problemy ze zrzuceniem wagi. Objawy
s ro6znorodne.

Stowa kluczowe: toksyny, poziom toksycznosci, mykotoksyny, apitoksyna, botulinotoksyna, toksyny sinicowe

Selected toxins and human body functions

Abstract

Toxins are natural poisons that come from plants, animal organisms, or are secreted by microorganisms.
The term refers to substances that can harm living organisms. Those that originate from animals are called
zoo-toxins, while those that originate from plants are called phytotoxins. Zoo toxins include: proteases,
hyaluronidases and proteins (mainly enzymes). Phytotoxins include: polypeptides, alkaloids and cyano-
genic glycosides The biological effects of ingesting a toxin depend on the amount of toxin. The threshold
dose is referred to as dosis minima and is the dose that produces the first observable effects and represents
the lowest level of exposure. The lethal dose (dosis letalis), is the amount of toxin that causes death.
Intermediate amounts of toxin are defined as: dosis therapeutica — a therapeutic dose that does not interfere
with physiological processes, and dosis toxica — an amount that produces a toxic effect but does not cause
death. Toxins can enter the body through various routes: inhalation, ingestion, body cavities (oral, nasal,
vaginal, conjunctival), through the skin, injection (intravenously, subcutaneously, intramuscularly) and
prenatally. When toxins accumulate in the human body, certain symptoms appear, but especially at the
beginning of their occurrence, they are downplayed. They are explained by being overtired or experiencing
stress in daily functioning. The most common symptoms include lethargy, apathy, constant fatigue, depres-
sive symptoms, abdominal pain, nausea, diarrhea, digestive problems, hair loss, brittle nails, rashes and
eczema, inflammation, increased susceptibility to tooth decay, itching, excessive sweating, skin swelling,
and trouble losing weight. Symptoms are varied.

Keywords: toxins, toxicity level, mycotoxins, apitoxin, botulinotoxin, cyanobacterial toxins
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Fusobacterium nucleatum jako bakteria symbiotyczna,
oportunistyczna i onkogenna

1. Wprowadzenie

Fusobacterium nucleatum to gatunek beztlenowych laseczek Gram-ujemnych. Jest
sktadnikiem mikrobioty ludzkiej zasiedlajagcym jame ustng. Odrywa integralng i ko-
rzystng role w utrzymywaniu wtasciwego i zdrowego funkcjonowania organizmu go-
spodarza, pozostajac w $cistym zwiazku nie tylko z komorkami i tkankami ludzkiego
ciala, ale takze z innymi sktadnikami mikrobioty. Jednoczesénie F. nucleatum jest pato-
genem oportunistycznym, czgsto izolowanym i identyfikowanym u pacjentow z réznymi
zakazeniami, charakteryzujacym si¢ wieloma mechanizmami zjadliwosci. Ponadto jako
onkogenny element mikroflory wielokierunkowo przyczynia si¢ do rozwoju, wzrostu
I rozprzestrzeniania si¢ raka jelita grubego [1]. Niniejszy artykul jest podsumowaniem
aktualnej wiedzy na temat F. nucleatum jako mikroorganizmu mutualistycznego, pato-
gennego 1 rakotworczego.

2. Systematyka i nisze ekologiczne Fusobacteriota

Fusobacteriota to odr¢bny typ bakterii obejmujacy drobnoustroje powszechnie
wystepujace w srodowisku. Nalezg do niego gatunki obecne w jamie ustnej cztowieka
(Fusobacterium spp.), w przewodzie pokarmowym i ukladzie moczowo-plciowym
cztowieka (odpowiednio Leptotrichia spp. i Sneathia spp.), w przewodzie pokarmo-
wym ryb i wielorybow (Cetobacterium spp.), a takze wolno zyjace w Srodowisku
morskim (Ilyobacter spp.). Obecnie Fusobacteria dzieli si¢ na dwie rodziny: Lepto-
trichiaceae, do ktorych naleza rodzaje Leptotrichia, Sneathia, Sebaldella i Strepto-
bacillus oraz Fusobacteriaceae, w tym morskie i stodkowodne rodzaje Psychrilyobacter,
Ilyobacter, Propionigenium i Cetobacterium oraz zwigzany z organizmami zwierze-
cymi rodzaj Fusobacterium [2, 3].

Fusobakterie s3 Gram-ujemnymi, nie tworzacymi przetrwalnikow, zwykle nieruch-
liwymi beztlenowcami, ktére w obrazie mikroskopowym przybierajg ksztalt stozkowa-
tych laseczek. Niektore gatunki moga ujawnia¢ unikalne wilasciwosci metaboliczne,
czego przyktadem jest Psychrilyobacter atlanticus, ktory rozktada materiaty wybuchowe
zawierajgce nitraminy [2].

Gatunki Fusobacterium znajdujg si¢ w jamie ustnej i blonach $luzowych ludzi
i zwierzat, w tym myszy (Fusobacterium mortiferum), makakow (Fusobacterium simiae),
koni (Fusobacterium equinum), a nawet krokodyli (Fusobacterium spp.). Ich obecnos¢
w zdrowych tkankach potwierdza, ze sg one naturalnymi sktadnikami mikrobioty tych
gatunkow. Ze wzgledu na fakt, ze sg czgsto izolowane w probkach klinicznych z tych
samych (ale rowniez innych, odleglych) tkanek podczas aktywnej choroby, uwaza si¢
je rowniez za patogeny oportunistyczne [4].

! mjanec@kul.pl, Katedra Biologii Molekulamej, Wydziat Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu, Katolicki
Uniwersytet Lubelski Jana Pawta I, www kul.pl.
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Sposrod gatunkdw, ktore kolonizujg organizm cztowieka, F. nucleatum jest najlicz-
niejszym gatunkiem jamy ustnej. Obecnos¢ w innych miejscach ciata jest rzadko
wykrywana w normalnych, fizjologicznych warunkach [5]. Systematyka bakterii zostata
przedstawiona w tabeli 1.

Tabela 1. Systematyka F. nucleatum

Domena Bakteria
Typ Fusobacteriota
Klasa Fusobacteria
Rzad Fusobacteriales
Rodzina Fusobacteriaceae
Rodzaj Fusobacterium
Gatunek F. nucleatum

3. F. nucleatum jako bakteria symbiotyczna

F. nucleatum ewoluowata w $cistym zwigzku z komoérkami i tkankami gospodarza,
jak rowniez z innymi sktadnikami mikrobioty. W jamie ustnej jest integralng czgscia
poddziagstowej ptytki nazebnej, gdzie rosnie w postaci wielogatunkowego biofilmu.
F. nucleatum pehi role mikroorganizmu pomostowego, ktory strukturalnie wspiera
relacje gatunkow tworzacych t¢ forme¢ wzrostu. Sg to oddziatywania pomiedzy koloni-
zatorami pierwotnymi, takimi jak gatunki Streptococcus, z glownie beztlenowymi kolo-
nizatorami wtornymi, w tym Porphyromonas gingivalis i Agregatibacter actinomyce-
temcomitans. Dzigki wydtuzonemu ksztattowi F. nucleatum moze wchodzi¢ w fizyczne
interakcje z wieloma innymi komorkami drobnoustrojow. W przypadku wspodlnej hodowli
ze Streptococcus sanguinis zaobserwowano, ze oba gatunki mogg taczy¢ sie w wysoce
uporzadkowane struktury, w ktorych ponad dziesie¢ komorek S. sanguinis wiaze si¢
z pojedyncza komorka fusobakterii [5, 6].

F. nucleatum posredniczy roéwniez w organizacji struktury biofilmu i interakcjach
z komorkami gospodarza poprzez ekspresje licznych adhezyn. Najlepiej scharakteryzo-
wang adhezyng tego gatunku jest RadD. Udowodniono, ze RadD posredniczy w wia-
zaniu Streptococcus mutans przez interakcje z adhezyna SpaP wydzielang przez ten
gatunek, co skutkuje wspolng agregacja obydwu bakterii w biofilmie [7]. Ponadto biatko
adhezyjne uczestniczy w wigzaniu drozdzakow Candida albicans, ktore rowniez wcho-
dza w sktad mikrobioty jamy ustnej [8].

Oprocz interakcji fizycznych komorki drobnoustrojow w biofilmach tworza liczne
zaleznosci metaboliczne. Przyktadem jest wydzielanie ornityny przez Streptococcus
gordonii, ktora metabolicznie wykorzystuje F. nucleatum [9].

Pomimo dhugich i intensywnych badan nad F. nucleatum i biofilmami jamy ustnej
nadal nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ktore mikroorganizmy pozostaja w bezpo-
$rednim oddziatywaniu z F. nucleatum w jego niszy mutualistycznej [10].

Niektore badania wskazuja na pozytywny wplyw F. nucleatum na organizm
gospodarza, w tym:

e stymulacje elementow wrodzonej odpowiedzi immunologicznej poprzez pobudzanie
wydzielania B-defensyn, co stanowi swego rodzaju swoisty nadzor immunologiczny
powierzchni blony $luzowej i ochrong przed potencjalnymi patogenami;
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e pobudzanie inhibitoréw proteaz gospodarza, ktéore moga niwelowaé uszkodzenia
tkanek spowodowane uwalnianiem proteazy neutrofilowej podczas infekcji jamy
ustnej, a takze potencjalnie zaktoca¢ aktywnos$¢ proteazowa zwigzang z wirulencja
roznych patogenow, takich jak Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola
i Tannerella forsythensis [1].

4. F. nucleatum jako czynnik zakazny

Podczas gdy F. nucleatum charakteryzuje si¢ symbiotycznymi zalezno$ciami
z innymi drobnoustrojami mikrobioty, jej interakcje z tkankami ludzkimi — zaréwno
W jamie ustnej, jak i poza nig — majg charakter zwykle obojetny lub patogenny.
F. nucleatum stanowi rzadka przyczyne bakteriemii, poniewaz roczna zachorowalno$é
wynosi 0,22-0,34 przypadkéw na 100 tys. osob. Jednak zaangazowana jest w szerokie
spektrum chorob, co wigcej — jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych gatunkoéw
identyfikowanych poza miejscem fizjologicznego wystgpowania, czyli jamg ustna [1].

F. nucleatum jest niejednorodnym gatunkiem z pigcioma proponowanymi podga-
tunkami (ss), tj. ss animalis, ss fusiforme, ss nucleatum, ss polymorphum i ss vincentii,
ktérych czgstos¢ udzialu w poszczegdinych chorobach jest zréznicowana [1]. W tabeli
2 podsumowano udziat F. nucleatum jako potencjalnego czynnika zakaznego w roz-
nych schorzeniach.

Tabela 2. Choroby zwigzane z F. nucleatum

Infekcje jamy ustnej
przewlekte zapalenie przyzebia
ostre zapalenie przyzebia
zapalenie dzigset
infekcje endodontyczne
Patologiczny przebieg cigzy
zapalenie bton ptodowych
przedwczesny porod
urodzenie martwego dziecka
sepsa noworodkowa
stan przedrzucawkowy
Choroby uktadu pokarmowego
rak jelita grubego
nieswoiste zapalenie jelit
zapalenie wyrostka robaczkowego
Inne infekcje i choroby
miazdzyca
tetniak moézgu
Zespot Lemierre'a
infekcje drog oddechowych
ropnie réznych narzadow
reumatoidalne zapalenie stawow
choroba Alzheimera
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4.1. Infekcje jamy ustnej

F. nucleatum jest jednym z najliczniej wystepujacych gatunkéw bakterii w jamie
ustnej, zar6wno u 0sob chorych, jak i zdrowych osob. Jako sktadnik biofilméw nazeb-
nych stanowi wazny czynnik zakazny w zapaleniu przyzebia, poniewaz bezposrednio
ksztaltuje reakcje obronne gospodarza oraz zwicksza zakazno$¢ innych patogenow [11].

Drobnoustrdj ma zwigzek z réznymi postaciami chorob przyzebia, w tym tagodnym,
odwracalnym zapaleniem dzigset oraz zaawansowanymi nieodwracalnymi postaciami
paradontozy (przewlekle zapalenie przyzebia, zlokalizowane ostre zapalenie przyzebia
i uogolnione ostre zapalenie przyzebia). Czesto wiaze si¢ rowniez z infekcjami endo-
dontycznymi, takimi jak martwica miazgi i okotowierzchotkowe zapalenie z¢ba [12-14].
Czestos¢ wystgpowania F. nucleatum wzrasta wraz z nasileniem choroby i postgpem
stanu zapalnego. Wsr6d podgatunkéw — ss fusiforme i ss vincentii sg czesciej kojarzone
z prawidtowym funkcjonowaniem organizmu, podczas gdy ss nucleatum — zwykle
Z choroba [15].

F. nucleatum wykryto rowniez w $linie, przy czym jej zawarto$¢ jest wyzsza u pa-
cjentdow z zapaleniem dzigset i przyzebia w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng [16].

Na liczebno$¢ F. nucleatum w jamie ustnej wptywajg czynniki sSrodowiskowe, w tym
palenie papierosow, ktore zwigksza obfitos¢ bakterii zarowno u osob zdrowych, jak
i z chorobami przyzebia. Udziat F. nucleatum wsrod pacjentow z przewleklym zapale-
niem przyzebia zwicksza si¢ dodatkowo w przypadku wystgpowania cukrzycy typu 2
[17, 18].

Zapalenie przyzgbia jest chorobg wielodrobnoustrojowg. W przypadku wspotinfekcji
F. nucleatum z innymi gatunkami jamy ustnej, np. Tannerella forsythia, Porphyro-
monas gingivalis i Streptococcus spp., obserwuje si¢ synergizm w nasileniu zjadli-
wosci, co sugeruje, ze bakterie dzialajg wspolnie, aby unikng¢ inaktywowania przez uktad
odpornosciowy gospodarza i wytworzy¢ srodowisko zapalno-permisywne podczas za-
palenia przyzgbia [19].

4.2. Patologiczny przebieg cigzy

Patologiczny przebieg ciazy to szerokie pojecie obejmujace przedwczesny pordd,
zapalenie blon plodowych, przedwczesne peknigcie blon ptodowych, stan przedrzu-
cawkowy, poronienie, opoznienie wzrostu wewnatrzmacicznego, niska mase¢ urodzenio-
wa, urodzenie martwego plodu oraz posocznice noworodkowa [20]. F. nucleatum jest
jednym z najbardziej dominujacych i rozpowszechnionych gatunkow zaangazowanych
w tego typu powiklania cigzowe. Potwierdzono, ze czesto$é wystepowania F. nucleatum
we krwi pgpowinowej noworodkow z posocznicg jest cO najmniej taka (moze byc¢
nawet wyzsza) jak w przypadku dobrze rozpoznanych u noworodkow czynnikow za-
kaznych: Escherichia coli i Streptococcus grupy B [21]. Patogen zostal zidentyfiko-
wany w tkankach tozysk i ptodéw, w tym w ptynie owodniowym, blonach ptodowych,
krwi pepowinowej, w zotadkowych i ptucnych aspiratach noworodkéw ze stanem przed-
rzucawkowym, z sepsa noworodkowg, przedwczesnie urodzonych i martwych [22].

Wykrycie F. nucleatum w ptynie owodniowym i krwi pepowinowej wskazuje na
jego zdolnos¢ do rozprzestrzeniania si¢ na tozysko i tkanki ptodowe. Zakazenia sg
réwniez dowodem na to, ze bakterie pochodzace z ptytki poddzigstowej matki mogag
przemiesci¢ si¢ do tozyska i na ptdd, prowadzac do ostrego stanu zapalnego, a nawet
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jego $mierci. Ponadto udowodniono, ze F. nucleatum translokuje sie¢ z jamy ustnej
matki do jamy wewnatrzmacicznej przez krew [23].

Sposrdéd pieciu podgatunkdéw w zakazeniach wewnatrzmacicznych wykryto tylko
dwa, z przyttaczajaca wigkszoscia nalezace do ss. animalis oraz nieliczne nalezace do
ss. polymorphum [24].

Co wazne, w nieprawidlowym przebiegu cigzy F. nucleatum jest czgsto wykrywana
w potaczeniu z innymi gatunkami zasiedlajacymi jame ustng, co potwierdza, ze jest to
pierwotne zrodto infekcji [25].

4.3. Infekcje przewodu pokarmowego

Choroby przewodu pokarmowego wynikajace z zakaznosci F. nucleatum obejmuja
raka jelita grubego, nieswoiste zapalenie jelit i zapalenie wyrostka robaczkowego.

Wiele badan potwierdza przyczynowa role fusobakterii w powstawaniu i rozwoju
nowotworu jelita grubego. Podobnie jak w przypadku zaburzen w prawidlowym prze-
biegu cigzy, F. nucleatum jest czesto wykrywana w potaczeniu z innymi gatunkami
mikrobioty jamy ustnej [26-28]. Doktadniejsze informacje na temat onkogennej
aktywnosci Fusobacterium zostalty umieszczone w rozdziale 5.

Z kolei nieswoiste zapalenie jelit zostalo uznane za czynnik ryzyka nowotworu
jelita grubego. Stad nie zaskakuje fakt, ze te same mikroorganizmy biorg udziat w obu
chorobach. F. nucleatum wykryto w okreznicy pacjentow z nieswoistym zapaleniem
jelit. Ponadto udowodniono, ze szczepy F. nucleatum izolowane z tkanek objetych zapa-
leniem pacjentéw chorych sg bardziej inwazyjne niz te pozyskane ze zdrowych [29].

Wykazano rowniez zwigzek tej bakterii z zapaleniem wyrostka robaczkowego.
W tym przypadku takze potwierdzone zostato wspotwystepowanie F. hucleatum z innymi
taksonami charakterystycznymi dla jamy ustnej [30].

Mechanizmy dziatania F. nucleatum w nieswoistym zapaleniu jelit i zapaleniu
wyrostka robaczkowego nie zostaty jeszcze wyjasnione.

4.4. Inne infekcje

F. nucleatum wigze si¢ z szerokim spektrum infekcji i zakazen wystepujacych
W obrebie glowy i szyi (zespot Lemierre'a, ostre i przewlekle zapalenie wyrostka sut-
kowatego, przewlekte zapalenie ucha i zatok, zapalenie migdatkow, ropnie gardlowe,
zapalenie weztow chlonnych, zapalenie przyzgbia), mézgu, ptuc, brzucha, miednicy,
kosci, stawow oraz we krwi [22].

Glownag przyczyng zespotu Lemierre'a sg F. necrophorum i F. nucleatum. Jest to
rzadka posta¢ infekcji goérych drog oddechowych z zagrazajacym zyciu wtérnym
septycznym zakrzepowym zapaleniem zyt [31].

F. nucleatum zostata powigzana rowniez z chorobami sercowo-naczyniowymi ze
wzgledu na czgste izolowanie bakterii z blaszek miazdzycowych i naczyn krwiono$nych,
co z kolei bezposrednio zwigzane jest z nasileniem choroby przyzebia [32].

Ponadto zakazenia F. nucleatum sprzyjaja rozwojowi reumatycznego zapalenia
stawow i choroby Alzheimera [33].

5. F. nucleatum jako onkobakteria

Coraz cze$ciej udowadnia si¢ role mikrobiologicznych czynnikow zakaznych
W nowotworzeniu. Szacunkowo 15% przypadkéw nowotworow na $wiecie mozna
przypisa¢ udziatowi znanych patogenow bakteryjnych i wirusowych [34].
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Rola F. nucleatum w onkogenezie zostata do tej pory najlepiej zbadana i udowod-
niona eksperymentalnie w odniesieniu do raka jelita grubego. Ostatnie badania doty-
czgce innych typdw raka z mozliwym udziatem F. nucleatum wskazujg na nowotwory
w jamie ustnej, glowie i szyi, przelyku, szyjce macicy i w zotadku [4, 26-28].

W przypadku raka jelita grubego obecno$¢ F. nucleatum w zmienionych choro-
bowo tkankach wiaze si¢ z pewnymi prawidtowosciami:

e wspoOlwystepowanie w guzach z innymi drobnoustrojami jamy ustnej, w tym
Peptostreptococcus spp. i Leptotrichia spp.;

e wspotwystepowanie w tych samych guzach, co gatunki Campylobacter, ktore sa
istotnymi patogenami zotadkowo-jelitowymi;

wzrost w postaci wielogatunkowego biofilmu;

e antagonistyczne dziatanie z pozytecznymi mikroorganizmami tej niszy, takimi jak
Faecalibacterium prausnitzii [4, 26-28].

Takie obserwacje potwierdzajg zasadnos¢ kontynuowania badan nad tym, w jaki
sposob interakcje miedzy tymi drobnoustrojami, czy to w jamie ustnej, czy w nowotwo-
rach jelita grubego, moga by¢ czynnikiem przyczyniajacym si¢ do chorobotworczosci,
ale rowniez — jak wykorzysta¢ te zalezno$ci w terapii.

F. nucleatum wplywa na niekontrolowana proliferacj¢ komoérek raka jelita grubego
i promuje prozapalne srodowisko sprzyjajace nowotworzeniu [4]. Znane mechanizmy
molekularne onkogenezy z udziatem tej onkobakterii podsumowano w tabeli 3.

Tabela 3. Sposoby promowania srodowiska pronowotworowego przez F. nucleatum [4]

Indukcja odpowiedzi immunologicznej — aktywacja makrofagéw, komorek dendrytycznych
i komorek supresorowych pochodzacych z linii mieloidalnej (MDSC)

Aktywacja szlaku NF-«xB i indukcja ekspresji genéw kodujacych cytokiny prozapalne, w tym
TNF, IL-6, IL-8 i IL-1p

Unikanie przeciwnowotworowych odpowiedzi immunologicznych — taczenie adhezyny Fap2
z receptorami TIGIT na limfocytach T i komoérkach NK, a tym samym hamowanie
cytotoksycznej funkcji tych komérek i ochrona komoérek F. nucleatum oraz komaérek
nowotworowych przed inaktywacja przez komérki odpornoéciowe

6. Mechanizmy wirulencji F. nucleatum

Przeksztatcenie komensalnego drobnoustroju w patogenny (zaangazowany w wiele
infekcji zarbwno w obrebie jamy ustnej, jak i poza nig) mozliwe jest dzieki kilku klu-
czowym mechanizmom wirulencji. F. nucleatum ujawnia cechy patogennosci, ktore
mozna podzieli¢ na dwie grupy: (1) kolonizacja i inwazja oraz (2) wywotywanie odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza [34].

6.1. Kolonizacja i inwazja

F. nucleatum jest bakterig adhezyjna, ktora oddziatuje z réznymi gatunkami drob-
noustrojow w jamie ustnej, odgrywajac kluczowa role w tworzeniu ptytki nazgbne;.
Patogen koduje kilka adhezyn wykorzystywanych w interakcjach miedzygatunkowych,
w tym Fap2, RadD i aidl. Bakteria wigze si¢ rowniez z réznymi komérkami ludzkimi:
nabtonkiem 1 komorkami §rodbtonka, granulocytami, monocytami, erytrocytami, fibro-
blastami, komérkami HelLa i komorkami NK. Interakcje dotycza rowniez czasteczek
gospodarza takich jak makroczasteczki $liny, biatka macierzy zewnatrzkomorkoweyj,
przeciwciata IgG i kadheryny. Adherentno$¢ i inwazja sa niezbednymi mechanizmami
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dla kolonizacji, rozpowszechniania, unikania mechanizméw obronnych gospodarza
i indukcji odpowiedzi immunologicznej gospodarza [35-38].

Do tej pory zidentyfikowano tylko jedng adhezyne, FadA, ktora wigze komorki
gospodarza i jest — jak dotad — najlepiej poznanym czynnikiem wirulencji F. nucleatum.
FadA wydzielana jest przez dwa blisko spokrewnione gatunki, F. nucleatum oraz F.
periodonticum i jest nieobecna w wigkszosci innych gatunkéw Fusobacterium.
Adhezyna jest wigc potencjalnym markerem diagnostycznym do swoistego identyfiko-
wania tych dwoch gatunkow. FadA jest czg$ciej wykrywana w plytce nazgbnej
U pacjentéw z zapaleniem dziaset i przyzgbia oraz w tkance gruczolakéw i komorkach
nowotworowych okrgznicy w porownaniu ze zdrowa grupa kontrolng [39].

FadA jest nie tylko adhezyna, ale takze inwazyng, co umozliwia przyleganie i in-
wazje do komorek prawidlowych i nowotworowych. Adhezyna wiaze si¢ z kadhery-
nami, czasteczkami taczacymi komorki, w tym z VE-kadheryng komorek §rodbtonka
i z E-kadheryng w komorkach nabtonkowych i komoérkach rakowych jelita grubego.
Kadheryny sg szeroko rozpowszechnione w roznych tkankach i komoérkach, dlatego
wigzanie FadA z ludzkimi biatkami adhezyjnymi jest prawdopodobnie przyczyna
kolonizacji F. nucleatum wielu miejsc w organizmie czlowieka. FadA poprzez
wigzanie z VE-kadheryng w komorkach §rodbtonka zwigksza jego przepuszczalnosé
i powoduje rozluznienie potaczen migdzykomorkowych. W ten sposob przyczynia si¢
do bezposredniej inwazji do komodrek gospodarza i inwazji okolokomoérkowe;j. Jest to
mechanizm wykorzystywany do uktadowego rozpowszechniania zakazenia. Co wigcej —
zjawisko to pozwala na zwiekszong przepuszczalno$é srodblonka dla innych bakterii
znajdujacych si¢ w poblizu, ktére mogg przenikna¢ i wywotywaé zakazenia mieszane
poza jamg ustna. W badaniach in vitro wykazano, ze F. nucleatum utatwia wewnatrz-
oraz miedzykomorkowe inwazje innych gatunkéw, takich jak Streptococcus cristatus
i E. coli [35, 40].

6.2. Indukcja odpowiedzi gospodarza

Po rozpowszechnieniu F. nucleatum poza jame ustng lub w trakcie zaburzenia uktadu
symbiotycznego — drobnoustrdj wywotuje zaostrzenie stanu zapalnego i staje si¢ pato-
genem. Zakazenia F. nucleatum wywotuja r6zne odpowiedzi ze strony gospodarza. Sa
to przede wszystkim: indukcja ludzkiej beta-defensyny 2 w komoérkach nabtonka jamy
ustnej poprzez FAD-I, stymulacja czynnikow predysponujacych do miazdzycy przez
GroEL oraz aktywacja apoptozy limfocytow przez Fap2 i RadD. F. nucleatum jest
silnym stymulatorem cytokin zapalnych: IL-6, IL-8 i TNFa [22, 41, 42]. Udowodniono
rowniez wpltyw inwazyjnych szczepoéw bakterii na wzrost intensywnosci wydzielania
mucyn przez zainfekowane komorki okreznicy oraz wplyw na wzrost ekspresji genow
kodujgcych te glikoproteiny (szczegblnie MUC2) [4]. Z kolei oddziatywanie F. nucleatum
z komorkami NK aktywuje odpowiedzi zapalne zwigzane z chorobami przyzebia [43].

W komorkach nowotworowych F. nucleatum aktywuje nie tylko geny zapalne, ale
takze onkogeny i geny Wnt. Udowodniono, ze adhezyna FadA odgrywa kluczowa rolg
w indukcji tych rakotworczych odpowiedzi, poniewaz zapobieganie wigzaniu FadA
z E-kadheryna blokuje aktywacje wymienionych cech onkogennosci [22, 44].
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7. Podsumowanie

F. nucleatum to ztozony mikroorganizm, ktory wchodzi w réznorodne interakcje

z innymi drobnoustrojami mikrobioty i komdrkami gospodarza — zaréwno korzystne,
jak 1 szkodliwe. Jako organizm symbiotyczny wykazuje wysoki stopien synergizmu
z innymi gatunkami bakterii zaangazowanymi w tworzenie si¢ ptytki nazgbnej w jamie
ustnej. Mimo ze F. nucleatum stanowi rzadkg przyczyne bakteriemii, to zwigzana jest
z szerokim spektrum chorob, czgsto rozwijajacych si¢ poza jama ustng (miejscem jej
fizjologicznego bytowania).

Poszerzanie wiedzy o F. nucleatum w kierunku jej mutualistycznego i patogennego

sposobu zycia oraz rozbieznos$ci fizjologicznych i metabolicznych w obydwu systemach
funkcjonowania drobnoustroju mozna wykorzysta¢ do diagnostyki, w celach profilak-
tycznych i terapeutycznych zakazen, z ktorymi zwigzany jest opisany gatunek bakterii.
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Fusobacterium nucleatum jako bakteria symbiotyczna, oportunistyczna i onkogenna

Streszczenie

Fusobacterium nucleatum to Gram-ujemna, beztlenowa bakteria bedaca skfadnikiem mikroflory jamy
ustnej i przewodu pokarmowego cztowieka. F. nucleatum ewoluowata w $cistym zwiazku nie tylko z ko-
morkami i tkankami gospodarza, ale takze z innymi sktadnikami mikrobioty i odgrywa integralng i ko-
rzystng role zardwno w utrzymywaniu zdrowia, jak i rozwijaniu si¢ réznych choréb. F. nucleatum stanowi
rzadka przyczyne bakteriemii, poniewaz roczna zachorowalno$¢ wynosi 0,22-0,34 przypadkow na 100 tys.
osob. Jednak — jako bakteria patogenna — zaangazowana jest w szerokie spektrum chorob. Sg to glownie:
zaburzenia zotadkowo-jelitowe (nowotwory jelita i odbytu, nieswoiste zapalenia jelit, zapalenie wyrostka
robaczkowego), choroby sercowo-naczyniowe, reumatoidalne zapalenie stawow, infekcje drog oddecho-
wych, zesp6t Lemierre'a, choroba Alzheimera oraz wplyw na niekorzystny przebieg ciazy (zapalenie blon
ptodowych, przedwczesny pordd, urodzenie martwego plodu, posocznica noworodkowa, stan przedrzu-
cawkowy). Czynniki ryzyka dla rozwoju bakteriemii F. nucleatum obejmuja nowotwory zto$liwe, podeszly
wiek, naduzywanie alkoholu, immunosupresje i dializy. Infekcje sa czesto nabywane w szpitalu. Smier-
telno$¢ w przypadku bakteriemii F. nucleatum moze osiagna¢ 10%.

Poszerzanie wiedzy o F. nucleatum w kierunku ich mutualistycznego i patogennego sposobu zycia oraz
rozbiezno$ci w obydwu systemach funkcjonowania drobnoustrojow mozna wykorzysta¢ do diagnostyki,
w celach profilaktycznych i terapeutycznych.

Stowa kluczowe: fusobacterie, Fusobacterium nucleatum, infekcje zapalne, mutualizm, rak jelita grubego

Fusobacterium nucleatum as the symbiotic, opportunistic and oncogenic bacterium

Abstract

Fusobacterium nucleatum is a Gram-negative, anaerobe, that is a component of the microflora of the oral
cavity and the human gastrointestinal tract. F. nucleatum has evolved in close association not only with the
host's cells and tissues, but also with other components of the human microbiota, and plays an integral and
beneficial role in both health maintenance and the progression of various diseases. F. nucleatum is a rare
cause of bacteremia, as the annual incidence is 0.22-0.34 cases per 100,000. people of the population.
However, as a pathogenic bacterium, it is involved in a wide spectrum of diseases. These are mainly:
gastrointestinal disorders (bowel and rectal cancer, inflammatory bowel disease, appendicitis), cardio-
vascular disease, rheumatoid arthritis, respiratory infections, Lemierre's syndrome, Alzheimer's disease and
adverse pregnancy outcomes (fetal membranes, premature birth, stillbirth, neonatal sepsis, pre-eclampsia).
Risk factors for the development of F. nucleatum bacteraemia include malignancies, old age, alcohol
abuse, immunosuppression, and dialysis. Infections are often acquired in the hospital. Mortality from
F. nucleatum bacteraemia can be as high as 10%.

Expanding knowledge about F. nucleatum both towards its mutualistic and pathogenic way of life and the
discrepancies in both systems of the microorganism's functioning can be used for diagnostics, preventive
and therapeutic purposes.

Keywords: fusobacteria, Fusobacterium nucleatum, inflammatory infections, mutualism, colorectal cancer
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Rola handlowych olejkow eterycznych i ekstraktow
Z miety pieprzowej w kontrolowaniu rozwoju
glukuronidazo-dodatniego izolatu E. coli 48

1. Wprowadzenie

Wazrost lekoopornoséci wérdod mikroorganizméow oraz obecne trendy na stosowanie
srodkéw konserwujacych naturalnego pochodzenia spowodowaly zwigkszenie zainte-
resowania potencjalnymi preparatami biobdjczymi takimi jak olejki eteryczne i eks-
trakty roslinne. Preparaty te cechujg si¢ z reguly niska szkodliwos$cig dla czlowieka,
moga wplywaé pozytywnie na cechy sensoryczne produktu finalnego, a ich zastoso-
wanie w postaci dodatku do zywnosci jest spotecznie akceptowalne. Moga by¢ apliko-
wane zarowno jako naturalne dodatki konserwujace, jak i dezynfekujace w celu
kontrolowania rozwoju niepozadanych bakterii w przemysle spozywczym.

Olejek z miety pieprzowej jest wykorzystywany w przemysle ze wzgledu na wia-
$ciwosci biologiczne, lecznicze oraz walory zapachowe. Otrzymuje si¢ go na drodze
destylacji z parg woda, a zawarto$¢ olejku w surowcu wynosi 1,0-3,5% [1]. Wiele
publikacji w dostepnej Swiatowej literaturze donosi, ze olejek z migty pieprzowej
dziala przeciwdrobnoustrojowo. Iscan i in. [2] podaja, ze szczegdlny wplyw na
hamowanie wzrostu majg gtéwne sktadniki olejku, tj. mentol i menton. Ze wzgledu na
zmienny sktad olejkdw, ich aktywno$¢ biologiczna jest silnie zréznicowana.

W dostepnej literaturze wykazano wplyw olejku z miety pieprzowej na inhibicjg
wzrostu E. coli, gdyz strefy zahamowania wzrostu wynosity 9 mm. Glownymi sktad-
nikami olejku byly: mentol (40,7%) oraz menton (23,4%) [3]. W innych badaniach
oceniono takze sktad chemiczny i wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejku oraz
ekstraktu z miety pieprzowej odmiany ,,Asia”. Wykazano, ze olejek w stosunku do
szczepu E. coli charakteryzowat si¢ wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi, nato-
miast ekstrakt otrzymany z odmiany tej samej rosliny nie posiadal takiej aktywnosci.
Powodem moga by¢ réznice w skladzie, zarowno jakosciowym, jak i ilo§ciowym, gdyz
olejek eteryczny zawierat 40 sktadnikoéw, natomiast ekstrakt — 15, chociaz gléwnymi
komponentami w obu testowanych probach byt mentol i izomentol [4]. W badaniach
przeprowadzonych przez Irkina i in. [5] olejek z miety pieprzowej wykazywat wlasci-
wosci przeciwdrobnoustrojowe w stosunku do pigciu rodzajow bakterii, w tym E. coli.
Warto réwniez zaznaczy¢, ze analizowany przez nich olejek tymiankowy charakte-
ryzowal si¢ silniejszym dziataniem przeciwbakteryjnym w stosunku do tego samego

1 128580@student.uni.opole.pl, Koto Naukowe Biotechnologow, Wydziat Przyrodniczo-Techniczny, Uni-
wersytet Opolski, www.uni.opole.pl.
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wersytet Opolski, www.uni.opole.pl.

4 bartoszryl@gmail.com, Koto Naukowe Biotechnologéw, Wydziat Przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet
Opolski, www.uni.opole.pl.
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szczepu. W badaniach poréwnawczych dotyczacych skutecznosci olejku z migty pie-
przowej 1 wzorcowych antybiotykoéw przeciwko wybranym bakteriom Jeyakumar i in.
[6] wykazali przeciwdrobnoustrojowe wiasciwosci olejku w stosunku do wszystkich
testowanych szczepow bakterii, w tym E. coli. Zauwazono, ze wraz ze wzrostem
stezenia olejku zwigkszaly si¢ strefy zahamowania wzrostu pateczki okr¢znicy. Przy
jego najnizszym (5%) stezeniu strefa zahamowania wzrostu szczepu wynosita 9,33 mm
(0,46 mm), natomiast przy koncentracji 30% ulegta zwigkszeniu do 16,00 mm
(+0,81 mm).

W badaniach przeprowadzonych przez Zaidi i in. [7] stwierdzono aktywnos$¢
przeciwdrobnoustrojowa olejku z migty pieprzowej wobec szeregu bakterii, tj.:
Acinetobacter spp., Klebsiella spp. i S. aureus. Natomiast szczep E. coli wykazywat
oporno$¢ wzgledem tego preparatu. W kolejnej publikacji — Selim [8] zaobserwowat
dziatanie tegoz olejku w stosunku do E. coli O157:H7. Roznice w aktywnosci bio-
bojczej mogly wynika¢ zardwno ze zrdéznicowanej wrazliwosci pateczek, jak i sktadu
chemicznego olejkéw mictowych. Zroznicowanie ilosciowo-jakosciowe dotyczy zarGwno
gtéwnych aktywnych komponentow, jak i pozostatych zwigzkow chemicznych (tab. 1).

Tabela 1. Porownanie sktadu olejkow migtowych

Sktad chemiczny olejkow migtowych [w proc.] wg danych literaturowych
Zwiazki chemiczne: | Marwai in. | Saharkhiziin. | Rosatoiin. | Katwai in. Michalski
[9] [10] [11] [12] i Zielinska [13]
a-tujen 0,31 - - - -
a-pinen 0,32 0,32 0,73 - -
Werbenon 0,02 - - - -
Sabinen 1,38 0,26 0,22 - -
B-pinen 0,53 0,58 0,72 - -
Mircen - - 0,40 -
o-felandren 0,01 - - - -
P-cymen 0,03 - - - -
Limonen 3,01 - 1,85 - -
1,8-cyneol 6,06 6,69 0,20 - 3,70
Wodzian 0,24 0,50 . - .
cis-sabinenu
Linalol 0,05 - 0,17 - -
Chryzantenon 0,42 - - - -
1zopulegol - - 1,35 - -
Menton 7,42 2,45 9,48 20,00 45,00
Mentofuran 13,18 11,18 - - -
Izomenton - - 8,36 - 6,70
Neomentol 4,79 2,79 - - -
Mentol 46,32 53,28 67,98 >50,00 Do 80,00
I1zomentol - - - - 28,70
Terpinen-4-ol 0,04 - - - -
a-terpineol 0,03 - 0,46 - -
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Karwon 1,02 - - -
Pulegon - - 0,40 -
Piperyton - - 0,85 1,70
Octan neomentylu 0,43 0,65 - -
Octan mentylu 12,10 15,10 2,37 5,00
Octan izomentylu 0,82 0,61 - -
Octan a-terpinylu 0,03 - - -
B-burbonen 0,37 0,37 0,23 -
a-gurjunen 0,03 - - -
B-farnezen - 0,30 - -
B-kariofilen 0,55 2,06 0,58 2,80
a-humulen 0,01 - - -
Germakren - 2,01 0,69 2,70
Bicyklogermaken - 0,22 - - -

7Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [9-13]

Celem pracy bylo pordwnanie wrazliwosci lekoopornego izolatu Escherichia coli
48 na handlowe olejki eteryczne i ekstrakty z miety pieprzowej oraz analiza ilosciowo-
jakosciowa najaktywniejszego z badanych olejkow eterycznych.

2. Materialy i metody

Materiat do badan stanowity pateczki E. coli 48 wyizolowane z linii technolo-
gicznej produkcji sokow jednodniowych na podlozu ENDO (BTL, Polska). Obecnos¢
glukuronidazy oceniono w podtozu chromogennym TBX (ang. Tryptone Bile
X-Glucuronide — BTL, Polska) inkubowanym w temperaturze 44°C przez 24 godziny.
Niebieskozielone zabarwienie kolonii §wiadczylto o obecno$ci enzymu glukuronidazy.

Nastepnie metoda dyfuzyjno-krazkowa Kirby-Bauera [14] w podlozu Muellera-
Hinton (Biomaxima, Polska) oceniono lekowrazliwos¢ izolatu. Do oceny wrazliwosci
na antybiotyki zastosowano 24-godzinne hodowle, ktore inkubowano w 37°C na pod-
tozu tryptozowo-sojowym (TSA, ang. Trypticase Soy Agar — BTL, Polska). Komorki
bakterii zawieszano w roztworze PBS (ang. Phosphate-Buffered Saline, 0,8 dm?® H,0;
8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g Na;HPOys; 0,24 g KH2PO4), uzyskujac inokulum o gestosci
optycznej (=2 przy dlugosci fali 550 nm. Zastosowano krazki firmy BTL (Polska)
wysycane antybiotykami z grup: penicylin — ampicyling (AM 10 pg), aminogliko-
zydow — gentamycyna (CN 10 pg), fenikoli — chloramfenikolem (C 30 pg), tetracyklin —
tetracykling (TE 30 pg) oraz sulfonamidow — mieszaning sulfametoksazolu i trimeto-
primu (SXT 25 pg). Kazdy krazek delikatnie dociskano, zapewniajac rownomierny
kontakt z podtozem i inkubowano w warunkach tlenowych 18 godzin, w temperaturze
35°C (+2°C). Nastepnie mierzono wielkos¢ catkowitej strefy zahamowania wzrostu
zasadniczego bakterii (wliczajac $rednicg krazka) i wynik podawano w [mm]. Profil
opornosci izolatow ustalano na podstawie rekomendacji EUCAST 2020 (ang. Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) [15]. Za wieloopornos¢ izolatu
na antybiotyki uznano opornos$¢ na przynajmniej trzy substancje nalezace do réznych
grup terapeutycznych.

53



Julia Gdowska, Sandra Gebczynska, Emilia Matkusz, Bartosz Ryl

Roéwnolegle metodg dyfuzyjng plytkowo-cylinderkowg oceniano wrazliwo$¢ izolatu
na komercyjne olejki eteryczne i ekstrakty z migty pieprzowej o stezeniach :0,5%; 1,0%;
1,5%; 2,0%; 2,5%; 3,0% i 4,0% oraz olejek tymiankowy o stg¢zeniach 0,5%; 1,0%; 1,5%
i 2,0%. Roztwory olejkow i ekstraktow sporzadzano w wodzie z Tween 80 (BTL,
Polska). W badaniach wykorzystywano handlowe olejki migtowe firmy Aromatika (A —
olejek z miety pieprzowej), VeraNord (B — olejek z migty pieprzowej), Avicenna-Oil
(C - olejek migtowy), Semifarm (D — olejek migtowy), Dr Beta (E — olejek z migty
pieprzowej) i ETJA (F — olejek migtowy) oraz dwa ekstrakty z migty pieprzowej uzy-
skane metodg Soxhleta — ekstrakt z ogrodowej micty pieprzowej (G) i ekstrakt z miety
z Maroka (H). Kontrole wzgledng stanowita woda z Tween 80, a kontrolg bezwzgledna
olejek tymiankowy firmy ETJA (T). Strefy zahamowania wzrostu podawano w [mm].
Zahamowanie wzrostu w strefie > 10 mm potraktowano jako wystapienie efektu
bakteriobojczego. Wszystkie oznaczenia wykonywano w czterech powtorzeniach.

Analize GC-MS probek badanego olejku migtowego przeprowadzano za pomoca
chromatografu gazowego HP 689 sprz¢zonego ze spektrometrem masowym HP
5973A firmy Hewlett-Packard. Do badan zastosowano niepolarng kolumne kapilarng
HP-5MS (5% difenylu, 95% dimetylopolysiloksanu) o dtugosci 30 m, $rednicy wew-
ne¢trznej 0,32 mm i.d. oraz o grubosci filmu 0,25 pm. Stosowanym gazem nosnym byt
hel, a jego przeptyw wynosit 1,5 ml/min. Analizy wykonywano w zakresie temperatur
60-280°C, przy szybkosci grzania 100°C/min oraz izotermie wynoszacej 20 minut dla
maksymalnej temperatury. Ponadto wykorzystywano dozownik typu on-column, na
ktéry dozowano probki o objetosei 1 pl.

3. Wyniki

Badany izolat E. coli 48 na podtozu podstawowym (agar odzywczy) tworzyt drobne
kremowobiale kolonie (rys. 1A). Natomiast na podtozu wybiérczym ENDO, stuzacym
do wykrywania i r6znicowania bakterii z grupy coli i E. coli z r6znych materiatow,
wykazywal wzrost w postaci charakterystycznych, zielonoztotych kolonii z metalicz-
nym potyskiem (rys. 1B). Zabarwienie to zwigzane jest z intensywnym tworzeniem
aldehydu octowego, ktory powstaje w wyniku wykorzystania laktozy przez bakterie.
Wytworzony aldehyd przywraca fuksyne do pierwotnej postaci (w podlozu ENDO
zostaje ona zredukowana siarczynem sodu do bezbarwnej leukozasady).

