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Anna Czerniecka-Kubicka'®, lwona Zarzyka', Marek Pyda®

!Zaktad Chemii Organicznej, Politechnika Rzeszowska im. I. Lukasiewicza
®anna_czerniecka@poczta.fm

1. WSTEP

Materialty  bezpostaciowe (amorficzne) znajduja si¢ w  stanie termodynamicznie
nierownowagowym [1-3] 1 daza do stanu réwnowagi, co uwidacznia si¢ jako starzenie fizyczne
polimeru. Wiasciwosci fizyczne materialow amorficznych i semikrystalicznych bedacych w stanie
termodynamicznie nierownowagowym, zmieniajg si¢ z czasem i temperaturg [4]. W wypadku
materiatdéw amorficznych, wielkosci takie jak objeto$¢, entalpia i entropia przyjmuja wartosci
znacznie wigksze niz w materiatach bedacych w stanie rownowagowym [3]. Wlasciwosci
termodynamiczne zmieniajg si¢ podczas procesu starzenia w rozwazanej temperaturze w kierunku
wartosci rownowagowych, a ich zmiany sa zwigzane z porzadkowaniem czasteczek. Niektore
wlasciwosci tych materialow ulegaja powolnym procesom relaksacyjnym w czasie, dazac do stanu
réwnowagi, bez wptywu czynnikéw zewngtrznych [4].

Termin ,,starzenia fizycznego” jest $ciSle zwigzany z przejSciem szklistym i stosowany jest
W odniesieniu do polimerdw, substancji farmaceutycznych oraz wielu innych materialow, ktérych
wlasciwosci ulegajg zmianom, w trakcie przechowywania, w okreslonej temperaturze. Starzenie
fizyczne jest zjawiskiem catkowicie odwracalnym, w ktorym wszystkie zachodzace zmiany
W badanym materiale moga zosta¢ cofnigte. Proces starzenia dotyczy zaréwno materialow
syntetycznych, jak i naturalnych [1-2]. Jest on obserwowany w sytuacji, gdy bezpostaciowy
material zostaje ochtodzony ponizej temperatura zeszklenia, anastgpnie wygrzany w tej
temperaturze przez okreslony czas.

Przej$cie szkliste (rysunek 1) jest przemiang fazowa bezpostaciowej substancji w stanie
amorficznym stalym w stan amorficzny ciekty lub odwrotnie.

W obszarze przej$cia szklistego nastepuje duza zmiana wiasciwosci fizykochemicznych
materialow, tj. gestosci, lepkosci czy ciepta wilasciwego [5]. Parametrami charakteryzujacymi
przejscie szkliste sa: temperatura przejscia szklistego (Tg) i zmiana ciepta wiasciwego (ACp) w Ty
wyznaczona pomiedzy przedtuzong linig oscylacyjnego ciepta wlasciwego (C,°) [6], a linig ciepla
wlasciwego stanu ciektego (Cy°) (rysunek 1).
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Rys. 1. Sposob analizy przejscia szklistego materiatu amorficznego

Na rysunku 2 przedstawiono poroéwnanie zmian strumienia ciepta w obszarze przejscia
szklistego  materialu  poddanego i niepoddanego procesowi starzenia  fizycznego.
Charakterystyczng cechg tego zjawiska jest naktadanie endotermicznego piku entalpii relaksacji na
zmiang strumienia ciepta w obszarze przejscia szklistego.

Przejscie szkliste
(probka nie poddana starzeniu)

Przejscie szkliste wraz z natozong
entalpig relaksacji
(probka poddana starzeniu)

Heat Flow Rate

Temperature

Rys. 2. Pordwnanie strumienia ciepta w funkcji temperatury materialu starzonego i nie poddanego procesowi starzenia
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Parametrem charakteryzujacym zjawisko starzenia fizycznego jest entalpia relaksacji (AHs)
[7-9]. Jest to parametr wyznaczony na podstawie pomiaréw standardowej lub temperaturowo
modulowanej réznicowej kalorymetrii skaningowej, ktéry pozwala opisac stopien zaawansowania
procesu starzenia fizycznego badanego materiatu. Zmiana entalpii starzenia jest szacowana na
podstawie pola powierzchni endotermicznego piku naktadajacego si¢ na zmiany ciepta wasciwego
lub strumienia ciepta. Jest to wynik samoistnego dazenia amorficznego lub semikrystalicznego
materiatu do stanu rownowagi — stanu o wigkszej stabilno$ci termodynamicznej, w temperaturze
ponizej temperatury przejscia szklistego. W ujgciu molekularnym, podczas starzenia fizycznego,
ruchy czasteczkowe poszczegdlnych fragmentéw grup czasteczek w badanym materiale zanikaja.
Natomiast obecna faza amorficzna dazy do uporzadkowania swojej struktury osiggajac stan
0 wigkszej stabilnosci.

W niniejszej pracy przedstawiono analize termiczng poli(N-izopropyloakryloamidu) poddanego
starzeniu fizycznemu. Na podstawie pomiarow DSC, wyznaczono temperature, w ktorej
endotermiczny pik entalpii relaksacji jest najwigkszy, tzn. proces starzenia postgpuje
W najwiekszym stopniu. Nastepnie znaleziono czas po jakim proces starzenia, w danej
temperaturze, juz nie postepuje — uktad osiggnat stan rownowagi.

2. CZESC DOSWIADCZALNA
2.1 MATERIALY

Poli(N-izopropyloakryloamid)  (PNIPA, rysunek 3) zostal wytworzony metoda
wolnorodnikowej polimeryzacji w wodzie, co zostalo opisane w pracach [10-11]. Otrzymany
zwigzek scharakteryzowano na podstawie analizy elementarnej oraz chromatografii zelowej
(GPC) wykorzystujac N,N-dimetyloformamid jako rozpuszczalnik. Wagowo $rednia masa
molowa jest rowna My, = 731800 g/mol, natomiast wspotczynnik dyspersji My/M, = 2,132. Na
podstawie analizy elementarnej oszacowano czystos¢ (99.7 +01) %. Analiza zostata
przeprowadzona z uzyciem analizatora elementarnego EA 1108 firmy Carlo-Erba.

3 3 n

Rys. 3. Jednostka konstytucyjna PNIPA

2.2 METODY BADAWCZE

Badania kalorymetryczne PNIPA przeprowadzono przy uzyciu réznicowego kalorymetru
skaningowego firmy TA Instruments DSC Q1000. Zastosowanym systemem chlodzacym byla
chlodziarka zewnetrzna. Wszystkie analizy przeprowadzano w atmosferze azotu, ktérego
przeptyw byt staly i wynosit 50 ml/min. Pomiary zostaly przeprowadzone w zakresie temperatury
180 - 460 K. Badania DSC przeprowadzano przy statej szybko$ci ogrzewania probki (q = 10



8 A. CZERNIECKA-KUBICKA, I. ZARZYKA, M. PYDA

K/min), ze stalg warto$cig szybkosci chtodzenia - 40 K/min. W wyniku pomiaru metodag DSC
otrzymano termogramy, ktore przedstawiaja zalezno$¢ strumienia ciepta lub ciepta wlasciwego
w funkcji czasu lub temperatury.

Kazdy przeprowadzony pomiar ciepta wiasciwego przy uzyciu DSC zostat skalibrowany
z wykorzystaniem ciepta wlasciwego szafiru (Al,O3). Kalibracja temperatury 1 strumienia ciepta
w aparatach DSC zostata przeprowadzona w odniesieniu do parametréw topnienia indu, tj.
poczatkowej temperatury topnienia, tzw. ,,onset”: Tm(onset) = 429,75 K i entalpii topnienia AH; =
28,45 J/g (3,281 kd/mol).

Skalibrowane wyniki ciepta wlasciwego otrzymano na podstawie trzech pomiaréw: pierwszy
Z pustym tyglem odniesienia i pustym tyglem probki, byt wykonany w celu kKorekcji ,,asymetrii
komory” aparatu DSC, drugi pomiar z pustym tyglem odniesienia i tyglem napelnionym szafirem
przeprowadzono w celu kalibracji ciepta wilasciwego, natomiast trzeci pomiar byt wykonany
z pustym tyglem odniesienia ityglem napelnionym badanym materiatem. Na tej podstawie
zostata wyznaczona stata kalibracji zgodnie z rownaniem [12]:

m-szKA—T+CSdA—T (1)
q dT,

K - stala kalibracji, AT - r6znica temperatury pomiedzy probka badang i probka odniesienia, Cs -
ciepto wlasciwe probki wraz z naczynkiem pomiarowym, Ts - temperatura probki, q - szybkos¢
ogrzewania, m - masa sporzadzonych probek, ktora wahata si¢ w granicach 3 - 5 mg.

Temperaturowo modulowana réznicowa kalorymetria skaningowa (TMDSC) zostala
zastosowana w celu oddzielenia proceséw odwracalnych i nieodwracalnych [12-18].

Temperaturowo modulowana roznicowa kalorymetria skaningowa (TMDSC) opiera si¢ na
pomiarze efektéw cieplnych wynikajacych z liniowej zmiany temperatury, na ktora nalozony jest
sygnat sinusoidalnej lub innej periodycznej zmiany temperatury. Odpowiedzia uktadu na
program temperaturowy TMDSC jest zmiana temperatury bedaca roznica temperatury,
pomiedzy badang probka Ts(t) i probka odniesienia Ti(t), w czasie [AT=T(t)-Ts(t)]. Mierzona
zmiana AT jest proporcjonalna do strumienia ciepla nazywanego modulowanym strumieniem
ciepta [12, 19].

2.3 METODYKA POMIAROW

PNIPA poddano starzeniu izotermicznemu wykorzystujac kalorymetry skaningowe firmy TA
Instruments DSC Q1000 1 TA 2920. Probki ogrzewano do temperatury 200°C z szybko$cia
10°C/min, a nastepnie chtodzono z szybkoscig 40°C/min do temperatury 122, 127, 132 i 135°C.
W danej temperaturze probka byla wygrzewana, wewnatrz kalorymetru w atmosferze azotu,
W czasie 30 minut. Nastgpnie probke ogrzewano do temperatury 200°C/min z szybkoS$cia
10°C/min. Po ustaleniu temperatury starzenia, probk¢ po ogrzewaniu do temperatury 200°C
Z szybkoscig 10°C/min, chlodzono z szybkoscig 40°C/min do temperatury 127°C. W tej
temperaturze probke wygrzewano w réoznym czasie, w zakresie od 5 minut do 3 miesiecy.
W kolejnym etapie programu temperaturowego, w zalezno$ci od metody, ogrzewanie do
temperatury 200°C/min prowadzono z szybkos$cig 10°C/min - w metodzie DSC oraz 3°C/min —
w metodzie TMDSC (p =60 s, A = 1,5°C/min).
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3. WYNIKI

3.1 STANDARDOWA ROZNICOWA KALORYMETRIA SKANINGOWA, DSC

Przeprowadzono izotermiczne starzenie PNIPA, badajac wplyw tego zjawiska na

wlasciwosci termiczne amorficznego PNIPA, co zostalo przedstawione na rysunku 4 i 5.
Widoczne jest naktadanie si¢ zmian ciepta wlasciwego i entalpii relaksacji podczas przejscia
szklistego. Mozna zauwazy¢, ze temperatura przejscia szklistego zalezy od temperatury (rys.
4) i czasu (rys. 5) starzenia.
Poczatkowo zbadano w jakiej temperaturze (ponizej temperatury zeszklenia) proces starzenia
postepuje najszybciej. W tym celu probge PNIPA wygrzewano przez 30 min w temperaturze
137,132, 127 1 122°C. Stwierdzono, ze pik entalpii relaksacji jest najwiekszy po wygrzewaniu
PNIPA w temperaturze 127°C (rys. 4).

-0,25

-0,30

-0,35 A

Heat Flow [W/g]

————— w 137 °C wygrzewano 30 min
— —-— w132 °C wygrzewano 30 min
— — —'— w122 °C wygrzewano 30 min

w 127 °C wygrzewano 30 min

-0,40 -

-0,45 T T T T
110 120 130 140 150 160
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Rys. 4. Wygrzewanie probek w zakresie temperatury 122-137°C przez 30 min
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Rys. 5. Zmiana strumienia ciepta w funkcji temperatury probek PNIPA wygrzewanych w temperaturze 127°C
W roznym czasie, w zakresie 5 min — 3 miesi¢cy, wyznaczona metoda DSC podczas ogrzewania z szybkoscia
10°C/min
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Nastepnie PNIPA poddano starzeniu w temperaturze 127°C w czasie od 5 minut do 1 miesigca,
co przedstawiono na rysunku 5. Stwierdzono, ze stosowanie dluzszego czasu starzenia
powoduje zwigkszenie entalpii relaksacji w przejsciu szklistym.

3.2 TEMPERATUROWO MODULOWANA ROZNICOWA KALORYMETRIA
SKANINGOWA, TMDSC

W celu oddzielenia zmian ciepta wtasciwego od entalpii relaksacji (procesu odwracalnego od
nieodwracalnego), w obszarze przejscia szklistego w pozornym cieple wlasciwym wynikajacego
z procesu starzenia, zastosowano metode TMDSC. Temperaturowe zmiany catkowitego ciepta
wlasciwego w przejsciu szklistym starzonych prébek PNIPA przedstawiono na rys. 6. Na rys. 6a
1 6b pokazano odpowiednio odwracalne 1 nieodwracalne ciepto wlasciwe otrzymane w wyniku
dekonwolucji fourierowskiej.
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Rys. 6. Starzenie izotermiczne, przedstawione w funkcji ciepta wlasciwego od temperatury, otrzymane metoda
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Rys. 6a. Odwracalne ciepto wlasciwe w funkcji
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Rys. 6b. Nieodwracalne ciepto wiasciwe w funkcji
temperatury uzyskane w wyniku dekonwolucji
strumienia gtownego
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Tabela 1. Zalezno$¢ temperatury zeszklenia od czasu starzenia amorficznego PNIPA wygrzewanego w temperaturze
127°C. Charakterystyki otrzymano na podstawie odwracalnego ciepta wlasciwego (rys. 6b)

Temperatura zeszklenia [°C] Czas starzenia fizycznego [min]
140,35 0
141,39 10
141,40 15
141,41 30
141,90 60
142,40 120
142,79 240
143,77 720
144,60 1440

Na podstawie analizy zmian odwracalnego ciepta wlasciwego zaobserwowano wzrost
temperatury przej$cia szklistego wraz z wydluzeniem si¢ czasu starzenia (tabela 1, rys. 6a).
Zkolei analiza nieodwracalnego ciepta wlasciwego (rys. 6b) przedstawia wzrost
endotermicznego piku entalpii relaksacji w obszarze przej$cia szklistego starzonych probek
PNIPA. Wzrost udziatu entalpii relaksacji $wiadczy o wewnetrznym uporzadkowaniu struktury
oraz dazeniu badanego materialu do osiggnigcia wyzszej stabilno$ci termodynamicznej w dane;j
temperaturze.

3.3 ANALIZA STARZENIA

Entalpia relaksacji wyznaczona metoda DSC jest obliczana jako rdéznica efektu
energetycznego powstalego w wyniku starzenia oraz efektu pochodzacego od niestarzonego
materiatu amorficznego zgodnie z rownaniem:

AHreix =B-A (2)

w ktorym A,B sg to pola powierzchni ograniczone krzywymi otrzymanymi dla starzonej oraz
niestarzonej probki PNIPA uzyskanych za pomocg metody DSC (rys. 7).

probka nie poddana starzeniu

prébka poddana starzeniu

Heat Flow Rate

Temperature

Rys. 7. Szacowanie entalpii relaksacji na podstawie pomiaréw metodg DSC
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Tabela 2 przedstawia wzrost oszacowanej warto$ci entalpii relaksacji dla czaséw starzenia
fizycznego w zakresie 5 min do 5 miesigcy w temperaturze 127°C. Na podstawie tabeli
wykreslono krzywa zaleznosci entalpii relaksacji w funkcji logarytmicznej czasu starzenia, co
przedstawiono na rysunku 8.

Tabela 2. Zmiany entalpii relaksacji w czasie procesu starzenia poli(N-izopropyloakryloamidu)

Czas starzenia, t, log t [s] Entalpia relaksacji [J/g]
5 min 2,47712 0,732
10 min 2,77815 0,992
20 min 3,07918 1,355
30 min 3,25527 1,675
60 min 3,5563 1,835

240 min 4,15836 2,491
480 min 4,45939 2,859
720 min 4,63548 3,262
1 dzien 5,00346 3,601
1 miesigc 6,41363 4970
2 miesigce 6,71466 5,190
3 miesigce 6,89076 5,280
5 miesiecy 7,11261 5,330

Wiyniki przedstawione na rysunku 8 wskazuja na duze zmiany entalpii relaksacji w zakresie
od 5 min do 3 miesigcy. Po przekroczeniu czasu trzech miesiecy, entalpia praktycznie si¢ nie
zmienia osiagajac stan rOwnowagi termodynamicznej. Zaktadajac, ze gdy czas starzenia dazy do
nieskonczono$ci, to entalpia relaksacji moze osiagnaé warto$§¢ maksymalng. Probka moze
uzyska¢ wowczas stan rownowagi termodynamicznej. Warto$¢ tzw. réwnowagowej entalpii
relaksacji (AH.) mozna wyznaczy¢ z materialu niestarzonego na podstawie rownania:

AH.,=AC, ( T4-Ta) 3

w ktorym: AC, jest skokiem ciepta wlasciwego w procesie zeszklenia wyznaczonym dla
materiatu nie poddanemu starzeniu; T, T, to odpowiednio temperatura zeszklenia i starzenia.

6

entalpia relaksacji [J/g]
w
1

T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7
log t[s]

Rys. 8. Zmiany entalpii relaksacji w zalezno$ci od czasu starzenia PNIPA
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Doktadna wartos¢ Ty zostata wyznaczona w pracy [20] i byta rowna 140,35°C. Na tej podstawie
wyznaczono wartos¢ AH., stosujac jednoczesnie temperature 127°C jako temperature w ktorej
starzono probke. W przypadku badanej probki wyznaczona entalpia roOwnowagowa wynosi
AH,, =5,94 J/g.

Jednym z parametréw opisujgcych proces starzenia jest rowniez, tzw. parametr odzysku ¢,
ktory opisuje kinetyke procesu starzenia. Wskazuje on na stopien zaawansowania procesow
relaksacji materialu zgodnie z réwnaniem 4.

AR, ~ Ay (@)

(ta) _ ©

AH

o0

¢

gdzie: AH. to rownowagowa entalpia relaksacji, a AHg) to entalpii relaksacji w danej
temperaturze starzenia po czasie t.

W wypadku niestarzonej probki parametr ten przyjmuje wartos¢ 1, z kolei dla materiatu
W petni zrelaksowanego, gdy entalpia osiggnie warto§¢ rownowagowa, wynosi 0. Parametr
odzysku dla poli(N-izopropyloakryloamidu) wynosi 0,01, co oznacza, ze probka po czasie
5 miesi¢cy znajduje si¢ w stanie bliskim rownowagi termodynamicznej. Rysunek 9 przedstawia
graficzne zmiany parametru odzysku ¢ w funkcji czasu starzenia, t,.

10

0,8

0,6

0,4

Parametr odzysku

0,2 A

0,0 T T T
0 1000 2000 3000 4000

Czas starzenia [h]

Rys. 9. Parametr odzysku ¢ w funkcji czasu starzenia PNIPA

4. WNIOSKI

Zbadano fizyczne starzenie poli(N-izopropyloakryloamidu) w warunkach izotermicznych za
pomoca standardowej rdéznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) oraz temperaturowo
modulowanej roznicowej kalorymetrii  skaningowej (TMDSC). Przedstawiono sposob
postgpowania prowadzacy do oszacowania entalpii relaksacji, bedacej miarg procesu starzenia,
W zaleznos$ci od czasu starzenia probki.
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Na podstawie zmian entalpii relaksacji stwierdzono, Zze po czasie pigciu miesi¢cy eksponowania
probki na dziatanie temperatury 127°C, material si¢ juz prawie nie starzeje, czyli znajduje si¢
blisko stanu catkowitego uporzadkowania i dazy w kierunku stanu réwnowagi. Potwierdza to
réwniez oszacowany parametr odzysku poli(N-izopropyloakryloamidu), ktory wynosi 0,01, co
wskazuje, ze probka znajduje si¢ blisko stanu réwnowagi termodynamiczne;j.
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1. WSTEP

Wystepowanie substancji w stanie stalym w réznych odmianach polimorficznych jest
powszechnie znanym zjawiskiem. Odmiany polimorficzne tego samego zwigzku chemicznego
mogg charakteryzowa¢ si¢ znaczaco réznymi wilasciwosciami  fizykochemicznymi
I mechanicznymi, m. in. rézng rozpuszczalnoscig, szybkos$cia rozpuszczania, stabilno$cig
chemiczng, a w przypadku substancji biologicznie czynnych, r6zna biodostgpnoscia. Jedng
Z przyczyn wystgpowania zjawiska polimorfizmu jest réoznorodno$¢ konformacyjna czasteczki
zwigzku chemicznego, ktéra znajduje odzwierciedlenie w badaniach spektroskopowych
substancji statlych. Wystepowanie teoretycznie nieskonczonej liczby mozliwych odmian
polimorficznych substancji (wynikajacej z nieskonczenie wielu konformacji, ktéore moze
przyjmowa¢ dana czasteczka) ogranicza fakt, ze nie kazde ulozenie przestrzenne atomow
W czasteczce jest tak samo prawdopodobne 1 preferowane. W stanie statym zwigzek przyjmuje
konformacje najtrwalsza, co wynika z warunku minimum energii, do ktorego dazg uktady [1, 2].

Kwas mefenamowy (MFA) jest znanym lekiem z grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych. Wykazuje silne wlasciwosci przeciwbolowe oraz stabsze przeciwzapalne,
przeciwgoraczkowe i przeciwreumatyczne. Ma najstabsze dziatanie przeciwagregacyjne sposrod
wszystkich NLPZ. Do produktow leczniczych, w ktorych kwas mefenamowy stanowi substancje
czynng naleza: Mefacit, Apo-mafen, Postan, Parkemed, Antalv. Preparaty te sg stosowane przy
tagodzeniu ostrych i przewleklych bolow wystepujacych podczas chorob zwyrodnieniowych
stawow, bolow menstruacyjnych, miesniowych, pooperacyjnych [3-5]. Kwas mefenamowy
wykazuje takze efekt terapeutyczny w przypadku chordéb neurodegeneracyjnych (choroba
Alzheimer’a) i w $rodkach przeciwnowotworowych [6-8]. Ponadto, charakteryzuje si¢
aktywnos$cig przeciwbakteryjng [9]. Wazna wilasciwoscia kwasu mefenamowego jest
wystgpowanie w odmianach polimorficznych, ktére réznig si¢ m. in. stabilno$cig, barwa,
rozpuszczalnos$cig. Fakt istnienia odmian polimorficznych kwasu mefenamowego wynika
Zz mozliwosci przyjmowania przez czasteczke tego zwigzku w stanie stalym rdznych



18 M. KOSINSKA | INNI

konformacji. Odmiana polimorficzna I wyst¢epuje w formie bialej 1 jest bardziej stabilna.
Natomiast metastabilna odmiana polimorficzna II wystepuje w formie zielonej 1 moze by¢
otrzymywana na drodze: rekrystalizacji odmiany I z odpowiednich rozpuszczalnikow, przejs$cia
fazowego podczas ogrzewania w zakresie temperatur 160-190°C Iub kompresji ciala statego.
Istnieja takze doniesienia o wyodrebnieniu III odmiany polimorficznej kwasu mefenamowego na
drodze kokrystalizacji formy Il z adening z uktadu DMF/metanol 1:1. Rozréznienie odmian
polimorficznych  kwasu mefenamowego jest mozliwe 2z wykorzystaniem badan
spektroskopowych, poniewaz w zaleznos$ci od formy polimorficznej w widmach IR, Ramana czy
NMR obserwowane sg przesuni¢cia pasm lub odpowiednio pikéw [1, 2, 10-13].

Oprocz zastosowania w produktach leczniczych, kwas mefenamowy jest wykorzystywany,
m.in. w syntezie staltych zwigzkéw kompleksowych z jonami metali [6, 14-26]. Do
podstawowych metod stosowanych w celu weryfikacji zdolnosci kompleksotworczych liganda
I potwierdzenia jego budowy naleza metody spektralne UV-VIS i spektroskopia w podczerwieni
[27]. Poprawna interpretacja widm elektronowych i IR wyjsciowego liganda w tym zakresie jest
zatem niezbedna, a poprawnos$¢ interpretacji weryfikuja metody obliczeniowe.

W ramach pracy zarejestrowano doswiadczalne widma UV-VIS oraz IR kwasu
mefenamowego. Metody obliczeniowe wykorzystano w celu ustalenia geometrii czasteczki
MFA o najnizszej energii, na podstawie ktorej modelowano nastepnie widmo IR kwasu
mefenamowego oraz widma elektronowe. Uzyskane wyniki obliczen wykorzystano
w szczegotowej interpretacji doswiadczalnych widm IR oraz UV-VIS aminokwasu.

2. METODY BADAWCZE
2.1 METODY DOSWIADCZALNE

Zarejestrowano do$wiadczalne widmo w podczerwieni kwasu mefenamowego w zakresie
czestosci 4000-400 cm™. Pomiar przeprowadzono na probce w postaci pastylki z KBr, przy
zastosowaniu spektrofotometru ALPHA FT-IR Bruker. Widma UV/VIS roztworéw kwasu
mefenamowego w metanolu i DMSO zarejestrowano w zakresie dtugosci fali 200-500 nm
z wykorzystaniem spektrofotometru UV-VIS-NIR Jasco V-670.

2.2 METODY OBLICZENIOWE

Analiz¢ konformacyjng z optymalizacja struktury czasteczki kwasu mefenamowego
przeprowadzono w programie Cache Work System Pro 6.1.12., metoda potempiryczng AM1
(Austin Model 1). Optymalizacj¢ geometryczng réznych struktur wyjsciowych kwasu
mefenamowego wykonano w programie Gaussian 03W, stosujac metode¢ funkcjonatow gestosci
DFT (Density Functional Theory), z funkcjonatem hybrydowym B3LYP (Becke, three-
parameter, Lee-Yang-Parr) i baza funkcyjng 6-311G (d,p).

Modelowano takze absorpcyjne widma elektronowe czasteczki kwasu mefenamowego
z uwzglednieniem wptywu rozpuszczalnika (odpowiednio metanolu lub DMSO). Obliczenia
energii standw wzbudzonych wykonano metodg DFT, z funkcjonalem hybrydowym B3LYP
I bazg funkcyjna 6-311G (d,p), rozwazajac liczbe przejs¢ pomiedzy stanami elektronowymi (N)
réwng 30. Widmo IR kwasu mefenamowego modelowano w programie Gaussian metodg DFT
z funkcjonatem hybrydowym B3LYP i baza funkcyjng 6-311G+ (d,p).
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3. WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKOW

3.1 ANALIZA KONFORMACYJNA

Czasteczka kwasu mefenamowego moze przyjmowaé konformacje, ktore wynikaja ze
zmiennego polozenia wzgledem siebie w przestrzeni dwdch pier$cieni aromatycznych i atomow
grupy karboksylowej wzgledem pierScienia aromatycznego. Strukture czgsteczki kwasu
mefenamowego ze wskazanymi, zmieniajagcymi si¢ w konformacjach tego zwigzku katami
torsyjnymi przedstawiono na rys. 1.

H 0
IS
AN T SoH
| |
H/C\clzé /H
H
H \C/CH3

Rys. 1. Struktura czasteczki MFA ze zdefiniowanymi katami torsyjnymi

W celu ustalenia jak zmienia si¢ energia czasteczki kwasu mefenamowego w zalezno$ci od
warto$ci odpowiednich katow torsyjnych 0; i 6, przeprowadzono analiz¢ konformacyjna
z optymalizacja struktury w programie Cache Work System Pro 6.1.12., metodg potempiryczng
AMI. Polegata ona na tym, Ze strukture kwasu poddawano zmianom kata 01, a nastepnie 0, 0 1°
w przedziale od -180° do +180°, przy czym po kazdej zmianie wartosci kata otrzymana struktura
byta dodatkowo optymalizowana. Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawione zostaly na
rys. 2 1 3 w postaci wykresow zalezno$ci energii czasteczki w funkcji wartosci kata torsyjnego
01 1 0,. Przedstawiono takze struktury kwasu znajdujace si¢ w minimum energetycznym.

a)
cale_energy
-49.38 to
~43.00 kcal/mole
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A ~180.02 to
180.02 degree
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calc_energy
-49.38 to
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dihedra¥}
B -180.02 to
180.02 degree

Rys. 2. Wykresy energii czasteczki MFA w zalezno$ci od wartos$ci kata 0, i struktury odpowiadajace minimum
energetycznym - wyniki analizy metoda AM1 (punkty A i B — minima energii)
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Rys. 3. Wykresy energii czasteczki MFA w zalezno$ci od wartos$ci kata 0, i struktury odpowiadajace minimum
energetycznym - wyniki analizy metodag AM1 (punkty C i D — minima energii)

Wyniki przeprowadzonych badan konformacyjnych potwierdzily, ze zaréwno wzajemne
polozenie wzgledem siebie pierScieni, jak réwniez orientacja w przestrzeni atomoéw grupy
karboksylowej w zauwazalny sposéb wpltywaja na energie czasteczki kwasu menefamowego.
Z wykresOw energii czgsteczki MFA w zalezno$ci od warto$ci kata 01 1 0, (rys. 2 i 3) wynika, ze
uprzywilejowane energetycznie sg konformacje, w ktorych pierscienie aromatyczne nie znajduja
si¢ w jednej ptaszczyznie. Natomiast w przypadku grupy karboksylowej mozna stwierdzi¢, ze
korzystnym energetycznie jest jej utozenie koplanarne z pier§cieniem.

3.2 OPTYMALIZACJA GEOMETRYCZNA

W celu otrzymania konformacji kwasu mefenamowego o najnizszej energii przeprowadzono
optymalizacje geometryczng struktur kwasu rdznigcych si¢ wyjSciowymi warto$ciami katow
torsyjnych 0; i 0,. Siedem ro6znych wyjsciowych struktur czasteczki MFA poddano optymalizacji
geometrycznej w programie Gaussian 03W, stosujac metode funkcjonatow gestosci DFT,
z funkcjonatem hybrydowym B3LYP i bazg funkcyjng 6-311G (d,p). Wyniki przeprowadzonych
obliczen zestawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Wyniki obliczen optymalizacyjnych przeprowadzonych metoda DFT, z funkcjonatem hybrydowym
B3LYP i bazg funkcyjng 6-311G (d,p)
Nr Wyjsciowa struktura MFA Struktury zoptymalizowane Energia
poddawana optymalizacji czasteczki
1* . 2 -786,07037232
.‘. s ° J’.
_P__e 2 F 2
JJ [ J g 4 J’g ‘)
B 0P S S0,
&
J ’ .J"‘J ¥ ] ?:
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01 = 90,44208°, 0, = -143,05357O 0, = 47,26428°, 0, = 175,58304°
3* . 2 -786,05587610
°.° “a# 3 .-’a“‘f‘
° %20 2 95,2,%
‘ @ '.J J ] ‘ . .
J‘\“‘J > J_‘.‘.J
F]
0, =5,51601°, 92 =145,85419° 0, = -27,340630, 0, = 151,80231°
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J‘!“. > ¥ ‘ % i
<
J#J"‘ J‘ ‘
> 9
01 =99,23787°, 92 =104,32381° 0, =47,27954°, 0, = 175,58623°
Gxx . ‘,‘ .J PY -786,07055806
®0° 2.2 : 2 2
t‘u ‘J JI‘ *,.‘4“,‘
Jd‘é s j Jf’ N
* J
01 = 99,23787°, 6, = -180,00000° 0 = 107,50212°, 0, = -76,77360°
[ alakal ‘J’ . ‘-"'. » -786,07155303
: - 2.,@, 9
‘ J0 9 . @ @ 2@, 9
BRE R 34 R IE 2
JJ‘ " ") , o 9 ‘_,JJ !
4
.= -46,02463°, 0, = -60,00162° 01 = 45,95046°, 6, = -75,46273°
Fokk 4 9 _
7 o . . ‘, . 786,07155296
S a2%.3
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0; = 62,02320°, 0, = 166,58432°

0= 45,901090, 0, = 175,45565°

*struktury wyj$ciowe MFA zaczerpnigte z Banku Danych Biatkowych (PDB)
**struktury wyjsciowe MFA zdefiniowane w programie GaussView 3.09
***struktury wyjsciowe MFA zaczerpnicte z wynikow analizy konformacyjnej (rys. 2)
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Na podstawie przedstawionych wynikéw ustalono, ze konformacjg kwasu mefenamowego
0 najnizszej energii (wedtlug obliczen komputerowych przeprowadzonych metoda DFT,
z funkcjonatem hybrydowym B3LYP i bazg funkcyjng 6-311G (d,p)) jest ta, w ktorej wartosci
katow torsyjnych 01 i 0, wynosza odpowiednio w przyblizeniu ok. 47° i 175° (struktury 2 i 4,
tabela 1). Strukture czasteczki o najnizszej energii przedstawion0 na rys. 4.

Rys. 4. Geometria czasteczki kwasu mefenamowego o najnizszej energii (wizualizacja: program GaussView 3.09)

Wyniki analizy konformacyjnej i optymalizacji geometrycznej potwierdzity, ze korzystnym
energetycznie jest koplanarne potozenie atomow grupy —COOH wzgledem pierscienia
aromatycznego. To przestrzenne ulozenie sprzyja tworzeniu wewnetrznego Wwigzania
wodorowego pomigdzy atomem tlenu grupy karbonylowej a atomem wodoru drugorzedowe;j
grupy aminowej. Silna tendencja do tworzenia tego wigzania wynika z faktu powstawania
szesciocztonowego pierécienia chelatowego. Jego obecno$¢ wyjasnia charakterystyczne cechy
widma IR MFA, tj. przesuni¢cie polozenia pasm od drgan typowych dla grupy aminowej
i karbonylowej.

3.3 BADANIA SPEKTRALNE - WIDMA UV/VIS

Na rys. 5 przedstawiono 1 porownano widma UV-VIS roztworow kwasu mefenamowego
w metanolu i DMSO.

2,0 ' dosw. widmo MFA (DMSO)
|‘ — — dosw. widmo MFA (metanol)
1,6 \ 279 nm 282 nm
\ el

sl \
<@ 1,21 349 nm 351 nm
= \ s
5 L
Z 08} NS
<

0,4}

1 1 1

0,0
200 225 250 275 300 325 350 375 400 425
Dlugosé fali, [nm]

Rys. 5. Widma UV-VIS roztworéw kwasu mefenamowego w DMSO i metanolu
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W widmie kwasu mefenamowego obecne sg trzy pasma absorpcji: pasmo I w zakresie
312-375 nm, pasmo Il w zakresie 262—300 nm i pasmo III ponizej 260 nm. Mozna zauwazyc¢, ze
w zakresie dlugosci fal ponizej 312 nm wystepujg rdznice w przebiegu linii spektralnych widm
roztworéw w roznych rozpuszczalnikach. Powyzej 312 nm przebieg linii spektralnych jest
bardzo zblizony. W widmie roztworu w DMSO, powyzej 275 nm, obserwuje si¢ nieznaczne
przesunigcie batochromoweme pasma absorpcji  w poréwnaniu do widma roztworu
metanolowego kwasu mefenamowego. Mozna to wyjasni¢ wptywem polarnosci rozpuszczalnika
na polozenie maksimow absorpcji [28].

W celu zilustrowania przejs¢ pomiedzy stanami elektronowymi czasteczki kwasu
mefenamowego modelowano absorpcyjne widmo elektronowe. Dla czgsteczki MFA o najnizszej
energii (rys. 4) przeprowadzono obliczenia energii stanow wzbudzonych metodg DFT,
Z funkcjonatem hybrydowym B3LYP i baza funkcyjng 6-311G (d,p), rozwazajac liczbe przejsé
pomiedzy stanami elektronowymi (N) rowng 30. Widma elektronowe modelowano,
uwzgledniajac wplyw rozpuszczalnika (odpowiednio metanolu lub DMSO). Pordéwnanie
doswiadczalnych i obliczonych widm kwasu mefenamowego przedstawiono na rys. 6-7.
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Rys. 6. Do$wiadczalne i obliczone widmo UV-VIS Rys. 7. Do$wiadczalne i obliczone widmo UV-VIS
MFA (rozpuszczalnik: DMSO) MFA (rozpuszczalnik: metanol)

W tabeli 2 wskazano przej$cia pomigdzy stanami elektronowymi odpowiadajace potozeniu
maksimum pasm absorpcyjnych w widmach doswiadczalnych, wynikajace z obliczen
przeprowadzonych programem Gaussian.

