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WSPOMNIENIE O JANIE MAEYSZKO
(1936-2015)

W dniu 7 lipca 2015 roku odszedt Profesor Jan
Malyszko, pracownik naukowy, nauczyciel akade-
micki, wychowawca wielu pokolen chemikéw, jeden
z nas. Dolaczyt do grona swoich znakomitych kole-
gow i przyjaciot z Uniwersytetu Warszawskiego, kto-
rzy wyprzedzili Go w drodze do Wiecznego Labora-
torium: Piotra Wrony (1948-2004), Stanistawa Rubla
(1922-2008), Stanistawa Gtaba (1945-2008), Marka
Kalinowskiego (1937-2014). W tym roku obcho-
dzilby osiemdziesigte urodziny. Mimo wieku i prze-
bywania na zastuzonej emeryturze, mial jeszcze wiele
plandéw naukowych. Niestety, nagle i niespodziewane
dla wszystkich odejécie nie pozwolilo na ich realizacje. Pozostal smutek i nadzieja na
obecnos¢ Jego dobrego ducha wsrdd nas.

Byl absolwentem Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Tam tez
stawial pierwsze kroki na drodze naukowej. Swoja prace kontynuowal w Wyzszej
Szkole Pedagogicznej w Siedlcach (obecnie Uniwersytet Przyrodniczo-Humani-
styczny), a nastepnie w Wyzszej Szkole Pedagogicznej im. Jana Kochanowskiego
w Kielcach (obecnie Uniwersytet Jana Kochanowskiego).

Skromny, lecz fachowy i pelen po$wigcenia, wymagajacy, ale sprawiedliwy. Te
cechy, ktore charakteryzowaly osobe Profesora Malyszki zostaly w Nim uksztalto-
wane nie tylko przez rodzing i szkole, lecz takze przez cale otoczenie geograficzne
i spoteczne, w ktorym przyszto Mu zy¢.

Urodzit si¢ 2 stycznia 1936 r. w Sokotowie Podlaskim. W tym miescie spedzit
dziecinstwo i mlodos¢. Edukacje szkolng rozpoczal w 1942 r. w I klasie Polnische
Volksschule, kontynuowal na tajnych kompletach, a od 1949 r. w Liceum Ogdlno-
ksztalcagcym w Sokolowie. Z szacunkiem wspominal swoich nauczycieli, ktérym
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zawdzieczal swoje pdzniejsze osiagniecia. Zamitowanie do chemii i fizyki rozbudzili
w Nim miejscowy aptekarz oraz nauczyciel fizyki. Ten ostatni zlecal Mu przygoto-
wywanie demonstracji chemicznych, wypozyczat podreczniki akademickie i zache-
cal do ich lektury. Okres szkoty sredniej mial w zyciu Profesora duzy wplyw na
wybdr specjalizacji pod koniec studiow.

W 1953 r. zdal egzaminy maturalne i rozpoczal studia chemiczne na Uniwer-
sytecie Warszawskim. Prace magisterska wykonywal w Katedrze Chemii Nieorga-
nicznej. Mial szczescie trafi¢ pod opieke Profesora Wiktora Kemuli, juz wowczas
uczonego o $wiatowej stawie. Ten wybor zawazyl na calej dalszej drodze naukowej
Profesora Matyszki, ktéra skupita sie gléwnie na elektrochemii. Byl niewatpliwie
dobrym studentem skoro zyskal uznanie swojego Mistrza, wspominajac po latach:
W koricowym etapie wykonywania pracy magisterskiej Profesor Kemula zapropono-
wat mi zatrudnienie na stanowisku zastepcy asystenta, co potraktowatem jako wyréz-
nienie i przyjgtem z wielkg wdzigcznoscig” [1].