Wozrost izolatu E. coli 48 w podtozu chromogennym TBX — w postaci niebiesko-
zielono zabarwionych kolonii — $wiadczyt o obecno$ci enzymu glukuronidazy (rys. 1C).
Podloze to zawiera kompleks BCIG (kwas 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-3-D-gluku-
ronowy), ktory po wniknigciu do komorki ulega hydrolizie enzymatycznej pod wptywem
glukuronidazy. Cukier jest wykorzystywany przez bakterie, natomiast chromogen ku-
muluje si¢ wewnatrz komorki, nadajac koloniom niebieskozielony kolor. Obecnos¢ bakte-
ryjnej B-glukuronidazy w jelicie grubym powoduje powstawanie zwiazkéw kancero-
gennych takich jak fenol lub indol, ktore sg odpowiedzialne za tworzenie nowotworow
jelita. Z tego wzgledu wazna jest eliminacja zagrozen zwigzanych z zakazeniami
wywotanymi glukuronidazo-dodatnimi pateczkami E. coli [16].
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Rysunek 1. Wzrost E. coli 48: A —na agarze odzywczym; B —na podtozu ENDO; C — na podiozu
chromogennym TBX [opracowanie wlasne]

Metoda dyfuzyjno-krazkowa Kirby-Bauera oparta jest na dyfuzji antybiotyku
zawartego w krazku do podloza. Antybiotyk dyfunduje obwodowo, tworzac gradient
stezen. Najwigksza jego koncentracja wystepuje przy brzegach krazka i maleje w miare
oddalania si¢ od niego. Wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu bakterii jest wprost
proporcjonalna do stopnia wrazliwosci drobnoustroju na antybiotyk — im wicksza
srednica zahamowania, tym bakteria jest bardziej na niego wrazliwa. W zaleznosci od
wielkosci strefy — bakterie okresla si¢ jako wrazliwe lub oporne na podstawie przyjetych
rekomendacji. Jest to metoda dobrze wystandaryzowana, powtarzalna, a takze rela-
tywnie tania.

Na podstawie danych EUCAST z 2020 roku, biorac pod uwage strefy przejasnienia
(zahamowania wzrostu), wyznaczono graniczne warto$ci opornosci (R, ang. Resistant)
i wrazliwosci (S, ang. Susceptible) na testowane antybiotyki. Poniewaz badane leki
nalezaty do r6znych grup: ampicylina (AM 10 pg) — do penicylin, gentamycyna (CN
10 pg) — do aminoglikozydow, tetracyklina (TE 30 pg) — do tetracyklin, chloram-
fenikol (C 30 pg) — do fenikoli, a mieszanina sulfametoksazolu i trimetoprimu (SXT
25 ng) do sulfonamidow, izolat E. coli 48 uznano za wielooporny (tab. 2).

Tabela 2. Lekoopomos$¢ izolatu E. coli 48 na testowane antybiotyki

Antybiotyki | Ampicylina | Gentamycyna | Tetracyklina | Chloramfenikol | Sulfametoksazol
(AM 10pg) | (CN 10 pg) (TE 30 pg) (C30pug) i trimetoprim
(SXT 25 pg)
Oporno$¢/ R S R R R
wrazliwo$é
Strefa <14 >17 <14 <17 0
zahamowania
wzrostu
[wmm]

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie [15]

Izolat ten byt wrazliwy jedynie na olejek z migty pieprzowej firmy VeraNord (B)
0 stezeniach 3,0% i 4,0%, a wigc wyzszych niz kontrolnie zastosowany olejek tymian-
kowy (T), ktory hamowat jego rozwoj juz w stezeniach 1,5% i 2,0% (tab. 3., rys. 2A 1 2B).
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Tabela 3. Strefy zahamowania wzrostu E. coli 48 w obecnosci olejkow eterycznych i ekstraktow z migty
pieprzowej oraz olejku tymiankowego [w mm]

Ty/p;tzlzzt;ﬁaktu Strefy zahamowania wzrostu [w mm]

[w proc.] K A B C D E F G H T
0,5 b/a | bla b/a b/a | b/a | b/a | b/a | bla | b/a b/a
10 b/a | bla b/a b/a | b/a | b/a | bla | b/a| bla b/a
15 b/a | b/a b/a b/a | bla | bla | bla | bla | bla |1250+2,12
2,0 b/a | bla b/a b/a | b/fa | b/a| b/a | bla | bla |16,75+0,65
2,5 b/a | bla b/a b/a | b/a | b/a | b/a | bla | b/a n/o
3,0 b/a | bla |13,13+0,75| b/a | b/a | b/a | b/a | b/a | b/a n/o
4,0 b/a | bla |1538+0,85| b/a | b/a | b/a | b/a | b/a | b/a n/o

Zrodlo: opracowanie whasne; oznaczenia: b/a— brak aktywnosci, n/o — nie oznaczano aktywnosci, K — proba
kontrolna, A — olejek firmy Aromatika, B — olejek firmy VeraNord, C — olejek firmy Avicenna-Oil, D — olejek
firmy Semifarm, E — olejek firmy Dr. Beta, F — olejek firmy ETJA, G — ekstrakt z ogrodowej miety pieprzo-
wej, H — ekstrakt z migty z Maroka, T — olejek tymiankowy firmy ETJA; £SD — odchylenie standardowe

Rysunek 2. Strefy zahamowania wzrostu E. coli 48: A — uzyskane przy zastosowaniu olejku z migty
pieprzowej firmy VeraNord w st¢zeniu 3%; B — przy zastosowaniu olejku tymiankowego firmy ETJA
W stezeniu 2% [opracowanie wiasne]

Na podstawie analizy chromatograficznej wykazano, ze glownymi sktadnikami
olejku z miety pieprzowej VeraNord byt mentol (48,50%) i menton (21,70%), a dalej:
izomenton (7,58%) 1 octan mentolu (5,20%). Pozostate komponenty wystepowaly
W stezeniach ponizej 5% (tab. 4.). Chromatogram przedstawiono na rysunku 3.

Tabela 4. Sktad jakosciowo-ilo$ciowy olejku z migty pieprzowej firmy VeraNord

Czas retencji Powierzchnia Indeks

Nazwa zwigzku [w min] [w proc.] retenciji
a-pinen 4,46 0,94 936
B-pinen 5,38 151 978
limonen 6,70 4,72 1030
izopulegol 9,82 0,90 1145
menton 10,09 21,70 1150
izomenton 10,31 7,58 1159
neomentol 10,37 3,33 1165
mentol 10,81 48,50 1177
lewomentol 10,89 0,71 1178
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a-terpineol 11,12 0,51 1190
pulegon 12,31 1,68 1234
piperyton 12,73 0,51 1254
octan izomentolu 13,30 0,23 1282
octan mentolu 13,81 5,20 1296
B-burbonen 16,01 0,21 1384
kariofilen 16,85 1,78 1410

Zrédlo: opracowanie wlasne

Abundance

‘D Lsh JL _NJNLJLL o

10 m

Time [min]

Rysunek 3. Chromatogram olejku migtowego firmy VeraNord [opracowanie wiasne]

Sktadniki chemiczne olejku tymiankowego firmy ETJA mozna podzieli¢ na 3
glowne grupy pod wzgledem ich struktury chemicznej: monoterpenoidy — najliczniejsze
(stanowigce tacznie 60,98% catkowitego sktadu), monoterpeny (34,38%) i seskwiter-
peny (4,64%). Do zwigzkow wystepujacych w olejku w najwyzszym ste¢zeniu nalezaly:
monoterpenoid — tymol (45,75% +0,18%) oraz monoterpen — limonen (15,15%
+0,18%) [17].

Tabela 5. Sktad jakosciowo-ilosciowy olejku tymiankowego firmy ETJA

Stezenie
Nazwa zwigzku [w proc.] Indeks retencji
Monoterpeny
tricyklen 0,17 +0,01 923
a-pinen 2,75+0,09 936
kamfen 1,9340,07 950
B-pinen 0,65 +0,02 978
fB-mircen 2,44 0,03 989
a-felandren 0,87 £0,03 1004
a-terpinen 2,32+0,10 1017
limonen 15,15+0,18 1029
y-terpinen 8,10 +0,07 1060
Monoterpenoidy
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linalol 8,90 +0,18 1099
1-terpineol 1,19 +0,05 1137
borneol 3,07 +0,09 1166
a-terpineol 1,14 +0,09 1190
octan linalilu 0,93 +0,06 1255
tymol 45,75 +0,18 1290
Seskwiterpeny

kariofilen 4,31 +0,02 1419
o-kariofilen 0,33+0,03 1420

Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [17]

4. Dyskusja

Uzyskane wyniki wskazuja na silne zréznicowanie aktywnosci olejkow eterycz-
nych i ekstraktow pozyskanych z migty pieprzowej wzgledem wieloopomego, gluku-
ronidazo-dodatniego szczepu E. coli. Wykazano aktywnos$¢ jedynie jednego z szesciu
badanych komercyjnych olejkdw migtowych, natomiast ekstrakty z ogrodowej migty
pieprzowej oraz migty z Maroka nie powodowaly zahamowania wzrostu badanego
szczepu. Dostepne dane literaturowe rowniez wskazuja na silne zréznicowanie w aktyw-
nosci olejkow mietowych wobec E. coli, co moglo wynika¢ zar6wno z réznic we
wrazliwos$ci wykorzystanych szczepoéw, jak i sktadu chemicznego zastosowanych
W badaniach ekstraktow [3-8]. Zroznicowana aktywnos¢ moze wynika¢ z odmiennych
warunkow klimatycznych i atmosferycznych, w jakich wzrastaty rosliny wykorzystane
do sporzadzenia ekstraktow, sposobu i czasu przechowywania materiatu roslinnego,
czy metod ekstrakcji stosowanych przez poszczegdlnych producentdéw, co finalnie moze
przektadac sie na istotne réznice w ich sktadzie jakosciowo-ilo§ciowym. Na fakt ten
zwracajg takze uwagg inni autorzy badajacy aktywnos$¢ ekstraktow roslinnych [18-20].

Zastosowany kontrolnie olejek tymiankowy firmy ETJA wykazat wyzsza aktyw-
no$¢ od jedynego sposrod badanych, aktywnego olejku mietowego firmy VeraNord.
Uzyskane wyniki w tej kwestii sg zgodne z dostgpng literaturg $§wiatowa [5]. Zawartos¢
glownych komponentdéw olejku migtowego, ktory cechowat si¢ aktywnosciag wzgledem
badanego wieloopornego, glukuronidazo-dodatniego szczepu E. coli w stezeniach
3,0% i 4,0% — a wiec mentolu (48,50%) i mentonu (21,70%) — byta zblizona do
zawarto$ci tych skladnikow w ekstraktach migtowych otrzymanych przez innych
autorow, ktorzy takze wykazali wrazliwos¢ E. coli na ekstrakty z miety [3].

5. Podsumowanie

Wielooporny, glukuronidazo-dodatni szczep E. coli 48 wykazat wrazliwo$¢ jedynie
na jeden z testowanych ekstraktow migtowych — komercyjny olejek eteryczny z miety
pieprzowej firmy VeraNord, aktywny w stezeniach 3,0% i 4,0%, co wskazuje na silne
zroznicowanie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowe;j i sktadu chemicznego preparatow
handlowych, jak i ekstraktow uzyskanych metoda ekstrakcji ciagtej w aparacie Soxhleta.
Swiadczy to, Ze potencjalnie mozliwa jest implementacja olejku z miety pieprzowej
firmy VeraNord, ktorego gtéwnymi sktadnikami sg mentol (48,50%) i menton (21,70%),
izomenton (7,58%) oraz octan mentolu (5,20%) w roli ,,naturalnego konserwantu”
poprawiajacego przy tym cechy sensoryczne produktu finalnego. Ze wzgledu na réznice
w sktadzie dostepnych preparatow (a wigc takze ich aktywn0s01 przeciwbakteryjne;j),
w celu dobrania optymalnego preparatu cechujacego si¢ pozadanymi wiasciwosciami
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wskazane jest jednak wcze$niejsze wnikliwe badanie sktadu chemicznego i aktywnosci
hamujgcej wzrost in vitro.
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Rola handlowych olejkow eterycznych i ekstraktéw z miety pieprzowej
w kontrolowaniu rozwoju glukuronidazo-dodatniego izolatu E. coli 48

Streszczenie

Celem pracy bylo poréwnanie wrazliwosci izolatu Escherichia coli 48 na handlowe olejki eteryczne
i ekstrakty z miety pieprzowej. Materiat do badan stanowit lekooporny, glukuronidazo-dodatni izolat E. coli
48 wyosobniony na podtozu ENDO z linii technologicznej produkeji sokéw jednodniowych. Obecnosé
glukuronidazy oceniono w podiozu chromogennym TBX, a lekowrazliwo$¢ metoda dyfuzyjno-kragzkowa
w podiozu Muellera-Hinton. Réwnolegle metoda dyfuzyjna plytkowo-cylinderkowa oceniono wrazliwo$é
izolatu na komercyjne olejki eteryczne i ekstrakty z miety pieprzowej o stezeniach 0,5-4,0%. Roztwory
olejkow i ekstraktow sporzadzono w wodzie z Tween 80. Kontrolg wzgledng stanowita woda z Tween 80,
a kontrole bezwzgledna olejek tymiankowy firmy ETJA.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze glukuronidazo-dodatni izolat E. coli 48 byt wielo-
oporny. Wykazywat on wrazliwo$¢ jedynie na olejek z migty pieprzowej firmy VeraNord o stezeniach
3,0% i 4,0%, a wigc wyzsze niz kontrolnie zastosowany olejek tymiankowy, ktory hamowat rozwoj tego
izolatu w st¢zeniach 1,5% i 2,0%.

Stowa kluczowe: antybiotykooporny, glukuronidazo-dodatni, Escherichia coli, Mentha piperita

The role of commercial essential oils and peppermint extracts in controlling drug
resistant E. coli 48 isolate

Abstract

The aim of the presented study is to evaluate Escherichia coli 48 isolate’s sensitivity to Mentha piperita
commercial essential oils and extracts obtained by Soxhlet extraction method. Research material was drug-
resistant, glucuronidase positive E. coli 48 strain isolated on ENDO medium from one-day juices pro-
cessing equipment. The glucuronidase presence was evaluated on a TBX medium. Drug sensitivity was
evaluated by disc-diffusion (Kirby-Bauer) method on Mueller-Hinton medium. The sensitivity of E. coli 48
strain was assessed by the plate-cylinder method, simultaneously to essential oils and peppermint extracts
at concentrations of 05% and 4.0%. The solutions of essential oils and extracts were done in water with
Tween 80 reagent.

Commercial mint essential oils and two extracts (from Mentha piperita and Moroccan mint) were used in
the study. Relative control was water with Tween 80 reagent and absolute control — thyme essential oil
produced by ETJA company.

In presented study glucuronidase positive E. coli 48 isolate was multi-drug resistant. The isolate was
sensitive only to Mentha piperita essential oil from VeraNord company at concentrations of 3.0 and 4.0%.
Therefore, the concentration was higher than the one used in absolute control (thyme essential oil) which
had the ability to inhibit the growth of E. coli 48 isolate in concentration of 1.5% and 2.0%.

Keywords: drug resistant, glucuronidase positive, Mentha piperita, Escherichia coli
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Enzymy jako wazny cel lekow przeciwgrzybiczych

1. Wstep

Kazdego roku infekcje grzybicze stajg si¢ przyczyng $mierci blisko 1,6 mln osoéb na
$wiecie. Za wigkszos¢ z nich odpowiedzialne sg szeroko rozpowszechnione gatunki
oportunistyczne, z czego do najczestszych zalicza si¢ grzyby z rodzajow Aspergillus,
Candida, Cryptococcus oraz Pneumocystis [1]. Najbardziej narazone na wystgpienie
klinicznych objawow infekcji grzybiczych sa osoby starsze i o obnizonej odpornosci
(np. po leczeniu onkologicznym, po transplantacjach, z chorobami autoimmunologicz-
nymi), a ich odsetek wzrasta z roku na rok [2].

Podobnie jak w przypadku bakterii — chorobotworcze grzyby wykazuja opornosé na
stosowane leki, a arsenal lekow przeciwgrzybiczych jest niepordwnywalnie maty
w zestawieniu z iloscig antybiotykéw stosowanych w leczeniu zakazen bakteryjnych.
Wirod antymikotykow dysponujemy zaledwie pigcioma glownymi grupami (polieny,
azole, echinokandyny, analogi pirymidyny, alliloaminy). W stosunku do kazdej z wy-
mienionych grup lekow wsrod patogendw grzybowych stwierdza si¢ Szczepy oporne,
co stanowi narastajgcy i coraz bardziej niepokojacy problem, ktérego rozwigzaniem
moze by¢ poszukiwanie nowych antybiotykow przeciwgrzybiczych [3, 4]. Opracowanie
takich lekéw przysparza jednak ogromnych klopotéw, co jest zwigzane z podobien-
stwem podstawowych szlakéw metabolicznych komorek grzybowych i ludzkich (komorki
eukariotyczne), stad znalezienie nowych celow dla lekow przeciwgrzybiczych wymaga
rozpoznania specyficznych dla grzybow szlakow metabolicznych i uczestniczacych
W nich enzymoéw, ktorych inhibicja bytaby $miertelna dla grzybéw, a jednoczesnie
neutralna dla komoérek ludzkiego organizmu [3].

Badania krystalografii rentgenowskiej oraz badania przesiewowe bibliotek biatek
pozwalaja na coraz sprawniejsze poznawanie roéznic w strukturze enzymoéw bedacych
celami lekow przeciwgrzybiczych, co utatwia wyszukiwanie potencjalnych inhibitorow
skierowanych przeciwko wybranym enzymom oraz celowane modyfikacje istniejacych
srodkow przeciwgrzybiczych tak, aby wykazywaty jak najlepsza selektywnos¢ i trwatos¢
wigzania z konkretnymi biatkami grzybowymi [5].

Celem niniejszej pracy jest podsumowanie najwazniejszych informacji dotyczacych
stosowanych lekow przeciwgrzybiczych o charakterze inhibitorow enzymoéw, zaanga-
zowanych m.in. w syntez¢ komponentow $ciany i blony komoérkowej grzyboéw. Do-
datkowo ponizej zostaty przedstawione wybrane nowe cele lekow przeciwgrzybiczych
o charakterze enzymow i ich potencjalne inhibitory.

1 s.chmielewska@uwb.edu.pl; Szkola Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytet w Biatym-
stoku, https://uwb.edu.pl/.

2 urszula.czyzewska@uwb.edu.pl; Pracownia Cytobiochemii, Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziat
Biologii, Uniwersytet w Biatymstoku, https://biologia.uwb.edu.pl/.

3 atyl@uwb.edu.pl; Pracownia Cytobiochemii, Katedra Mikrobiologii i Biotechnologii, Wydziat Biologii,
Uniwersytet w Biatymstoku, https://biologia.uwb.edu.pl/.
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2. Powszechnie stosowane leki przeciwgrzybicze o charakterze
inhibitorow enzymow i ich nowe analogi

Leki stosowane aktualnie w leczeniu grzybic powierzchniowych i ogoélnoustrojowych
obejmuja przede wszystkim zwigzki o charakterze inhibitorow dla enzymoéw zaanga-
zowanych w synteze¢ komponentow $ciany komorkowej grzybow (echinokandyny),
blony komorkowej (hamowanie syntezy ergosterolu — azole, alliloaminy, morfoliny)
oraz syntez¢ DNA 1 RNA (flucytozyna). Coraz czg¢stsze przypadki opornosci na te leki
wymagaja modyfikacji ich struktury chemicznej, co daje nadziej¢ na szybkie
opracowanie skuteczniejszych i efektywniejszych zwiazkéw o znanym mechanizmie
dziatania i ograniczonej toksycznosci [5, 6].

2.1. Leki hamujace biosynteze ergosterolu

Btona komorkowa grzybow zawiera glownie bialka, sterole, glicerofosfolipidy
i sfingolipidy, ktore sg kluczowe dla metabolizmu komorki, wymiany zwigzkoéw che-
micznych pomigdzy komorka a srodowiskiem, odbioru bodzcéw i szlakow przekazy-
wania sygnatow, a co za tym idzie rowniez patogenezy chorob [7].

Mewalonowy szlak biosyntezy steroli, mimo ze wystepuje rowniez w ludzkich
komoérkach, stanowi gtowny cel wielu srodkoéw przeciwgrzybiczych. Podstawowym ste-
rolem blon komdrkowych grzybow jest ergosterol, ktorego synteza roézni si¢ w po-
szczegblnych etapach od glownego szlaku biosyntezy cholesterolu u ludzi. Do lekow,
ktore oddziatuja na poszczegélne etapy szlaku biosyntezy ergosterolu nalezg azole,
alliloaminy i morfoliny [3, 8] (rys. 1).

Azole, stanowia jedng z najstarszych grup lekow przeciwgrzybiczych. Ze wzgledu
na dobre efekty terapeutyczne i mniejsza toksyczno$¢ — w poréwnaniu do poliendw
(najstarszej grupy antymikotykow) — sa bardzo powszechnie stosowane, szczegdlnie
w zakazeniach wywotanych drozdzakami i grzybami z rodzaju Aspergillus [8, 9].
Azole sa syntetycznymi zwigzkami organicznymi zawierajacymi jeden lub wigcej piecio-
cztonowych, heterocyklicznych pierscieni azolowych, z ktorych kazdy zawiera dwa
(imidazole) lub trzy (triazole) atomy azotu (rys. 2). Aktywnos¢ przeciwgrzybicza azoli
opisano pierwszy raz w 1944 r. (bezimidazol), natomiast w 1958 r. wprowadzono na
rynek chlorimidazol [10, 11]. Dynamiczny rozwdj syntezy azoli i zwigkszenie zakresu
stosowania tych zwigzkdéw jako lekéw przypadty na lata 70. XX w. i trwajg do dzisiaj [12].

Dziatanie azoli polega na inhibicji grzybowego enzymu 14a-demetylazy lanosterolu
(okreslanego jako CYP51, kodowanego przez ERG11) zaleznego od cytochromu P450
3A, co zaburza pierwszy etap szeregu reakcji prowadzacych do konwersji lanosterolu
w ergosterol. Inhibicja wyzej wspomnianego enzymu prowadzi do akumulacji 14a-me-
tylosteroli oraz zmniejszenia ilosci ergosterolu w btonie komoérkowej grzyba, co skutkuje
zaburzeniami wlasciwosci btony komodrkowe;j, a zwlaszcza zwigkszong jej przepusz-
czalnos$cia, co bezposrednio przeklada si¢ na zahamowanie proliferacji patogenow
grzybowych. Ponadto zwiazki azolowe moga hamowac¢ (zalezne od cytochromu P450)
enzymy tancucha oddechowego zaréwno u grzybow, jak i u ludzi, a interakcja ze
ssaczymi enzymami zaleznymi od cytochromu P450, obok mozliwo$ci hamowania
syntezy cholesterolu, jest odpowiedzialna za wystgpowanie skutkdw ubocznych po
stosowaniu tej grupy lekow. Inne efekty przeciwgrzybicze azoli obejmuja toksyczna
interakcj¢ z fosfolipidami blony i hamowanie transformacji drozdzakéw w forme
strzgpkowa [9, 12]. Powszechne stosowanie azoli wigze si¢ ze zjawiskiem narastajacej
opornosci na te leki. Mechanizmy odpowiedzialne za ksztattowanie lekoopornosci na
azole u grzybow wynikaja przede wszystkim z mutacji w genie ERG11 [14].
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Grupa lekéw Szlak syntezy ergosterolu Enzym
AcAc-CoA + Ac-CoA

HMG-CoA

Kwas mewalonowy

Skwalen
Alliloaminy EEVOVZTg:j\TVZ
Lanosterol
Azole _ 14a- demetylaza
lanosterolu
Morfoliny » Reduktaza sterolu C-14
Zymosterol
Marfoliny » |zomeraza sterolu C-8
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Rysunek 1. Leki hamujace poszczegodlne etapy biosyntezy ergosterolu poprzez oddzialywanie na wybrane
enzymy, opracowanie wlasne na podstawie [13]

Wsrod azoli obserwuje sie najwieksza liczbe kandydatow na nowe leki, ktore sa
czesto wprowadzane na rynek. Aktualnie w sprzedazy znajduje si¢ okoto 40 preparatow
zawierajacych zwiazki azolowe [12]. Leki azolowe dzieli si¢ aktualnie na cztery gene-
racje (tab. 1). Generacja I, obejmujaca najstarsze zwiazki z tej grupy (klotrimazol, mi-
konazol, ekonazol), to leki, ktore zostaly wprowadzone do obrotu jako powierzch-
niowe $rodki przeciwgrzybicze, a ich struktura opiera si¢ na szkielecie imidazolu.
Generacja Il zwiagzkéw azolowych wykazala sie zwiekszonym bezpieczenstwem
stosowania, szerszym spektrum dziatania i lepsza farmakokinetyka (w poréwnaniu
Z pierwsza generacjg) dzieki kilku waznym modyfikacjom. Generacja ta obejmuje takie
zwigzki jak ketokonazol, pochodna imidazolu, ktéry zostal dopuszczony do obrotu
w 1981 r. Byt to pierwszy stosowany doustnie azol do leczenia grzybic uktadowych.
W 2013 r. zostat jednak wycofany z leczenia ogdlnoustrojowego ze wzgledu na staba
selektywnos$¢ dziatania, problemy z biodostepnoscig oraz stosunkowo wysoka hepato-
toksycznosé¢. Kolejnymi waznymi lekami tej generacji byly flukonazol oraz itrakonazol —
pierwsze triazole, zatwierdzone do uzytku klinicznego na poczatku lat 90. XX w. [15].
Dalsze modyfikacje flukonazolu oraz itrakonazolu doprowadzity do syntezy III
generacji azoli wykazujacych lepsza selektywnosé, szersze spektrum dziatania, lepsza
rozpuszczalno$¢ 1 zwiekszong biodostepno$¢ w poréwnaniu do lekéw I i II generacji.
Do azoli III generacji naleza leki takie jak worykonazol (wprowadzony w 2002 r.) oraz
posakonazol (wprowadzony w 2004 r.) [16].

Jednym z najnowszych azoli III generacji jest albakonazol, a na etapie badan kli-
nicznych znajduje si¢ jeszcze szereg zwigzkdéw tej generacji, takich jak genakonazol
(IIT faza badan klinicznych), saperkonazol (Il faza badan klinicznych) czy embekonazol
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(I faza badan klinicznych) [12]. Wraz z postepem chemii medycznej i mozliwos$ciami
modyfikacji zwigzkow chemicznych powstala IV generacja struktur azolowych wy-
kazujaca znacznie wyzszg selektywnos$¢ w stosunku do grzybowego biatka CYP51, co
osiagnigto poprzez zastgpienie pierScienia triazolowego pierscieniem tetrazolowym
oraz modyfikacjg tancucha bocznego. Kilka zwigzkow okre§lanych jako IV generacja
azoli znajduje si¢ obecnie na etapie badan klinicznych: quilsekonazol (I faza badan kli-
nicznych), otesekonazol (Il faza badan klinicznych) oraz VT-1598 (faza badan przed-
klinicznych). Co wazne, VT-1598 wykazuje dobre dziatanie przeciwko wielolekoopor-
nemu gatunkowi Candida auris [12, 17].

| generacja Il generacja Il generacja
cl OH

N N N
0

1 <N?’ F gr?

Y, O <]

Cl £
Flukonazol
Cl
Mikonazol Worykonazol
IV generacja

Quilisekonazol

Rysunek 2. Poréwnanie struktur chemicznych wybranych przedstawicieli azoli poszczegolnych generacii;
opracowanie wlasne

Tabela 1. Podziat azoli na generacje i przyktady zwiazkow najczgSciej stosowanych w leczeniu grzybic ze
wskazaniem nowych przedstawicieli znajdujacych si¢ w réznych fazach badan klinicznych

Generacja Nazwa zwigzku Faza badan klinicznych
Mikonazol
| Klotrimazol
Ekonazol
Ketokonazol
1 Flukonazol
Itrakonazol
Posakonazol
Worykonazol
1zawukonazol
Albakonazol
11 Rawukonazol
Genakonazol 1
Saperkonazol 1l
Embekonazol |
lodikonazol 11
Quilsekonazol |
v Otesekonazol 11
VT-1598 badania przedkliniczne

Zrodio: Opracowanie whasne na podstawie [12]

zakonczone,
zatwierdzone do stosowania

zakonczone,
zatwierdzone do stosowania

zakonczone,
zatwierdzone do stosowania
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Inng grupa lekéw oddziatujacg na enzymy zwigzane z mewalonowym szlakiem
syntezy steroidow sa alliloaminy. Zwiazki tej grupy zaburzajg epoksydacj¢ skwalenu
poprzez oddziatywanie z enzymem epoksydaza skwalenows, prowadzac do wewnatrz-
komoérkowej akumulacji skwalenu i jego prekursoréow, co prowadzi do $mierci ko-
morki. Leki zaliczane do tej grupy to terbinafina i naftyfina. Terbinafina jest najczesciej
stosowanym lekiem z tej grupy; jako jedyna (poza zastosowaniem miejscowym) jest
wykorzystywana w leczeniu ogolnoustrojowym (rys. 3). Jej synteza zostata opracowana
na poczatku lat 80. ubieglego stulecia, a na rynek farmaceutyczny weszta w 1991 r.
[18, 19]. Zwiazek ten wykazuje dziatanie grzybostatyczne i grzybobdjcze zarowno
wobec drozdzakéw, jak i dermatofitow. Terbinafina bardzo dobrze wchtania sie po po-
daniu doustnym i efektywnie gromadzi si¢ w warstwach rogowych naskorka, mieszkach
wlosowych, jak rowniez dobrze przenika do plytek paznokciowych, w zwigzku z czym
jest szeroko stosowana w masciach przeciwko zakazeniom dermatofitowym, wywota-
nym przez gatunki takie jak Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans,
i Epidermophyton spp. Wykazuje stabe dziatanie w stosunku do plesni, a w przypadku
drozdzakéw z rodzaju Candida spp. dziata jedynie grzybostatycznie [20].

Kolejng grupa zwigzkoéw chemicznych oddzialujacych na enzymy szlaku mewalo-
nowego sg pochodne morfoliny, z ktorych zastosowanie jako lek przeciwgrzybiczy
znalazta amorolfina (fenylopropylopiperydyna) hamujaca dwa etapy szlaku biosyntezy
ergosterolu jako inhibitor reduktazy sterolu C-14 i izomerazy sterolu C-8, prowadzac
do nagromadzenia ignosterolu i niedoboru ergosterolu, co w efekcie powoduje zabu-
rzenia w funkcjonowaniu blony komérkowej, prowadzac do $mierci komorki grzyba
[21, 22]. Amorolfina wykazuje dziatanie grzybostatyczne i grzybobodjcze wobec droz-
dzakow z rodzajow Candida i Malassezia, dermatofitow z rodzajéw Trichophyton
i Microsporum oraz plesniakow z rodzajow Alternaria i Scopulariopsis. Niestety lek
ten stosuje si¢ tylko miejscowo, glownie w leczeniu grzybicy paznokci, gdyz po podaniu
ogolnoustrojowym jest nieefektywny [23].
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Rysunek 3. Wzory strukturalne najwazniejszych zwigzkow z grupy alliloamin (terbinafina) oraz morfolin
(amorolfina); opracowanie wiasne

2.2. Leki hamujace syntez¢ elementow $ciany komorkowej grzybow

Sciana komérkowa grzybow i jej sktadniki s bardzo dobrym celem dla lekow prze-
ciwgrzybiczych ze wzgledu na to, Ze struktura ta nie ma odpowiednika w komorkach
ssakow. Struktura $ciany komorkowej grzybdw obejmuje polisacharydy takie jak glu-
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kany (B-(1,3)-D glukany, B-(1,4)-D glukany, B-(1,6)-D glukany, a-glukany), chityne,
mannan oraz glikoproteiny, a proporcje tych sktadnikow réznig si¢ w zaleznosci od
gatunku patogena [24, 25]. Glukany sg bardzo waznymi sktadnikami $ciany komor-
kowej odpowiedzialnymi za jej wytrzymato$¢ mechaniczng. Zablokowanie syntezy
tych zwigzkow powoduje zaburzenia struktury Sciany komdrkowej, prowadzac w efekcie
do lizy komorek grzyba. Jedyng grupa stosowanych lekéw przeciwgrzybiczych dziata-
jacych jako inhibitory syntezy glukanu sg echinokandyny [26].

Te zwigzki chemiczne, do ktorych zaliczamy kaspofungine, mikafunging i anidu-
lafunging (rys. 4), swoje dzialanie opieraja na hamowaniu syntazy B-(1,3)-D-glukanu
(rys. 5), ktora jest wbudowanym w strukture btony komérkowej enzymem niezbednym
w syntezie podstawowych polisacharydow $ciany komoérkowej grzybow z rodzajow
Candida czy Aspergillus. Echinokandyny maja rdzen zlozony z cyklicznego heksa-
peptydu i sa acylowane hydrofobowym tancuchem bocznym przylaczonym do grupy
a-aminowej dihydroksyornityny. Ta reszta lipidowa jest wymagana do zakotwiczenia
leku w blonie komérkowe;j, dlatego jest niezbedna do jego bioaktywnosci [27]. Echino-
kandyny staty si¢ dobrg alternatywa dla azoli i polienow w leczeniu cigzkich zakazen
grzybiczych (wywotywanych w szczegdlnosci przez gatunki z rodzajow Candida
i Aspergillus) ze wzgledu na unikalny mechanizm dziatania i stosunkowo tagodne skutki
uboczne w poréwnaniu z innymi lekami przeciwgrzybiczymi [28]. Echinokandyny podaje
si¢ pacjentom dozylnie, poniewaz sg stabo wchlaniane w przewodzie pokarmowym.
Nie moga réwniez przenika¢ do o$rodkowego uktadu nerwowego ani do oczu, dlatego
nie s stosowane w leczeniu zapalenia wewnatrzgatkowego lub grzybiczego zapalenia
opon mozgowo-rdzeniowych. W czasie cigzy nalezy unika¢ echinokandyn, poniewaz
wykazuja one dzialanie embriotoksyczne i teratogenne. Nie sa rowniez skuteczne
W leczeniu zakazen grzybiczych wywolywanych przez gatunki o ograniczonej zawarto$ci
B-(1,3)-D glukanu w $cianie komorkowej [29]. Lekooporno$é na echinokandyny wiaze
si¢ ze zwigkszong produkcja chityny, jak rowniez mutacjami w Kkatalitycznej pod-
jednostce syntazy glukanu (FKSI1), co obserwuje si¢ u wielu gatunkéow Candida
i w mniejszym stopniu u Aspergillus [30, 31].

Echinokandyny to grupa lekow, ktorej odkrycie siega 1974 r., kiedy to po raz
pierwszy scharakteryzowano zwigzek o nazwie echinokandyna B, ktora wykazywata
dobre wiasciwosci przeciwgrzybicze, jednak dziatata takze silnie hemolitycznie, co
wykluczato ja z klinicznego zastosowania [27, 32]. Dalsze badania nad modyfikacjami
syntetycznymi echinokandyn doprowadzity do powstania analogéw, z ktorych: kaspo-
fungina w 2001 r., mikafungina w 2005 r., za$ anidulafungina w 2006 r. zostaly za-
twierdzone do wykorzystania jako leki przeciwgrzybicze [33, 34]. Najnowszym lekiem
z tej grupy jest rezafungina (rys. 4), bedaca analogiem anidulafunginy, znajdujaca si¢
obecnie w III fazie badan klinicznych, majgca zastosowanie u pacjentow z kandydemia
i inwazyjng kandydoza [35, 36]. Zwiazki z grupy echinokandyn, takie jak pneumo-
kandyna A0 i BO, echinokandyna B i FR901379 sa naturalnie syntetyzowane przez
grzyby nitkowate. Kaspofungina, mykafungina, anidulafungina i rezafungina to p6t-
syntetyczne cykliczne lipopeptydy o dziataniu przeciwgrzybiczym [27]. Rezafungina
jest pierwszym przedstawicielem Il generacji klasy echinokandyn [35]. Wykazuje
dziatanie przeciwko gatunkom z rodzajow Candida, Aspergillus, Pneumocystis oraz
Trichophyton. Rezafungina jest rowniez skuteczna przeciwko izolatom, u ktorych
stwierdzono opornos$¢ na inne echinokandyny lub azole (nicktore szczepy C. auris,
C. parapsilosis, C. glabrata) [32, 37].
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Rysunek 4. Struktury chemiczne echinokandyn I generacji (kaspofungina, mikafungina, anidulafungina)
i 11 generacji (rezafungina); opracowanie wlasne
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Rysunek 5. Mechanizm dziatania echinokandyn; opracowanie wiasne na podstawie [26, 38]

2.3. Inhibitory syntezy DNA

Flucytozyna jest syntetycznym fluorowanym analogiem pirymidyny, ktory zostat
opracowany juz w latach 50. XX w. jako lek przeciwnowotworowy. Jednak nie wyka-
zywal oczekiwanej aktywnosci, za to okazal si¢ zwigzkiem o dziataniu przeciwgrzy-
biczym [39]. Flucytozyna, doktadniej 5-fluorocytozyna (5-FC), transportowana jest do

komorek grzybiczych za pomocg enzymu permeazy cytozyny i przeksztalcana w cyto-

plazmie przez deaminaze cytozyny do 5-fluorouracylu (5-FU), ktéry jest antymeta-

bolitem uracylu. 5-fluorouracyl jest fosforylowany i wigczany do RNA, gdzie prowadzi
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do zaburzen w ekspres;ji informacji genetycznej. Dodatkowo ufosforylowany 5-FU moze
by¢ wbudowywany do deoksynukleozydu, a nastgpnie hamowaé enzym syntetazg
tymidylanowa, jednoczesnie powodujgc zaklocenia syntezy DNA (rys. 6). Flucytozyna
jest nietoksyczna dla komorek ssakow poprzez brak aktywnosci lub bardzo niskg aktyw-
nos¢ enzymu deaminazy cytozyny [39, 40]. Spektrum dziatania flucytozyny obejmuje
drozdzaki i grzyby nitkowate [9, 41]. Notowana oporno$¢ na flucytozyne wynika
z mutacji w jednym lub kilku regionach genomu kodujacych enzymy niezbedne do
wlgczenia tego zwiazku do metabolizmu. W$r6d mechanizméw opornosci stwierdza
si¢ rOwniez ograniczenie wchlaniania leku do komorki grzyba lub aktywacje syntezy
prawidtowych nukleotydow konkurujacych z flucytozyng i jej metabolitami [42, 43].

Flucytozyna rzadko kiedy jest podawana jako jedyny lek, zazwyczaj jest wykorzy-
stywana w terapii skojarzonej, np. z amfoterycyng B. Kombinacja tych dwoch lekow
wykazuje synergistyczne dziatanie grzybobojcze przeciwko gatunkom z rodzaju Candida
czy Cryptooccus, dajgc dobre efekty w przypadku infekcji ogdlnoustrojowych, szcze-
golnie kandydemii. Flucytozyne czesto kojarzy sie w leczeniu klinicznym réwniez
z azolami [9, 44].

5-flucytozyna (5-FC)

5-fluorouracyl (5-FU)

NH, v
F 5-flucrodecksyurydyna monofosforan 5- fluorourydyny
| SN (FAUMP) (FUMP)
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H difosfaran 5-fluorourydyny
FUDP)
Fl ozyna (5-F (
ucytozyna (5-FC) U2 !
Inhibicja syntetazy trifosfaran S-fluorourydyny
tymidylanowej (FUTP)
Zahamowanie Nieprawidtowe RNA
syntezy DNA (FU w migjscu uracylu)

Rysunek 6. Mechanizm dziatania flucytozyny w komoérkach grzybow; opracowanie wiasne na podstawie [40]

3. Nowe cele dla lekow przeciwgrzybiczych

Poszukiwanie nowych celow dla lekéw przeciwgrzybiczych jest utrudnione ze
wzgledu na podobienstwa metaboliczne komorek grzybowych i ludzkich, jednak jest
niezbedne w dobie narastajacej opornosci na podstawowe leki przeciwgrzybicze i poja-
wiajace si¢ gatunki wielolekooporne, takie jak np. Candida auris czy Candida glabrata.
Enzymy zaangazowane w synteze specyficznych cukréw, aminokwaséw, puryn i piry-
midyn, jak rowniez biorgce udzial w procesie translacji, to tylko niektore z wielu
przykladow potencjalnych celow, ktore moga stanowi¢ podstawe do opracowywania
nowych lekow skierowanych przeciwko chorobotworczym grzybom [5, 45, 46] (tab. 2).
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3.1. Enzymy zaangazowane w synteze specyficznych cukrow i ich pochodnych

Ze wzgledu na rézne typy glukanéw wystepujacych w $cianie komoérkowej po-
szczegblnych gatunkow grzyboéw — niektore z nich wykazuja naturalng oporno$¢ na
echinokandyny. Stad tez kolejnym potencjalnym celem dla lekow przeciwgrzybiczych
stata si¢ syntaza B-(1,6)-D-glukanu. Zidentyfikowano zwiazek chemiczny — pochodna
pirydobenzimidazolu (D75-4590) o wiasciwosciach inhibitora biosyntezy B-(1,6)-D-
glukanu, ktory wykazat znaczace dziatanie wobec Candida albicans. Modyfikacje
zwigzku D75-4590 doprowadzily do nieznacznego poszerzenia spektrum dziatania
0 C. glabrata (pochodna okres§lana jako D21-6076). Nie opisano niestety, jak dotad,
dalszych skutecznych modyfikacji tych zwiazkoéw [47] (rys. 7).

CN
= = l
NZ N NH/\/N NZ N D
— N-—
/s
D75-4590 D21-6076

Rysunek 7. Pochodne pirydobenzimidazolu — potencjalne inhibitory syntazy p-(1,6)-D-glukanu;

opracowanie wlasne

Chityna, polisacharyd bedacy polimerem N-acetyloglukozaminy, to istotny sktadnik
$ciany komorkowej grzybow, za ktorego biosynteze odpowiada enzym syntaza chityny
[24]. Obiecujacymi inhibitorami tego enzymu okazaty si¢ do tej pory dwa zwiazki:
polioksyna D oraz nikkomycyna Z [48] (rys. 8). Wiekszo$¢ badan skupito si¢ na nikko-
mycynie Z, ktora wykazuje lepszg aktywno$¢ przeciwgrzybicza i szersze spektrum
dziafania, jednak badania nad tym zwigzkiem zostaly zawieszone po pierwszej fazie
klinicznej. Stato si¢ to prawdopodobnie ze wzgledu na niezadowalajaca efektywnosé
in vivo. Nikkomycyna Z i polioksyna D to oparte na urydynie metabolity wtorne
pochodzace od Streptomyces tendae, wykazujace podobienstwo strukturalne do substratu
syntazy chityny, UDP-N-acetyloglukozaminy. Zwigzki te wykazujg dziatanie fungista-
tyczne m.in. wobec grzybow z rodzajow Coccidioides, Histoplasma czy Blastomyces
[5, 49].