Tabela 2. Przejécia pomiedzy stanami elektronowymi w czasteczce kwasu mefenmowego, aktywne w widmie
elektronowym

Potozenie maksimum pasma, [nm]

Przej$cia migdzy

Pasmo Rozpuszczalnik widmo widmo orbitalami
doswiadczalne obliczone
metanol 349 352
I HOMO — LUMO
DMSO 351 354
metanol 279 282 HOMO — LUMO + 1
I DMSO 282 283 HOMO — LUMO + 2
metanol 224 HOMO — LUMO + 3
i 200-250 HOMO -3 — LUMO

DMSO 225 HOMO -2 = LUMO + 1
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Ilustracj¢ rozktadu gestosci elektronowej wybranych pozioméw energii orbitalnych i przejsé
pomig¢dzy nimi przedstawiono na rys. 8.
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Rys. 8. Wybrane poziomy energii orbitalnych i przejécia pomiedzy nimi (na podstawie obliczen programem
Gaussian; szerokos¢ linii odpowiada wktadowi poszczegdlnych przejs¢ w intensywno$¢é maksimum absorpcji)

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do kwasu N-fenyloantranilowego mozna wykazac,
ze pasmo [ jest zwigzane z przejsciem m — w* wewnatrz heterocyklicznego ugrupowania,
tworzonego w wyniku wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego. Natomiast pasmo Il
przypisane moze by¢ przejSciu m — w* ukladu benzenoidowego czasteczki kwasu
mefenamowego. Potozenie maksimum pasma I przy wigkszej dlugosci fali w porownaniu do
pasma II, wskazuje na wickszg delokalizacje elektrondow m w pier§cieniu tworzonym w wyniku
obecnosci wigzania wodorowego [29].
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3.4 BADANIA SPEKTRALNE - WIDMA W PODCZERWIENI

Doswiadczalne widmo IR kwasu mefenamowego zostato przedstawione na rys. 9.

100

80— _
\T g H PR T.l'
£ S .. |2 88
g = I o Bz
1 enen 1T [ ik
IS STEE DI Ve e g
1 SAWED L © QU—a
=z . (SIS ESET 0 i S ey - ! @D
E o 3828 3
; 20— M — o«
| )
N
07
1 -kwas mefenamowy
T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 860 660 400

Liczba falowa, [cm™]

Rys. 9. Widmo IR kwasu mefenamowego (pastylka z KBr)

W widmie IR kwasu mefenamowego mozna wyodrgbni¢ pasma drgan charakterystyczne dla
pierscieni aromatycznych, podstawnikow metylowych w pierScieniu, grupy karboksylowej
i drugorzedowej grupy aminowe;j.

Szczegotowsy interpretacje widma IR kwasu mefenamowego przeprowadzono na podstawie
danych literaturowych ([1-2, 10, 19, 30-33]) oraz symulacji drgan w obliczonym widmie IR
czasteczki kwasu mefenamowego o najnizszej energii w programie Gaussian metoda DFT
z funkcjonatem hybrydowym B3LYP i bazg funkcyjng 6-311G+ (d,p).

Drgania zwigzane z grupg karboksylowg

W widmie IR kwasu mefenamowego obecne jest szerokie pasmo w zakresie 3300-2500 cm™,
ktore zwigzane jest z drganiami rozciggajacymi O-H (vo.y) W grupie —COOH. Posta¢ tego pasma
jest charakterystyczna dla aromatycznych kwasow karboksylowych ze wzgledu na sprzezenie
wystepujace pomiedzy grupa karboksylowa a pierscieniem. Pasma ponizej 2731 cm™ Y]
pasmami nadtonoéw i drgan kombinacyjnych O-H.

Potozenie pasma od drgan rozciagajacych C=0O (vc=0) przy nizszej czestosci (1648 cm™)
W poréwnaniu do typowych zwiazkéw karbonylowych (rys. 10) wskazuje na zaangazowanie tej
grupy w wewnetrzne wigzanie wodorowe. Potwierdza to wnioski wynikajace z przeprowadzone;j
analizy konformacyjnej.

Do charakterystycznych dla grupy karboksylowej pasm nalezg takze sprzezone dwa pasma:
drgan deformacyjnych CO-H (6CO-H) i1 drgan rozciagajacych C-O (vC-O) oraz pasmo drgan
zginajacych poza plaszczyzne O-H (nO-H), ktorym w widmie kwasu mefenamowego przypisac
mozna pasma przy odpowiednio 1426 i 1329 cm™ oraz 892 cm™.
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Rys. 10. Potozenie pasma drgan rozciagajacych C=0 w doswiadczalnym widmie IR kwasu mefenamowego (linia
przerywana) w stosunku do typowego zakresu cz¢stosci wystepowania pasma od tych drgan w aromatycznych

kwasach karboksylowych (pole szare) — na podstawie analizy z wykorzystaniem programu Analyzelt IR
KnowltAll® Informatics System

Schematyczng ilustracje drgan charakterystycznych dla grupy —COOH w czasteczce kwasu
mefenamowego przedstawiono na rys. 11.
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Rys. 11. Tlustracja drgan typowych dla grupy karboksylowej w czasteczce kwasu mefenamowego (na podstawie
zamodelowanego widma IR)
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Rys. 12. Potozenie pasma drgan rozciagajacych N-H w doswiadczalnym widmie IR kwasu mefenamowego (linia
przerywana) w stosunku do typowego zakresu czesto§ci wystepowania pasma od tych drgan w aminach
aromatycznych (pole szare) - na podstawie analizy z wykorzystaniem programu Analyzelt IR KnowlItAll®
Informatics System
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Od drgan rozciagajacych grupy aminowej N-H (vn.) pochodzg pasma przy 3349 13310 cm™
Dwa pasma wskazuja, ze badana probka kwasu mefenamowego to mieszanina odmian
polimorficznych z dominujagcym udziatem odmiany polimorficznej I, dla ktorej
charakterystyczne jest pasmo przy ok. 3312 cm™. Dla formy Il natomiast przy ok. 3347 cm™
[1-2, 10, 13]. Przesunigcie pasma od drgan vn.y w kierunku mniejszych czestosci w porownaniu
do typowych amin (rys. 12), podobnie jak w przypadku grupy C=0, wskazuje na zaangazowanie
tego ugrupowania w silne, wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe.

Typowe dla grupy aminowej sg takze pasma od drgan deformacyjnych N-H: zginajace
W plaszczyznie (On-H) 1 poza plaszczyzne (wachlarzowe, min-n). W widmie kwasu mefenamowego
drganiom tym mozna przypisa¢ pasma odpowiednio przy 1510, 631 i 583 cm™. Pasmo, o duzej
intensywnosci przy 1258 cm™ zwigzane jest natomiast z drganiami rozciggajacymi Car-N (Vcar-n),
typowymi dla amin aromatycznych, na ktére naktadajg si¢ takze drgania deformacyjne O-H
W ptaszczyznie, w grupie -COOH.

Schematyczng ilustracj¢ drgan w czasteczce kwasu mefenamowego, zwigzanych z grupa
aminowg przedstawiono na rys. 13.
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Rys. 13. Tlustracja drgan typowych dla grupy aminowej w czasteczce kwasu mefeanmowego (na podstawie
zamodelowanego widma IR)

Drgania zwiazane z pierscieniem aromatycznym

Aromatycznym, rozciggajacym drganiom Cg-H (Vca.n) mozna przypisaé pasmo potozone
przy 3009 cm™. Szereg pasm o malej intensywnosci w zakresie 2000-1730 cm™ stanowia
natomiast typowe dla uktadow aromatycznych pasma nadtondéw i1 drgan kombinacyjnych C-H.
Zbior pasm o malej intensywno$ci przy czestosciach 1095, 1082, 1065, 1039 i 1022 cm™
zwigzany jest z drganiami zginajacymi Cu-H (Scarn) W plaszczyznie pierScienia. Od drgan
zginajacymi Cz-H (mcan) poza plaszczyzng pierscienia  pochodza pasma o $redniej
intensywnosci przy 777 i 756 cm™. Pasma potozone przy 1596, 1576, 1471 i 1452 cm™ mozna
przypisa¢ aromatycznym drganiom rozciggajacym C=C (vc=c) wewngtrz pierScieni
aromatycznych. Natomiast pasma przy czestosciach 728, 701 1 663 cm™ moga by¢ wynikiem
drgan deformacyjnych pierscieni, wyginajacych C=C poza plaszczyzne (nc=c).

Schematyczng ilustracje wybranych drgan w czasteczce kwasu mefenamowego, typowych dla
pierScienia aromatycznego przedstawiono na rys. 14.
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Rys. 14. Tlustracja przyktadowych drgan, typowych dla pier$cieni aromatycznych w czgsteczce kwasu
mefenamowego (na podstawie zamodelowanego widma IR)

Drgania zwigzane z podstawnikami metylowymi

W widmie IR kwasu mefenamowego mozna wskaza¢ takze pasma, ktore zwigzane sa
z drganiami charakterystycznymi dla grupy metylowej. Drgania rozciggajace C-H (vc.h)
w obrebie grupy metylowej sprawiaja, ze szerokie pasmo w zakresie 3300-2500 cm™ jest
poszarpane ze wzgledu na nalozenie tych oscylacji z drganiami O-H w obrebie grupy
karboksylowej. Pasma przy 2974, 2949 i 2912 cm™ przypisane moga byé asymetrycznym
drganiom rozciggajacym, natomiast pasmo przy 2859 cm™ symetrycznym drganiom
rozciagajacym C-H w obrebie grup metylowych. Wskazanie na widmie do$wiadczalnym kwasu
mefenamowego pasm zwigzanych wylgcznie z drganiami deformacyjnymi C-H w obrebie grup

metylowych nie jest mozliwe, gdyz wystepuja one w rejonach drgan charakterystycznych dla
pierScienia aromatycznego. Deformacyjnym drganiom C-H moze odpowiada¢ pasmo przy
1379 cm™. Rowniez pasmo przy 1452 cm™ moze by¢ zwigzane z drganiami C-H w obrebie grup
metylowych, przy czym naktada si¢ ono zdrganiami rozciggajacymi vc=c pierscienia
aromatycznego.

Schematyczng ilustracje wybranych drgan w czasteczce MFA, typowych dla grupy metylowej
przedstawiono na rys. 15.
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Rys. 15. Tlustracja przyktadowych drgan, typowych dla grup metylowych, w czasteczce kwasu mefenamowego (na
podstawie zamodelowanego widma IR)
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4. PODSUMOWANIE

Wykorzystano elementy modelowania komputerowego do badan konformacji czgsteczki
kwasu mefenamowego, optymalizacji geometrycznej i analizy cech spektroskopowych tego
zwigzku.

Na podstawie badan konformacyjnych przeprowadzonych metoda pétempiryczng AM1 oraz
optymalizacji geometrycznej czasteczki kwasu mefenamowego metoda DFT zauwazono, ze
najkorzystniejszym pod wzgledem minimalnej energii jest koplanarne potozenie grupy —COOH
w stosunku do pier§cienia aromatycznego, potwierdzajagce mozliwos¢ tworzenia wewngtrznego
wigzania wodorowego. Obecnos¢ tego wigzania thumaczy przesuni¢cie potozenia pasm od drgan
typowych dla grup aminowej i1 karboksylowej na doswiadczalnym widmie IR kwasu
mefenamowego. Absorpcyjne widma elektronowe kwasu mefenamowego modelowano dla
czgsteczki o najnizszej energii, uwzgledniajagc wplyw rozpuszczalnika (odpowiednio metanolu
lub DMSO). Zgodno$¢ obserwowana pomiedzy widmami do§wiadczalnymi i obliczonymi
pozwolita na udokumentowanie i zilustrowanie rozkladu gestosci elektronowej wybranych
poziomoOw energii orbitalnych i przej§¢ pomiedzy nimi odpowiadajacych glownym pasmom
absorpcyjnym do$wiadczalnego widma UV-VIS kwasu mefenamowego.
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1. WSTEP

W modelu dynamiki chromatografii kluczowsa rolg¢ petni opis rownowagi adsorpcyjne;j. Jezeli
proces powierzchniowy adsorpcja — desorpcja, przebiega znacznie szybciej niz inne etapy
transportu masy, wtedy stosowany jest model izotermy adsorpcji. W przeciwnym przypadku
(proces powierzchniowy adsorpcja — desorpcja przebiega wolno) nalezy zaproponowac
adekwatng kinetyke adsorpcji. Istnieje wiele metod pomiaru rownowagi adsorpcji i Wyznaczania
matematycznego opisu procesu powierzchniowego adsorpcja — desorpcja.

Niniejsza praca po$wiecona jest wykorzystaniu metody odwrotnej w estymacji parametréw
modeli izoterm adsorpcji na przyktadzie modelowych uktadow chromatograficznych. Metoda
odwrotna jest numeryczng metoda identyfikacji parametrow rownan izotermy adsorpcji a tym
samym catego modelu opisujacego roOwnowage procesu powierzchniowego adsorpcja —
desorpcja. Po raz pierwszy w chromatografii zostata zastosowana na poczatku lat 90 — tych XX
wieku przez Dose 1 wspolpracownikow [1]. Od tego momentu metoda odwrotna byla
wielokrotnie uzywana do wyznaczenia izoterm jednosktadnikowych, dwusktadnikowych a nawet
trojsktadnikowych [2-9]. Nazywana jest rowniez metodg dopasowania do piku i ta nazwa wyraza
jej ideg. Jest ona, bowiem klasycznym przyktadem rozwigzywania problemu odwrotnego. Polega
na estymowaniu wartosci parametrow modelu izotermy adsorpcji na podstawie przetadowanych
profili pikow chromatograficznych. Oznacza to takie dobranie wartosci parametrOw réwnania
izotermy adsorpcji, aby uzyska¢ jak najlepsza zgodno$¢ miedzy symulowanymi profilami
(otrzymanymi z rozwigzania modelu) a odpowiadajagcymi profilami st¢zeniowymi uzyskanymi
w trakcie wykonywanych doswiadczen laboratoryjnych. Metoda dopasowania do piku wymaga
jednak, wczesniej zalozenia odpowiedniego mechanizmu procesu powierzchniowego adsorpcja —
desorpcja a tym samym postaci matematycznej modelu izotermy adsorpcji. Model ten na etapie
estymacji parametrow jest tylko hipotezg, ktora jest potwierdzana lub odrzucana na podstawie
uzyskanej zgodnosci migdzy obliczonymi profilami stezeniowymi a odpowiadajgcymi pikami
eksperymentalnymi. W przypadku uzyskania niezadawalajacej zgodnos$ci nalezy zaproponowac
nowy model izotermy adsorpcji i powtorzy¢ estymacj¢. Taka czynno$¢ powtarza si¢ az otrzyma
si¢ model, ktory w sposéb poprawny przewiduje rozktad stezen na wylocie z kolumny
chromatograficznej. W ten sposob uzyskuje si¢ model izotermy adsorpcji z warto$ciami
parametrow.
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Wielu autorow [10-13], ktorzy zajmowali si¢ metoda odwrotng podkresla jej zalety
i wskazuje, jako alternatywny sposob uzyskiwania opisu rownowagi adsorpcyjnej w uktadzie
chromatograficznym w stosunku do tzw. eksperymentalnych metod takich jak metoda analizy
frontalnej, metoda elucji punktéw charakterystycznych czy metoda perturbacji. Przewaga
metody odwrotnej nad wymienionymi sposobami wyznaczania izotermy adsorpcji polega na
ograniczeniu ilo$ci do$wiadczen laboratoryjnych do minimum koniecznego do estymacji
parametréw modelu izotermy adsorpcji oraz pézniej do przeprowadzenia walidacji modelu. Cata
zasadnicza i kluczowa czg$¢ oparta jest na obliczeniach komputerowych. Metoda dopasowania
do piku posiada rowniez wady. Jak stwierdzono powyzej wymaga wczesniej zalozenia
odpowiedniego modelu izotermy adsorpcji. Ze wzgledu na duza réznorodnos¢ izoterm moze to
nastrecza¢ pewnych problemow i1 wydtuzy¢ czas wyznaczenia wilasciwej izotermy adsorpcji.
Glownym mankamentem metody dopasowania do piku jest wyznaczenie warto$ci parametrow
modelu izotermy adsorpcji, z ktorych rozpoczynana jest estymacja. Aby estymacja mogla
zakonczy¢ si¢ sukcesem pik obliczony na podstawie zadanych wartosci parametréw musi miec
podobny ksztalt jak pik eksperymentalny i przede wszystkim musi by¢ zagniezdzony w piku
eksperymentalnym. Dobor tych parametrow dokonywany jest metodg prob i btedow. Im wigksza
jest liczba parametrow tym trudniej znalez¢ taki zestaw, aby spetni¢ wymienione wyzej warunki.
Ponadto niedoskonalo$ci metody odwrotnej zwigzane s3 bezposrednio z zastosowanym
algorytmem optymalizacyjnym.

W niniejszej pracy metoda odwrotna zostala zastosowana w estymacji parametrOw
jednosktadnikowej izotermy adsorpcji na podstawie pikéw chromatograficznych otrzymanych
w trybie elucji gradientowej celem migdzy innymi jej testowania na przyktadzie réznych
uktadow chromatograficznych. W tym miejscu nalezy stanowczo podkresli¢ to, ze wedtug
dostepnej wiedzy metoda odwrotna do tej pory nie byla stosowana do wyznaczania modelu
izotermy adsorpcji w przypadku elucji prowadzonej w trybie gradientowym. W ostatnim czasie
dokonano adaptacji metody odwrotnej dla tego typu chromatografii [14, 15]. Przeprowadzono
tam szczegotowe rozwazania dotyczace roznych aspektow uzycia metody odwrotnej w estymacji
parametrow modeli izoterm adsorpcji na podstawie przetadowanych profili pikow
chromatograficznych otrzymanych bezposrednio w elucji prowadzonej w trybie gradientowym.
Okazato si¢, ze w tej technice chromatograficznej metoda odwrotna réwniez pozwala na
uzyskanie poprawnego opisu rownowagi adsorpcyjnej.

Rozwazano chromatografi¢ HPLC (ang. high performance liquid chromatography) oraz
UHPLC (ultra — high pressure chromatography). Jako substancje chromatografowane wybrano
cztery zwigzki (cykloheptanon — C7, 2-naftalenosulfonian sodu — SNS, chlorek
benzylotrietyloamoniowy — BTEAC, omeprazol — OM), ktore nalezy traktowaé jako substancje
modelowe. W obu technikach chromatograficznych dla tych samych substancji
chromatografowanych stosowano ten sam program gradientu. Otrzymano w ten sposob osiem
zestawOéw danych eksperymentalnych, przy czym kazdy z czterech zestawdw roznit si¢ od
pozostalych czterech kolumng chromatograficzng przy uzyciu, ktorej zostal uzyskany. Ze
wzgledu na podobienstwo odpowiadajacych uktadow chromatograficznych (z trzech elementow
sktadajacych si¢ na uklad chromatograficzny inny byt jedynie adsorbent) celem bylo rowniez
okreslenie podobienstw oraz réznic miedzy chromatografia HPLC a UHPLC w kontekscie
samego opisu réwnowagi termodynamicznej, jak 1 réwniez wyznaczania modelu izotermy
adsorpcji za pomoca metody odwrotnej. Sprawdzono czy mozliwe jest zastosowanie tego
samego modelu izotermy adsorpcji w odpowiadajacych uktadach chromatograficznych.
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2. MODEL MATEMATYCZNY

Symulacja pracy kolumny chromatograficznej wymaga zastosowania odpowiedniego modelu
dynamiki kolumny chromatograficznej. Uzycie metody odwrotnej w wyznaczaniu izotermy
adsorpcji  badz optymalizacja matematyczna procesu chromatograficznego preferuje
zastosowanie jak najprostszego modelu matematycznego. W tej pracy zalozono jak si¢ pozniej
okazato poprawnie brak wszelkich oporéw transportu masy oraz nieskonczenie szybkie ustalanie
si¢ rownowagi procesu powierzchniowego adsorpcja — desorpcja. Na podstawie powyzszych
zatlozeh najprostszym stosowanym w praktyce modelem preparatywnej kolumny
chromatograficznej jest model rownowagowo — dyspersyjny ED (ang. equilibrium-dispersive
model). Rownanie bilansu masy wymienionego modelu moze zosta¢ zapisane w nastgpujacy
sposob [16]:

de (1-z)8q" u Ale) a8%c
at + 5 Ot + 5 0= 2 az? (1)

gdzie: £, — porowato$¢ catkowita, u — predkos¢ fazy ruchomej odniesiona do jednostkowe;j
powierzchni przekroju poprzecznego kolumny chromatograficznej, D, — pozorny wspotczynnik
dyspersji wzdluznej ¢ i g — stezenia substancji chromatografowanej odpowiednio w fazie
ruchomej i stacjonarne;j.

Pozorny wspoétczynnik dyspersji wzdtuznej obliczany byt z réwnania:

D, =25 @)

gdzie L to dlugos¢ kolumny chromatograficznej natomiast N to liczba potek teoretycznych.
Liczba potek teoretycznych obliczana byta metoda momentéow [17] w oparciu o piki
chromatograficzne chromatografii analitycznej uzyskane w warunkach izokratycznych dla
rozwazanych stezen modyfikatora.

Rozwigzanie rownania (1) wymaga sformutowania odpowiednich warunkéw poczatkowych
oraz brzegowych. Jako warunki poczatkowe zastosowano typowe warunki uzywane dla kolumn
chromatograficznych. Mianowicie dlat = 0 otrzymuje si¢:

e(r,z) =q(r,z) =0 3

Natomiast, jako warunki brzegowe zastosowano warunki typu Danckwertsa [18], ktore mozna
sformutowac w nastgpujacy sposob:

dlaz=0 ucg(t,z=0) —uc(t,z = 0) =—DE? (4)
Flz=p
dlaz=L p, ¥l =o (5)
8z ==L

Profil stgzeniowy wprowadzanej probki byl przyblizany nastgpujacymi funkcjami:

cF(t,z=ﬂ]=ﬁlg+(;ﬁ11—flg]f(1+(i)?’) (6)
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— 2
_ _ A |m t—x
cr(bz=0) =y +2 [Fewp((-277)) )

gdzie: 4, Ay, A;, x5 P, ¥ X, W to parametry rOwnan estymowane na podstawie
zarejestrowanych profili iniekcji (rys.1).

Ksztalt profilu gradientu zgodnie, z ktorym zmieniat si¢ udzial objetosciowy acetonitrylu
w fazie ruchomej na wlocie do kolumny chromatograficznej mozna zapisa¢ w nastepujacy
sposob:

@, 0<t< t,+t,

e(t, L =0) = @ +B(t—t,) t, =t <t,+t, (8)
@, + Agp, t=t,+t,

gdzie: @, to udzial modyfikatora w eluencie [v/v] w chwili poczatkowej gradientu
natomiast A to zmiana jego udzialu od warto$ci poczatkowej gradientu do jego wartoSci
koncowej. Parametr £ to nachylenie liniowego gradientu. Parametry t, oraz t, to odpowiednio
czas trwania zmiany ilo$ci modyfikatora w eluencie i czas liczony po wprowadzeniu probki
w autosamplerze do momentu, w ktorym gradient modyfikatora osiagga wlot kolumny
chromatograficznej. Zatozono, ze modyfikator nie ulega adsorpcji.

Model ED musi by¢ uzupetniony roéwnaniem izotermy adsorpcji. Z uzyskanych profili pikow
chromatograficznych ~ wynika, ze cykloheptanon, chlorek benzylotrietyloamoniowy,
2-naftalenosulfonian sodu charakteryzowane sa przez izoterme¢ typu I klasyfikacji wedlug
Brunaur’a [19]. Natomiast rownowaga adsorpcyjna omeprazolu ustala si¢ zgodnie z izoterma
typu Ill. Zatem zdecydowano si¢ zastosowaé izoterm¢ bi — Langmuira (izoterma typu I) oraz
izoterm¢ BET (izoterma typu III). Uzyte modele zostaly zmodyfikowane do postaci
uwzgledniajacej tryb elucji gradientowej. Posta¢ matematyczna wymienionych w kolejnosci
modeli przedstawia si¢ nastgpujaco:

& _ ap rsxp(~Sy1@)c ap rexp(=Sg ne)e 9)
9 1+bgrexp(-Sy @lc  1+boysxn(-5 pele
o rzna:r',t:':— um}c
q (10)

B Izi—bLDax'pI:—_'-'.‘h_Lmjlcjllii—bL_Dax'pI:—_'-'.‘h_Lm:lc+stx'p':—_'-'-'h m}c]
3. DANE EKSPERYMENTALNE

Dos$wiadczenia chromatograficzne wykonano w zakresie chromatografii HPLC oraz UHPLC.
W przypadku HPLC wykorzystano chromatograf Agilent 1200 system (Palo Alto, CA, USA)
wyposazony miedzy innymi w autosanpler z petla dozujaca o pojemnosci 900 pl, detektor
diodowy (DAD), termostat. Natomiast dane eksperymentalne w zakresie UHPLC uzyskano przy
wykorzystaniu chromatografu Waters Acquity UPLC (Waters Corporation, Milford, MA,USA)
wyposazony w podobne urzadzenia jak chromatograf HPLC.

Zastosowano nast¢pujace kolumny chromatograficzne:

e kolumna XBridge o wymiarach 100 x 4.6 mm wypelniona porowatg krzemionka
0 Sredniej warto$ci srednicy ziaren 3.5 um z fazg zwigzang C18 (HPLC)
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e kolumna Acquity o wymiarach 50 x 2.1 mm wypelniona porowata krzemionka
0 $redniej warto$ci $rednicy ziaren 1.7 um z fazg zwigzang C18 (UHPLC)

Jako analit wykorzystano ponizsze zwigzki chemiczne:
e cykloheptanon (>99%) — C7
e 2-naftalenosulfonian sodu (>95%) — SNS
e chlorek benzylotrietyloamoniowy (>99%) — BTEAC
e omeprazol (>99%) — OM

Faza ruchomg byta mieszanina acetonitrylu i buforu fosforanowego o pH 8. W zaleznos$ci od
udziatu acetonitrylu w fazie ruchomej, pH eluentu wahalo si¢ pomiedzy 8.07 i 8.79. Przy tych
warunkach C7 jest czasteczka neutralng elektrycznie, BTEAC ma tadunek dodatni natomiast
SNS oraz OM ujemny.

Szczegdtowe informacje dotyczace zakresu zmian parametréw operacyjnych w cyklach
doswiadczalnych znajduja Si¢ w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry przeprowadzonych do$wiadczen laboratoryjnych dotyczacych badan chromatograficznych
w zakresie HPLC i UHPLC

Substancja BTEAC c7 SNS oM
System HPLC | UHPLC | HPLC | UHPLC | HPLC | UHPLC | HPLC | UHPLC
L Cinlet 1
25 | WL 5 5 25 25 5 5 1
> ©
$E | Vin |250,500| 2550 | 250,500 | 25,50 | 100,200 | 6,10,125 | 300400 | 35 49 50
= [},lL] 500
< 8 C‘/”I'_E‘ 0.1 0.1 0.1 0.1 0.05 0.05 0.1 0.1
g5 | Vi 5 2 10 2 5 2 5 5
& | [pL]
o [%] 4 4 15 15 7 7 18 18
Ao [%] 26 26 25 25 18 18 12 12
B [%o/min] 1,23 | 1,2,3 1,3,5 1,3,5 1,3,5 1,3,5 1,23 1,23

Najwazniejszym elementem danych eksperymentalnych sa przetadowane profile pikow
chromatograficznych uzyskane w trybie elucji gradientowej, ktére postuzyly do estymacji
parametrOw modeli izoterm adsorpcji. Przed dokonaniem estymacji dane eksperymentalne
zostaly odpowiednio przygotowane. Sygnat zostal przeliczony na stezenie przy wykorzystaniu
krzywej kalibracyjnej. W tym miejscu nalezy podkresli¢ to, ze w przypadku chromatografii
gradientowej przeliczenie sygnatu na stgzenie 1 tym samym uzyskanie profili stgzeniowych jest
zdecydowanie trudniejsze niz w chromatografii izokratycznej. Zwigzane jest to z wplywem
sktadu fazy ruchomej na odpowiedz detektora. Wymagato to wykonania pigciu krzywych
kalibracyjnych dla kazdego uktadu chromatograficznego celem sprawdzenia wielkosci wplywu
sktadu fazy ruchomej na natezenie sygnalu oraz jego stopien nieliniowosci (rys. 1). Do
przeliczenia sygnalu na stezenie wybierano krzywa wyznaczong dla udzialu modyfikatora
w eluencie réwnym 30, 15, 20, 25 % [v/v] odpowiednio dla C7, BTEAC, SNS, OM.
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Rys. 1. Krzywe kalibracyjne dla wybranych zwigzkéw chemicznych uzyskane dla réznych udziatéw modyfikatora

w fazie ruchomej



METODA ODWROTNA W ESTYMACJI PARAMETROW MODELU... 39

4. RAZWIAZANIE MODELU ORAZ ESTYMACJA PARAMETROW MODELU
IZOTERMY ADSORPCJI

Zastosowany model matematyczny dynamiki chromatografii nie ma rozwigzania
analitycznego. Do jego rozwigzania zastosowano metode kolokacji ortogonalnej na elementach
skonczonych [20, 21]. Wymieniona metoda uwazana jest za bardzo doktadna. Jej implementacje
mozna spotka¢ w wielu obszarach inzynierii chemicznej. Szczegétowo zostata opisana przez
Villadsena i Michelsena [22]. Ponadto postugiwano si¢ rowniez mniej doktadna, ale za to
relatywnie szybka metoda rozwigzywania modelu rownowagowo — dyspersyjnego oparta na
roznicach skonczonych zaproponowang przez Rouchona [23].

Jak juz stwierdzono powyzej metoda odwrotna polega na dopasowywaniu profili
stezeniowych do odpowiadajacych profili eksperymentalnych tak, aby uzyska¢ jak najlepsza
zgodno$¢. Ilosciowo oznacza to minimalizacj¢ sumy kwadratow rdéznic miedzy stezeniami
obliczonymi za pomocg modelu a odpowiadajacymi st¢zeniami eksperymentalnymi. Zatem musi
by¢ zastosowana odpowiednia metoda optymalizacyjna, ktéra minimalizuje funkcje celu. W tej
pracy uzywano deterministycznej metody opartej na algorytmie Levenberga — Marquardta [24,
25]. Algorytm ten zostat uzyty we wszystkich obliczeniach i estymacjach.

Modele izoterm bi — Langmuira oraz BET zmodyfikowane do postaci uwzgledniajacej tryb
elucji gradientowej posiadaja odpowiednio 8 i 6 nieznanych parametréw. Jest to do$¢ duza liczba
parametréw do ich jednoczesnej estymacji przy uzyciu metody odwrotnej. Dlatego zastosowano
juz sprawdzony sposob [15] polegajacy na stopniowym wyznaczaniu parametréow modelu
opisujgcego stan rOwnowagi procesu powierzchniowego adsorpcja —desorpcja:

1.W pierwszym kroku rozwazano warunki chromatografii analitycznej tj. obliczono
parametry liniowych izoterm adsorpcji, ktore otrzymano z réwnan (9) i (10) poprzez
zalozenie, ze parametry ,,b” réwnaja si¢ zero. Wyznaczenie parametréw dokonano
dopasowujac obliczane czasy retencji na podstawie modelu do odpowiadajacych
czasOw uzyskanych podczas pomiarow eksperymentalnych dla trzech rozwazanych
gradientow zmiany modyfikatora w eluencie.

2. Estymowano pozostate parametry (,,b”’) rownania bi — Langmuira oraz BET na podstawie
dwoch przeladowanych profili stezeniowych otrzymanych dla skrajnych nachylen
gradientow. Parametry z kroku pierwszego byly utrzymywane na stalym poziomie.
W trakcie estymacji model rozwiagzywano metoda rdznic skonczonych zaproponowang
przez Rouchona [7].

3. W trzecim kroku estymowano wszystkie parametry rozpatrywanych modeli na podstawie
tych samych profili, co w kroku drugim, przy czym do rozwigzywania modelu
rownowagowo — dyspersyjnego uzywano metody kolokacji ortogonalnej na elementach
skonczonych.

Celem dwoch pierwszych krokéw bylo znalezienie odpowiednich warto$ci parametréw
izotermy adsorpcji, z ktorych rozpoczynano wilasciwa estymacjg, ktora miata miejsce w kroku
trzecim.

Metoda Levenberga — Marquardta z racji tego, ze nalezy do metod deterministycznych jest
czula na wystgpowanie minimow lokalnych. Aby unikng¢ uzyskania rozwigzania, ktore
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odpowiada minimum lokalnemu i1 dodatkowo jest nie do przyjecia ze wzgledu na
niewystarczajaca zgodnos¢ miedzy profilami symulowanymi a eksperymentalnymi zawsze
wykonywano kilka estymacji zaczynajac od innych warto$ci parametrow modelu izotermy
adsorpcji.

5. REZULTAT ORAZ DYSKUSJA WYNIKOW

Przeprowadzono estymacje parametrow modeli izoterm adsorpcji na podstawie danych
eksperymentalnych modelowych uktadow chromatograficznych. W tym celu profil stezeniowy
wprowadzanej probki na wlocie do kolumny chromatograficznej przyblizono funkcjami
podanymi réwnaniami 6 i 7. Jak mozna zauwazy¢ na rys. 1 uzyskano bardzo dobrg zgodnos¢
Z odpowiadajacymi profilami eksperymentalnymi.

Estymacje wykonano w oparciu o sprawdzony juz sposob skladajacy sie z trzech etapow
(rozdzial 4). Powodem rozbicia wyznaczania réwnania izotermy na trzy etapy jest uproszczenie
problemu. Jak stwierdzono we wprowadzeniu sama metoda odwrotna posiada pewne
ograniczenia i niedoskonato$ci. Jednym z wigkszych probleméw jest wyznaczenie wartosci
parametréw modelu izotermy adsorpcji, z ktérych rozpoczynana jest ich estymacja. Wartosci
tych parametréw nie moga by¢ przypadkowe. To znaczy musza by¢ tak dobrane, aby profil badz
profile pikow symulowanych przy uzyciu modelu dynamiki kolumny chromatograficznej byly
dobrze zagniezdzone w odpowiadajacych profilach eksperymentalnych. Taka operacja
wykonywana jest metoda prob i1 btgdow. Jest rzecza oczywista, ze im wigcej izoterma ma
parametréw tym trudniej znalez¢ odpowiedni zestaw ich wartosci. Dlatego zastosowano taki
sposob postepowania, ktorego celem jest uproszczenie znalezienia warto$ci parametrow
wstepnych poprzez ograniczenie ich liczby. Wlasciwa estymacja miata miejsce w kroku trzecim
powyzszej procedury, gdzie estymowano wszystkie parametry przedmiotowych izoterm przy
uzyciu dokltadnej metody rozwigzywania modelu, jaka jest metoda kolokacji ortogonalnej. Warte
jest podkreslenie to, ze juz po drugim etapie uzyskiwano dobrag zgodno$¢ miedzy
wykonywanymi symulacjami a odpowiadajacymi danymi eksperymentalnymi. Estymacja
majaca miejsce w ostatnim kroku powodowata nieznaczne polepszenie zgodnosci migdzy
symulowanymi profilami st¢zeniowymi a odpowiadajagcymi profilami eksperymentalnymi.

Na podstawie chromatogramow stwierdzono, ze piki chromatograficzne w warunkach
chromatografii preparatywnej cykloheptanonu, chlorku benzylotrietyloamoniowego oraz
2-naftalenosulfonianu sodu, zarowno w przypadku chromatografii HPLC jak i UHPLC maja
charakterystyczny trojkatny ksztatt z najpierw pojawiajacym si¢ szokiem a nastepnie falg prosta
i ogonem piku. W analizowanych przypadkach zdecydowano sig, zatem zastosowaé izotermg
bi — Langmuira (9). Taki wybor podyktowany byt ksztalttem pikéw chromatograficznych oraz
wczesniejszymi pracami, gdzie w podobnych uktadach chromatograficznych z sukcesem
zastosowano wlasnie ten model izotermy adsorpcji [14]. W trakcie estymacji parametrow
zaproponowanego modelu izotermy adsorpcji oraz podczas poréwnywania otrzymanych profili
pikodw chromatograficznych z rozwigzania modelu dynamiki chromatografii z odpowiadajacymi
profilami eksperymentalnymi potwierdzono mechanizm adsorpcji oraz zaproponowane réwnanie
opisujgce rownowagg procesu powierzchniowego adsorpcja — desorpcja. Potwierdza to rys. 3, na
ktérym poréwnano obliczone profile pikéw chromatograficznych z danymi eksperymentalnymi.
Jak mozna zauwazy¢ uzyskano lepsza niz zadawalajaca zgodno$¢. Pokazane poréwnanie odnosi
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si¢ do tych profili pikdéw chromatograficznych, ktére nie byty brane do wyznaczenia izotermy
adsorpcji, co jeszcze bardziej uwiarygodnia uzyteczno$¢ otrzymanego modelu.
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Rys. 2. Poréwnanie profili iniekcji przyblizanych funkcjami (linia ciagla) z odpowiadajacymi profilami
eksperymentalnymi (symbole), obje¢tosé nastrzyku: a) 500 pL, b) 250 pL, ¢) 200 uL, d) 6 pL

Otrzymane piki chromatograficzne omeprazolu w przypadku chromatografii HPLC i UHPLC
posiadaja ksztaltt z najpierw pojawiajacym si¢ ogonem i falg prosta a nastgpnie szokiem piku.
Jest to przypadek, gdzie réwnowage procesu powierzchniowego adsorpcja — desorpcja moze
opisywac izoterma wypukta. Zdecydowano si¢ zastosowac izoterm¢ BET (10) zmodyfikowang
do postaci uwzgledniajacej elucj¢ gradientowa. Rowniez i dla tych uktadow
chromatograficznych uzyskano dobra zgodno$§¢ miedzy obliczonymi profilami omeprazolu
a odpowiadajacymi danymi eksperymentalnymi (rys. 3).