Po uzyskaniu magisterium w 1958 r. zostal zatrudniony na Uniwersytecie War-
szawskim i w dalszym ciggu pracowal pod kierunkiem Profesora Kemuli przecho-
dzac typowa droge naukowa od asystenta do starszego asystenta. W 1966 roku obro-
nil prace doktorsky zatytutowana ,,Badanie mechanizmu proceséw elektrodowych
cynku na elektrodzie rteciowej” i awansowal na stanowisko adiunkta w Katedrze
Chemii Nieorganicznej, a nastepnie w Pracowni Elektroanalizy Chemiczne;j.

W 1974 r. otrzymal propozycje objecia stanowiska docenta kontraktowego
w Wyzszej Szkole Pedagogicznej w Siedlcach, przemianowanej nastepnie na Wyz-
sza Szkole Rolniczo-Pedagogiczng. W nowym miejscu pracy kierowal Zakltadem
Chemii Analitycznej i stworzyl pierwszy wlasny zespo6t naukowy. Badania naukowe
z tego okresu zaowocowaly uzyskaniem w 1978 roku stopnia naukowego doktora
habilitowanego na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii UMCS w Lublinie na pod-
stawie rozprawy zatytulowanej ,, Mechanizm elektroredukcji jonow Cu(Il) z uwzgled-
nieniem stadiow przejsciowych”. Dzialalno$¢ dydaktyczna Profesora skupiata si¢ na
prowadzeniu wykladow z chemii analitycznej i analizy instrumentalnej.

Doswiadczenia zawodowe zdobywal na stazach naukowych w Laboratoire
Suisse de Reserches Horlogeres w Neuchatel (Szwajcaria), w Uniwersytecie Hum-
bolta w Berlinie oraz w Uniwersytecie Edtvosa w Budapeszcie.

W 1980 roku Profesor Malyszko opuscit Siedlce i przenidst sie do Kielc, obej-
mujgc stanowisko etatowego docenta w Instytucie Chemii Wyzszej Szkoly Pedago-
gicznej. Pozniej uczelnia dwukrotnie zmieniata nazwe: na Akademie Swietokrzyska,
a nastepnie na Uniwersytet Humanistyczno-Przyrodniczy Jana Kochanowskiego.
W uczelni tej pracowal na stanowisku profesora az do przejscia na emeryture w 2006
r. Byl tworcg i kierownikiem Zaktadu Chemii Analitycznej w Instytucie Chemii
(1980-2006), w latach 1981-1987 wicedyrektorem Instytutu do spraw naukowych,
a w okresie 1994-1998 takze jego dyrektorem. Olbrzymig wage przywigzywal do
ksztalcenia studentéw i rozwoju naukowego swoich wspdtpracownikéw. Prowadzit
wyklfady z chemii analitycznej i analizy instrumentalnej oraz zajecia specjalizacyjne
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z elektrochemii. Dal si¢ zapamigtaé jako bardzo wymagajacy lecz sprawiedliwy
nauczyciel. Dzigki temu cieszyt si¢ szacunkiem i uznaniem spolecznosci akademic-
kiej. Byl promotorem okoto 70 prac magisterskich i 16 dyplomowych. Wypromowat
takze pieciu doktoréw, z ktorych dwaj uzyskali stopient naukowy doktora habilito-
wanego.

W kregu zainteresowan naukowych Profesora Malyszki znalazla si¢ chemia
analityczna, elektrochemia i elektroanaliza chemiczna. Badania naukowe obejmo-
waly gldwnie kinetyke i mechanizm proceséw elektrodowych, inhibitory korozji
oraz wlasciwoséci elektrochemiczne antyutleniaczy i ich woltamperometryczne
oznaczanie. Byly one realizowane z zastosowaniem kroplowej elektrody rteciowej,
wirujacej elektrody dyskowej i dyskowej z pierscieniem, elektrochemicznej mikro-
wagi kwarcowej oraz mikroelektrod woltamperometrycznych.