Innym nowym celem $rodkow przeciwgrzybiczych moze okaza¢ si¢ szlak syntezy
trehalozy. Trehaloza jest nieredukujacym disacharydem, ktory nie jest syntetyzowany
w organizmach zwierzecych. U wigkszosci grzybdw trehaloza jest syntetyzowana w dwu-
etapowej reakcji enzymatycznej katalizowanej przez syntaze trehalozo-6-fosforanu
i fosfataze trehalozo-6-fosforanu [50]. Badania nad tymi enzymami i ich potencjalnymi
inhibitorami nie daty jak na razie wigkszych efektow w postaci opisania specyficznych
inhibitoréw. Jednak analizy przesiewowe zwiazkow chemicznych wskazaty, ze lek
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closantel (chlorowcowany salicyloanilid), ktory jest stosowany u zwierzat w leczeniu
chordb pasozytniczych, znaczaco hamuje szlak syntezy trehalozy (rys. 9). Closantel
w badaniach in vitro wykazat efekt fungistatyczny wobec grzybéw z rodzaju Crypto-
coccus [51]. Dalsze badania nad modyfikacjami chemicznymi closantelu mogg miec¢
znaczenie w projektowaniu lekow przeciwgrzybiczych dziatajgcych na zasadzie hamo-
wania syntezy trehalozy.
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Rysunek 8. Inhibitory syntazy chityny o potencjale przeciwgrzybiczym; opracowanie wlasne
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' CN
OH o cl
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Rysunek 9. Struktuta chemiczna zwigzku o potencjale hamujacym na szlak syntezy trehalozy;
opracowanie wlasne

Potencjalng grupa nowych celow dla lekow przeciwgrzybiczych sa réwniez enzymy
zaangazowane w synteze glikolipidow takich jak np. glikozylofosfatydyloinozytole,
ktére kotwicza wybrane bialka do $sciany komorkowej grzybow. Wskazano tutaj enzym —
acetylotransferazg Gwtl, dla ktorej opisano dwa inhibitory: gepinacyne (amid kwasu
monokarboksylowego, pochodna kwasu fenylooctowego) oraz aminopirydyng —
fosmanogepix (APX001, E1210) [52, 53] (rys. 10). Innym celem potencjalnych lekoéw
przeciwgrzybiczych w tym szlaku metabolicznym moze by¢ enzym fosfotransferaza
etanoloaminy, dla ktorej opisano rowniez dwa potencjalne inhibtory — M743 oraz
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M720 (zwiazki oparte na pierscieniu laktonowym terpenoidow) [54] (rys. 10). Fosma-
nogepix, ktory pomyslnie przeszedt drugg fazg badan klinicznych, charakteryzuje sig
szerokim spektrum dziatania i w najblizszym czasie ma duze szanse wejs¢ na rynek
farmaceutyczny jako reprezentant nowej grupy lekow okreslanych jako inhibitory Gwtl.
Wykazuje on dzialanie przeciwgrzybicze w infekcjach powodowanych przez grzyby
z rodzajow: Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Cladosporium czy Fusarium [53].
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Rysunek 10. Zwiazki bgdace potencjalnymi inhibitorami enzymow zaangazowanych w synteze
glikozylofosfatydyloinozytoli; opracowanie wlasne

3.2. Enzymy zwiazane z procesem translacji i syntezy egzogennych
dla cztlowieka aminokwasow

Synteza egzogennych dla cztlowieka aminokwaséw, do ktdrych naleza aminokwasy
o rozgatezionych tancuchach, jak tez specyficzne enzymy zwigzane z wbudowywaniem
tych aminokwasow w strukture biatek, znalazta si¢ w obszarze zainteresowan poszu-
kiwaczy nowych lekow przeciwgrzybiczych. Syntetaza acetohydroksykwasow (AHAS)
jest to kluczowy enzym zaangazowany w biosyntez¢ aminokwasow o rozgatezionych
tancuchach. Potencjalnymi inhibitorami tego enzymu sg triazylopirymidynosulfonamid
i sulfonylomocznik [55] (rys. 11). Triazylopirymidynosulfonamid zostat zidentyfi-
kowany jako inhibitor AHAS Saccharomyces cerevisiae i wykazal potencjalnie szerokie
spektrum dzialania przeciwgrzybiczego, natomiast sulfonylomocznik wykazat dziatanie
tylko w stosunku do Candida albicans, jednak trwaja prace nad jego analogami w celu
rozszerzenia spektrum dziatania [5, 56].
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Rysunek 11. Potencjalne inhibitory syntetazy acetohydroksykwasow (AHAS); opracowanie wlasne
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Specyficzne dla grzybow syntetazy aminoacylo-tRNA (AaRSs) sa enzymami nie-
zbednymi dla prawidlowego procesu translacji podczas biosyntezy biatek. Enzymy te
katalizujg przytaczenie prawidlowego aminokwasu do odpowiadajagcego mu tRNA. Jako
obiecujace cele nowych lekow przeciwgrzybiczych wybrano enzymy takie jak: synte-
taza leucylo-tRNA oraz syntetaza izoleucylo-tRNA. Specyficznym inhibitorem dla
syntetazy leucylo-tRNA jest Tavaborol (rys. 12), ktory od 2014 roku stosowany jest
jako lek na grzybice paznokci. Moze on by¢ stosowany jedynie powierzchniowo w przy-
padkach grzybicy paznokci wywotanej przez grzyby z rodzaju Trichophyton [57]. Nie
udato si¢ opracowaé pochodnej tego zwigzku, ktoéra wykazywalaby dzialanie w grzy-
bicach ogodlnoustrojowych. W przypadku syntetazy izoleucylo-tRNA potencjalnym inhi-
bitorem jest syntetyczna pochodna naturalnie wystgpujacego zwigzku cispentacyny,
o0 nazwie ikofungipen [58] (rys. 12). Jednak zwigzek ten wymaga wcigz dalszych opty-
malizacji struktury i pézniejszych badan klinicznych, aby mogt wejs¢ na rynek farma-
ceutyczny. Obecnie badania nad wykorzystaniem ikofungipenu w leczeniu grzybic
zatrzymaly si¢ po pierwszej fazie badan klinicznych [5].
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Rysunek 12. Inhibitory wybranych syntetaz aminoacylo-tRNA; opracowanie wiasne

3.3. Enzymy zaangazowane w synteze puryn i pirymidyn

Dehydrogenaza monofosforanu inozyny zaangazowana w synteze guanozynotri-
fosforanu ma kluczowe znaczenie dla wzrostu i zjadliwosci niektoérych chorobotwor-
czych grzybow, natomiast syntetaza adenylobursztynianowa jest kluczowym enzymem
w szlaku biosyntezy adenozynotrifosforanu. Nie udato si¢ jednak opracowaé inhi-
bitorow specyficznych dla syntetazy adenylobursztynianowej, natomiast jedynym
zidentyfikowanym do tej pory zwigzkiem wykazujacym dziatanie hamujace aktywnosc¢
dehydrogenazy monofosforanu inozyny jest kwas mykofenolowy (rys. 13). Zwigzek
ten dziata fungistatycznie na grzyby z rodzaju Cryptococcus [59, 60].

W przypadku szlakéw syntezy pirymidyn — nowym celem dla lekow przeciw-
grzybiczych okazata si¢ dehydrogenaza dihydroorotanowa. Hamujace dziatanie wykazuje
tutaj zwiazek o nazwie olorofim (rys. 13), ktory wykazat bardzo dobre efekty hamo-
wania wzrostu wielu plesniakoéw i pomyslnie przeszedt 11 fazg badan klinicznych [61, 62].
W najblizszym czasie olorofim moze wej$¢ na rynek farmaceutyczny jako pierwszy
zwiazek z nowej grupy lekow przeciwgrzybiczych okreslanych jako orotomidy [63].

Olorofim wykazuje aktywnos$¢ wobec grzybdw z rodzajow: Aspergillus, Coccdioides,
Trichophyton, Penicillium, Fusarium, Scedosporium, Lamentospora i Alternaria. Nie
wykazuje on jednak dziatania wobec drozdzakow (np. Candida spp.) czy plesni z rzedu
Mucorales [61, 63].
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Rysunek 13. Inhibitory enzymow zaangazowanych w synteze puryn (kwas mykofenolowy) i pirymidyn
(olorofim); opracowanie wlasne

Tabela 2. Szlaki metaboliczne i uczestniczace w nich enzymy brane obecnie pod uwagg jako perspektywiczne
cele nowych lekoéw przeciwgrzybiczych

Szlak

metaboliczny Enzym Potencjalne inhibitory Spektrum dziatania
Pochodna
Syntaza B-1,6-D-glukanu pirydobenzimidazolu  Candida spp.
(D75-4590)
. Coccidioides immits,
speig//]r‘}f:ezzni/ch Syntaza chityny Nﬁﬁlrgrqu%r;/?\aljz Histoplasma capsulatum,
X Blastomyces dermatitidis
cukréow
Syntaza trehalozo-6-fosforanu
Tpsl
I(:ol:fat)aza trehalozo-6-fosforanowa Closantel Cryptococeus spp.
(Tps2)
Fosmanogepix Aspergillus spp.,
(APX001, E1210) Candida spp.,
Acetylotransferaza Gwtl Cladosporium spp.,
Synteza Gepinacyna Cryptococcus s
glikolipidéw pinacy ypic PP,
Fusarium spp.,
Fosfotransferaza etanoloaminy M743 Candida spp., Aspergillus
Mcd4 M720 spp.,
Syntetaza acetohydroksykwasow Triazolopirymidyno- -, i albicans
Synteza sulfonamid
(AHAS) .
egzogennych Sulfonylomocznik
aminokwasow Syntetazy aminoacylo-tRNA: Tavaborol Trichophyton spp.
i translacja - syntetaza leucylo-tRNA Ikofungipen Candida spp.
— syntetaza izoleucylo-tRNA
Synteza puryn:
ingir;ﬁgra?\;r;aljzz ;nonofosforanu Kwas mykofenolowy Cryptococcus neoformans
Aspergillus spp.
Talaromyces spp.
Synteza puryn Trichophyton spp.
i pirymidyn  Synteza pirymidyn: Coccidioides spp.
— dehydrogenaza Olorofim Penicillium spp.

dihydroorotanolowa

Alternaria spp.
Fusarium spp.
Scedosporium spp,
Lomentospora spp.

Zrodto: Opracowanie wiasne na podstawie [5, 61, 64].
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4, Podsumowanie

Coraz lepsze poznanie specyficznych szlakéw metabolicznych réznigcych metabo-
lizm ludzi i grzybow, jak rowniez specyfiki struktury enzyméw katalizujacych podobne
procesy pomimo pokrewienstwa filogenetycznego komérek eukariotycznych, pozwala
na lokalizowanie nowych potencjalnych celow dla lekow przeciwgrzybiczych (tab. 2).
Nalezy jednak pamigtaé, ze czas od identyfikacji potencjalnego celu do faktycznego
zastosowania klinicznego jest bardzo dlugi. Dlatego tez nie nalezy rezygnowac z dal-
szych optymalizacji zwigzkoéw skierowanych wobec juz znanych, dobrze scharaktery-
zowanych celow w komorkach grzybow. Rozwoj technik badania struktur biatkowych
1 wyszukiwania potencjalnych inhibitorow moze znaczaco przyspieszy¢ opracowywanie
nowych lekéw o wysokiej selektywnosci dziatania w stosunku do grzyboéw i niskiej
toksycznosci w odniesieniu do naszych komorek. Stad tez istnieje duza szansa, ze
W ciggu najblizszych lat bedziemy dysponowa¢ nowymi generacjami lekow, ktore dadza
mozliwos$ci zwalczania obecnie lekoopornych patogendow grzybowych. Wskazane po-
wyzej perspektywiczne kierunki rozwoju poszukiwan nowych lekow przeciwgrzybiczych
napawajg optymizmem w $§wietle powszechnosci zakazen grzybiczych, ograniczonej
liczby znanych $rodkéw przeciwgrzybiczych i rosnacej lekoopornosci grzybow na
standardowe terapie.
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Streszczenie

W dobie narastajacej lekooporno$ci u patogendw grzybowych niezbedne jest poszukiwanie nowych poten-
cjalnych celow dla lekéw przeciwgrzybiczych. Niniejsza praca podsumowuje wybrane informacje o aktu-
alnie stosowanych antymikotykach o charakterze inhibitoréw enzymow i ich nowych analogach. Przedsta-
wione zostaly rowniez wybrane (aktualnie badane) cele dla lekow przeciwgrzybiczych, ktore stanowia
enzymy zaangazowane m.in. w szlaki syntezy cukrow, glikolipidow, aminokwasow czy tez syntezg¢ DNA.
Opracowywanie nowych lekow o catkowicie innym mechanizmie dziatania moze da¢ szans¢ na zwal-
czanie wielolekoopornych patogendw i ograniczy¢ niepowodzenia terapeutyczne zwigzane z postepujaca
lekoopornoscia grzybow na obecnie wykorzystywane antybiotyki.

Stowa kluczowe: szlak mewalonowy, synteza cukréw, metabolizm zasad azotowych, biosynteza bialek,
specyfika enzymow

Enzymes as an important target of antifungal drugs

Abstract

In the era of increasing drug resistance in fungal pathogens, it is necessary to search for new potential
targets for antifungal drugs. This paper summarizes selected information about the currently used anti-
mycotics, such as enzyme inhibitors and their new analogues. Selected, currently widely researched, new
targets for antifungal drugs, which are enzymes involved into the pathways of the synthesis of sugars, glyc-
olipids, amino acids or DNA synthesis are also presented. The development of new drugs with a comple-
tely different mechanism of action may provide an opportunity to combat multidrug resistant pathogens
and reduce therapeutic failures related to the progressive drug resistance of fungi to currently used antibiotics.
Keywords: mevalone pathway, sugar synthesis, nitrogen base metabolism, protein biosynthesis, specificity
of enzymes
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Porownanie hydrolizy skrobi ziemniaczanej
z zastosowaniem a-amylazy natywnej
| immobilizowanej na no$nikach polimerowych

1. Wprowadzenie

Obecnie coraz wigcej produktéw otrzymywanych jest w procesach technologicznych
z udzialem biokatalizatorow [1, 2]. Enzymy maja wiele cech decydujacych o atrakcyj-
nosci ich zastosowania, takich jak tatwos¢ kontrolowania i regulacji katalizowanej reakcji,
specyficzno$¢, fagodnos¢ warunkow dziatania, a takze bezpieczenstwo stosowania wyni-
kajace z naturalnego pochodzenia i dziatania w niskich st¢zeniach [3, 4].

Enzymy wykorzystuje si¢ do przetwarzania skrobi na skal¢ przemystowa od ponad
40 lat [5]. Enzymy dziatajace na skrobi¢ mozna podzieli¢ na: 1) hydrolazy egzo- i endo-,
ktore rozktadaja wigzania a-1,4- i a-1,6-glikozydowe; 2) glukotransferazy dzialajace
na wigzania a-1,4- i a-1,6-glikozydowe; 3) oksydoreduktazy katalizujgce utlenianie
i redukcj¢ poszezegolnych grup [6, 7]. Wymagania stawiane enzymom do celéw prze-
mystowych sg stosunkowo wysokie [8]. Obecnie w przemysle coraz popularniejsze sg
enzymy w formie immobilizowanej, co z jednej strony najczesciej obniza ich aktyw-
no$¢, natomiast z drugiej wielokrotnie zwigksza stabilno$¢ oraz zapewnia cigglo$c¢ i statg
kontrole procesu produkcyjnego [9].

Immobilizacja enzymdéw polega na unieruchomieniu, fizycznym ograniczeniu,
zatrzymaniu preparatu w reaktorze [10]. Celem immobilizacji jest przeniesienie zalet
katalizy heterogenicznej na rozpuszczalne katalizatory enzymatyczne [11]. Immobili-
zacja enzymow posiada wiele zalet, takich jak zwigkszenie stabilnosci w szerszym
zakresie pH i temperatury, mozliwo$¢ uzycia w wielu cyklach reakcji lub w procesach
cigglych latwiejsze oddzielenie produktow, mozliwo$¢ immobilizacji kilku enzyméow
jednoczesnie, prostsza praca reaktorow i duzy ich wybor [12]. Gléwnymi wadami s3:
utrata badZ zmniejszenie aktywnosci, ograniczenie dyfuzji oraz dodatkowe koszty
zwigzane z produkcja i aktywacja no$nika oraz mechanizmem unieruchamiania [13].
Znanych jest wiele metod immobilizacji enzymdw, w zaleznosci od typu wigzania, tj.
kowalencyjne, adsorpcyjne, uwigzienie w matrycy, mikrokapsutkowanie, sieciowanie,
odwracalne i nieodwracalne [14, 15]. W literaturze opisano wiele przyktadow no$nikow
do unieruchamiania enzymow: naturalne, syntetyczne, organiczne, nieorganiczne [16, 17].
Poszczegolne immobilizacje posiadajg swoje zalety 1 wady, dlatego dla kazdego enzy-
mu i kazdego substratu nalezy dobra¢ odpowiedni nosnik i metod¢ immobilizacji.

Korzystnym sposobem unieruchomienia enzymu na nosniku jest wigzanie kowalen-
cyjne. Pozwala na silne umocowanie enzymu, zapobiega jego odszczepieniu, utatwiajac
jednoczesnie kontakt z substratem, gdyz enzym eksponowany jest na powierzchni [18].
Ponadto wigzanie kowalencyjne enzymu z no$nikiem czgsto zwigksza odpornos¢ tem-
peraturowg takiego biokatalizatora. Grupami funkcyjnymi no$nikéw najczesciej wyko-

1 anna.konieczna-molenda@urk.edu.pl, Katedra Chemii, Wydziat Technologii Zywnosci, Uniwersytet
Rolniczy w Krakowie, ul. Balicka 1226, 30-149 Krakow, https://wtz.urk.edu.pl/.
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rzystywanymi w procesie tworzenia wigzania kowalencyjnego z bialkiem s3: hydro-
ksylowa, karboksylowa, aminowa i oksiranowa [19,20]. Silne zwiazanie enzymu z no-
$nikiem moze powodowa¢ zjawisko obnizenia, a w skrajnym przypadku utraty aktyw-
nosci katalitycznej spowodowane blokowaniem dostepu substratu do centrum aktywne-
go [21]. Aby temu zjawisku zapobiec stosuje si¢ tzw. tacznik, ktorym jest najczesciej
aldehyd glutarowy. Jest on nietoksyczny, a dodatkowo bakterio-, wiruso- i grzybo-
bojczy [22].

Celem niniejszej pracy jest immobilizacja komercyjnie dostgpnego enzymu a.-amy-
lazy na nos$nikach polimerowych, otrzymanie biokatalizatorow o wysokiej aktywnosci,
ich przetestowanie w Kkilku cyklach reakcji hydrolizy skrobi oraz wyznaczenie i po-
rownanie statych szybkosci reakcji katalizowanych enzymem natywnym i immobilizo-
wanym na no$nikach.

2. Materialy i metody
2.1. Enzym zastosowany do reakcji hydrolizy skrobi

Badaniom poddano a-amylaze natywna oraz a-amylaze po immobilizacji na no$ni-
kach. Do badan wybrano a-amylazg SPEZME® PRIME 107-05127-001 (Genencor
International, USA) z genetycznie modyfikowanych organizméw Geobacillus stearo-
thermophilus z aktywnoscig deklarowang przez producenta (okoto 7163 U/g), w statych
warunkach pH 5.0-6.5 i w temperaturze 35-50°C.

2.2. Skrobia testowana w reakcji hydrolizy

Aktywnos¢ katalityczng biokatalizatorow otrzymanych w wyniku immobilizacji
a-amylazy testowano w reakcjach hydrolizy skrobi ziemniaczanej (Kupiec, Polska).

2.3. Nos$niki polimerowe do immobilizacji enzymu

Jako monomeru do otrzymania polimerowych nosnikéw uzyto N-winyloformamid,
NVF (Sigma-Aldrich), jako sieciownik postuzyt diwinylobenzen, DVB, dichlorowo-
dorek 2,2'-azobis(2-metylopropionamidyny) — Sigma-Aldrich.

Noéniki polimerowe p(NVF-co-DVB) otrzymano w wyniku syntezy metodg kopoli-
meryzacji rodnikowej w odwrdconej suspensji [23]. Kopolimeryzacje sieciujaca N-winy-
loformamidu i diwinylobenzenu prowadzono w atmosferze oboj¢tnej, pod delikatnym
strumieniem argonu. Kopolimeryzacj¢ sieciujaca NVF z DVB realizowano w odwro-
conej suspensji w oleju metylosilikonowym. W okragtodennej kolbie reakcyjnej o pojem-
nosci 250 ¢cm®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotna, mieszadto mechaniczne, termometr
i kapilare do barbotowania argonem umieszczono 50 cm?® oleju silikonowego i ogrze-
wano do zadanej temperatury, barbotujac argonem, po czym przy intensywnym mieszaniu
wkraplano mieszaning monomerow. Polimeryzacje prowadzono w temp. 600°C w czasie
4 godzin. Ziarna usieciowanego polimeru zdekantowano, umieszczono w lejku Buchnera
na saczku bibulowym i przemywano kilkakrotnie toluenem w celu odmycia oleju
silikonowego.

Otrzymano polimerowy nosnik z merami N-winyloformamidowymi, ktory podzielono
na dwie czesci, jedng cze$¢ nosnika aktywowano na powierzchni aldehydem gluta-
rowym (GA) [24].
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Oznaczenie symboli no$nikow p(NVF-co-DVB) GA i p(NVF-co-DVB): p(NVF —
polimeryzacji poddano N-winyloformamid, co- z DVB — w reakcji kopolimeryzacji
z DVB, GA - oznacza no$nik aktywowany aldehydem glutarowym.

2.4. Aktywacja nosnika p(NVF-co-DVB) aldehydem glutarowym

Jedng cz¢$¢ polimeru p(NVF-co-DVB) poddano aktywacji aldehydem glutarowym
(GA) (Sigma-Aldrich) o stezeniu 20%. W tym celu w kolbie okraglodennej o objetosci
100 cm?® umieszczono 30 cm? przygotowanego wezesniej roztworu GA i wprowadzono
no$nik p(NVF-co-DVB). Cato$¢ ogrzewano w tazni wodnej, ciggle mieszajac. Reakcje
prowadzono przez 4 godziny w temperaturze 50°C. Po zakonczonej reakcji nosnik
polimerowy odsgczono na lejku Biichnera i przemyto buforem fosforanowym pH 7.,0.
Nosnik wysuszono w suszarce prozniowej w temperaturze 40°C [25].

2.5. Immobilizacja a-amylazy na no$nikach polimerowych

Do 0,10 +0,01g nosnika dodano 11,5 cm? buforu fosforanowego pH 7,0 oraz 0,5 cm?
enzymu i mieszano na mieszadle magnetycznym przez 2 godziny. Nast¢pnie przesgczono
na lejku Biichnera przez saczek celulozowy o s$rednicy poréw 0,2 um (Whatman).
W przesaczu po immobilizacji oznaczono ilo$¢ enzymu.

Otrzymany biokatalizator przemywano po kolei roztworami buforowymi: fosfora-
nowym pH 7,0, fosforanowym pH 7,0 + 0,5 M NaCl, octanowym pH 5,5 i TRIS-CI pH
7,2. Otrzymane biokatalizatory testowano w reakcji enzymatycznej hydrolizy skrobi
ziemniaczanej.

@iNH2 20% GA | N\\—/_\JO immobilizacja @N\NNE\ “

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

A "Nt
2 N Ca

BV
U™ a2
p(NVF-co-DVB) Vo S

Rysunek 1. Schemat immobilizacji a-amylazy na no$niku z aldehydem glutarowym p(NVF-co-DVB) GA
i na no$niku bez aldehydu p(NVF-co-DVB) [opracowanie wlasne]

2.6. Reakcja enzymatycznej hydrolizy skrobi

W celu przeprowadzenia reakcji hydrolizy skrobi przygotowano kleik skrobiowy
0 stezeniu 1,25 mol/dm3, ktory nastepnie termostatowano w temperaturze 37°C i dodano
biokatalizator — w tym momencie rozpoczgto pomiar czasu reakcji. W okreslonych
odstepach czasu pobierano po 2,0 cm® mieszaniny reakcyjnej, dodawano 2,0 cm? roz-
tworu DNS, ktory powodowal dezaktywacje enzymu, konczac reakcje hydrolizy skrobi.
Probki przesaczono przez saczek celulozowy o s$rednicy poréw 5 um (Whatman)
i oznaczono zawarto$¢ cukrow redukujacych metoda UV-Vis. Po zakonczonej reakcji
odzyskiwano enzym immobilizowany na no$niku polimerowym i uzywano go w ko-
lejnych cyklach reakcji hydrolizy z nowymi roztworami skrobi.
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2.7. Sposob oznaczania cukréw redukujacych

Zawarto$¢ cukrow redukujacych powstatych w reakceji hydrolizy skrobi oznaczono
spektrofotometrycznie z zastosowaniem kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) [26, 27].
Metodg spektrofotometryczng UV-Vis mierzono absorbancje roztworéw w zakresie
490-500 nm. Pomiary wykonano na spektrofotometrze 2101 PC Shimadzu. Zawartos¢
cukrow redukujacych wyznaczono korzystajac z krzywej wzorcowej maltozy.

2.8. Oznaczanie zawartosci bialka metodg Lowry’ego

Ilo$¢ unieruchomionego na nosnikach enzymu wyznaczono na podstawie réznicy
pomiedzy iloscig enzymu w probce do immobilizacji a iloScig enzymu pozostajacego
w roztworze po immobilizacji [28], stosujac metode Lowry’ego [29,30]. Pomiary
wykonano na spektrofotometrze UV-Vis 2101PC Shimadzu, a ilo$¢ biatka w badanych
probkach oznaczono, korzystajac z krzywej kalibracyjnej tyrozyny.

3. Wyniki

3.1. Wydajno$¢é immobilizacji a-amylazy

Wydajno$¢ immobilizacji okreslono jako procent unieruchomionego enzymu z probki
enzymu uzytego do immobilizacji. Na nosniku polimerowym aktywowanym aldehy-
dem glutarowym (GA) unieruchomieniu uleglta wigksza ilo§¢ enzymu, bo az 88%.
W przypadku nosnika nie posiadajacego na powierzchni facznika w postaci aldehydu
glutarowego zaimmobilizowato si¢ 61% enzymu.

Tabela 1. Wydajno$¢ immobilizacji a-amylazy na no$niku z aldehydem glutarowym: p(NVF-co-DVB) GA
i bez GA: p(NVF-co-DVB)

Rodzaj nos$nika Wydajno$¢ immobilizacji [%]
p(NVF-co-DVB) GA 88
p(NVF-co-DVB) 61

Zrédlo: opracowanie wlasne

3.2. Badania aktywnos$ci biokatalizatoréw w reakcji enzymatycznej
hydrolizy skrobi ziemniaczanej

3.2.1. a-amylaza immobilizowana na no$niku p(NVF-co-DVB)

Hydrolizg skrobi ziemniaczanej wykonano z a-amylaza immobilizowang na nosniku
P(NVF-co-DVB) bez aldehydu glutarowego i dla poréwnania z taka sama iloScia
enzymu natywnego. Nosnik p(NVF-co-DVB) potaczony byt z biatkiem przez wigzania
amidowe.

Biokatalizatora uzyto w trzech cyklach reakcji hydrolizy skrobi. Na wykresie 1 przed-
stawiono przebieg hydrolizy skrobi ziemniaczanej jako zalezno$¢ stezenia cukrow
redukujacych od czasu reakcji.

Przebieg reakcji podzielono na etapy o liniowej zaleznosci stezenia cukrow redu-
kujacych od czasu reakcji. Liniowa zaleznos¢ sugeruje zerowy rzad reakcji hydrolizy
z zastosowaniem o-amylazy. Hydroliza skrobi ziemniaczanej katalizowana a-amylaza
natywna przebiegata w trzech etapach. Natomiast hydroliza z zastosowaniem enzymu
immobilizowanego na nosniku p(NVF-co-DVB) jest dwuetapowa. Enzym immobilizo-
wany zastosowany w III cyklu hydrolizy posiada niskg aktywnos¢, a reakcja przebiega
jednoetapowo.
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Wykres 1. Zalezno$¢ stezenia cukrow redukujacych od czasu reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej
z zastosowaniem: ---- enzymu natywnego, immobilizowanego na no$niku p(NVF-co-DVB): ---- cykl I, -
--- ¢ykl I, ---- cykl III [opracowanie wiasne]

Dla kazdego z etapow hydrolizy wyznaczono warto$ci wspotczynnika nachylenia
prostej (linie sg widoczne na wykresie 1) statej szybkos$ci reakcji k.

W | cyklu reakcji enzym immobilizowany wykazuje znacznie wyzsza aktywnos¢
niz enzym natywny. Swiadczy o tym blisko dwukrotnie wyzsza warto$é stalej szyb-
kosci w pierwszym etapie hydrolizy (ki) oraz wysoka wydajnos¢ reakcji.

Tabela 2. Wartosci statych szybkosci wyznaczone dla reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej z zastosowaniem
enzymu natywnego i immobilizowanego na no$niku p(NVF-co-DVB)

Enzym ki x 10 ka x 102 ks x 103
[mg ml? min?] | [mg ml?! min?] | [mg ml? -min?]
nieimmobilizowany 6,2 0,3 1,6
na no$niku cykl I 12,3 0,5 -
na nos$niku cykl I1 54 0,9 -
na no$niku cykl 11T 0,3 - -

Zrédto: opracowanie wlasne

Wyznaczono wydajnos¢ hydrolizy skrobi z zastosowaniem a-amylazy natywnej
i immobilizowanej na no$niku p(NVF-c0-DVB) po czasie 90 i 240 minut. Wydajno$¢é
hydrolizy z zastosowaniem enzymu immobilizowanego jest w I cyklu reakcji znacznie
wigksza niz reakcji z enzymem natywnym. W kolejnych dwoch cyklach wydajnos¢
reakcji jest mniejsza niz reakcji z enzymem natywnym. Nalezy jednak podkresli¢, ze
biokatalizator nadal wykazuje aktywno$¢ katalityczna.
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Tabela 3. Wydajno$¢ reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej z zastosowaniem enzymu natywnego i immobili-

zowanego na no$niku p(NVF-co-DVB)

Wydajnos¢ reakcji hydrolizy | Wydajno$¢ reakcji hydrolizy
Enzym po czasie 90 min po czasie 240 min
X 10-1 [mg 'ml-1] X 10-1 [mg ‘ml-1]
nieimmobilizowany 1,7 4,1
na no$niku cykl I 40 45
na no$niku cykl I 14 2,6
na no$niku cykl 111 0,2 0,6

Zrodto: opracowanie wilasne.

3.2.2. a-Amylaza immobilizowana na no$niku z aldehydem glutarowym
p(NVF-co-DVB) GA

Hydrolize skrobi ziemniaczanej przeprowadzono z zastosowaniem a-amylazy immo-
bilizowanej na nosniku p(NVF-co-DVB) GA i dla poréwnania z taka samg ilo$cia
enzymu natywnego. Nosnik p(NVF-co-DVB) GA zwigzany byt z biatkiem enzymatycz-
nym poprzez tacznik, ktérym byt aldehyd glutarowy.
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Wykres 2. Zalezno$¢ stgzenia cukrow redukujacych od czasu reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej
z zastosowaniem: ---- enzymu natywnego, immobilizowanego na no$niku p(NVF-co-DVB) GA: ---- cykl
I, ---- cykl 11, ---- cykl TIT [opracowanie wiasne]
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Tabela 4. Wartosci statych szybkosci wyznaczone dla reakeji hydrolizy skrobi ziemniaczanej z zastosowaniem
enzymu natywnego i immobilizowanego na no$niku p(NVF-co-DVB) GA

Enzym ki x 10 ka x 10 ks x 10
[mg ‘ml? ‘min?] | [mg mlI? min?] | [mg ml? -min?]
nieimmobilizowany 4.8 0,31 1,42
na nosniku cykl I 7,2 0,82 -
na nosniku cykl I 5,8 0,79 -
na no$niku cykl IIT 31 0,67 -

Zrodlo: opracowanie wlasne

Biokatalizator otrzymany w wyniku immobilizacji enzymu wykazuje w dwoch

cyklach hydrolizy skrobi wyzsza aktywno$¢ niz enzym nieimmobilizowany. Potwierdzaja
to wigksze wartosci statych szybkosci reakcji (ki i ko) z zastosowaniem biokatalizatora.

Wydajnos¢ hydrolizy katalizowanej enzymem immobilizowanym na no$niku

P(NVF-co-DVB) GA jest w przewazajacej ilosci przypadkéw znacznie wigksza niz
wydajno$¢ reakcji z uzyciem enzymu natywnego.

Tabela 5. Wydajnosé reakeji hydrolizy skrobi ziemniaczanej z zastosowaniem enzymu natywnego i immobili-
zowanego na nos$niku p(NVF-co-DVB) GA

Wydajnos¢ reakcji hydrolizy | Wydajnosc reakji hydrolizy
Enzym po Czasie 90 min 2018?1a§r'§g21?11f‘l“]'”
x 107 [mg mi?]
nieimmobilizowany 13 32
na no$niku cykl T 34 46
na nosniku cykl I 2,6 39
na noéniku cykl I11 17 2,7

Zro6dto: opracowanie wlasne

4. Whnioski

1.

Opracowano warunki reakcji pozwalajace na unieruchomienie enzymu a-amylazy
na nosnikach polimerowych: z aldehydem glutarowym (GA) jako tacznikiem oraz
bez tacznika.

W reakcji immobilizacji otrzymano rézne wydajnosci: 61% w przypadku nos$nika
bez aldehydu glutarowego oraz 88% w przypadku no$nika z aldehydem glutaro-
wym jako tgcznikiem.

Biokatalizatory otrzymane w wyniku immobilizacji enzymu przetestowano w reak-
cjach hydrolizy skrobi ziemniaczanej. Enzym unieruchomiony na obu nosnikach
byt aktywny az w trzech cyklach reakcji hydrolizy.

Dla przeprowadzonych reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej wyznaczono state
szybkosci reakcji (K) oraz wydajnos$¢ reakeji hydrolizy.

Biokatalizator uzyskany w wyniku immobilizacji na no$niku polimerowym z tacz-
nikiem (aldehyd glutarowy) wykazywat wigksza aktywno$¢ we wszystkich trzech
cyklach reakcji w pordéwnaniu do enzymu w stanie wolnym.

Otrzymane biokatalizatory enzymatyczne mogg by¢ z sukcesem zastosowane
w procesach technologicznych w celu obnizenia kosztow hydrolizy skrobi.
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Poréwnanie hydrolizy skrobi ziemniaczanej z zastosowaniem a-amylazy natywnej
i immobilizowanej na no$nikach polimerowych

Streszczenie

Immobilizacja enzyméw na no$nikach polimerowych umozliwia znaczne obnizenie kosztow procesu tech-
nologicznego, przede wszystkim dzigki mozliwosci ponownego ich wykorzystania lub zapewnienia ciag-
to$ci procesu. W pracy zaprezentowano badania nad immobilizacjg a-amylazy na nosnikach polimerowych
opartych na usieciowanym poli(N-winyloformamidzie), PNVF, aktywowanym lub nie aldehydem glutaro-
wym. Unieruchomiony na no$nikach enzym zastosowano w reakcji hydrolizy skrobi ziemniaczanej. Kazdy
biokatalizator enzym-no$nik byt aktywny w trzech cyklach reakcji hydrolizy. Na podstawie uzyskanych
wynikow stwierdzono, ze unieruchomienie a-amylazy na no$nikach polimerowych to prosty i tani sposob
uzyskania heterogenicznych katalizatorow enzymatycznych posiadajacych wiasciwosciach korzystniejsze
niz wolny enzym.

Stowa kluczowe: enzymy, immobilizacja, hydroliza skrobi

Comparison of potato starch hydrolysis processes using native a-amylase
and immobilized on polymeric carriers

Abstract

The immobilization of enzymes on a polymer carrier enables a significant reduction of the costs of the
technological process, mainly due to the possibility of their re-use or ensuring the continuity of the process.
The paper presents studies on the immobilization of a-amylase on polymeric supports based on cross-
linked poly (N-vinylformamide) (PNVF), activated or not with glutaraldehyde. The enzyme immobilized
on carriers was used in the hydrolysis reaction of potato starch. Each enzyme-carrier biocatalyst was active
in three cycles of the hydrolysis reaction. Based on the obtained results, it was found that immobilization of
a-amylase on polymeric supports is a simple and inexpensive way to obtain heterogeneous enzyme
catalysts, possessing properties more favorable than the free enzyme.

Keywords: enzymes, immobilization, starch hydrolysis
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Metabolizm i funkcja ceruloplazminy

1. Wprowadzenie

Ceruloplazmina (CP, EC 1.16.3.1) to glikoproteina wigzaca miedz, ktora jest gtdwna
ferroksydaza w osoczu [1]. Po raz pierwszy zostala ona wyizolowana z osocza przez
Holmberga i Laurella w 1948 roku [2]. Charakteryzuje si¢ tym, Ze jest to biatko
zawierajace miedz (Cu), wiazace 40-70% tego pierwiastka w osoczu i jest produ-
kowane gléwnie przez watrobe [3, 4]. W szczegolnosci jej zakotwiczona w blonie
przez glikozylofosfatydyloinozytol (GPI) zwigzana forma CP zostala zidentyfikowana
w komorkach glejowych (osrodkowy uktad nerwowy i siatkdwka) oraz komorkach
Sertoliego (komorka Sertoliego to wysoka, stozkowata, nieproliferujgca komorka kana-
lika nasiennego, kretego, w jadrze) [1, 5, 6]. Biatko to pochodzi z rodziny oksydaz
wielomiedziowych — ewolucyjnie konserwowanej grupy biatek, ktore wykorzystuja
miedz do sprzezenia utleniania substratow z czteroelektronowa redukcja tlenu do wody.
Pomimo zapotrzebowania na miedz w funkcjonowaniu ceruloplazminy, biatko to nie
odgrywa istotnej roli w transporcie czy metabolizmie tego metalu [7].

Dotychczas wykazano wiele fizjologicznych funkcji CP, w tym transport miedzi,
regulacje homeostazy zelaza, aktywno$¢ ferroksydacyjng, aktywno$¢ oksydacyjng amin
organicznych i1 oksydazy askorbinianowej oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna poprzez
przeciwdzialanie powstawaniu wolnych rodnikoéw [8]. Chociaz CP posiada wtasci-
wosci antyoksydacyjne (np. aktywno$¢ ferroksydacyjng), podwyzszone stezenie CP
w krwiobiegu jest zwigzane z chorobami uktadu sercowo-naczyniowego. Ta ambiwa-
lencja jest prawdopodobnie spowodowana zdolnoscig CP — za posrednictwem miedzi —
do aktywacji efektow waskulopatii (zaburzen naczyn krwionosnych w odniesieniu do
rak, nog lub konczyn, w tym chordb naczyn obwodowych), ktore obejmujg utlenianie
lipidow, zmniejszenie bioaktywnosci tlenku azotu i apoptoze¢ komorek srodbtonka.
Zkolei w tych efektach posredniczy zwigkszone tworzenie reaktywnych form tlenu
(RFT), takich jak nadtlenki i nadtlenek wodoru. Istniejg réwniez dowody na to, ze
czynniki ryzyka chorob sercowo-naczyniowych (w szczegdlnosci cukrzyca i hiperho-
mocysteinemia) moga zwigksza¢ wptyw CP na naczynia krwionosne. Z kolei wydaje
si¢, ze RFT zakltocaja wigzanie miedzi z CP, uposledzajac w ten sposob jej normalng
funkcje ochronna, jednoczesnie uwalniajac miedz, co moze sprzyja¢ patologii oksyda-
cyjnej [9]. Ponadto CP jest zglaszana jako reaktant ostrej fazy w procesach zapalnych,
infekcjach, urazach, cukrzycy i ciazy, co jest gldwnie przypisywane jej wlasciwosciom
antyoksydacyjnym [10-12].
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Ponadto coraz wiecej dowodoéw wskazuje na to, ze nieprawidtowy metabolizm
miedzi i Zzelaza (Fe) jest obserwowany w wielu chorobach neurodegeneracyjnych, takich
jak choroba Wilsona (WD, ang. Wilson's disease), aceruloplazminemia, choroba Alzhei-
mera (AD, ang. Alzheimer’s disease) i choroba Parkinsona (PD, ang. Parkinson’s
disease) [13-16]. Dlatego uzasadniona jest hipoteza, ze CP moze odgrywaé role
ochronng w wielu chorobach i stanach patologicznych poprzez regulacje homeostazy
komoérkowej Cu i Fe oraz ochrong tkanek przed uszkodzeniem oksydacyjnym. W niniej-
szym artykule dokonano przegladu najnowszych ustalen dotyczacych fizjologicznych
funkcji CP i omowiono jej rolg w roznych chorobach.

2. Struktura i ekspresja CP

Biatko CP jest kodowane przez pojedynczy gen [17]. Ludzki gen CP jest zlokali-
zowany na chromosomie 3923-g24, koduje go 20 eksonéw i zajmuje on okoto 65 kb
DNA [18]. CP jest syntetyzowana w retikulum endoplazmatycznym (ER) hepatocytow
jako forma apo-CP (bez Cu) i tgczy sie z Cu w sieci trans aparatu Golgiego, tworzac
holo-CP — formg wiazacg Cu. Nastgpnie CP jest wydzielana do krazenia ogdlnego, aby
dotrze¢ do innych narzadow [14]. CP jest szeroko rozpowszechniona w r6znych typach
eukariontow, w tym ssakow, ryb, roslin i grzybow [19, 20].

Glowna forma CP (w osoczu, ptynie mézgowo-rdzeniowym i mleku) zawiera 1046
reszt aminokwasowych i ma catkowita mase okoto 132 kDa, z czego 120 kDa to biatko,
a 12 kDa to N-potaczone weglowodany. Holo-CP posiada 6 $cisle zwigzanych atomow
Cu: po jednym w domenach 2, 4 i 6, pozostate znajduja si¢ w trdjjadrowym klastrze
pomigdzy pierwsza i ostatniag domeng [19-23]. Miedz stabilizuje rowniez zwartg troj-
wymiarowg struktur¢ holo-CP formy, ktéra ma znacznie przestrzenng konformacje.
Podobnie jak w wickszosci niebieskich oksydaz wielomiedziowych, ligandami Cu s3
histydyna lub odmiany konformacyjne reszt aminokwasowych histydyny, cysteiny
i metioniny. Cu w holo-CP nie uwalnia si¢ z biatka w osoczu w warunkach fizjologicz-
nych, a wigc musi oddziatywa¢ z innymi biatkami lub sktadnikami powierzchni komorki
(lub silnymi czynnikami redukujacymi), aby zosta¢ uwolniona. CP jest produkowana
glownie przez hepatocyty, gdzie Cu jest wbudowywana w biatko w aparacie Golgiego
(i ewentualnie endosomach), po dostarczeniu przez biatka opiekuncze (chaperony)
ATOX1 do Cu — ATP7B (biatko obecne w chorobie Wilsona). Sekrecja CP z komorki
odbywa si¢ na drodze egzocytozy. Komorki kilku innych narzadow réwniez produkuja
CP [20, 24, 25, 26, 27], ponadto makrofagi i komorki jednojadrzaste we krwi podczas
stanu zapalnego takze produkuja CP [19, 28, 29].

W komorce co najmniej dwie formy CP sg poddawane procesowi ekspresji. Jedna
forma znajduje si¢ na powierzchni komorki, polaczona z blong przez GPI. W tym
przypadku alternatywny splicing eksonow 19 i 20 na C-koncu transkryptu skutkuje
dodaniem 30 alternatywnych aminokwasow, ktore zastepujg ostatnie 5 w formie CP
Z osocza, co oznacza wigzanie z GPI [1, 30]. Forma CP zwigzana z GPI zostata po raz
pierwszy odkryta w mézgu — zwigzana z astrocytami [1] i komorkami glejowymi [31, 32].
Sa dowody na to, Zze znaczaca ekspresja CP odbywa si¢ w blonach $ledziony i nerek,
W mniejszym stopniu — w sercu i watrobie. Forma GPI-CP znajduje si¢ rowniez na
powierzchni komoérek Sertoliego w jadrze [5], komorek oponowych osrodkowego uktadu
nerwowego [33] oraz w komorkach odpornosciowych (limfocyty, monocyty i makro-
fagi), gdzie jest zwigzana z tratwami lipidowymi 1 ferroportyng [28, 29].
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Przyjmuje si¢, ze forma CP zwigzana z GPI zawiera réwniez 6 atomoéw Cu.
Dodatkowa forma CP, dluzsza o 4 aminokwasy, ulega selektywnej ekspresji w tozysku
[34]. Rola tych alternatywnych form CP pozostaje do zbadania. Warto zaznaczy¢, ze
CP krazaca we krwi wystepuje nie tylko w formie holo-CP (z szeScioma atomami
miedzi). Rzeczywiscie, testy immunologiczne sugeruja, ze az 50% (lub wigcej) moze
by¢ w formie apo-CP [35, 36, 37]. Wydaje si¢, ze cz¢s$¢ apo-CP jest wydzielana wraz z
holo-CP przez hepatocyty i jest gtdéwnag formg wydzielang przy niedoborze miedzi
[38]. Apo-CP forma jest rowniez wytwarzana podczas transferu miedzi z holo-CP do
komoérek. We krwi apo-CP ulega szybszej przemianie niz holo-CP, usuwana
prawdopodobnie gtéwnie przez hepatocyty za posrednictwem receptora galaktozy [21].

Poziom krazacej w osoczu CP u dorostych ludzi (w normie) wynosi okoto 300 mg/L,
a okoto 10% calosci jest wykrywane jako forma apo-CP, ktora jest niestabilna, nie
posiada aktywnosci enzymatycznej 1 jest szybko katabolizowana z okresem poitrwania
wynoszacym okoto pigciu godzin [7]. Aktywno$¢ i poziom CP zalezy od kilku
glownych czynnikéw, w tym od niedoboru miedzi, cytokin zapalnych oraz estrogenow
i progestagendw [39, 40, 41].

3. Rola CP w metabolizmie ssakéw

CP jest jednym z najlepszych przyktadéw biatka wielofunkcyjnego (rys. 1). Rze-
czywiscie — Bielli i Calabrese (2002) nazwali je ,biatkiem ksiezycowym” (nie bez
powodu) [20, 42]. Wszystkie ustalone i udokumentowane funkcje CP opieraja si¢ na
fakcie, ze zawiera ona i przenosi miedz — jako jedng z znanych funkcje CP w formie
holo-CP (rys. 1). Nie zostalo do konca zbadane, czy wystgpujaca rownolegle forma
apo-CP w osoczu odgrywa jakas niezalezng rolg w metabolizmie miedzi u ssakoéw [17,
43, 44]. Wigkszos¢ efektow holo-CP formy ma charakter enzymatyczny, polegajacy na
absorbowaniu 1 przenoszeniu elektronow z réznych substratow na tlen. Kilka typdéw
substratow ma odrebne miejsca wigzania na czasteczce CP [20, 22, 23].