Uzyskane wyniki potwierdzajg stuszno$¢ rozumowania, stawiania hipotez, co do mechanizmu
adsorpcji oraz sposobu estymacji parametréw modeli izoterm adsorpcji.

Chromatografowane zwigzki nalezy traktowac, jako substancje modelowe, przy czym
BTEAC oraz SNS s3a zwigzkami o budowie jonowej. Takie substancje wykazuja wigksza
nieliniowos$¢ 1 ztozono$¢ w opisie rownowagi adsorpcyjnej a tym samym wigksza trudnosé
W wyznaczaniu izotermy adsorpcji. Dlatego zdecydowano si¢ na uwzglednienie takich zwigzkow
chemicznych oraz sprawdzenie metody odwrotnej w wyznaczaniu ich modeli izoterm adsorpciji.
Jednak w analizowanych w tej pracy przyktadach szczegodlnie zwigkszonej trudnosci nie
zauwazono jak 1 rowniez stopien przewidywania profili chromatograficznych na wylocie
Z kolumny chromatograficznych nie odbiega od pozostatych przypadkow.
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Rys. 3. Poroéwnanie symulowanych profili pikéw chromatograficznych (linia ciaglta) z odpowiadajacymi
eksperymentalnymi profilami stezeniowymi (symbole). Nachylenie gradientu zmian modyfikatora: 2, 3, 3 i 2%/min
odpowiednio dla cykloheptanonu (C7), chloku benzylotrietyloamoniowego (BTEAC), 2-naftalenosulfonianu sodu
(SNS), omeprazolu (OM)
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Tabela 2. Warto$ci parametrow modelu izotermy bi — Langmuira (C7, BTEAC, SNS) oraz BET (OM) wyznaczone
za pomocg metody odwrotnej w chromatografii HPLC oraz UHPLC

X Odchylenie Test t — Student
Wartosé

Zwiazek | Parametr standardowe 95 % poziom ufnosci
HPLC | UHPLC HPLC | UHPLC | HPLC | UHPLC

a; 49.64 46.86 0.1978 0.1502 0.3876 0.2944
Sa; 13.01 17.78 0.02168 00256 | 0.04249 | 0.05018

by 9.041 65.76 0.03353 02086 | 0.06572 | 0.4089

Sh; 22.02 53.10 0.04865 0.1093 | 0.09535 | 0.2144

c7 ay 13.77 25.22 0.03656 | 0.05158 | 0.07165 | 0.1010
Say; 4.651 6.966 0.01049 | 0.008285 | 0.02056 | 0.01624
by 0.05293 1.664 0.0002000 | 0.004667 | 0.0003920 | 0.009147
Shy 1.378 14.99 0.005591 | 0.01158 | 0.01095 | 0.02270

a; 4759 48.80 0.3744 0.1608 0.7339 0.3152

Sa; 26.80 33.08 0.1534 0.06528 | 0.3007 0.1279
b, 5.371 4.234 003995 | 001313 | 0.07829 | 0.02573
Sh, 2.755 3.959 002575 | 0.02956 | 0.05047 | 0.05794
BTEAC ar 7.075 3.458 0.03703 | 0.006914 | 0.07258 | 0.01355
Say; 8.147 1.416 005321 | 001108 | 0.1043 | 0.02172
by 0.8866 0.5603 0.006477 | 0.002747 | 0.01269 | 0.005385

Shy 30.95 23.13 0.1658 0.1306 0.3251 0.2559

a; 275.0 149.7 0.6834 0.9803 1.340 1.921

Sa; 26.53 30.73 002772 | 0.08645 | 0.05433 | 0.1694
b, 25.85 8.599 0.04447 | 004980 | 0.08716 | 0.09760
Sh, 9.157 7.469 0.02665 | 0.05058 | 0.05223 | 0.09913

SNS ar 28.99 21.05 0.04794 0.1264 | 009396 | 0.2477
Say; 12.89 11.01 001083 | 0.02970 | 0.02124 | 0.05820
by 0.5507 4.992 0.001381 | 0.03298 | 0.002708 | 0.06464

Shy 2513 10.86 0.007742 | 005858 | 0.01517 | 0.1148

ag 1036 1218 1.014 1.136 1.988 2.227
Sa 18.83 20.15 0.002579 | 0.003046 | 0.005055 | 0.005970
brg 0.1339 008751 | 0.006215 | 0.0005599 | 0.01218 | 0.001097
oM Sb; 1.606 0.1593 0.1122 | 0.002857 | 0.2200 | 0.005599
by 0.9889 1.429 002216 | 002189 | 0.04343 | 0.04291
Sb 9.660 12.59 0.1657 0.1140 03247 | 0.22350

Wartym odnotowania jest fakt, ze modele izoterm adsorpcji nie ulegaja zmianie, gdy przechodzi
si¢ z chromatografii HPLC na chromatografi¢ UHPLC przy staltych pozostalych elementach
uktadu chromatograficznego tj. eluentu oraz substancji chromatografowanej. Zmianie ulegaja
jedynie wartosci parametrow (Tabela 2). Zastosowana w réwnaniach izotermy adsorpcji
ekspotencjalna zaleznos$¢ taczaca stezenie modyfikatora w eluencie z rownowagowym stgezeniem
adsorbatu daje dobre rezultaty w przewidywaniu przez model dynamiki chromatografii profili
pikdw chromatograficznych na wylocie z kolumny chromatograficznej. Ponadto uzyte
z sukcesem te same modele izoterm adsorpcji, co do postaci matematycznej w HPLC i UHPLC

moga wskazywa¢ na podobienstwo faz

stacjonarnych zastosowanych w kolumnach

chromatograficznych obu rozwazanych technik chromatograficznych. Mozna domniemywac, ze
istnieje podobny rozktad energii adsorpcji w obu rozwazanych kolumnach chromatograficznych,
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albowiem zaréwno w HPLC jak i UHPLC dobry rezultat dalo przyblizenie powierzchni
heterogenicznej modelem zaktadajgcym istnienie dwdch rodzajow miejsc adsorpcyjnych.

Z punktu widzenia technicznego nie zauwazono, jakichkolwiek roznic w przypadku uzycia
metody odwrotnej w chromatografii HPLC i UHPLC.

6. WNIOSKI

Celem ninigjszej pracy bylo testowanie metody odwrotnej w wyznaczaniu modelu izotermy
adsorpcji  w  przypadku elucji gradientowej na przykladzie roznych uktadow
chromatograficznych. Ponadto sprawdzono podobienstwo miedzy chromatogratia HPLC
a UHPLC w kontekscie wyznaczania izoterm adsorpcji oraz opisu rownowagi termodynamicznej
procesu powierzchniowego adsorpcja — desorpcja dla faz stacjonarnych stosowanych
w wymienionych technikach chromatograficznych.

Gtoéwne wnioski z wykonanych obliczen i1 rozwazan, ktére mozna zwigzle sformalizowaé
w kilku punktach to:

1. Model izotermy adsorpcji nie zmienia si¢, gdy zmianie ulega zastosowana technika
chromatograficzna. Zmianie ulegaja jedynie wartosci parametrow rownania izotermy
adsorpcji (Tabela 2).

2. Rozktad energetyczny miejsc adsorpcyjnych jest podobny w fazach stacjonarnych
stosowanych w kolumnach chromatograficznych HPLC oraz UHPLC.

3. Z powodzeniem zastosowano w izotermie adsorpcji ekspotencjalng zalezno$¢ taczaca
stezenie modyfikatora z rOwnowagowym stezeniem adsorbatu.

Dodatkowym a zarazem waznym elementem niniejszej pracy jest fakt wyznaczenia po raz
pierwszy izotermy BET za pomocg metody odwrotnej w oparciu o przetadowane profile pikow
chromatograficznych otrzymanych w trybie elucji gradientowey.

Literatura

1. E. V. Dose, S. Jacobson, G. Guiochon, Determination of Isotherms from Chromatographic
Peak Shapes, Analytical Chemistry, Vol. 63, 1991, p. 833-839.

2. F. James, M. Sepulveda, Parameter identification for a model of chromatographic column,
Inverse Problems, Vol. 10, 1994, p. 1299-1314.

3. F. James, M. Sepulveda, F. Charton, I. Quinones, G. Guiochon, Determination of binary
competitive equilibrium isotherms from the individual chromatographic band profiles,
Chemical Engineering Science, Vol. 54, 1999, p. 1677-1696.

4. G. Guiochon, F. James, M. Sepulveda, Numerical results for the flux identification in
a system of conservation laws, International Series of Numerical Mathematics, Vol. 129,
1999, p. 423-432.

5. M. Juza, Development of an high-performance liquid chromatographic simulated moving
bed separation from an industrial perspective, Journal of Chromatography A, Vol. 865, 1999,
p. 35-49.

6. C. B. Ching, W. Arlt, M. Lisso, G. Wozny, Kinetic and Equilibrium Study of the
Enantioseparation of Fenoprofen in a Batch Setup, Industrial & Engineering Chemistry
Research, Vol. 39, 2000, p. 4365-4369.



METODA ODWROTNA W ESTYMACJI PARAMETROW MODELU... 45

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22,

23.

D. Antos, W. Piatkowski, K. Kaczmarski, Determination of mobile phase effect on single-
component adsorption isotherm by use of numerical estimation, Journal of Chromatography
A, Vol. 874, 2000, p. 1-12.

D. Antos, A. Seidel-Morgenstern, Application of gradients in the simulated moving bed
process, Chemical Engineering Science, Vol. 56, 2001, p. 6667—6682.

L. Zhang, J. Selker, A. Qu, A.Velayudhan, Numerical estimation of multicomponent
adsorption isotherms in preparative chromatography: implications of experimental error,
Journal of Chromatography A, Vol. 934, 2001, p. 13-29.

P. Forssen, R. Arnell, T. Fornstedt, An improved algorithm for solving inverse problems in
liquid chromatography, Computers and Chemical Engineering, Vol. 30, 2006, p. 1381-1391.
R. Amell, P. Forssen, T. Fornstedt, Accurate and rapid estimation of adsorption isotherms in
liquid chromatography using the inverse method on plateaus, Journal of Chromatography A,
Vol. 1099, 2005, p. 167-174.

A. Felinger, D. Zhou, G. Guiochon, Determination of the single component and competitive
adsorption isotherms of the 1-indanol enantiomers by the inverse method, Journal of
Chromatography A, Vol. 1005, 2003, p. 35-49.

A. Cavazzini, A. Felinger, G. Guiochon, Comparison between adsorption isotherm
determination techniques and overloaded band profiles on four batches of monolithic
columns, Journal of Chromatography A, Vol. 1012, 2003, p. 139-149.

D. Asberg, M. Lesko, M. Enmark, J. Samuelsson, K. Kaczmarski, T. Fornstedt, Fast
estimation of adsorption isotherm parameters in gradient elution preparative liquid
chromatography. I: The single component case, Journal of Chromatography A, Vol. 1299,
2013, p. 64-70.

D. Asberg, M. Lesko, M. Enmark, J. Samuelsson, K. Kaczmarski, T. Fornstedt, Fast
estimation of adsorption isotherm parameters in gradient elution preparative liquid
chromatography. Il: The competitive case, Journal of Chromatography A, Vol. 1314, 2013,
p. 70-76.

G. Guiochon, D. G. Shirazi, A. Felinger, A. M. Katti, Fundamentals of Preparative and
Nonlinear Chromatography, Second Edition, Academic Press, Boston, MA, 2006.

M. Suzuki, Adsorption Engineering, Elsevier, Amsterdam, 1990.

P. V. Danckwerts, Continuous flow systems: Distribution of residence times, Chemical
Engineering Science, Vol. 2, 1953, p. 1-13.

S. Brunauer, L. S. Deming, W. E. Deming, E. J. Teller, On a Theory of the van der Waals
Adsorption of Gases, Journal of American Chemical Society, Vol. 62, 1940, p. 1723-1732.
Z. Ma, G. Guiochon, Application of orthogonal collocation on finite elements in the
simulation of non-linear chromatography, Computers and Chemical Engineering, Vol. 15,
1991, p. 415-426.

A. J. Berninger, R. D. Whitley, X. Zhang, N. H. L. Wang, A versatile model for simulation
of reaction and nonequilibrium dynamics in multicomponent fixed-bed adsorption processes,
Computers and Chemical Engineering, Vol. 15, 1991, p. 749-768.

V. J. Villadsen, M. L. Michelsen, Solution of Differential Equation Models by Polynomial
Approximation, Prentice-Hall, Englewood Cliffs, New Jersey, 1978.

P. Rouchon, M. Schonauer, P. Valentin, G. Guiochon, Numerical Simulation of Band
Propagation in Nonlinear Chromatography, Separation Science and Technology, Vol. 22,
1987, p. 1793-1833.



46 M. LESKO

24. A. Felinger, G. Guiochon, Optimizing preparative separations at high recovery yield,
Journal of Chromatography A, Vol. 752, 1996, p. 31-40.



TRENDY BADAN W NAUKACH TECHNICZNYCH I PRZYRODNICZYCH

OCENA WEASCIWOSCI MECHANICZNYCH
WYBRANYCH ODMIAN OGORKOW SWIEZYCH
| W TRAKCIE PROCESU KISZENIA

Dagmara Migut™, Jozef Gorzelany', Natalia Matlok', Ewa Szczepafiska'

'Katedra Inzynierii Produkcji Rolno - Spozywczej, Wydzial Biologiczno - Rolniczy, Uniwersytet
Rzeszowski, ul. Zelwerowicza 4, 35-601 Rzeszow

ddmigut@op.pl

1. WSTEP

Ogorki kiszone to produkt utrwalony biologicznie, z dodatkiem przypraw smakowo -
aromatycznych i zalany roztworem soli kuchennej. Ogorki gruntowe jako materiat biologiczny
charakteryzuja si¢ anizotropowato$cia, ktora wynika zarowno z ich uwarunkowan genetycznych
jak 1 srodowiskowych, dlatego wazne jest monitorowanie cech mechanicznych surowca, ktére
maja wplyw na jego jako$¢ i przeznaczenie. Warunkuje to powstawanie produktu finalnego
0 odpowiednich parametrach mechanicznych i wysokiej jakos$ci.

Celem badan byto okreslenie wptywu odmiany i sktadu chemicznego zalewy na wlasciwosci
mechaniczne ogorkéw na poszczegdlnych etapach procesu kiszenia oraz ocena odpornosci
skorki 1 migzszu $wiezych i kiszonych owocoéw badanych odmian ogoérkow na uszkodzenia
mechaniczne powstate w procesie przebicia stemplem o §rednicy 5 mm.

2. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA BADANEGO SUROWCA

Ogorki jako material biologiczny charakteryzuja si¢ zréznicowanymi wlasciwosciami
mechanicznymi, ktore zalezne sa od warunkéw pogodowych, miejsca uprawy oraz innych
parametrow zwigzanych ze zroznicowanymi warunkami atmosferycznymi.

Ogorki przeznaczone do kiszenia powinny by¢ swieze, nie wykazywa¢ oznak zepsucia, oraz
odznacza¢ si¢ odpowiednig dojrzaloscig. Ponadto powinny charakteryzowa¢ si¢ wyréwnanym
wybarwieniem, cylindrycznym, walcowatym ksztattem oraz niezbyt grubg i elastyczng skorka,
0 gtadkiej lub brodawkowatej powierzchni.

Surowiec charakteryzujacy si¢ pozadanymi cechami poddawany jest fermentacji mlekowe;j,
ktora towarzyszy cztowiekowi od tysiecy lat. Jest ona wykorzystywana w wielu dziedzinach
przemystu spozywczego. Warzywa kiszone oraz produkty wytwarzane przy udziale bakterii
fermentacji mlekowej sa popularnym elementem diety, nie tylko dzigki charakterystycznym
walorom smakowo-zapachowym lecz rowniez dzigki wlasciwosciom prozdrowotnym kiszonek.
Zawarte w nich bakterie fermentacji mlekowej LAB; (lactic acid bacteria) wystepuja
powszechnie w wielu produktach zywnosciowych [1-4].
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Bakterie fermentacji mlekowej stanowig naturalng mikroflor¢ uktadu pokarmowego
cztowieka oraz maja zdolno$¢ do tworzenia witamin z grupy B, ktére sg istotnym elementem
proceséw metabolicznych [5].

Kiszenie jest biologiczng metodg utrwalania zywno$ci. Oparta jest na procesie fermentacji
mlekowej. Czynnikiem utrwalajagcym produkt sa wytworzone na drodze fermentacji bakterie
kwasu mlekowego. W tradycyjnych technologiach produkcji proces ten zachodzi spontanicznie,
lecz stosowanie dodatku kultur starterowych pozwala na przeprowadzenie procesu
kontrolowanego, ukierunkowanego co umozliwia uzyskanie produktu finalnego wysokiej jakosci
[6]. Przeprowadzenie spontanicznej fermentacji mlekowej wymaga uzycia surowca o wysokiej
higienie mikrobiologicznej.

Dodatek soli kuchennej stanowi pozywke dla mezofilnych bakterii fermentacji mlekowej
gwarantujac im szybszy wzrost, a jednoczes$nie ogranicza rozw0j mikroflory niepozadanej [7].
Sam wzrost mikroflory kwasu mlekowego ogranicza rozwoj niepozadanych drobnoustrojow
I umozliwia szybsza i skuteczniejsza fermentacje mlekows.

Fermentacja mlekowa jest procesem beztlenowym przeprowadzanym przez bakterie kwasu
mlekowego, ktorego substratem sg cukry zawarte w surowcu. W czasie trwania reakcji powstaje
gtéwnie kwas mlekowy, ale rowniez niewielkie ilosci kwasu octowego, aldehydu octowego,
butanodiolu, diacetylu oraz dwutlenku wegla. Fermentacja mlekowa prowadzi do rozktadu
weglowodandéw zawartych w surowcu, do kwasu mlekowego obecnego w ilosci 1,0- 1,8 %
w produkcie gotowym. W wyniku rozwoju i1 przemian zachodzacych podczas procesow
metabolicznych bakterii homofermentatywnych powstaje jedynie kwas mlekowy, natomiast
bakterie heterofermentatywne oprocz tworzenia kwasu mlekowego, maja zdolnos¢ do
wytwarzania produktow ubocznych takich jak kwas octowy, alkohol etylowy, gliceryna i inne
zwiazki [8, 9].

Badania wtasciwo$ci mechanicznych pozwalaja optymalizowaé procesy zbioru, transportu,
magazynowania 1 przetwarzania surowca. Ogorki  gruntowe charakteryzuja  si¢
anizotropowatos$cia, dlatego prowadzenie badan w tym kierunku wymaga kompleksowego
podejscia oraz cyklicznosci. Badania wlasciwos$ci mechanicznych pozwalaja na okreslenie
jakos$ci surowca, jego jedrno$ci oraz twardosci co decyduje o jego przeznaczeniu przetworczym.
Ponadto wtasciwosci tekstury sa podstawowa cechg oceniang przez szerokie grono
konsumentéw zard6wno owocoéw Swiezych jak 1 przetworzonych [10, 11]. Owoce ogorka
charakteryzuja si¢ niejednorodnymi wartoSciami parametrow przebicia w obrebie owocu,

dlatego nie jest tatwo scharakteryzowac jego wlasciwosci poprzez podstawowy test na przebicie
[12, 13].

3. CEL PRACY

Celem przeprowadzonych badan byla ocena odpornosci na uszkodzenia skérki i migzszu
swiezych oraz kiszonych owocow ogorka gruntowego powstale w wyniku przebicia stemplem
0 Srednicy 5 mm oraz okreslenie sktadu chemicznego zalewy na wlasciwosci mechaniczne
badanego surowca.
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4. METODYKA BADAN

Materiat badawczy stanowity owoce trzech odmian ogorkow gruntowych: Izyd Fy, Potomac 1
F1 oraz Potomac 2 Fi, pobrane z poletek doswiadczalnych znajdujacych si¢ w miejscowosci
Budziw6j (woj. Podkarpackie) oraz ze Stacji Sandomierskiej Hodowli z siedzibg
w Sandomierzu. Pozyskane odmiany zostaly podzielone na frakcje wielkosciowe w zalezno$ci
od dlugosci owocu. Do I frakcji wielko$ciowej zaliczaty si¢ owoce o dhugosci 3,5 - 5,5cm,
natomiast do II frakcji owoce o dtugosci 6,0 - 8,0cm. Ogorki zostaly przetransportowane do
Laboratorium Analiz Mechanicznych, Katedry Inzynierii Produkcji Rolno-Spozywczej
Uniwersytetu Rzeszowskiego, gdzie zostaly poddane operacjom mycia oraz pakowania. Materiat
badawczy umieszczono w chtodni o temperaturze 4°C.

Wykonano analizy wybranych wlasciwosci mechanicznych §wiezych owocow ogorkow,
nastgpnie material badawczy poddano procesowi kiszenia w szklanych stojach z zamknigciem
typu twist-off. Kiszenie przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch zalew o réoznym skladzie
chemicznym (tab.1). Do momentu rozpoczgcia fermentacji burzliwej sloje przetrzymywano
w temperaturze pokojowej, po czym zostaty przeniesione do pomieszczenia z temperaturg 5°C.

Kolejne pomiary wlasciwosci mechanicznych zostalty wykonane w 10, 30, 60 oraz 90 dniu
procesu kiszenia.

Badania wilasciwosci mechanicznych wykonywane byly przy pomocy maszyny
wytrzymato$ciowej Zwick/Roell Z010 z wykorzystaniem stempla o $rednicy ¢ = 5 mm.
Maszyna zbudowana jest z glowicy pomiarowej, na ktorej znajduje si¢ przetwornik z elementem
tensometrycznym, podstawy i1 ruchomej belki czytnika cyfrowego. Rejestracja wynikow
dokonana byta automatycznie na drukarce wspolpracujacej z maszyna. Podczas pomiaru glowica
przysyta sygnal odpowiadajacy sile $ciskajacej przez wtyczke do przedwzmacniacza, nastepnie
do czytnika cyfrowego oraz drukarki.

Badania wtasciwosci mechanicznych przeprowadzono przy ustalonych parametrach:

e Fv =2 N (sita wstepna)
e V; =40 mm/min (predkos¢ dochodzenia i powrotu belki z czujnikiem)
e V3 =20 mm/min (predkos¢ belki z czujnikiem w czasie pomiaru)

Zarejestrowano nastepujace parametry:
¢ Fmax = maksymalna sila przebicia skorki i migzszu owocu [N]
e | ax = maksymalne odksztalcenie do momentu przebicia [mm]
e X = wartos$¢ srednia maksymalnej sity i odksztalcenia z jednej serii pomiarow
e o = odchylenie standardowe
e V =wspotczynnik wariancji

Proces przebicia skorki 1 migzszu analizowanych odmian ogorkoéw zostat przeprowadzony na
catych owocach ogorka, w trzech miejscach pomiaru tj. u nasady ogonka lisciowego, srodkowe;j
1 konicowej czegsci owocu w 12 powtdrzeniach dla kazdej z badanych czgs$ci w pigciu terminach
pomiaru - dla owocow s$wiezych oraz poddanych kiszeniu. Pomiar odbywat si¢ osobno dla
kazdej z frakcji wielkosciowej. Po kazdej serii pomiardw rejestrowane byly wyniki
Z obliczeniami $rednich warto$ci: maksymalnej sity przebicia, odksztalcenia do momentu
przebicia, pracy oraz umownego modutu sprezystosci.
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Tabela 1. Sktad chemiczny zalew wykorzystanych w procesie kiszenia ogorkow

ZALEWA A ZALEWAB
. Dodatek na 100 . Dodatek na 100 k

Nazwa skltadnika ke ogorkéw (%) Nazwa skladnika ogbrkow (%) 9
Wodny roztwor NaCl 4-10 | Wodny roztwor NaCl 4-10
Koper swiezy 2,5 | Koper §wiezy 2,5
Korzen chrzanu 0,2 | Korzen chrzanu 0,2
Czosnek 0,15 | Czosnek 0,15

Gorczyca 0,04

Ziele angielskie 0,06

5. WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Wyniki pracy badawczej oraz szczegétowe udzial pomiary badanych wiasciwosci owocoéw
ogoérka przedstawiono w formie tabel i rycin oraz z udzialem metod obliczeniowych
w programie Statistica.

Zgodnie z metodyka przeprowadzonych pomiardéw sity przebicia skorki i migzszu §wiezych
i kiszonych ogorkow stemplem o $rednicy 5 mm, na podstawie uzyskanych wynikéw na
rysunkach 1 - 2 przedstawiono $rednig site przebicia skorki i migzszu $wiezych owocow ogorka
analizowanych odmian dla dwoch frakcji wielkosciowych w roznych miejscach pomiaru.
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Rys. 1. Srednia sita przebicia stemplem o érednicy 5 mm $wiezych owocoéw ogorkow gruntowych w trzech
miejscach owocu I frakcji wielko$ciowej
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Rys. 2. Srednia sita przebicia stemplem o $rednicy 5 mm $wiezych owocow ogorkéw gruntowych w trzech
miejscach owocu Il frakcji wielkosciowej
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Analizujac uzyskane wyniki stwierdzono, iz koncowa czg$¢ owocu ogorka charakteryzuje si¢
najnizsza odpornoscig na uszkodzenia powstale w wyniku przebicia skorki 1 migzszu we
wszystkich analizowanych odmianach. Rownocze$nie zaobserwowano, ze nasada ogonka
lisSciowego jest czgscig najbardziej odporng na uszkodzenia. Zalezno$¢ ta dotyczy wszystkich
analizowanych odmian niezaleznie od frakcji wielko$ciowej. Warto$¢ sity przebicia I fakcji
wielko$ciowej miescita si¢ w zakresie 30,7 - 37,7 N. Owoce ogorka gruntowego | frakcji
wielkosciowej charakteryzuja si¢ wyzsza odpornoscig na przebicie w stosunku do frakcji IL
Warto$ci parametru ksztattowaly sie odpowiednio: odmiana Potomac 2 - spadek wartosci silty

przebicia o 2,1 N, Potomac 1 - 3,3 N i lzyd -5,7 N.

Podczas trwania procesu kiszenia wykonano kolejne pomiary sity przebicia skorki i migzszu
analizowanych odmian poddanych kiszeniu dwéch zalewach o r6znym sktadzie chemicznym.

Wyniki pomiarow przedstawiajg rysunki 3 - 6.

Sila przebicia skorki i mazszu [N]
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Rys. 3. Srednie wartosci sity przebicia skérki i migzszu stemplem o $rednicy 5 mm $wiezych i kiszonych owocow

ogorkdéw w kolejnych terminach pomiarow. Zalewa A, frakcja I

Sila przebicia skorki i miazszu [N]
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Rys. 4. Srednie wartosci sity przebicia skorki i migzszu stemplem o $rednicy 5 mm $wiezych i kiszonych owocow

ogorkow w kolejnych terminach pomiaréw. Zalewa A, frakcja Il
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Rys. 5. Srednie wartosci sity przebicia skérki i migzszu stemplem o $rednicy 5 mm $wiezych i kiszonych owocow
0goérkow w kolejnych terminach pomiarow. Zalewa B, frakcja I
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Rys. 6. Srednie wartosci sity przebicia skérki i migzszu stemplem o $rednicy 5 mm $wiezych i kiszonych owocow
ogorkdéw w kolejnych terminach pomiarow. Zalewa B, frakcja Il

Podczas procesu kiszenia odnotowano znaczacy, ponad dwukrotny spadek, wartosci sity
przebicia skorki 1 migzszu. Ogorki I frakcji wielko$ciowej poddane kiszeniu w zalewie A
charakteryzowaty si¢ nieznacznie nizszymi wartosciami niz ogorki II frakcji wielkosciowej
kiszonej w tej samej zalewie. Odmiany Izyd i Potomac 1 charakteryzowaty si¢ podobnymi
warto$ciami sity przebicia. Najwigksza site przebicia dla I frakcji wielko$ciowej, odnotowano
dla odmiany lzyd w 10 i 60 dniu zakiszania odpowiednio: 14,6 N i 14,5 N. U odmiany Potomac
1 najwigkszg site przebicia zarejestrowano w 30 dniu zakiszania (14,7 N). Analizujac wartosci
parametru uzyskane dla owocow II frakcji wielkosciowej stwierdzono, iz najwigksza
odpornos$cig na przebicie charakteryzowaty sie ogorki odmiany Izyd zarowno w 10 jak i 90 dniu
zakiszania. Najmniejsze warto$ci sily przebicia skorki i migzszu owocoOw ogorka odnotowano
u odmiany Potomac 2.

Ogorki poddane kiszeniu w zalewie B, réwniez charakteryzowaty si¢ ponad dwukrotnym
spadkiem sity przebicia skoérki 1 migzszu w porownaniu do ogorkéw Swiezych. Najmniejsza
wytrzymato$¢ na przebicia skorki odnotowano dla odmiany Potomac 2, zarowno dla 1 jak 1 II
frakcji wielkosciowe;.
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Srednie wartosci sity przebicia §wiezych owocow ogorkéw stemplem o $rednicy 5 mm
niezaleznie od frakcji i odmiany byly w zakresie od 27,5 N dla frakcji I odmiana Izyd do 34,5 N
frakcja I odmiana Potomac 1. Natomiast po okresie kiszenia wartos$ci te byly w zakresie od 7,9 N
frakcja Il odmiana Potomac 2 do 14,9 N frakcja | odmiana Izyd. Rysunki 7 - 10 przedstawiaja
linie trendu zaleznos$ci pomiedzy $rednig silg przebicia, a czasem zakiszania w podziale na dwie

frakcje wielko$ciowe oraz dla dwoch zalew.
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Rys. 7. Linie trendu $rednich wartosci sity przebicia skorki i migzszu ogorkdéw stemplem o $rednicy 5 mm w czasie

zakiszania. Zalewa A, Frakcja |
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Rys. 8. Linie trendu $rednich warto$ci sity przebicia skorki i migzszu ogdrkdéw stemplem o $rednicy 5 mm w czasie

zakiszania. Zalewa A, Frakcja Il
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Rys. 9. Linie trendu $rednich wartosci sity przebicia skorki i migzszu ogorkow stemplem o $rednicy 5 mm w czasie
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Rys. 10. Linie trendu $rednich warto$ci sity przebicia skorki i migzszu ogorkéw stemplem o $rednicy 5 mm w czasie

zakiszania. Zalewa B, Frakcja Il

Analizujac przebieg linii trendu mozna stwierdzi¢, iz sita przebicia skorki 1 migzszu podczas

procesu zakiszania zmienia si¢ z czasem. Zalezno$¢ sity przebicia skorki 1 migzszu owocow
ogorka od czasu zakiszania wybranych odmian ogorkow gruntowych opisuje funkcja
kwadratowa y=ax*+bx-tc. Otrzymane wspotczynniki determinacji dla analizowanych odmian
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ogorkow charakteryzowaty sig zréznicowanymi wartosciami od R?=0,49 do R?=0,99. Najwyzszy
wspoélczynnik determinacji zarejestrowano dla odmiany Izyd II frakcji w zalewie A, a takze dla
Potomac 1 frakcji I w =zalewie B. Najnizszymi warto$ciami tego wspotczynnika
charakteryzowaly si¢ odmiana Potomac 2 frakcja Il zalewa A.

W celu wykazania istotnych roznic i zaleznosci wykonano analize wariancji ANOVA, ktora
pozwala poréwnac¢ ze soba wpltyw wybranych czynnikéw na badang cech¢ poprzez analize
r6éznic pomigdzy $rednimi. Wykonano réwniez test post-hoc Najmniejszych Istotnych Réznic
(NIR) z poziomem ufnosci a = 0,05. Wyniki analiz przedstawiaja tabele 2 - 3.

Tabela 2. Srednie wartosci sity przebicia skérki i migzszu analizowanych odmian owocow ogorkow §wiezych oraz
w procesie kiszenia

) _ _ Sita przebicia
Czas zakiszania [dni] Fmax [N]
Swieze 31,0d 6,17
20 14,8b + 4,69
%0 15,8c £4,45
%0 12,3a+4,23
Ogot grup 1020714

Stwierdzono wystgpowanie roznic istotnych statystycznie pomigdzy kazda z analizowanych
grup-terminéw pomiaru. Proces zakiszania istotnie wplywa na zmian¢ warto$ci parametru.
Tabela 4 przedstawia S$rednie wartosci sity przebicia skoérki i migzszu owocoOw ogorkow
$wiezych oraz w 90 dniu kiszenia w zaleznosci od odmiany.

Tabela 3. Srednie wartosci sity przebicia skorki i migzszu analizowanych odmian owocow ogorkow swiezych oraz
w procesie kiszenia w zaleznos$ci od odmiany

Sila przebicia
Fmax [N]

Odmiana i frakcja Ogorki w 90 dniu procesu
wielko$ciowa Ogorki swieze kiszenia
< Izyd 27,5ab + 5,46 15,2¢ £4,26
< - Potomac 1 32.4b + 3,86 12,8b + 3,24
LT Potomac 2 32,7b+ 6,3 9,32+ 3,17

Srednia 29,06 + 6,28 13,00 + 4,35

< 1zyd 33,3a+5,21 13,6b + 3,16
< = Potomac 1 352b+4,78 9,0a+2,11
T Potomac 2 34,3ab + 5,25 9,7a + 3,16
Srednia 32,98 + 5,41 11,60 + 4,0

Ogot grup 31,02 £ 6,17 12,30 £ 4,23

Stwierdzono, ze w $wiezych owocach ogorka gruntowego nie zaobserwowano istotnych
réznic pomigdzy warto$ciami odmian Potomac 1 oraz Potomac 2. R6znice wystapity pomiedzy
odmiang Izyd, a pozostalymi analizowanymi odmianami dla sity przebicia potrzebnej do
przebicia skorki 1 migzszu w dwoch frakcjach wielkosciowych.
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W 90 dniu procesu kiszenia w | frakcji wielkosciowej zaobserwowano istotnie statystyczne
roznice pomigdzy S$rednimi  warto$ciami parametru sity przebicia wsrod wszystkich
analizowanych odmianach. Owoce odmian Potomac 1 oraz Potomac 2 nie wykazywaly istotnych
roznic pomiedzy $rednimi. Roznice statystycznie istotne wystgpily pomiedzy odmiang Izyd,
a pozostatymi analizowanymi odmianami dla dwoch parametrow.

Tabela 4. Srednie wartosci pracy oraz umownego wspétczynnika sprezystosci dla dwoch frakeji wielkosciowych

$wiezych oraz kiszonych owocow ogdrkéw w analizowanych terminach pomiaru

Umowny
. . . Praca wspolczynnik
Frakcje Czas zakiszania W [mJ] sprezystosci
E, [MPa]
Sredg}a wartos¢ dla Swicze 106,8 + 29,94 39+0,8
frakcji |
Sredr}}a warto$¢ dla Swicse 83,4+ 27,12 45+1,2
frakcji 11
Srednia warto$¢ 95,1 + 30,01 221
frakcja l i Il
Sredr}}a warto$¢ dla 10 dni 443 + 17,6 1,0+£0,35
frakcji |
Sredr}}a wartos¢ dla 10 dni 46,9 + 16,29 1,0+ 0,29
frakcji 11
Sredqla vs_fartosc 45,6 + 15,36 1,0+ 0,13
frakcja l i Il
Sredr}}a wartos$¢ dla 30 dni 37,9 + 14,34 0,9+0,26
frakcji |
Sredr}}a wartos¢ dla 30 dni 46,2 + 14,2 0,9+0,26
frakcji 11
Sredqla vs_fartosc 42,1+ 12,96 0,9 £0,26
frakcja l i Il
Sredr}}a wartos¢ dla 60 dni 473+ 17,25 1,1 £0,55
frakcji |
Sredr}}a wartos¢ dla 60 dni 52,8 + 15,07 1,0 £ 0,39
frakcji 11
Sredn_la vs_'artosc 50,1 + 13,33 1,1 +£0,6
frakcja l i Il
Sredr}}a wartos¢ dla 90 dni 37,4+ 14,73 0,8+ 0,41
frakcji |
Sredr}}a wartos$¢ dla 90 dni 38,7 + 14,81 0,8+0,32
frakcji 11
Sredn_la vYartosc 38,1+ 13,96 0,8+0,41
frakcja l i Il
Srednia Frakcja I 10-90 dni 41,7 +22,94 0,95 £ 0,46
Srednia Frakcja II 10-90 dni 46,2 + 23,96 0,9+0,51
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Tabela 4 przedstawia §rednie warto$ci pracy oraz §rednie wartosci umownego wspotczynnika
sprezystosci dla ogorkéw $wiezych oraz poddanych kiszeniu w dwoch zalewach o roznym
sktadzie chemicznym oraz w podziale na frakcje wielko$ciowe.