W dorobku naukowym Profesora jest okolo 100 publikacji oryginalnych,
przegladowych, popularnonaukowych i dydaktycznych w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym i krajowym. Byl takze wspdtautorem podrecznika Elektroana-
lityczne metody wyznaczania statych fizykochemicznych pod redakcja Zbigniewa
Galusa (PWN, Warszawa 1979). Recenzowal rozprawe habilitacyjng i 9 rozpraw
doktorskich oraz wiele artykutéw w czasopismach naukowych.

Pomimo przejscia na emerytur¢ Jego dzialalno$¢ naukowa nie oslabla. Ze
wzgledu na ograniczony dostep do aparatury, swoje zainteresowania realizowat
piszac prace przegladowe i popularnonaukowe drukowane m.in. w Wiadomosciach
Chemicznych i w Chemii w Szkole. Dotyczyly one substancji biologicznie aktywnych
w olejach jadalnych [2] i winie [3], jubileuszu metody miareczkowania kulometrycz-
nego [4], stulecia witamin [5] i problemu zwigkszania rozpuszczalnosci zwigzkow
organicznych w wodzie [6] (ostatnia praca Profesora).

Za dzialalno$¢ dydaktyczng i organizacyjng Profesor Matyszko byt odznaczony
Srebrnym i Ztotym Krzyzem Zastugi oraz Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodze-
nia Polski oraz nagradzany przez Rektoréw Uczelni.

Byl rzeczoznawcg do merytorycznej oceny podrecznikéw szkolnych w zakresie
chemii powolanym przez Ministra Edukacji Narodowej oraz wieloletnim cztonkiem
Zespolu Elektroanalizy Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk.

Wspomnienie o Panu Profesorze byloby niepetne, gdyby nie zaznaczy¢ Jego
szerokich, pozanaukowych zainteresowan. Nie miala dla niego tajemnic historia
i literatura, interesowal sie sztuka, zwlaszcza sakralng, teatrem, muzykg powazna,
a takze turystyka i fotografig. Czynilo to z Pana Profesora prawdziwego czlowieka
renesansu. Dazyt do tego, aby i w nas zaszczepi¢ te zainteresowania snujac ciekawe
opowiesci o wydarzeniach historycznych, o miejscach, ktdre warto zwiedzi¢, o cie-
kawych szlakach gorskich, ktore warto przemierzyé¢, o filmach czy sztukach teatral-
nych, ktére sg godne obejrzenia.

Dla studentéw i wspotpracownikow Profesor Malyszko byl wzorem sumien-
nosci, pracowitoéci i pedantycznej wrecz doktadnosci. Dzigki temu potrafil zyskac¢
ogromny szacunek, podziw i wdzigczno$¢. Byt znakomitym nauczycielem, cztowie-
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kiem o ogromnej wiedzy, a takze Zyczliwosci dla ludzi. Jestesmy dumni, Ze moglismy
by¢ Jego uczniami i ze mozemy Go nazywa¢ swoim Mistrzem i Mentorem. Pozosta-
nie dla nas niedosciglym wzorem Naukowca i Nauczyciela oraz niekwestionowa-
nym autorytetem.

»Nie umiera ten, kto trwa w sercach i pamieci naszej”

Wdzieczni uczniowie,

Stawomir Michatkiewicz

Agata Skorupa

Instytut Chemii,

Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach

PISMIENNICTWO CYTOWANE
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Praca wplyneta do Redakeji 16 lipca 2016



WIADOMOSCI 2016, 70, 5-6
chemicme PL ISSN 0043-5104

PROFESOR KAZIMIERZ LUKASZEWICZ IN MEMORIAM

23 maja 2016 r. we Wroclawiu w wieku 89 lat
zmarl prof. dr hab. Kazimierz Lukaszewicz, czlo-
nek korespondent PAN, wieloletni Przewodniczacy
i Honorowy Przewodniczacy Komitetu Krystalo-
grafii PAN, Profesor i Profesor Honorowy Instytutu
Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN -
wspoltworca polskiej krystalografii.