3.1. Aktywnos¢ ferroksydacyjna CP i metabolizm Zelaza

CP jest najbardziej znana ze swojej zdolno$ci do utleniania Fe?* do Fe3* (ferro-
oksydacja) i jest gtdéwna ferroksydaza w osoczu krwi [45, 46]. Ogolnie przyjmuje sie,
ze zdolnos¢ CP do utleniania Zelaza ulatwia uwalnianie tego metalu z komorek
i umozliwia wigzanie zelaza z transferyng w ptynie pozakomérkowym i we krwi. Rola
CP w tym procesie zostala pierwotnie wskazana przez badania z udziatem $win
z niedoborem miedzi [47] i psow [48], podczas gdy u innych ssakow poziomy CP-Cu
we krwi byly niskie, a nagromadzenie Zelaza miato miejsce w watrobie i niektorych
innych tkankach. Nastgpnie grupa Friedena odkryta, ze CP posiada aktywnos¢ ferroksy-
dazy [49]; pozniej wykazano, ze glowna cechg patologiczng genetycznego niedoboru
CP (aceruloplazminemia), wykrytego u ludzi i replikowanego u myszy, jest nadmierna
akumulacja zelaza w komorkach watroby, mézgu i trzustki [15, 46, 50]. Tak wigc istnieja
istotne dowody, ze enzymatycznie aktywna CP zwicksza odptyw zelaza z watroby,
a by¢ moze takze z komorek w innych tkankach takich jak mozg i trzustka, jak rowniez
makrofagow, szczegdlnie w warunkach hipoksji [51].
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Rysunek. 1. Fizjologiczne dziatanie CP [opracowanie wiasne]

Uwaza sig, ze tego rodzaju role odgrywa réwniez forma CP zwigzana z GPI. Ba-
dania nad skutkami akumulacji zelaza w mo6zgu w aceruloplazminemii roéwniez potwier-
dzaja t¢ koncepcje [15, 52], podobnie jak badania z makrofagami, w ktorych forma
GPI-CP byta lokalizowana z ferroportyng w tratwach lipidowych w obrgbie btony
plazmatycznej [29]. Co wigcej, ekspresja tej formy CP byta zwigkszona po ekspozycji
makrofagdéw (ale nie hepatocytdw) na nitrylotrioctanie zelaza w stezeniu 50-200 puM.
Jesli chodzi o etapy zwigzane z posredniczeniem w wyplywie zelaza, uwaza si¢, ze zelazo
uwalniane z komorek przez eksporter ferroportyne jest w stanie Fe?*; a utlenianie przez
CP pozwala zelazu zwiazac si¢ z jego zewnatrzkomdorkowym i nosnikowym biatkiem
osocza — transferyna, ktora wiaze Fe®* [53]. Rzeczywiscie, fizyczna interakcja pomiedzy
CP a transferryng zostata wykazana w badaniach in vitro i poprzez modelowanie [54].
Ostatnio udato si¢ wyjasni¢ etapy transferu elektronow i zelaza pomiedzy nimi.
W warunkach beztlenowych in vitro, Eid i wsp. (2014) zmieszali CP, transferyne i Fe?*
I, wykorzystujac techniki spektrofotometryczne oraz uwalniania chemicznego, obser-
wowali przeptyw elektronow (z Fe?*) w obrebie atoméw miedzi w CP [55]. Pokazato
to, ze Fe jest najpierw utleniane i przenoszone do dwoch ,miejsc uchwytu” na CP
w kompleksie di-transferryna-CP i ze oba jony Fe®* nastepnie przemieszczajg sie do
C-koncowych miejsc dwoch czasteczek transferryny, powodujac zmiany konformacyjne,
ktdre nastepnie uwalniajg je jako dwie monoferryczne czasteczki transferryny. Zgodnie
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z tym — Sarkar i wsp. (2003) wykazali, ze forma holo-CP stymuluje odptyw zelaza z ko-
morek makrofagdow i wigzanie ich z apotransferyna, ale tylko w warunkach niedo-
tlenienia [51].

Chociaz w osoczu krwi generalnie nie panujag warunki beztlenowe, tego rodzaju
badania przekonuja, ze taka seria zdarzen moze mie¢ miejsce. Jednoczesnie, pytania
0 wzgledne znaczenie tej funkcji CP pozostaja bez odpowiedzi. Na przyktad: dlaczego
uwalnianie zelaza przez CP wydaje si¢ by¢ tkankowo-selektywne? Posrednictwo CP
w odplywie Zelaza wydaje si¢ by¢ istotne dla watroby [15, 56] i prawdopodobnie dla
makrofagow [51], ale nie dla enterocytdw zaangazowanych we wchianianie zelaza
w uktadzie pokarmowym [57], gdzie rolg te wydaje si¢ pelni¢ ferroksydaza i hefajstyna
[58-60]. Hefajstyna jest bliskim ,,kuzynem” CP i ma podobng strukture, z ta roznicg, ze
jest zwiazana z blong plazmatyczna (i wewnetrznymi pecherzykami) przez domene
transmembranowa na C-koncu jednostki podobnej do CP [58, 61, 62]. Inaktywacja
hefajstyny prowadzi do zatrzymania zelaza przez enterocyt i powoduje niedobodr zelaza.
Ponadto grupa Aisena doniosta, ze transferyna sama w sobie ma aktywno$¢ ferroksy-
dazy [59, 63, 64], wigc inna ferroksydaza (jak CP lub hefajstyna) moze nie by¢ po-
trzebna. Inng potencjalng anomalig jest to, ze zwigkszone poziomy CP nie korelujg
z wickszym tempem odptywu zelaza do krwi; w rzeczywistosci odwrotnie jest w za-
paleniu, gdzie poziomy enzymatycznie aktywnej CP wzrastajg, ale poziomy zelaza
transportowanego w transferynie spadajg [65, 66].

3.2. Utlenianie hormonéw przez CP

Inng znang aktywnoscia CP jest zdolno$¢ do utleniania réznych amin biogennych.
Wiazanie tych substratow zachodzi w innym miejscu enzymu niz wigzanie zelaza.
Pomiar aktywno$ci enzymu CP poprzez utlenianie syntetycznych substratow zawiera-
jacych aminy (takich jak p-fenylenodiamina i o-dianizydyna) jest standardowa pro-
cedurg identyfikacji i ilo$ciowego oznaczania CP, i — przynajmniej w przypadku
ludzkiej CP — aktywnos¢ ta (podobnie jak aktywnos$¢ ferroksydazy) jest catkowicie
hamowana przez azydek. In vivo najbardziej prawdopodobnymi fizjologicznymi sub-
stratami dla CP sg dopamina, 5-OH tryptamina (serotonina), adrenalina i noradrenalina
[67], ale nie histamina (chociaz histamina wiaze si¢ do CP) [68]. Aminy te sg hormo-
nami lub prekursorami hormonéw, a utlenianie powoduje ich dezaktywacje. Poniewaz
wszystkie sygnaly hormonalne muszg by¢ szybko eliminowane, aby zapobiec dhugo-
trwalym nieregulowanym skutkom, wydaje si¢ prawdopodobne, ze CP przyczynia si¢
do inaktywacji tych naturalnych bioaktywnych amin. Jednak CP nie jest jedynym
zaangazowanym enzymem. W osoczu wystepuja inne zalezne od miedzi oksydazy
aminowe i diaminowe, w tym jedna, ktora utlenia histaming [69-72].

3.3. Obrona antyoksydacyjna

CP jest jednym z glownych zewnatrzkomorkowych ,,zmiataczy” wolnych rodnikow.
Jej zdoIlno$¢ do hamowania lub niwelowania skutkow dziatania RFT wykazano dawno
temu w badaniach in vitro z oczyszczong CP — glownie przez grupy Goldsteina
i Gutteridge [73-75]. Wykazano, ze CP hamuje szereg reakcji utleniania, w ktorych
biora udziat nadtlenki i ponadtlenki, w tym reakcj¢ Fentona, ktora tworzy rodnik
hydroksylowy (OH-) z H,O; oraz dysmutacj¢ ponadtlenkéw [21]. Liczne badania
wykazaty rowniez specyficzne hamowanie przez CP uszkodzen biomolekut, takich jak

91



Nataniel Stefanowski, Halina Tkachenko, Natalia Kurhaluk

tworzenie cukru prostego z grupy aldopentoz, jakim jest deoksyryboza indukowana
przez rodniki hydroksylowe i ponadtlenkowe [75], a takze wiele innych. Tak wigc juz
w latach 80. ubiegtego wieku CP byta postrzegana jako neutralizator RFT, zdolny do
przejmowania dodatkowych elektronéw i przekazywania ich na O, w celu utworzenia
wody. Nowsze badania dotyczace zdolnosci CP do neutralizacji rodnikow sg trudne do
znalezienia, cz¢$ciowo dlatego, ze rola CP jako ferroksydazy przystonita specyfike jej
innych funkcji. Wzgledny lub absolutny brak CP (albo w krazeniu, albo czasteczek
zwigzanych z powierzchnig przez GPI) powoduje akumulacje Zelaza w niektorych
komorkach; obfito$¢ zelaza moze zwickszy¢ generowanie RFT i powodowaé uszko-
dzenie biomolekut i $mier¢ komorki, dlatego obecnos¢ CP najprawdopodobniej moglaby
zapobiega¢ rowniez radykalnym uszkodzeniom w komorce. Rzeczywiscie, pacjenci
nie wykazujacy ekspresji CP (aceruloplazminemia) maja zwigkszona peroksydacje
lipidow w czgéciach mozgu zwigzanych z akumulacja Zelaza (jadro ogoniaste i skorupa)
[76], jak rowniez w korze mozgowej i mozdzkowej [77].

Jednak drugim powodem powstatych uszkodzen w aceruloplazminemii bytby brak
funkcji antyoksydacyjnej CP, aby poradzi¢ sobie z rodnikami i zapobiec uszkodzeniu
komorek. Zgodnie z tymi pogladami niska aktywnos¢ CP (ale bez aceruloplazminemii)
1 poziom tego biatka w plynie moédzgowo-rdzeniowym stwierdza si¢ w chorobie
Parkinsona, gdzie zelazo gromadzi si¢ w istocie czarnej i uszkadza ja [78]. Co ciekawe,
pacjenci z chorobg Parkinsona majg réwniez nizszy poziom CP w osoczu krwi [79].
Przyczyny mniejszej ekspresji CP u pacjentow z choroba Parkinsona (zaréwno
W modzgu, jak i we krwi) pozostaja nadal do wyjasnienia [4].

3.4. CP jako krazace Zrodlo miedzi dla komérek

Chociaz miedz w formie holo-CP w osoczu i innych ptynach jest zakotwiczona
W swojej strukturze i nie moze by¢ dializowana w normalnych warunkach fizjolo-
gicznych, od dawna istnieja dowody na to, ze miedZz w CP jest dostarczana do komorek
w wielu tkankach [80-82]. Rzeczywiscie, niektore tkanki (takie jak tozysko i serce)
preferuja formg¢ CP-Cu, w odr6znieniu od tych zwigzanych z albuming i transkupreing
lub makroglobuling [81, 83]. Ostatnie prace, w ktdrych zastosowano hodowane komorki
ludzkie i mysie inkubowane odpowiednio z oczyszczona ludzka i mysig CP, znako-
wane radioizotopem Cu, potwierdzily i rozszerzyly te badania [62, 84]. Badania wyka-
zaly, ze transfer miedzi z CP do komorek zachodzi na powierzchni komorki i podczas
inkubacji z komorkami (ale nie bez komorek) forma holo-CP zostaje przeksztalcona
w apoforme, bez zmiany catkowitej ilosci CP (okreSlonej metodg Western blot) [63, 84].
Tak wiec chociaz inne biatka moga dostarcza¢ miedz do komorek [85] 1 zastgpowac CP,
poniewaz ludzie i zwierzeta z aceruloplazminemig nie cierpia na oczywiste niedobory
miedzi [86], CP jest waznym zrodtem tego pierwiastka dla komorek.

4. Regulacja ekspresji CP

Gtownymi czynnikami determinujgcymi poziom CP w osoczu krwi sg cytokiny
zapalne, estrogeny i progestageny oraz niedobor miedzi [4, 21]. CP jest bardzo wrazliwa
na niedobdr miedzi. Jej aktywno$¢ (zalezna od miedzi) i ilo$¢ spadaja, gdy spozycie
miedzi w diecie jest niskie. Pomiary aktywnosci CP moga zatem pomoc zdiagnozowaé
niedobor miedzi w organizmie. Niedotlenienie i anoksja moga réwniez odgrywac role,
przynajmniej w niektorych stanach patologicznych. Jako reagent ostrej fazy u wszystkich
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badanych gatunkéw, poziom CP w osoczu krwi wzrasta, gdy uktad odpornosciowy
reaguje na infekcje i stany zapalne. Reakcje zapalne sa w duzej mierze posredniczone
przez cytokiny, a specyficzne odpowiedzi CP osocza na interleuking 1 (IL-1, ang.
interleukin 1), interleuking 6 (IL-6, ang. interleukin 6) i czynnik martwicy nowo-
tworéw (TNF-0, ang. tumor necrosis factor a) zostaly zarejestrowane u krolikow i1 na
hodowanych ludzkich komoérkach watrobiaka juz dawno temu [41].

Watroba jest glownym organem odpowiedzialnym za zmiany w stezeniu bialek
osocza towarzyszace odpowiedzi ostrej fazy; jest organem, z ktorego pochodzi wigk-
szo$¢ bialek krazacych we krwi. CP nalezy do grupy biatek pozytywnie reagujacych na
stany zapalne i infekcje (tzn. zwigksza si¢ jej synteza i wydzielanie). Inne biatka
odpowiedzi pozytywnej w reakcjach zapalnych zaangazowane w metabolizm miedzi
i zelaza to ferrytyna surowicy i czynnik krzepnigcia VIII. Do ,,ujemnych” biatek ostrej
fazy zwigzanych z miedzig i Zelazem naleza albumina (najbardziej dotknigta pod
wzgledem ilosci bialka) i1 transferyna. Wszystkie te zmiany skutkujg zmniejszonym
transportem zelaza i zwigkszonym poziomem miedzi w osoczu podczas ostrej fazy
procesu zapalnego. Jak wspomniano wczesniej, wzrost produkcji CP w ostrej fazie wy-
stepuje w potaczeniu ze zmniejszonym (a nie zwigkszonym) odptywem zelaza z komo-
rek, gtéwnie watroby, $ledziony i blony Sluzowej jelit, w czym posredniczy przede
wszystkim zwigkszone uwalnianie hormonu hepcydyny z watroby. Hepcydyna nasila
degradacje ferroportyny, zmniejszajac jej rozmieszczenie na powierzchni komorek [87].
Wynikajgce z tego zmniejszenie odplywu zelaza z tych glownych tkanek zatrzymu-
jacych zelazo, ktére jest rowniez dostarczane z pozywieniem, powoduje akumulacje
tego pierwiastka. Przyktadowo: w ostatnich badaniach przeprowadzonych przez Naz
i wsp. (2012) u szczuréw i myszy, ktorym wstrzyknigto terpentyng w celu wywotania
odpowiedzi ostrej fazy, odnotowano zwiekszone poziomy mRNA i bialek watrobowych,
tj. hepcydyny, transferyny i receptora transferyny (jak réwniez transporteru metalu
dwuwartosciowego 1, DMTI, z ang. N, N-dimethyltryptamine 1) oraz zmniejszone
poziomy mRNA 1 biatek dla izoform ferroportyny (jak rowniez biatka hemochromatozy
HFE, hemojuweliny i hefajstyny), z ktorych wszystkie korelowaly ze zwigkszonym
catkowitym, cytozolowym i jadrowym stezeniem zelaza [88]. W §ledzionie stwier-
dzono réowniez zwigkszona ekspresje hepcydyny i zmniejszona ekspresje ferroportyny.
Podawanie myszom IL-6, IL-1b i TNF-o spowodowato podobne efekty, a zmiany te
byly zahamowane (cho¢ nie nieobecne) u myszy z nokautem genu IL-6 [89-92]. Nie
tylko aktywnosé¢ ferroportyny byla zmniejszona w odpowiedzi ostrej fazy, ale takze
wzrastat komérkowy wychwyt zelaza, jak wykazano m. in. w hodowlach pierwotnych
hepatocytow reagujacych na te same cytokiny, w tym szczegdlnie na IL-6 [42, 93, 94].
IL-6 wydaje si¢ gldéwna cytoking odpowiedzialng za zmiany w transporcie zelaza
i regulacje stgzenia CP w ostrej fazie procesu zapalnego [95, 96, 97]. Istnieja 3 elementy
odpowiedzi na IL-6 w regionach wzmacniacza transkrypcji i promotora genu CP, a szlak
odpowiedzi na IL-6 (ktora zachodzi poprzez receptory niereceptorowej kinazy tyrozy-
nowej) angazuje biatko widetkowe O1 (FOXO1, ang. forkhead box protein 1), przynaj-
mniej w hepatocytach [98, 99, 100, 101].
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5. CP w chorobach neurodegeneracyjnych

5.1. Choroba Wilsona

Choroba Wilsona (WD) jest dziedziczong autosomalnie recesywnie chorobg zaburzen
metabolizmu Cu 1 zostala po raz pierwszy zdefiniowana w 1912 roku. Gléwnymi ce-
chami klinicznymi WD sg: dysfunkcja watroby oraz deficyty neurologiczne objawia-
jace sie dystonig i parkinsonizmem [102]. WD charakteryzuje si¢ szkodliwa akumulacjg
miedzi w watrobie i mozgu. Jest to jedno z tych rzadkich zaburzen genetycznych, ktore
potrzebuja skutecznego i1 trwajacego cale zycie leczenia, ktore radykalnie zmienito
rokowanie w tej chorobie [103]. WD jest zwykle podejrzewane, gdy stezenie CP i miedzi
W surowicy jest niskie, a 24-godzinne wydalanie miedzi z moczem jest podwyzszone
[104].

Obecnie uwaza si¢, ze wykrywanie mutacji w genie ATP7B (ATPaza typu P)
przyczynia si¢ do rozpoznania WD. Do tej pory zidentyfikowano ponad 500 mutacji,
przy czym nie stwierdzono wyraznej korelacji migdzy genotypem a fenotypem [104, 105].
Pojawia si¢ coraz wigcej dowodow na to, ze WD moze by¢ znacznie bardziej po-
wszechna niz wezesniej szacowano [106, 107]. R6zny poziom ekspresji ATP7B stwier-
dzono w watrobie, nerkach, tozysku i mézgu [108]. W moézgu ATP7B ulega ekspresji
glownie w splocie naczynidwkowym, zwojach podstawnych, mézdzku i korze moz-
gowej [109]. ATP7B odgrywa role w transporcie Cu do sieci trans aparatu Golgiego
(TGN), gdzie Cu jest wiaczana do CP, a takze bierze udziat w wydalaniu Cu z z6lcia.
Do waznych procesow transportu Cu nalezy wigzanie Cu do biatka Atoxl (ang.
antioxidant 1 copper chaperone) w cytozolu i przemieszczanie do TGN, gdzie Cu jest
wbudowywana do CP przy udziale ATP7B [107]. Mutacja genu ATP7B skutkuje upo-
sledzeniem wydalania Cu i nadmiarem magazynowania Cu w tkankach, co prowadzi
do szeregu szkodliwych reakcji, zwlaszcza stresu oksydacyjnego, ktéry moze uszka-
dza¢ komorki [110, 111].

Akumulacja wolnej Cu (nie zwigzanej z CP) jest gtdéwna cechg patologiczng choroby
Wilsona. Niskie poziomy CP powoduja wyzsze warto$ci wolnej miedzi (> 1,6 mM)
w krazeniu og6lnym, co powoduje uszkodzenie tkanek i stres oksydacyjny rowniez
W mozgu (np. obecnos¢ pierscienia Keizera-Fleischera). W astrocytach mozgu akumu-
lacja Cu prowadzi do upo$ledzenia bariery krew-modzg, a w konsekwencji — do uszko-
dzenia neuronéw i oligodendrocytéw [112]. Ponadto dysfunkcja ATP7B w astrocytach
moze powodowaé uposledzenie produkcji formy holo-CP, czego konsekwencja jest
obnizona aktywno$¢ ferroksydazy i uposledzony odptyw Fe [113-115].

W badaniu PET wykazano zwickszony wychwyt znakowanego radioaktywnie Fe
U pacjentow z WD w porownaniu ze zdrowymi ochotnikami [116]. Na uwage zastuguje
fakt, ze akumulacja zelaza moze by¢ wynikiem niskiego poziomu CP u pacjentow
z WD, u ktorych poziom CP byl nizszy niz 5% wartosci w normie [117, 118].
Dodatkowe badania ATP7B (-/-) z udzialem myszy wykazaly, ze nie doszto do
akumulacji Cu w mozgu, a zatrucie Cu nie spowodowato akumulacji Fe w mézgu lub
watrobie myszy [119, 120]. Wszystkie te badania pos$rednio sugeruja, ze na zaburzony
metabolizm Fe u os6b z WD ma wptyw obnizony poziom CP, a nie akumulacja Cu.
Ogolnie rzecz biorac, oprocz Cu, akumulacja innych metali u 0sob z WD pozostaje
niejasna, ale istniejg dowody, ze zarowno Fe, jak i Mn moga powodowac neurodegene-
racje [121]. Konieczne sg dalsze badania w celu poznania doktadnej roli CP u 0s6b z WD.
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5.2. Neurodegeneracja z akumulacjg zelaza w mozgu

Neurodegeneracja z akumulacja zelaza w mozgu (NBIA, ang. neurodegeneration
with brain iron accumulation) stanowi niejednorodna i ztozong grupe dziedzicznych
choréb neurodegeneracyjnych charakteryzujacych si¢ nadmiemg akumulacjg Zelaza,
szczegblnie w jadrach podstawnych. Typowe cechy kliniczne NBIA obejmuja zaburzenia
ruchu, zwlaszcza parkinsonizm i dystonig, zaburzenia funkcji poznawczych, objawy
piramidalne i nieprawidtowosci siatkowki. Opisane do tej pory formy NBIA obejmuja
m.in. neurodegeneracje zwigzang z kinaza pantotenowa (PKAN, ang. pantothenase
kinase-associated neurodegeneration), neurodegeneracje zwigzana z fosfolipazg A2
(PLAN, ang. phospholipase A2 associated neurodegeneration), neuroferrytynopatie,
aceruloplazminemie, neurodegeneracj¢ zwigzang z biatkiem beta-propellerowym (BPAN,
ang. beta-propeller protein-associated neurodegeneration) [122].

Miejsce akumulacji zelaza znajduje si¢ gtéwnie w jadrach podstawy, a konkretnie
w galce bladej (tac. globus pallidus) i istocie czamej (tac. substantia nigra). Charak-
terystycznymi objawami klinicznymi sg zaburzenia ruchowe, spastycznos$¢ i zaburzenia
poznawcze [123]. Dotychczas zidentyfikowano dziesi¢¢ mutacji genow zwigzanych
ZNBIA, w tym mutacji genéw CP, tancucha lekkiego ferrytyny (FTL, ang. ferritin
light chain), kinazy pantotenowej 2 (PANK2, ang. pantothenate kinase 2), grupy 6
fosfolipazy A2 (PLA2G6, ang. Phospholipase A2 group 6) itd. Mechanizmy mole-
kularne tych chorob genetycznych sa pozornie niepowigzane, ale zar6wno CP, jak
i FTL sg bezposrednio zaangazowane w homeostaze zelaza [124].

5.3. Aceruloplazminemia

Aceruloplazminemia, nalezaca do grupy NBIA, jest choroba dziedziczong autoso-
malnie recesywnie, spowodowang mutacja w genie CP. Jest to typowa choroba ukazu-
jaca zwigzek miedzy odkladaniem si¢ zelaza a neurodegeneracja, co pomaga zrozumiec¢
role CP w OUN. Objawy neurologiczne tej choroby obejmuja skurcz bton sluzowych
nosa, dystoni¢ zuchwy, plasawice, dyzartrig, ataksje, parkinsonizm i zaburzenia funkcji
poznawczych [125]. Wyniki badan patologicznych w moézgu pacjentdéw wykazaty
oczywista akumulacje zelaza zard6wno w astrocytach, jak i neuronach, a zmiany neuro-
degeneracyjne zostaty stwierdzone w korze médzgowej, zwojach podstawy, jak rdéwniez
jadrach zebatych i korze m6zdzku [126].

Badania nad patogeneza molekularng w aceruloplazminemii prowadzono, analizujac
komorki ssakoéw i modele mysie charakteryzujace si¢ mutacjami genu CP [127-129].
Dotychczas proponowane molekularne mechanizmy uszkodzenia nerwow przez aku-
mulacje¢ zelaza przypisywane sg dziataniu RFT i stresowi oksydacyjnemu [130, 131].
W przypadku braku aktywnosci CP, Fe?* nie moze by¢ utlenione i gromadzi si¢ zna-
czaco w obrebie astrocytow, co obserwuje si¢ w patologii aceruloplazminemii [132].
Jednoczesnie w tkankach mozgowych i ptynie mézgowym odnotowano wyrazny wzrost
markerow stresu oksydacyjnego, w tym wzmozong peroksydacj¢ lipidow i oksyda-
cyjne modyfikacje biatlek w odpowiedzi na nadmierng toksycznos¢ zelaza [133, 134].
Model z niedoborem CP wykazal, Zze utrata komorek neuronalnych moze wynikaé
z braku zelaza w regionach mézgu, w ktdrych zelazo w astrocytach nie jest skutecznie
mobilizowane do wychwytu przez neurony, a nadmierne nagromadzenie zelaza w astro-
cytach moze rowniez skutkowac¢ uszkodzeniem oksydacyjnym tych komorek, z nastgpcza
utratg czynnikdw wzrostu pochodzenia glejowego, krytycznych dla neuronow [27].
Uszkodzenie komorek neuronalnych moze wynika¢ z niedoboru zelaza juz we wezesnym
stadium [15].
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5.4. Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera jest najczgstsza postacig neurodegeneracji u dorostych i cha-
rakteryzuje si¢ postgpujaca utratg funkcji poznawczych prowadzaca do $mierci. Do
cech charakterystycznych tej neuropatologii naleza gromadzenie si¢ pozakomdrkowych
blaszek amyloidowych w dotknigtych chorobg regionach mozgu, tworzenie wewnatrz-
neuronalnych splatkow neurofibrylarnych, przewlekly stan zapalny, stres oksydacyjny
oraz nieprawidlowa homeostaza biometali [135]. AD charakteryzuje si¢ postgpujaca
neurodegeneracjg zwigzang z odktadaniem si¢ blaszek starczych (SPs, ang. senile plaques)
i splatkéw neurofibrylarnych (NFTs, ang. neurofibrillary tangles) w mézgu [136, 137].
Chociaz mechanizmy rozwoju AD sg wcigz dyskutowane, dowody potwierdzaja, ze
metale takie jak Cu, Fe, Zn i Mg sa zaangazowane w procesy odktadania amyloidu-f3
(AP, ang. amyloid-f) w blaszkach i wiaczania fosforylowanego biatka tau do splatkow
neurofibrylarnych [138, 139]. Jony metali moga nie tylko powodowa¢ stres oksy-
dacyjny, neurotoksyczno$¢ i apoptozg, ale takze indukowac neurogeneze i plastycznos¢
Synaptyczng. Jesli mechanizm rownowazenia joné6w metali zostanie zaburzony, moze
doprowadzi¢ to do rozwoju AD [140]. Jak juz wspomniano, Cu i CP zostaly impli-
kowane w patogenezie zarowno AD, jak i PD [141]. W kilku badaniach stwierdzono,
ze deregulacja metabolizmu Cu przyczynia si¢ do rozwoju tych szlakow patogene-
tycznych i moze by¢ czynnikiem ryzyka przyspieszajacym kaskade choréb [142, 143].
Noda i wsp. (2013) wykazali, ze Cu nasila dimeryzacje bialka prekursorowego amyloidu
(APP, ang. amyloid precursor protein) i zwieksza zewnatrzkomorkowe uwalnianie Ap.
Z drugiej strony, D-penicylamina, chelator Cu, hamowata powyzszy proces [144].
Ponadto, w niektdrch metaanalizach wykazano wzrost poziomu wolnej Cu (nie zwig-
zanej z CP) w surowicy i ptynie mozgowo-rdzeniowym pacjentow z AD [145, 146].
Zgodnie z tym, w badaniu podtuznym u pacjentow z AD wykazano, ze wyzsze poziomy
wolnej Cu w surowicy koreluja z niekorzystna ewolucja funkcji poznawczych [146].

Oprécz Cu w patogenezie AD szeroko badany jest rdOwniez poziom zelaza. Zwigk-
szone stezenie zelaza odnotowano w korze mézgowej i mozdzku u 0soéb z przedkliniczna
postacig AD i tagodnymi zaburzeniami poznawczymi [147]. Dyskutowano 0 tym, ze
zelazo moze mie¢ bezposredni wplyw na powstawanie blaszek miazdzycowych poprzez
wplyw na APP. Zelazo moze wigza¢ sie z AP i biatkiem tau, aby indukowaé agregacje
AP 1 hiperfosforylacje¢ biatka tau, zwiekszajac toksycznos$¢ dla neuronow [148, 149].
Wiadomo teraz, ze CP odgrywa zasadniczg role w homeostazie Cu i zelaza, natomiast
kwestia, czy CP dziala jako czynnik ochronny w rozwoju AD pozostaje jeszcze do
ustalenia [150-152]. Co cickawe, pojawiaja si¢ dowody na istnienie genetycznego
ryzyka zachorowania na AD zwigzanego z allelami ATP7B, gdy w krazeniu og6élnym
wzrasta poziom formy apo-CP [153-155]. Wyniki te sugerujg, ze CP moze odgrywaé
role ochronng w chorobach neurodegeneracyjnych [121].

5.5. Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona jest druga co do czestosci wystegpowania chorobg neurodege-
neracyjng po AD [156]. Klinicznie zaburzenie to charakteryzuje si¢ glownie czterema
objawami motorycznymi: drzeniem spoczynkowym, sztywnoscia, spowolnieniem
ruchowym i niestabilno$cig postawy [157], chociaz w ostatnich latach coraz bardziej
podkresla si¢ znaczenie cech pozamotorycznych w PD, takich jak depresja i zaburzenia
snu [158]. Patologicznie PD charakteryzuje si¢ postepujaca utrata neuronéw dopami-
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nergicznych w istocie czarnej (SN, tac. substantia nigra), ktérg uwaza si¢ za odpowie-
dzialng za objawy ruchowe choroby. Dodatkowo wykazano, ze inkluzje biatkowe zwane
cialami Lewy'ego, wystepujace w roznych obszarach moézgu pacjentdw z PD, pojawiaja
si¢ przed utrata neuronéow dopaminergicznych [159]. Chociaz mechanizmy lezace
u podstaw patofizjologii PD nie zostaly w pelni zrozumiane, coraz wigcej dowodow
sugeruje, ze stan zapalny i stres oksydacyjny odgrywaja kluczowa role w kaskadzie
zdarzen prowadzacych do degeneracji neuronéw dopaminergicznych [160, 161]. Za
udziatem reakcji zapalnej w przebiegu PD przemawia aktywacja komorek mikrogleju
I reaktywna astroglioza w mézgach pacjentow z PD [162-164].

Stopniowo zaczgto zwraca¢ uwage na mozliwos¢, ze zaburzenia homeostazy jonow
metali odgrywaja role w PD [165, 166]. Ostatnie badania sugeruja, ze poziom wolngj
Cu koreluje z nasilonym stresem oksydacyjnym, oligomeryzacja alfa-synukleiny i two-
rzeniem ciat Lewy'ego w PD. Obnizenie poziomu CP-Cu moze sprzyja¢ akumulacji
zelaza i zwigzanej z tym aktywacjg stresu oksydacyjnego [167, 168]. Niektore badania
wskazujg na niska aktywno$¢ CP w ptynie moézgowo-rdzeniowym i akumulacje zelaza
w SN w przebiegu PD, a szczego6lnie u pacjentow z genotypem AT wariantu rs707753
genu CP (co odpowiada zmianie w biatku D544E) [78, 169]. Dysfunkcje CP w PD
zostaty rowniez udokumentowane w innych badaniach. Stwierdzono, Ze obnizona
aktywno$¢ ferroksydazy byta zwigzana z wczesniejszym poczatkiem choroby i marke-
rami odkladania Zzelaza w SN pacjentéw z PD [170]. Zgodnie z tym wykazano okoto
80% utratg aktywnosci ferroksydacyjnej CP w SN pacjentow z PD [14]. W szczeg6l-
nosci badanie przeprowadzone na mysim modelu PD wykazalo, ze obwodowa infuzja
CP moze zmniejszy¢ neurodegeneracje i akumulacje Zzelaza w rdzeniu kregowym
[171]. Johannesson i wsp. (2012) sugeruja, ze stezenie CP i jej aktywno$¢ oksydacyjna
sa znaczaco obnizone przy akumulacji zelaza w SN i zwojach podstawy. Poprzez indu-
kowanie syntezy neuromelaniny CP moze chroni¢ neurony w SN [172]. Tym samym
regulacja poziomu CP moze by¢ potencjalng terapig modyfikujaca przebieg PD [173].
Grolez 1 wsp. (2015) wykazali, ze wigkszo$¢ pacjentow leczonych deferipronem (che-
latorem Zelaza) wykazywata poprawe kliniczng i radiologiczna, przy czym pacjenci
Z nizsza aktywnoscia CP wydawali si¢ lepiej odpowiada¢ na chelatacje zelaza [78].
Niemniej jednak potrzebne sa obecnie dalsze badania prowadzone na duzych grupach
pacjentow, aby ustali¢, czy farmakologiczna modulacja aktywnosci CP moze by¢ inno-
wacyjng strategig neuroprotekcyjna w PD i czy polimorfizm genu D544E CP jest
odpowiednim biomarkerem w diagnostyce PD. Ponadto obserwowane wtasciwosci
prooksydacyjne CP w przebiegu PD sugeruja, ze podejscie terapeutyczne oparte na CP
u ludzi moze nie by¢ skuteczne [174].

Ze wzgledu na zlozony genotyp i fenotyp u pacjentéw z PD, a takze rd6zne mecha-
nizmy uposledzenia aktywnoéci ferroksydacyjnej CP, obecnie nie wiadomo, czy poten-
cjalna strategia terapeutyczna CP jest trafna. Podobnie jak PD, stwardnienie zanikowe
boczne (ALS, ang. amyotrophic lateral sclerosis), inna $miertelna choroba neurodege-
neracyjna, ma t¢ sama charakterystyczng ceche: selektywng — utratg neuronow.
Mechanizmy tej utraty pozostaja nieznane, a badania dotyczace roli CP w ALS sa
ubogie. Conti i wsp. (2008) zasugerowali, Ze istnieje uposledzenie funkcji CP w plynie
mozgowo-rdzeniowym pacjentdow z ALS w pordwnaniu z grupa kontrolna (poprzez
oceng jej aktywnosci ferroksydacyjnej) [175]. Podsumowujac, poprzednie badania wyka-
zaly, ze CP moze odgrywac¢ role ochronng w chorobach neurodegeneracyjnych poprzez
swoje liczne funkcje, ale mechanizmy patofizjologiczne pozostaja niejasne i konieczne
s dalsze badania.
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5.6. Ceruloplazmina w chorobie wiencowej serca

Choroby uktadu krazenia (CVD, ang. cardio-vascular diseases) sa najczestsza
przyczyng zgondéw na $wiecie w krajach rozwinigtych. Jako kategoria diagnostyczna,
CVD obejmuje rézne jednostki chorobowe: chorobe wiencowa (CHD, ang. coronary
heart disease), objawiajaca si¢ zawalem serca (MI, ang. myocardial infarction) lub
dusznicg bolesna; chorobe naczyniowo-mdzgowa, objawiajaca si¢ udarem mozgu i prze-
mijajagcym atakiem niedokrwiennym; nadci$nienie t¢tnicze; chorobg tetnic obwodo-
wych oraz zgon z ktorejkolwiek z powyzszych przyczyn [176]. Mimo ze $miertelnos¢
z powodu CHD zmniejszyta si¢ w ciggu ostatnich kilkudziesigciu lat w krajach
zachodnich, nadal jest ona przyczyna okoto jednej trzeciej wszystkich zgonow u 0sob
powyzej 35. roku zycia [177]. Mimo Ze obecnie stosowane leczenie CHD obnizyto
liczbg nawrotéw choroby i zgondéw, osoby z CHD nadal sg narazone na wysokie
ryzyko wystapienia tych powiktan. U jednej trzeciej wszystkich pacjentow z CHD ze
znanymi, kontrolowanymi czynnikami ryzyka dochodzi do nawrotu choroby w ciggu
kolejnych 10 lat [178]. To zjawisko nazywa si¢ ryzykiem rezydualnym (szczatkowym)
i podjeto wiele dziatan w celu jego wyeliminowania. Zapalenie i stres oksydacyjny to
dwa z procesow zaangazowanych w rozwoj miazdzycy i CHD. Uwaza sig, ze stres
oksydacyjny jest konsekwencjg zwigkszonego stezenia krazacych neurohormonow
i zaburzen hemodynamicznych. Uposledzenie funkcji serca moze by¢ spowodowane
zaburzeniem rownowagi redoks, uszkodzeniem oksydacyjnym czasteczek komorkowych
lub uszkodzeniem sygnalizacji komorkowej uposledzajgcym przezycie komorek i prowa-
dzacym do ich $mierci [179,180].

Prawdopodobny zwiazek migdzy st¢zeniem CP w surowicy a wystepowaniem
miazdzycy i innych schorzen uktadu sercowo-naczyniowego zostal po raz pierwszy
zasugerowany w latach 50. XX wieku [181]. Wysokie st¢zenie CP w surowicy stwier-
dzono u pacjentow z miazdzyca tetnic [182], niestabilng diawica piersiowa [183],
udarem mozgu i MI [184]. Badania prospektywne wykazaly, ze CP w surowicy moze
by¢ niezaleznym czynnikiem ryzyka chorob sercowo-naczyniowych. Badanie kliniczno-
kontrolne przeprowadzone przez Reunanena i wsp. (1992) bylo pierwszym, ktore
wykazalo, ze CP w surowicy jest dodatnio zwigzane z CHD [185]. Poniewaz stan
zapalny jest uznawany za kluczowy czynnik w progresji miazdzycy, Mori i wsp. (1995)
oddzielili ryzyko zwigzane z CP od ryzyka zwigzanego z zapaleniem [podwyzszone
poziomy takich biatek jak: al-antytrypsyna, kwasna ol-glikoproteina, a2-makroglo-
bulina, haptoglobina, fibrynogen, biatko wigzgce C4b, lipoproteina a i biatko C-reak-
tywne (CRP, ang. C-reactive protein)] i zasugerowali, ze CP moze stuzy¢ jako niezalezny
czynnik ryzyka miazdzycy naczyn wiencowych oraz jako marker cigzkosci choroby
[186]. W tym kontekscie Klipstein-Grobusch i wsp. (1999) potwierdzili zwigzek miedzy
stezeniem CP w surowicy a pdzniejszym MI w czteroletnim badaniu kontrolnym.
Ryzyko MI dla najwyzszego w porownaniu z najnizszym kwartylem poziomu CP
wynosito 2,46 (95%, Cl 1,04-6,00), a zaleznos¢ ta utrzymywata si¢ po uzupelieniu
innymi potencjalnymi czynnikami, takimi jak biatko C-reaktywne lub liczba leuko-
cytow (obnizajac jedng trzecig efektu), co potwierdza teori¢, ze nadmiar CP sam
W sobie przyczynia si¢ istotnie do ryzyka CHD [187, 188, 189, 190].

W prospektywnym badaniu kliniczno-kontrolnym przeprowadzonym przez Kumar
1 wsp. (2009), ktorego celem byla identyfikacja i ocena potencjalnych czynnikow
ryzyka u pacjentow z normolipidemig i ostrym zawatem serca, ponownie Stwierdzono,
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ze poziom CP byt wyzszy u chorych pacjentéw niz w grupie kontrolnej; w badaniu
oceniano réwniez inne potencjalne markery, takie jak lipoproteina a, CRP i fibrynogen
[191]. Subkliniczna martwica mig¢snia sercowego jako cecha prognostyczna dtugoter-
minowego ryzyka wystgpienia niekorzystnych zdarzen sercowych byta wielokrotnie
badana. Tang 1 wsp. (2010) zbadali jg po raz pierwszy w grupie 3828 pacjentdw
poddawanych planowej diagnostycznej koronarografii z poziomem troponiny I ponizej
wartosci odciecia dla okreslenia i diagnozy zawatu migénia sercowego. Autorzy badali
mechanizmy lezace u podstaw martwicy migsnia sercowego i1 ryzyka wystgpienia
powaznych niekorzystnych zdarzen sercowo-naczyniowych. Poziomy CRP i CP byly
zwigzane z subkliniczna martwica migs$nia sercowego po 3 latach obserwacji [192].
Nastepnie Tang i wsp. (2012) badali zwigzek migdzy stezeniem CP a czgstoscig wyste-
powania powaznych niepozadanych zdarzen sercowo-naczyniowych (MACE = zgon,
zawatl i udar) u 4177 pacjentow poddanych planowej angiografii wiencowej po 3 latach
obserwacji. Przeprowadzili oni badanie asocjacyjne obejmujace caly genom CP w celu
okreslenia wariantow genetycznych, ktore moglyby by¢ zwigzane z wystgpowaniem
incydentow sercowo-naczyniowych. Stezenie CP w surowicy wigzato si¢ z wyzszym
ryzykiem zawatu serca, gdy porownywano gorny kwartyl z najnizszym. Poziom CP
pozostawal niezaleznym czynnikiem predykcyjnym MACE. Warianty genetyczne
w genie CP nie byly zwigzane z chorobowym lub incydentalnym ryzykiem choroby
wiencowej [193]. Do podobnych wnioskéw doszli Grammer i wsp. (2014), ktorzy
zbadali, czy st¢zenia miedzi i CP w surowicy byly zwigzane z chorobg wiencowg oraz
$miertelno$cia ze wszystkich przyczyn i z przyczyn sercowo-naczyniowych. Stezenie
CP bylo niezaleznie zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem zgonu [194]. Wreszcie u 4658
uczestnikow badania Malmé Diet and Cancer Study analizowano siedem markeréw
zapalnych w celu oceny ich czgstosci wystepowania w chorobach sercowo-naczynio-
wych i cukrzycy (zdarzenia wiencowe, w tym $miertelny i niezakonczony zgonem zawat
serca lub udar). CP, obok innych markerow, korelowata ze zwiekszonym ryzykiem
chorob sercowo-naczyniowych, ale nie cukrzycy [195].

6. Podsumowanie

Ceruloplazmina jest ferroksydaza surowicy, ktora zawiera wigcej niz 95% miedzi
wystepujacej w osoczu. Bialko to pochodzi z rodziny oksydaz wielomiedziowych,
ewolucyjnie konserwatywnej grupy biatek, ktoére wykorzystuja miedz do sprzegania
utleniania substratow z czteroelektronowg redukcja tlenu do wody. Liczne badania
wykazaly istotng role CP w homeostazie zelaza poprzez jej aktywnos¢ ferroksydazowsy.
Pomimo zapotrzebowania na miedZ w funkcjonowaniu ceruloplazminy, biatko to nie
odgrywa istotnej roli w transporcie lub metabolizmie tego metalu. Ponadto wykazano,
ze CP posiada aktywnos$¢ antyoksydacyjna, ktéra moze chroni¢ tkanki przed
uszkodzeniem oksydacyjnym.

Zwiazek pomigdzy neurodegeneracjg a brakiem CP zostal po raz pierwszy ziden-
tyfikowany u pacjentdow z aceruloplazminemig trzy dekady temu. Aceruloplazminemia
jest choroba neurodegeneracyjng wynikajaca z dziedzicznych mutacji powodujacych
utrate funkcji w genie ceruloplazminy. Charakterystyka tego zaburzenia ujawnita wazna
fizjologiczna role ceruloplazminy w okre$laniu tempa odptywu zZelaza z komorek i do-
starczyta nowych spostrzezen na temat metabolizmu Zelaza u ludzi. Ponadto niepra-
widlowy metabolizm jonéw metali 1 stres oksydacyjny wystepujg w innych chorobach
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neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Wilsona, Alzheimera i Parkinsona. Akumu-
lacja Zelaza w mozgu i obnizona aktywnos¢ CP sa zwigzane z neurodegeneracja. Obecnie
uwaza si¢, ze neurotoksycznos¢ akumulacji zelaza i Cu wynikajgca z niedoboru lub
obnizonej aktywnosci CP jest jednym z mechanizméw rozwoju chorob neurodegenera-
cyjnych. Nie wiadomo jednak, czy kumulacja tych jonoéw jest przyczyna, czy skutkiem
neurodegeneracji. Istnieje coraz wigcej dowodow na to, ze CP moze odgrywac rolg
neuroprotekcyjna w chorobach neurodegeneracyjnych. Niektorzy badacze wykazali
pozytywne wyniki leczenia poprzez regulacje¢ aktywnosci CP w chorobach neurodege-
neracyjnych. Przyszite badania powinny mie¢ na celu poznanie molekularnych mecha-
nizméw neurodegeneracji oraz zbadanie innych funkcji CP. Pozwoli to na opracowanie
skutecznych terapeutycznie lekow, ktore moglyby utrzymywaé rownowagg niezbednych
metali w mozgu.

W badaniach epidemiologicznych zwigzek pomiedzy st¢zeniem CP a chorobami
Sercowo-naczyniowymi i innymi schorzeniami nie jest jeszcze jasny, cho¢ powszech-
nie uznaje si¢, ze rola odgrywana przez CP w przeciwdziataniu stresowi oksydacyjnemu
jest kluczowa. Wigkszo§¢ badan potwierdza bezposredni zwiazek pomigdzy podwyz-
szonym poziomem CP a ryzykiem choréb sercowo-naczyniowych. Pacjenci z wysokim
stezeniem CP w surowicy byli bardziej narazeni na wystgpienie incydentoéw sercowych.
Jednak CP nie moze by¢ obecnie uznawana za marker ryzyka choroby wiencowej, ktory
mogtby mie¢ jakakolwiek warto$¢ w ustalaniu priorytetdw interwencji zapobiegaw-
czych wérdd osob z nierozpoznang chorobg ukladu sercowo-naczyniowego lub oferowac
zalecenia dla 0s6b we wtdrnej profilaktyce tych chordb [180].
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Metabolizm i funkcja ceruloplazminy

Streszczenie

Artykut stanowi wprowadzenie do problematyki dotyczacej fizjologicznych funkcji i metabolicznych prze-
mian ceruloplazminy (CP) — biatka wielofunkcyjnego w organizmie czlowieka i zwierzat, jednej z naj-
wazniejszych glikoprotein osocza krwi, wigzacej miedz i pelnigcej role ferroksydazy. Celem niniejszej
pracy jest przedstawienie wynikow badan w dostepne;j literaturze wyjasniajacych zagadnienia struktury i eks-
presji CP, jej poziomu i aktywnosci, modyfikacyjnych przemian powiazanych z aktywno$cia ferroksy-
dacyjng i metabolizmem zelaza, utlenianiem hormonéow, metabolizowaniem tlenku azotu (NO), a takze
funkcji zwigzanych z odpowiedzia zapalna. Innym mechanizmem dziatania CP zwiazanym z komoérkami
mikrogleju w moézgu jest wptyw na aktywnos¢ syntazy NO (iNOS), indukowanej czynnikami zapalnymi.
Glownymi czynnikami determinujgcymi poziom CP w osoczu krwi sg cytokiny zapalne, estrogeny i pro-
gestageny oraz niedobor miedzi. Wzrost produkcji CP w ostrej fazie wystgpuje w polaczeniu ze zmniej-
szonym odptywem zelaza z komorek, gtéwnie w watrobie, §ledzionie i blonie sluzowej jelit. Praca omawia
réwniez szeroko prowadzone dyskusje nad CP jako jednym z glownych zewnatrzkomorkowych ,,zmiataczy”
wolnych rodnikow. Wykazano, ze CP hamuje szereg reakcji utleniania, w ktorych biora udzial nadtlenki
organiczne i nadtlenek wodoru. Biorage pod uwage fakt, ze zdolno$¢ CP do utleniania Zelaza ulatwia
uwalnianie tego metalu z komoérek i umozliwia wiazanie zelaza z transferyng w plynie pozakomérkowym
oraz we krwi, CP jest najbardziej znana ze swojej zdolnosci do utleniania Fe?* do Fe®* (ferro-oksydacja).
Przeprowadzony przeglad literatury dowodzi, ze CP wystepuje jako krazace zrodto miedzi dla komorek.
Artykul omawia réwniez role CP w chorobach neurodegeneracyjnych, tj. chorobie Wilsona, neurodege-
neracyjnym uszkodzeniu z akumulacjg zelaza w moézgu, chorobie Alzheimera, Parkinsona, jak réwniez
role CP w przebiegu chorob uktadu sercowo-naczyniowego.