Analizujgc uzyskane wyniki stwierdzono, ze S$rednie wartoSci umownego wspoOtczynnika
sprezystosci miescity si¢ w granicach od 4,2 MPa dla $§wiezych owocow ogorka do 0,9 MPa dla
ogorkow kiszonych. Poszczegdlne $rednie warto$ci umownego wspotczynnika sprezystosci
w roznych terminach pomiaru wynosity kolejno: 1,0 MPa w 10 dniu, 0,9 MPa w 30 dniu,
1,1 MPa w 60 dniu oraz 0,8 MPa w 90 dniu kiszenia. Natomiast §rednie wartosci pracy dla
frakcji | i II wahaty si¢ od: 95,1 mJ dla swiezych owocéw ogorkéow analizowanych odmian do
43,9 mJ dla kiszonych owocow ogorkow.

6. WNIOSKI

1. Jako$¢ produktu finalnego uzyskanego w procesie kiszenia ogorkow gruntowych
uzalezniona jest zard6wno od odmiany jak i sktadu chemicznego zalewy. Stwierdzono
wplyw sktadu chemicznego zalewy na warto$§¢ analizowanego parametru oraz istotnie
statystyczne rdznice pomiedzy poszczegdlnymi odmianami badanych ogoérkéw
gruntowych.

2. Swieze owoce analizowanych odmian ogérkéw gruntowych charakteryzowaly sie
zréznicowanymi warto§ciami sity przebicia skorki i1 migzszu. Niezaleznie od miejsca
przebicia warto$ci te miescity si¢ w przedziale od 27,5N dla owocéw odmiany lzyd Il
frakcji wielkosciowej, do 34,5 N u odmiany Potomac 1 I frakcji wielko$ciowe;.

3. Ogorki swieze 1 frakcji wielkosciowej charakteryzowaty sie wyzszymi warto$ciami pracy
w porownaniu do owocéw ogorkow II frakcji wielkosciowej. Srednie wartosci
analizowanego parametru wynosity odpowiednio 106,8 mJ oraz 83,4 mJ. Srednie wartosci
umownego wspotczynnika sprezystosci wynosity 3,9 MPa dla owocow I frakcji oraz
4,5 MPa dla ogorkow II frakcji.

4. W czasie trwania procesu kiszenia zaobserwowano znaczacy spadek wartosci sity
przebicia skorki 1 miazszu analizowanych odmian ogérkow gruntowych. W 90 dniu
procesu kiszenia $rednia sila przebicia skorki 1 migzszu owocoOw ogorkow miescita sig
w przedziale 7,8 - 14,9 N. Podczas procesu kiszenia nastgpil znaczny spadek sredniej
wartosci pracy: o ok. 59,7 mlJ tj. ok 59%, a takze spadek umownego wspotczynnika
sprezystosci - 0 3,4 MPa, tj. ok 80%.

5. Owoce kiszonych ogorkow gruntowych z I frakcji wielkoSciowej charakteryzowaty sie
wyzszymi warto$ciami sity przebicia skorki i1 miazszu, dlatego mozna stwierdzié, iz
mniejsze owoce sg bardziej predysponowane do celow przetworczych anizeli owoce duze.

6. Stwierdzono zréznicowang odpornos$¢ na uszkodzenia mechaniczne skorki 1 migzszu
owocoOw ogorkow w zaleznosci od miejsca przebicia stemplem. We wszystkich
analizowanych odmianach koncowa czg¢§¢ owocu charakteryzowala si¢ najnizszymi
wartosciami parametru, nasada ogonka liSciowego — najwyzszymi.
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1. WSTEP

Zwiazki biologicznie czynne pochodzenia roslinnego znajduja szerokie zastosowanie w wielu
dziedzinach, m.in. w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym czy spozywczym. Tradycyjne
metody pozyskiwania tego typu zwiazkéw obejmujg réznego rodzaju techniki ekstrakcyjne,
ktére przy odpowiednim doborze warunkow pozwalaja na efektywne wykorzystanie naturalnych
surowcow. Obok klasycznych rozpuszczalnikow stosowanych od dawna do ekstrakcji
metabolitow roslinnych coraz wigksza popularno$¢ zdobywaja inne substancje, ktore moga
zastagpi¢ tradycyjne rozpuszczalniki, badz jako dodatki pozwalaja zwigkszy¢ wydajnos¢
ekstrakcji 1 uzyska¢ inne korzystne efekty. Do takich substancji, coraz szerzej znajdujacych
zastosowanie w analityce i preparatyce zwigzkéw pochodzenia naturalnego nalezg zwiazki
powierzchniowo czynne, zwane surfaktantami.

2. EKSTRAKCJA WSPOMAGANA SURFAKTANTAMI

Surfaktanty posiadaja czasteczki o asymetrycznej budowie: maja hydrofobowy fragment
weglowodorowy oraz hydrofilowa ,,gtlowe”. Grupa polarna moze mie¢ charakter jonowy lub
niejonowy. Taka konstrukcja skutkuje charakterystycznym zachowaniem tego typu zwiazkow
w roztworach. Powyzej pewnego charakterystycznego stezenia (krytyczne stezenie micelarne —
CMC) w roztworach wodnych surfaktanty tworzg tzw. micele — struktury o hydrofobowym
wnetrzu 1 grupach polarnych skierowanych na zewnatrz. W $rodowisku rozpuszczalnikoéw
niepolarnych uktad miceli jest odwrotny: ich wnetrze ma charakter polarny [1].

Stosunkowo nowym zastosowaniem surfaktantéw jest wykorzystywanie ich roztworéw do
ekstrakcji, w procesie zwanym ekstrakcja wspomagang micelarnie. Micele tworzace sie
w roztworze surfaktanta solubilizujg czasteczki analitu 1 ulatwiaja jego odzysk z drugiej fazy
ciektej lub stalej matrycy. W przypadku ekstrakcji metabolitow ro§linnych zazwyczaj stosowane
sg techniki wspomagajace, jak promieniowanie mikrofalowe czy ultradzwieki, ktore utatwiaja
uwolnienie pozadanych zwigzkéw ze statego materialu roslinnego. Zastgpienie klasycznych
rozpuszczalnikow organicznych roztworami surfaktantow niesie ze sobg liczne zalety. Za
stosowaniem surfaktantow przemawia ich nietoksycznos¢ i niepalno$¢, niskie stezenia konieczne
do osiagnigcia krytycznego st¢zenia micelarnego i co za tym idzie niskie zuzycie odczynnikow
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oraz mozliwos¢ wykorzystania uzyskanych ekstraktow w zywnosci, lekach czy kosmetykach.
Wymienione zalety stosowania ekstrakcji wspomaganej micelarnie pozwalajg spelni¢ tzw.
zasady zielonej chemii, na co zwraca si¢ obecnie szczegolng uwage [2].

Mozna wyrdzni¢ dwa warianty omawianego procesu: ekstrakcja moze by¢ realizowana
w uktadach ciektych badZz w uktadach cialo state-ciecz. W pierwszym przypadku dochodzi do
zat¢zania analitow po osiggni¢ciu tzw. punktu zmetnienia, w wyniku uzyskania dwoch
niemieszajacych si¢ wzajemnie faz: bogatej w surfaktant solubilizujacy pozadane anality
(koacerwat) oraz ubogiej w surfaktant fazy wodnej. Punkt zmetnienia jest charakterystyczng dla
danego surfaktantu warto$cig temperatury, przy ktorej wspomniany rozdzial na dwie fazy
zachodzi. Do rozdzialu na dwie fazy przyczyniajg si¢ czynniki takie jak pH lub dodatek
elektrolitu [2]. W drugim przypadku nast¢puje jedynie wyodrebnienie docelowych substancji ze
statej matrycy, przy udziale czynnikow wspomagajgcych (mikrofale, ultradzwicki). Dodatek
zwigzku powierzchniowo czynnego ma za zadanie popraw¢ rozpuszczalnosci analitow
I zwickszenie wydajnosci ekstrakcji. W ten sposob realizowana jest ekstrakcja metabolitow
roslinnych ze stalych surowcow. W drugim etapie zwigzki te mogg by¢ zatezane w punkcie
zmetnienia.

Metody wykorzystujace zwiazki powierzchniowo czynne sa najcze$ciej stosowane do
ekstrakcji jondéw metali oraz innych substancji stanowigcych zanieczyszczenia Srodowiskowe.
Coraz czegséciej jednak wykorzystuje si¢ je takze w stosunku do probek pochodzenia
biologicznego, barwnikow czy zwiazkéw o aktywno$ci farmakologicznej. W dalszej cze$ci
artykulu uwaga zostata skupiona na przyktadach zastosowan ekstrakcji wspomaganej micelarnie
do pozyskiwania roslinnych metabolitow wtdrnych.

3. PRZYKLADY ZASTOSOWAN

Fang 1 wspolpracownicy juz w 2000 r. donosili o mozliwosci stosowania zwigzkow
powierzchniowo czynnych w procesie ekstrakcji sktadnikow aktywnych z roslin leczniczych. Na
przykladzie zen-szenia wykazali, ze 10% roztwor wodny Tritonu X-100 moze by¢
Z powodzeniem stosowany do odzysku zwigzkow z grupy saponin trojterpenowych, co wiecej,
W poréwnaniu z czysta wodg oraz metanolem roztwor tego niejonowego surfaktanta zapewnit
wyzsza wydajno$¢ 1 korzystniejsza kinetyke ekstrakcji [3]. Inna roslina wykorzystywana
w tradycyjnej medycynie chinskiej, Codonopsis pilosula, postuzyta jako materiat badawczy do
ekstrakcji markerowych glikozydéw w celu porownania metody ekstrakcji cisnieniowej goraca
wodg z dodatkiem surfaktanta oraz metod klasycznych (w aparacie Soxhleta). Wykazano, ze
przy zastosowaniu odpowiednich warunkéw dodatek zwigzkéw powierzchniowo czynnych moze
by¢ korzystny w tego typu metodach ekstrakcyjnych i pozwala wyeliminowaé uzycie
rozpuszczalnikdw organicznych [4].

Inny zespot chinskich naukowcow zastosowal niejonowy Genapol X-080 jako alternatywny
rozpuszczalnik w procesie ekstrakcji diterpenéw z szatwii (Salvia miltiorrhiza). Maksymalny
odzysk analitow po zatg¢zeniu w punkcie zmgtnienia osiggni¢to przy 10% stezeniu roztworu
Genapolu i przy stosunku rozpuszczalnika do surowca 20:1 [5]. Ten sam surfaktant zastosowano
takze z powodzeniem do wspomaganej ultradzwickowo ekstrakcji izoflawonu daidzeiny
z korzeniu rosliny z rodzaju Pueraria [6]. Inne zwigzki z klasy polifenoli, mianowicie
kumaryny: eskuling i eskuletyng izolowano z kory jesionu, rowniez z wykorzystaniem Genapolu
X-080 [7]. Podobne wyniki, dotyczace ekstrakcji kumaryn z owocow rosliny Cnidium monnieri
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opublikowal zespot chinskich naukowcéw w 2008 roku. Obecno$¢ specyficznych dla tej rosliny
zwigzkow potwierdzono analizg chromatograficzng [8].

Czesto stosowanym zwigzkiem powierzchniowo czynnym jest takze Triton X-100 lub Triton
X-114. Pierwszy z wymienionych surfaktantow postluzyl we wspomaganej mikrofalowo
ekstrakcji kwasu glicyryzynowego oraz likwirytyny z korzenia lukrecji. 5% roztwor Tritonu
X-100 wykazal si¢ wyzsza wydajno$cig odzysku tych zwigzkéw w poréwnaniu do etanolu,
metanolu oraz wody [9]. Korzen lukrecji byl réwniez surowcem do ekstrakcji glicyryzyny oraz
efedryny z wykorzystaniem roztworéw Tritonu X-100 i jonowego SDS. Metoda zastosowang
wtym przypadku byta ekstrakcja cisnieniowa goraca woda z dodatkiem wymienionych
surfaktantow. Wydajnos¢ izolacji dwoéch wyzej wymienionych metabolitéw byla co najmniej
poréwnywalna badz wyzsza dla procesu z dodatkiem surfaktantow w poréwnaniu z przypadkiem
zastosowania rozpuszczalnikow organicznych [10]. Wérod przyktadéw zastosowan surfaktantow
typu Triton wymieni¢ warto takze ekstrakcje¢ antrachinonéw z lisci Morinda citrifolia [11], czy
diterpenow z szlawii [12] (Triton X-100). Roztwor Tritonu X-114 okazal si¢ skutecznym
rozpuszczalnikiem do ekstrakcji bergeniny (glikozyd kwasu galusowego) z Ardisia japonica
[13].

Wodne roztwory kilku réznych zwigzkéw powierzchniowo czynnych zastosowat zespot
badawczy z Pakistanu do ekstrakcji kwasu chlorogenowego z liSci morwy. Proces byt
realizowany jako wspomagany promieniowaniem mikrofalowym. Wyniki wskazuja, ze w tym
przypadku najskuteczniejszy okazat si¢ surfaktant anionowy (SDS), nieco nizsza wydajnosé
odzysku kwasu chlorogenowego uzyskano przy zastosowaniu surfaktantu kationowego (CTAB)
oraz niejonowego (Brij-35). Zbadany zostal rowniez wplyw odczynu rozpuszczalnika na
wydajnos$¢ procesu — optymalng warto$¢ pH ustalono na 1,0 [14]. Kwas chlorogenowy, a takze
flawonoidy: kwercetyna i rutyna byly izolowane z wiciokrzewu (Lonicera japonica) przy
pomocy wodnych roztworow Tritonu X-100 i X-114. Analiza HPLC ekstraktow potwierdzita
obecnos¢ pozadanych polifenoli [15].

Flawonoidy sa cennymi metabolitami o szerokim spektrum dzialania biologicznego, dlatego
czesto sg docelowymi zwigzkami, ktore probuje sie izolowaé korzystajac z omawianej techniki.
Kwercetyna i kemferol byly ekstrahowane z lisci Diospyros kaki z uzyciem roztworu glikolu
polietylenowego i ze wspomaganiem mikrofalami. Dla porownania wykonano rowniez ekstrakty
metanolowe 1 etanolowe w takich samych warunkach. Analiza chromatograficzna wykazala, ze
ekstrakty uzyskane z wykorzystaniem roztworow PEG zawieraly wigksze ilosci flawonoidow
[16]. Glikol polietylenowy byt takze stosowany jako alternatywne rozpuszczalnik do ekstrakcji
newadensyny, eskuliny oraz eskuletyny z rosliny Lysionotus pauciflorus oraz z kory jesionu.
Wykazano, ze zastosowanie PEG zamiast klasycznych rozpuszczalnikéw organicznych skutkuje
uzyskaniem wyzszej wydajnosci a takze redukcji czasu i zuzycia odczynnikow [17].

W literaturze dostgpne sa réwniez doniesienia o zastosowaniu ekstrakcji wspomaganej
micelarnie do izolacji alkaloidow. Autorzy Sun i Liu opisuja przypadek wykorzystania tej
metody do pozyskiwania berberyny, palmityny oraz jatorryzyny z klaczy Coptis, rosliny
tradycyjnie stosowanej w chinskiej medycynie ludowej. Zastosowanie zakwaszonego 5%
roztworu Genapolu X-080 i promieniowania mikrofalowego pozwolito na osiggnigcie wysokiego
odzysku alkaloidow z surowca w jednostopniowym procesie ekstrakcji [18]. Inny alkaloid —
kamftotecyna, specyficzny dla Camphtoteca acuminate byt izolowany z tej rosliny
z zastosowaniem Tritonu X-114. Warunki ekstrakcji zoptymalizowano, stezenie surfaktanta
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ustalono na 7%, pH $rodowiska na 7 a czas ekspozycji w polu ultradzwigkowym na 40 minut
[19].

Czesto celem badan jest uzyskanie zlozonego ekstraktu o pewnych wilasciwosciach,
nickoniecznie za$ izolacja poszczegolnych sktadnikow fitochemicznych. Tak bylo w przypadku
zastosowania zwigzkow powierzchniowo czynnych do ekstrakceji przeciwutleniaczy z kwiatu bzu
czarnego. Oznaczone parametry takie jak calkowita zawarto$¢ zwigzkow fenolowych oraz
flawonoidow wskazuja, ze ekstrakcja wspomagana micelarnie byta w tym przypadku bardziej
skuteczna od typowej ekstrakcji z zastosowaniem wody jako rozpuszczalnika i moze by¢ dobra
metoda stosowang w celu uzyskania ekstraktow roslinnych bogatych w antyoksydanty [20].
Polifenole w ogolnosci byty takze izolowane przez grupe autorow z Iranu z jabtek. Zastosowano
roztwory takich zwigzkow jak CTAB, SDS, Triton X-100, PEG 2000 i Brij-35. Zbadano wptyw
wielu parametréw na catkowitg zawarto$¢ polifenoli w uzyskanych ekstraktach [21].

Interesujacy przyktad tzw. mieszanej ekstrakcji w punkcie zmetnienia (ang. mixed cloud point
extraction) opisuje w publikacji z 2015 roku zespol Zhou i wspolpracownikow z Xinjang
w Chinach. Liscie toiny weneckiej (Apocynum venetum) ekstrahowano najpierw 80% etanolem
pod chlodnicg zwrotng a nastepnie liofilizowany ekstrakt poddano w kolejnym kroku ekstrakcji
micelarnej. Zastosowano dwa rodzaje surfaktantow: kationowy CTAB oraz niejonowy Genapol
X-080. W celu osiggnigcia rozdzialu faz zastosowano dodatek chlorku sodu oraz inkubacje
w temperaturze 55°C. pH ustalono do wartosci 8,0. Faza bogata w surfaktant byta analizowana
pod katem zawarto$ci flawonoidéw z wykorzystaniem chromatografii cieczowej. W poroéwnaniu
z typowym procesem ekstrakcji w punkcie zmetnienia (z zastosowaniem jedynie niejonowego
Genapolu X-080) dodatek surfaktanta jonowego spowodowal poprawe ksztaltu pikoéw
poszczegolnych flawonoidow na chromatogramach oraz blisko trzykrotny wzrost wspotczynnika
wzbogacenia analitow. Wynik oznaczenia wskazuje na wysoka efektywnos$¢ tego typu metody
I ukazuje perspektywy jej wykorzystania do ekstrakcji metabolitoéw ro§linnych na wigkszg skale
oraz do zate¢zania analitdow o r6znym stopniu polarnosci [22].

Zdecydowanie mniej jest doniesien literaturowych o wykorzystaniu uktadow z micelami
odwroconymi do ekstrakcji zwigzkow biologicznie czynnych z materialu ro$linnego.
W przypadku micel odwréconych hydrofilowy charakter ich wngtrza powinien by¢ szczego6lng
wlasciwos$cig sprzyjajaca solubilizacji polarnych analitow, w tym wielu klas metabolitow
ros$linnych. Zhou i wspolpracownicy zastosowali mieszaning CTAB, n-heptanu i alkoholu
n-oktylowego do ekstrakcji owocow dziurawca (Hypericum perforatum). W tego typu
mieszaninie CTAB tworzy micele odwrocone, co jest czynnikiem sprzyjajacym ekstrakcji
zwigzkow fenolowych. W uzyskanych ekstraktach oznaczano hyperozyd (3-galaktozyd
kwercetyny). Wyniki eksperymentu potwierdzily, Ze zastosowanie ekstrakcji wspomaganej
micelarnie w uktadzie micel odwroconych moze by¢ skuteczng i efektywna metoda izolacji
zwigzkow o charakterze polarnym [23]. Przy pomocy uktadu TRPO (tlenek trialkilofosfiny)
w cykloheksanie ekstrahowano matryne, alkaloid wystepujacy w korzeniach rosliny Sophora
flavescens, tradycyjnie stosowanej w chinskiej medycynie ludowej. Tlenek trialkilofosfiny
W cykloheksanie tworzy micele odwrocone. Wyniki eksperymentu wskazuja, ze matryna i jej
pochodna oksymatryna mogg by¢ z zadowalajaca wydajnos$cia ekstrahowane przy zastosowaniu
ekstrakcji w uktadzie micel odwroconych. Autorzy sugeruja, ze mechanizmem zaangazowanym
w odzysk alkaloidéw sa w tym przypadku oddziatywania koordynacyjne pomiedzy analitem
a micelami odwrdconymi TRPO [24].
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

W celu sprawdzenia uzytecznosci metody ekstrakcji wspomaganej micelarnie do
pozyskiwania zwigzkéw fenolowych z materialu roslinnego wykonano seri¢ ekstraktow z lisci
I kwiatow mniszka lekarskiego (Taraxacum officinale Web.) z zastosowaniem roztworéow kilku
zwigzkow powierzchniowo czynnych jako rozpuszczalnikow ekstrakcyjnych. Liscie i kwiaty
mniszka lekarskiego po zebraniu wysuszono i sproszkowano. Po 0,5 g surowca umieszczono
w zakrecanych probowkach wiréwkowych o pojemnosci 50 ml i zalano 20 ml odpowiedniego
roztworu surfaktanta. Jako rozpuszczalniki zastosowano wodne roztwory SDS (BioRad), Tritonu
X-100 (Sigma-Aldrich), Tweenu 20 (Roth) oraz Nonidetu P-40 (Fluka) o stezeniach 0,1%, 0,5%,
1%, 2% w przypadku lisci oraz 2% w przypadku kwiatow mniszka. Surfaktanty wykorzystane
w eksperymencie wraz z ich 0golng charakterystyka zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Zestawienie zwiazkow powierzchniowo czynnych uzytych do ekstrakcji

Krytyczne
stezenie Temperatura
Surfaktant Wzo6r chemiczny Charakter | micelizacji punktu
(CMC) zmetnienia®
[mM]*
0 0 A
SDS g S | KATIONOWY 7-10 >100°C
o ol_~, qu
riton X- .
HsC, n niejono 0,2-0,9 65°C
100 HoC Jonowy - %
HsC HsC CHj
[9]
O\H';OJK/\/\/\/\/\
Tween 20 O Mo~y niejonowy 0,15 76°C
HO\(\/\O O/\}:{OH WAX+Y+2=20
P o)
Nonﬁ)etp ﬁ \/hOH niejonowy | 0,059 45-50°C
CoHig

“Dane na podstawie [25]

Ekstrakcj¢ prowadzono jako wspomagang ultradzwiekami w tazni ultradzwigkowej (Bandelin
Sonorex RK31) przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po ekstrakcji ekstrakty odwirowano
przez 10 minut przy 7800 obr/min. Nastepnie supernatant przesgczono przez bibule filtracyjng
i przesacz zebrano do dalszych badan. Analize jakosciowa pod katem obecnosci polifenoli
prowadzono metoda ultrasprawnej chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrometria mas
(UPLC-MS). Anality rozdzielano na kolumnie Kinetex 1,7 pm XB-C18 100 A (dt. 50 mm, $r.
wewn. 2,1 mm). Zastosowano gradient fazy ruchomej (acetonitryl oraz woda z dodatkiem 0,05%
kwasu mrowkowego): ACN od 10 do 100% w czasie 20 minut. Jako metode¢ jonizacji probki
zastosowano electrospray (ESI), jonizacja w trybie ujemnym. Przeprowadzono pelny skan
w trybie Q1 (spektrometr AB Sciex QTRAP 4500 z potrojnym kwadrupolem). Metabolity
identyfikowano na podstawie widm fragmentacyjnych, poprzez poréwnanie z wzorcami badz
z danymi z bazy MassBank. Informacje o zidentyfikowanych z duzym prawdopodobienstwem
zwigzkach wraz z danymi o czasach retencji 1 jonach fragmentacyjnych zestawiono w tabeli 2.
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Tabela 2. Metabolity zidentyfikowane w ekstraktach mniszka lekarskiego

Czas retencii Jon Gléwne jony Masa
Lp. [min] ] molekularny | fragmentacyjne | rzeczywista Zwigzek
[m/z] [m/z] [Da]
1. 1,25-1,33 311,0 135; 149; 179 312,2290 Kwas kaftarowy
Kwas 1-
2. 1,74 -1,87 352,9 179; 191 354,3087 kawochinowy lub
5-kawochinowy
3. 211-213 353,2 179,191 354,3087 Kwas 3-
kawochinowy
4. 4,08 - 4,10 609,7 301 610,5175 Rutyna
5. 4,18 — 4,27 429 |13 142;1%,79; 2931 4743711 | Kwas cykoriowy
. . Kwas
6. 4,78 — 4,82 515,2 179; 191; 353 516,4509 dikawochinowy
7. 5,98 - 6,07 2853 A0 g6 9363 Luteolina
8. 6,90 — 6,92 299,1 175; 242; 285; 300,2629 Chryzoeriol

Dominujacymi zwigzkami w ekstraktach z li§ci mniszka lekarskiego byty kwas cykoriowy
oraz kaftarowy, na co wskazuje wystepowanie wyraznych, intensywnych pikow przypisywanych
tym metabolitom na wszystkich chromatogramach. Wzory strukturalne najwazniejszych kwasow
fenolowych przedstawiono na rysunku 1.

Ponadto, zaro6wno na chromatogramach ekstraktow z lisci, jak 1 kwiatow, obecny jest
intensywny pik przy czasie retencji ok. 6 minut, przypisywany luteolinie. Szczegodlnie duza
zawartos¢ tego flawonoidu obserwowano z ekstraktach z kwiatdéw mniszka. Obok luteoliny
w ekstraktach obecny jest chryzoeriol, bedacy jej 3’-metylowana pochodng. Sposrdd innych
flawonoidéw poprzez pordéwnanie czasu retencji oraz widma fragmentacyjnego z wzorcem
potwierdzono  obecno$¢ rutyny (3-O-rutynozyd  kwercetyny). Wzory strukturalne
zidentyfikowanych flawonoidow zaprezentowano na rysunku 2.

HO O HQ COH
H H *
O 9N OH
a. o) b.

OH
OH

HO O OH
O
HO O
0]
HO 0] OH
C.

Rys. 1. Kwasy fenolowe zidentyfikowane w ekstraktach mniszka lekarskiego: a. — kwas kaftarowy, b. — kwas
5-kawochinowy (chlorogenowy), c. — kwas cykoriowy
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Rys. 2. Flawonoidy zidentyfikowane w ekstraktach mniszka lekarskiego: a. — luteolina, b. — chryzoeriol, c. — rutyna

Izomery kwasow kawochinowych rozrézniono na podstawie charakterystycznego wzoru
fragmentacji: izomer podstawiony w pozycji 3 charakteryzuje si¢ na widmie fragmentacyjnym
obecnoscig stosunkowo intensywnego piku przy m/z 179, ktory to pik jest staby w przypadku
izomeréw 1-CQA oraz 5-CQA [26]. Dla doktadnego okre$lenia, ktory z dwoch mozliwych
izomerdw jest eluowany przy czasie retencji ok. 1,8 min. nalezaloby przeprowadzi¢ poréwnanie
ze standardem analitycznym. Podobnie w przypadku kwasu dikawochinowego trudno jest
stwierdzi¢, z ktorym izomerem mamy do czynienia, nie dysponujac odpowiednimi wzorcami.
Ponadto, obok zwigzkow wymienionych w tabeli 1. stwierdzono obecno$¢ licznych innych
zwigzkow, trudniejszych do identyfikacji na podstawie samych widm fragmentacyjnych.
Prawdopodobnie w ekstraktach obecne s3 pewne pochodne kwasu kawowego, na co wskazuje
obecnos¢ jonu o m/z 179. Na podstawie obecnosci jonéw fragmentacyjnych charakterystycznych
dla luteoliny (m/z 175, 199, 216 1 285) mozna wnioskowac, ze wyekstrahowano takze pewne
glikozydy tego flawonoidu o masach 448 1 610 Da (diglikozydy). W ekstraktach kwiatow przy
czasie retencji ok. 6,7 min. wymywany jest pewien glikozyd, na podstawie obecnosci jonu
fragmentacyjnego o m/z 327 mozna wnioskowac, iz jest to orientyna (8-glukozyd luteoliny).
Przy znacznie wyzszych warto$ciach czasu retencji obserwowane sa piki pochodzace od
zastosowanych do ekstrakcji surfaktantow. Ich widma charakteryzuja si¢ wystepowaniem
licznych pikéw oddalonych od siebie o charakterystyczng warto$¢ masy, odpowiadajaca
jednostkom strukturalnym tworzacym hydrofobowy ,,ogon” weglowodorowy surfaktanta.

Ponadto obecnos¢ dwoch zwigzkow — luteoliny oraz rutyny potwierdzono przy pomocy analiz
MRM (ang. multiple reaction monitoring). W takim trybie analizy w pierwszym kwadrupolu
spektrometru  masowego wybierane s3 jony macierzyste o zdefiniowanej warto$ci m/z.
W komorze kolizyjnej dochodzi do fragmentacji, a drugi kwadrupol przepuszcza do detekcji
jedynie jony fragmentacyjne o zadanej m/z. Bioragc pod uwage kilka par MRM,
odpowiadajacych charakterystycznym dla danego zwiagzku przej$ciom fragmentacyjnym, mozna
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z duza pewnoscig zidentyfikowa¢ zwigzek chemiczny obecny w badanej probce. Metoda MRM
moze by¢ takze stosowana w analizie iloSciowej. W przypadku luteoliny wykorzystano 5 par
MRM: m/z = 284,95—132,90; 284,95—150,90; 284,95—174,90; 284,95—198,90 oraz
284,95—216,90. Dla rutyny byly to 3 pary odpowiadajagce przejsciom: 609,14—254,60;
609,14—271,00 oraz 609,14—300,00. Rysunek 3 przedstawia poroéwnanie chromatogramow
MRM dla standardu luteoliny (A) oraz przykladowego ekstraktu wykonanego z uzyciem 2%
roztworu Nonidetu P-40 (B).

W XIC of RN (8 pairsk 2i4.8520 52.500 Da fram Sample 4L 10 ug) of kv kagolng.wi® (Turko Spray) B XIG of MR (8 pairsh 284.0520132.900 Da from Sample § (MP 2%) of SETI_1w4T (Turbe Spray)
ﬁ.lﬂﬁ 1465 07
.0e5 |
1385
| A | B
1.2e5
2,645
1e5
2445
2,265 1.0e5 ‘
2045 9064
1.8

| Abed

L
|| 204

III 104 |'|'|

i" |
Lt [t R
N { [
a0 1.0 28 30 4.0 5.0 (2] 18 oo a0 100 [iXi] 1.0 n 50 4.0 ED [3:] T4 oo an 1040 1.0
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Rys. 3. Chromatogramy MRM dla standardu luteoliny (A) oraz ekstraktu (NP-40 2%, B)
5. PODSUMOWANIE

Przedstawione liczne przyklady zastosowan surfaktantow w procesie ekstrakcji ro§linnych
metabolitow wtérnych o aktywnosci biologicznej dowodza, ze omawiana technika pozyskiwania
zwigzkow biologicznie czynnych zdobywa coraz wigkszg popularno$¢. Wynika to z szeregu jej
zalet w stosunku to technik klasycznych, wykorzystujacych rozpuszczalniki organiczne. Na
calym S$wiecie prowadzonych jest wiele badan dotyczacych wykorzystania zwigzkow
powierzchniowo czynnych w ekstrakcji wspomaganej micelarnie i ekstrakcji w punkcie
zmetnienia. Obszar dotyczacy analitow pochodzenia roslinnego jest niewielkim wycinkiem
szerokiego zakresu zastosowan tej metody, jest jednak wazny ze wzgledu na rosnace
zapotrzebowanie na tego typu substancje, wykorzystywane w farmacji czy kosmetyce.

Opisane badania wtasne, w ktérych wodne roztwory surfaktantow zastosowano do uzyskania
bogatych w polifenole ekstraktow z pospolitej rosliny leczniczej — mniszka lekarskiego,
potwierdzaja uzytecznos¢ tej metody. Analizy UPLC/MS wykazaty obecno$¢ kilku waznych
polifenoli z grupy flawonoidow oraz kwasow fenolowych. Te wstgpne badania moga stanowic
podstawe do dalszych prac nad wykorzystaniem systeméw ekstrakcji opartych na roztworach
zwigzkdéw powierzchniowo czynnych do pozyskiwania, zat¢zania i izolacji cennych sktadnikow
fitochemicznych, majacych szerokie spektrum dziatania biologicznego.
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1. WSTEP

W praktyce analitycznej czesto wystepuje sytuacja, gdy stezenie oznaczanej substancji jest
proporcjonalne do wielkosci sygnatu przyrzadu pomiarowego, ktérym moze by¢ przyktadowo
absorbancja, nat¢zenie pradu lub wysokosé/pole piku. Aby uzyska¢ wiarygodne wyniki, nalezy
najpierw sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, bedaca zalezno$cig wielkos$ci sygnatu przyrzadu
pomiarowego od stezenia mierzonej substancji. Krzywa wzorcowa nie jest zaleznoscia funkcyjna
w sensie matematycznym lecz zalezno$cig regresyjng. W zalezno$ci regresyjnej danej wartosci
X moze odpowiada¢ kilka warto$ci y. Innymi stowy w praktyce dysponuje si¢ zbiorem danych
W postaci macierzy zawierajacej kolumne wartosci X i kolumny wartosci y (jednag lub wigcej).
Trzeba odpowiedzie¢ na pytanie czy istnieje zwigzek (korelacja) pomigdzy zmiennymi y i X.
Ilosciowe wyznaczenie takiego zwigzku nosi nazwe analizy regres;ji.

Redakcje czasopism analitycznych nie akceptuja juz samej prostej analizy statystycznej
podczas Wwyznaczania krzywej wzorcowej (rownanie prostej ax+b, da, Abir®),
Wspotczynnik r? jako kryterium jakosci korelacji nie wystarcza, a nawet moze prowadzié¢ do
btednych wnioskow bowiem jego warto$¢ bliska 1 otrzymuje si¢ takze dla zaleznos$ci wyraZnie
zakrzywionych [1, 2]. Z tego powodu w publikacjach nalezy przedstawia¢ pelng ocene
statystyczng, obejmujaca testy F-Snedecora, F-IUPAC, F-Mandel’a oraz Lack of Fit na ew.
obecno$¢ krzywoliniowosci. Testy, trzeci 1 czwarty z wymienionych, zostaly w niniejszej pracy
potraktowane pierwszoplanowo, zwlaszcza ze sg bardzo nielicznie reprezentowane w literaturze
polskojezycznej [3, 4] i malo znane ogotowi badaczy. Dotychczasowa literatura przedmiotu
dotyczaca testu F-Mandel'a oraz testu Lack of Fit odwotuje si¢ do kilku procedur, bez
podawania klarownych przyktadéw, rozwigzanych krok po kroku, wraz z wyrazng koncowa
konkluzja. Zamiast tego, odnos$ne prace oryginalne czgsto zawieraja odniesienia do
oprogramowania statystycznego, niedostepnego lub niejasnego dla czytelnika [5, 6].