Profesor Kazimierz Lukaszewicz urodzil sie
w 1927 r. w Duboi na Polesiu, a lata szkolne i okupacje
spedzil w Wilnie. Byl zolnierzem 7 Brygady Wilen-
skiej Armii Krajowej. Zmuszony do opuszczenia
swoich rodzinnych stron i rzucony losem II Wojny
Swiatowej trafit po jej zakoficzeniu do Torunia, gdzie w 1946 r. rozpoczat studia bio-
logiczne i chemiczne na Uniwersytecie Mikolaja Kopernika. Studia kontynuowat na
Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Chemie ukon-
czyl w 1952 1., a jeszcze jako student zostal asystentem w Katedrze Krystalografii,
kierowanej wowczas przez prof. Ludwika Chrobaka, a nastepnie w Katedrze Chemii
Nieorganicznej Politechniki Wroclawskiej, u prof. Wlodzimierza Trzebiatowskiego.
Rozpoczal tez prace w Zakladzie Badan Strukturalnych Instytutu Chemii Fizycznej
PAN. W 1959 r. uzyskal doktorat nauk technicznych na Politechnice Wroclawskiej
za prace o strukturze krystalicznej tytaniandw strontu i baru.

W latach 1963-64 Profesor przebywal na stazu naukowym w Laboratorium
Cavendisha Uniwersytetu w Cambridge. Po powrocie do kraju, w 1968 r. habili-
towal si¢ w dziedzinie nauk fizycznych w zakresie krystalografii w Instytucie Che-
mii Fizycznej PAN w Warszawie. W 1974 r. zostal profesorom nadzwyczajnym,
a w 1981 r. profesorem zwyczajnym nauk fizycznych. W 1979 r. zostal wybrany
czlonkiem korespondentem PAN. Cale swoje tworcze zycie Profesor zwigzal
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z Instytutem Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroclawiu, ktory
w roku 2000 w uznaniu zastug i osiagni¢¢ naukowych przyznal Mu tytul Profesora
Honorowego.

Gléwnym naukowym zainteresowaniem Profesora byly badania struktury
materialow, przede wszystkim ferroelektrykéw, w tym badania przemian fazowych
i powigzanych z nimi proceséw zwigzanych z porzadkiem i nieporzadkiem ato-
mowym. Rozwinal, jako jeden nielicznych w $wiecie, metode bardzo precyzyjnych
pomiardéw parametrow sieci krystalicznej umozliwiajacej monitorowanie niezmier-
nie subtelnych strukturalnych przemian fazowych. Jako jeden z pierwszych podjat
badania struktur zmodulowanych, a ostatnie lata czynnej dzialalnosci naukowej
poswiecil pracom nad krysztalami ze skorelowanym nieporzadkiem strukturalnym
przejawiajacym si¢ rozpraszaniem dyfuzyjnym. Jest autorem okoto 130 prac nauko-
wych i pierwszego polskiego podrecznika rentgenografii strukturalnej (wspolnie
z prof. Wlodzimierzem Trzebiatowskim). Ostatnia z prac Profesora ukazala sie
w2008 r.

Profesor Kazimierz Lukaszewicz nalezy do pionieréw polskiej krystalografii,
ktérzy rozpoczynali prace zdobywajac samodzielnie zaréwno doswiadczenie, jak
i podstawowe $rodki do prowadzenia badan. Przez wiele lat dazyt wytrwale do uno-
woczesnienia zaplecza metodycznego i aparaturowego oraz poszerzenia krystalo-
graficznej tematyki badawczej. Dzielem Profesora byly pierwsze polskie programy
komputerowe do obliczen krystalograficznych. Pierwszy w Polsce dyfraktometr do
badania struktury monokrysztatéw, cho¢ jeszcze poélautomatyczny, uruchomiony
zostal w kierowanym przez Niego zakladzie w 1968 r. W kolejnych latach Profesor
zaprojektowal i wdrozyt najpierw we wlasnej pracowni, a nastgpnie rozpropagowat
w innych placéwkach naukowych kraju, dyfraktometry Bonda stuzace do precyzyj-
nych pomiaréw parametrow sieci monokrysztaléw. Wspieral czynnie podjete przez
Jego uczniéw nowatorskie prace nad polskim automatycznym dyfraktometrem
monokrystalicznym. Niemala w tym zastuga Profesora, ze Polska stata si¢ wioda-
cym w $wiecie producentem tych ztozonych urzadzen badawczych.