Stowa kluczowe: ceruloplazmina, metabolizm Zelaza, choroba Alzheimera, choroba Wilsona, choroba
Parkinsona

Metabolism and the function of ceruloplasmine

Abstract

The article is an introduction to the issues of physiological functions and metabolic changes of cerulo-
plasmin (CP) — a multifunctional protein in the human and animal body, one of the most important blood
plasma glycoproteins, binding copper and acting as ferroxidase. The aim of this study is to present the
results of studies of the available literature explaining the issues of structure and expression, level and activity,
modifying transformations related to ferroxidative activity and iron metabolism, hormone oxidation, nitric
oxide (NO) metabolizing functions, and functions related to the inflammatory response. Another mecha-
nism of CP action for microglial cells in the brain is the influence on the activity of inducible NO synthase
(iNOS), induced by inflammatory factors. The main factors determining the level of CP in the blood
plasma are inflammatory cytokines, estrogens and progestagens, and copper deficiency. The increase in CP
production occurs in conjunction with decreased iron drainage from cells, mainly in the liver, spleen, and
intestinal mucosa. The work also discusses the role of CP as one of the major extracellular "scavengers" of
free radicals. CP has been shown to inhibit a number of oxidation reactions involving organic peroxides
and hydrogen peroxide. Considering the fact that CP's ability to oxidize iron facilitates the release of this
metal from cells and allows iron to bind to transferrin in the extracellular fluid and blood, CP is best known
for its ability to oxidize Fe?* to Fe®* (ferro-oxidation). The literature review shows that CP acts as
acirculating source of copper for cells. The article also discusses the role of CP in neurodegenerative
diseases, such as Wilson's disease, neurodegenerative disorders with iron accumulation in the brain,
Alzheimer's and Parkinson's diseases, as well as the role of CP in the course of cardiovascular diseases.
Keywords: ceruloplasmin, iron metabolism, Alzheimer's disease, Wilson's disease, Parkinson's disease
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Analiza mechanizmu retencji kofeiny, kwercetyny
oraz fenolu w wybranych ukladach chromatografii
oddzialywan hydrofilowych (HILIC)

1. Wstep

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (ang. Hydrophilic Interaction Chro-
matography, HILIC) od ponad 30 lat cieszy si¢ niestabngcym zainteresowaniem jako
metoda analizy polarnych oraz zjonizowanych analitéw przy pomocy polarnych faz
stacjonarnych [1]. Stanowi ona alternatywe¢ dla innych metod chromatograficznych
takich jak chromatografia w normalnym (ang. Normal Phase Liquid Chromatography,
NPLC) oraz odwroconym (ang. Reversed Phase Liquid Chromatography, RPLC) ukta-
dzie faz [1, 2]. Dodatkowymi atutami tej metody sa: mozliwo$¢ zastosowania szero-
kiego wachlarza metod detekcji, np. spektrometrii mas (ang. mass spectrometry, MS),
wysoka selektywnos$¢ oraz sprawno$¢ rozdzielania zwigzkéw [3-5]. Faze ruchoma
w trybie HILIC stanowi mieszanina zawierajaca najczesciej od 2% do 40% wody oraz
acetonitryl lub inne rozpuszczalniki organiczne, np. alkohole. W celu kontrolowania
pH oraz sily jonowej eluentu szeroko stosowane sa dodatki substancji buforujacych
(octan amonu, mréwczan amonu) 2, 6].

Typowe fazy stacjoname stosowane w HILIC bazuja zwykle na Zelu krzemion-
kowym oraz jego modyfikacjach polegajacych na chemicznym zwigzaniu réznych grup
funkcyjnych [7, 8]. Takie modyfikowane chemicznie fazy stacjonarne mozna podzieli¢
w zalezno$ci od tadunku na fazy obojetne, fazy z tadunkiem oraz fazy dwubiegunowe
(zwitterjonowe) [8-10]. Do faz oboj¢tnych zalicza si¢ adsorbenty modyfikowane gru-
pami amidowymi, nitrylowymi oraz diolowymi. Fazy obdarzone fadunkiem zawieraja
grupy aminowe, poliaminowe, imidiazolowe oraz triazolowe. Fazy dwubiegunowe sta-
nowig nowg klase polarnych faz stacjonarnych. Tego typu adsorbenty zawierajg zardwno
silnie kwasne grupy kwasu sulfonowego, jak i silnie zasadowe czwartorzedowe grupy
amoniowe, oddzielone krotkimi tancuchami alkilowymi [7, 9, 11].

Mechanizm retencji w chromatografii oddziatywan hydrofilowych stanowi przed-
miot intensywnych badan wielu zespotéw badawczych. Jeden z pierwszych propono-
wanych mechanizméw retencji w HILIC zaktada, ze wodna czes¢ fazy ruchomej ad-
sorbuje si¢ na powierzchni polarnej fazy stacjonarnej (polarnych ligandow) w postaci
cienkiej warstwy, w obrebie ktorej nastepuje podziat analitu pomiedzy t¢ warstwe i orga-
niczng czg$¢ fazy ruchomej [2]. Wielu autorow wskazuje takze, ze istotny wplyw na
przebieg tego procesu, szczegdlnie przy uzyciu eluentdw o niskiej zawarto$ci wody,
moga mie¢ rowniez ro6znego typu oddzialywania adsorpcyjne oraz oddziatywania hydro-
fobowe i elektrostatyczne [2, 12, 13]. Ponadto — w przypadku zwigzkéw zjonizowa-

1 d412@stud.prz.edupl, Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Wydzial Chemiczny, Politechnika
Rzeszowska im. Ignacego Lukasiewicza.

2 Katedra Inzynierii Chemicznej i Procesowej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Rzeszowska im. Ignacego
Lukasiewicza.
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nych — czynnikiem wplywajagcym na mechanizm retencji moze by¢ takze wymiana jonowa
[14]. Wzgledny udziat poszczegdlnych mechanizmoéw i oddziatywan zwigzanych z kon-
kretnym przypadkiem procesu HILIC zalezy od trzech waznych czynnikéw: warun-
kow chromatograficznych, rodzaju i wlasciwosci fazy stacjonarnej oraz efektow zwia-
zanych ze strukturg i wlasnosciami analitu. W rezultacie uzyskiwany obraz mecha-
nizmu retencji w HILIC wydaje si¢ by¢ bardzo ztozony [10].

1.1. Wplyw temperatury na proces retencji — wykres i réwnanie van’t Hoffa

Zmiany temperatury majg istotny wplyw na selektywno$¢ i efektywnos$¢ chromato-
graficznego rozdzielania mieszanin, poniewaz wplywaja na lepkos¢ fazy ruchomej,
wspotczynniki dyfuzji chromatografowanych zwigzkow, dysocjacji oraz na ich oddzia-
tywania z fazg stacjonarng. Badania wptywu temperatury na proces retencji umozli-
wiaja ponadto ocen¢ mechanizmu retencji w rozpatrywanych uktadach [10, 14]. Wptyw
temperatury na proces retencji analizowany jest zwykle w oparciu o wykres van’t Hoffa
(zalezno$¢ Ink = f(1/T)). Wykres ten wykonuje si¢ na podstawie wartosci wspotczyn-
nikow retencji k chromatografowanego zwiazku, wyznaczanych dla mozliwie szero-
kiego zakresu zmian temperatury kolumny. W sposob teoretyczny, temperatura fazy
ruchomej (T) oraz wspotczynnik retencji chromatografowanego analitu (k) powiagzane
sg ze sobg rownaniem van’t Hoffa [15, 16]:

AH AS
Ink = ——+—+ InF €8]
R'T R
gdzie: AH, J/mol oraz AS, J/molK — odpowiednio zmiany entalpii i entropii zwigzane z przejsciem

chromatografowanego zwiazku od fazy ruchomej do fazy stacjonamej, R = 8,314 J/mol-K — stala gazowa,
1-¢
F=2%

o stosunek faz, &t — porowatos¢ catkowita ztoza.

Liniowy przebieg zaleznosci Ink = f(1/T) wskazuje zwykle na dominujacy wpltyw
pojedynczego mechanizmu na proces retencji. Natomiast przebiegi nieliniowe ozna-
czaja zwykle zmian¢ mechanizmu retencji lub pojawienie si¢ w globalnym mechanizmie
retencji dodatkowych oddziatywan (np. wigzan wodorowych, oddziatywan hydrofobo-
wych i/lub elektrostatycznych) wptywajacych na przebieg tego procesu [16-28]. Prak-
tycznie we wszystkich rodzajach chromatografii cieczowej, w zalezno$ci od uktadu
chromatograficznego, obserwuje si¢ zarowno liniowe, jak i nieliniowe przebiegi wykresu
van’t Hoffa. W glowniej mierze $wiadczy to o ztozonosci mechanizmu retencji w chro-
matografii cieczowej, na ktory wptywaja zardowno wiasnosci fizykochemiczne sktadni-
kow uktadu chromatograficznego (analitu, fazy stacjonarnej i ruchomej), jak i wzajemne
oddziatywania miedzy nimi.

1.2. Sprawnos¢ kolumny chromatograficznej

Sprawno$¢ kolumny chromatograficznej determinuje ksztalt piku chromatograficz-
nego, a tym samym istotnie wptywa na jakos¢ separacji analizowanych zwiazkéw che-
micznych. Sprawnos¢ kolumny okresla si¢ wysoko$cia rownowazng polce teoretycznej
WRPT (ang. Height Equivalent to Theoretical Plate, HETP). Pétke teoretyczng defi-
niuje si¢ natomiast jako wysoko$¢ warstwy wypetnienia (adsorbentu) w kolumnie, na
ktorej ustala sie rownowaga adsorpcyjna pomiedzy fazg ruchoma a stacjonarng, zgodnie
z warto$cig wspolczynnika podziatu K. Na poszerzenie pasma chromatograficznego
maja wplyw zasadniczo trzy czynniki [19, 20]:
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e dyfuzja wirowa, zalezna od wypehienia kolumny;
o dyfuzja wzdluzna (dyfuzja czasteczkowa) w fazie ruchomej;
e  0pory przenoszenia masy.
W 1956 roku van Deemter zaproponowal zaleznos¢ taczaca ze sobg WRPT, kine-

tyke procesu rozdzialu chromatograficznego oraz liniowg predko$¢ przeptywu eluentu
[19, 21]:

WRPT = A+2+C-u 2)

gdzie: A — okresla dyfuzje wirows, B — dyfuzj¢ molekularng w fazie ruchomej, C — opory przenoszenia masy,
U — predkos$¢ liniowa fazy ruchome;.

Minimum powyzszej funkcji dla predkosci u = Ugpym Odpowiada maksymalnej
sprawnos$ci kolumny/uktadu chromatograficznego. Schematyczna, graficzng interpre-
tacj¢ zaleznosci van Deemtera przedstawiono na rysunku 1.

WRPT

WRPT min

Uoptym

Rysunek 1. Graficzna interpretacja sktadowych réwnania van Deemtera oraz ich sumy (WRPT)
w funkcji predkosci liniowej eluentu

2. Czes¢ eksperymentalna

2.1. Aparatura i odczynniki

Badania wykonano z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego
Primaide firmy Merck-Hitachi (Niemcy). Aparat sktadat sie z nastepujacych urzadzen:
e pompa eluentu, model 1110;
e termostat kolumnowy, model 1310;
e detektor UV, model 1410.
Pracg chromatografu sterowat program D-7000 HSM firmy Merck, przy pomocy kt6-
rego rejestrowano oraz zapisywano na twardym dysku komputera wyniki eksperymentow.
W badaniach zastosowano nastgpujace rozpuszczalniki oraz testowe zwiazki che-
miczne:
acetonitryl, wyprodukowany przez firm¢ Merck, czysto$¢ > 99,9%;
metanol, wyprodukowany przez firm¢ Merck, czysto$¢ > 99,9%;
woda destylowana uzyskana przy pomocy ELKAR typ SolPure-78Z;
kofeina, wyprodukowana przez Fluka Analytical, czystos¢ > 99,0%;
kwercetyna, wyprodukowana przez CHEMAL, czysto$¢ > 99,0%;
fenol, wyprodukowany przez SIGMA — ALDRICH, czystos¢ > 99,5%.
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Zastosowano nastepujagce kolumny chromatograficzne: amidowa TSKgel Amide-80
firmy Tosoh Bioscience (100 mm x 4,6 mm, §rednica ziarna 5 pm) oraz aminowa
LiChroCART Purospher STAR NH; firmy Merck (150 mm x 4,6 mm, $rednica ziarna
5 um). Schematy struktur badanych faz stacjonarnych pokazano na rysunku 2.

vaLIS N

A B s;o2

Rysunek 2. Schematy struktur badanych faz stacjonarnych. A: TSKgel Amide-80,
B: LiChroCART Purospher STAR NH2

2.2. Metodyka badan eksperymentalnych

Pomiary wplywu sktadu fazy ruchomej oraz temperatury na retencj¢ badanych
analitow wykonywano w warunkach izokratycznych. Faze¢ ruchoma stanowity miesza-
niny wodno-acetonitrylowe oraz wodno-metanolowe. Natezenia przeplywu eluentu
wynosity: dla kolumny LiChroCART Purospher STAR NH, 1 [cm®min] zaréwno
w uktadach z acetonitrylem, jak i metanolem, natomiast dla kolumny TSKgel Amide-80
wynosity one 1 [cm®/min] dla uktadow z acetonitrylem oraz 0,5 [cm®/min] dla uktadow
z metanolem (ze wzglgdu na maksymalne dopuszczalne cisnienie pracy kolumny).
Stezenia badanych zwigzkéw chemicznych wynosity 20 [ug/cm?®]. Roztwory analitow
byly sporzadzane w odpowiednich eluentach (acetonitryl — woda oraz metanol — woda
w zakresie od 60% do 95% v/v modyfikatora organicznego). Wplyw temperatury na
proces retencji okreslono w zakresie od 20°C do 50°C, zmieniajac temperaturg co 5°C.
Objetos¢ dozowanej probki wynosita 20 [uL]. Detekcje pikow prowadzono przy
dhugosci fali 250 [nm].

Wartos$ci entalpii AH i entropii AS w réwnaniu van’t Hoffa wyznaczono metoda
regresji liniowej na podstawie doswiadczalnie otrzymanych zaleznosci Ink = f(1/T).
Doktadno$¢ dopasowania okre$lano na podstawie wspotczynnika determinacji R2.

Sprawnos¢ kolumny analizowano na podstawie wykreso6w van Deemtera dla trzech
wymienionych powyzej zwigzkdéw, stosujac wodno-acetonitrylowe oraz wodno-meta-
nolowe fazy ruchome dla dwoch stgzen rozpuszczalnika organicznego (70% 1 90% V/V).
Badania prowadzono w temperaturze 20°C dla nat¢zen przeplywu eluentu wynosza-
cych 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,40, 0,50, 0,65, 0,80, 1,0, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00
oraz 3,0 [cm*min]. Objetos¢ dozowania oraz st¢zenia probek byly takie same, jak
przedstawione powyzej. Wysokos$¢ rownowazng potce teoretycznej (WRPT) wyznaczano
na podstawie pierwszego i drugiego momentu centralnego otrzymanego piku chromato-
grafowanego zwigzku. W obliczeniach uwzglgdniono efekty dyspersyjne powodujace
dodatkowe poszerzenie piku, zwigzane z przeptywem plynu przez kapilary umiesz-
czone przed i za kolumng chromatograficzng (analogicznie jak powyzej, ale bez kolumny
chromatograficznej).
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2.3. Wplyw skladu fazy ruchomej na retencje

Na rysunku 3 przedstawiono doswiadczalnie wyznaczone zaleznos$ci k=f(owz0 ) dla
kolumny aminowej LiChroCART Purospher STAR NH; (rysunek 3 A), a takze TSKgel
Amide-80 (rysunek 3 B). Natomiast zaleznosci Inifok=f(przo) i Inifok=f(In@rz0)
przedstawiono na rysunku 4. Zgodnie z teorig Soczewinskiego — Snydera [22], liniowa
zaleznos¢ Ink = f(¢) wskazuje na dominujacy podzialowy mechanizm retencji, nato-
miast liniowa zalezno$¢ Ink = f(Ing) sugeruje adsorpcyjny mechanizm retencji. Przed-
stawione na rysunkach 3-4 zalezno$ci dla testowanych analitow, niezaleznie od zasto-
sowanej fazy stacjonarnej oraz skltadu eluentu zalezno$ci wykazuja silng nieliniowos¢.
W przypadku kwercetyny dla kolumny aminowej zaleznosci te przyjmujg U — ksztaltng
charakterystyke (rysunek 4 A). Swiadczy to o przechodzeniu wraz ze zmiang zawar-
tosci modyfikatora organicznego jednego mechanizmu retencji w drugi. Uzyskane
wyniki badan wskazuja, ze w eluentach bogatszych w wod¢ dominuje mechanizm po-
dzialowy, natomiast w uktadach bogatszych w faz¢ organiczng dominuje mechanizm
adsorpcyjny, w ktorym istotng role moga odgrywac réznorodne oddziatywania w obrebie
zaadsorbowanej warstewki wody. Globalny mechanizm retencji stanowi zatem kombi-
nacje¢ mechanizméw adsorpcyjnego oraz podzialowego. Wniosek ten jest zgodny
Z teorig Hemstroma i Irguma [23], wedlug ktoérej mechanizm retencji (szczegolnie
w HILIC) jest kombinacjg obydwoch ww. mechanizméw, ale w rdznych proporcjach,
zaleznych od natury fazy stacjonarnej, wlasciwosci analitu oraz sktadu eluentu.

A m Kofeina ® Fenol A4 Kwercetyna B m Kofeina e Fenol 4 Kwercetyna
2.0 =
454 4 ACN ACN
4.0
1.54 ]
3.54
3.0 ]
1.0 -
@ 1254 ~ & = g
L -
2.0 A [
A
1.54 " A 0.5+ A A A A
-
10f o I U TR ' ¥ .
05 S e e e . e ? S 0 6 o
"0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 035 0.40 0.45 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45
(DHZO [VN] (pH2O [VN]
m Kofeina ® Fenol 4 Kwercetyna m Kofeina ® Fenol 4 Kwercetyna
1.3
184 4 MeOH MeOH
124 =
1.6 4
1 A
1.1 -
A -
1.4+ A 1.0 A
A
A A
- A X 4 A
1.2 A & 0.9 = Py
] - ° L " L
- L -
1.04 ] ] [ ] L] 0.8
L]
0.7 4 L]
L J
§ . o
0.8 o @ % e @ ® e o o o
0.6

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 030 0.35 0.40 0.45 0.00 0.05 0.10 0.15 020 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45
Pypo VIV Przo [VIV]

Rysunek 3. Zaleznos¢ wspolczynnika retencji od utamka objetosciowego wody w skladzie fazy ruchome;j:

A — LiChroCART Purospher STAR NHz, B — TSKgel Amide-80
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Rysunek 4. Zaleznosci Infok = f{grzo ) 1 Inifok = f(Ingrzo) dla kolumn: A — LiChroCART Purospher STAR
NH>, B — TSKgel Amide-80

W celu dodatkowe;j, teoretycznej weryfikacji otrzymanych wynikéw badan do-
$wiadczalnych przeprowadzono pordéwnanie doktadnosci modeli retencji w uktadzie
k= f(lnpro) oraz k = f(Inpuusr). Wyrazeniem najczesciej stosowanym do opisu
podziatlowego mechanizmu retencji jest model zaproponowany przez Soczewinskiego
oraz Syndera [22-24]:

Ink = p; — po¢ 3)
gdzie: ¢ — utamek molowy lub objetosciowy modyfikatora, p1 oraz p2 parametry modelu.

W uktadach, w ktorych lokalna adsorpcja determinuje opis globalnego mechanizmu
retencji (NPLC), stosuje si¢ model adsorpcyjny opisany réwnaniem [24]:

Ink = p; — p;lng (4)

Kolejny model retencji zaleznosci k = f(pr0) w HILIC zostat zaproponowany
przez Jander¢ 1 wspotpracownikéw [25]. Model ten znajduje zastosowanie dla szero-
kiego zakresu zmian zawarto$ci wody/buforu w sktadzie fazy ruchome;j:

Ink=p;+p-@—ps-In(1+ps- @) (5)

gdzie: k — wspdlczynnik retencji, ¢ — utamek objetosciowy wody w eluencie, p1-ps — parametry modelu.
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Parametr p1 zalezy od analitu i uktadu chromatograficznego, parametry p2 i ps
odnoszg si¢ do efektow podzialowych i adsorpcyjnych zwigzanych z wpltywem ste-
zenia wody na retencje analitu, parametr ps jest wspotczynnikiem poprawkowym retencji
dla fazy ruchomej zawierajacej bardzo matle ilosci wody.

Na rysunku 5 przedstawiono graficzne poréwnanie danych doswiadczalnych z wy-
nikami modelowania dla badanych kolumn w uktadach woda — modyfikator organiczny.
W tabeli 1 zestawiono otrzymane warto$ci parametrow poszczegolnych modeli oraz
parametry trzech kryteriow statystycznych (odchylenie standardowe — SD, suma
kwadratow roznic pomigdzy danymi do$wiadczalnymi i teoretycznymi — SUM oraz
test Fishera — F) charakteryzujace doktadnos¢ poszczegdlnych modeli w opisie doswiad-
czalnych zalezno$ci k = f(In@rzo):

e suma kwadratow roznic pomigdzy danymi do§wiadczalnymi i teoretycznymi (SUM):

SUM = Z?]zl(kdosw(i) - kteor(i))z (6)

e odchylenie standardowe (SD):

_ [sum
SD = |7 (7

o test Fishera (F):
N 2
— (N_l)'Z?I:l(kdosw(i)—ZiW)

— (N-1DEY, (Kaosw (D—Keeor(D)”

gdzie: i = 1...N, N — liczba punktéw doswiadczalnych, 1 — liczba estymowanych parametrow modelu.

)

Na podstawie przedstawionych rysunkow oraz wartosci kryteriow statystycznych
mozna ogolnie stwierdzi¢, iz najdokladniejszy opis wplywu stezenia modyfikatora
eluentu na wartosci wspétczynnika retencji uzyskuje sie¢ za pomoca modelu podzia-
towego (4) oraz modelu adsorpcyjno-podzialowego (5) niezaleznie od zastosowanego
modyfikatora eluentu. Swiadcza o tym najnizsze wartosci SD oraz SUM, a takze naj-
wicksze wartosci testu Fishera. Tym samym uzasadnione zostajg wcze$niejsze zatozenia
odnosnie do zaproponowanych mechanizméw retencji substancji testowych w badanych
uktadach.

2.4. Wplyw temperatury na retencje

Zaleznosci wspotezynnika retencji od temperatury In/ok = f(1/T) analizowanych
zwigzkéw dla kolumn amidowej oraz aminowej w wybranych sktadach faz ruchomych
zaprezentowano na rysunku 6. Wartosci entalpii AH 1 entropii adsorpcji AS (obliczone
z réwnania van’t Hoffa) oraz wspotczynniki korelacji R? zestawiono w tabeli 2.
Uzyskane liniowe zaleznos$ci van’t Hoffa, oraz wartosci entalpii AH < 0, dla kofeiny
niezaleznie od zastosowanego uktadu, wskazuja, iz procesy sorpcji maja charakter
egzotermiczny. W przypadku fenolu oraz kwercetyny egzotermiczny charakter procesu
(AH < 0) uzyskano dla ukladow z metanolem niezaleznie od zastosowanej fazy
stacjonarnej. Jednakze w momencie zastosowania tych substancji dla uktadow zawie-
rajacych acetonitryl — otrzymane dodatnie warto$ci entalpii $wiadcza o endotermicz-
nym charakterze procesu sorpcji zarowno dla kolumny amidowej, jak i aminowe;j.
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Rysunek 5. Przyktadowe poréwnanie danych doswiadczalnych i wynikéw modelowania dla uktadow woda —
modyfikator organiczny (A — LiChroCART Purospher STAR NH>, B — TSKgel Amide-80)

Tabela 1. Wartosci estymowanych parametréw modeli retencji wraz z przedzialami ufhosci ich wyznaczenia
dla kofeiny w testowanych uktadach chromatograficznych

LiChroCART Purospher STAR NH»
Para- -
metr Kofeina Kwercetyna Fenol
ACN-H,0 | MeOH-H,0 ACN-H,0 | MeOH-H,0 | ACN-H,0 | MeOH-H,0

2 p1 0,49 +0,46 0,07 40,01 1,02+0,01 035+0,13 | 0,006+0,003 | -0,16+0,01
) P2 1,428+0,18 | 0,09+0,04 3,28+0,01 015005 | 1,085+0,01 0,34+0,01
-2 SD 0,021 0,01 0,35 0,16 0,05 0,02
% SUM 0,021 0,001 0,74 017 0,02 3,31-10°
A~ | TestF 9,51 1,428 2,16 087 5,90 4,16
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- P 027053 | 002001 0842021 | 0174001 | -064+001 [ -035+001
) P 0,25+0,08 | 0,02+0,003 0,67+0,11 008+001 | 020+001 | 0,060,006
52 0,016 0,01 0,21 0,14 001 0012
R SUM 0,001 7,0-10° 0,28 015 221-10° 9,55-10%
< TestF 1341 2,52 5,64 1,007 54,24 145
, P 0,73+0,08 | 012+0,0004 | 1,90+048 078001 | 020008 | -0,10+0,01
2l 154010 | 1659+450 | 72160+8953 | 2462+00L | -155+01 | 82,89+618
S8 p, | 1028013 | 11733640 | 1010°383 | 2552001 | 081:073 | 19913488
s p 696+096 | 013003 0,06 0,04 0092001 | 918%103 | 0,04+002
S3[ s 0,02 9,04-10° 0,19 0,07 0,01 7,9-103
g &[ sum 0,001 3,267-10° 015 0,02 6,83-10° 249-10°
TestF 1249 41110° 6,83 4,89 1202 37,00

Tabela 1. cd. Wartosci estymowanych parametrow modeli retencji wraz z przedzialami ufnosci ich
wyznaczenia dla kofeiny w testowanych uktadach chromatograficznych

TSKgel Amide-80
Parametr Kofeina Kwercetyna Fenol
ACN-H;0 | MeOH-H,0 | ACN-H,0 | MeOH-H,O | ACN-H,0 | MeOH-H,0
2 P 0,38+0,05 0,17+0,05 0,39+0,20 1,15+0,02 | -1,28+0,12 0,95:+0,02
IS P2 191+0,2 1,03+0,3 3,77+0,95 036+0,13 | 4153047 0,36+0,08
& SD 0,06 0,06 0,26 0,03 0,14 0,02
2 SUM 0,02 0,02 043 8,06-103 0,15 0,004
~ TestF 13,68 4,21 381 2,35 11,55 343
- P -0,61+0,02 | -0,37+0,04 -1,67+0,11 094002 | -346+0,07 0,75+0,01
Q P2 0,34+0,01 0,19+0,02 0,73+0,06 007001 | 074004 | 0074815103
5 2 SD 0,03 0,04 011 0,02 0,07 0,01
8 SUM 54103 0,01 0,08 3,85:103 0,03 1,00-10%
< Test F 65,43 9,77 19,84 4,91 44,42 11,56
, P 0,53+0,11 0,290, 1,07 0,32 123002 | -0,92+0,11 | 1,02+7,19-10*
2z P2 1645+334 | 266125 | 195601249 | 274026 | 1964+2,73 8,16:1,08
>3 Ps 3365+17,62 | 0,23+0,03 | 9945042430 | 1,07+0,23 | 19,64+377 | 14,46+0,05
as Pa 0,04+0,01 2,5+0,003 0,18 0,03 143+0,97 | 1,07+013 0,48 0,05
3 -§ SD 0,04 0,08 013 0,01 0,06 3,19-10*
< 8 sum 96103 0,03 0,07 6,88-10* 0,01 4,07-107
TestF 24,55 2,51 15,36 18,36 84,31 2,61-10°

Analiza otrzymanych doswiadczalnie przebiegow zaleznosci wspolczynnika retencji
k od temperatury wskazuje, iz w wigkszo$ci przypadkow przebiegi te majg charakter
liniowy. Wysokie warto$ci wspotczynnika determinacji R? wskazujg na dominacje po-
dzialowego mechanizmu retencji zaréwno dla kolumny aminowej, jak i amidowej
W uktadach zawierajacych metanol jako komponent organiczny. Silne odstepstwa od
liniowosci mozna zaobserwowac w uktadach z acetonitrylem dla kofeiny (90%, kolumna
amidowa), kwercetyny (w kolumnie aminowej, 90% acetonitrylu) oraz fenolu (kolumna
aminowa, 70% modyfikatora organicznego). Odstgpstwa od liniowosci mogg $wiad-
czy¢ o zlozonos$ci mechanizmu retencji. W tych uktadach obserwuje si¢ takze zmiany
zaréwno entalpii, jak i entropii wraz ze zmiang temperatury. Zmiany te moga by¢ spo-
wodowane réznymi czynnikami, np.: (I) przechodzeniem jednego mechanizmu retencji
w drugi, wraz ze zmiang temperatury; (II) konformacja ligandéw adsorbentu; (I11)
zmiang grubosci zaadsorbowanej wody na powierzchni fazy stacjonarnej. Dodatkowo
efekty te moga ze soba wspotistnie¢, znaczaco wplywajac na globalny mechanizm
retencji w badanych uktadach. Mozna zatem stwierdzi¢, iz zmiana temperatury ma istotny
wplyw na procesy sorpcji dla substancji testowych, w zaleznosci od zastosowanego
rozpuszczalnika organicznego.
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Rysunek 6. Zaleznosci van’t Hoffa substancji testowych w kolumnach: A — LiChroCART Purospher STAR
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Tabela 2. Wartosci entalpii i entropii adsorpcji oraz wspolczynnikéw determinacji

T
0.0034

ACN-H,0 90:10 ACN-H,0 70:30 MeOH-H,0 90:10 MeOH-H,0 70:30
i T ¥ T ¥ T L2 5 ¥
At | 2B 93 m |38 g3 m| 38 23 m|3E 2% ®
X =5 X S & S A
LiChroCART Purospher STAR NH;

Kofeina | 422 [ -11,73 [ 098 [ 276 | -9,26 [ 099 | -338 | -11,05 | 0,78 | -353 | -11,62 | 0,99
Kwercetyna | 2,86 | 13,63 | 050 | 3,12 | 1009 | 098 | -200 | -465 | 0,57 | -6,19 | -17,29 | 0,99
Fenol 0,74 | -087 | 076 | 074 | 087 | 076 | -427 | -1606 | 093 | 0,96 | 559 | 0,88
TSKgel Amide - 80
Kofeina | -088 | 205 | 011 [ 207 | -881 | 088 | -370 | -14,78 | 0,88 | -8,06 | -2844 | 091
Kwercetyna | 15,63 | 5152 | 068 | 451 | 896 | 087 | -262 [ -11,16 | 0,96 [ -6,00 | -21,36 | 0,97
Fenol 346 | 787 | 066 | 1,20 | -258 | 023 | 370 | -176 | 097 | -7,6 | -27.48 | 0,9
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2.5. Sprawno$¢ kolumny chromatograficznej

Zalezno$¢ van Deemtera dla wszystkich analizowanych substancji oraz zastoso-
wanych faz stacjonarnych w uktadach zawierajacych 70% i 90% modyfikatora orga-
nicznego przedstawiono na rysunku 7. Poréwnujac wpltyw uzytego rozpuszczalnika
organicznego, uzyskane wyniki wskazuja na wysokg sprawno$¢ zaréwno kolumny
aminowej, jak i amidowej w uktadach bogatszych w modyfikator organiczny, w szcze-
golnosci przy zastosowaniu acetonitrylu.

Dla wszystkich badanych uktadow, testowane kolumny osiagajg najlepszg sprawno$é
dla predkosci przeptywu z zakresu 0,1-4,0 cm/min. Analiza otrzymanych wynikéw
pozwala stwierdzi¢, iz dla uktadow, w ktorych substancja testowg jest kofeina, oby-
dwie badane kolumny cechuje poréwnywalna sprawno$¢ w zakresie niewielkich pred-
kosci przeptywu eluentu. Wraz ze wzrostem liniowej predkosci, najwigkszy spadek
sprawnosci obserwuje si¢ dla kolumny LiChroCART Purospher STAR NH; (rys. 7 A).
W przypadku kwercetyny wyzsza sprawno$¢ osiggnieto w kolumnie aminowej. Dodat-
kowo, niezaleznie od zastosowanego modyfikatora organicznego, sprawno$¢ kolumny
jest podobna przy natezeniu przeptywu fazy ruchomej w zakresie 0,1-2,5 cm/min. Naj-
mniejszy spadek sprawnos$ci wraz ze wzrostem natezenia przeptywu eluentu nastgpuje
dla uktadéw zawierajacych acetonitryl. Najwickszy zas$, przy zastosowaniu metanolu.
Zupelie odrebng sytuacje obserwuje si¢ dla kolumny TSKgel Amide-80 (rys. 7 B).
W podanym zakresie predkosci przeptywu fazy ruchomej najlepsza sprawno$¢ osiagaja
uktady zawierajace acetonitryl (WRPT w granicach 0,01-0,02 cm). Tymczasem dla
uktadow z metanolem najnizsza warto§¢ WRPT (0,025 cm) osiagnigto dla uktadu bo-
gatszego w skladnik organiczny. W uktadach, w ktoérych substancja testowg byt fenol
lepsza sprawnoscia cechowata si¢ kolumna TSKgel Amide-80. Analizujac wpltyw
zwiekszenia predkosci przeptywu eluentu mozna stwierdzi¢, iz dla kolumny amidowe;j
nastepuje niewielki spadek sprawnosci. Jednakze wyniki otrzymane dla kolumny
aminowej wykazuja ciekawa zaleznos$¢, a mianowicie obserwuje si¢ drastyczny spadek
sprawnosci dla uktadu zawierajagcego zardéwno 70%, jak i 90% acetonitrylu dla pred-
kosci przeptywu z zakresu 10,0-25,0 cm/min. Przy duzych przeptywach fazy ruchomej
lepsza sprawno$¢ obserwuje si¢ w uktadach zawierajacych w sktadzie eluentu metanol.
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Rysunek 7. Zaleznosci van Deemtera substancji testowych w kolumnach A — LiChroCART Purospher STAR
NHz, B — TSKgel Amide-80
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3. Podsumowanie

W niniejszej pracy przeanalizowano wpltyw temperatury, sktadu fazy ruchomej oraz
predkosci przeptywu fazy ruchomej na proces retencji kofeiny, kwercetyny oraz fenolu
w kolumnach: amidowej TSKgel Amide-80 firmy Tosoh Biosience oraz aminowej
LiChroCART Purospher STAR NH; firmy Merck. Przeprowadzona analiza wptywu
zawarto$ci modyfikatora fazy ruchomej pozwala stwierdzi¢, iz globalny mechanizm
retencji substancji testowych w badanych kolumnach stanowi pofaczenie mecha-
nizméw adsorpcyjnego oraz podzialowego w roéznych proporcjach. Wnioski te po-
twierdzajg takze badania porownawcze doktadnosci dopasowania teoretycznych modeli
retencji, w ktorych najlepszym dopasowaniem charakteryzuje si¢ model adsorpcyjno-
podziatlowy. Wyniki badan wskazuja na istotny wptyw temperatury na retencj¢ wszyst-
kich analizowanych substancji testowych. W zaleznosci od rozpatrywanego uktadu
obserwuje si¢ egzo- lub endotermiczny charakter przebiegu procesu sorpcji. Ponadto
obserwuje si¢ zarowno liniowe (Swiadczace o dominacji pojedynczego mechanizmu),
jak inieliniowe (wystepowanie zmiany mechanizmu retencji wraz z temperatura) prze-
biegi wyznaczonych zalezno$ci van’t Hoffa. Przeanalizowano takze sprawno$¢ poszcze-
golnych faz stacjonarnych. Stwierdzono, ze obie kolumny charakteryzuja si¢ porow-
nywalng sprawnoscig dla kofeiny oraz fenolu, natomiast przy zastosowaniu kwercetyny
lepszg sprawno$¢ otrzymano dla kolumny TSK gel Amide-80.
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Analiza mechanizmu retencji kofeiny, kwercetyny oraz fenolu w wybranych
ukladach chromatografii oddzialywan hydrofilowych (HILIC)

Streszczenie

Przeanalizowano mechanizm sorpcji trzech substancji testowych: kofeiny, kwercetyny oraz fenolu w r6z-
nych uktadach chromatograficznych. W badaniach wykorzystano kolumny chromatograficzne wypehione
polarnymi fazami stacjonarnymi: amidowg oraz aminowa. Faz¢ ruchoma stanowily mieszaniny wody oraz
modyfikatora organicznego (acetonitryl oraz metanol) w réznych proporcjach. Zbadano wptyw sktadu fazy
ruchomej oraz temperatury na proces retencji substancji testowych. Wyniki badan wskazuja na ztozono$é¢
mechanizmu retencji wynikajaca z wystgpowania réznych oddziatywan badanych substancji z badanymi
fazami stacjonarnymi. Na podstawie uzyskanych zaleznosci van Deemtera dokonano takze oceny spraw-
nosci poszczegdlnych kolumn.

Stowa kluczowe: HILIC, retencja, temperatura kolumny, sprawno$¢ kolumny

Analysis of the retention mechanism of caffeine, quercetin and phenol in selected
hydrophilic interaction chromatography (HILIC) systems

Abstract

The sorption mechanism of three test substances: caffeine, quercetin and phenol in various chromatographic
systems was analyzed. The research used chromatographic columns filled with polar stationary phases:
amide and amine. The mobile phase consisted of mixtures of water and an organic modifier (acetonitrile
and methanol) in various proportions. The influence of the composition of the mobile phase and tempe-
rature on the retention process of the tested substances was investigated. The results of the research indicate
the complexity of the retention mechanism resulting from the occurrence of different interactions of the
tested substances with the applied stationary phases. Based on the obtained van Deemter relations, the
efficiency of individual columns was also assessed.

Keywords: HILIC, retention, column temperature, column efficiency
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Wplyw temperatury na wolne rodniki
biopolimeru melaninowego z Sepia officinalis

1. Wstep

Melaniny sa szeroko rozpowszechnionymi w przyrodzie pigmentami koloru czarnego,
brazowego, zotto-czerwonego [1-3]. Wystepuja u czlowieka, zwierzat i roélin. Spoty-
kane sg rowniez u wielu gatunkéw grzybow, m.in.: Cladosporium cladosporioides,
Ochroconis lascauxensis, Ochroconis anomala, Aspergillus nidulans, Auricularia
auricula, Gliocephalotrichum simplex, a takze u bakterii, m.in. Pseudomonas stutzeri,
Streptomyces parvus, Bacillus subtilis, Bacillus weihenstephanensis [4-13].

Melaniny wykorzystywane sg w medycynie, biotechnologii, przemysle spozyw-
czym, a takze przy usuwaniu metali ciezkich [1-4, 9, 10, 13, 14]. W kosmetologii
wykorzystuje si¢ je do produkcji preparatow samoopalajacych, farb do wilosow,
kreméw 1 preperatow chronigcych przed promieniowaniem ultrafioletowym [15, 16].
Glownym zrodlem pozyskiwania melanin sg przede wszystkim matwy, kalamamice,
piéra oraz welna czarnych owiec. Barwnik otrzymywany z woreczka czernidlowego
matwy pospolitej (Sepia officinalis) jest powszechnie uzywanym wzorcem pigmentu
eumelaninowego. Sepiomelanina jest pigmentem dobrze scharakteryzowanym, o wy-
sokiej czystosci, co sprawia, ze stosowana jest w licznych badaniach wlasciwosci fizyko-
chemicznych melanin [1, 3, 15, 17]. Z uwagi na wysoki koszt uzyskania naturalnych
melanin ciagle poszukiwane sg nowe zrodla melaniny. Sg nimi melaniny syntetyczne,
a takze syntetyzujace melaning grzyby i bakterie [4, 13-15].

Poza wplywem na barwe skory, wlosow, oczu, siersci i pior u zwierzat, melaniny
pehig wiele istotnych funkcji [1, 4]. Wigkszos¢ z nich zwigzana jest z ochrong przed
niekorzystnym dzialaniem czynnikow zewnetrznych. Jest to miedzy innymi ochrona
przed szkodliwymi reaktywnymi formami tlenu i wolnymi rodnikami [1-4, 18-20].
Melaniny sg rowniez naturalnym filtrem chronigcym komorki przed destrukcyjnym dzia-
faniem promieniowania ultrafioletowego — dzigki zdolnos$ci biopolimeru do absorpcji
i rozpraszania promieniowania elektromagnetycznego [1, 4, 20, 21]. Biopolimery mela-
ninowe petnig takze funkcje detoksykacyjne. Poprzez wigzanie jonow metali oraz
substancji leczniczych melanina chroni komorki przed ich potencjalnie toksycznym
dziataniem. Dlugotrwata kumulacja ksenobiotykéw moze jednak powodowac zwickszenie
ilosci wolnych rodnikdéw, a tym samym uszkodzenie komorek upigmentowanych [4,
20-25].

Melaniny pelnig w organizmie wazne funkcje, ktore wynikajg przede wszystkim
z wlasciwosci fizykochemicznych biopolimeru. Melaniny z uwagi na ztozona budowe
oraz obecno$¢ w polimerze grup reaktywnych charakteryzujg si¢ szeregiem wiasciwo-

! mzdybel@sum.edu.pl, Katedra i Zaktad Biofizyki, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach, www.sum.edu.pl.

2 orlickiadam@gmail.com, absolwent Wydzialu Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwer-
sytet Medyczny w Katowicach, www.sum.edu.pl

(autor korespondencyjny: Magdalena Zdybel, mzdybel@sum.edu.pl).
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$ci do ktorych naleza m.in.: zdolno$¢ do przewodnictwa i polprzewodnictwa elektrycz-
nego, zdolno$¢ absorpcji promieniowania elektromagnetycznego z zakresu ultrafioletu,
$wiatta widzialnego i1 podczerwieni, zdolno$¢ oddziatywania z jonami metali i substan-
cjami leczniczymi oraz trwaly i silny paramagnetyzm, wynikajacy z obecnosci w struk-
turze polimeru 0-semichinonowych wolnych rodnikow [1, 2, 4, 18, 20, 26].

Dzigki obecnosci wolnych rodnikow, w ktorych niesparowane elektrony zlokalizo-
wane sg na o-semichinonowych grupach indolowych stanowigcych podjednostki poli-
meru — w badaniach melanin stosowana jest spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) [1, 4, 5, 20, 21, 24-30]. Spektroskopia EPR wykorz-
ystywana jest do wykrywania biopolimeréw melaninowych, a takze do wyznaczenia
rodzaju pigmentu (eumelaniny lub feomelaniny) wystepujacego w probce na podstawie
otrzymanego widma EPR [4, 20, 26]. Dostarcza ona informacji o wlasciwosciach
i koncentracji wolnych rodnikow wystepujacych zardwno w melaninach syntetycznych,
jak i w melaninach pochodzacych z probek naturalnych. Stosowana jest w badaniach
ilosciowych 1 jakosciowych centrow paramagnetycznych, a takze w celu okreslenia
wplywu réznych czynnikow fizycznych i chemicznych na wolne rodniki biopolimeru
[4, 20, 31]. Czynniki fizykochemiczne, takie jak pH, temperatura, nawodnienie, pro-
mieniowanie elektromagnetyczne, molekuly tlenu, jony metali, substancje lecznicze —
poprzez oddzialywanie na melaning — moga powodowa¢ zmiany wtasciwosci 1 kon-
centracji wolnych rodnikéw pigmentu, co moze wpltywaé na biologiczne funkcje
melaniny [4, 20, 31].

2. Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie wptywu temperatury na wolne rodniki modelowej me-
laniny z Sepia officinalis za pomoca spektroskopii elektronowego rezonansu paramag-
netycznego (EPR).