Celem niniejszej pracy jest danie czytelnikowi klarownego narze¢dzia do statystycznej oceny
modeli regresyjnych uzywanych do kalibracji, w ktérym wystarcza standardowe programy typu
Origin, Excel lub Libre Office. Dlatego, oprocz niezbednego minimum teorii, przedstawiono
szereg konkretnych przyktadow z mozliwo$ciag wprowadzenia wlasnych danych.
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2. KRZYWE KALIBRACYJNE JAKO PRZYKLAD ZALEZNOSCI REGRESYJNYCH

2.1 ZALEZNOSCI FUNKCYJNE A ZALEZNOSCI REGRESYJNE

LISTA UZYTYCH SYMBOLI
Symbol | Znaczenie Symbol | Znaczenie
a; b; ¢ | Wspodtczynniki rownan regres;ji 55 Odchylenie standardowe
t.; tyit, | Istotnosci wspotczynnikow regresji 5, Odchylenie standardowe wsp. a
a Poziom istotnosci Sy, Odchylenie standardowe wsp. b
df [1o$¢ stopni swobody n Liczba zmiennych niezaleznych X
t(e,df)| Wspotczynnik te,,sonea - Symbol warto$ci estymowanej
E;,E, | Efekt liniowy i kwadratowy - Symbol wartosci $redniej
Fiypac | Warto$é testu F-IUPAC = Symbol warto$ci krytycznej
Fy | Warto$é testu F-Mandel’a s; | Wariancja resztowa
F,.F, ?stotnosc efektu liniowego F,.. | Wartosé testu Lack of Fit
i kwadratowego
Suma kwadratow btgdow modelu Suma kwadratow btedow modelu
S5E, SS5Eruy
zredukowanego pelnego
SSIF S}Jma kwadrat_ow btedow MSLF S_rednla suma lfwadratow btedow
nledopasowanla nledopasowanla
Srednia suma kwadratow btedow Ilo$¢ powtdrzen pomiaru ¥; dla
MS Efu'|'| m 5
| modelu pelnego : danego x
.2 Wspotezynnik determinacji modelu e Wspotczynnik determinacji
liniowego modelu kwadratowego

Celem analizy regresji jest stworzenie modelu opisu zbioru doswiadczalnych warto$ci
zmiennych zaleznych y i niezaleznych X oraz przewidywanie wartosci zmiennej X na jego
podstawie. Wigze si¢ to z pewnymi bledami oszacowania. Dla danego zbioru danych moze
istnie¢ znaczna liczba modeli regresyjnych, jednak chcac uzyskaé wiarygodne wyniki, nalezy
uzywa¢ modelu dajacego jak najmniejsze jego odchylenie od danych doswiadczalnych. Mozna
to zrobi¢ intuicyjnie prowadzac prosta lub krzywa pomigdzy punktami lub w sposob Scisle
matematyczny.

Dla dobrego zrozumienia idei opracowania matematycznego wynikéw eksperymentow,
modelowania, estymacji, kalibracji, krzywych wzorcowych itp. poje¢ nalezy wyraznie rozr6zni¢
pojecia zaleznoéci funkcyjnej i zaleznodci regresyjnej [7, 8]. Z zaleznoscig funkcyjng ¥ = f(x)
mamy do czynienia wtedy, gdy kazdemu elementowi zbioru warto$ci zmiennej
X przyporzadkowana jest doktadnie jedna wartos¢ y. W przypadku zaleznosci regresyjnej punkty
nie leza doktadnie na prostej a jednej wartosci zmiennej niezaleznej X moze odpowiadac kilka
wartosci Y. Porownanie przyktadowej zaleznosci funkcyjnej i regresyjnej przedstawia Rys. 1.
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161 161
144 14
12 12
101 10-
§ 8- ﬁc%‘ 84
&h 6 - 561
> >
N 4 4
2+ | 2
09 \ 0 x[AJ0 17273[475 67|
2] 2] [f(x)[-09]12]27[48]73]87[11,4132]14,6]
-2 1 2 3 4 5 6 7 8 2 A1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Badany parametr Badany parametr

Rys. 1. A: Zalezno$é funkcyjna: ¥ = 2x + 1; da = 0; 4b = O0;r* =
B: Zaleznos¢ regresyjna: ¥ = 1.888x + 1,035; Aa = 0,004; Ab = 0,0628; r? = 0,9970

Dla wspotczynnika kierunkowego a i wspoétczynnika przesunigcia b roéwnania prostej
v = ax + b mozna wyznaczy¢ ich przedziaty ufnosci 4a i Ab w oparciu 0 generowane przez
program Origin warto$ci parametrow. Jest to wygodny 1 uzyteczny program lecz oznaczenia
rOwnania prostej sa tam odwrotne niz przyjete w matematyce, mianowicie ¥ = Bx + A (Tabela
1). Jego stosowanie wymaga poza tym wyjasnienia istoty parametru "Error™ dla A i B, sa to po
prostu odchylenia standardowe s, i s;. Program Origin podaje takze odchylenie standardowe 5,
oznaczone jako SD. Dla naszego przyktadu s, = 0,04117;5, = 0,16295,

Tabela 1. Identyfikacja oznaczen regresji liniowej w programie Origin, na podstawie [8]

Origin STATYSTYKA RS . .
V=ALEBX y=ax+b ownanie definiujace
B Wspbtczynnik kierunkowy a (9)
A Wyraz wolny b (9)
SD S 1)
Error B Sa (2)
Error A Sp (2)

2.2 BADANIE ISTOTNOSCI WSPOLCZYNNIKOW ROWNANIA REGRESIJI

Po wyznaczeniu rownania regresji nalezy okre$li¢ istotno$¢ otrzymanych wartosci
wspolczynnikow wielomianu otrzymanego réwnania regresyjnego.

Test na istotno$¢ wspotczynnika rownania ¥ = by +byx + byx? + -+ b, x™ aitada
hipotezg zerowa HO: ,,Wspodtczynnik bi nie rézni si¢ istotnie od zera”. Hipoteze ta mozna
zweryfikowac poprzez obliczenie rownania: ty, = IB;1/ b;, a nastepnie pordwnanie otrzymanej
wartosci ze wspotczynnikiem tlan —k - 1], gdzie k oznacza stopien wielomianu. Jesli

zachodzi zaleznosé ts: =t to nalezy odrzuci¢ hipoteze zerowa na rzecz hipotezy alternatywne;:
,»Wspolczynnik bi roézni si¢ znaczaco od zera”. Wynik taki wskazuje na istotno$¢ danego
wspolczynnika 1 niemoznos$¢ jego pomini¢cia w zapisie roGwnania [9, 10].

W przypadku naszego przykltadu te = 4829 t, = 6,352;£(0,95;7) = 2,365 Tym samym
w przypadku obu wspdiczynnikow réwnania nalezy odrzuci¢ hipotez¢ zerowa uznajac je tym
samym za istotne 1 niemozliwe do pominigcia.
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2.3 PRZEDZIAL UFNOSCI I WSPOLCZYNNIK DETERMINACII

Po wyznaczeniu réwnania regresji nalezy wyznaczy¢ przedziaty ufnosci wspotczynnikow
rownania. Mozna tego dokona¢ postugujac si¢ ich odchyleniem standardowym oraz
wspolczynnikiem tepygenea [7]. Stosujac ponizsze rownania (1) i (2) mozna obliczy¢ warto$ci
odchylen dla kazdego ze wspotczynnikdéw réwnania.

-

q E?ﬂ}’; - bE?:l}n- - aE?:lxi}’a

=

&y =

1)

n—2

_ nsg . 2= S_EZX )
nr xi—(Tr,x)?’ P on Ll

i=1"i

A pa

5

Nastepnie nalezy odszuka¢ w tablicy wspotczynnik ts.,z.n:0 dla przyjetego poziomu istotnosci
a oraz liczby stopni swobody df =n — 2, gdzie n — liczba warto$ci X. Majac te dane mozna
tatwo obliczy¢ przedziaty ufnosci wspotczynnikow a i b (3).

Aa = t(a,df)-sZ; Ab= t(a,df)-s; (3)

#=(atha)x+ b+ Ab 4)

Ogo6lng posta¢ liniowego modelu regresyjnego wyraza wzor (4), gdzie da i Ab oznaczajg
przedzial ufnosci (btad dopasowania). Jesli da =0 i Ab =0, to rozpatrywana zalezno$¢
v =ax +b jest zaleznoscig funkcyjng. Potwierdza to podany wyzej wniosek, ze zaleznos¢
funkcyjna jest szczegdlnym przypadkiem zalezno$ci regresyjnej (symbol ) gdy blad
dopasowania rowny jest zeru. Warto$¢ y wynikajaca dla danego X z rdwnania regresji
(tu prostej), jest zawsze warto$cig estymowang ¥. Roznica v; — ¥;, a$cislej jej kwadrat, ma
istotne znaczenie dla metody najmniejszych kwadratow.

Do oceny jakosci (sity) zwiazku regresyjnego stuzy wspotczynnik korelacji r oraz
wspotezynnik determinacii r? (5).

2 E:E=1(? i~ ¥ ]2

Wspétezynnik r? przyjmuje wartosci z przedziatu {0;1), im jego warto$¢ jest blizsza 1, tym
zastosowany model lepiej opisuje dany zbidr punktéw doswiadczalnych. Nie stanowi to jednak
decydujacego kryterium.

Same warto$ci odchylenia standardowego® s, 1 5, ktore uzyskujemy przy pomocy programu
Origin to za mato. Wiele osob myli 5, i 5, z przedzialami ufnosci, uwazajac te pierwsze za miarg
niepewnosci a i b. Aby otrzymaé rzeczywisty przedziat ufnosci, trzeba s2 is; pomnozy¢ przez
warto$¢ wspolczynnika topgense (tu: 2,365) dla danego poziomu istotnosci o (tu: 0,95) i n— 2
stopni swobody (n - liczba warto$ci X). Tak uzyskuje si¢ petne rownanie prostej regresji z Rys. 1

! Odchylenie standardowe (sd) jest roznie definiowane (sd populacji, sd pojedynczego pomiaru, sd $redniej [7]).
Dlatego, aby unikng¢ nieporozumien, nalezy przy postugiwaniu si¢ tym pojeciem poda¢ odpowiednie rownanie
definiujace.
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czyli y =ax + b;a = 1,988 £ 0,004; b = 1,035 £ 0,06280; r? = 0,9970. Przedziat ufnosci,
jako miara niepewno$ci wyznaczonego réwnania, zalezy istotnie od liczby punktow pomiaru
poprzez parametr ts.,sonte - Optimum liczby punktow pomiarowych wynosi 8 do 9, gdyz wtedy
przedziat ufnosci staje si¢ istotnie wezszy. Nie jest to wielki problem poniewaz dla danego X,
ktorego to warto$¢ uwaza si¢ za pewng, mozemy mie¢ kilka wartosci y. Po przekroczeniu n =9,
wspotczynnik te.,zon:e Mmaleje juz nieznacznie ze wzrostem liczby punktéw pomiarowych,
dlatego brak jest motywacji do dalszego zwigkszania liczby punktow pomiarowych.

Na bazie réwnania regresji ¥; z Rys. 1B, zmieniajagc a i b o warto$¢ da i 4b wg reguty:
(@n)(®1), (@t)(®l), (al)(®d1), (al)(b]) wyznaczono cztery dodatkowe rownania regresji (4), ktore
nastepie przedstawiono na wykresie (Rys. 2).

y, =1,988x+1,035; 1y, =2 085x+ 1,420;
y3 = 2,085x+0,6495; y, =1,891x+ 1,420;

ys = 1,891x + 0, 6495

(6)

Sygnat

Badany parametr

Rys. 2. Rownanie regresji wraz z dodatkowymi rownaniami wynikajacymi z przedziatow ufnosci. O doktadnosci
decydujg dwa réwnania skrajne y, i ys. Dane liczbowe z Rys. 1B

Zaleznos¢ wzorcowa 1 wyznaczony dla niej przedzial ufnosci (Rys. 2) pozwala na
wyznaczenie nieznanej wartosci X (np. st¢zenia) przy dysponowaniu zmierzong wartoscig Y.
Widoczne na wykresie graniczne réwnania Yy, i Ys wyznaczajace najszerszy zakres biedu,
pozwolity na wyznaczenie przedziatu ufnosci dla calej krzywej modelowej. Nalezy pamigtac, ze
niepewnos¢ wartosci y skutkuje niepewnoscig X. Tym samym odczytana na podstawie modelu
warto$¢ X rowniez posiada swoj przedzial ufnosci 4x, ktory powinien zosta¢ uwzgledniony.

2.4 PODSUMOWANIE WYZNACZANIA ZALEZNOSCI REGRESYJNEJ

1. Wyznaczono podstawowe rownanie regresji z uzyciem programu Origin.
2. Potwierdzono istotno$¢ wszystkich wyznaczonych wspétczynnikow rownania.
3. Wyznaczono przedzial ufnosci dla a i b, korzystajac z wartosci 5z, 55 1 WSP. tsryganta -
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4. Wyznaczono cztery graniczne roOwnania regresji. Wykorzystano réwnanie podstawowe
i dwa zewnetrzne, dajgce najszerszy przedzial ufnosci.

5. Odczytano, dla zmierzonej wartoSci ¥..,, trzy wartosci x = 2,548; 2,245; 2,882
co ostatecznie daje x = 2,548 + 0,303 lub przedzial x € (2,245;2,882).

3. METODA NAJMNIEJSZYCH KWADRATOW

Powyzsza analiza bazowala na programie Origin bez podania, ze wyznacza on krzywe
regresji (Rys. 11 2) metodg najmniejszych kwadratow. Jest to metoda optymalizacji zaleznosci
modelowej, gdy kryterium optymalizacji stanowi minimalizacja sumy odchylen model-
eksperyment dla wszystkich punktow czyli np. sumy pdl kwadratéw [8] zaznaczonych na Rys. 3.

16

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Badany parametr

Rys. 3. Istota optymalizacji zalezno$ci modelowej do punktéw doswiadczalnych metoda najmniejszych kwadratow

Jesli przez zbior par punktdéw pomiarowych x;,¥; poprowadzi si¢ funkcje ¥ = f(x)
stanowigcg model opisu, to kazdemu punktowi pomiarowemu X, beda odpowiada¢ dwie
warto$ci: zmierzona y i 0szacowana (estymowana) ¥. Model czyli rownanie regresji moze by¢
liniowy lub krzywoliniowy, wyrazony odpowiednim wyrazeniem funkcyjnym.

Dla liniowego modelu regresji ¥ = ax + b kryterium optymalizacji jest minimum sumy
S(a,b):

T T

stﬂobj:Z(}ﬁ_?f ‘=Z(}?i—b—axi]2 = minimum (7)

i=1 i=1

gdzie ¥; oznacza warto$¢ estymowang na podstawie rownania regresji, a n liczbe punktow
pomiarowych (w przypadku wielokrotnych pomiarow dla danego punktu x; nalezy przyjac
wartosci $rednie ¥;).

Rownanie (7) jest funkcjg dwoch zmiennych a i b. Okreslenie wartosci minimalnej funkcji
wielu zmiennych jest mozliwe poprzez znalezienie punktu, w ktorym jej pochodne czastkowe
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wzgledem wszystkich zmiennych sg rowne zeru. Stad wynika uktad rownan (8), ktory moze
zosta¢ uporzadkowany do formy (9).

55[@:&}] Z(lf—b ax)(—x,) =

(8)
85(::1 b]
Z( —b—ax)(~1)=0
bz xz-—i-az x? =Z XV,
=1 =1 =1 ©)
bn + cxz x; = Z ¥
i=1 i=1
Z uktadu (9) wynikaja wzory na wspoétczynniki a i b rownania proste;:
a :“Zn 1%:¥ _Zn 1% E? 1) Vi b= iy i Bl 1] _E?=1xizgi=1xi}ri (10)

n Xl xf — (XL, nEfzixf—(Efzix

Stosowana metoda jest czuta na ewentualnie obecne w zbiorze danych istotnie odbiegajace
warto$ci Y. Kazda z takich wartos$ci bedzie odchyla¢ wyznaczong funkcje w swoja strone przez
co dopasowanie do pozostaltych punktow bedzie stabsze. Dlatego przed zastosowaniem tej
metody nalezy pozby¢ si¢ wszelkich btgdow grubych ze zbioru danych, postugujac sig
odpowiednim kryterium matematycznym [7].

3.1 METODA NAJMNIEJSZYCH KWADRATOW — PRZYKELAD

Metodami kolorymetrycznymi, przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS, zbadano probki
zawierajgce znane stezenia albuminy oraz probki o znanym st¢zeniu glicyny w celu sporzadzenia
krzywych wzorcowych. Dane pomiarowe zostaty zamieszczone w Tabeli 2.

Ze wzorow (10) lub szybciej z programu Origin dla danych albuminy (Tabela 2) uzyskuje sig:
a = 0,02205; b = 0,04778; t, = 16,21; t, = 2,962; t(0,95;9) = 2,262, Stad, wszystkie
wspotczynniki réwnania sa istotne Zatem ma ono postac:
y = 0,02205x + 0,04778;s% = 8,174 107%; 52 = 1,850-107%; sZ = 2,602 - 107*,
Przedzialy ufnosci wynosza odpowiednio: ﬂa = 4,184-107%; Ab =5,886-107", Tak wiec
ostatecznie rbwnanie regresji liniowej ma postac:

=(2,205-1072 4+ 4,184 - 10~ %)x + (4,778 1072 £ 5,886 - 107%) (11)

Wspotczynnik r’ rownania (11) wynosi 0,9667 co jest dobrym lecz nie najlepszym wynikiem, na
co wskazuje druga cyfra po przecinku. Sugeruje to na koniecznos$¢ sprawdzenia innych modeli.
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Tabela 2. Wyniki pomiaru stezen albuminy i glicyny metodg UV-VIS
;?Sﬂ?rrs/ Wysokos¢ piku | Srednia wysokos¢ Sgﬁg?/ﬁgj Wysokos¢ piku Srednia
_3 - —3 rr .
[g/ml] [> 1077 piku [g/mi] [>1077] wysokos¢ piku
0 0;0;0 0 0 0;:0:0 0
2 89; 82; 70 0,08033 0,00250 175; 221, 222 0,2060
4 137; 142; 128 0,1357 0,00500 368; 435; 458 0,4203
6 215; 201; 205 0,2070 0,00750 627; 643; 635 0,6350
8 245; 242; 243 0,2433 0,01000 861; 799; 858 0,8393
10 302; 317; 290 0,3030 0,01125 952; 915;961 0,9427
12 335; 325; 327 0,3290 0,01250 |1087;1009; 1015 1,037
14 366; 375; 370 0,3703 0,01375 |1189; 1097; 1180 1,155
16 413; 405; 400 0,4060 0,01500 |1301;1174; 1248 1,241
18 434; 441; 420 0,4317
20 442:; 450; 441 0,4443

wynika a = 83,26; b = 0,002650; t, = 178,4;
y =8326x+ 2,650-107%;

Przedziaty ufnosci

Z danych dla glicyny (Tabela 2),
t, = 0,5724; t(0,95;7) = 2,365. Rownanie ma
55 =4,733-107% 52 = 0,2179; s = 2,144-107°,
wynoszg odpowiednio Aa = 0,5153; Ab = 5,070-107%, co ostatecznie daje réwnanie (12).
Test istotnosci wspotczynnikow wskazat na mozliwo$¢ uproszczenia wspotczynnika b
(tp < t(0,95; 7)), co prowadzi do uzyskania formy (12).

postac:
wspotczynnikow

y = (83,26 £0,5153)x + 2,650 107° + 5,070- 1073 (12)

vy = (83,26 + 0,5153)x (12)
Wspotezynnik r? réwnania (12) wynosi 0,9998. Tym samym r® jest bliski 1, co sugeruje
uzyskanie niemal idealnego réwnania regresyjnego. Jednak, w $wietle aktualnych wymagan
czasopism analitycznych, nawet taka wartos¢ r* nie stanowi wystarczajagcego dowodu na
poprawnos¢ przyjetego modelu. Wymagane jest podanie wynikéw dodatkowych testow
statystycznych, przedstawionych w kolejnych rozdziatach.

W podanym przykladzie wartosci S5, s- is; zostaly obliczone przy pomocy programu
Origin, warto$ci da i Ab, obliczeniowo proste, za pomocg kalkulatora.

4. TEST LACK OF FIT [11, 12]

Jak zostato to wspomniane we wstgpie, wspotczynnik determinacji nie moze jednoznacznie
wskaza¢ czy przyjety model jest odpowiedni. Aby to rozstrzygna¢ nalezy przeprowadzi¢ analize
statystyczng przyjetego modelu. Jednym z testow statystycznych uzywanych do tego celu jest
test Lack of Fit, czyli test stuzacy do wykrycia niedopasowania danych do przyjetego modelu
regresyjnego.

Przedmiotem testu jest model regresyjny
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y; = ax; + b+ Eiji {[xi,}ri}-): i=1,....m j= 1,...,m} dla przypadku, gdy kazdej wartosci x;
odpowiadajg m; = 3 wartosci y (Tabela 2), gdzie n oznacza liczb¢ pomiaréw, a m oznacza ilo$¢
powtorzen pomiaru dla danego X.

Aby model liniowy byl dopasowany do danych, utrzymana musi zosta¢ hipoteza zerowa
Hy: ¥;; = ax; + b. Aby ja sprawdzi¢ nalezy obliczy¢ sume kwadratow bledow modelu petnego
(13) 1 bledow modelu zredukowanego (14), a nastepnie odjac je od siebie (15).

(!

SSEfu:::ZZ[}’U_?E)::ZZ}’%_Z“:‘?E (13)

i=1j=1 i=1 j=1 i=1
n M

SSErari :ZZ[}FU_E}_ME)& (14)
i=1 j=1

Uzyskane w ten sposob wyniki (13), (15) nalezy podzieli¢ przez odpowiadajace im liczby stopni
swobody (16), (17). Uzyskany rezultat to (18) i (19). Koncowym wynikiem obliczen testu jest
warto$¢ For (20).

dfssg,fu:: =m— T (16)
Afgspr =1 — 2 a7
MSE;y, = sk L ; (18)
Af 55, Fur
vsp o SSLF )
dfsser
F B MSLF
LoF — MSEqu (20)

Aby przyja¢ lub odrzuci¢ hipoteze zerowsa, postawiong na poczatku testu, nalezy porownac
obliczong warto$¢ Fior (20) z wartoscig tablicowa F7-(a;dfeez:d fssgpun)- JesSli przy
zalozonym stopniu istotnosci a zachodzi nierowno$¢ Fp r = Ff e, hipoteze liniowosci
Hy: ¥;; = ax; + b nalezy odrzucic.

4.1 TEST LACK OF FIT — PRZYKLAD

Test Lack of Fit wymaga przynajmniej 3 pomiaréw wartosci y dla kazdego X. Same $rednie
warto$ci y nie wystarczaja. Dlatego w przyktadzie zostaty wykorzystane warto$ci nieusrednione
(Tabela 2). Dane te podstawili$my kolejno do wzorow (13), (14), (15); podobnie (16), (17), (18),
(19) oraz (20) otrzymujac wyniki:
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SSE;,,; = 1,22-107%; SSE,_, = 0,02329; S5LF = 0,02207;
Albumina  dfesp ruy = 22; dfegr = 95 MSE;,,; = 5,545-107°; MSLF = 2,452-107%;
F, » = 44721; F%_(0,95;9;22) = 2,420

SSE;y = 0,02663; SSE,; = 0,02764; SSLF = 1,009 - 10~%;
Glicyna dfssir = 75 Afcsg puy = 18; MSE, ;= 1,479-107°; MSLF = 1,441-107%
F,,r = 0,09742; F%.(0,95;7;18) = 2,577

Dla albuminy prawdziwa jest nieréwno$¢ F,r > Fz. Tym samym nalezy odrzucié hipoteze
zerowg o dobrym dopasowaniu modelu liniowego i przyja¢ hipotez¢ alternatywng. Model
liniowy dla danych albuminy wykazuje niedopasowanie.

Odwrotna sytuacja ma miejsce w przypadku danych dla glicyny. Fy.r < Fior, tym samym
nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy zerowej o dopasowaniu modelu liniowego.

5. TEST F-SNEDECOR’A [9, 10]

Test ten zaklada oddzielne wyznaczenie oraz porownanie istotnosci efektu liniowego
I kwadratowego. Efektem liniowym E_ nazywamy tg cze¢$§¢ ogdlnej zmienno$ci zmiennej
zaleznej, ktora jest objasniana przez przyjety model liniowy ¥ = ax + b i wynika z rownania
(21), gdzie ¥ oznacza warto$¢ $rednig catej populacji warto$ci y. Jesli natomiast zastagpimy
model liniowy modelem kwadratowym # = ax® + bx+ ¢, to ta cze$¢ zmiennosci zmiennej
zaleznej objasniana przez ta parabole wynika z niemal identycznego iloczynu (22),
rozszerzonego o dodatkowy czton.

By =r? 3k 0n —5)° (21)
R2 Xy —3)° (22)

Jesli natomiast zastgpimy model liniowy modelem kwadratowym # = ax® 4+ bx + ¢, to ta cze§¢
zmiennos$ci zmiennej zaleznej objasniana przez ta parabol¢ wynika z niemal identycznego
iloczynu (22), rozszerzonego o dodatkowy czton.

Efektem kwadratowym w ogolnej zmienno$ci zmiennej zaleznej jest ta jej czgs$¢, ktora moze
zosta¢ dodatkowo objasniona przez zastgpienie modelu liniowego kwadratowym. Nalezy wigc
od iloczynu (22) odja¢ rownanie (21) otrzymujac wyrazenie (23).

Ey = Rzi(}’i - 7)? _Tzi(}’i -y)?= (Rz _Tz:]i(}’i - 5)° (23)

Test definiuje istotnos¢ efektu jako stosunek tego efektu do wariancji resztowej. Warto$¢ ta
okresla te cze$¢ zmienno$ci zmiennej zaleznej, ktéra pozostanie po odjgciu zmiennosci
thumaczonej przez zmienng zalezng. Mozna ja obliczy¢ poprzez podzielenie sumy kwadratow
odchylen przez liczbe stopni swobody, df =n — (k + 1), gdzie n i k oznaczajg odpowiednio
liczbe zmiennych niezaleznych oraz stopien wielomianu (24). Dla ufatwienia obliczef, wzor (24)
mozna uprosci¢ wstawiajac warto$¢ srednig ¥ uzyskujac osobne wzory dla modelu liniowego
I kwadratowego.
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- Zn:j_[v'_ {;]2
f_., — E - L < L (24)
55 n—k—1
, _A-rIZL0-9? (- R)EE G- )
o= n—k—-1 P o5 T n—k—1 (23)

Majac zdefiniowane pojecia efektow (21), (23) oraz wariancji resztowej (25) mozna uzyskac
koncowy wynik testu w postaci istotnosci efektow.

_ T,E E?:i(}?i - }—,jz

F, = z i (26)
R —+) ¥ (v. — 7)°
F, = ( JZ;_le ¥) @7)
5.0

Pozostaje teraz poréwnanie otrzymanych istotnosci (26), (27) z warto$ciami tablicowymi
F*# (z; 1;m — k — 1) dla danego poziomu istotnosci a. Jesli istotno$¢ danego efektu ma wartosé
mniejsza od wartosci tablicowej, nalezy uzna¢ brak istotnosci danego efektu. W przypadku
warto$ci wigkszych od tablicowych, im wartosé F jest wicksza od F* tym istotniejszy jest dany
efekt, najlepiej o jeden lub kilka rzedow wielkosci.

Test ten dopuszcza mozliwos¢ pozytywnego wyniku dla wszystkich badanych modeli
krzywej wzorcowej. W przeciwienstwie do pozostalych testow, dajacych odpowiedz
zero-jedynkowa, wyniki klasycznego testu F pozwalajg na ilo§ciowa ocen¢ wkladu kazdego
z modeli w opis danych. Dlatego, mimo swojej niejednoznacznosci, jest on przydatny, w ocenie
modeli regresyjnych.

5.1 TEST F-SNEDECOR’A — PRZYKLAD

Klasyczny test F-Snedecor’a nie wymaga wielokrotnych pomiaréw dla jednej zmiennej
niezaleznej. Co wigcej, w przypadku danych wielokrotnych nalezy dane te usrednic.
Dla usrednionych danych z Tabeli 2, korzystajac z programu Origin, wyznaczono réwnania
modeli liniowej i kwadratowej zaleznosci regresyjnej dla danych albuminy oraz ich
wspotczynniki determinacji.

Najpierw obliczono efekty liniowy i kwadratowy oraz wariancje resztowa dla obu modeli.
Nastepnie obliczono istotnosci obu efektow.

E, =0,2139 E;=6,994-107% s}, =8,173-107%; 57 , =4,520-107°
F, =2,617-10% F, =1,547-10% F] =5,117; F;, = 5,318

Zachodzi nieréwnosé F, = F;". Wartos¢ istotnoéci efektu liniowego przekracza wartosé
tablicowa o 2 rzedy wartosci. Wskazuje to na duzg istotno$¢ tego efektu i mogloby by¢ podstawa
do zaakceptowania modelu liniowego. Jednak warto$¢ istotnosci efektu kwadratowego Fj jest
réwniez wyzsza od wartosci tablicowej F; o dwa rzgdy wielkosci. Stad wniosek, ze efekt

kwadratowy ma rownie istotny wklad i nie mozna go poming¢. Przedstawiona sytuacja jest
przypadkiem, gdzie otrzymuje si¢ wyniki pozytywne dla obu efektow.
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0,5 4 ) .
y, =0,004950 + 0,03632x - 7,137 107x" P
0] T =0.9984
| y,=0.04778 +0,02205x
2031, .
o | 1509667 -
g
=
S 0,21
e
<
e Pomiary st¢zenia albuminy
0,1 4 .
— Kwadratowy model regresyjny; y,
----- Liniowy model regresyjny; y,
0,04
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Rys. 4. Wyznaczone modele regresyjne dla danych albuminy w programie Origin. Badanie istotnosci
wspolczynnikéw podanych réwnan wykazalo mozliwo§¢ pominigcia wyrazu wolnego réwnania y;.
t. = 0,9649 < £(0,95; 8) = 2,306. Badanie istotnosci wspotczynnikow réwnania y, wykazalo brak mozliwosci
pominiecia kazdego z wyrazow tego rOwnania.

Nastepnie wykonano identyczne czynnosci dla danych glicyny (Tablica 2). Program Origin
przedstawil nastepujace zaleznosci regresyjne:

1,4+ )
y, =-0,003190 + 85,98x - 178,9x" d
1,2
I’ =0,9999
1,04
s y, = 0,00265 + 83,26x
‘5 0,84 N
§ r,=0,9998
5 0,6-
& ]
< 04
] e Pomiar stezenia glicyny
0.2 ] —— Kwadratowy model regresyjny; y,
I P —— Liniowy model regresyjny; y,
0,0

0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016
Stezenie [ug/ml]

Rys. 5. Wyznaczone modele regresyjne dla danych glicyny w programie Origin. Badanie istotno$ci wspotczynnikow
podanych réwnan yl i y2 wykazalo mozliwo§¢ pominigcia wyrazu wolnego w kazdym z nich.
ty = 0,5724 < £(0,95;7) = 2,363; t. = 0.6146 = t(0,95; 6) = 2,447

Obliczenia dla danych glicyny przeprowadzone zostaty tak samo jak dla danych albuminy.
Ponizej zostaty przedstawione wyniki obliczen.
E,=1,505E,=1,137-107% s}, =4,8-107°; 55, =3,71-10°°
F, =3,13-10% F, = 3,07; F] = 5,591; F; = 5,987
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Istotnos¢ efektu liniowego F, przekracza warto$é tablicowa F;° o 4 rzedy wielkosci
co wskazuje bardzo silnie na korzy$s¢ modelu liniowego. Dodatkowo istotno$¢ efektu
kwadratowego F, jest mniejsza od warto$ci tablicowej FJ. Co wigcej, jest bliska zeru. Taki
wynik stanowi podstawe¢ odrzucenia istotnosci efektu kwadratowego i przyjecia liniowego
modelu krzywej regresyjnej.

6. MODYFIKACJA TESTU F-SNEDECOR’A WG IUPAC ORAZ WG MANDEL’A

Chcac zmodyfikowa¢ powyzszy test tak, aby wykluczy¢ mozliwo$¢ zaistnienia
niejednoznacznego wyniku, Miedzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC)
przyjeta zmodyfikowana wersj¢ testu F-Snedecor’a opartg jedynie o wariancje resztowe modelu
liniowego i kwadratowego [13]. Test ten sprawdza czy wariancja objasniana przez model
kwadratowy jest wicksza niz ta objasniana przez model liniowy. Test obejmuje postawienie
hipotezy zerowej Ho: ,,Wariancja objasniana przez model kwadratowy nie rozni si¢ od tej
objasnianej przez model liniowy”. Tym samym zaklada ona ze model kwadratowy nie jest
znaczacy. Rownanie testu ma postac:

Frupac = :— (28)

Zmodyfikowany test zaklada poréwnanie otrzymanej wartos$ci (28) z warto$cig tablicowa
Fiypac (@:1;m — 3). Jesli jest ona wicksza od wartosci tablicowej, to nalezy odrzucié hipoteze
zerowa na rzecz hipotezy alternatywnej: ,, Wariancja objasniana przez parabole jest wigeksza od
wariancji  modelu liniowego”. Wynik taki sugerowalby konieczno$¢ uzycia modelu
kwadratowego.

Test ten jest testem prostym 1 tatwym do zrozumienia. Nie uwzglednia jednak wplywu stopni
swobody, co moze stawia¢ pod znakiem zapytania jego przydatnos¢ w wigkszosci analiz, gdzie
ilos¢ punktow kalibracyjnych jest stosunkowo niewielka. Z tego powodu w 1964 roku chemik
i statystyk J. Mandel zaproponowat udoskonalong wersje testu.

W przeciwienstwie do IUPAC, Mandel zdefiniowat test nie jako rdéznice¢ wariancji resztowych
obu modeli, a jako roznicg sum kwadratow dopasowania liniowego i kwadratowego,
podzielonych przez odpowiednig liczbe stopni swobody [14].

F 55; —55'@ 1 55, —SSQ SS=df "
] = . 3 = 3 ; = . Ef: 29
" (n—2)—(n—23) Sio S5 ? (29)

Wzor (29) po przeksztalceniu mozna doprowadzi¢ do postaci zblizonej do réwnania testu
Fiupac:

_ Afi 5. —dfg "Sie

52
Vi

Fu

(30)

Jak wida¢ zasadnicza roznicag pomiedzy podejsciem IUPAC, a podejsciem Mandel’a jest
uwzglednienie w te$cie stopni swobody kazdego z badanych modeli. Przektada si¢ to na
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doktadniejszy wynik testu, zwlaszcza przy mniejszej ilosci danych, gdzie réznice pomiedzy
testami sg najbardziej widoczne.

Test Mandel’a, tak jak modyfikacja [UPAC, porownuje wynik testu do tej samej wartosci
tablicowej Fypar = Fuf (a@; 1; 1 — 3) oraz posiada taki sam warunek przyjecia badz odrzucenia
hipotezy zerowej. Jednak z powodu zastosowania w réwnaniu stopni swobody zdarza sig, ze
wynik testu Mandel’a r6zni si¢ na tyle od wyniku testu [UPAC aby po przyréwnaniu do tej
samej wartos$ci tablicowej dawac przeciwny wniosek niz test Fiypac. W takiej sytuacji warto
przyja¢ wynik testu Mandel’a jako testu doktadniejszego.

6.1 MODYFIKACJA WG IUPAC ORAZ MANDEL’A — PRZYKLAD

Aby pokaza¢ dziatanie testu Fjypac wykonaliSmy analiz¢ danych z pomiarow stgzenia
albuminy 1 glicyny metodg UV-VIS (Tabela 2). Wyniki poszczegolnych etapow obliczen
przedstawiono ponize;.

Albumina 53, =817 -107% s, = 4,54 107%; Fyyp,c = 17,075; Fiypsc = 5,318

'\-':l

Glicyna 53, =480-107% 53, =3,71- 107%; Fyyp,c = 0,2951; Fjyp.c = 5,987

Dla danych albuminy mozna zauwazy¢, ze warto$¢ Fyypa- jest wyzsza niz odpowiadajaca jej
warto$¢ krytyczna. Wskazuje to na konieczno$¢ uzycia modelu kwadratowego. Z kolei wartos¢
uzyskana z testu dla danych glicyny nie przekracza odpowiadajacej jej wartosci krytycznej.
Sugerowatoby to wuzycie liniowego modelu regresyjnego. Wiedzac, ze z powodu
nieuwzglednienia stopni swobody przez test, moze on dawaé bigdne konkluzje dla niektorych
zestawow danych [15], dla potwierdzenia wynikéw wykonano test Mandel’a.

2 _ LN 22 — L1078 AF = Q. AF — 8.
Sj*,L—SJi? 10 ,si[?—4154 10 ,de—g,de—B,

Albumina "
F,, = 154,673; F;, = 5,318

55 =480-107% 53, =3,71-107% df, = 7; df, =6
Glicyna
F,, = 3,066; F;, = 5,987

Test Mandel’a potwierdzit wyniki poprzedniego testu dla obu zestawow danych. Co wigce;,
w przypadku danych albuminy, wynik testu o wiele bardziej przekracza warto$¢ krytyczng niz
w przypadku testu F-IUPAC. Jest to ostateczne potwierdzenie koniecznos$ci uzycia
kwadratowego modelu regresyjnego dla danych albuminy. Z kolei dla danych glicyny uzyskano
zblizony wynik jak w poprzednim teScie, potwierdzajac tym samym konieczno$¢ uzycia
liniowego modelu regresyjnego.