W 1972 r. prof. Kazimierz Lukaszewicz zostal przewodniczagcym Komitetu
Krystalogratii PAN i kierowal jego pracami do 2003 r., a w latach pdzniejszych
pozostawal jego Honorowym Przewodniczagcym. W latach 1972-76 byt czlonkiem
Komitetu Wykonawczego Miedzynarodowej Unii Krystalografii, w latach 1981-83
wiceprzewodniczgcym, a nastepnie, w kadencji 1983-86, przewodniczacym Euro-
pejskiego Zrzeszenia Krystalograficznego. Dziatalno$¢ organizacyjna zaréwno
w kraju, jak i za granicg, przyczynila si¢ znacznie do rozwoju badan krystalogra-
ficznych w Polsce i zyskata uznanie na arenie miedzynarodowej, czego wyrazem
byto powierzenie Polsce organizacji w 1978 r. w Warszawie XI Miedzynarodowego
Kongresu Krystalograficznego, a nastepnie w 1986 r. i 2001 r. 10. i 20. Europejskiej
Konferencji Krystalograficznej we Wroctawiu i w Krakowie.

W 1956 r. prof. Kazimierz Lukaszewicz (jeszcze jako magister) byl jednym
z organizatorow I Konwersatorium Krystalograficznego. Kolejne Konwersatoria
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organizowane tradycyjnie co roku (z niewielkimi przerwami do dzi$) we Wrocta-
wiu staly sie miejscem spotkan, prezentacji wynikéw badan i wymiany pogladow
wszystkich polskich krystalografow.

Profesor wypromowat 15 doktoréw, z ktérych 5 uzyskalo tytul profesora.

Prof. Kazimierz Lukaszewicz byt niestrudzonym propagatorem krystalografii.
Uwazal, ze krystalografia jest niezalezng dziedzing nauk usytuowana pomig¢dzy
fizyka, chemia, matematyka, mineralogia, inzynieria materiatows i biologia. Pod-
kreslal zawsze, Ze teoria symetrii lezy u podstaw wszelkich nauk.

Konczgc to krotkie wspomnienie, jeszcze jedno wydaje si¢ wazne i charakte-
rystyczne dla Niego: Profesor bedgc juz na zasluzonej emeryturze zwykl w mar-
cowe §wieto swego patrona, Kazimierza, wyglasza¢ dla nas, swoich wychowankow
i wspotpracownikow, jakis przekrojowy referat z nauk przyrodniczych. W zamian
tylko oczekiwal, ze otrzyma kopie naszych najnowszych prac, powstalych w zespole,
ktéry niegdy$ zbudowat. Takim Go zapamietamy: pelnym ciekawos$ci, nowych idei,
checi do dzialania, optymizmu i entuzjazmu.

Ryszard Kubiak — Adam Pietraszko — Marek Wolcyrz
Instytut Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych PAN we Wroctawiu
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P. ZAWADZKI, W. CZARDYBON, A. CHROBOK

Mgr Przemyslaw Zawadzki jest kierownikiem Labo-
ratorium Chemicznego w Selvicie. Urodzit si¢ w 1982
r. W 2002 roku rozpoczal studia na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Jagielloniskiego, gdzie w 2006 roku uzy-
skal tytul magistra. Zainteresowania naukowe autora
obejmuja nowoczesng synteze organiczng z wykorzy-
staniem cieczy jonowych oraz nowoczesne technologie
syntetyczne.

Dr inz. Wojciech Czardybon kieruje projektami badaw-
czymi, ktorych celem jest opracowanie nowych lekow.
Jego zainteresowania badawcze obejmuja taczenie chemii
obliczeniowej, chemii medycznej oraz biologii w proce-
sie projektowania nowych lekow.