Dokonano oceny wpltywu temperatury 40°C i 50°C na wlasciwo$ci paramagne-
tyczne melaniny z Sepia officinalis. Analizowano sposob rozmieszczenia (jednorodny,
niejednorodny) wolnych rodnikéw w badanych probkach.

3. Materialy i metody

3.1. Charakterystyka badanych probek

W pracy zbadano wplyw temperatury na wolne rodniki biopolimeru melaninowego.
Badaniom poddano zakupiong w Sigma-Aldrich naturalng melaning z Sepia officinalis,
ktéra stanowi komercyjnie dostepny wzorzec pigmentu eumelaninowego. Ma ona
posta¢ czarnego proszku (rys. 1).

Rysunek 1. Melanina z Sepia officinalis [opracowanie wtasne]
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Przed przystgpieniem do pomiaréw melaning z Sepia officinalis umieszczono
w cienkosciennych kapilarach o $rednicy 1 mm, przeznaczonych do pomiarow EPR.
Mase probek wyznaczono za pomocg wagi Sartorius — jako réznice pomiedzy masg
kapilary z melaning a masa pustej rurki pomiarowej. Probki melaninowe badano
w srodowisku wodnym. W celu wyznaczenia wptywu temperatury na centra paramag-
netyczne badanego biopolimeru melaning poddano dziataniu temperatury 40°C oraz
50°C w sterylizatorze termicznym z wymuszonym obiegiem powietrza firmy Memmert
(Niemcy). Zastosowano dwa czasy dziatania czynnika termicznego: 30 minut oraz
60 minut. Probki melaniny z Sepia officinalis przed ogrzewaniem oraz w trakcie
dziatania czynnika termicznego znajdowaly si¢ w srodowisku wodnym.

Otrzymane probki — melaning z Sepia officinalis w srodowisku wodnym, melaning
z Sepia officinalis w $srodowisku wodnym ogrzewang w temperaturze 40°C przez
30 minut oraz 60 minut, melaning z Sepia officinalis w srodowisku wodnym ogrzewana
w temperaturze 50°C przez 30 minut oraz 60 minut — poddano badaniom z wykorzy-
staniem spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR).

3.2. Pomiary z zastosowaniem spektroskopii EPR

Spektroskopia EPR to bezposrednia metoda badania centrow paramagnetycznych
[4, 32]. Dostarcza ona informacji o centrach paramagnetycznych na podstawie ab-
sorpcji promieniowania mikrofalowego przez niesparowane elektrony [32]. Do badania
wplywu temperatury na wolne rodniki biopolimeru melaninowego z Sepia officinalis
wykorzystano spektrometr elektronowego rezonansu paramagnetycznego na pasmo
X (9.3 GHz) firmy Radiopan (Poznan) oraz wspoélpracujacy z nim system nume-
rycznej akwizycji danych Rapid Scan Unit firmy Jagmar (Krakéw). Przedstawia je
rysunek 2. Modulacja pola magnetycznego wynosita 100 kHz.

Podczas pomiaréw z wykorzystaniem spektroskopii EPR badane probki melaninowe
umieszczano pomiedzy biegunami elektromagnesu we wnece rezonansowej spektro-
metru, do ktorej falowodem dostarczano promieniowanie mikrofalowe, a nastgpnie
rejestrowano widma EPR.

BiUW | I
W

\

Rysunek 2. Spektrometr EPR na pasmo X firmy Radiopan. Katedra i Zaktad Biofizyki w Sosnowcu
[opracowanie wlasne]

Widma EPR prébek melaninowych rejestrowano w temperaturze pokojowe;,
W postaci pierwszej pochodnej krzywej absorpcji. Podczas pomiaréw stosowano szeroki
zakres mocy mikrofalowych (2.2-70 mW). Do rejestracji oraz analizy widm EPR
wykorzystano programy spektroskopowe firmy Jagmar, program LabVIEW 8.5 firmy
National Instruments, Origin 2016 firmy OriginLab.
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3.2.1. Analiza parametréw widm EPR

W pracy wyznaczono nastepujgce parametry widm EPR:

e amplitude (A) linii EPR [j. wzgl.];
e szerokos$¢ (ABpp) linii EPR [T];
e  wspolczynnik rozszczepienia spektroskopowego g.

Parametry te dostarczajg informacji na temat rodzaju i wlasciwosci wolnych rodni-
koéw wystepujacych w badanych probkach [32]. Amplituda rosnie wraz ze wzrostem
ilosci wolnych rodnikéw w probee [32-35]. Szeroko$¢ linii EPR informuje o rodzaju
oddziatywan magnetycznych pomiedzy niesparowanymi elektronami. Oddzialywania
dipolowe wplywaja na poszerzenie linii EPR, natomiast oddzialywania wymienne na
zmniejszenie szerokosci linii [32-35]. Wspotczynnik rozszczepienia spektroskopowego
g dostarcza informacji o rodzaju atomu, na ktérym znajduje si¢ niesparowany elektron.
Wyznaczany jest on z nastepujacego wzoru [33, 34]:

g:hV/:uBBr (1)

gdzie: h — stata Plancka, v — czgstotliwo$¢ promieniowania mikrofalowego, ps — magneton Bohra, Br — rezo-
nansowa indukcja magnetyczna.

W celu okreslenia sposobu rozmieszczenia wolnych rodnikow w probkach (jedno-
rodny, niejednorodny), a takze szybkosci proceséw relaksacji spin-sie¢ analizie poddano
wplyw mocy mikrofalowej na amplitude i szeroko$¢ linii EPR.

W przypadku linii poszerzonej jednorodnie amplituda linii EPR ros$nie wraz ze
wzrostem mocy mikrofalowej, osiaga warto§¢ maksymalna, a nastgpnie maleje [32,
33]. Szeroko$¢ linii EPR poszerzonej jednorodnie stale ro$nie wraz ze wzrostem mocy
mikrofalowej [33]. W przypadku linii poszerzonej niejednorodnie amplituda linii EPR
po poczatkowym wzroScie 1 osiggnieciu wartosci maksymalnej nie zmienia si¢ wraz ze
wzrostem mocy mikrofalowej. Szeroko$¢ linii EPR poszerzonej niejednorodnie nie
zalezy od mocy mikrofalowej [32, 33].

Moc nasycenia mikrofalowego linii EPR rosnie dla szybkich procesow relaksacji
spin-sie¢ i krotkich czasow relaksacji spin-sie¢ w probce. W przypadku wolnych
procesow relaksacii spin-sie¢ i dtugich czaséw relaksacji spin-sie¢ nasycenie linit EPR
nastepuje przy niskich wartosciach mocy mikrofalowej [33, 34].

4. Wyniki i dyskusja

Dla badanych probek rejestrowano silne sygnaty EPR w calym zakresie stosowanej
mocy mikrofalowej. Zarejestrowane w temperaturze pokojowej przy ttumieniu 15 dB
widma EPR melaniny z Sepia officinalis w srodowisku wodnym, melaniny z Sepia
officinalis w $rodowisku wodnym ogrzewanej w temperaturze 40°C i 50°C przez 30
oraz 60 minut przedstawiono odpowiednio na rysunkach 3 i 4. W przypadku wszyst-
kich badanych probek zarejestrowano pojedyncza, asymetryczng lini¢ EPR, typowa dla
eumelaniny. Widma EPR mialy podobny ksztalt, zblizony do widm EPR DOPA-
melaniny (modelowej eumelaniny) [24, 25, 36-41]. W widmach tych nie zaobserwowano
struktury nadsubtelnej charakterystycznej dla feomelaniny, nawet w przypadku widm
rejestrowanych przy niskich wartosciach ttumienia, co przedstawiono na rysunku 5.
ZYozony ksztatt widm EPR, typowy dla feomelaniny, rejestrowano przy niskich warto-
$ciach thumienia w przypadku upigmentowanych grzybow glebowych Cladosporium
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cladosporioides, co moze $wiadczy¢ o wystepowaniu w badanych grzybach zaréwno
eumelaniny, jak i feomelaniny [5, 42]. W melaninie z Sepia officinalis, a takze
w melaninie z Sepia officinalis poddanej dziataniu temperatury wystepuje eumelanina.
Wyniki te sg zgodne z pracami, ktore wskazuja, ze melanina wyizolowana z Sepia
officinalis jest eumelaning [17, 31, 43-45].

T T T T T
330 332 334 336 338 340
BmT]

Rysunek 3. Widmo EPR melaniny z Sepia officinalis zarejestrowane przy thumieniu 15 dB. B — indukcja pola
magnetycznego [opracowanie wlasne]

TEMPERATURA 40°C
30 min
0 ' 34 338 ' 0 0 ' 3 s ' a0
B [mT] B [mT
TEMPERATURA 50°C
30 min
IS I :“I--1 I‘ __I -‘13 _-“-:“:3 _I :1-4 I‘ ; -‘13
B [mT] B [mT]

Rysunek 4. Widma EPR melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej w temperaturze 40°C i 50°C przez 30 minut
oraz 60 minut zarejestrowane przy thumieniu 15 dB. B — indukcja pola magnetycznego [opracowanie wiasne]
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Rysunek 5. Widma EPR melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej w temperaturze 40°C przez 30 minut
zarejestrowane przy tlumieniu 15 dB, 10 dB, 5 dB oraz 0,5 dB. B — indukcja pola magnetycznego
[opracowanie wiasne]

Szeroko$¢ (AByp) linii EPR oraz wspolczynnik rozszczepienia spektroskopowego g
dla badanych probek poréwnano w tabeli 1. Otrzymane wartosci Wspotczynnika roz-
szczepienia spektroskopowego g z zakresu 2.0045-2.0053 $wiadcza o wystepowaniu
w melaninie z Sepia officinalis (podobnie jak w melaninie poddanej dziataniu tempe-
ratury 40°C i 50°C) 0-semichinonowych wolnych rodnikow. Obecnos¢ o-semichinono-
wych wolnych rodnikéw o podobnych warto$ciach wspotczynnika rozszczepienia
spektroskopowego g zaobserwowano rowniez w przypadku syntetycznej DOPA-
melaniny, feomelaniny, komplekséw DOPA-melaniny z jonami metali, kompleksow
grzybni Cladosporium cladosporioides z amfoterycyna B, melaniny z Sepia officinalis
poddanej dziataniu promieniowania UV oraz melaniny wyizolowanej z komorek
czerniaka linii A-375 [5, 38, 40, 41, 45].

W przypadku wszystkich badanych probek uzyskano szerokie widma EPR o szero-
kosci linii EPR wynoszacej od 0,61 mT do 0,63 mT (tab. 1), co $wiadczy o silnych
oddziatywaniach dipolowych, ktore zachodza w przypadku wolnych rodnikéw potozo-
nych w niewielkich odlegtos$ciach od siebie [32, 33].

Tabela 1. Wspolczynnik rozszczepienia spektroskopowego g oraz szeroko$¢ (ABpp) linii EPR melaniny
z Sepia officinalis oraz melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej w temperaturze 40°C i 50°C przez 30 minut
oraz 60 minut zarejestrowane przy thumieniu 15 dB

Probka g +0,0002 AByp [MT] +0,02
melanina 2,0047 0,61
melanina ogrzewana w temperaturze 2,0053 0,62
40°C przez 30 min
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melanina ogrzewana w temperaturze 2,0050 0,63
40°C przez 60 min

melanina ogrzewana w temperaturze 2,0047 0,61
50°C przez 30 min

melanina ogrzewana w temperaturze 2,0045 0,63
50°C przez 60 min

Zro6dlo: opracowanie wilasne.

Na rysunku 6 przedstawiono poréwnanie amplitud (A) linii EPR badanych probek,
ktore wyznaczono przy thumieniu 15 dB. Pod wplywem temperatury dziatajacej na
melanine z Sepia officinalis amplituda linii EPR ulega zmianie i zalezy od wysokosci
dziatajacej temperatury. W przypadku probek ogrzewanych w temperaturze 40°C przez
30 oraz 60 minut amplituda byla nizsza niz w melaninie z Sepia officinalis nie pod-
danej dziataniu temperatury. Zaobserwowano, ze na wilasciwosci paramagnetyczne
melaniny ma rowniez wplyw czas trwania ogrzewania. Wydhuzenie czasu ogrzewania
spowodowalo wzrost amplitudy. Odmienny charakter zmian uzyskano w przypadku
temperatury 50°C, dla ktorej obserwowano wyzsze wartosci amplitudy linii EPR
W poréwnaniu z melaning nie poddang dziataniu temperatury (rys. 6). Zmiany w warto-
$ciach amplitudy obserwowano takze w przypadku oddziatywania na melaning innych
czynnikow fizykochemicznych, takich jak promieniowanie gamma, promieniowanie
ultrafioletowe, molekuly tlenu, jony metali oraz substancje lecznicze [21, 24, 36, 37,
45-48].

melanina 40°C 30min  40°C 60min  50°C 30min  50°C 60min

Rysunek 6. Amplituda (A) linii EPR melaniny z Sepia officinalis oraz melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej
w temperaturze 40°C i 50°C przez 30 minut oraz 60 minut zarejestrowana przy thumieniu 15 dB
[opracowanie wlasne]

Wyznaczone parametry widm EPR (amplituda i szeroko$¢) zalezg od mocy mikro-
falowej stosowanej w trakcie pomiaru [33, 34]. Wptyw mocy mikrofalowej na ampli-
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tude (A) i szerokos¢ (ABpp) linii EPR melaniny z Sepia officinalis przedstawiono na
rysunku 7. Wraz ze wzrostem mocy mikrofalowej szerokos¢ linii EPR — w przypadku
badanej melaniny — roénie. Amplituda natomiast rosnie, a nastgpnie ulega zmniejszeniu.
Uzyskany charakter zmian §wiadczy o jednorodnym poszerzeniu linii EPR melaniny
z Sepia officinalis.
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Rysunek 7. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitude (A) (a) i szeroko$¢ (ABpp) (b) linii EPR melaniny
z Sepia officinalis. M — moc promieniowania mikrofalowego stosowana podczas pomiaru EPR. Mo —
catkowita moc promieniowania mikrofalowego wytwarzana przez klistron (70 mW) [opracowanie wlasne]

Podobny charakter zmian uzyskano w przypadku melaniny z Sepia officinalis
ogrzewanej w temperaturze 40°C i 50°C przez 30 oraz 60 minut (rys. 8-10). Wolne
rodniki w badanych probkach rozmieszczone sg jednorodnie i nie tworzg tzw. pakietow
spinowych. Temperatura odziatywata na catg objctos¢ probki. Jednorodne poszerzenie
linii EPR obserwowano réwniez w przypadku melanin syntetycznych, komplekséw
melanin z jonami metali i substancjami leczniczymi, melanocytow prawidlowych oraz
komorek czerniaka ztosliwego [3, 24, 25, 28, 30, 31, 36-40, 49-51].

W przypadku melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej w temperaturze 50°C,
W poréwnaniu z temperaturg 40°C (rys. 6, 9), obserwowano wyzsze wartosci ampli-
tudy linii EPR, co $wiadczy o wigkszej ilosci wolnych rodnikow [32, 33]. Wzrost tem-
peratury powodowat zwigkszenie iloSci centréw paramagnetycznych w biopolimerze
melaninowym z Sepia officinalis zarowno w przypadku 30-minutowego, jak i 60-minu-
towego czasu ogrzewania probki (rysunek 6, 9).

Amplitudy linii EPR melaniny z Sepia officinalis oraz melaniny z Sepia officinalis
ogrzewanej w temperaturze 40°C i 50°C przez 30 oraz 60 minut nasycaja si¢ przy
niskich warto$ciach mocy mikrofalowej (rys. 7-9), co wskazuje na wolne procesy
relaksacji spin-sie¢ w badanych probkach oraz dtugie czasy relaksacji spin-sie¢. Po-
dobne zaleznosci obserwowano rowniez dla melaniny z Sepia officinalis poddanej
ekspozycji na promieniowanie UV, grzybni Cladosporium cladosporioides, melaniny
wyizolowanej z Bacillus weihenstephanensis oraz Drosophila melanogaster, w przeci-
wienstwie do komorek czerniaka ztosliwego linii A-2058 oraz A-375, w przypadku
ktorych wystepowaly szybkie procesy relaksacji spin-sie¢ [5, 30, 42, 45, 50-53].
W przypadku melaniny z Sepia officinalis ogrzanie probki powodowato niewielkie
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przesuni¢cie efektu nasycenia mikrofalowego ku nizszym mocom mikrofalowym,
a tym samym wydhuzenie czasu relaksacji spin-sie¢ (rys. 7, 8).
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Rysunek 8. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitudg (A) linii EPR melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej
w temperaturze 40°C (a) i 50°C (b) przez 30 minut oraz 60 minut. M — moc promieniowania mikrofalowego
stosowana podczas pomiaru EPR. Mo — catkowita moc promieniowania mikrofalowego wytwarzana przez
klistron (70 mW) [opracowanie wlasne]
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Rysunek 9. Wptyw mocy mikrofalowej na amplitudg (A) linii EPR melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej
w temperaturze 40°C i 50°C przez 30 minut (a) oraz 60 minut (b). M — moc promieniowania mikrofalowego
stosowana podczas pomiaru EPR. Mo — catkowita moc promieniowania mikrofalowego wytwarzana przez
klistron (70 mW) [opracowanie wiasne]

Wolne rodniki w badanych probkach rozmieszczone sg jednorodnie, o czym $wiadczy
réwniez przedstawiony na rysunku 10 charakter zmian szerokosci linii EPR z mocg
mikrofalowa. W przypadku melaniny z Sepia officinalis ogrzewanej w temperaturze
40°C i1 50°C przez 30 oraz 60 minut obserwowano wzrost szerokosci linii EPR
w calym zakresie stosowanej mocy mikrofalowej.
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Rysunek 10. Wplyw mocy mikrofalowej na szerokos¢ (ABpp) linii EPR melaniny z Sepia officinalis
ogrzewanej w temperaturze 40°C (a) i 50°C (b) przez 30 minut oraz 60 minut. M — moc promieniowania
mikrofalowego stosowana podczas pomiaru EPR. Mo — catkowita moc promieniowania mikrofalowego
wytwarzana przez klistron (70 mW) [opracowanie wlasne]

Wykonane badania pozwolily na okreslenie rodzaju pigmentu wystepujacego
w melaninie z Sepia officinalis oraz na zbadanie wptywu temperatury na wiasciwosci
wolnych rodnikéw badanego biopolimeru melaninowego za pomoca spektroskopii
EPR. Temperatura dziatajac na melaning powodowata zmiang jej wtasciwosci para-
magnetycznych, co moze mie¢ odzwierciedlenie w modyfikacji biologicznych funkcji
melaniny. Wyniki te sa istotne z uwagi na coraz szersze zastosowania biopolimeru

melaninowego.
5. Whnioski

Przeprowadzone badania wptywu temperatury na wolne rodniki biopolimeru mela-
ninowego z Sepia officinalis za pomoca spektroskopii elektronowego rezonansu para-

magnetycznego (EPR) wykazaly, ze:

1. o-Semichinonowe wolne rodniki wystepuja w badanych probkach melaninowych,
o czym $wiadczg uzyskane warto$ci wspotczynnika rozszczepienia spektroskopo-

Wwego g.

2. W melaninie poddanej dziataniu temperatury wystepuja silne oddziatywania di-
polowe charakterystyczne dla niewielkich odlegltosci pomiedzy wolnymi rodnikami,

na co wskazujg otrzymane wysokie wartosci szerokosci linii EPR.

3. Wolne rodniki w probkach rozmieszczone sa jednorodnie. Swiadczy o tym uzyskany

charakter zmian amplitudy i szerokosci linii EPR z mocg mikrofalowa.

4. Wolne procesy relaksacji spin-sie¢ zachodzg w probkach, poniewaz linie EPR
melaniny z Sepia officinalis poddanej dziataniu temperatury nasycaja si¢ przy

niskich warto$ciach mocy mikrofalowych.

5. Temperatura odzialujac na melaning z Sepia officinalis prowadzi do zmiany jej
wladciwosci paramagnetycznych, przez co moze wptywac na biologiczne funkcje

biopolimeru melaninowego.

6. Spektroskopia EPR jest przydatnym narz¢dziem do badania wptywu temperatury

na wolne rodniki melaniny.
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Wplyw temperatury na wolne rodniki biopolimeru melaninowego z Sepia officinalis

Streszczenie

Melaniny to pigmenty powszechnie wystepujace w przyrodzie, zawierajace w warunkach naturalnych
trwale centra paramagnetyczne. Czynniki fizyczne, oddziatujac na biopolimer melaninowy moga wply-
waé¢ na wilasciwosci i koncentracje wolnych rodnikoéw, przez co biologiczne funkcje melaniny moga
ulec zmianie. Celem pracy bylo zbadanie wptywu temperatury na wolne rodniki modelowej melaniny
z Sepia officinalis. Do badania wykorzystano spektrometr elektronowego rezonansu paramagnetycznego
na pasmo X o czgstotliwosci 9,3 GHz oraz wspotpracujacy z nim system numerycznej akwizycji danych
Rapid Scan Unit. Wyznaczono wptyw temperatury 40°C i 50°C na wlasciwosci paramagnetyczne mela-
niny z Sepia officinalis. Widma EPR wolnych rodnikéw melaniny rejestrowano w szerokim zakresie
mocy mikrofalowych wynoszacym 2,2-70 mW. Analiza widm badanych probek melaninowych wyka-
zata obecno$¢ pojedynczej, asymetrycznej linii EPR typowej dla eumelaniny. W melaninie z Sepia
officinalis poddanej dziataniu temperatury wystgpuja o-semichinonowe wolne rodniki o charaktery-
stycznych wartosciach wspotczynnika rozszczepienia spektroskopowego g. Centra paramagnetyczne
W probkach rozmieszczone sg jednorodnie. Zarejestrowane szerokie linie EPR wskazujg na silne oddzia-
tywania dipolowe i niewielkie odleglo$ci pomigdzy wolnymi rodnikami. Pod wplywem dziatania pod-
wyzszonej temperatury wiasciwosci paramagnetyczne melaniny z Sepia officinalis ulegty zmianie.
Przeprowadzone badania potwierdzity skutecznos¢ spektroskopii EPR w badaniach wptywu tempera-
tury na wolne rodniki melaniny.

Stowa kluczowe: melanina, Sepia officinalis, temperatura, wolne rodniki, spektroskopia EPR

Effect of temperature on free radicals of melanin biopolymer from Sepia officinalis

Abstract

Melanins are pigments commonly found in nature that contain paramagnetic centers. Physical factors
through their influence on the properties and concentration of free radicals of the biopolymer can modify
the biological functions of melanin. The aim of the study was to investigate the effect of temperature on
free radicals in model melanin from Sepia officinalis. The research used an X-band electron paramagnetic
resonance spectrometer with a frequency of 9.3 GHz and the data acquisition system Rapid Scan Unit
cooperating with it. The influence of the temperature of 40°C and 50°C on the paramagnetic properties of
melanin from Sepia officinalis was determined. The EPR spectra of free radicals in melanin were recorded
with microwave power in the range of 2.2-70 mW. The analysis of the spectra of the tested melanin
samples showed the presence of single, asymmetric EPR line typical of eumelanin. o-Semiquinone free
radicals with characteristic g-factors were present in melanin from Sepia officinalis treated with
temperature. The paramagnetic centers in the samples were homogeneously distributed. The recorded wide
EPR lines indicate strong dipolar interactions and small distances between free radicals. Under the
influence of the increased temperature, the paramagnetic properties of melanin from Sepia officinalis have
changed. The conducted studies confirmed the effectiveness of EPR spectroscopy in the study of the effect
of temperature on free radicals in melanin.

Keywords: melanin, Sepia officinalis, temperature, free radicals, EPR spectroscopy
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Metody badan struktury saponin triterpenowych

1. Wstep

Saponiny to grupa zwigzkéw chemicznych szeroko rozpowszechnionych w naturze,
zaliczanych do glikozydow. Ze wzgledu na te przynaleznos¢ biochemiczng nazywane
sg rowniez saponozydami. Wystepuja gtdownie, ale nie wylgcznie, w krolestwie roslin
(ponad 500 gatunkoéw). Nazwa ,,saponiny” okreslamy grupe substancji zbudowanych
z lipofilowej czgséci aglikonu (sapogeniny) oraz hydrofilowego glikonu, czyli czesci
cukrowej, potaczonych wigzaniem eterowym lub estrowym. Ze wzgledu na rodzaj
czesci niecukrowej (geniny/sapogeniny) zwigzki te podzielono na trzy grupy: saponiny
triterpenowe, czyli pochodne triterpenow wiasciwych, saponiny steroidowe o aglikonie
steroidowym oraz glikoalkaloidy sterydowe, ktdrych sapogenina zawiera atom azotu
zwigzany w pier$cieniu heterocyklicznym (rys. 1) [1].

saponiny triterpenowe saponiny steroidowe glikoalkaloidy sterydowe

Rysunek 1. Struktury aglikonéw saponin [opracowanie wiasne]

Aglikon saponozydow triterpenowych zawiera 30 atoméw wegla, najczgsciej o struk-
turze pentacyklicznej — typu oleananu i ursanu lub o strukturze tetracyklicznej — typu
dammaranu oraz lanostanu. Ten rodzaj saponin wystepuje najczgsciej u przedstawicieli
klasy roslin dwuliSciennych. Z kolei w przypadku saponin steroidowych, wystepuja-
cych glownie u roslin jednolisciennych, sapogenina to uktad sterolowy skladajacy sie¢
z 27 atoméw wegla o konformacji szesciopierscieniowego spirostanu, badz — rzadziej —
pentacyklicznego furostanu.

Aglikon saponin moze by¢ przylaczony do jednego, dwoch, a czasem takze trzech
tancuchéw cukrowych, co stanowi podstawe klasyfikacji tych substancji na mono-, bi-
oraz tridesmozydy. tancuch cukrowy monodesmozyddéw zwigzany jest najczesciej
z grupg hydroksylowa w pozycji C-3 aglikonu. W bidesmozydach jeden tancuch cu-
krowy potaczony jest poprzez wigzanie eterowe z weglem C-3, natomiast drugi poprzez
wigzanie estrowe z atomem C-28 lub poprzez wigzanie eterowe z atomem C-26. Trzeci
tancuch cukrowy, obecny w tridesmozydach, spotykany jest w wielu réznych pozy-

Lula_klimczak@poczta.onet.pl, Zaktad Biochemii Roélin, Instytut Biochemii, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Warszawski, www.biol.uw.edu.pl/pl/.
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cjach. Lancuch cukrowy saponin moze by¢ prosty lub rozgaleziony, przy czym liczba
reszt cukrowych wchodzacych w jego sktad wynosi zazwyczaj od dwoch do pigciu. Do
cukréw prostych spotykanych najczesciej w omawianej klasie fitozwiazkéw naleza
D-glukoza, D-galaktoza, kwas D-glukuronowy, kwas D-galakturonowy, L-ramnoza,
L-arabinoza, D-ksyloza i D-fukoza. Ponadto w saponinach do$¢ czesto spotykane sg
aminocukry [2].

Poszczegolne aglikony moga rézni¢ si¢ rodzajem, liczba i umiejscowieniem grup
funkcyjnych, co skutkuje duzg naturalng réznorodno$cia saponin. Zwigksza si¢ ona
jeszcze bardziej, kiedy wezmiemy pod uwage rowniez skfad, liczbg i rozgalezienia
tancuchow cukrowych [1, 3-5]. Ta roznorodnos$¢ determinuje rozne wlasciwosci bio-
logiczne tych zwiazkow. W literaturze mozna znalez¢ wiele doniesien o ich dziataniu
przeciwzapalnym, przeciwgrzybicznym, przeciwwirusowym, cytotoksycznym czy
antyseptycznym [6]. Saponiny wystepuja czgsto w roslinach leczniczych i jadalnych,
decydujac o ich wlasciwosciach farmaceutycznych i nutraceutycznych.

Stosowane od wiekow na réznych kontynentach rosliny lecznicze oraz jadalne sa
obecnie intensywnie badane pod katem zawartosci substancji odpowiedzialnych za ich
wlasciwosci farmakologiczne. Okazuje si¢, ze takimi zwigzkami sg m.in. saponiny.
Dzieki postepowi technicznemu i angazowaniu coraz howszych metod analitycznych
liczba przebadanych gatunkow roslin pod wzgledem zawarto$ci tych zwigzkéw wcigz
ro$nie [7], jednak charakterystyka struktury, wystgpowania, zawartosci i wtasciwosci
biologicznych pochodnych kwasdéw triterpenowych w wielu roslinach wciaz jest nie-
petna, a przeciez ich charatkerysytka stanowi czgsto podstawe do okreslenia zaleznosci
pomigdzy strukturg zwigzku a jego funkcja oraz moze by¢ podstawa konstruowania
nowych lekow pochodzenia naturalnego.

Dlatego tez dobranie odpowiednich metod badan nad strukturg saponin wydaje si¢
niezwykle wazne. Aby zidentyfikowac¢ i scharakteryzowac zwiazki wyizolowane z su-
rowca roslinnego wykorzystuje si¢ obecnie przede wszystkim metody spektroskopowe,
takie jak magnetyczny rezonans jadrowy (NMR), spektroskopia w podczerwieni (IR),
spektrometria mas (MS) czy krystalografia rentgenowska [8]. Zastosowanie wymie-
nionych technik w analizie saponin omowiono w ponizszym podrozdziale na przyktadzie
wybranych prac badawczych. Po wpisaniu w wyszukiwarke serwisu PubMed frazy
»saponins NMR" otrzymujemy ponad 1,6 tys. wynikoéw, za$ zapytanie ,,saponins MS”
odsyta do prawie 3 tys. publikacji. Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie
cze$ci tych badan. Nie jesteSmy w stanie zaprezentowa¢ wszystkich osiggnie¢ nauko-
wych z ostatnich lat w tej dziedzinie z ostatnich lat, dlatego skupimy si¢ na najbardzie;
reprezentatywnych pracach, ukazujacych pewne kierunki i schematy dziatania.

2. Metody badania struktury saponin triterpenowych

2.1. Jadrowy rezonans magnetyczny (NMR)

Od poznych lat 70., czyli od czasu, kiedy spektrometry z transformata Fouriera
weszly do powszechnego uzycia, spektroskopia NMR stanowi podstawowe narzg¢dzie
ustalania struktury saponin. Ze wzglgdu na zlozong budowg tych substancji, w ich
badaniach wykorzystuje si¢ zazwyczaj eksperymenty zardwno jedno-, jak i wielowy-
miarowe. Informacje odczytywane z widm 1D *H i *C NMR najczes$ciej nie wystar-
czaja, aby ustali¢ struktur¢ wydzielonej saponiny i dlatego tez konieczne jest przepro-
wadzenie eksperymentéw wielowymiarowych, takich jak COSY, INADEQUATE,
HMBC i HSQC.
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2.1.1. Metody jednowymiarowe

2.1.1.1. *HNMR

Wystepowanie wielu podobnych elementow budowy w czasteczkach saponin
powoduje, ze jednowymiarowe widma H NMR tych substancji s3 mato czytelne,
a liczne sygnaly naktadajg si¢. Ostatni z tych problemoéw dotyczy w szczegdlnosci
pikow pochodzacych od protondéw reszt cukrowych. Wigkszo$¢ tych sygnalow pojawia
si¢ w stosunkowo waskim zakresie przesuni¢¢ chemicznych (od 3,0 ppm do 4,2 ppm),
co sprawia, ze zazwyczaj tworzg jeden szeroki i niemozliwy do interpretacji multiplet [9].

Do$¢ tatwo mozna natomiast rozpoznac¢ piki odpowiadajace protonom anomerycz-
nym. Sygnaly te polozone sa w charakterystycznym rejonie od 4,3 ppm do 5,5 ppm,
a co najwazniejsze — w zakresie tym nie ma najczesciej sygnatdéw pochodzacych od
innych ugrupowan. Znajomos¢ omawianych pikow pozwala ustali¢ takie cechy budowy
saponiny jak liczba reszt cukrowych (na podstawie liczby sygnaléw) czy konfiguracja
anomerycznego atomu wegla (na podstawie wartosci wicynalnej stalej sprzezenia po-
miedzy protonami H-1 i H-2) [2].

W widmach 'H NMR saponin mozna takze tatwo zidentyfikowaé sygnaty pocho-
dzace od angularnych grup metylowych — sapogeniny. Piki te uwazane sg za diagno-
styczne dla poszczegolnych typow szkieletu weglowego i co wazne — dla wielu
zwigzkdéw zostaly stabelaryzowane. Poréwnujac wiec dane eksperymentalne z danymi
literaturowymi, mozna czgsto zidentyfikowac rodzaj aglikonu [2].

Omawiajac zastosowanie widm protonowych w analizie saponin, warto takze wspo-
mnie¢ o empirycznych regulach ustalania konfiguracji absolutnej centréw stereogenicz-
nych sapogeniny. Przyktadem takiej metody moze by¢ ta umozliwiajgca okreslenie
orientacji 25R/25S grupy metylowej 27-Me w saponinach steroidowych typu furostanu —
na podstawie roéznicy przesuni¢¢ chemicznych protonéw H2-26 (A = da - 0b).
Stwierdzono, ze w szeregu 25R warto$¢ Aap jest mniejsza lub réwna 0,48 ppm, nato-
miast w przypadku zwigzkéw o konfiguracji 25S — wieksza od 0,57 ppm [10]. Przed-
stawione podejscie zostalo wykorzystane m.in. w celu przypisania konfiguracji wegla
C-25 w maglejozydzie I (zwiazek 1) wyizolowanym z lisci Agave offoyana (Agavaceae).
Obliczona dla tego zwiazku rd6znica wartosci przesunie¢ chemicznych H-26a (3,62 ppm)
i H-26b (3,96 ppm) wyniosta 0,34 ppm, co wskazywato na konfiguracje R (rys. 2) [11].

Rysunek 2. Struktura magtejozydu I [11]
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2.1.1.2. BCNMR

W odrdznieniu od widm 'H NMR, odsprzezone od protonéw widma weglowe
saponin sg znacznie latwiejsze w interpretacji — ze wzgledu na to, Zze sygnaly maja
posta¢ pojedynczych linii oraz pojawiaja si¢ w szerszym zakresie przesuni¢¢ chemicz-
nych, piki sg dobrze rozdzielone, a problem ich naktadania si¢ praktycznie nie wystgpuje.
Wymienione wlasciwosci oraz duza ilo$¢ informacji strukturalnych niesionych przez
widma weglowe sprawiaja, ze pomiary te stanowia jedno z najcenniejszych narzedzi
w analizie saponin [8, 12]. Eksperymenty 1D 3C NMR wykorzystuje si¢ w celu ustalenia
takich elementéw budowy, jak: miejsce przytgczenia tancucha cukrowego do aglikonu,
rodzaj i liczba jednostek monosacharydowych, sekwencja lancucha cukrowej oraz
konfiguracja wegla anomerycznego.

W celu okres$lenia miejsca przytaczenia tancucha cukrowego do aglikonu porow-
nuje si¢ wartosci przesuni¢¢ chemicznych w widmie weglowym badanej saponiny
z odpowiednimi przesunigciami w widmie sapogeniny. Wykorzystuje si¢ tu fakt, ze
modyfikacja grupy hydroksylowej aglikonu powoduje zmiang¢ poloZenia sygnatu zar6wno
wegla a, jak i wegla B — sygnat a-CH ulega przesunigciu w kierunku wigkszych war-
tosci J, natomiast sygnal B-CH — w kierunku warto$ci mniejszych. Przyktadowo
W wiekszosci monodesmozydéw olenananu przylaczenie cukru do grupy 3-B-OH
powoduje wzrost wartosci przesunigcia chemicznego wegla C-3 0 8,0-11,5 ppm, nato-
miast zmiana warto$ci 6 atoméw C-2 i C-4 mieSci sie w zakresie od +0,9 do -1,9.
Ponadto przesunieciu ulegajg sygnaty C-23 (zmniejszenie wartosci & o 0,5-5,1 ppm)
i C24 (-0,2-1,6 ppm) [13].

Cukry proste wchodzace w sktad saponin mozna latwo rozrézni¢ na podstawie
warto$ci przesunie¢ chemicznych w widmie weglowym, dzieki czemu pomiary °C
NMR pozwalaja na ustalenie liczby oraz identyfikacje jednostek monosacharydowych
obecnych w badanym zwigzku. O pierwszym z tych czynnikow $wiadczy liczba
sygnatlow odpowiadajacych we;glorn anomerycznym, natomiast rodzaj monosacharydu
okresla si¢ poprzez poréwnanie zmierzonych o z odpow1edn1m1 danymi literaturo-
wymi. Dla przyktadu w tabeli 1 przedstawiano przesuniecia chemiczne kilku cukréw
prostych wystepujacych powszechnie w saponinach [12].

Ponadto analiza widm weglowych pozwala na rozroéznienie cukrow wystepujacych
w formie furanozowej od ich izomeréw o pierscieniu piranozowym — w poréwnaniu do
odpowiednich sygnatléw piranozyddéw, sygnaly pochodzace od wegli C-1, C-2 i C-4
furanozydéw sa przesunigte o 4-14 ppm w kierunku wigkszych wartosci o, a sygnat C-5
0 4-7 ppm w kierunku wartosci mniejszych (poréwnaj np. wiersze 1 i 3 w tabeli 1) [12].

Tabela 1. Przesunigcia chemiczne 13C dla wybranych metyloglikozydéw (widma zarejestrowano w D20)

glikozyd metylowy C-1 C-2 C-3 C4 C5 C-6
1. B-D-glukopiranozyd 103,7 73,7 75,5 70,3 75,5 61,7
2. a-D-glukopiranozyd 99,9 72,2 73,9 70,4 71,9 61,5
3. B-D-glukofuranozyd 110,0 80,6 75,8 82,3 70,7 64,7
4, o-D-glukofuranozyd 104,7 - - 80,4 - 62,6
5. -D-galaktopiranozyd 104,1 71,2 73,3 69,1 75,3 61,4
6. a-D-galaktopiranozyd 99,8 69,9 70,2 68,9 71,2 61,8
7. B-L-ramnopiranozyd 102,7 72,2 75,4 73,8 73,5 18,5
8. o-L-ramnopiranozyd 1024 719 725 73,6 69,4 18,4
9. [3-D-arabinopiranozyd 100,7 69,8 69,8 69,1 63,4
10 o-D-arabinopiranozyd 104,7 71,6 73,3 69,1 66,9

Zrédlo: opracowanie whasne na podstawie [11]
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Kolejng informacjg, ktorg mozna odczyta¢ z widm *C NMR, jest sposob powig-
zania jednostek monosacharydowych w tancuchu cukrowym. Podobnie jak przy usta-
laniu miejsca przylaczenia reszt cukrowych do aglikonu — korzysta si¢ tutaj z faktu, ze
glikozylacja grupy hydroksylowej powoduje zmiang wartosci 6 odpowiednich atomow
a-C oraz B-C. Stwierdzono, ze w oligoglikozydach sygnat pierwszego z tych atomow
przesuwa si¢ o 4,2-8,5 ppm w kierunku wiekszych wartosci o, podczas gdy sygnat
drugiego z nich o 0,5-2,0 ppm w kierunku warto$ci mniejszych. Oméwione zmiany
potozenia sygnalow nie zalezg od rodzaju monosacharydu [9, 12].

Ze wzgledu na to, ze wartosci przesuni¢¢ chemicznych wegli anomerycznych zaleza
od konfiguracji tych atoméw, analiza widma *C NMR pozwala ustali¢, czy dany
cukier wystepuje w formie a-, czy B-glikozydowej. Whasciwo$¢ te¢ mozna zastosowac
na przyktad w celu odroznienia 3-O-a-D-glukopiranozydu smilageniny 2 od jego izomeru
3-0-B-D 3 — w zarejestrowanym w pirydynie-d 5 w temperaturze 100 °C widmie 3C
NMR pierwszej z tych substancji sygnal odpowiadajacy weglowi anomerycznemu
znajduje si¢ przy 98,7 ppm, natomiast w otrzymanym w tych samych warunkach widmie
drugiej z nich — przy 103,1 ppm (rys. 3) [14].

Spektroskopia *C NMR stosowana jest takze w celu ustalenia budowy aglikonu.
Identyfikacja ta oparta jest w znacznej mierze na poréwnaniu danych eksperymental-
nych z tymi dostgpnymi w literaturze [12].

3-0-0-D-glukopiranozyd smilageniny  3-O-B-D-glukopiranozyd smilageniny

Rysunek 3. Struktura pochodnych smilageniny [14]

2.1.2. Metody wielowymiarowe

2.1.2.1. COSY (Correlated spectroscopy)

Pomiary COSY ulatwiajg przypisanie sygnatéw odpowiadajacym im protonom oraz,
co wazne, umozliwiajg przeanalizowanie tych sygnatow, ktore w widmie jednowymia-
rowym naktadaty si¢ na siebie [10].

Ciekawym przyktadem zastosowania eksperymentow COSY w badaniach saponin
jest analiza medikozydu — zwigzku 4 wydzielonego z korzeni lucerny (Medicago stativa
L.; Fabaceae). Stwierdzono, ze sygnaty protonow cukrowych w widmie 1D *H NMR
acetylowej pochodnej tej substancji pojawiaja si¢ w zakresie szerszym niz 2,5 ppm.
Jezeli zastosowane pole bylo dostatecznie silne (>300 MHz), to sygnaly te rozdzielaly
si¢ na dwie strefy — pierwsza z nich, lezaca w zakresie 4,75-5,4 ppm, zostala przy-
pisana grupom CHOAC, natomiast druga, znajdujaca si¢ pomiedzy 3,0 a 4,3 ppm —
grupom CH,0Ac, CHOR i CH2OR. Protony anomeryczne monosacharydow zwigzanych
wigzaniem eterowym znajdowaly si¢ pomiedzy wspomnianymi strefami, a w przypadku
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utworzenia wigzania estrowego — przy wartosciach 6 powyzej 5,5 ppm. Na podstawie
przeprowadzonego eksperymentu COSY ustalono, ze badany zwigzek zawiera termi-
nalng reszte glukozy, terminalng reszte arabinozy oraz czasteczki glukozy i arabinozy
podstawione na atomie C-2. Poniewaz przesuni¢cie chemiczne wegla anomerycznego
terminalnej glukozy odpowiadato utworzeniu wigzania estrowego, reszte t¢ mozna byto
umiejscowi¢ przy grupie karboksylowej C-28 hederageniny. Informacje odczytane
z obu widm, tj. 1D 'H NMR oraz 2D COSY, nie pozwolity jednak na jednoznacznie
okreslenie sekwencji tancucha zwigzanego z grupa hydroksylowa przy atomie C-3
aglikonu r nie bylo pewne, czy badany zwigzek ma wzor Ara(l1—2)-Glu(1—2)-
Ara(1—3)-hederagenina(28—1)-Glu, czy Ara(1—2)-Ara(1—2)-Glu(1—3)-hedera-
genina(28—1)-Glu. Powyzszg watpliwos¢ udato si¢ wyjasni¢ przy pomocy pomiaru
COSY dalekiego zasiggu (long range COSY). Eksperyment ten umozliwil bowiem
zaobserwowanie sprzezenia %) pomigdzy protonem anomerycznym wewngtrznej
glukozy a atomem H-2 wewnetrznej arabinozy (rys. 4) [15].

Rysunek 4. Struktura medikozydu [15]

2.1.2.2. INADEQUATE (Incredible Natural Abundance Double Quantum Transfer
Experiment)

Eksperymenty INADEQUATE dostarczajg informacji o oddziatywaniach *C-13C
i dzigki temu umozliwiaja ustalenie budowy szkieletu weglowego czasteczki. Pomiary
te charakteryzuja si¢ jednak niska czuloscia, co znacznie ogranicza ich stosowalno$é
W badaniach metabolitow wtdrnych, w tym saponin [16]. Jednym ze stosunkowo nielicz-
nych przyktadow wykorzystania eksperymentow INADEQUATE w analizie tej grupy
glikozydoéw jest praca opublikowana przez Perera i wspdlpracownikow, opisujaca
proby ustalenia budowy zwigzku wyizolowanego z Alphitonia zizyphoides (Rhamnaceae).
Po specjalnej obrébce komputerowej widma, koniecznej ze wzgledu na niska intensyw-
no$¢ sygnatow, autorom udalo si¢ jednoznacznie zidentyfikowaé 35 z 53 mozliwych
wigzan wegiel-wegiel. Wiedza ta, wraz z informacjami uzyskanymi z widm jednowy-
miarowych oraz z pomiarow COSY, TOCSY, HETCOR, NOESY, ROESY, pozwolita
przypisa¢ wydzielonej substancji wzor 5. Wigzania zidentyfikowane w oparciu
o pomiar INADEQUATE zaznaczono kolorem niebieskim (rys. 5) [17].
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Rysunek 5. Struktura saponiny wydzielonej z Alphitonia zizyphoides [17]

2.1.2.3. HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) oraz HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

Eksperymenty HSQC oraz HMBC pozwalajg zidentyfikowaé¢ atomy *H i 3C
oddalone od siebie odpowiednio o0 jedno wigzanie lub o wigksza liczbe wigzan [14].
Jednym z wielu przyktadéw wykorzystania tych pomiaréw w badaniach saponin jest
analiza bellissaponiny BAL B (6) wyizolowanej ze stokrotki (Bellis perennis, Aste-
raceae). Dzieki zastosowaniu eksperymentow HSQC oraz HMBC mozna byto w prosty
sposOb przypisa¢ wszystkie sygnaty widoczne w jednowymiarowych widmach *H i ¥*C
NMR tego zwigzku. Ponadto na podstawie korelacji dalekiego zasiggu udalo si¢
okresli¢ sekwencje tancucha cukrowego oraz miejsca przytaczenia reszt cukrowych do

aglikonu (rys. 6) [18].