7. PODSUMOWANIE

Wiyniki przeprowadzonych testow statystycznych zostaly zebrane w tabeli 3.
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Tabela 3. Wyniki przeprowadzonych testow statystycznych

Test Albumina Glicyna
Lack of Fit Model liniowy niedopasowany Model liniowy dopasowany
e e R T
F-ITUPAC Model kwadratowy Model liniowy
F-Mandel’a Model kwadratowy Model liniowy

Majac zestawione ze sobg wyniki testow statystycznych, mozna tatwo zauwazy¢, ze dane
glicyny wykazujg catkowitg liniowos¢. Widoczne jest to na Rys. 5, gdzie wyznaczone krzywe
modelowe zachodza na siebie do tego stopnia, ze sg niemozliwe do odréznienia. W przypadku
danych glicyny mozna z czystym sercem korzysta¢ z liniowego modelu krzywej regresyjnej do
obliczania st¢zenia badanej substancji o ile dane pomiarowe znajdujg si¢ w zakresie danych
kalibracyjnych. Uzycie modelu kwadratowego nie wniostoby zadnej poprawy, a nawet mogloby
narobi¢ problemow w przypadku ekstrapolacji poza zakres danych kalibracyjnych.

Dane albuminy nie dajg juz tak jednomyslnego wyniku testow. Test F-Snedecor’a wykazat
réwny udzial obu efektéw w opisie danych. Jednakze pozostate testy statystyczne jednoznacznie
wskazaty konieczno$¢ zastosowania modelu kwadratowego. Jest to wystarczajacy wynik aby
przyjac ten model regresyjny.

Cho¢ w przypadku danych albuminy testy F-ITUPAC i F-Mandel’a daty identyczna konkluzje,
warto zwroci¢ jednak uwage na rdznice liczbowa w otrzymanych wynikach. Dla tego samego
zestawu danych warto$¢ testu F-Mandel’a okazala si¢ znacznie wyzsza. Pokazuje to jak duzy
udzial w ostatecznym wyniku ma uwzglednienie stopni swobody. Dlatego tez w sytuacjach
kiedy, z powodu matej ilosci danych pomiarowych, testy daja sprzeczne wyniki, nalezy przyjaé
konkluzje ptynaca z testu F-Mandel’a. Wynik taki sugeruje rowniez konieczno$¢ powtorzenia
pomiarow dla wigkszej ilosci punktow.

W konkluzji mozna stwierdzi¢, Ze wszystkie zaprezentowane testy statystyczne sa
przydatnym, a nawet koniecznym krokiem w procesie wyznaczania krzywych wzorcowych.
Dodatkowo prowadza do powstawania lepszych i doktadniejszych procedur badawczych niejako
wymuszajac na naukowcach poswigcanie wigkszej uwagi planowaniu swych eksperymentow.
Ocena przydatnosci modeli regresyjnych do opisu danych kalibracyjnych powinna by¢ oparta
przynajmniej na kilku testach statystycznych zamiast na jednym wyniku wspotczynnika
determinacji, co pozwala lepiej zobrazowac sytuacje 1 unikng¢ powaznych btedow.

Wszystkie omawiane testy statystyczne moga by¢ w latwy sposob przeprowadzone przy
uzyciu zwyktego arkusza kalkulacyjnego, a nawet za pomocg kalkulatora. Dlatego tez wszystkie
z zaprezentowanych testow statystycznych sga latwo dostepne dla kazdego i powinny byc
stosowane w kazdym przypadku kiedy zachodzi konieczno$¢ wyznaczenia krzywej wzorcowe.

Omawiane testy statystyczne zostaly opracowane w postaci jednego pliku arkusza
kalkulacyjnego gotowego do uzycia 1 sg dostepne dla zainteresowanych pod adresem
lightcode@derpymail.org.
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1. WSTEP

Na poczatku ubiegtego wieku Carothers [1] wykazal, Ze polimery usieciowane otrzymuje si¢
podczas polimeryzacji monomeréw wielofunkcyjnych. Badania modelowe uktadow
polimeryzujacych rozpoczat Flory [2, 3] 1 w poczatkowych latach rozwoju nauki o polimerach
kontynuowat Stockmayer [4, 5]. Wykorzystane przez nich, poczatkowo tylko, techniki
statystyczne pozwolity prognozowa¢ zmiany podstawowych parametrow molekularnych
typowych uktadéw polimeryzacyjnych prowadzac do sformutowania tzw. ogolnej teorii
polimeryzacji zwanej tez teorig Flory’ego-Stockmayera. Fundamentalne postepy w rozwoju
teorii polimeryzacji dokonali pdzniej m.in. Gordon [6], Dusek [7], Kuchanov [8], Galina [9].
Wraz z rozwojem technik komputerowych rozpoczeto opracowywac techniki symulacji
komputerowych proceséw polimeryzacji. Najwiekszy wptyw na rozwoj teorii perkolacji, ktora to
metoda symulacyjna byla na poczatku najczes$ciej wykorzystywana, wywarly prace Stauffera
[10]. Modele bezkratowe polimeryzacji spopularyzowaty prace Duska [11] i Eichingera [12].
Cecha wspodlng wezesnych modeli byto to, ze w wigkszosci pozwalaty one wyznaczaé parametry
zwigzane z topografia makroczasteczek uktadu nie pozwalajac na uwzglednianie dynamiki
reagujacych uktadow.

Nowe spojrzenie na sposéb modelowania procesoOw polimeryzacji z wykorzystaniem
komputeréw rozpoczat Pakuta [13], ktory opracowat techniki pozwalajace bada¢ wpltyw dyfuzji
sktadnikow uktadu na przebieg polimeryzacji zar6wno w uktadach gestych jak i w rozpuszczalniku.

W niniejszej pracy wykorzystywane byty techniki symulowania procesu polimeryzacji na
bazie modeli bezkratowych opracowane wczesniej przez jednego ze wspoOtautorow [14].
Uzyskane w wyniku symulacji komputerowych [15] wyniki polimeryzacji typu A; + B,
proceséw wieloetapowych okazatly si¢ na tyle ciekawe, aby podja¢ probe zweryfikowania ich
w rzeczywistym eksperymencie. Badania te wykazaly, ze mozliwa jest zmiana mechanizmu
procesu polimeryzacji tylko poprzez zmiang sposobu dozowania monomeréw do uktadu
reakcyjnego. Zaobserwowana zmiana mechanizmu procesu charakteryzuje si¢ przej$ciem
z uktadu niezelujacego do uktadu podlegajacemu zelowaniu. Z punktu widzenia budowy
czasteczek jest to zmiana z uktadow (hiper)rozgatezionych do sieci polimerowych.

Aby sprawdzi¢, czy uzyskane w wyniku badan symulacyjnych wyniki ukladéw
wieloetapowych sprawdzajg si¢ w przypadku uktadow rzeczywistych nalezato znalez¢ taki uktad



86 A. RYCZEK, J. B. LECHOWICZ

rzeczywisty, mozliwie najprostszy, ktory odpowiadatby ukladowi wczesniej badanemu
z wykorzystaniem technik symulacyjnych.

2. TEORIA

W badaniach modelowych nie zajmowano si¢ poczatkowo konkretnym rzeczywistym
uktadem reakcyjnym, tj. nie precyzowano konkretnych surowcoéw. Uklad reakcyjny traktowany
byt jako graf molekularny a jego skladnikami byly monomery. Krawedziami grafu byly
powstajace wigzania pomigdzy wierzchotkami (merami) tworzac subgrafy (czasteczki).
W odniesieniu do aktualnie badanego rzeczywistego uktadu reakcyjnego czasteczki monomerow
mozna symbolicznie przedstawi¢ w tabeli 1.

Tabela 1. Schematyczne i symboliczne przedstawienie reagujacych sktadnikéw uktadu

Nazwa Zapis schematyczny Zapis symboliczny

/o
Kwas nitrylotrioctowy N OH q
0
:<7 \7\0
OH HO
Hydrochinon HOO OH —o—

Podczas analizy przebiegu reakcji wykorzystano typowe zatozenia charakterystyczne dla
modeli tego typu:

- reaktywno$¢ grup funkcyjnych nie zalezy od wielkos$ci czasteczek (postulat Flory’ego),
- reaktywno$¢ grup funkcyjnych zalezy od stanu przereagowania meru (efekt podstawienia
tzw. pierwsze] powtoki).

Reakcje elementarne, ktore zachodza w procesie opisujg przemiany grup funkcyjnych
przynaleznych do meréw o réznych stopniach przereagowania. Takich typow reakcji dla
badanego uktadu reakcyjnego mozna wyrdzni¢ 6. Przedstawiono je w tabeli 2. Wykorzystano
zatozenie Flory’ego, ze reaktywnos¢ grup funkcyjnych nie zalezy od wielko$ci czasteczki.
Niereaktywny fragment czasteczki (w zasadzie o dowolnej wielkosci) przedstawiono w tabeli
graficznie jako zygzak.

Kazda z reakcji charakteryzuje si¢ okre$long stata kinetycznag, tzw. elementarng stalg
kinetyczng. Warto$ci tych stalych nie sa tozsame z typowymi statymi kinetycznymi
uzyskiwanymi podczas analizy uktadéw rzeczywistych. W laboratorium mierzy si¢ bowiem
zmiany stezen okre§lonych czasteczek a nie ich fragmentow. Nie jest to oczywiScie niemozliwe.
Zmiany udzialow konkretnych fragmentéw czasteczek ukladu mozna proébowaé mierzyc
technikami magnetycznego rezonansu jadrowego. Mozna tez dopasowywac uzyskane dane
doswiadczalne do wynikéw symulacji uzyskanych dla réznych wartosci statych kinetycznych.
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Doktadno$¢ stosowanych metod jest jednak niezadowalajgca. Same wartosci elementarnych
stalych kinetycznych w/w reakcji wykorzystywanych w symulacjach komputerowych nie sg
zwykle znane dla konkretnych proceséw rzeczywistych. Nie sg one wyznaczane ani tablicowane
gdyz nie znajdujg zastosowan poza badaniami modelowymi. Porownanie badan symulacyjnych
z eksperymentalnymi wymaga najczesciej przygotowania tychze eksperymentéw tak aby
pozwolily mierzy¢ parametry generowane w symulacjach.

Tabela 2. Wykaz reakcji elementarnych
Mer z reagujaca grupg A Mer z reagujaca grupa B Produkt

R
; ¢ 6 6

e elt
222999
b

Mimo staran poréwnanie danych symulacyjnych i uktadow rzeczywistych prowadzi zwykle
do znacznych rozbiezno$ci pomiedzy uzyskanymi wynikami. Z tego powodu w poszukiwaniu
uktadow rzeczywistych do konfrontacji wynikow symulacyjnych dazy si¢ do wyboru mozliwie
najprostszych substratow, szczegolnie takich, w ktorych nie obserwuje si¢ efektu podstawienia,
efekt ten jest niewielki, badZ ograniczony do pojedynczej grupy funkcyjnej. W niniejszej pracy
starano si¢ zbada¢ przydatno$¢ uktadu reakcyjnego ztozonego z kwasu nitrylotrioctowego
(NTA) 1 hydrochinonu (HCh). W wybranym uktadzie reakcyjnym podejrzewa si¢, ze grupy
karboksylowe w NTA nie powinny mie¢ rdznej reaktywnos$ci w zaleznosci od miejsca
przylaczenia w czasteczce. Inaczej jest przy grupach hydroksylowych hydrochinonu. Tu efekt
podstawienia moze by¢ widoczny. Ze wzgledu na symetryczno$¢ hydrochinonu obie grupy
hydroksylowe sa jednakowo reaktywne. Przereagowanie jednaj z grup powodowac bedzie
prawdopodobnie zmniejszenie reaktywnos$ci pozostatej grupy funkcyjne;.

3. WYNIKI BADAN SYMULACYJNYCH

W badaniach symulacyjnych generowano uktad reakcyjny ztozony sumarycznie z 2000000
czasteczek monomerdw zmieniajac stosunek pomiedzy monomerami Az i B,. Na obecnym,
wstepnym etapie badan, nie uwzgledniano efektu podstawienia grup funkcyjnych. Na rysunku 1
przedstawiono zmiany wagowo-srednich cigzarow czasteczkowych, M,, Wraz z postgpem
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procesu, p, uzyskanych podczas symulacji ukladow o roznym sktadzie. Jako stopien
przereagowania uktadu wybrano udzial przereagowanych grup funkcyjnych typu B (grup
funkcyjnych —OH), ps. Do analiz wybrano uklady reakcyjne o skladzie bliskim
stechiometrycznego. Polimeryzacja takich uktadéw prowadzi do powstawania sieci
polimerowych, tj. zelowania ale tuz przed osiggnig¢ciem stanu usieciowania czasteczki polimeru
charakteryzuja si¢ duzym stopniem rozgal¢zienia (polimer hiperrozgalezione). Na wykresie
zalezno$ci My, od pg widaé¢ zelowanie charakteryzowane punktem przegigcia krzywej.

1e+008

Stosunek Az : B,

1: 2
1e+007 [ 1: 15
1:1,25
1: 1
1,25:1
1e+006 [ 1,5 :1

<

¥ { x 0O

100000 [

10000 [

1000 |

Wagowo srednia masa czasteczkowa, M,

100

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Stopien przereagowania grupy B (-OH), pg

Rys. 1. Zmiany udziatow poszczegbdlnych typoéw merow A (mer odpowiednio z 0, 1, 2, 3 — przereagowanymi
grupami A). Uktad reakcyjny A3 : B, =1,5:1

W uktadach reakcyjnych, w ktérych grupy funkcyjne B sa3 w nadmiarze (np. o stosunku
molowym A3:B; = 1:2) powstajace (makro)czasteczki zakonczone sg tymi grupami funkcyjnymi.
Pozostaje tez sporo nieprzereagowanego monomeru Bj. Nie osiaga sie tu catkowitego stopnia
przereagowania grup funkcyjnych B z powodu wyczerpania zdolnych do reakcji grup A.
Zelowanie nastepuje dla mniejszych warto$ci stopnia przereagowania niz dla uktadu
0 stechiometrycznym sktadzie (A3 : B, =1:1,5).

Inaczej jest przy rozpatrywaniu uktadow posiadajacych nadmiar grup funkcyjnych typu A.
Niedomiar grup funkcyjnych typu B powoduje relatywne op6znienie zelowania uktadu. Wartosci
stopnia przereagowania, pg, przy ktorym nastepuje zelowanie uktadu ulegaja zwickszeniu a przy
stosunku molowym reagentow Az : B, = 1,5 : 1 uklad nie Zeluje a warto$¢ koncowa $redniego
cigzaru czasteczkowego polimeru zmniejsza sig.

Na rys. 2 przedstawiono zmiany udziatow poszczegdlnych typoéw merow pochodzacych od
monomeru Az wraz z przebiegiem procesu uzyskane podczas polimeryzacji uktadu o sktadzie
stechiometrycznym. Mozna zaobserwowac, ze nawet po punkcie zelowania charakteryzowanym
warto$cig stopnia przereagowania ukladu, pa = ps = 0,71 nie obserwuje si¢ zadnych
gwattownych zmian udziatéw meréw konkretnych typow. Oznacza to, ze zaraz po utworzeniu
sieci polimerowej liczba wigzan sieciujgcych uktad jest jeszcze stosunkowo niewielka.
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Rys. 2. Zmiany udziatow poszczegbdlnych typéw merow A (mer odpowiednio z 0, 1, 2, 3 — przereagowanymi
grupami A). Uktad reakcyjny A3: B, =1:1,5

Analiza wartosci wigkszosci parametrow molekularnych po punkcie Zelowania jest
praktycznie nieosiggalna w przypadku ukladdéw rzeczywistych. Dla symulacji komputerowych
nie jest to problemem. Aby poréwnaé dane uzyskane z eksperymentu z doswiadczeniem nalezy
wiec albo analizowa¢ uklady przed punktem zelowania badz wybra¢ uklady niezelujace.
W zaleznosci od sktadu ukltadu moga to by¢ uklady liniowe, rozgatezione badz
hiperrozgalezione.

Udziat poszczegolnych typdw meréw A

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Stopien przereagowania grup B’ Pg

Rys. 3. Zmiany udzialdéw poszczegdlnych typéw meréw A (mer odpowiednio z 0, 1, 2, 3 — przereagowanymi
grupami A). Uktad reakcyjny A3 : B, =15:1
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Na rys. 3 przedstawiono analogiczne zaleznosci jak na rys. 2, ale dla ukladu
0 niestechiometrycznym stosunku Az : B, =1,5: 1.

Uktad zawierajacy znaczacy niedomiar grup funkcyjnych typu B nie zeluje. Udziat merow
catkowicie przereagowanych typu A w takim ukladzie do samego konca procesu pozostaje
niewielki. Wida¢ tez wyraznie pozostajacy w uktadzie nieprzereagowany monomer As.

Na rys. 4 przedstawiono zmiany liczb czasteczek o kolejnych stopniach polimeryzacji
uzyskanych po przeprowadzeniu procesu polimeryzacji do stopnia przereagowania pg= 0,3, 0,7,
0,9. Uzyskane zalezno$ci $wiadcza o duzej liczbie pozostajacych w uktadzie reakcyjnym
czasteczek o najmniejszych cigzarach czasteczkowych nawet dla znacznego stopnia
przereagowania uktadu reakcyjnego.

1le+007 T

pg=03 ¢
S 0,7

1e+006 f 09 o

)3

100000 §
10000 f
1000 |

100 f

Liczba czasteczek o stopniu polimeryzacji n
H
o

0 20 40 60 80 100
Stopien polimeryzacji czgsteczki, n

Rys. 4. Zmiany liczb czasteczek o réznych stopniach polimeryzacji wyznaczone dla réznych stopni przereagowania
grup funkcyjnych A uktadu reakcyjnego. Stosunek substratow Az :B,=15:1

W trakcie wyodrgbniania polimeru z mieszaniny reakcyjnej najmniejsze czasteczki moga ulec
usunieciu z uktadu reakcyjnego, chociazby wymyciu woda wykorzystywang do wytracania
polimeru. Stad przy poréwnaniu wielu parametréw molekularnych uzyskanego polimeru (np.
cigzaroOw czasteczkowych, liczb: kwasowych 1 hydroksylowych) beda obserwowanie znaczace
odchylenia.

Na rys. 5 przedstawiono zmiany liczb czgsteczek o niewielkich stopniach polimeryzacji dla
uktadu niestechiometrycznego Az : B, = 1,5 : 1. Jak wida¢ do stosunkowo duzej warto$ci stopnia
przereagowania ukladu obserwuje si¢ znaczace iloSci oligomerow o matym stopniu
polimeryzacji. Udzial oligomerow konczacych si¢ grupami B pozostaje znaczacy po
zakonczeniu polimeryzacji (np. trimer: NTA-HCh-NTA). Potwierdza to zachowanie si¢ uktadu
reakcyjnego obserwowane na rys. 1 — uzyskanie niewielkich srednich cigzarow czasteczkowych
produktu.
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Rys. 5. Zmiany liczb poczatkowych oligomerow w ukladzie reakcyjnym. Sktad uktadu: A3 :B,=15:1
4. CZESC DOSWIADCZALNA
4.1 ODCZYNNIKI

Kwas nitrylotrioctowy (NTA, 95%, AppliChem), hydrochinon (HCh, 98%, Fluka),
N,N’-diizopropylokarbodiimid (DIC, >99%, Merck), N,N-dimetyloformamid (DMF, cz.d.a.,
CHEMPUR) imetanol (cz.d.a., CHEMPUR) uzyto bez wczeSniejszego oczyszczania.
4-toluenosulfonian 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyniowy (DPTS) otrzymano zgodnie z opisem
przedstawionym w publikacji [16].

4.2 NISKOTEMPERATUROWA POLIKONDENSACJA KWASU NITRYLOTRIOCTOWEGO
| HYDROCHINONU

Hiperrozgalezione aromatyczno-alifatyczne poliestry otrzymano metodg niskotemperaturowej
polikondensacji. W tym celu zmontowano zestaw skladajacy sie z kolby trojszyjnej o poj.
100 cm?, chtodnicy powietrznej zakonczonej rurkg wypekniong srodkiem suszagcym (bezwodny
siarczan magnezu), termometru, ukladu doprowadzajacego argon i mieszadla magnetycznego.
Do kolby wprowadzono 1 g kwasu nitrylotrioctowego (monomer As) oraz 10 cm® N,N-dimetylo-
formamidu 1 przy ciagglym mieszaniu, w atmosferze powietrza, ogrzewano ja do temp. 105°C
w celu rozpuszczenia NTA. Po ochtodzeniu mieszaniny wkroplono, za pomoca wkraplacza
0 pojemnosci 50 cm’, wczesniej rozpuszczony w10 cm® DMF 4-toluenosulfonian 4-(N,N-
dimetyloamino)pirydyniowy DPTS (0,462 g) oraz hydrochinon (monomer B,). Uzyte do reakcji
ilosci hydrochinonu zamieszczono w tabeli 3. Po wprowadzeniu w/w substratow podtaczono
argon 1 odpowietrzono uktad reakcyjny, po czym rozpoczegto wkraplanie 3,16 cm® N,N’-diizo-
propylokarbodimidu. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez okreslony czas, bez
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dostgpu powietrza, ciggle mieszajac. Podczas procesu, wytrgcat si¢ produkt uboczny —
N,N’-diizopropylomocznik (DPU) w postaci biatego, krystalicznego osadu, ktéry odsaczono na
lejku Biichnera. Otrzymany przesgcz wkroplono, filtrujac go jednoczesnie przez filtr
chromatograficzny o $rednicy 0,45 um, do zlewki z zimna woda (ok. 70 cm®), energicznie
mieszajac w celu wyodrebnienia polimeru. Zlewke z produktem pozostawiono na dobe
w lodowce. Po uptywie tego czasu polimer odsaczono na lejku Biichnera, przemyto kilkakrotnie
matymi porcjami lodowatej wody (tacznie ok. 300cm®) i umieszczono w suszarce, w temp. 50°C,
do catkowitego osuszenia.

Zastosowano nastgpujace proporcje reagentow:

* hydrochinon — nHCh:nNTA = 1:1; 2:3; 1:1,25; 3:2; 2:1; 3:1; 2,5:1; 2,75:1,

« DPTS-0,1 molanalmol grup -COOH,

« DIC -1,3 molana 1 mol grup -COOH,

«  DMF-20ml/1gNTA.

Tabela 3. Ilo$ci hydrochinonu uzyte w poszczegdlnych syntezach
nA; : nB, 1:1 3:2 1,25:1 2:3 1:2 1:3 1:2,5 1:2,75
m HCh [g] 0,576 0,384 0,461 0,864 1,152 1,728 1,440 1,584

4.3 CHARAKTERYSTYKA OTRZYMANYCH HIPERROZGALEZIONYCH POLIESTROW

Stopien przereagowania grup karboksylowych oraz liczb¢ kwasowa oznaczono poprzez
miareczkowanie probki mieszaniny reakcyjnej za pomocg 0,1 M r-ru KOH w etanolu wobec
biekitu bromotymolowego jako wskaznika.

Widma *H-NMR monomeréw jak i uzyskanych produktéw wykonano przy uzyciu aparatu
'H-NMR BrukerAvance Il. Jako rozpuszczalnik zastosowano DMSO-dg, a jako wzorzec
zewngtrzny tetrametylosilan.

Widma absorpcyjne w podczerwieni HCh, NTA 1 produktéw wykonano przy uzyciu
spektrometru FT-IR Nicolet 8700. Probki do badan przygotowywano poprzez roztarcie 2 mg
badanego materiatu z 200 mg KBr, a nastepnie ich sprasowaniu w tabletke.

Analize sktadu 1 struktury hiperrozgatezionych poliestréw wykonano stosujac metode
laserowej desorpcji/jonizacji wspomaganej matrycag (MALDI) potaczona z pomiarem czasu
przelotu (TOF) przy uzyciu spektrometru firmy Bruker model AutoflexSpeed. Pomiary
przeprowadzono rejestrujac jony dodatnie w trybie z reflektronem wytworzone za pomoca
impulsow lasera SmartBeam II o dhugosci fali 352 nm, mocy okoto 70-100 pJ i czgstotliwosci
1000 Hz. Zastosowano deflekcje jonéw ponizej m/z=70. Stosujac metode przesuwu ptytki typu
random walk otrzymano widma bgdace wynikiem zsumowania po 10 tys. strzatéw lasera. Dane
przetworzono i analizowano za pomocg programu FlexAnalysis 3.3. Matryce przygotowano
poprzez rozpuszczenie 10 mg kwasu 2,5-dihydroksybenzoesowego w 1 cm® 0,2% r-ru kwasu
trifluorooctowego w acetonitrylu. Tak przygotowany roztwér w ilosci 0,3 pl naniesiono na
stalowa ptytke, wysuszono, a nastepnie na suchg matryc¢ natozono taka samg ilo$¢ roztworu
analizowanej probki w rozpuszczalniku jakim byl DMF. Czynnosci te powtorzono trzykrotnie.
Przygotowane probki analizowano w zakresie 80-2000 Da. Przed wykonaniem pomiaréw
przeprowadzono kalibracj¢ zewngtrzng z wykorzystaniem wzorca peptydowego Brukerpeptide
standard oraz adduktow ztota Au;—Aug wykonujac 7-8 punktow m/z.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

W pracy opisano synteze¢ hiperrozgatezionych aromatyczno—alifatycznych poliestrow metoda
niskotemperaturowej polikondensacji kwasu nitrylotrioctowego (monomer Ags) i hydrochinonu
(monomer B,). Reakcje prowadzono w rozpuszczalniku jakim byt N,N—dimetyloformamid,
w obecnosci N,N’—diizopropylokarbodiimidu (DIC) i p-toluenosulfonianu 4—(N,N—dimetylo-
amino)pirydyniowego (DPTS). DIC petil w reakcji funkcje zaré6wno aktywatora grup
karboksylowych, jak i substancji wigzacej wode. DPTS byl natomiast katalizatorem reakcji.
W trakcie syntezy wytracal si¢, w postaci bialego, krystalicznego osadu, matoczasteczkowy
produkt uboczny N,N’-diizopropylomocznik (DPU). Reakcje prowadzono w temperaturze
pokojowej przez okreslony czas (tabela 4). Podczas reakcji niektore reagenty podlegaty
zelowaniu, stad w kolejnej syntezie uktadow o takich samych sktadach reakcje konczono pot
godziny przed wczesniej wyznaczonym czasem zelowania, aby wyodrgbni¢ polimer
nieusieciowany. Przyktad zachodzacej w uktadzie reakcji przedstawiono ponizej (schemat 1).

Hooe +DPTS

ﬁ + DIC
HO OH + N COOH
r ~" -DPU

COOH

OH

OH
0\ 0 ;40

/( o) /@/0\/\7\1
SatiRe

Fa Y ©

By .,

OH

Schemat 1. Reakcja polikondensacji kwasu nitrylotrioctowego i hydrochinonu

Wyniki analiz chemicznych uzyskanych polimerow zamieszczono w ponizszej tabeli
(tabela 4) i poréwnano do uzyskanych wynikow z symulacji komputerowych.
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Tabela 4. Wyniki analiz chemicznych otrzymanych polimerow i symulacji komputerowych

eksperyment symulacje
N As N Bz | czas reakcji LK Wydajnosé | p.coon P.coon, Zel. P.on, Zel.

[godz.] |[mg KOH/g]}  [%] [%0] [%0] [%]

1,5:1 72 192,9 75,5 58,1 -* -*
1,25:1 96> 141,3 60,4 65,7 52 97
1:1 21,5 128,9 81,3 63,6 58 87
1:15 12,5 125,1 80,7 62,6 71 71
1:2 10 79,0 70,8 54,8 83 62
1:2,5 96> 34,1 93,8 77,0 93 56
1:2,75 96** 34,8 82,5 72,7 97 53
1:3 72 32,0 75,5 72,9 -* -*

-* wedtug badan symulacyjnych uktad o tym sktadzie nie podlega zelowaniu
-** wedlug badan symulacyjnych uklad zeluje przy zadanym stopniu przereagowania grup funkcyjnych -COOH,
ale w czasie przeprowadzenia eksperymentu tego nie zaobserwowano

Analizujagc wyniki zawarte w tabeli 4 mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem zawartosci
molowej hydrochinonu maleje liczba kwasowa uzyskanych produktéw co jest zgodne
z oczekiwaniem.

Wigkszo$¢ uzyskanych wynikéw eksperymentalnych dotyczacych zelowania uktadu wydaje
si¢ by¢ zgodnych z wynikami symulacji komputerowych. Chociaz 3 procesy nie doprowadzity
do usieciowania polimeru w maksymalnym (96 h) czasie trwania polikondensacji (Asz:B; =
1,25:1, 1:2,5, 1:2,75) to tylko pierwszy z nich okazal si¢ niespodziankg. Przy osiggnigtym
stopniu przereagowania grup funkcyjnych —COOH ponad 65% uzyskanych w polimeryzacji
uktadu A3:B; = 1,25:1 uktad powinien by¢ usieciowany jak wynika to z badan symulacyjnych
(stopien przereagowania —COOH = 52%). W przypadku pozostatych reakcji prowadzonych
przez 96 godzin nie osiggnigto koncowego stopnia przereagowania grup funkcyjnych
pozwalajacych na usieciowanie ukladu reakcyjnego i1 uktad rzeczywiscie nie sieciowat.

Dla uktadu reakcyjnego As3:B; = 1:1 obserwowano zelowanie juz w ciggu pierwszej doby
prowadzenia eksperymentu. Powtarzajac proces polimeryzacji w krotszym czasie (21,5 h) uktad
nie zdazyt usieciowal. Zaskakujacy byt stosunkowo wysoki stopien przereagowania grup
karboksylowych w takim jeszcze nie usieciowanym uktadzie, wigkszy niz w przypadku
produktu usieciowanego wygenerowanego w wyniku symulacji komputerowych.

Za przyczyng takiego stanu rzeczy mozna wini¢ metodyke oznaczania karboksylowych grup
koncowych. Analiza grup koncowych metodami miareczkowymi wymaga doktadniejszego
przebadania procesu dla wyznaczenia jego punktu rownowaznikowego jak rowniez znalezienia
odpowiedniego rozpuszczalnika.

Na wspomniane odchylenia wynikéw eksperymentéw od symulacji moze wptywac tez efekt
podstawienia grup funkcyjnych. Ten ostatni nie byt brany pod uwage do generowania stanu
uktadu reakcyjnego podczas symulacji komputerowych. Wspomniano wcze$niej, ze w badanym
uktadzie mozna si¢ spodziewac¢ pewnego efektu podstawienia zwigzanego z nierdwnocennoscig
grup hydroksylowych w hydrochinonie przed 1 po reakcji z 1 grupg karboksylowa.
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Przyczyne odchylen wynikéw eksperymentalnych od symulacyjnych mozna probowa¢ odnalezé
szczegotowo analizujgc przebieg reakcji metodg spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego (NMR) oraz spektroskopii w podczerwieni (IR) pozwalajagcych bada¢ zmiany
udziatow grup funkcyjnych w uktadzie reakcyjnym i1 produktach koncowych.

Metoda protonoweg0 rezonansu magnetycznego potwierdzono struktury otrzymanych
polimeréw. Przykladowe widmo jednego z produktow reakcji, uzyskanego podczas
polikondensacji monomerow w stosunku molowym A3:B, = 1,25:1, przedstawiono na rys. 6. Na
widmie *H-NMR otrzymanych produktéw obserwuje si¢ sygnaly rezonansowe pochodzace od
wolnych grup hydroksylowych przy wartos$ciach przesunig¢cia chemicznego 8,07-8,36 ppm (1)
oraz sygnaty pochodzace od protondw pierscienia aromatycznego hydrochinonu odpowiednio:
z dwoma przereagowanymi grupami —OH (7,21 ppm), (2); jedng przereagowana grupa —OH
(6,95 i 6,76 ppm), (3 i 4) oraz od nieprzereagowanego monomeru (6,55 ppm), (5). Ponadto,
obserwuje si¢ sygnaly rezonansowe pochodzace od protonow grupy —CHo—
W nieprzereagowanym kwasie nitrylotrioctowym przy 3,48 ppm (6) oraz rozmyte, z powodu
réznego otoczenia, sygnaty pochodzace od tej samej grupy ale w polimerze, w zakresie 3,55-
4,15 ppm (7). Dla produktéw uzyskanych przy zastosowaniu nadmiaru hydrochinonu w stosunku
do NTA nie obserwuje si¢ sygnatu rezonansowego, pochodzacego od protonow grupy —CH,—
przy 3,48 ppm, w nieprzereagowanym kwasie nitrylotrioctowym .
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Rys. 6. Widmo *H-NMR produktu reakcji kwasu nitrylotrioctowego z hydrochinonem w stosunku molowym
As:B,=1,25:1

Za pomocy spektroskopii w podczerwieni potwierdzono obecnos$¢ pasm charakterystycznych
dla poliestrow. Na rys. 7 porownano widmo kwasu nitrylotrioctowego z przyktadowym
hiperrozgatezionym polimerem otrzymanym wskutek polimeryzacji wspomnianego powyzej
uktadu (A3:B; = 1,25:1). Zauwazono, ze szerokie pasmo w zakresie 3300-2900 cm™ pochodzace
od drgan rozciagajacych grupy O-H w kwasie oraz tworzacych si¢ w nim wigzan wodorowych
zanika. W polimerze pojawia si¢ natomiast szerokie pasmo drgan rozciggajacych grupy —OH
przytaczonej do pierécienia aromatycznego w zakresie 3700-3150 cm™. O obecnosci
ugrupowania estrowego $wiadczy réwniez pasmo pochodzace od drgan rozciggajacych C=0O
z maksimum piku réwnym 1763 cm™ oraz pasmo drgan rozciagajacych C—O przy 1180 cm™.
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Rys. 7. Poréwnanie widm IR kwasu nitrylotrioctowego i polimeru, w ktorym stosunek nA3:nB, = 1,25:1

Analiza MALDI-TOF [17] postuzyta do okreslenia struktury otrzymanych polimerow. Jako
rozpuszczalnik zastosowano DMF, natomiast matryce stanowil kwas 2,5-dihydroksy-
benzoesowy (DHB). W wyniku analizy uzyskano widma spektrometryczne przedstawiajace
sygnaty pochodzace od mas czasteczek zawierajacych przytaczone jony potasu, sodu, protonu
oraz zlota. Intensywnos¢ tych sygnalow zalezna jest od rodzaju i proporcji jondw powstatych
podczas pomiaru. Na rys. 8 przedstawiono widmo masowe produktu polikondensacji
prowadzonej w uktadzie stechiometrycznym Az:B, = 1:1,5 (2:3). Na widmie dla m/z w zakresie
80-2000 Da zaobserwowano sygnaty pochodzace do samego polimeru, polimeru zawierajacego
cykle oraz czasteczek majacych przylaczony fragment katalizatora (pochodzacy od 4-(N,N-
dimetyloamino)pirydyny — DMAP) oraz N,N’-diizopropylomocznik (DPU). Zidentyfikowane
struktury przedstawiono w tabeli 5.
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Rys. 8. Widmo MALDI-ToF dla polimeru, w ktéorym stosunek nA;:nB, = 2:3
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Tabela 5. Analiza masowa MALDI-ToF dla polimeru, w ktorym stosunek nA3:nB, = 2:3

Nr | Pozycja sygnalu m/z Struktura molekularna jonow Obliczona m[;?;g;]o lowa jonow
1. 134,15 B,+ Na" 133,11
2. 149,01 B,+ K" 149,21
3. 174,17 Ascykl + H” 174,14
4. 192,99 Az +H' 192,14
5. 215,14 A; + Na* 214,14
6. 231,11 Az + K 230,24
7. 284,31 A;B, + H' 284,25
8. 287,53 A;B,cykl + Na* 288,25
9. 289,15 A;B,cykl + Na* 288,25
10. 303,50 AsB,cykl + K* 304,35
11. 305,12 AsB,cykl + K* 304,35
12. 306,26 AsB, + Na’ 306,25
13. 308,26 B, + Au™* 307,08
14. 320,25 A; + DMAP + Na* 319,24
15. 389,26 A; + Au® 388,11
16. 389,26 A;B; +DMAP + H” 389,45
17. 443,16 (As):B,(cykl), + Na* 443,39
18. 466,88 A; + 2DPU+ Na* 466,64
19. 468,16 As(By)s + H 468,47
20. 490,11 As(B); + Na* 490,47
21. 524,20 As(B,); + DPU + Na* 524,86
22. 687,19 (A3);Bcykl + 2DMAP + K* 687,89
23. 687,19 (A3)3(By)(cykl), + HY 686,64
24. 825,22 (A3)2(By)s + H* 825,83
25. 847,16 (A3)2(By)s + Na* 847,83
26. 881,26 (A3)2(B2),+ DPU + Na* 882,22
217. 1204,26 (A3)3(B,); + Na* 1205,19

Analiza wynikow uzyskanych podczas badan spektroskopii masowej potwierdza duza ilo$¢
maloczasteczkowych produktow reakcji w probce mimo znaczacego stopnia przereagowania
uktadu nieco powyzej 62% (tabela 4). Mozna to bylo zaobserwowaé wczesniej w wynikach
symulacji. Dla uzyskanego stopnia przereagowania grup karboksylowych na rys. 1 warto$¢
wagowo-§redniego cigzaru czasteczkowego uktadu osigga warto$¢ rzedu 1000 (dla uktadu
stechiometrycznego pa = pg), a na rys. 2 mozna stwierdzi¢ znaczacg jeszcze ilo$¢ czgsteczek
monomerdw dla tego stopnia przereagowania uktadu.