Dr hab. inz. Anna Chrobok - profesor nadzwyczajny
Politechniki Slaskiej. W roku 1996 ukonczyta Wydziat
Chemiczny Politechniki Slaskiej w Gliwicach. W 2001
roku uzyskata tytul doktora nauk technicznych, a w 2011
roku stopien doktora habilitowanego na tym samym
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ABSTRACT

Oxidation reactions belong to the group of the most commonly used processes
in both organic and inorganic chemistry. The main issues in such transformation
are usually safe handling of the oxidants as well as waste generation.

Peroxymonosulfuric acid is one of the strongest oxidants. It was described
for the first time in 1898 by Heinrich Caro. Nowadays, the commercial sources of
KHSO, are low-cost industrial bulk chemicals, e.g., the triple salt Oxone® (2KHSO,:
KHSO,K,SO,). These products are stable oxidizing agents commonly used in fine
chemicals synthesis, and are easy to handle, non-toxic as well as generate non-pollu-
ting by-products.

Over the past several years the scope of its use has extended. One of the most
important transformation that have been made possible with the use of Oxone® are
epoxidation and ketone formation. Epoxides and ketones are important synthetic
building blocks widely used in the chemical industry for the production of pharma-
ceutical products, flavours, fragrances, resins, adhesives and paints.

The use of Oxone® was demonstrated in several combinations both in classical
methods that involved metal catalysis as well as in novel approaches with the use of
microwaves and ionic liquids. Over the past 20 years, ionic liquids, together with
supercritical fluids and water, have become powerful alternatives to conventional
organic solvents. Ionic liquids are salts having in the structure an organic cation and
an inorganic or organic anion, with a melting point below 100°C. The advantage of
using ionic liquids is a big variety of available structures. Combinations of both ionic
liquids and Oxone® offer an interesting alternative to classical oxidation methods
used in industry.

Keywords: oxone(R), ionic liquids, oxidation reactions, epoxide
Stowa kluczowe: oxone(R), ciecze jonowe, reakcje utlenienia, epoksyd
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WPROWADZENIE

Reakcje utleniania sg to reakcje, w ktorych substancja przechodzi z nizszego
stopnia utlenienia na wyzszy, przy zastosowaniu odczynnikéw chemicznych zwa-
nych ,utleniaczami” Jednym z utleniaczy majacych coraz wigksze zastosowanie jest
mieszanina soli o handlowej nazwie Oxone®. Gléwnym sktadnikiem mieszaniny jest
s6l potasowa kwasu nadtlenosiarkowego(VI), czyli kwasu Caro, ktéry zawdzigcza
swoja nazwe odkrywcy Heinrichowi Caro. Pozostatymi sktadnikami s wodorosiar-
czan(IV) potasu KHSO,, oraz siarczan(IV) potasu K,SO,. Najwigkszymi atutami
Oxone” jest jego wysoka stabilno$¢ w warunkach atmosferycznych, brak toksycz-
noéci, niska cena produkcji oraz fakt ze jako substancja stala nie wymaga zadnych
zaawansowanych metod dozowania do reakeji chemicznych [1].

Z uwagi na swoje unikalne wlasnosci, Oxone® znalazl zastosowanie w wielu
reakcjach chemicznych. Przyktadem moze by¢ utlenianie zwigzkow zawierajacych
ugrupowania boranowe, azotowe, fosforowe czy tez siarke. Jest rowniez szeroko sto-
sowany do modyfikacji innych grup funkcyjnych, tj. alkoholi, aldehydow, ketonow,
alkendw, czy tez nitryli [2].