S

2 4 3
HO COO—ch—Rha—XyI—Rha
"OH 4 CO
Rha(
O §\

CTH,OH 6

Rysunek 6. Struktura bellissaponiny BA1 [18]

2.2. Spektrometria mas (MS)

Spektrometria mas stanowi bardzo uzyteczne narzedzie analizy saponin, poniewaz
dostarcza informacje zarowno o masie, jak i o strukturze czasteczki. Istotng kwestig
W badaniach metodg MS jest wybor odpowiedniej techniki jonizacji. Decyzja ta zalezy
od czynnikow takich jak masa czasteczkowa zwiazku, jego lotnos¢, stabilno$¢ ter-
miczna, a takze cel analizy [19].

Do lat 90. sposobem jonizacji stosowanym najpowszechniej w badaniach saponin
byt FAB (ang. Fast Atom Bombardment). Technika ta zaliczana jest do tagodnych
metod jonizacji (tj. takich, ktore powoduja jedynie nieznaczng fragmentacj¢ analitu),
a polega na bombardowaniu prébki umieszczonej w specjalnej matrycy wigzka atoméw
o duzej energii [10].
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Typowym przyktadem zastosowania metody FAB-MS przy ustalaniu struktury
saponin jest praca Borela i Hostemanna, w ktorej opisano analiz¢ monodesmozydu
wyizolowanego z Swartzia madagascariensis (Leguminosae). W zarejestrowanym
W trybie jonéw ujemnych widmie tego zwigzku zaobserwowano jon pseudomolekularny
0 m/z 777 [M — HJ oraz sygnaly jonéw potomnych o m/z 631 [(M — H) — 146)] i 455
[(M — H) — 322)]. Mozna wigc bylo stwierdzié, Zze badana saponina ma mas¢ cza-
steczkowg 778 Da, a jony potomne sa skutkiem oderwania w kolejno$ci czasteczki
ramnozy oraz czasteczki kwasu uronowego. Informacje te w potaczeniu z danymi z eks-
perymentow NMR pozwolity przypisa¢ analizowanej substancji strukture 7 (rys. 7) [20].

________________

Rysunek 7. Struktura monodesmozydu wyizolowanego z Swartzia madagascariensis [20]

Obecnie metodg jonizacji wybierang przez wigkszo$¢ badaczy jest elektrosprej
(ang. Electrospray, EST). W technice tej roztwor analitu w odpowiednim lotnym roz-
puszczalniku przepuszcza si¢ przez cienka igle, do ktorej przylozono bardzo wysokie
napigcie. Powstajgce na wyjsciu z kapilary natadowane krople tracg nastepnie stop-
niowo rozpuszczalnik, co powoduje wzrost gradientu potencjatlu przy ich powierzchni.
Gdy ten przekroczy wartos¢ krytyczng, dochodzi do tzw. eksplozji kulombowskiej,
w wyniku ktorej jony uwalniane sa do fazy gazowej. Popularnos¢ techniki ESI-MS
wynika m.in. z szerokiego zakresu stosowalnosci, z mozliwosci uzyskania bardzo
dobrego limitu detekcji oraz z fatwosci sprze¢zenia z chromatografia cieczowg (probka
jest juz w roztworze).

Sposrod licznych prac opisujacych zastosowanie metody ESI-MS w badaniach
saponin — warto przywota¢ t¢ opublikowang w 2007 roku przez Chena i wspotpra-
cownikow. W trakcie opracowywania metody HPLC do standaryzacji ekstraktow
z korzeni pluskwicy groniastej (Cimicifuga racemosa L.; Ranunculaceae), autorzy wy-
dzielili substancje o tr = 62 min., ktorej jednowymiarowe widma *H i *C NMR byty
nierozréznialne od tych zarejestrowanych dla cimicifugozydu (ksylozydu 3-O-a-D-
cimigenolu) — 8. Pik chromatograficzny przypisany saponinie 8 znajdowat si¢ jednak
przy znacznie krotszym czasie retencji (fr = 42 min.). Zagadka ta sklonita Chena
i wspolpracownikoéw do podjecia szczegdtowych badan majacych na celu ustalenie
struktury nowowydzielonego zwiazku 9. Jedne z najistotniejszych informacji o budowie
tej substancji dostarczyta naukowcom spektrometria mas — w widmie HR-ESI-MS
saponiny o t; = 62 min. widoczny byt profil izotopowy charakterystyczny dla zwiazku
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zawierajacego w swojej strukturze atom chloru. Zaobserwowany jon pseudomolekularny
[M+H]* odpowiadat natomiast wzorowi sumarycznemu CssHssOgCl. Przeprowadzona
nastepnie wnikliwa analiza widm 'H i 3C NMR oraz COSY, HSQC, HMBC i NOESY
saponiny 9 doprowadzita do stwierdzenia, Ze jest ona analogiem cimicifugozydu posia-
dajacym w pozycji C-25 atom chloru zamiast grupy hydroksylowej. Uzyskane przez
autorow wyniki w pelni wyjasnialy tak duze podobienstwo widm *H i *C NMR sub-
stancji 0 t = 42 min. i tr = 62 min.— niewielkie réznice przesuni¢¢ chemicznych
zaobserwowano dopiero w widmach otrzymanych na aparacie 900 MHz. Ze wzgledu
na to, ze zwiazki halogenoorganiczne spotykane sa w roslinach stosunkowo rzadko,
grupa Chena postanowita przeprowadzi¢ dodatkowe eksperymenty w celu wyjasnienia,
czy zwigzek 9 wystepuje naturalnie, czy jest to artefakt powstajacy w trakcie izolacji.
Otrzymane przez autorow wyniki przemawialy na korzys¢ drugiej z wymienionych
mozliwosci (rys. 8) [21].

o ;
Lo Gty Y 4 8R=H

HO 9R=Cl
Rysunek 8. Struktura saponiny z korzeni pluskwicy groniastej [21]

Znacznie wiecej informacji o strukturze saponiny mozna otrzymac¢ metoda tande-
mowej spektrometrii mas (MS/MS, MS?). Idea tej techniki polega na wyodrebnieniu
z puli jonéw fragmentacyjnych tzw. jonu-prekursora, poddaniu go fragmentacji i uzy-
skaniu widma jonéw potomnych. Niektore aparaty umozliwiaja wykonanie pomiarow
typu MS™, czyli takich, w ktorych przedstawiony cykl powtarza si¢ kilkukrotnie. Nalezy
doda¢, ze tandemowa spektrometria mas umozliwia analiz¢ zwigzkow obecnych
w mieszaninie [10].

Technika MS" w potaczeniu z HPLC zostata zastosowana miedzy innymi przez Sun
1 wspotpracownikoéw w celu charakteryzacji saponin obecnych w ekstraktach z 9 odmian
powojnika (Clematis sp. L.; Ranunculaceae). Metoda jonizacji zastosowang w tych
badaniach byt elektrosprej. W widmie MS jondéw ujemnych, zarejestrowanym w trybie
pelnego skanowania, autorzy zaobserwowali jony [M-H], [M+CI], [M+HCOO]" dla
wszystkich zwigzkow. Sposrod wymienionych indywiduow do dalszych eksperymentow
MS wybrano [M-H]. Na podstawie otrzymanych widm MS" (n = 2-4) Sun i wspot-
pracownicy stwierdzili, ze dwie sposrdd saponin obecnych w ekstraktach nie zostaty
dotychczas opisane. Co najwazniejsze, uzyskane dane pozwolily zidentyfikowac te
substancje jako: ester 28-Oramnopiranozylo—glukopiranozylo—glukopiranozylowy 3-
O-rybo-piranozylo—ramnopiranozylo —(glukopiranozylo)—arabinopiranozylo
hederageniny 10 oraz ester 28-O-ramnopiranozylo— glukopiranozylo—glukopirano-
zylowy 3-O-glukopiranozylo—rybopiranozylo—ramnopiranozylo —arabinopiranozylo
hederageniny 11 (rys. 9) [22].
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10 R = Rha-Glc-Glc R? = Rib-Rha-(Glc)-Ara
11 R" = Rha-Glc-Glc R? = Glc-Rib-Rha-Ara

Rysunek 9. Struktura saponin wyst¢pujacych w powojniku (Clematis L.) [22]

Metoda MS/MS jest ostatnio wykorzystywana jako alternatywa dla analiz NMR.
Saponiny posiadajg tak ogromng roznorodno$¢ budowy, ze ich charakterystyka struk-
turalna przy uzyciu metody NMR pozostaje bardzo trudna. Czasami spektrometria mas
pozostaje jedyng dostgpng metoda charakteryzowania zwiazkow naturalnych wystepu-
jacych w mieszaninie lub wzbogaconych ekstraktach. Oczywiscie kilka aspektow wyko-
rzystania metody MS/MS pozostaje problematycznych pomimo widocznych korzysci
Z charakteryzowania saponin za pomocg spektrometrii masowej. Jedno z wyzwan
dotyczy ustalenia stereochemii r6znych centrow stereogenicznych, w tym konfiguracji
wigzan glikozydowych i rozrdzniania miedzy epimerycznymi cukrami. Dane te mozna
uzyskac jedynie z zaawansowanej analizy spektroskopowej poszczegdlnych zwigzkow.
Jednak izolacja i1 pelne wyjasnienie strukturalne saponin w materiatach roslinnych sa
zadaniami szczegolnie skomplikowanymi i czasochlonnymi ze wzgledu na podobne
wlasciwos$ci chromatograficzne, izomeryzacje, a takze wystegpowanie tych zwigzkow
W materiale ro§linnym w malych ilo$ciach. Ztozona struktura saponin o wyraznie po-
dobnych wlasciwosciach chromatograficznych oraz obecno$¢ licznych izomerow to
glowne czynniki utrudniajgce izolacje i pelna charakterystyke strukturalng saponin
z kultywaréw gatunku buraka zwyczajnego (Beta vulgaris L.; Amaranthaceae). Nie
mozna wykluczy¢, ze w najblizszej przysztosci nie uda si¢ oddzieli¢ i podda¢ analizie
NMR wykrytych i wstepnie zidentyfikowanych na podstawie analizy HPLC-ESI-MS/MS
44 saponin w korzeniach buraka ¢wiklowego [23] oraz 21 saponin z lisci buraka
lisciowego [24]. Tak wiec, w przypadku tych roélin potrzebna jest czuta metoda taka
jak LC-MS/MS. Dane MS/MS pozwalajace na wstepng identyfikacje struktury saponin
buraka ¢wiklowego i lisciowego obecnie stanowig jedyny mozliwy sposob badania
wilasciwoscei strukturalnych tych bioaktywnych metabolitow. Jak pokazuje tabela 2 —
sciezki fragmentacji niektorych zwigzkow wystepujacych w buraku ¢wikltowym i liscio-
wym odpowiadajg strukturze betawulgarozydoéw z buraka cukrowego (rys. 10), ktorych
struktura zostata w pelni opisana na podstawie analiz NMR [25, 26]. Stanowi to pod-
stawe do przysztych badan, ktore s3 wymagane do wyjasnienia dokladnej struktury
poszczegblnych saponin ze wszystkich kultywaréw buraka.
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Tabela 1. Dane MS oraz identyfikacja saponin obecnych w buraku éwiktowym (BC) i w buraku lisciowym
w poréwnaniu do struktur betawulgarozydow I-X z buraka cukrowego (BC). Hex — heksoza, hHex —

uwodniona heksoza, Pen — pentoza, hPen — uwodniona pentoza, UrA — kwas uronowy, Act — podstawnik
acetalowy, Diox — podstawnik typu dioksolanowy

Sciezki fragmentacji jonu Prawdopodobna struktura saponiny | Wystgpowanie
pseudomolekularnego do aglikonu za BC BL
pomocg analiz HPLC-ESI-MS/MS Przyporzadkowany betawulgarozyd

zBC
MS? [953,4388]: 909 [M-CO2-H], 793 [M- | Diox-Hex-UrA-kwas oleanolowy + -
Diox-HJ, 631 [M-Diox-Hex-H]
MS2[953.4388 >793]: 673 [M-Diox- Betawulgarozyd |
C4HsOs-H]', 631 [M-Diox-Hex-H], 613 [M-
Diox-hHex-HJ, 455 [M-Diox-Hex-UrA-H]
MS?[791,3839]: 631 [M-Diox-HJ, 455 [M- | Diox-UrA-kwas oleanolowy + +
Diox-UrA-HJ Betawulgarozyd |1
MS? [955,4512]: 835 [M-C3H4Os-H], 793 Act-Hex-UrA-kwas oleanolowy + +
[M-Act-H, 631 [M-Act-Hex-HJ", 455 [M- | Betawulgarozyd II1
Act-Hex-UrA-HJ
MS? [793,3996]: 673 [M-CsH40s-H]-, 631 Act-UrA-kwas oleanolowy + +
[M-CsH405-C2H20-H], 455 [M-C3H4Os- Betawulgrozyd IV
C2H20-UrA-HJ-
MS? [1117,5017]: 835 [M-Act-CsHsOs-H], | Act-Hex-Hex-UrA-kwas + +
793 [M-Act-Hex-HT, 731 [M-Act-hHex- oleanolowy
CO2-HJ, 631 [M-Act-Hex-Hex-H] 455 [M- Betawulgarozyd VV
Act-Hex-Hex-UrA-HJ
MS? [971,4493]: 851 [M-C3H40s-H], 809 Act-Hex-UrA-hederagenina + -
[M-Act-H]
MS®[971.4493 > 851]: 689 [M-C3H4Os- Betawulgarozyd VI
Hex-HJ, 645 [M-CsH40s-Hex-CO2-HJ, 471
[M-C3H405-CoH20-Hex-UrA-H!-
MS? [809,3945]: 689 [M-C3H40s-H], 647 Act-UrA-hederagenina + +
EZI\Z/IHSSHCJ?;CHT 20-H], 471 [M-CaH:Os- Betawulgarozyd VI
MS? [939,4236]: 819 [M-CsH40s-HJ, 777 Act-Hex-UrA-kwas akebonowy + -
[M-Act-HJ', 657 [M-CsH4Os-Hex-H] Betawulgarozyd VI
MS? [1087,4913]: 925 [M-Hex-H]-, 793 [M- | Hex-Hex-Pen-UrA-kwas + +
Hex-Pen-H];, 731 [M-Hex-COz -hPen-HJ, oleanolowy
455 [M-Hex-Hex-Pen-UrA-H] Betawulgarozyd 1X
MS? [909,4491]: 789 [M-C4HsO4-H], 747 Hex-Pen-UrA-kwas akebonowy + -
[M-Hex-H]-, 685 [M-hHex-CO2-HT-, 597
[M-hHex-Pen-H], 553 [M-Hex-hPen-H>0O- | Betawulgarozyd X
COz-HJ

Zrodlo: opracowanie whasne na podstawie [23-26]

2.3. Spektroskopia w podczerwieni (IR)

Podstawowym zastosowaniem spektroskopii w podczerwieni jest identyfikacja grup
funkcyjnych obecnych w badanym zwigzku. Przyktadowo: w widmie IR indykacyny
12, saponiny wystepujacej w czesciach naziemnych Fagonia indica Burm (Zygo-
phyllaceae), obecne sg pasma przy liczbach falowych 3426 cm™, 1730 cm, 1710 cm?,
1658 cm't, ktore wskazujg na obecno$¢ odpowiednio grup hydroksylowych, grupy kar-
bonylowej, grupy karboksylowej i wigzania podwadjnego wegiel-wegiel (rys. 11) [27].
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Rysunek 10. Struktura betawulagrozydow I-X. Opracowanie wlasne na podstawie [25, 26]
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Rysunek 11. Struktura indykacyny [27]

Analiza danych spektroskopowych saponin steroidowych typu spirostanu umozliwia
ponadto ustalenie konfiguracji absolutnej atomu C-25. W tym celu poréwnuje si¢
wzgledne intensywnosci dwoch sposrod czterech pasm charakterystycznych dla obecn-
ego w glikozydach (nalezacych do tej klasy ugrupowania spiroketalowgo) pasma poto-
zonego przy okoto 920 cm-1 (pasmo B) oraz pasma znajdujacego si¢ przy 900 cm
(pasmo C). Stwierdzono, ze w przypadku zwigzkdéw bedacych przedstawicielami szeregu
25S pasmo B charakteryzuje si¢ wigksza intensywnos$cig niz pasmo C, natomiast dla
zwigzkow 25R relacja ta jest odwrotna [28, 29]. Przedstawione zalezno$ci pozwolity
Zhou i wspotpracownikom przypisa¢ atomowi wegla C-25 w filiasparozydzie A (13)
konfiguracj¢ R, a odpowiadajagcemu centrum stereogenicznemu w filiasparozydzie C
(14) — konfiguracj¢ 25R (rys. 12). Obie substancje zostaly wyizolowane przez autorow
z korzeni Asparagus filicinus (Liliaceae) [30].
25R

258

OH HO

- 9
HO
HO e
HO Homo/o
OH
Rysunek 12. Struktury filiasparozydu A (13) oraz filiasparozydu C (14) [30]
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2.4. Krystalografia rentgenowska

Krystalografia rentgenowska jest technika, ktéra pozwala w sposdb jednoznaczny
okresli¢ strukture badanego zwigzku. Metoda ta znajduje jednak niewielkie zastosowanie
w analizie saponin ze wzgledu na trudnos¢ uzyskania odpowiednich krysztatow. Wsrod
nielicznych substancji, dla ktorych udalo si¢ z powodzeniem zastosowaé pomiary
krystalograficzne, znajduje si¢ miedzy innymi azjatykozyd (15) wyizolowany z Centella
asiatica (Umbelliferae) Przedstawia go rysunek 13. Monokrysztat tej saponiny uzyskano
w wyniku krystalizacji z dioksanu [31].

Rysunek 13. Wzor strukturalny azjatykozydu oraz struktura krystalograficzna tego zwiazku [31]

Analiza krystalograficzna umozliwita takze potwierdzenie struktury 3-B-D-gluko-
zydu kwasu mollikowego 16 — zwigzku wydzielonego po raz pierwszy z lisci Com-
bretum molle (Combretaceae). Strukture obrazuje rysunek 14 [32].

OH

HO 0"
OH HOOC 16

Rysunek 14. Struktura 3--D-glukozydu kwasu mollikowego [32]

3. Podsumowanie

Saponiny mogg by¢ odpowiedzialne za wiele aktywnosci biologicznych roslin lecz-
niczych i jadalnych. Réznice w strukturach poszczegodlnych zwigzkéw mogag wpltywaé
na obserwowane wilasciwosci biologiczne roslin i otrzymywanych z nich ekstraktow,
dlatego tez analiza sktadu jakosciowego saponin w tych roslinach jest jednym z glow-
nych kierunkow fitochemii. Ze wzgledu na tak ogromng r6znorodno$¢ struktur i trud-
nosci z otrzymaniem czystych zwigzkéw — charakterystyka saponin przy uzyciu zaawan-
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sowanych technik NMR pozostaje bardzo trudna. Coraz czeSciej do analiz struktur
saponin angazowane sa metody spektrometrii masowej (MS), czesto potaczone z chro-
matografig cieczowag (LC), ktdre pozwalaja na wstgpng identyfikacje struktur tych
zwiazkéw w mieszaninie. Zastosowanie pozostatych opisanych w pracy metod jest raczej
marginalne. Dzi¢ki postgpowi technicznemu i angazowaniu coraz to nowszych metod
analitycznych liczba gatunkow ro$lin przebadanych pod wzgledem zawarto$ci saponin
wciagz rosnie. Ze wzgledu na potencjalne wykorzystanie saponin jako lekow pocho-
dzenia naturalnego mozemy spodziewaé si¢ intesywnego rozwoju opisanych metod
zmierzajacych do potaczenia precyzji analizy NMR oraz zalet analiz LC-MS — takich
jak mozliwos¢ analizy zwiazkow bez ich wczesniejszego rozdzielenia na pojedyncze
zwiazki chemiczne.
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Streszczenie

Nazwg ,,saponiny” okre§lamy grupe¢ substancji zbudowanych z lipofilowej czesei aglikonu — sapogeniny
oraz hydrofilowego glikonu, czyli czesci cukrowej. Poszczegdlne saponiny rdznig si¢ rodzajem aglikonow
oraz sktadem, liczbg i wzorami rozgat¢zien tancuchow cukrowych, co skutkuje duza naturalng réznorod-
noscig saponin. Ta réznorodnos¢ determinuje rézne wlasciwoscei biologiczne tych zwiazkéw. W literaturze
mozna znalez¢ wiele doniesien o ich dziataniu przeciwzapalnym, przeciwgrzybiczym, przeciwwirusowym,
cytotoksycznym czy antyseptycznym. Saponiny wystepuja czesto w roslinach leczniczych i jadalnych,
decydujac o ich wlasciwosciach farmaceutycznych i nutraceutycznych. Dzigki postgpowi technicznemu
| angazowaniu coraz to nowych metod analitycznych liczba przebadanych gatunkéw roslin pod wzgledem
zawarto$ci tych zwiazkow weciaz rosnie, jednak charakterystyka struktury saponin w wielu roslinach wciaz
jest niepetna. Dlatego tez dobranie odpowiednich metod badan nad struktura saponin wydaje si¢ niezwykle
wazne w konteks$cie okreslenia zaleznoéci miedzy strukturg a funkcja oraz projektowania lekow pocho-
dzenia naturalnego. Aby zidentyfikowac i scharakteryzowaé zwiazki wyizolowane z surowca roslinnego
wykorzystuje si¢ obecnie przede wszystkim metody spektroskopowe, takie jak magnetyczny rezonans
jadrowy (NMR), spektroskopia w podczerwieni (IR), spektrometria mas (MS), czy krystalografia rentge-
nowska. W tym rozdziale, na przyktadzie wybranych prac badawczych, zostalo omdéwione zastosowanie
wymienionych technik w analizie saponin.

Stowa kluczowe: saponiny, triterpeny, analiza spektroskopowa, LC-MS, NMR

Methods for the structural characterization of triterpene saponins

Abstract

Saponins are a group of substances composed of the lipophilic part of the aglycone — sapogenin and the
hydrophilic glycon, i.e. the sugar part. Individual saponins differ in the type of aglycones as well as in the
composition, number, and branching patterns of sugar chains, which results in a large natural variety of
saponins. This diversity determines the various biological properties of these compounds. There are many
reports in the literature about their anti-inflammatory, antifungal, antiviral, cytotoxic, and antiseptic
properties. Saponins are often found in medicinal and edible plants, determining their pharmaceutical and
nutraceutical properties. Due to the technical progress and the use of new analytical methods, the number
of tested plant species in terms of the content of these compounds is still growing. However, the charac-
teristics of the saponin structure in many plants is still incomplete. Therefore, the selection of appropriate
research methods on the structure of saponins seems to be extremely important in the context of deter-
mining the relationship between the structure and function and designing drugs of natural origin. In order
to identify and characterize compounds isolated from plant material, spectroscopic methods such as nuclear
magnetic resonance (NMR), infrared spectroscopy (IR), mass spectrometry (MS), and X-ray crystallo-
graphy are currently used. In this chapter, the use of these techniques in the analysis of saponins is
discussed on the basis of selected publications.

Keywords: saponins, triterpens, spectroscopic analysis, LC-MS, NMR
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Badania mozliwosci lugowania kobaltu
z polimetaliczego granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co

1. Wprowadzenie

Komisja Europejska w raporcie dotyczacym kluczowych surowcoéw dla Unii Euro-
pejskiej zaliczyta kobalt do materiatow krytycznych [1]. Wynika to gtéwnie z wcigz
rosngcego zapotrzebowania na ten metal i jego bardzo niskiej produkcji w krajach Unii
Europejskiej. Kobalt jest metalem przejsciowym znajdujacym szerokie spektrum
zastosowan w roéznych galeziach przemyshu [2, 3]. Metal ten ze wzgledu na swoje
unikatowe wiasciwosci znajduje zastosowanie w bateriach, superstopach, metalach
0 wysokiej twardos$ci, katalizatorach, pigmentach, magnesach i inne [4]. W 2020 roku
$wiatowa produkcja kobaltu wynosita 140 000 ton, z czego ponad 70% $§wiatowej
produkcji pochodzito z Demokratycznej Republiki Kongo (DRC), gdzie usytuowane
jest okoto 50% $wiatowych zasobow tego metalu [5]. Dane te nie uwzgledniaja wiel-
kosci produkcji kobaltu z przerobu materiatdw odpadowych, takich jak zuzyte baterie
czy zuzyte katalizatory.

Produkcja miedzi w hutach KGHM Polska Miedz S.A. oparta jest gtdéwnie na tech-
nologii przerobu koncentratow rud miedzi z wykorzystaniem piecéw szybowych oraz
piecow zawiesinowych, a takze przetopie ztomoé6w miedzi poddawanych procesowi
pirometalurgicznemu w konwertorach lub piecach anodowych [6]. Koncentraty miedzi
przetwarzane przez KGHM Polska Miedz S.A. charakteryzuja si¢ zr6znicowana
zawartoscig kobaltu. Najwieksze stezenie kobaltu wystgpuje w koncentracie Lubin —
1400 ppm, a nastepnie w koncentracie Rudna — od 480 ppm do 550 ppm, z kolei
najnizsze w koncentracie Polkowice — 240 ppm [7]. W procesach metalurgicznych
przerobu koncentratow miedzi o zachowaniu si¢ poszczegdlnych metali oraz zwigk-
szaniu ich koncentracji w produktach podstawowych i ubocznych decyduja w gldwnej
mierze wlasno$ci fizykochemiczne metalu lub jego zwiazkow oraz rodzaj stosowanej
technologii procesu podstawowego — wytopu lub rafinacji miedzi [8]. Kobalt charak-
teryzuje si¢ duzym powinowactwem chemicznym do tlenu, a zblizonym do zelaza.
Zatem w technologii produkcji miedzi z koncentratdow w procesie szybowym kon-
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3 katarzyna.leszczynska-sejda@imn.lukasiewicz.gov.pl, Centrum Hydroelektrometalurgii, Sie¢ Badawcza
Lukasiewicz — Instytut Metali Niezelaznych, www.imn.gliwice.pl.

4 karolina.goc@imn.lukasiewicz.gov.pl, Centrum Hydroelektrometalurgii, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz —
Instytut Metali Niezelaznych, www.imn.gliwice.pl.

5 karolina.pianowska@imn.lukasiewicz.gov.pl, Centrum Hydroelektrometalurgii, Sie¢ Badawcza Fukasiewicz —
Instytut Metali Niezelaznych, www.imn.gliwice.pl.

157



Joanna Malarz, Grzegorz Benke, Katarzyna Leszczynska-Sejda, Karolina Goc, Karolina Pianowska

centruje si¢ on gléwnie w kamieniu miedziowym oraz produkcie jego $wiezenia —
miedziowym zuzlu konwertorowym.

W Sieci Badawczej Lukasiewicz — Instytucie Metali Niezelaznych od kilku lat
prowadzone sg badania nad opracowaniem kompleksowej technologii odzysku kobaltu
z miedziowego zuzla konwertorowego pochodzacego z procesu $wiezenia kamienia
miedziowego. W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan lugowania kobaltu
z granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co otrzymanego z miedziowego zuzla konwertorowego,
pochodzacego od krajowego producenta miedzi.

W literaturze niewiele miejsca poswigcono hydrometalurgicznym procesom prze-
twarzania stopow Cu-Fe-Pb-Co o podobnym sktadzie chemicznym co granulat stopu
omoéwiony w pracy. Opisano jedynie elektrochemiczne roztwarzanie stopow: Co-Ni-
Cu-Fe [9], Cul6-Fe70-Co10, Cu70-Co4-Feld-Ph7 oraz Cu27-Co6-Fe64-Pbl.5 [10-12]
otrzymanych z miedziowego zuzla konwertorowego, uzyskanego od KGHM Polska
Miedz S.A.

2. Material do badan

Polimetaliczny granulat stopu Cu-Fe-Pb-Co otrzymano w procesie §wiezenia stopu
Cu-Fe-Pb-Co przeprowadzonego w elektrycznym piecu tukowo-oporowym o mocy 80
kVA. Proces ten zostal wykonany w Zaktadzie Hutnictwa, Sieci Badawczej Luka-
siewicz — Instytutu Metali Niezelaznych [13]. Z kolei stop Cu-Fe-Pb-Co zostat uzyskany
z miedziowego zuzla konwertorowego otrzymanego w wyniku $wiezenia kamienia
miedziowego pochodzacego z technologii produkcji miedzi z koncentratow (opartej na
procesie szybowym).

Granulat stopu Cu-Fe-Pb-Co poddano analizie sitowej, co pozwolito na okre$lenie jego
sktadu granulometrycznego. Wyniki analizy sitowej dla ww. stopu zestawiono w tabeli
1. Granulat podzielono na 5 frakcji ziarnowych zaleznie od wielkosci ziarna (tab. 1).

Tabela 1. Wyniki analizy sitowej — wielko$¢ ziarna (mm) oraz udziat (% mas.) poszczegolnych frakeji
ziarnowych granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co

Frakcja ziarnowa
Gl G2 G3

Wielko$¢ ziarna, [mm]

0-1 | 1-2 | 25 | 5-10 | >10
Udziat, [% mas.]
51 | 21 | 26,3 | 32,2 | 34,3

Zrédlo: Opracowanie wilasne.

Zgodnie z danymi zamieszczonymi w tabeli 1., najwigcej bylo frakcji ziarnowe;j
0 wielkosci ziarna powyzej 10 mm. Analiza sktadu chemicznego frakcji ziarnowych
polimetalicznego stopu Cu-Fe-Pb-Co wykazata, iz poszczegdlne frakcje ziarnowe
w bardzo niewielkim stopniu rdznig si¢ zawartosciag poszczegolnych pierwiastkow, tj.:
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Cu, Fe, Pb, Co, Ni, As oraz Si (tab. 2). Zatem wyjsciowym materiatem do badan
hydrometalurgicznych byta usredniona probka granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co o sktadzie
chemicznym (% mas.): Cu — 39,4; Fe — 41,8; Pb — 4,64; Co — 7,29; Ni — 1,88; Si —
0,49; As —0,66.

Tabela 2. Sktad chemiczny (% mas.) poszczegdlnych frakcji ziarnowych granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co

Frakcja Cu| Fe [ Pb | Co| Ni | Si | As
ziarnowa % mas.
Gl 356 | 386 | 415 | 6,16 | 1,62 | 3,01 | 0,49
G2 395 | 413 | 434 | 6,39 | 1,67 | 1,25 | 0,59
G3 398 | 409 | 4,77 | 7,36 | 1,90 | 0,95 | 0,67
G4 40,1 | 423 | 461 | 7,29 | 1,87 | 0,07 | 0,68
G5 389 | 424 | 467 | 7,47 | 1,92 | 0,10 | 0,66
Srednia 394 | 418 | 464 | 7,29 | 1,88 | 0,49 | 0,66

Zrédto: Opracowanie wiasne.

3. Metodyka badan

W prowadzonych badaniach tugowania polimetalicznego granulatu stopu Cu-Fe-
Pb-Co zastosowano nastepujace odczynniki chemiczne: 95-98% kwas siarkowy (V1)
(cz.d.a., Avantor, Gliwice), 30% roztwér nadtlenku wodoru (cz.d.a., Avantor, Gliwice),
65% kwas azotowy (V) — cz.d.a., Avantor, Gliwice.

Wykonano kilkadziesiat prob tugowania kobaltu z polimetalicznego granulatu stopu
Cu-Fe-Pb-Co w samych roztworach kwasu siarkowego (V1) oraz w roztworach kwasu
siarkowego (VI) z dodatkiem utleniaczy. Kazdorazowo zmieniano st¢zenie roztworu
higujacego, ilo$¢ i rodzaj utleniacza czy stosunek fazy statej do fazy cieklej (czynnika
tugujacego). W pierwszym etapie badan do 100 g probki granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co
wprowadzono 500 cm?® roztworu kwasu siarkowego (V1) o stezeniu 10%, 15%, 20%,
25% lub 30%. Mieszaning reakcyjng mieszano (300 obr./min) i ogrzewano w tempe-
raturze powyzej 95°C przez 12 godzin. W kolejnych probach, po ogrzaniu mieszaniny
reakcyjnej do temperatury 95°C, rozpoczgto powolne dodawanie porcjami 30% roztworu
nadtlenku wodoru w 15-minutowych odstepach czasowych: 100 cmd, 150 cm?, 200 cm?,
250 cm® lub 300 cm® w czasie 11 godzin, przy zachowaniu identycznych warunkow
procesu, jak w pierwszym etapie badan. Przeprowadzono réwniez proby hugowania
kobaltu z polimetalicznego granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co w reaktorze pneumome-
chanicznym wyposazonym w aerator (umozliwiajgcy mieszanie mieszaniny reakcyjnej
oraz dyspergowanie gazowego tlenu), termoelektryczny czujnik temperatury w szklanej
oslonie, plyte grzewcza wraz z automatycznym sterowaniem oraz szklane naczynie
0 pojemnos$ci 3 dm® wraz dwiema pokrywami zawierajagcymi otwory na termopare
oraz aerator (rys. 1). 300 g porcje granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co i 1,5 dm?® roztworu
kwasu siarkowego (VI) o stezeniu 10%, 15%, 20%, 25% lub 30% mieszano za pomoca
aeratora zaopatrzonego w wirnik obracajacy si¢ z szybkoscia 1200 obr./min. Po ogrzaniu
mieszaniny reakcyjnej do temperatury 95°C, rozpoczeto jej barbotaz gazowym tlenem.
Natezenie przeptywu gazowego tlenu wynosito 50 dm®h i kontrolowane bylo przy
uzyciu rotametru, proces prowadzono przez 12 godzin.
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Rysunek 1. Reaktor pneumomechaniczny wraz z wyposazeniem
Zrédto: Opracowanie wlasne

W probach tugowania kobaltu z polimetalicznego granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co
zastosowano takze 65% kwas azotowy (V). Do 50 g, 75 ¢, 100 g, 125 g lub 150 ¢
granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, tugowanego w 1 dm?® roztworu kwasu siarkowego (V1)
o stezeniu 10%, 15%, 20%, 25% lub 30% wprowadzano pierwsza porcje — 35 cm?®
65% kwasu azotowego (V). Mieszanine reakcyjna mieszano (300 obr./min) i ogrze-
wano w temperaturze powyzej 95°C przez 4 godziny, 6 godzin, 8 godzin 10 lub 12
godzin. Drugg porcje — 30 cm?® 65% kwasu azotowego (V) — dodawano do mieszaniny
reakcyjnej po uplywie potowy zadanego czasu procesu tugowania. Po zakonczeniu
procesu, mieszaning poreakcyjna filtrowano, a nastepnie mierzono pH przesaczu. Nie-
roztworzony materiat wraz z wytragconym osadem — siarczanem (VI) otowiu (Il) —
przemywano na sgczku (50-75 cm® wody destylowanej), a nastgpnie suszono do uzy-
skania statej masy, w temperaturze 100°C przez 5 godzin. We wszystkich przeprowa-
dzonych probach stosowano takg samg procedurg.

Roztwory po lugowaniu i granulat stopu Cu-Fe-Pb-Co analizowane byly w Zakta-
dzie Chemii Analitycznej, Sieci Badawczej Lukasiewicz — Instytutu Metali Nieze-
laznych. Zawarto$¢ poszczegodlnych pierwiastkow (Cu, Fe, Pb, Co i pozostatych)
oznaczano za pomoca ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass-Spectroscopy, Nexion,
PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Wydajno$¢ tugowania kobaltu, Zelaza i miedzi,
ktore obecne byly w roztworach po tugowaniu, obliczono zgodnie z rownaniem (1) [14]:

c Xv

Y =

x 100% €Y)

m Xw

gdzie: ¢ — stezenie metalu w roztworze po lugowaniu (g/dm?3); v — objetoéé roztworu po lugowaniu (dm?);
m — masa materialu wejSciowego (g); w — zawarto$¢ kobaltu, zelaza oraz miedzi w materiatach wejSciowych.

4. Wyniki badan

4.1. Wplyw stezenia kwasu siarkowego (VI) na wydajnos¢ lugowania
Zbadano wplyw stezenia kwasu siarkowego (V1) — 10-30% — na wydajnos¢ tugo-

wania Co oraz Fe i Cu z granulatu stopu. W wyniku przeprowadzonych operacji tu-

gowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, okazato si¢, ze do roztworéw przechodzi gtownie
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Co oraz Fe, natomiast Cu pozostaje w nieroztworzonej cze¢sci materialu. Wydajnosé
lugowania Cu we wszystkich wykonanych probach nie przekraczata 1% (tab. 3).
Z kolei Pb obecny w granulatach stopu Cu-Fe-Pb-Co stanowit osad, wytragcony w postaci
siarczanu (VI) otowiu (11).

Tabela 3. Wyniki prob tugowania granulatu stopu w roztworach kwasu siarkowego (VI1); warunki procesu
tugowania: 100 g granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, stosunek fazy statej do fazy cieklej — 1 : 5,>95°C, 12 h

Nr Stezenie Objetosc Wydajnos¢ lugowania,
proby H2S04, przesaczu, pH [%]
[%] [cm?] Co Cu Fe
1 10 550 0,83 | 4,07 | 0,004 | 6,65
2 15 555 065 | 3,12 | 0,009 | 557
3 20 545 050 | 6,05 | 0,009 | 886
4 25 550 0,20 | 505 | 0,003 | 7,24
5 30 600 0,08 | 436 | 0,004 | 7,03

Zrédlo: Opracowanie whasne

Co wazne, zastosowanie 30% roztworu kwasu siarkowego (VI) nie spowodowalo
istotnej poprawy wydajnosci tugowania Co i pozostalych metali z granulatu stopu Cu-
Fe-Pb-Co. Najwyzsza wydajnos¢ tugowania Co — 6,05%, a takze Fe — 8,86% osiag-
nieto przy uzyciu jako roztworu tugujacego 20% roztworu kwasu siarkowego (V1).
W zadanych warunkach procesu tugowania (tab. 3) granulaty stopu Cu-Fe-Pb-Co prak-
tycznie nie ulegaly roztworzeniu. Ubytek masy probki granulatu stopu (masa stopu przed
1 po tugowaniu) w wykonanych probach nie przekraczat 5 g, co w oczywisty sposdb
przektadato si¢ na bardzo niska wydajnos$¢ ugowania metali (wyk. 1).
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Wykres 1. Wydajno$¢ lugowania metali (Co oraz Fe) i utrata masy granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co
w funkcji stgzenia roztworu kwasu siarkowego (V). Zrédto: Opracowanie wlasne

Wobec negatywnych wynikdéw procesu tugowania Co oraz pozostatych metali
w samych roztworach kwasu siarkowego(VI), kolejne proby wykonano z zastosowaniem
réznych utleniaczy, stanowigcych dodatek do roztworéw kwasu siarkowego (VI).
Powinny one wptyna¢ na przyspieszenie procesu lugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-
Co i tym samym zwigkszy¢ w znaczacy sposob wydajnos¢ tugowania Co i innych metali.
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4.2. Wplyw dodatku roztworu nadtlenku wodoru na wydajno$¢ lugowania

Wykonano proby tugownia granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co w roztworach kwasu
siarkowego (V1) (10-30%) z dodatkiem statej ilosci 30% roztworu nadtlenku wodoru
(tab. 4). Zaobserwowano, ze wraz ze zwigkszaniem si¢ stezenia roztworu kwasu siar-
kowego (VI) nastgpowat wzrost wydajnosci tugowania Co oraz w mniejszym stopniu
Cu (tab. 4). Stwierdzono, ze najwickszg wydajnos¢ tugowania Co — 61,7%, otrzymano
dla 30% roztworu kwasu siarkowego (VI). Zapewne rowniez wraz ze wzrostem
stezenia roztworu kwasu siarkowego (V1) zwigksza si¢ takze stezenie Fe w roztworze.
Jednak uzyskane wyniki dla tych roztworéw po tugowaniu tego nie potwierdzaja.

Tabela 4. Wyniki prob tugowania granulatu stopu w roztworach kwasu siarkowego (V1) w obecnosci H202
(200 cm?); warunki procesu lugowania: 100 g granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, stosunek fazy statej do fazy
cieklej (czynnika tugujacego) — 1 : 5,>95°C, 12 h

NI Stezenie Objectose Wydajno$é tugownia,
, H2SO,, przesaczu, pH [%]
proby | o [cm?] Co | Cu | Fe
6 10 605 1,02 | 438 | 9,70 | 445
7 15 550 214 | 477 | 232 | 353
8 20 580 215 | 529 | 331 | 29,6
9 25 550 168 | 54,7 | 373 | 141
10 30 590 185 | 61,7 | 366 | 117

Zrddto: Opracowanie whasne.

Zaobserwowang zalezno$¢, a mianowicie zmniejszenie si¢ wydajnosci tugowania
Fe wraz ze wzrostem stgzenia roztworu kwasu siarkowego (VI), co obrazuje tabela 4
oraz wykres 2, mozna wytlumaczy¢ czg¢$ciowym rozktadem wolnego kwasu siarko-
wego (VI) pod wptywem utleniacza — 30% roztworu nadtlenku wodoru. Przejawem
tego byl zaobserwowany wzrost wartosci pH od 1,68 do 2,15 w roztworach po tugo-
waniu (tab. 4). Jak wiadomo, przy takich wartosciach pH — Fe ulegato hydrolitycz-
nemu wytrgceniu z roztwordw w postaci wodorotlenkow (tab. 4, wyk. 2) [15, 16].
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Wykres 2. Wydajno$¢ tugowania Fe oraz masa osadu po tugowaniu w funkcji stezenia kwasu siarkowego (VI).
Zr6dlo: Opracowanie wlasne
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Wykonano takze proby lugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co w 10% roztworze
kwasu siarkowego (VI) z dodatkiem réznych ilosci utleniacza — 30% roztworu nad-
tlenku wodoru (100-300 cm?®). W oparciu o uzyskane wyniki (tab. 5) stwierdzono, ze
trzykrotne zwigkszenie iloéci (mianowicie ze 100 cm® do 300 cm?®) 30% roztworu nad-
tlenku wodoru wprowadzanego do uktadu reakcyjnego spowodowalo zaledwie dwukrotny
wzrost wydajnosci tugowania Co, Fe oraz podobnie Cu. Ze wzgledu na fakt, Ze
wprowadzany do mieszaniny reakcyjnej utleniacz konieczny do wylugowania Cu
z granulatu stopu ulegat czeSciowemu rozktadowi, wydajnos¢ tugowania Cu niestety
nie przekraczata 32,3%. Najwyzsza wydajnos¢ tugowania Co — 50,1% oraz Fe — 51,0%
otrzymano przy zastosowaniu jako czynnika tugujacego 10% roztworu kwasu siarko-
wego (V1) — z dodatkiem az 300 cm® — 30% roztworu nadtlenku wodoru (tab. 5).

Tabela 5. Wyniki prob tugowania granulatu stopu w 10% roztworze kwasu siarkowego (V1) w obecnosci
roznych ilosci utleniacza — H202 (warunki procesu tugowania: 100 g granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, stosunek
fazy statej do fazy cieklej (czynnika lugujacego) — 1 : 5,>95°C ,12 h)

NI Objetosc Objetosc Wydajnos¢
b 30% r-ru przesaczu, pH hugowania, [%]
POy 1 1,05, [eom?] [cmd] Co Cu Fe

1 100 555 1,06 | 316 | 0,01 | 332
12 150 600 1,07 | 350 | 1,28 | 375
13 200 600 1,11 | 40,0 | 2,90 | 42,0
14 250 595 122 | 42,1 | 148 | 437
15 300 670 1,28 | 50,1 | 349 | 51,0

Zrédto: Opracowanie whasne.

4.3. Wplyw obecnosci gazowego tlenu na wydajno$¢ tugowania

Wykonano testy lugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co w roztworach kwasu
siarkowego (V1) (10-30%) w obecnosci gazowego tlenu. Proby te przeprowadzono
W reaktorze pneumomechanicznym. Okazalo sie, ze granulat stopu Cu-Fe-Pb-Co w za-
danych warunkach procesu tugowania roztwarzatl si¢ w minimalnym stopniu. Ubytek
masy granulatu stopu (masa granulatu stopu przed i po tugowaniu) byt bardzo nie-
wielki 1 wynosil od 7,1 g do 8,3 g, co stanowilo niecate 3% masy probki uzytej
w wykonanych badaniach. Zatem stezenie roztworu kwasu siarkowego(VI) i obecnosé
gazowego tlenu w trakcie procesu tugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co w bardzo
niewielkim stopniu wptywa na wydajnos¢ lugowania Co, Fe oraz Cu (tab. 6). Do
roztworu tugujacego przechodzi tylko Co oraz Fe, i to w nieznacznej ilosci, z kolei Cu
w dalszym ciggu pozostaje w nieroztworzonej czesci materialu wraz z wytragconym Pb
w postaci osadu siarczanu (VI) otowiu (II). Co istotne, najwyzszg wydajno$¢ tugo-
wania Co oraz Fe otrzymano w przypadku zastosowania nastgpujacych warunkow:
30% roztworu kwasu siarkowego (VI), barbotazu mieszaniny tugujacej tlenem
(przeptyw Oz — 50 dm®h), stosunku fazy statej do fazy cieklej — 1 : 5 oraz temperatury
>95°C, w czasiel2 godzin (tab. 6).
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Tabela 6. Wyniki prob tugowania granulatu stopu roztworami kwasu siarkowego (VI) w obecnosci gazowego
tlenu (warunki procesu fugowania: 300 g granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, stosunek fazy stalej do fazy cieklej —
1 : 5, przeptyw O2—50 dm¥h, obroty wirmnika — 1200 obr./min, > 95°C, 12 h)

NI Stezenie Objetos¢ Wydajnos¢ tugownia
, H2S04 przesaczu pH [%]
proby | o [cm?] Co | Cu | Fe
16 10 1550 0,73 | 10,1 | 0,003 | 11,9
17 15 1620 0,74 | 99 | 0,002 | 125
18 20 1540 0,67 | 10,3 | 0,001 | 133
19 25 1575 027 | 98 | 0,002 | 12,1
20 30 1565 0,37 | 114 | 0,004 | 13,6

Zrodto: Opracowanie whasne.