6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

W  pracy przeprowadzono symulacje komputerowe uktadu reakcyjnego podczas
polikondensacji monomerow troj- (As) z dwufunkcyjnym (B;) oraz zaproponowano rzeczywisty
uktad reakcyjny zgodny z badanym symulacyjnie modelem polimeryzacji. Uktad ztozony
z kwasu nitrylotrioctowego i hydrochinonu poddano niskotemperaturowej polikondensaciji.
W analizie przebiegu procesu rzeczywistego starano si¢ znalez¢ sposdb wyznaczenia
podstawowych parametrow molekularnych uzyskiwanych w symulacjach komputerowych co
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pozwolitoby p6zniej dokona¢ porownan migdzy obiema podejsciami do procesu polikondensacji
Az + Bo.

Takie polaczenie badan symulacja — eksperyment pozwala z jednej strony testowac jakos¢
zaproponowanego modelu polimeryzacji a w przypadku uzyskania zgodnosci prognozowac
W przysztosci przebieg procesu rzeczywistego. Uzyskane wyniki symulacyjne moglyby zatem
pozwala¢ przewidywaé zmiany podstawowych parametrow molekularnych uktadu podczas
polimeryzacji jeszcze przed wykonaniem czesto kosztownego doswiadczenia ukladu
rzeczywistego.

Jako, ze niniejsza praca ma charakter wstepny na obecnym etapie uzyskano jakoSciowe
potwierdzenie zgodno$ci badan symulacyjnych z badaniami uktadu rzeczywistego. Daje to
podstawy do wykonania znacznie obszerniejszych badan, ktore pomoga w przysztosci w sposob
ilosciowy potwierdzi¢ badz odrzuci¢ zgodno$¢ modelu z uktadem rzeczywistym.
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1. WSTEP

Kwesti¢ jednoczesnego badania i modelowania procesu osadzania/roztwarzania metali na
elektrodach stalych podjeta po raz pierwszy Brainina w roku 1974 [1, 2]. Problem ten zostat
réwniez omowiony przez Chevalier'a i wspotautorow [3], Mouhandes'a [4-6] oraz Grygar'a
[7,8]. Dalsze modele matematyczne procesu osadzania/roztwarzania metali, badanego za
pomoca analizy strippingowej, opisane zostaly przez Comptona i wspoétautoréw [9, 10].

Modele matematyczne procesu elektrodowego opublikowane do tej pory generalnie opisujg
nastgpcza wieloelektronowg elektronacje lub deelektronacje pojedynczej substancji (procesy
wieloetapowe). W praktyce spotykamy czesto takze uklady wielosktadnikowe. Model
odpowiedni do opisu elektroosadzania w uktadach wielosktadnikowych nie zostat jednak do tej
pory opisany w literaturze. Gléwnym problemem w realizacji modelu dla uktadu
wielosktadnikowego jest znacznie wigksza liczba rownan rézniczkowych wymagana do opisania
I rozwigzania w porownaniu z procesem wicloetapowym (liczba indywiduéw chemicznych
bioracych udzial w procesie determinuje liczbe réwnan rézniczkowych, ktore s3 wymagane do
modelowania). Proba teoretycznego poroéwnania wieloetapowej redukcji nastgpczej do redukcji
w ukladzie wielosktadnikowym za pomoca woltamperometrii cyklicznej zostala zrealizowana
wczesniej [11].

Przykladem redukcji uktadu wielosktadnikowego moze by¢ proces wspdtosadzania dwoch
metali z jednego roztworu. Wspotosadzanie metali jest waznym zagadnieniem w elektrochemii
ima wiele zastosowan w tak istotnych obszarach techniki jak inzynieria materiatowa
i elektronika [12-20], elektrokataliza [21-27], elektropowlekanie [28-33], a takze w chemii
analitycznej toksycznych metali z wykorzystaniem wspoétosadzania bizmutu [34-45].

W niniejsze] pracy zaprezentowano wyniki badania i modelowania elektroredukcji jonow
Bi**, Pb?* i Cd*" oraz wspotosadzania Bi, Pb i Cd w srodowisku 0,5M KNOj3 (pH=1). Do opisu
tego procesu zastosowano model dwuptatowy. Model ten zostat z powodzeniem zastosowany
W elektroosadzaniu metali w szerokim zakresie stezen oraz szybko$ci zmian potencjatu [46, 47]
I jest on w stanie opisa¢ nadpotencjalowe osadzanie metalu na powierzchni z innego lub tego
samego metalu. Jako przyktad metalu odpowiedniego do wspdtosadzania wybrany zostat bizmut
ze wzgledu na jego szerokie zastosowanie w analizie strippingowej, w ktérej ten inertny metal
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zastepuje toksyczng rte¢. Zitozony proces wspotosadzania nie podlega regule addytywnosci,
innymi stowy nie jest prostag sumg procesow realizowanych oddzielnie. Model ten zastosowany
do opisu wspotosadzania metali Bi, Pb 1 Cd jest w stanie uwzgledni¢ wzajemne oddziatywanie
wszystkich badanych kationéw w czasie procesu.

Rozwigzanie rownan rézniczkowych czastkowych opisujacych proces wspotosadzania metali
oraz estymacja parametrow zostaly przeprowadzone za pomoca programu ESTYM_PDE
opracowanego przez K. Kaczmarskiego. Rozwigzywanie problemoéw elektrochemicznych za
pomoca tego programu zostato opisane we wczesniejszych pracach [48-58]. Teoretyczne aspekty
modelowania matematycznego procesow elektrodowych zostaly omowione w [59-65].

2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 SPOSOB PROWADZENIA BADAN

Do pomiaréw metoda woltamperometrii cyklicznej (CV) zastosowano skomputeryzowany
analizator elektrochemiczny REFERENCE 600 firmy GAMRY. Pomiary CV zostaly
przeprowadzone w ukladzie trdjelektrodowym, w temperaturze 298,15 + 0,1K. Elektrode
pracujaca stanowila elektroda z wegla szklistego GCE2 (® = 2 mm). Elektroda odniesienia byta
nasycona elektroda kalomelowa (Nas. EK), a elektroda pomocniczg elektroda platynowa.
W pomiarach CV zastosowano naczynko zaopatrzone w ptaszcz umozliwiajacy termostatowanie
oraz doprowadzenia gazu (jedno si¢gajace powyzej dna, drugie nad powierzchnig roztworu).
Elektroda odniesienia byta potagczona z badanym roztworem poprzez naczynko przejsciowe
wypelnione roztworem o identycznym sktadzie jak roztwor badany. Badany roztwor sktadat sie
z elektrolitu podstawowego (0,5M KNOs) wraz z depolaryzatorami (Bi**, Pb** i Cd*").
W pierwszej kolejnoci przygotowano roztwory pojedynczych jonéw Bi®*, Pb* i Cd?*.
Odpowiednie stezenia uzyskano rozpuszczajac obliczone ilosci Bi(NOgs)s3-5H,0, Pb(NOs),
i Cd(NO3),-4H,O w roztworze 0,5M KNOs, o pH=1 ustalonym niewielkg ilo$ciag kwasu
azotowego(V) i wodorotlenku potasu. Roztwory te wykorzystano nastgpnie do otrzymania
roztworéw trojsktadnikowych zawierajacych jony Bi**, Pb?* i Cd?* o stezeniach 5; 1 i 0,2mM.
Roztwor odtleniano przez okoto 10 - 15 minut. Bezposrednio po catkowitym odtlenieniu
nastepowata wilasciwa rejestracja krzywych CV, ktérej dokonano dla 7 roéznych szybkosci
polaryzacji: 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 oraz 2,0 VI/s.

2.2 OPIS PROGRAMU ESTYM_PDE

Program Estym_PDE [66] przeznaczony jest do rozwigzywania i estymacji parametrow
rownan rozniczkowych czastkowych, opisujacych jednowymiarowy transport masy i/lub ciepta
z natozong konwekcja. Transportowi masy moze towarzyszy¢ reakcja chemiczna 1/lub
elektrochemiczna. Program napisany zostat w Delphi 5.0 firmy Borland i moze pracowaé pod
systemami operacyjnymi Windows 95/98/NT/2000/ XP/Vista/Windows7.

Wzory okreslajace rdwnania rézniczkowe i algebraiczne moga by¢ dowolng kombinacja
wbudowanych w program wyrazen arytmetycznych. Program Estym_PDE umozliwia estymacje
parametréw wybranych rownan rozniczkowych czgstkowych. Aby estymacja byta mozliwa,
nalezy wprowadzi¢ dane do$wiadczalne zwigzane z danym zagadnieniem. Maksymalnie mozna
wprowadzi¢ 11 kolumn i1 16000 wierszy danych. Program podczas estymacji, bez wzgledu na
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wprowadzong liczbg wierszy, uwzglednia dane podane w pierwszych 1000 wierszach. Zostato
przyjete, ze zbiory z danymi do$wiadczalnymi majg rozszerzenie *.prn.

Program Estym_PDE rozwigzuje uktad rownan rézniczkowych metoda kolokacji ortogonalne;j
na elementach skonczonych. Oznacza to, ze obszar, w ktérym poszukiwane jest rozwigzanie
(XpXy), dzielony jest na taka liczbg przedzialow, jaka wskaze uzytkownik. W kazdym przedziale
rozwigzanie przyblizane jest wielomianem Lagrange’a w N; punktach wezlowych. Po
wprowadzeniu liczby przedzialow, program automatycznie przyjmuje wzgledna dlugosé
przedziatow rowng 1/(liczba przedziatow). Dlugosci te moga by¢ dowolnie zmienione. Nalezy
tylko pamigtac by catkowita dlugos¢ wzgledna przedziatoéw byta réwna jeden.

W przypadku reakcji elektrochemicznej mozna otrzymac¢ wykres st¢zenia w funkcji czasu lub
wybierajac opcje Wykres I=f(E) wygodniejszy w elektrochemii wykres pradu od potencjatu.
Ponadto uzytkownik musi zdefiniowa¢ schemat reakcji elektrochemicznej naciskajgc przycisk
schemat reakcji elektrochemicznej. We wszystkich wprowadzanych rownaniach mozna
wykorzysta¢ wbudowane w program wyrazenia arytmetyczne.

Aby znalez¢ warto$ci poszukiwanych parametrow dla uktadu rownan roézniczkowych nalezy
uruchomi¢ polecenie Zadania/Estymacja parametrow modelu. Program bedzie tak dobierat
wartosci estymowanych parametréw, by zminimalizowa¢ sume¢ kwadratow rdéznic migdzy
obliczonymi warto$ciami zmiennych funkcji, a warto§ciami do§wiadczalnymi podanymi w tabeli
danych doswiadczalnych.

2.3 MODEL DWUPLATOWY

Model matematyczny [48, 58], zastosowany w niniejszej pracy do opisu procesu
wydzielania/roztwarzania metali, nazwany zostal modelem dwuplatowym. Zakladamy, ze
konkuruja ze soba dwa procesy zachodzace z rdéznymi nadpotencjatami. Nadpotencjat
wydzielania metalu na czystej elektrodzie jest z regulty wigkszy od nadpotencjatu wydzielania
metalu na tym samym metalu. Innymi stowy proces redukcji zachodzi na dwoch platach. Model
dwuptatowy taczy elektroredukcj¢ na niezajgtej powierzchni elektrody oraz na powierzchni
zajetej przez warstewke bizmutu. Odpowiada to nastepczo-rownoleglej redukcji na dwoch
roznych elektrodach, przy czym powierzchnia pierwszej z nich maleje, drugiej rosnie, a suma
tych powierzchni jest stala i rowna powierzchni elektrody. Model dwuptatowy wymaga dwdéch
zestawow parametrow kinetycznych przy modelowaniu. Sg one wyszczegolnione ponizej, jako
element dwuptatowego pliku urr. zastosowanego w programie ESTYM_PDE.

Rozwazane s3 trzy reakcje elektrodowe (trojelektronowa redukcja jonow Bi** oraz
dwuelektronowa redukcja jonow Pb® i Cd*"), jako reakcje nastepczo-rownolegle na dwoch
ptatach tzn. dwu réznych, lecz wspodizaleznych obszarach powierzchni elektrody. Ta sama
reakcja elektrodowa biegnie na poszczegdlnych platach z r6znym nadpotencjatem.

lkl ,1(11 lkz ,laz 1k3 ,1a3

- — —
A+e < B+e i C+e<_D

U Y, I,

lk4 v10<4 lkS '1‘7‘5 (1)
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ke lag Kk, by

- -
H+e < l+e J
lk—ﬁ 1k,7
Zkl'zal zkz,zaz 2k3yza3
- - -
A+e < B+e < C+e < D
Zk,l 2k72 2k73
2k4 2(14 2k, 2ag
— —
E+e F+e G
<« <« (2)
Zk_4 2k75
2k6,2a6 2k7,2a7
— —
H+e l+e J
<« <«
2k76 2k_7

gdzie:

A=Bi*", B= Bi*, C= Bi'*, D= Bi, E=Pb*, F= Pb", G= Pb oraz H=Cd**, I= Cd *, J= Cd; 'k, ko,
o, Kz, ka, Tk, 2k, 2K, oy 2K, 2Ka, PKea Ky TKea, ks, Kos, Ka, *Kea, ks, ks OFaz ke, s, K7,
Y, zke, 2k-5, 2k, %k, oznaczajg state szybkosci odpowiednich procesow elektrodowych [cm/s],
indeksy gérne oznaczaja numer platu (1 lub 2).

Rozwazana jest dyfuzja indywiduum A, B, C, E, F, H, I ale takze indywiduum D, G, J, ktére
chociaz nierozpuszczalne, cho¢by na bardzo krotko musza pojawi¢ si¢ w roztworze przy
elektrodzie. Bilans masy dla kazdego i-tego sktadnika roztworu ma postac:

ac, o°c,

ot ' ox? 3

gdzie:
X — odlegtos¢ od elektrody [cm], t — czas [s], Di — wspotczynnik dyfuzji substancji i (i = A, B, C,
D, E, F, G, H, I, J) [cm?/s], c; — stezenie substancji i (i= A, B, C, D, E, F, G, H, 1, J) [mol/cm?].

Procesy wymiany elektronu opisuje rownanie Butlera-Volmera:

W= i{ex"(ﬁn - (1_§T)ZFUH @)

gdzie:

o — wspblczynnik przejscia procesu katodowego, z — liczba elektrondw wymienianych
w procesie elektrodowym, R — stata gazowa [J/(mol-K)], T — temperatura [K], i1 - nat¢zenie
pradu czastkowego dla etapu elementarnego [A], ip — natezenie pradu wymiany [A], F C stala
Faradaya [C/mol], # — nadpotencjat [V].

Dodatkowo, adsorpcja wydzielonych na powierzchni elektrody metali jest opisana przez
odpowiednie rownanie izotermy, w analizowanym przypadku rOwnaniem izotermy BET.
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_ qulc
T (1-K,c)(1+Ke —K,C)

q (%)

gdzie:
q— aktualne stezenie powierzchniowe sktadnika, gs — maksymalne st¢zenie powierzchniowe, Ky,
Kq — stale rownowagi adsorpcji, ¢ — aktualne st¢zenie w roztworze przy powierzchni elektrody.

Natezenie pradu liczono z jako sume Xij pradéw procesoOw elementarnych:

i, = FAD, %
OX

(6)

gdzie:

Ii — natezenie pradu czastkowego dla etapu elementarnego (i oznacza numer etapu przeniesienia
tadunku) [A], F — stata Faradaya [C/mol], A — powierzchnia elektrody [cm?], D; — wspotczynnik
dyfuzji substancji i (i = A, B, C, D, E, F, G, H, I, J) [cm%s], x — odleglo$¢ od elektrody [cm], Ci —
stezenie substancjii (i=A, B,C, D, E, F, G, H, I, J) [moI/cm3].

Przedstawiony uktad rownan roézniczkowych wraz z odpowiednimi warunkami granicznymi
pozwala, na wyznaczenie rozktadu stezen indywiduow Bi3+, Bi2+, Bi*, Bi, Pb2+, Pb*, Pb, Cd2+,
Cd’, Cd w funkcji odlegtosci od elektrody i czasu. Tym samym mozna okresli¢ sumaryczne
natezenie pradu i natezenie pradu poszczegdlnych etapéw. W niniejszej pracy rozwigzanie
wymienionego uktadu réwnan zostalo zrealizowane przy pomocy programu ESTYM_PDE
W wersji przystosowanej do obliczen kinetyki elektrochemicznej. Zastosowany model byt
dostosowany do redukcji eksperymentalnej prowadzonej na ptaskiej elektrodzie.

Tabela 1. Symbole, oznaczenia, akronimy

Symbol Sens fizyczny Wymiar
A powierzchnia elektrody cm?
C stezenie substancji mol/cm®
Ci stezenie substancji i (i= A, B, C,D, E, F, G, H, I, J) mol/cm®
D; wspotczynnik dyfuzji substancjii (i=A,B,C,D,E,F, G, H,1,)J) cm/s
E potencjat V, mV
F stata Faradaya C/mol
Ii nate¢zenie pradu A, tA

natezenie pradu czastkowego dla etapu elementarnego,

} Lo A, LA
I 0Znacza numer etapu przeniesienia fadunku H

io natg¢zenie pradu wymiany A, pA

stala szybkos$ci reakcji przeniesienia dla etapu elementarnego

ki i (i=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7) na j-tym placie (=1, 2) cm/s
Ky stala rownowagi adsorpcji cm’/mol
K stata rownowagi adsorpcji cm?/mol
q aktualne stezenie powierzchniowe sktadnika mol/cm®
Qs maksymalne stezenie powierzchniowe sktadnika mol/cm?
maksymalne stezenie powierzchniowe sktadnika odpowiadajace mol/cm?
Gs.1 utworzeniu jednej teoretycznej warstwy molekularnej

R stata gazowa J/(mol-K)




106 D. SALETNIK, P. SKITAL, P. SANECKI, R. RAWSKI

t Czas S
T temperatura w skali bezwzgledne;j K
Vv szybko$¢ naktadania potencjalu w woltamperometrii V/s
X wspotrzedna; odleglos$¢ od elektrody cm
z liczba elektronow wymienianych w procesie elektrodowym —
a wspotczynnik przejscia procesu katodowego —
elementarny wspotczynnik przejscia procesu (etapu) katodowego,
o indeks ”i” oznacza numer etapu przeniesienia tadunku (i = 1,2, 3, —
4,5, 6,7),indeks "j" oznacza numer ptatu (j=1, 2)
V4 symbol pochodnej czastkowej —
i nadpotencjat V
CVv cykliczna woltamperometria —
GCE2 elektroda z wegla szklistego (® = 2 mm) —
NEK nasycona elektroda kalomelowa —

3. WYNIKI I DYSKUSJA WYNIKOW
3.1 ZESTAWIENIE WYNIKOW EKSPERYMENTALNYCH

Wiyniki eksperymentalne zostaly przedstawione w formie znormalizowanych krzywych CV
I zestawione w funkcji serii szybkosSci polaryzacji dla wybranego stezenia Przyktadowe wyniki
zostaty pokazane na Rys. 1.

i/ pA
Pb**+ 2¢ —=Pb°

24 5 0
Bi*"+ 35 —»Bi’ 5 Cd™ + 2e—=Cd
‘b V

500

1 D- - 2+
| é\ % g Cd’- 2e—=Cd
i ig
i
it
-1000 - & .Ié
Bi’- 3e—=Bi"" %5
0 - 2+
1500 Pb’- 2¢—=Pb
E /V (wzg.NEK)
—
04 0,2 0.0 02 04 06 08 1,0

Rys. 1. Krzywe CV elektroredukeji jonow Bi** (5mM), Pb*" (5mM) i Cd** (5mM) w 0,5M KNO; przy pH=1 na
elektrodzie GCE2 dla szybkosci polaryzacji 1 V/s oraz ich identyfikacja

3.2 WPLYW REDUKCJI JONOW WODOROWYCH NA BADANIE PROCESU
WYDZIELANIA KADMU

Z powyze] prezentowanych danych eksperymentalnych wynika, ze w czesci krzywej CV,
ktora odpowiada elektroredukcji jonéw kadmu w badanym roztworze duzy udzial w wartosci
natezenia pradu zajmuje proces redukcji jonow wodorowych. W celu jednoznacznej identyfikacji
wspomnianego procesu dodatkowo zarejestrowano krzywe CV dla wodnego roztworu 0,5M
KNO3 o0 pH=1 i pH=2 i przedstawiono na Rys. 2. Cz¢$ciowe naktadanie si¢ procesu wydzielania
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kadmu oraz elektroredukcji jonow wodorowych powoduje, ze badanie redukcji jonow kadmu
W tym roztworze obarczone jest istotnym bigdem. Na wielkos¢ tego btedu wplywaja dwa

czynniki:

e dziesigciokrotnie wigksze stgzenie jonow wodorowych (0,1M) od stezenia jonéw kadmu

(0,001M);

e przesuni¢cie piku wydzielania wodoru w stron¢ potencjaléw bardziej dodatnich (o okoto
0,3V), a tym samym wigksze nakladanie si¢ z pikiem elektroredukcji jonow kadmu.

Przesunigcie to spowodowane jest tym, ze pokrycie powierzchni elektrody metalem zmienia
jej wilasciwosci 1 wyraznie przyspiesza proces wydzielania wodoru w porOwnaniu
Z niepokryta elektroda GCE. Rys. 3 zawierajagcy dwie krzywe CV redukcji jondw
wodorowych w obecnosci 1 nieobecnosci jondw metali potwierdza proces katalizy.

| i/mA
1,2 4
1,0 4
0.8+ —— 0mM Bi*, Pb*, Cd*, pH=2
——O0mM Bi™*, Pb*, Cd™, pH=1
0,6 4
0,4 -
0,2 4
0,0 4
E /V (wzg.NEK)
T e T g T J T J T L 1
0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Rys. 2. Krzywe CV elektroredukcji jonow H* w funkcji pH (pH=1 - czerwone punkty, pH=2 - czarne punkty)
w wodnym roztworze 0,5M KNO; (elektrolit podstawowy) na elektrodzie GCE2 dla szybkosci polaryzacji 0,05V/s

1.2 5

1,0 4

0,8 H

0,6

0,4 4

0,2 4

0,0 4

-0,2

i/ mA

——omM Bi**, Pb™, cd®
— 1mM Bi*, Pb*", Cd*'

E /V (wzg.NEK)
O:S . 0:0 I ' I I l —1I,5 I -2I,0 I -2I,5

Rys. 3. Krzywe CV elektroredukcji jonow H* w obecnosci i nieobecnoscei jonow Bi**, Pb? i Cd*" w 0,5M KNO,
przy pH=1 na elektrodzie GCE2 dla szybkosci polaryzacji 0,05V/s
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3.3 MODELOWANIE DANYCH EKSPERYMENTALNYCH

Na bazie uzyskanych danych przeprowadzono modelowanie matematyczne procesu
wspoélosadzania/roztwarzania w ukladzie Bi®*/Bi?*/Bi*/Bi°, Pb**/Pb*/Pb® i Cd**/Cd’/Cd® za
pomoca modelu dwuptatowego z zastosowaniem programu ESTYM_PDE. Przedstawione
ponizej wykresy (Rys. 4) stanowig poroéwnanie do$wiadczalnych przebiegow CV (czarne
punkty) z krzywymi teoretycznymi (czarne linie) otrzymanymi za pomocg modelu
dwuptatowego osadzania/roztwarzania metali z udziatem adsorpc;ji.

W celu dopasowania pikow utleniania i redukcji na krzywych teoretycznych do pikéw na
krzywych doswiadczalnych oraz odwzorowania petli, charakterystycznej dla procesu
osadzania/roztwarzania metali na elektrodzie statej, konieczna byla zmiana parametru stopnia
pokrycia powierzchni elektrody depolaryzatorem Qs i parametru Qs; odpowiadajgcego za
przejscie miedzy ptatem pierwszym (czysta powierzchnia elektrody GCE2), a ptatem drugim
(powierzchnia elektrody GCE2 pokryta metalem). Wyznaczone warto$ci wybranych parametrow
kinetycznych oraz parametréw réwnania izotermy BET wraz z przedzialami ufno$ci zostaty
zamieszczone w podpisie Rys. 4.

.y 1Vis

i/ pA
-100
-200

-300

LT N R

-400

E /V (wzg.NEK)
T T T T T T T T T T T T 1

0.4 0.2 0.0 -0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0

Rys. 4. Krzywe CV elektroredukcji jonéw Bi** (ImM), Pb** (1mM) i Cd** (ImM) w 0,5M KNO; przy pH=1 na
elektrodzie GCE2 (czarne punkty). Teoretyczne krzywe CV (czarne linie) obliczone na podstawie modelu.
Wyznaczone parametry: *k;=(1,2 + 0,2)x10° cms™, %k, = 0,07 + 0,001 cms™, *k, = 1,0 + 0,01 cms™ %k, = 1,0 + 0,005
cms™?, 'ks= 1,0 + 0,01 cms™, %ks= 1,0 £ 0,003 cms™, *ayps = 0,50 + 0,008, %0103 = 0,50 + 0,007, Egpps = -0,066 +
0,0004 V, ggis = (9,0 £ 0,8)x10°* mol cm™?, ggis = (6,0 £ 0,2)x107° mol cm™?; gpys = (1,4 £ 0,07)x10"" mol cm?,
Kgiz = (1,0 £ 0,05)x10° cm®mol ™, Kgi g = (1,0 £ 0,02)x10° cm®mol ™", Dgiss = (5,5 + 0,2)x10 ¢ cm?s™’

3.4 OBRAZ POWIERZCHNI ELEKTRODY PRACUJACE]

Wykonano zdjecia mikroskopowe (Rys. 5 1 7) powierzchni elektrody pracujacej GCE2 dla
najwigkszego stezenia badanych jondéw (5mM) oraz najmniejszej szybko$ci polaryzacji
(0.02V/s), a zatem dla przypadku o najwiekszej koncentracji osadzanej fazy metalicznej (Bi, Pb
i Cd). Oznacza to, ze w pozostatych przypadkach ilo§¢ osadzonego metalu byla jeszcze
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mniejsza. Zdjecia wykonano w réznych punktach potencjatowych, ktore odpowiadajg pragdowi
dyfuzyjnemu elektroredukcji badanych jonow.

(1) (2)

(3) (4)

Rys. 5. Zdjecia mikroskopowe powierzchni elektrody pracujacej GCE na réznych etapach osadzania Bi, Pb i Cd
w 0,5M KNO; przy pH=I, dla st¢zenia 5SmM i szybko$ci polaryzacji 0,02V/s. Zdjecia wykonane za pomoca
mikroskopu optyczno-cyfrowego Olympus DSX-500i (technika: BF, okular: 14x, obiektyw: 10x, zoom: 1x, HDR:
nie, powigkszenie: 140x)

Poszczegblne zdjecia na Rys. 5 i 7 odpowiadaja punktom zaznaczonym na krzywej
woltamperometrycznej przedstawionej na Rys. 6. Zdjecia zostaly wykonane za pomocag
mikroskopu optyczno-cyfrowego Olympus DSX-500i.
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iluA 0.02 Vis
Rys. 6. Krzywa woltamperometryczna, przy
b rejestracji ktorej wykonano zdje¢cia powierzchni
elektrody GCE2 wr6znych jej punktach
4 potencjalowych, odpowiadajacych  pradowi
. 3 dyfuzyjnemu elektroredukcji jonéw Bi®*, Pb**

i Cd** w 0,5M KNO; przy pH=1, dla stezenia
2 5SmM i szybkosci polaryzacji  0,02V/s.
Zaznaczone punkty charakterystyczne: (1)
czysta powierzchnia elektrody, (2) elektroda

01—o
pokryta Bi, (3) elektroda pokryta Bi i Pb, (4)
elektroda pokryta Bi, Pb i Cd, odpowiadaja

w E /V (wzg NEK) poszczegolnym zdjgciom na Rys. 617

03 00 03 06 09

(1) (2)

(3) R ()

Rys. 7. Zdjecia mikroskopowe powierzchni elektrody pracujacej GCE na rdznych etapach osadzania Bi, Pb i Cd
w 0,5M KNO; przy pH=I1, dla st¢zenia SmM i szybkosci polaryzacji 0,02V/s. Zdjecia wykonane za pomoca
mikroskopu optyczno-cyfrowego Olympus DSX-500i (technika: BF, okular: 14x, obiektyw: 50x, zoom: 3x, HDR:
nie, powigkszenie: 2100X)
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4. WNIOSKI

Korzystajac z modelu dwuptatowego uwzgledniajgcego reakcje biegnaca na dwoch roznych
powierzchniach elektrody uzyskano dobry stopien odwzorowania do$wiadczalnych przebiegow
CV przez krzywe teoretyczne otrzymane z zastosowaniem tego modelu. Wyniki estymacji
parametrow kinetycznych wraz z ich odchyleniem standardowym przedstawione zostaty
w opisie rysunku.

Zastosowany model pozwala na odtworzenie trzech katodowych pikéw dyfuzyjnych, trzech
anodowych pikow adsorpcyjnych, a takze petli charakterystycznej dla procesu
osadzania/roztwarzania metali na elektrodzie statej. Petla ta wystepuje wylacznie dla bizmutu,
ktory osadza si¢ jako pierwszy i zmuszony jest do nukleacji na czystej powierzchni elektrody
GCE2. Zmiany wilasciwo$ci powierzchni elektrody, spowodowane osadzaniem si¢ bizmutu,
zostaly zawarte w modelu. Zaprezentowane wyniki wskazuja, ze technika woltamperometrii
cyklicznej wraz zaawansowanym modelem dwuplatowym uwzgledniajacym adsorpcje poprzez
robwnanie  izotermy BET, sa  wystarczajace aby w  pelni  opisaé  proces
wspolosadzania/roztwarzania w ukladzie Bi**/Bi**/Bi*/Bi°, Pb?'/Pb*/PR® i Cd**/Cd*/Cd’,
w szerokim zakresie stgzen i warto$ci szybkoscCi polaryzacji. Mozna si¢ zatem spodziewaé, ze
podobne podejscie bedzie przydatne przy modelowaniu osadzania innych waznych matali
i stopow.

W wyniku modelowania wyznaczono state szybkos$ci reakcji dla badanych jonow Bi** Pb**
i Cd®*. Wraz ze wzrostem wartosci 2k/*k obserwujemy zwykle wicksza petle na krzywej CV.
Charakterystyczne przecigcie sie czesci krzywej CV (petla) wystepuje tylko dla jonow Bi**,
ktore redukujg sie jako pierwsze i s3 zmuszone do nukleacji na czystej elektrodzie GCE (duza
warto$é %k/*k). W przypadku jondéw Pb®* i Cd** nie obserwujemy charakterystycznej petli, co
uzasadnia mate wartosci 2k/*k.

W obszarze elektroredukcji jonow kadmu spory udziat w wartos$ci natezenia pradu zajmuje
proces redukcji jondow wodorowych. Czg¢éciowe naktadanie si¢ tych procesow powoduje, ze
badanie redukcji jonow kadmu w tym roztworze obarczone jest znacznym biedem.
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1. WSTEP

Zwiazki zawierajagce ugrupowanie imidazochinolinowe i imidazochinazolinowe wykazuja
interesujace wiasciwosci. W literaturze zostato opisane ponad 100 pochodnych imidazo[4,5-
c]chinolinonéw, z ktérych polowa wykazuje aktywnos$¢ biologiczng. Ostatnio widoczne jest
duze zainteresowanie dwupodstawionymi pochodnymi chinolino-2,4-dionu, ze wzgledu na
wlasciwosci biologiczne. Przyktadem jest 3,3-diazydochinolino-2,4-dion, ktory pemi rolg
inhibitora agregacji plytek krwi. Z kolei 3-hydroksy-3-alkilochinolino-2,4-dion wystepuje
W organizmach bakterii i ma wlasciwosci antybiotyczne [1]. Rowniez imidazochinazoliny
znalazly szerokie zastosowanie w medycynie i farmacji w zwigzku z ich aktywnoscia
przeciwnowotworowa, przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa czy przeciwdrgawkowsa. Obecnie,
sg dostepne na rynku leki zawierajace zwiazki z powyzszym ugrupowaniem. Jednym z nich jest
anagrelid - 6,7-dichloro-1H,5H-imidazo[2,1-b]chinazolin-2(3H)-on (rys. 1), wykorzystywany
W leczeniu zakrzepicy, nadptytkowosci samoistnej oraz przewlektej biataczki szpikowej. Inny
przyktad to quazinon - (3R)-6-chloro-3-metylo-5H,10H-imidazo[2,1-b]chinazolin-2(3H)-on
(rys. 1), ktory jest powszechnym sktadnikiem lekéw nasercowych. Podobnie, wiasciwosci
biologicznie czynne wykazujg imidazo[1,5-a]chinazoliny, tj. NNC 14-0185 i NNC 14-0189
(rys. 1), ktére maja dziatanie przeciwdrgawkowe, co wykazano w badaniach szczuréow i myszy.
Dlatego zwigzki te beda mogly by¢ wykorzystane do produkcji lekow przeciwpadaczkowych

[2].
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Rys. 1. Przyktadowe pochodne imidazochinazoliny wykazujace dziatanie biologiczne

W ostatnich latach, zwigzki zawierajace w swojej budowie ugrupowanie chinazolinowe sa
wykorzystywane w terapii przeciwnowotworowej. Wilasciwosci cytostatyczne w stosunku do
linii komorek A549 NSCLC dla dwoch zwigzkow: 2-izopropylo-3-butylo-8-[(4-fluorofenylo)-
amino)]-3H-imidazo[4,5-g]chinazoliny oznaczanej symbolem B2 oraz N-(3-chloro-4-fluoro-
fenylo)-7-metoksy-6-[(3-morfolin-4-ylo)propoksy]chinazolino-4-aminy, 0 nazwie zwyczajowej
gefitynib (rys. 2) zostaty pordwnane przez Chen’a i wspotpracownikow [3].

Cl F
F
HN
N
HN
~ —
N N N
—

~o N
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Rys. 2. Pochodne chinazoliny wykazujace dziatanie antynowotworowe

Ponadto, zwigzki z ugrupowaniem imidazochinazolinowym moga by¢ stosowane jako
substancje neutralizujace wolne rodniki, a w zwigzku z tym jako substancje zapobiegajace
peroksydacji lipidéw i1 uszkodzeniom komoérek. Dobrymi inhibitorami peroksydacji lipidowej
okazaty si¢ by¢ pochodne imidazo[ 1,2-c]chinazoliny przedstawione na rysunku 3 [4].
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Rys. 3. Pochodne imidazochinolinonu bedgce inhibitorami peroksydacji lipidowej

Pochodne chinazolino-3,5-dionu, otrzymane podczas reakcji 3-aminochinazolinodionu
z mocznikiem w wyniku przegrupowania wewnatrzczasteczkowego [5, 6] mogag takze
wykazywa¢ aktywnos$¢ biologiczng. Niestety sa one stabo rozpuszczalne i z tego powodu ich
stosowanie jest utrudnione. W zwigzku z tym, istnieje konieczno$¢ znalezienia lepiej
rozpuszczalnych pochodnych tych zwigzkow. Jednym ze sposobdéw jest otrzymanie ich
pochodnych estrowych.

W niniejszej pracy, zostalo to zilustrowane na przyktadzie reakcji 1-fenylo-2H,6H-
imidazo[1,5-c]-chinazolino-3,5-dionu z bromooctanem etylu. Z wykorzystaniem obliczen
kwantowo-mechanicznych, w pracy wyjasniono rowniez dlaczego najpierw otrzymuje si¢
monoestry podstawione przy atomie azotu nr 2.

2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 SYNTEZA 2-(ETOKSYKARBONYLOMETYLO)-1-FENYLO-6H-IMIDAZO[1,5-
C]CHINAZOLINO-3,5-DIONU

L

Rys. 4. Schemat syntezy 2-(etoksykarbonylometylo)-1-fenylo-6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu

W jednoszyjnej kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 em®, zaopatrzonej w mieszadto
magnetyczne i chlodnice zwrotna, umieszczano 40 cm® DMF, 3,04 g (0,022 mola) weglanu
potasu i 2,77 g (0,010 mola) 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu otrzymanego
wg procedury opisanej w pracy [7], zgodnie ze schematem:
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Rys. 5. Schemat syntezy 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu

Po 10 minutach dodawano 1,33 cm® (2,0 g, 0,012 mola) bromooctanu etylu. Mieszaning
reakcyjng zabezpieczano rurkg suszaca z wodorotlenkiem potasu i mieszano w temperaturze
pokojowej przez 4 godziny, a nastepnie przez godzing w temperaturze 40 °C. Po ochtodzeniu,
mieszanine poreakcyjna przelano do rozdzielacza i dodawano 100 cm® chloroformu i 100 cm®
wody. Po rozdzieleniu, warstwe wodna ekstrahowano 4-krotnie 100 cm?® chloroformu. Ekstrakt
chloroformowy przemyto 2-krotnie 200 cm® wody, suszono siarczanem(V1) sodu, a chloroform
odparowano. Resztki DMF odparowano przy udziale toluenu, a sucha pozostatos$¢
krystalizowano z benzenu (ok. 400 cm?®), saczono na goraco i roztwér zatgzano do objetosci
200 cm®. Po wysuszeniu uzyskano ok. 3 g produktu z wydajnoscia ok. 70 % mas. o temperaturze
topnienia 182-184 °C, ktorego czystos¢ sprawdzano za pomocg TLC w ukladzie eluentow
chloroform/etanol =9 : 1, R¢ = 0,70.

Wydajnos¢ 70%. Jasnozotte krysztaty, temp. top. 174°C (benzen), IR: 3570-
3320, 3066 2982, 2941, 2907, 1762, 1683, 1639, 1613, 1587, 1481, 1443, 1388, 1372, 1289, 1266, 1246,
1201, 1142, 1106, 1028, 929, 798, 752, 700, 601, 533 cm™. *H-NMR (500 MHz, d--DMSO), 5 = 1,10 (3H, t,
CHa, J23 = 6,26 Hz), 4,05 (2 H, g, CH,, J223= 6,26 HZ), 4,22 (2 H, s, CH,), 6,72 (L H, d, J10y =8,05Hz ), 6,78 (1 H,
t, Jioo = 7,56 Hz), 7,02 (1 H, d, Jos = 8,05 Hz), 7,14 (1 H, t, Ji110 = 7,56 Hz), 7.46 (2 H, m), 7,62 (3 H, m), 10,80 (1 H,
S).

2.2 STOSOWANE METODY BADAWCZE

Widma 'H-NMR otrzymanego zwiazku wykonano przy uzyciu spektrometru NMR
0 czestotliwosci roboczej 500 MHz firmy Bruker. Jako rozpuszczalnik stosowano dg-DMSO,
a jako wzorzec wewngtrzny heksametylodisiloksan (HMDS).
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Widma IR produktéw wykonano w postaci pastylki KBr przy uzyciu aparatu ALPHA FT-IR
firmy BRUKER.

Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykonano stosujgc metode funkcjonatu gestosci (DFT)
przy wykorzystaniu programu Gaussian 09 [8] udostgepnionego w Interdyscyplinarnym Centrum
Modelowania Matematycznego i Komputerowego w ramach grantu G49-12. Do obliczen zostat
uzyty potencjat korelacyjno-wymienny B3LYP [9, 10] oraz baza funkcyjna 6-31G(d,p) [11].
Zestawienie potencjatu hybrydowego B3LYP z tg bazg jest czgsto stosowane jako najbardziej
odpowiednie narzgdzie do optymalizacji struktur zwigzkoéw organicznych [12].

3. DYSKUSJA WYNIKOW

W reakcji réwnomolowych ilosci 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu
i bromooctanu etylu uzyskano jako gtowny produkt 2-(etoksykarbonylometylo)-1-fenylo-6H-
imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dion (rys. 4), ktorego struktur¢ potwierdzono metodami
instrumentalnymi.

W widmie *H-NMR monoestru (rys. 6) obserwuje sie sygnal protonu przy atomie azotu nr 6
przy 10,80 ppm.

A llJ\JL_LL JL J 1 L

Rys. 6. Widmo 'H-NMR 2-(etoksykarbonylometylo)-1-fenylo-6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu

Ponadto obecny jest tryplet przy 1,10 ppm od protonéw grupy metylowej i kwartet od grupy
metylenowej przy 4,05 ppm w ugrupowaniu estrowym, przy atomie azotu nr 2. Protony grupy
metylenowej przy grupie karbonylowej pojawiaja si¢ w formie singletu przy 4,22 ppm. Sygnaty
protonow przy pierscieniu chinazolinowym przy atomach wegla nr 8, 9, 10 i 11 ulegaja
wyraznemu rozsunieciu w poréwnaniu do widma 'H-NMR 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-
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c]chinazolino-3,5-dionu i pojawiaja si¢ odpowiednio przy 7,02, 6,78, 7,14 i 6,72 ppm. Podobnie
protony pierscienia fenylowego daja dwa odrgbne sygnaty przy 7,46 1 7,62 ppm odpowiednio
protony przy C15i C19 oraz C16, C17 i C18.

Strukture mononestru potwierdza rowniez jego widmo IR (rys. 7). W widmie IR 1-fenylo-
2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu obserwuje si¢ szerokie pasma przy 3480 cm™
i w zakresie 3100 - 3350 cm™ od drgan walencyjnych wiazan N-H grup amidowych z atomem
N2 i N6. Pasmo pochodzace od drgan walencyjnych grup karbonylowych wystepuje przy
174 cm™. Pasma szkieletowe pier§cienia aromatycznego grupy fenylowej sa obserwowane przy
1660, 1612, 1509, 1445 cm™. Natomiast pasma plaskich drgan deformacyjne wiazan C-H
wystepuja przy 1156 cm?, a pasma drgan deformacyjnych nieptaskich przy 752 i 699 cm™,
Natomiast pasma walencyjne, szkieletowe pierscienia chinazolinowego sg obserwowane przy
1631, 1587, 1485 cm™, a pasmo deformacyjne przy 845 cm™.

W widmie IR uzyskanego monoestru (rys. 7) obserwuje si¢ wyrazne zmiany w zakresie 2000 -
3500 cm™; odstonicte zostaje pasmo przy 3030 cm™ od drgan walencyjnych wiazan C-H pierécienia
aromatycznego. Ponadto pojawiaja si¢ pasma przy 2890 i 2960 cm™ pochodzace od drgaf
walencyjnych symetrycznych i asymetrycznych wigzan C-H grup metylenowych i metylowych.
Pojawia si¢ rowniez pasmo przy 1256 i1050 cm™ charakterystyczne dla drgan asymetrycznych
i symetrycznych wigzan C-O estrow.
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Rys. 7. Widmo IR 2-(etoksykarbonylometylo)-1-fenylo-6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu

W celu wyjasnienia przyczyn preferowanego podstawienia przy atomie azotu nr 2 i przy
jednoczesnym braku monoestru podstawionego przy atomie azotu nr 6 przeprowadzono
obliczenia kwantowo-mechaniczne.

Na rysunku 8 pokazano struktury przestrzenne mozliwych konformeréw monoestrow
1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu podstawionych przy atomie azotu nr 2
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oraz 6. Pierscien imidazochinazoliny jest ptaski, natomiast pierscien fenylowy ustawiony jest
pod pewnym katem w stosunku do plaszczyzny pierscienia imidazochinazolinowego.
Podstawnik estrowy (etoksykarbonylometylenowy) przy danym podstawieniu moze znajdowaé
si¢ ponizej lub powyzej ptaszczyzny pierscienia imidazochinazolinowego, przy czym w kazdej
Z tych pozycji moze by¢ ustawiony prostopadle lub réwnolegle do tego pier§cienia. Wskutek
tego kazdy monoester moze teoretycznie wystepowac w formie o$miu konformerow.

4
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Rys. 8. Mozliwe konformacje monoestrow 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu, podstawionych przy
atomie azotu: a. 2, b. 6

Obliczenia kwantowo-mechaniczne uwzgledniajace energi¢ konformeru jako kryterium
optymalizacyjne pokazaly, iz stabilnych konformerow podstawionych przy atomie azotu nr 6 jest
osiem (czego nalezalo si¢ spodziewac), natomiast podstawionych przy atomie azotu nr 2 jest ich
tylko szes¢. Na rysunku 9 pokazano cztery zaproponowane konformery monoestru
podstawionego przy atomie azotu nr 2 (G’, F’, H’, E’).
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Rys. 9. Proponowane konformery monoestru podstawionego przy atomie azotu nr 2 (G’, F’, H’, E”)

Obliczenia kwantowo-mechaniczne wykazaty, ze stabilne sposrdd tych czterech sag tylko
konformery E’ i F’, ktore na rysunku zostaly przedstawione petnymi kolorami. W wyniku
przeprowadzonej optymalizacji struktury okazato si¢, ze nastepuje przeksztalcenie konformerow
G’ 1 H’ odpowiednio w konformery F’ 1 E’, co jest jednoznaczne z zerowym udziatem tych
ostatnich w omawianej populacji konformerow. Ttumaczy to zmniejszenie liczby konformerow
Z o$miu do szesciu.

Natomiast w wypadku podstawienia przy atomie azotu nr 6, osiem zaproponowanych
konformerow wykazuje stabilno$¢. Dlatego w dalszych rozwazaniach uwzgledniano
sumarycznie 14 konformerow.

Zaréwno w konformacji E’ jak i F’, ptaszczyzna pier$cienia fenylowego jest rownolegta do
ptaszczyzny wigzania C-C (grupa metylenowa — wegiel karbonylowy). Wéowczas odleglosc
pomiedzy grupa karbonylowa a pierscieniem fenylowym jest najmniejsza (odleglo$¢ miedzy
atomem tlenu grupy karbonylowej a najblizszym jej atomem wodoru pierscienia fenylowego
wynosi 2,46 A). Powoduje to oddziatywanie elektrostatyczne miedzy tymi grupami - duza
gestos¢ elektronowa na atomie tlenu grupy karbonylowej i mata gestos¢ elektronowa na skraju
pierScienia fenylowego i sprawia, ze konformer staje si¢ bardziej stabilny (Rys. 10). Natomiast
w konformacjach G’ oraz H’ odleglosci te sa wicksze (~4 A), ale z racji oddzialywan
elektrostatycznych pierscien jest ,,$ciggany” w kierunku grupy karbonylowej przez istniejacy
tam tadunek na atomie tlenu.
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Rys. 10. Rozktad ggstosci elektronowej konformeru F’

Omawiane oddziatywanie elektrostatyczne jest odpowiedzialne za przechodzenie konformeru
H’ w E’ oraz G* w F” wskutek zmiany kata nachylenia plaszczyzny pierscienia fenylowego (rys.
11).

® W
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Rys. 11. Przechodzenie konformeru H’ w E’

Ponadto zauwazy¢, ze poszczegdlne konformery monoestrow podstawionych w pozycji nr 2
i 6, stanowig pary enancjomerow ze wzgledu na niesymetryczng strukturg wyjsciowego zwigzku
np.AiB,A’iB’.

Na podstawie energii swobodnej Gibbsa wszystkich czternastu konformeréw okreslono ich
ilo$ciowy udzial procentowy, co przedstawiono w tabeli 1.

W ten sposéb wykazano, iz w 99,84 % tworzenie monoestru nastgpuje w pozycji nr 2, co
potwierdza wyniki eksperymentalne. Wsrdd szesciu konformeréw 1-fenylo-2-(etoksykarbonylo-
metylo)-6H-imidazo[1,5c]chinazolino-3,5-dionu  najwigkszy udziat (69,22%) ma para
enancjomerow E’ 1 F’, pokazana na rysunku 9. Reszt¢ stanowig enancjomery, w ktérych
podstawnik  etoksykarbonylometylenowy jest ustawiony prostopadle do pier§cienia
imidazochinazolinowego. Roéwnoleglte ustawienie podstawnika jest odpowiedzialne za
roztadowanie przestrzenne (podobnie jak w wypadku konformacji tédkowej i krzestowej
cykloheksanu) 1 mniejszg energi¢ konformerow, a co za tym idzie wigkszy udzial konformerow
w calej populacji.
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Tabela 1. Udziaty procentowe N-podstawionych monoestréw 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]-chinazolino-3,5-dionu

Rysunek Udziat Udziat
Nazwa zwigzku Konformer ideowy konformeréw | pochodnych
konformeru [% mol] [% mol]
A —\ 0,02
B — 0,02
C 7 0,01
1-fenylo-6-(etoksykarbonylometylo)- D —v 0,01 016
2H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dion E ~—L 0,03 ’
F Y 0,03
G — 0,02
H D 0,02
A —XT 8,03
B’ — 6,49
C — 8,04
1-fenylo-2-(etoksykarbonylometylo)- D’ —Y 8,05 99,84
6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dion E’ —A 35,25 ’
F’ — 33,97
G — 0,00
H — 0,00

4. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Zastosowanie metod modelowania kwantowo-mechanicznego pozwolito wyjasni¢ przyczyng
chemoselektywnosci reakcji 1-fenylo-2H,6H-imidazo[1,5-c]chinazolino-3,5-dionu z bromoocta-
nem etylu. O selektywnosci reakcji decyduje energia (entalpia) swobodna Gibbsa izomerow
szkieletowych obliczona z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestosci (DFT).

5. PODZIEKOWANIA
Autorzy skladaja podzickowania dla Interdyscyplinarnego Centrum Modelowania

Matematycznego 1 Komputerowego w Warszawie za mozliwos¢ wykonania obliczen kwantowo-
mechanicznych w ramach grantu G49-12.
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1. WSTEP

Drewno jest materiatem szeroko wykorzystywanym w wielu dziedzinach takich jak
budownictwo, przemyst meblarski a takze jako biomasa w procesie spalania. Jest to lekki, fatwy
w obrobce materiat charakteryzujacy sie niska przewodnos$cig temperaturowa oraz nieodporny
na procesy prochnicze i deformacje. Mozna zaobserwowal zasadnicze rdznice
w mikrostrukturze migdzy drewnem lisciastym i iglastym, co skutkuje migdzy innymi wigkszg
porowatoscig drewna iglastego [1].

Do elektrycznych wlasciwosci drewna zaliczane s3: opor wilasciwy 1 zwigzane z nim
przewodnictwo wlasciwe, wytrzymato$¢ na przebicie oraz dielektryczne wtasciwosci drewna [2].

Drewno suche (0% wilgotnos$ci) posiada opdr wiasciwy w granicach od 102 do 10" %

W przedziale 0-30% wilgotnosci op6r ten zmniejsza si¢ odwrotnie proporcjonalnie do wartosci
wilgotnosci. Przy wilgotnosci okoto 30% opdr wiasciwy osigga wartos¢ miedzy 10°a 10° %

[2]. Zasadniczy wpltyw na przewodnictwo elektryczne drewna ma jego wilgotno$¢ oraz kierunek
anatomiczny: przewodnictwo elektryczne wzdluz wiokien jest okolo 2 razy wigksze niz w
poprzek witokien [2]. Wplyw roéznych czynnikow, takich jak gatunek drewna, temperatura,
gestos¢, wlasciwoscei chemiczne, czestotliwos$¢ pola elektromagnetycznego lub impregnacja, na
parametry elektryczne i dielektryczne drewna jest przedmiotem wielu badan [3-10]. Kol (2009)
przeprowadzit badania termicznych i dielektrycznych wtasciwosci drewna sosnowego o roznej
wilgotnosci w zakresie 0-22%, metoda mikrofalowa w kierunku stycznym i promieniowym do
utozenia stojow [11]. Z badan tych wynika, ze wilgotno$¢ drewna wptywa na jego wilasciwosci,
natomiast wptyw kierunku anatomicznego jest niewielki. Przedmiotem badan byla rowniez
zalezno$¢ miedzy oporem wihasciwym a wilgotnoscia w przypadku réznych gatunkow drewna
oraz w przypadku drewna tego samego gatunku ale o ré6znym pochodzeniu geograficznym [12,
13]. Tomografia elektrooporowa (ERT) zostala wykorzystana do ustalenia granicy migdzy
twardziela 1 bielg sosny (Pinus) [14], mapowania zmian wilgotnosci pnia w zaleznosci od czasu
w przypadku drzew topoli (Populus) [15] oraz do wykrywania uszkodzen spowodowanych przez
grzyby [16, 17]. Spektroskopia terahercowa (TDS) zostala wykorzystana migdzy innymi do
okreslania wilgotnosci 1 ggstosci drewna [18], wykrywania uszkodzen [19] oraz okre$lania
zwigzku pomiedzy anizotropowa przenikalnoscig wzgledng a gestoscig drewna bez naruszania
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Jjego struktury [20]. W doniesieniach literaturowych mozna znalez¢ informacje o zastosowaniu
cech dielektrycznych drewna do wykrywania sekow iuszkodzen [9] oraz okreslania rdznic
w porowatosci [1]. Impedancja zostala wykorzystana do rozrdézniania probek drewna sosny
zwyczajnej (Scots pine) odpornych i nicodpornych na brunatng zgnilizne [10]. Grupowanie jest
jedna z podstawowych metod analizy danych. Jego celem jest dokonanie podziatu danych na
grupy w taki sposéb aby elementy nalezace do tej samej grupy byly do siebie jak najbardziej
podobne a jednocze$nie wyraznie rdznity si¢ od elementéw zakwalifikowanych do innych grup.
Analiza skupien (Cluster analysis) stanowi grup¢ metod i algorytmow, ktore moga byé
wykorzystywane do ustalenia struktury danych bez wyjasnienia ich rzeczywistej natury. Jest ona
stosowana w wielu dziedzinach takich jak biologia, medycyna, technologia zywnosci i1 inzynieria
rolnicza [21-24]. Poza klasycznymi algorytmami analizy skupien stosuje si¢ takze mnigj
popularne metody, do ktorych nalezg np. sztuczne sieci neuronowe.

Celem badan byto ustalenie czy impedancja moze zosta¢ wykorzystana jako parametr
réznicujacy drewno w konteks$cie jego gatunku, a jesli tak to w jakim zakresie czgstotliwosci
nalezy wykonywaé pomiary.

2. MATERIALY I METODY
2.1 PROBKI DREWNA
W badaniach wykorzystano probki siedmiu gatunkéw drewna. Ws$rod nich znalazty sig

gatunki drewna iglastego i lisciastego. Szczegdlowe informacje dotyczace badanych probek
obejmujace gatunek oraz zakres wilgotnosci probek danego gatunku przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Opis probek wykorzystanych w badaniach

Gatunek drewna Nazwa botaniczna Zakres wilgotnosci [%]

Czeres$nia Prunus avium L. 10.0-15.5
Brzoza Betula pendula Roth 125-155
Dab Quercus robur L. 13.5-18.0
Jesion Fraxinus excelsior L. 14.0-16.0
Modrzew Larix decidua Mill. 10.5-155
Sosha Pinus sylvestris L. 95-15.0

Swierk Picea abies L. 8.5-12.0

Dla kazdego gatunku drewna przygotowano cztery probki pochodzace z réznych czgsci pnia
i 0znaczono je numerujgc od 0 do 3 np. sosna, sosnal, sosna2, sosna3. Nastepnie z kazdej takiej
probki wycigto po cztery prostopadto$ciany o wymiarach (60 x 60 x 15 mm, szerokos$¢ x dtugos¢
x wysokos$¢). Prostopadiosciany te zostaly wyciete w taki sposoéb aby dwa z nich pochodzity
Z bieli 1 dwa z twardzieli. Dodatkowo, jeden z prostopadtoscianéw pochodzacych z konkretnej
cze$ci pnia wycieto tak aby powierzchnie przylegajace do elektrod byly prostopadte do kierunku
stojow a drugi wycieto tak aby powierzchnie przylegajace do elektrod byly réwnolegle do
kierunku stojow. W ten sposéb, z kazdej probki numerowanej od 0 do 3 uzyskano 4 probki
docelowe:
- probka pochodzaca z twardzieli z powierzchnig przylegajaca do elektrod rownolegly do
kierunku stojow,
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- probka pochodzaca z twardzieli z powierzchnig przylegajaca do elektrod prostopadia do
kierunku stojow,

- probka pochodzaca z bieli z powierzchnig przylegajaca do elektrod rownolegta do kierunku
stojow,

- probka pochodzaca z bieli z powierzchnig przylegajaca do elektrod prostopadta do kierunku
stojow.

Powierzchnie probek przylegajace do powierzchni elektrod zostaly wyszlifowane papierem
Sciernym aby zapewni¢ mozliwie najlepsze przyleganie probki do elektrody. Dla wszystkich
probek zmierzono wilgotno$¢ za pomocg przyrzadu Brookhuis Micro-Electronics FME.
Nastepnie dla kazdej z probek zmierzono impedancje w zakresie czestotliwosci pola
elektromagnetycznego od 10 Hz do 1 MHz za pomocg analizatora impedancji ATLAS 0441 HIA
wraz z ptaskim uktadem elektrod wykonanych z miedzi. Sposob utozenia probki w przestrzeni
miedzyelektrodowej zostat przedstawiony na rysunku 1.

Rys. 1. Badana probka w przestrzeni migdzyelektrodowe;j

Impedancja jest parametrem charakteryzujacym element elektryczny w obwodzie pradu
zmiennego. Jest ona wypadkowa oporu czynnego (rezystancji) i biernego (reaktancji).
Impedancja moze by¢ przedstawiona w postaci algebraicznej:

Z=R+iX (1)

gdzie:
R = Re(Z) — rezystancja, Q,
X = Im(Z) — reaktancja, Q.

Modut impedancji (zawada) wyrazony jest wzorem:
|Z| = VR* + X* (2)

W wyniku pomiaréow, dla kazdej probki oznaczonej numerami od 0 do 3, uzyskano zestaw
danych sktadajacy si¢ z o§miu elementow: rezystancji 1 reaktancji dla czesci probki pochodzace;j
z twardzieli 1 bieli mierzonej réwnolegle i prostopadle do kierunku stojéw. Dodatkowo, na
podstawie warto$ci rezystancji i reaktancji, w kazdym przypadku obliczono modut impedancji
zgodnie z zalezno$cig przedstawiong w rownaniu 2.
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2.2 ANALIZA SKUPIEN

W badaniach wykorzystane zostaly dwie metody analizy skupien zaimplementowane
w $rodowisku Statistica 10.

Drzewo hierarchiczne

W przypadku tej metody grupowania, w pierwszym kroku kazdy element zbioru traktowany
jest jako oddzielna klasa. W kolejnych krokach algorytmu taczymy elementy zbioru danych
W coraz wigksze grupy poprzez stopniowe ostabianie kryterium, ktére decyduje o tym na ile
poszczegodlne elementy zbioru roéznig si¢ miedzy soba. Dzigki temu elementy przypisane do tej
samej grupy coraz bardziej réznig si¢ miedzy sobg. Ostatecznie, wszystkie elementy
analizowanego zbioru zostaja potaczone w jedng grupe. Wyniki kolejnych krokow dziatania
algorytmu prezentowane sg w postaci wykresu (drzewa). W przypadku poziomego wykresu
drzewa hierarchicznego na osi poziomej przedstawiona jest odlegtos¢ aglomeracyjna co pozwala
na ocen¢ tej odleglosci dla kazdego wezla wykresu gdzie uformowato si¢ nowe skupienie.
Stosowanie tej metody analizy danych wymaga podania dwéch parametréw: miary odleglosci
oraz metody taczenia lub wigzania. Najbardziej intuicyjng miarg odleglosci jest odleglos¢
euklidesowa czyli odlegto$¢ geometryczna w przestrzeni wielowymiarowej obliczana ze wzoru:

d(x,y)= Z(Xi 0k 3)

Inne miary odlegtosci dostepne w srodowisku Statistica 10 to kwadrat odlegtosci euklidesowe;j,
odleglos¢ miejska (Manhattan, City block), odleglos¢ Czebyszewa, odleglos¢ potegowa
I niezgodnos¢ procentowa. W przypadku duzych réznic w warto$ciach parametrow opisujacych
element zbioru danych zaleca si¢ dokonanie standaryzacji danych. Najbardziej popularne metody
taczenia lub wigzania dostgpne w Srodowisku Statistica 10 to metoda pojedynczego wigzania
(najblizszego sasiedztwa) gdzie odleglto§¢ miedzy dwoma skupieniami jest okre§lona przez
odlegto§¢ miedzy dwoma najblizszymi obiektami nalezagcymi do rdéznych skupien, metoda
petnego wigzania (najdalszego sgsiedztwa) gdzie odlegltos¢ migdzy skupieniami jest obliczana
jako najwigksza odleglo$¢ miedzy dwoma dowolnymi obiektami nalezagcymi do réznych skupien
1 metoda $rednich potaczen gdzie odleglo$¢ miedzy dwoma skupieniami oblicza si¢ jako $rednig
odlegtos¢ miedzy wszystkimi parami obiektdéw nalezacych do dwoch réznych skupien
(www.statsoft.pl).

Sztuczne sieci neuronowe Kohonena

Sieci neuronowe Kohonena czyli samoorganizujace si¢ mapy cech sg specyficznym rodzajem
sieci neuronowych, ch¢tnie wykorzystywanym w zadaniach grupowania. Typowa sie¢ Kohonena
sktada si¢ z dwoch warstw w sposob pokazany na rysunku 2.



IMPEDANCIJA JAKO PARAMETR ROZNICUJACY GATUNKI DREWNA 133

Wezly
WEJSCIOWE Warstwa SOM

O~

(O]

Q

¢ [
& &
0 ® ®
"]

Rys. 2. Typowa struktura sieci neuronowej Kohonena

Wezty wejsciowe stuzg tylko do przekazania informacji wejsciowej do warstwy SOM (Self
Organizing Map). Kazdy neuron w tej warstwie jest polaczony z kazdym z weziow
wejsciowych, natomiast neurony znajdujace si¢ w warstwie SOM nie s3 ze soba polaczone. Sieci
tego typu uczone sg metodg bez nauczyciela co oznacza, ze w czasie uczenia na wejsciach sieci
pojawiaja si¢ wylacznie przypadki obejmujace tylko zmienne wejSciowe, bez informacji
0 oczekiwanej warto$ci wyj$¢ sieci. W ten sposob sie¢ neuronowa probuje nauczy¢ si¢ struktury
danych. W pierwszym kroku algorytmu uczenia, wagi kazdego neuronu w warstwie SOM
przyjmuja losowe wartosci. Nastgpnie obliczana jest odleglo§¢ migdzy danymi z wektora
wejsciowego a wagami zgodnie z zalezno$cia:
gdzie:

N
d(X’Wi):”X_Wi”: Z(Xj_wij ? (4)
V j=1
X - wektor wejSciowy,

w; - wektor wag i-tego neuronu w warstwie SOM,
N - liczba wag pojedynczego neuronu.

W dalszych iteracjach algorytm stopniowo modyfikuje wagi w taki sposob, aby
odzwierciedli¢ skupienia wystepujace w danych uczacych. Jest to realizowane w taki sposob, ze
wszystkie neurony sieci wyznaczajg swoje sygnaty wyjsciowe, stanowigce odpowiedz na podane
wejscia. Na tej podstawie wybierany jest neuron zwycieski, dla ktorego odleglo$¢ obliczona
zgodnie z zalezno$cig 3 jest najmniejsza. Wagi tego neuronu modyfikowane sg w sposob
powodujacy zmniejszenie tej odleglosci. Réwnoczesnie w podobny sposob modyfikowane sa
wagi s3siadow zwycigskiego neuronu (sgsiedzi sg wyznaczani w oparciu o przyjety wzor
topologii sieci). Ostatecznie, neurony reprezentujace centra potozone blisko siebie w przestrzeni
wejs$¢ sa rowniez usytuowane blisko siebie w warstwie SOM. Bardziej szczegdtowe informacje
dotyczace sieci Kohonena przedstawione zostaty w wielu pozycjach literaturowych [25-27].

W badaniach, ktérych wyniki zostaty przedstawione w niniejszej pracy, dane pomiarowe
wykorzystane do przeprowadzenia analizy skupien metodami opisanymi powyzej zostaty
znormalizowane do zakresu <0.1 — 1>. W metodzie drzewa hierarchicznego, jako metoda



134 T. WYSOCZANSKI, D. LUCZYCKA, K. PENTOS

faczenia lub wigzania zostala wykorzystana metoda najblizszego sasiedztwa a jako miara
odlegtosci — odleglos¢ euklidesowa. W czasie uczenia sieci Kohonena liczba epok uczenia
wynosita 2000, wspdtczynniki uczenia zmieniat si¢ od 0.1 do 0.02, promien sgsiedztwa wynosit
1 a wartosci poczatkowe wag w sieci zostaty dobrane losowo zgodnie z rozktadem Gausa. Zbior
danych zostal podzielony na zestaw uczacy (80% danych) i testujacy (20% danych).

3. WYNIKI I DYSKUSJA

Impedancja probek zostata zmierzona w zakresie czestotliwosci od 10 Hz do 1 MHz. Na
rysunkach 3 — 5 przedstawiono zalezno$¢ rezystancji, reaktancji oraz modutu impedancji od
czestotliwosci dla trzech wybranych gatunkoéw drewna. Pomiary, ktorych wyniki zostaty
przedstawione na rysunkach 3 — 5, wykonano dla probek pochodzacych z bieli réwnolegle do
kierunku stojow. Zakres czgstotliwosci przedstawiony na rysunkach zostat ograniczony do 10 Hz
— 2 kHz, dla wyzszych czestotliwos$ci nie zaobserwowano istotnych zmian w warto$ciach
impedancji.
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Rys. 3. Zalezno$¢ czegsci rzeczywistej impedancji od czestotliwosci dla drewna modrzewiowego, §wierkowego
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Rys. 4. Zalezno$¢ czesci urojonej impedancji od czestotliwosci dla drewna modrzewiowego, §wierkowego
i czeresniowego
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Rys. 5. Zalezno$¢ modutu impedancji od czestotliwosei dla drewna modrzewiowego, §wierkowego i1 czere$niowego

Z danych przedstawionych na rysunkach 3 — 5 wynika, ze wyrazne rdznice w warto$ciach
impedancji zmierzonej dla réznych gatunkéw drewna obserwuje si¢ dla czestotliwo$ci nie
przekraczajacych 2 KHz. Z tego powodu do przeprowadzenia zadania klasyfikacji wybrano
warto$ci impedancji zmierzone dla czgstotliwosci 800 Hz.

Waznym parametrem, ktory zgodnie z doniesieniami literaturowymi, wyraznie wptywa na
parametry elektryczne drewna jest jego wilgotnos¢. Dlatego obliczony zostal wspodtczynnik
korelacji liniowej migdzy wilgotno$cig probek a impedancja. Wyniki przedstawione w tabeli 2
wskazuja, ze wilgotno$¢ nie ma decydujacego wplywu na warto$¢ impedancji.

Tabela 2. Warto$ci wspotczynnikow korelacji Pearsona dla wilgotnosci i impedancji drewna (p<0.05)
Cze$¢ rzeczywista impedancji Czg$¢ urojona impedancji
Wilgotnos¢ -0.60 -0.76

Dodatkowo, wptyw wilgotno$ci na impedancje probki zostat zobrazowany na rysunkach 6—7.
Wykresy przestawiajg zalezno$¢ czesci rzeczywistej 1 urojonej impedancji od czestotliwosci dla
probek debu o roznej wilgotnosci (od 13,5% do 18%). Analiza danych przedstawionych na
wykresach potwierdza niewielki wptyw wilgotnosci zar6wno na czgs$¢ rzeczywistg jak 1 urojong
impedancji.
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Rys. 6. Zalezno$¢ czgsci rzeczywistej impedancji od czgstotliwosci dla drewna dgbowego o rdznej wilgotnosci
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Rys. 7. Zalezno$¢ czgsci urojonej impedancji od czestotliwosei dla drewna dgbowego o roéznej wilgotnosci

W badaniach wykorzystano dwie rdzne metody analizy skupien aby umozliwi¢ poréwnanie
uzyskanych wynikow. Wynika to z faktu, ze r6zne metody wykorzystane do analizy tego samego
zbioru danych mogg generowac rozne wyniki.

3.1 WYNIKI GRUPOWANIA

Na rysunkach 8 i 9 przedstawiono wyniki grupowania w przypadku gdy probki opisane byty
o$mioma parametrami: czg$§¢ rzeczywista 1 urojona impedancji mierzona rownolegle
i prostopadle do kierunku stojow dla probki pobranej z bieli oraz z twardzieli.

Diagram drzews

brzoza 1 I
brzoza2

brzozald

dab | |
dab1
dab3
dab2
jesion
jesion3
jesion2
jesion
brzoza
modrzew
modrzead :I—|1
modrzew]
modrzewd — |
s0sna
sosnad H
s05n82
sosnal
CTETEsnia
czeresnial
czeresnial
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Twierk
Swien2 |_|—|
Swierk3 |
Swierk]
0.0 0.2 0.4 0.8 0.8 1.0

Odlegtoss euklidesowsa

Rys. 8. Diagram drzewa hierarchicznego przedstawiajacy proces grupowania probek opisanych osmioma
parametrami



IMPEDANCIJA JAKO PARAMETR ROZNICUJACY GATUNKI DREWNA

137

Rysunek 9 przestawia mape sieci Kohonena o wymiarach 3x3 neurony. W polach
odpowiadajgcym poszczegdlnym neuronom umieszczone zostaly nazwy probek, ktore w wyniku

procesu uczenia sieci zostaty ,,rozpoznane” przez te neurony.

1 2 3
1 brzoza3 cZeresnia swierk
dab jesion czeresénial swierkl
dabl jesionl czeresmal swierk2
dab2 jesion? swierk3
dab3 jesion3
2 brzoza czeresnial
brzozal sosnal
brzozal
3 modrzew s0sna
modrzewl sosnal
modrzew? sosnal
modrzew?3

Rys. 9. Mapa Kohonena dla probek opisanych o§mioma parametrami

Wyniki uzyskane za pomoca obu metod grupowania dla prébek opisanych o$mioma
parametrami wskazuja, ze probki zostaly pogrupowane zgodnie z gatunkami drewna. Uzyskane
wyniki wskazuja na podobienstwo migdzy dgbem, jesionem i1 brzozg oraz modrzewiem 1 sosna.
Znaczaco rozne od pozostatych gatunkdéw sg czeresnia i §wierk.

Rysunki 10 - 11 przedstawiaja wyniki grupowania w przypadku gdy probki zostaly opisane
przez cztery parametry: modul impedancji mierzonej réwnolegle 1 prostopadle do kierunku

stojow dla probki pobranej z bieli oraz z twardzieli.
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Rys. 10. Diagram drzewa hierarchicznego przedstawiajacy proces grupowania probek opisanych czterema

parametrami
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Rys. 11. Mapa Kohonena dla probek opisanych czterema parametrami

Wyniki uzyskane dla probek opisywanych za pomoca modutu impedancji sa generalnie
zbiezne z wynikami otrzymanymi dla prébek opisywanych oddzielnie za pomoca czesci
rzeczywistej i urojonej impedancji. W przypadku metody drzewa hierarchicznego mozna
zauwazy¢, ze odleglos$¢ euklidesowa dla poszczegdlnych weztéw grupowania jest nieco mniejsza
dla probek opisywanych modutem impedancji. Oznacza to, ze podobienstwo probek w tym
przypadku jest nieco wigksze. W przypadku mapy Kohonena obserwujemy roznice dotyczace
przypisania probek do konkretnych neuronéw na mapie. Numer neuronu, ktory ,,rozpoznaje”
dang probke nie ma w tym przypadku znaczenia. Wazne jest jedynie czy podobne grupy probek
sa rozpoznawane przez neurony sasiadujace na mapie. Dla probek opisanych przez modut
impedancji probki drewna brzozy, debu i jesionu s3 rozpoznawane przez ten sam neuron co
potwierdza wigksze podobienstwo tych gatunkéw jesli probki opisywane sa modulem
impedancji.

4. PODSUMOWANIE

Impedancja jest parametrem drewna, ktory z powodzeniem moze by¢ stosowany do
réznicowania drewna zgodnie z jego gatunkiem. Uzyskane wyniki wskazuja, ze gatunek drewna
wplywa na impedancj¢ w wigkszym stopniu niz wilgotnos¢. Nie zaobserwowano znaczace]
réznicy w wynikach uzyskanych w przypadku gdy probki opisane byly za pomoca modutu
impedancji 1 za pomocg rezystancji 1 reaktancji. Zastosowanie modutu impedancji powodowato
nawet niewielki wzrost podobienstwa miedzy probkami pochodzacymi z gatunkow drewna
0 podobnych warto$ciach impedancji. Takie podobienstwa mozna zauwazy¢ dla probek drewna
brzozowego, dgbowego 1 jesionowego oraz modrzewiowego 1 SOSNOwWego.
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