4.4. Wplyw obecnosci kwasu azotowego (V) na wydajnos¢ lugowania

W dotychczas wykonanych probach roztwarzania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co nie
udato si¢ wylugowac calego Co zawartego w badanym materiale. Dlatego przeprowa-
dzono proby tugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co w roztworze kwasu siarkowego
(V1) (10-30%) z dodatkiem silnego utleniacza, ktorego role petnit 65% kwas azotowy
(V) (tab. 7. Zaobserwowano, ze wraz ze wzrostem stezenia roztworu kwasu siarkowe-
go (VI), przy stalej ilosci 65% kwasu azotowego (V), zwicksza si¢ 110$¢ roztwarzanego
materialu (tab. 7). W efekcie zwigksza si¢ rowniez stezenie Co, Fe oraz Cu w
roztworze po tugowaniu, ale tylko przy stezeniu roztworu kwasu siarkowego (VI)
mieszczacym si¢ w zakresie 10-20% (tab. 7). Okazalo si¢, ze najwigksza wydajnosé
tugowania Co — 98,7%, Fe — 99,9% i Cu — 90,3% otrzymano stosujac jako czynnik
tugujacy 20% roztwor kwasu siarkowego (V1) (tab. 7). Stad wniosek, ze kolejne testy
lugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co powinny zosta¢ przeprowadzone w 20%
roztworze kwasu siarkowego (VI) z dodatkiem statej ilosci utleniacza — 65% kwasu
azotowego(V). Zaobserwowany spadek wydajnosci tugowania Co, Fe oraz Cu przy
zastosowaniu 30% roztworu kwasu siarkowego (VI) byt spowodowany wytraceniem
si¢ krysztaldow soli Cu, Co oraz Fe obecnych w mieszaninie po tugowaniu, po jej
uprzednim ochtodzeniu do temperatury pokojowe;.

Tabela 7. Wyniki prob lugowania granulatu stopu w roztworze kwasu siarkowego (V1) z dodatkiem
utleniacza — HNOs (65 cm?); warunki procesu lugowania: 100 g granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, stosunek fazy
stalej do fazy cieklej (czynnika lugujacego) — 1 : 5,>95°C, 12 h)

Nr Stezenie Objetosce Wydajnosé¢
b H>S04 przesaczu pH hugownia [%]
PrOBY 1 o4] [cm?] Co | Cu | Fe

21 10 925 0,93 | 91,1 | 59,0 | 91,9
22 15 975 0,42 | 999 | 795 | 983
23 20 1010 0,45 | 98,7 | 90,3 | 99,9
24 25 1050 0,14 | 999 | 64,3 | 99,9
25 30 1045 0,19 | 785 | 86,0 | 77,6

Zrodio: Opracowanie whasne

164



Badania mozliwosci tugowania kobaltu z polimetaliczego granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co

W kolejnych probach rozne iloSci granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co (50-150 g) tugo-
wano przy uzyciu 20% roztworu kwasu siarkowego (V1) z dodatkiem 65 kwasu azo-
towego (V). Najlepsza wydajno$¢ tugowania Co, Fe oraz Cu otrzymano przy stosunku
fazy stalej do fazy cieklej (czynnika tugujacego) wynoszacym odpowiednio: 0,75 : 10
(przyktad 27, tab. 8) i 1 : 10 (przyktad 28, tab. 8). Warto w tym miejscu dodaé, iz
wykonana analiza sktadu chemicznego osadu jednej z tych prob (przyklad 26, tab. 8)
jednoznacznie potwierdzita, ze Pb wytraca si¢ w trakcie procesu tugowania granulatu
stopu Cu-Fe-Pb-Co w postaci siarczanu (VI) otowiu (II). Sktad chemiczny (% mas.)
osadu: Pb —53,9; Co - 0,01; Fe — 0,45; Cu — 0,29 (przyktad 26, tab. 8).

Tabela 8. Wyniki prob tugowania réznych ilosci (50-150 g) granulatu stopu w 20% roztworem kwasu
siarkowego (VI) w obecnosci utleniacza — HNO3 (65 cm?); (warunki procesu lugowania: > 95°C, 12 h)

Tosé Objetosé Wydajnos¢ tugownia
Nr 0
b granulatu przesaczu pH [%]

PIOBY 1 stopu [q] [cmd] Co Cu Fe
26 50 705 053 | 779 | 80,2 | 77,7
27 75 1030 0,68 | 98,3 | 99,9 | 954
28 20 1010 0,45 | 98,7 | 90,3 | 99,9
29 125 990 0,67 | 845 | 67,6 | 855
30 150 1020 0,76 | 749 | 51,3 | 751

Zrédlo: Opracowanie wiasne.

Przeprowadzone badania tugowania Co, Fe oraz Cu z granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co
potwierdzily wczesniej wykonane obliczenia (w oparciu o Stechiometri¢ reakcji tugo-
wania sktadnikéw zawartych w materiale). Zatem najlepiej tugowanie granulatu stopu
prowadzi¢ przy nastepujacych warunkach: 20% roztwor kwasu siarkowego (V1), dodatek
65% kwasu azotowego (V), stosunek fazy statej do fazy cieklej (czynnika tugujacego) —
1:10, >95°C.

Sprawdzono réwniez wptyw czasu (4-12 h) procesu tugowania granulatu stopu Cu-
Fe-Pb-Co na wydajno$¢ tugowania Co, Fe i Cu (tab. 9). W oparciu o uzyskane wyniki
stwierdzono, Ze czas trwania procesu lugowania granulatu stopu wptywa na wydajnos¢
tugowania cennych metali w niewielkim stopniu (tab. 9). Najlepsza wydajno$¢ tugo-
wania Co — 96,1%, Fe — 98,2% oraz Cu — 94,3% (przyktad 33, tab. 9) otrzymano dla
procesu tugowania prowadzonego przez 8 godzin.

Tabela 9. Wyniki prob ugowania granulatu stopu w roztworach kwasu siarkowego (V1) w obecnosei
utleniacza — HNOs (65 cm?) ; warunki procesu lugowania: 100 g granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co, stosunek fazy
stalej do fazy cieklej (czynnika lugujacego) — 1 : 10, >95°C

Czas Objetose Wydajnos¢ tugownia

Nr . o
b lugowania przesaczu pH [%]
proby [h] [cm?] Co | Cu | Fe

31 4 1060 040 | 894 | 81,3 | 89,1
32 6 970 0,75 | 904 | 85,7 | 91,8
33 8 990 0,71 | 96,1 | 943 | 98,2
34 10 1040 092 | 931 | 87,7 | 95,4
35 12 1270 0,79 | 93,7 | 87,7 | 955

Zrédto: Opracowanie wiasne.
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5. WhnioskKi

W pracy przedstawiono uzyskane wyniki z przeprowadzonych badan tugowania
polimetalicznego granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co o sktadzie chemicznym (% mas.): Cu —
39,4; Fe —41,8; Pb —4,64; Co - 7,29; Ni — 1,88; Si — 0,49; As — 0,66. Proby tugowania
ww. granulatu stopu prowadzono w roztworach kwasu siarkowego (V1), 10-30%, bez
udziatu utleniaczy oraz z udziatem utleniaczy — 30% roztworu nadtlenku wodoru, gazo-
wego tlenu oraz 65% kwasu azotowego (V). Na podstawie przeprowadzonych prob
hugowania polimetalicznego granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co sformutowano nast¢pujace
wnioski:

e proces tugowania Co oraz pozostatych metali (Fe i Cu) z granulatu stopu Cu-Fe-Pb-
Co nalezy prowadzi¢ w temperaturze > 95°C, przez 8 godzin, stosujac jako roztwor
tugujacy 20% roztwor kwasu siarkowego (V1) z dodatkiem 65% kwasu azotowego (V);

o stosunek fazy stalej do fazy cieklej (czynnika tugujacego) powinien wynosi¢ 1 : 10;

o dodatek 65% kwasu azotowego (V) powinien wynosi¢ okoto 6% objetosci 20% roz-
tworu kwasu siarkowego(V1).

Wyzej wymienione warunki pozwalajg na uzyskanie ponad 96% wydajnosci tugo-
wania Co z granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co. Stwierdzono réwniez, iz nie mozna w petni
selektywnie wylugowaé z badanego materiatu Co, poniewaz w trakcie procesu tugo-
wania do roztworu w mniejszym badz wiekszym stopniu, zaleznie od stosowanych
warunkow, przechodzi Fe i Cu. Zatem w celu odzysku Co z granulatu stopu konieczne
jest roztworzenie calej probki materiatu.
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Badania mozliwosci lugowania kobaltu z polimetalicznego granulatu stopu
Cu-Fe-Pb-Co

Streszczenie

W pracy oméwiono wyniki badan dotyczace przetwarzania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co. Granulat ww.
stopu uzyskano w procesie $wiezenia stopu Cu-Fe-Pb-Co otrzymanego z zuzla konwertorowego. Mate-
riatem wyj$ciowym do badan hydrometalurgicznych byly usrednione probki granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co
o sktadzie chemicznym (% mas.): Co — 7,29, Fe — 41,8, Pb — 4,64, Cu — 39,4, As — 0,66, Si — 0,49 oraz Ni
— 1,88. Wstepnie przeprowadzono proby lugowania granulatu stopu Cu-Fe-Pb-Co przy uzyciu 10-30%
roztworu kwasu siarkowego (V1) z dodatkiem lub bez dodatku utleniaczy. Jako utleniacze stosowano
gazowy tlen lub 30% wodny roztwor nadtlenku roztworu. Zastosowane warunki nie pozwolily jednak na
pelne roztworzenie ww. granulatu, a co za tym idzie calkowite wylugowanie kobaltu z materiatu. Dalsze
proby wykazaly, ze najkorzystniejszym sposobem tugowania jest wykorzystanie jako czynnika tugujacego
20% roztworu kwasu siarkowego (VI) z dodatkiem silnego utleniacza, ktorego role petit 65% kwas
azotowy (V). Analiza wynikow eksperymentow wykazala, ze lugowanie nalezy prowadzi¢ w temperaturze
95°C, przez 8 godzin. Stosunek fazy stalej do cieklej powinien wynosi¢ 1 : 10 i nalezy stosowac 65% kwas
azotowy (V) w ilosci ~6% objetosci roztworu kwasu siarkowego (VI1). Powyzsze warunki pozwalaja na
uzyskanie ponad 96% wydajnosci tlugowania kobaltu.

Stowa kluczowe: kobalt, stop Cu-Fe-Pb-Co, zuzel konwertorowy, fugowanie

Research on the possibility of cobalt leaching from the polymetallic granular
Cu-Fe-Pb-Cu alloy

Abstract

This work presents the results of the research on the processing of a granular Cu-Fe-Pb-Co alloy. The
granule of the aforementioned material were obtained in the refining process of Cu-Fe-Ph-Co alloy from
converter slag. The starting material for the hydrometallurgical tests were averaged samples of the
granulated Cu-Fe-Pb-Co alloy with the chemical composition (wt. %): Co — 7.29, Fe — 41.8, Pb — 4.64,
Cu—39.4, As—0.66, Si — 0.49 and Ni — 1.88. Initial leaching tests of the granular Cu-Fe-Pb-Co alloy were
carried out with the use of 10-30% sulfuric acid solutions and the addition of oxidizing agents. Gaseous
oxygen and 30% hydrogen peroxide solution were used as oxidants. However, the applied conditions did
not allow for the full dissolution of the granulate, and thus the complete leaching of cobalt from the
material. Further experiments showed that the most effective method of processing is using 20% sulfuric
acid solution as a leaching agent with the addition of a strong oxidizing agent, such as 65% nitric acid. The
analysis of the research results proved that the leaching should be conducted at 95°C for 8 hours. The solid
to liquid phase ratio — 1 : 10 and 65% nitric acid in the amount of ~6% of the volume of sulfuric acid
solution should be used. These conditions allow to obtain more than 96% efficiency of cobalt leaching.
Keywords: cobalt, Cu-Fe-Pb-Co alloy, converter slag, leaching
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Narazenie na promieniowanie jonizujace i ochrona
radiologiczna w badaniach naukowych

1. Wstep

Techniki radioizotopowe naleza do najbardziej czutych i doktadnych metod ba-
dawczych. Coraz rzadsze wykorzystywanie tych technik wynika czgsto z obawy przed
promieniowaniem jonizujacym, ktére im towarzyszy. Administracja Slaskiego Uniwer-
sytetu Medycznego informuje, ze w latach 2012-2021 na terenie SUM zlikwidowano
ostatnie trzy pracownie izotopowe. Porownanie §rednich dawek promieniowania joni-
zujacego otrzymywanych przez osoby zawodowo narazone na promieniowanie z daw-
kami uzyskiwanymi od zrédet naturalnych moze skorygowaé wyobrazenie o zagroze-
niu 1 przesadzi¢, ze mtodzi pracownicy nauki siegng po radioizotopy. Poznanie podstaw
prawnych, podstawowych pojec¢ 1 zasad z zakresu ochrony radiologicznej pozwala juz
na wstepie ocenic, czy otoczenie w jakim dziatamy, ograniczenia lokalowe, pozwola
na wdrozenie tych technik. Niejednokrotnie mozliwo$¢ wykorzystania izotopéw promie-
niotworczych okazuje si¢ by¢ jedynym narzedziem, ktore pozwoli osiggnac okreslony
cel badawczy z zakresu nauk biomedycznych, biologii, chemii, paleontologii, rolnictwa
czy ochrony srodowiska. Zapoznanie si¢ z przyktadami takich zastosowan moze zains-
pirowa¢ do wykorzystania tych metod w badaniach wtasnych.

2. Wszechobecne promieniowanie jonizujace

Promieniowanie jonizujace nicodlacznie towarzyszy cztowiekowi a izotopy promie-
niotwdrcze wystepuja w naszym srodowisku naturalnym i w nas samych. Najwiek-
szym naturalnym zrédlem promieniowania jest radon, pochodzi on z szeregéw pro-
mieniotworczych uranu i toru. Jest to bezwonny i bezbarwny gaz szlachetny wydoby-
wajacy si¢ z gleby 1 skat, ktory na co dzien wdychamy.

Podstawowym parametrem charakteryzujacym zrédla promieniowania jest ich radio-
aktywnos¢, wyrazamy ja w bekerelach (Bq). Aktywnos¢ 1 Bq oznacza jedng prze-
miane jadrowa w czasie jednej sekundy. Srednie stezenie radonu na $wiezym powietrzu
w Polsce zawiera sie w granicach od 2,7 Bg/m® (w Warszawie) do 30 Bg/m? (w Kowa-
rach), natomiast w mieszkaniach 40 Bg/m? [1].

W glebie i skatach znajdujg si¢ r6zne izotopy promieniotworcze. Stezenie izotopow
promieniotwérczych w mleku stanowi istotny wskaznik oceny narazenia radiacyjnego
droga pokarmowa. Najistotniejszym jest izotop potasu-40, daje on najwigkszy wktad
do wewngetrznego napromieniowania cztowieka, a monitorowana $rednia radioaktyw-
nos$¢ tego izotopu w mleku w Polsce wynosi ok. 43 Bg/litr [2].

Tona popiotu ze spalonego wegla zawiera tyle izotopow promieniotworczych, ze jej
radioaktywno$¢ mozemy wyraza¢ w milionach Bq [3].

1 abogacz@sum.edu.pl, Katedra i Zaktad Biofizyki, Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski
Uniwersytet Medyczny w Katowicach, www.sum.edu.pl.
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Radionuklidy docierajg do cztowieka w ten sam sposob jak inne pierwiastki, w kaz-
dym zywym organizmie znajduja si¢ naturalne substancje wykazujace promienio-
tworczo$¢. Trafiajg tam z naszego otoczenia razem ze spozywanym pokarmem, wdy-
chanym powietrzem lub przez skore.

Calkowita aktywnos$¢ naturalnych izotopéw promieniotworczych w organizmie
kazdego z nas (umowny wzrost 170 cm i waga 70 kg) wynosi ok. 8000 Bg. Sktada si¢
na to glownie radioaktywny potas-40, okoto 4000 Bq i wegiel-14, okoto 2500 Bq [1].
Oznacza to, ze w ciggu jednej sekundy w naszym ciele nastepuje $rednio 8000 roz-
padéw promieniotworczych.

Promieniowanie jonizujace ktore na nas oddziatuje pochodzi rowniez z kosmosu.
Stonce i wszystkie gwiazdy to niczym nie ostonigte reaktory jadrowe. Pole magnetyczne
Ziemi i jej atmosfera chronig nas przed promieniowaniem kosmicznym, ochrona atmo-
sfery jest tym skuteczniejsza, im grubsza jest jej warstwa. Mieszkancy wybrzeza
morskiego sg wiec lepiej chronieni niz ci, ktorzy zyjg w gorach. Szczegodlnie narazeni
na to promieniowanie sa kosmonauci i zatogi samolotow.

Miarg narazenia organizmu zywego na promieniowanie jonizujace jest dawka pro-
mieniowania. Uwzglednia ona jego ilos¢, rodzaj, jak rowniez rodzaj napromienio-
wanych tkanek i narzadéw, wyrazamy ja w sivertach (Sv). Dawka skuteczna okresla
stopien narazenia catego ciata na promieniowanie nawet przy napromieniowaniu tylko
niektorych jego partii.

Jednym z najwazniejszych wskaznikéw opisujacych skutki ostrego napromieniowania
jest pojecie dawki §miertelnej po 60 dniach (LD 50/60). Jest to dawka pochtonigta po-
wodujaca $mier¢ u 50% napromieniowanej populacji w ciagu 60 dni. Wartos¢ LD 50/60
oszacowana na poziomie okoto 3,5-4,0 Sv dotyczy osob leczonych bez specjalistycz-
nego wsparcia [4].

Wszechobecne promieniowanie jonizujace pochodzace od srodowiska w jakim
Zyjemy obcigza nas dawka rzedu Kilku milisivertow w ciggu roku. Wartos¢ tej dawki
jest zalezna od podtoza geologicznego, na jakim zyjemy, wysokosci nad poziomem
morza oraz ilo$ci pochtonigtego promieniowania pochodzacego ze Zrodet sztucznych.
Zrodtami sztucznego promieniowanie jonizujacego sa giownie procedury medyczne
oraz skutki awarii elektrowni jadrowych.

Catkowita roczna dawka skuteczna promieniowania jonizujgcego otrzymana przez
statystycznego mieszkanca Polski w 2020 roku byta réwna 3,96 mSv. Sktada si¢ na nig
promieniowanie od zrodet naturalnych: okoto 2,45 mSv i od zrodet sztucznych: 1,51 mSv.
Najwigkszy procentowy wktad pochodzit od radonu: 30,3% i diagnostyki medycznej:
37,9% [5].

Nie ma zadnych przestanek, aby obawia¢ si¢ dawek mieszczacych si¢ w zakresie
promieniowania naturalnego, wszelkie organizmy zywe wyksztatcily dostateczne mecha-
nizmy obronne przed tak matymi dawkami promieniowania.

3. Ochrona radiologiczna

Naturalne zrodla promieniowania nie stanowia zagrozenia dla czlowieka, ale od
ponad stu lat potrafimy wytwarzaé¢ sztuczne zrddta promieniowania jonizujacego ktore
stanowig powazne zagrozenie dla naszego zdrowia i Zycia. Moc promieniowania zrodet
sztucznych moze wielokrotnie przewyzsza¢ moc promieniowania naturalnego.
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Wprowadzone regulacje prawne nakazujg monitorowanie dawek promieniowania,
na jakie sg narazeni ludzie. Szczego6lng grupa ludnosci sg pracownicy zawodowo nara-
zeni na promieniowanie. Dla tej grupy okres$lono tak zwang dawke graniczng, ktéra
wynosi 20 mSv [6].

Przyktadowo w lotnictwie cywilnym roczna ekspozycja na zaloge na trasach
miedzynarodowych szacowana jest na poziomie 4,8 mSv [7].

Instytut Medycyny Pracy w Lodzi przeprowadzit oceng narazenia zawodowego na
promieniowanie na grupie ponad 27 tys. 0sob zatrudnionych w 3808 zaktadach pracy.
Wyniki badan zostaty zawarte w tabelach 11 2.

Tabela 1. Zawodowe narazenie na promieniowanie X iy w zaktadach i laboratoriach w roku 2010 [8]

Typ zaktadu Badani Zaktady
n % n %

Stuzba zdrowia 24173 89,4 3303 86,7

Wojewddzkie stacje sanitarno- 133 0,5 21 0,6
-epidemiologiczne

Szkoty medyczne 395 15 13 0,3

Zaklady przemystowe 978 3,6 153 4,0

Placowki naukowo-badawcze 490 18 103 2,7

Zaktady techniki medycznej 107 04 23 0,6

Inne 763 2,8 193 51

Razem 27039 100 3808 100

Tabela 2. Indywidualne réwnowazniki dawek Hp(10) w populacji 0sob zawodowo narazonych na
promieniowanie rentgenowskie i gammaw 2010 r. w réznych typach zaktadow[8]

Srednia | Max Roczna dawka [mSv]
Typ zaktadu dawka | dawka Narazeni na poszczeg6lne dawki [%]
[mSv] [mSv]
0-1 1-2 2-6 6-15 15-20

Stuzba zdrowia 0,50 17,9 99,28 0,31 0,34 0,05 0,02
Wojewodzkie stacje 0,47 0,70 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

sanitarno-epidemiologiczne
Szkoty medyczne 0,25 0,50 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Zaktady przemystowe 0,55 15,50 98,47 0,82 0.,61 0,00 0,01
Placowki naukowo- 0,45 0,60 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00

-badawcze

Zaklady techniki medyczne 0,47 3,00 98,14 0,93 093 0,00 | 0,00
Inne 0,45 9,70 99,74 013 | 0,00 | 0,13 | 0,00

(Indywidualne réwnowazniki dawek Hp(10) w rozumieniu oceny dawek efektywnych na cale ciato)

Z analizy przeprowadzonych badan wynika, ze nie odnotowano zadnego przypadku
przekroczenia rocznego limitu dawki, a jej Srednia warto$¢ w odniesieniu do placowek
naukowo-badawczych jest mniejsza niz 3% dawki granicznej. Dawka 1 mSv jest dawka
graniczng dla ogétu ludnosci, zaden pracownik placéwki naukowo-badawczej nie prze-

kroczyt tej wartosci.
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Wykazany praktyczny brak zagrozenia radiologicznego w tej grupie pracownikow
wynika z wlasciwego stanu ochrony radiologicznej 0sob zawodowo narazonych.

Decydujac si¢ na wdrozenie technik radioizotopowych nalezy spetnié szereg wa-
runkoéw okreslonych w prawie atomowym [9]. Dzialalno$¢ zwigzang z narazeniem na
promieniowanie jonizujace mozna prowadzi¢ na podstawie zgloszenia lub zezwolenia.
Podstawa prawna, na jakiej prowadzona jest dziatalno$¢, zalezy od rodzaju wyko-
rzystywanych izotopow i ich tacznej radioaktywnosci.

Dziatalno$¢ na podstawie zgloszenia nie wymaga uruchomienia pracowni izoto-
powej, narazenie na promieniowanie jest znikome, a przy wysokiej czutosci obecnie
stosowanej aparatury ograniczenia radioaktywnosci nie stanowig bariery dla wielu
programéw badawczych. Szczegdlowe zapisy prawne zawiera Rozporzadzenie Rady
Ministréw z dnia 6 sierpnia 2002 roku w sprawie przypadkow, w ktorych dziatalnosé
Zwigzana z narazeniem na promieniowanie jonizujgce nie podlega obowigzkowi uzy-
skania zezwolenia albo zgloszenia, oraz przypadkow, w ktérych moze by¢ wykonywana
na podstawie zgloszenia [10].

Jezeli planowana dziatalno$¢ wymaga zezwolenia, na wstepie nalezy ustali¢ wyma-
gania techniczne i ochrony radiologicznej, ktoére zalezg od rodzaju zrédet promienio-
wania, przeznaczenia pracowni i stopnia zagrozenia. Pracownie lokalizuje si¢ w budyn-
kach o okreslonej klasie odpornosci ogniowej oraz odpowiednio zabezpieczonych przed
zalaniem [11].

Wyrézniamy dwa rodzaje izotopowych zrédet promieniowania: zrodla zamknigte
i zrodha otwarte. Zrodlo zamkniete to substancja promieniotworcza, ktora jest szczelnie
zamknieta w wytrzymatej obudowie zapobiegajacej jej rozproszeniu. Zrédlem otwartym
nazywamy substancj¢ promieniotworcza o dowolnym sktadzie chemicznym, znajdujaca
si¢ w dowolnym stanie skupienia, ktora ze wzgledu na wiasciwosci fizyczne i chemiczne
moze by¢ wykorzystywana w réznych procedurach chemicznych i biomedycznych.
Praca z otwartymi zrodtami promieniowania moze doprowadzi¢ do rozproszenia substan-
cji promieniotworczej i spowodowac skazenie promieniotworcze.

W narazeniu na promieniowanie jonizujagce mozemy rozrozni¢ narazenie zew-
netrzne — pochodzace od akceleratorow, aparatow rentgenowskich i izotopowych zrodet
promieniowania oraz narazenie wewngtrzne — pochodzace od wchtonigtych przez orga-
nizm otwartych zroédet promieniowania.

Wyrézniamy trzy klasy pracowni izotopowych z otwartymi zrodtami promienio-
wania, kryterium podziatu jest aktywnos$¢ stosowanych jednoczes$nie izotopoéw promie-
niotworczych oraz ich przynalezno$¢ do grup izotopow. Szczegdtowe wymagania
dotyczace organizacji pracowni izotopowych zawiera Rozporzadzenie Rady Ministrow
z dnia 12 lipca 2006 roku w sprawie szczegélowych warunkow bezpiecznej pracy ze
zrodtami promieniowania jonizujacego [11]. Wykaz dokumentéw wymaganych do
uruchomienia dziatalno$ci zwigzanej z narazeniem na promieniowanie jonizujace
znajduje si¢ na stronie internetowej Panstwowej Agencji Atomistyki.

4. Przyklady zastosowania radioizotopow

Zastosowania promieniowania jonizujgcego i materialow promieniotworczych mo-
zemy rozpatrywa¢ w kilku kategoriach: napromieniowanie réznych materialow w celu
uzyskania okreslonych zmian chemicznych lub fizycznych, stosowanie znacznikow
radioizotopowych, mierzenie radioaktywnos$ci pozwalajace np. datowac.
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Rysunek 1. Podziat pracowni, w ktorych wystepuje narazenie na promieniowanie jonizujace

4.1. Radioizotopy w medycynie

Medycyna nuklearna jako odrebna dyscyplina zrodzita sie¢ w latach 70. ubieglego
stulecia i jest oparta na zastosowaniu izotopéw promieniotworczych w diagnostyce
oraz terapii. Wykorzystuje ona zrdédta promieniowania jonizujgcego w sposdb bezpo-
sredni lub w postaci zwigzkow chemicznych znakowanych radioizotopami. W zalez-
nosci od sytuacji sg to zrodta otwarte lub zamknigte promieniowania jonizujacego.

Zidentyfikowano szereg substancji chemicznych, ktére sg wchlaniane przez okre-
$lone narzady, radiofarmaceuci sg w stanie przytgczaé rézne radioizotopy do substancji
biologicznie czynnych. Paleta radioizotopéw stosowanych w medycynie nuklearnej
jest bardzo obszerna i zalezy od specyficznego ich zastosowania.

Diagnostyczne radiofarmaceutyki moga by¢ stosowane miedzy innymi do badania
przeptywu krwi do moézgu, funkcjonowania watroby, pluc, serca lub nerek, oceny
wzrostu kosci oraz potwierdzenia innych procedur diagnostycznych [12]. Najczesciej
stosowanym radioizotopem w medycynie jest Tc-99, stosowany jest on w okoto 80
procentach wszystkich procedur medycyny nuklearnej. 1zotop ten ma prawie idealne
wiasciwosci do przeprowadzania obrazowania.

Nalezg do nich:

e okres pottrwania wynosi sze$¢ godzin, co oznacza, ze jest wystarczajaco dlugi, aby
zbada¢ procesy metaboliczne, a rownocze$nie wystarczajaco krotki, aby zminima-
lizowa¢ dawke promieniowania dla pacjenta;

e rozpada si¢ w procesie, w ktorym emitowane sa promienie gamma i elektrony
0 niskiej energii — zapewnia to, ze dawka promieniowania dla pacjenta jest niska;

e emitowane niskoenergetyczne promienie gamma z latwoscig przenikaja ludzkie
cialo, a nastgpnie sg wykrywane przez detektory;
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e wlasciwosci chemiczne technetu sg tak wszechstronne, ze moze tworzy¢ znaczniki
poprzez taczenie si¢ z szeregiem substancji biologicznie czynnych, ktore zapewniaja
jego koncentracje w tkance lub narzadzie bedgcym przedmiotem zainteresowania.
Radioizotop Tc-99 jest produktem rozpadu izotopu Mo-99 o okresie pottrwania 66

godzin, przemiana ta zachodzi w generatorze technetu, niewielkim urzadzeniu, ktorego

obstuga sprowadza si¢ do wyptukiwania technetu solg fizjologiczna [12].

Obrazowania diagnostyczne z zastosowanym technik radioizotopowych to glownie
tomografie SPECT oraz PET.

W obrazowaniu SPECT promieniowanie mierzone jest przez kamery gamma, na
detektor naktada si¢ kolimator blokujacy wiazki promieniowania docierajace pod katem
innym niz prosty. Aby powstat trojwymiarowy obraz detektor wykonuje ruch obrotowy.
Wykonywanych jest wiele uj¢é, zlozenie ich pozwala na stworzenie trojwymiarowego
obrazu. T¢ technike wykorzystuje si¢ gtdéwnie do obrazowania migénia sercowego, mozgu,
nerek, kosci, ale takze phuc i jelita grubego. Najczgséciej stosowanymi izotopami sa:
Tc-99, In-111oraz gal-67 [13].

W tomografii PET pacjentowi podaje si¢ radioizotop o krotkim czasie potowicznego
rozpadu, ulegajacy rozpadowi beta plus. Powstale w ten sposob pozytony oddziatuja
z elektronami pochodzacymi z tkanek i ulegaja anihilacji. Podczas tego procesu powstaja
dwa fotony poruszajace si¢ w przeciwnych kierunkach, ktoére sg nastepnie rejestrowane
przez detektory umieszczone w pierscieniu dookota ciata pacjenta. Pozwala to na
doktadne ustalenie miejsca rozpadu, a nastgpnie utworzenie pelego obrazu.

W obrazowaniu PET najczgéciej stosowanym radiofarmaceutykiem jest fluoro-
deoksyglukoza (FDG) zawierajaca F-18 (okres pottrwania niecale dwie godziny) jako
znacznik FDG, jest tatwo wilaczana do komork,i nie ulega rozktadowi i jest dobrym
wskaznikiem metabolizmu komorkowego [12].

Tomografie PET i SPECT réznig pod wzgledem czutoscei i rozdzielczosci, obrazowanie
PET charakteryzuje si¢ znacznie wyzszg czutoscig (okoto dwatrzy rzedy wielkosei) [14].

Radioterapia jest szeroko rozpowszechniong metoda niszczenia lub ostabienia nie-
prawidlowo funkcjonujacych komoérek za pomoca promieniowania. W wigkszosci przy-
padkow wykorzystywane jest do tego promieniowanie beta. W radioterapii stosuje si¢
gléwnie Lu-177 i Y-90; ten ostatni jest stosowany migdzy innymi w leczeniu chtoniaka
nieziarniczego, raka watroby i zapalenia stawOw. W terapii stosuje si¢ rowniez jod-131,
samar-153 i fosfor-32. I1zotop 1-131 jest stosowany w leczeniu raka i nadczynnosci
tarczycy. Brachyterapia, czyli radioterapia bliskiego zasiggu, polega na bezposrednim
napromienianiu zmian chorobowych przez umieszczenie zrodta promieniowania w
guzie lub jego sasiedztwie. W brachyterapii wykorzystuje si¢ migdzy innymi cez-131,
pallad-103 i rad-223 [12].

Medycyna nuklearna wykorzystywana jest rowniez w leczeniu paliatywnym w celu
zmniejszenia bolu odczuwanego przez chorego. W tym przypadku najczgsciej wyko-
rzystuje si¢ radioaktywny fosfor-32 w postaci ortofosforanu i radioaktywny stront-89
w formie chlorku. Efekt tej terapii utrzymuje si¢ przez wiele miesigcy, rowniez przy
odstawieniu lekéw przeciwbolowych [15].

4.2. Radioizotopy w biochemii i biologii molekularnej

W biochemii i biologii molekularnej czesto wykorzystuje si¢ znaczniki promienio-
tworcze. Sg to migdzy innymi: fosfor-32, tryt-3, siarka-35, wegiel-14 oraz wapn-45.
Najczesciej sa one stosowane w badaniach nad pierwotnym i wtornym metabolizmem,
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ekspresja genow (translacja, transkrypcja), potranslacyjnymi modyfikacjami bialek,
metabolizmem lekdw, jak rowniez transportem metali przez membrany biologiczne [16].

Wprowadzenie radioizotopu fosforu do organizmu zwierzecia (odpowiednie przy-
gotowanie pokarmu) pozwala na $ledzenie migracji fosforu poprzez pomiary emito-
wanego promieniowania. W podobny sposoéb mozna rowniez $ledzi¢ role i szlaki meta-
boliczne mikroelementow w organizmach [17, 18].

Fosfor promieniotwérczy jest rowniez wykorzystywany w biologii molekularnej.
Poczatkowo byt stosowany do okreslania sekwencji DNA. Obecnie stuzy on do identy-
fikacji miejsca fosforylacji biatek, ktorym jest zazwyczaj seryna i/lub treonina [16].

Radioizotop siarki-35 jest wykorzystywany do identyfikacji miejsca sulfatacji biatek.
Izotop Ca-45 jest niezbedny w okresleniu zdolnosci wigzania wapnia przez badane
biatka, poniewaz to jego kompleksy z biatkami sa p6zniej oznaczane ilosciowo [16].

4.3. Radioizotopy w immunologii

Niestabilne nuklidy sg miedzy innymi stosowane w metodzie radioimmunologicz-
nej RIA (ang. Radio Immuno Assay). Stuzy ona do iloSciowego oznaczania hormondw,
antygenéw nowotworowych, swoistych przeciwciat IgE, lekéw, witamin oraz innych
zwigzkow chemicznych. Do znakowania wykorzystuje si¢ najczgsciej jod-125, wegiel-
14 lub tryt-3. RIA zostala opracowana przez Rosalyn Yalow, ktora w 1977 roku
zostata nagrodzona Nagroda Nobla za swoje odkrycie [16]. W ostatnich latach, ze
wzgledu na trudno$ci zwigzane z pracg z wykorzystaniem radioizotopdéw, metoda RIA
jest coraz czesciej zastgpowana metoda ELISA.

4.4, Radioizotopy w paleontologii

Najczesciej stosowang metoda w okreslaniu wieku réznych materiatéw jest dato-
wanie radioizotopowe. Sposrod kilku odmian tej metody najczesciej przeprowadzane
jest datowanie radioweglowe. Datowanie radioweglowe to metoda pozwalajgca na
okreslenie wieku probek powstatych do 50 tysigcy lat temu. Bazuje ona na ustaleniu
proporcji pomiedzy radioizotopem wegla-14 a izotopem trwatym wegla-12.

[zotop promieniotworczy wegla powstaje w gomych czgséciach atmosfery, nastgpnie
radioaktywny dwutlenek wegla zostaje wbudowany do organizméow zywych, w ten
sposob ustala si¢ rtownowaga pomiedzy iloscig atomow wegla-14 1 wegla-12 w $rodo-
wisku i w organizmach zywych.

W momencie $mierci organizmu ustaje pobieranie radioizotopu wegla ze $rodo-
wiska, a wegiel-14, dotychczas pochlonigty, ulega rozpadowi. Na podstawie stosunku
zawartosci izotopu wegla-14 do zawartosci wegla stabilnego mozna oszacowacé, kiedy
nastgpito wbudowanie izotopu promieniotworczego, czyli jaki jest wiek badanego
materialu. Metoda datowania radioweglowego mozna okresli¢ wiek z doktadnos$cia
+40 lat [19].

4.5. Radioizotopy w energetyce i przemysle

Energia uwalniana w trakcie przemian jadrowych wykorzystywana jest zard6wno
w skali makro: elektrownie jadrowe, naped okretow podwodnych (tutaj wykorzystywane
sg izotopy U-235 i Pu-239), jak i w skali mikro, na przyktad naped sond kosmicznych
realizowany z wykorzystaniem radioizotopowych generatoroéw termoelektrycznych
(tutaj najczesciej wykorzystywany jest izotop Pu-238).
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W przemysle powszechnie wykorzystuje si¢ grubosciomierze dziatajace na zasadzie
absorpcji 1 rozpraszania promieniowania gamma i beta, sg to urzadzenia pomiarowe
0 wysokiej niezawodnosci 1 doktadnosci. Najczesciej stosowanymi w grubo$ciomierzach
zrodtami promieniowania beta sa: Sr-90/Y-90, Kr-85, Ru-106/Rh-106, Pm-147 i TI-204.
W grubos$ciomierzach, w ktorych wykorzystuje si¢ absorpcj¢ promieniowania gamma
zrodtami promieniowania najczgsciej s3: Co-60, Cs-137 i Am-241.

Izotopowe poziomomierze sg szeroko wykorzystywane w przyrzadach shizacych
do pomiaru poziomu cieczy i ciat sypkich w r6znego rodzaju zbiornikach. Sa réwniez
stosowane do wyznaczania granicy pomiedzy frakcja staltg i ciekly, a nawet pomiedzy
frakcjami o roznych gestosciach. Najczeéciej stosowanymi tutaj zrodtami sg Co-60
i Cs-137.

Analizatory sktadu, w ktoérych wykorzystuje si¢ spektrometryczny detektor promie-
niowania stosuje si¢ migdzy innymi do pomiaru zawartosci popiotu w weglu. Wyko-
rzystuje si¢ w nich zrodla promieniowania gamma, ktorymi najczesciej sg: Am-241
i Cs-137 [20].

5. Whioski

Stosowanie technik radioizotopowych jest catkowicie bezpieczne pod warunkiem
przestrzegania elementarnych zasad bezpieczenstwa zawartych w uregulowaniach praw-
nych, z uwagi na wysokg ich czulo$¢ i szerokie zastosowanie podejmowanie prac
eksperymentalnych z ich zastosowaniem w zakresie nauk biomedycznych jest w peti
uzasadnione.

Literatura

1. Moskal P., Jowzaee S., Promieniowanie naturalne z Ziemi i z Kosmosu, Foton, 117, 2012.

2. Roczny raport. Dziatalnos¢ Prezesa Panstwowej Agencji Atomistyki oraz ocena stanu
bezpieczenstwa jqdrowego i ochrony radiologicznej w Polsce w 2015 roku, Panstwowa
Agencja Atomistyki, Warszawa 2016.

3. Rosik-Dulewska C., Nocon K., Karwaczynska U., Wytwarzanie granulatu z komunalnych
osadow sciekowych i popiotow lotnych w celu ich przyrodniczego (nawozowego) odzysku,
Instytut Podstaw Inzynierii Srodowiska Polskiej Akademii Nauk, Zabrze 2016.

4. Lopez M., Martin M., Medical management of the acute radiation sndrome, Reports of
Practical Oncology & Radiotherapy, 16(4), 2011, s. 138-146.

5. Roczny raport. Dziatalnos¢ Prezesa Panstwowej Agencji Atomistyki oraz ocena stanu
bezpieczenstwa jqdrowego i ochrony radiologicznej w Polsce w 2020 roku, Panstwowa
Agencja Atomistyki, Warszawa 2021.

6. Rozporzadzenie Rady Ministrow z dnia 18 stycznia 2005 r. w sprawie dawek granicznych

promieniowania jonizujacego, Dz. U. z 2005 r. Nr 20, poz. 168, Prawo atomowe.

Bailey S., Aircrew radiation exposure — an overview, Nuclear News, January 2000.

8. Papierz S., Kacprzyk J., Kaminski Z., Adamowicz M., Zmyslony M., Ocena narazenia
zawodowego na promieniowanie rentgenowskie i gamma w Polsce w roku 2010,
Medycyna Pracy, 62(6), 2011, s. 579-582.

9. Ustawa z dnia 29 listopada 2000 r., Prawo atomowe, tekst jednolity: Dz. U. z 2007 r. Nr 42,
poz. 276 z pdzn. zm.

10. Rozporzadzenie Rady Ministroéw z dnia 6 sierpnia 2002 r. w sprawie przypadkow,

w ktorych dziatalno$¢ zwigzana z narazeniem na promieniowanie jonizujace nie podlega
obowigzkowi uzyskania zezwolenia albo zgloszenia, oraz przypadkow, w ktorych moze
by¢ wykonywana na podstawie zgtoszenia, Dz. U. z 2002 r. Nr 137, poz. 1153.

~

175


http://isap.sejm.gov.pl/isap.nsf/ByYear.xsp?type=WDU
http://isap.sejm.gov.pl/isap.nsf/ByYear.xsp?type=WDU&year=2002
http://isap.sejm.gov.pl/isap.nsf/ByYear.xsp?type=WDU&year=2002&vol=137

Adam Bogacz

11. Rozporzadzenie Rady Ministréw z dnia 12 lipca 2006 r. w sprawie szczegblowych warun-
kow bezpiecznej pracy ze zroédtami promieniowania jonizujacego, Dz. U. z 2006 r. Nr 994.

12. https://world-nuclear.org/information-library/non-power-nuclear-
applications/radioisotopes-research/radioisotopes-in-medicine.aspx.

13. Bhattacharyya S., Dixit M., Metallic radionuclides in the development of diagnostic and
therapeutic radiopharmaceuticals, Dalton Trans, 40(23), 2011, s. 6112-6128.

14. Arman R., Habib Z., PET versus SPECT: strengths, limitations and challenges, Nuclear
Medicine Communications, 29(3), 2008, s. 193-207.

15. Markowska J., Madry R., Terapie wspomagajgce w nowotworach ztosliwych, Wroctaw 2011.

16. Szewczuk-Karpisz K., Zastosowanie radioizotopow w naukach biologicznych, NauKi
Przyrodnicze, 1(7), 2015, s 35-41.

17. Kawachi M., Nagasaki-Takeuchi N., Kato M., Maeshima M., Radioisotopes — applications
in bio-medical science, Metal Binding Proteins and Metal, 2011, s. 115-126.

18. Witten V.H., Brauer E.W., Loevinger R., Holmstrom V., Studies of radioactive phosphorus
applied to human skin, The Journal of Investigative Dermatology, 26, 1956, s. 437-447.

19. Walanus A., Kokowski M., Mozliwos¢ wykorzystania radioweglowej metody datowania
W badaniach grobu Mikotaja Kopernika. Tajemnica Grobu Mikotaja Kopernika, Dialog
Ekspertow, Krakow 22-23.02.2010.

20. Urbanski P., Zastosowania radioizotopowej aparatury przemystowej w kraju i na §wiecie,
Raporty IChTJ. Seria B, 4, 2001,Warszawa 2001.

Narazenie na promieniowanie jonizujace i ochrona radiologiczna w badaniach
naukowych

Streszczenie

Niniejsza praca skierowana jest do pracownikow nauki, ktorzy dotychczas nie wykorzystywali technik radio-
izotopowych w swoich badaniach. Rzadkie wykorzystywanie tych technik czg¢sto wynika z obawy przed
zagrozeniem zwigzanym z promieniowaniem jonizujagcym. Pokazanie, ze $rednie dawki promieniowania
jonizujacego otrzymywane przez osoby zawodowo narazone na promieniowanie porownywalne s3 z daw-
kami uzyskiwanymi od zrodet naturalnych moze skorygowac wyobrazenie o zagrozeniu. Poznanie podsta-
wowych poje¢ z zakresu promieniotworczosci, regulacji prawnych i przyktadow wykorzystania technik
radioizotopowych moze zainspirowa¢ do wykorzystania tych technik w badaniach wtasnych.

Stowa kluczowe: radioizotopy, promieniowanie naturalne, dawki promieniowania, prawo atomowe, techniki
radioizotopowe

Exposure to ionizing radiation and radiological protection in scientific research

Abstract

This paper is aimed at scientists who have not used radioisotope techniques in their research so far. The
infrequent use of these techniques is often due to fear of the dangers of ionizing radiation. Showing that the
average doses of ionizing radiation received by people professionally exposed to radiation are comparable
to the doses obtained from natural sources may correct the perception of the threat. Getting to know the
basic concepts of radioactivity, legal regulations and examples of the use of radioisotope techniques may
inspire the use of these techniques in own research.

Keywords: radioisotopes, natural radiation, radiation doses, atomic law, radioisotope techniques
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