RN-O RCOOH RCOOMe

RN |rcHO
RCH(OMe)2
;
RSR
-« " KHSO; — =" . RSO,R
R

RaB RSP R "R

(RO)3B RsP=0 RCOOH

Schemat 1. Przeglad reakcji z zastosowaniem Oxone® [2]
Scheme 1. Reaction review with the use of Oxone® [2]

Jako dos¢ tagodny utleniacz jest rowniez stosowany do otrzymywania innych
zwiazkow o charakterze silnie utleniajacym np. dioksiranéw lub nadkwaséw. Szcze-
golng role odgrywa w otrzymywaniu dimetylodioksiranu DMDO, ktéry powstaje
w wyniku utlenienia acetonu i jest czgsto uzywany w reakcjach epoksydacji.

1. KETONY I DIOKSIRANY

Pierwsze reakcje utleniania prostych ketonéw za pomocg Oxone® zostaly prze-
prowadzone w 1979 r. przez Edwardsa, ktory dowiddl, ze w §rodowisku lekko zasa-
dowym (pH = 7,5-8,0) mozna otrzyma¢ dioksirany [3]. Dioksirany sg to trdjczlo-
nowe zwigzki cykliczne posiadajgce w swej strukturze dwa atomy tlenu. Z uwagi na
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naprezenia steryczne wynikajace z ich cyklicznego charakteru sa to ugrupowania
niestabilne, ale réwniez bardzo reaktywne. W celu zbadania natury powstawania
dioksirandw zostaly przeprowadzone badania z zastosowaniem znaczonego izo-
topowo tlenu "*O, ktére pozwolily zaproponowaé mechanizm reakcji (Schemat 2)
(3, 4].

O

o pH=7-8 HO S0, 0
+ HO-0-5-00 —  » o} Ry

R R, -0-S- o | ———— ;xib
fo) ~— |Rg , SO3 slow R4

R1=R2=CHj
R1=CF, R2=CH,

Schemat 2. Reakcja tworzenia dioksiranu z zastosowaniem jonu HSO, (3, 4]
Scheme 2. Formation of dioxirane with the use of HSO_ [3, 4]

Dioksiran wygenerowany w roztworze moze zosta¢ zaatakowany przez kolejny
anion kwasu Caro, z wytworzeniem jonu siarczanowego oraz tlenu molekularnego.
Jednakze w konkurencyjnym procesie moze doj$¢ do ataku innego bogatego w elek-
trony substratu, ktory zostanie utleniony (Schemat 3). W obu procesach wyjsciowy
keton jest odzyskiwany i wchodzi w kolejny cykl procesu [3, 5].

KHSO, ?SZ?
Rl RZ S
) o)
KHSO4
R R, SO

Schemat 3. Mechanizm generowania dioksiranu w reakgji ketonu z Oxone® [3, 5]
Scheme 3. Mechanism of dioxirane generation in the reaction between ketone and Oxone® [3, 5]

2. FUNKCJONALIZOWANIE OLEFIN

2.1. EPOKSYDY

Epoksydy inaczej zwane epitlenkami lub oksiranami sg heterocyklicznymi
zwigzkami organicznymi zawierajacymi w swej strukturze trojczlonowy pierscien
zlozony z dwdch atoméw wegla i tlenu. Zwigzki te wykazuja wysoka reaktywnos¢
gltownie ze wzgledu na swojg unikalna budowe, mogg ulega¢ reakcjom otworzenia
pierscienia przylaczajac nukleofil [6].

Zwigzki epoksydowe charakteryzuje wysoka reaktywno$¢ czego przyczyna sa
naprezenia steryczne wynikajace z ich cyklicznego charakteru. Pierscien epoksy-
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dowy moze ulega¢ w sprzyjajacych warunkach otwarciu, i w zaleznosci od obecno-
$ci wybranego nukleofila prowadzi¢ do bogatej gamy pochodnych. Dzieki swoim
unikalnym wlasciwosciom epoksydy znalazly szerokie zastosowanie w przemysle
chemicznym do produkeji zywic, klejow czy farb. S one réwniez wykorzystywane
w medycynie jako produkty posrednie w syntezie wielu lekéw, takich jak Monu-
ral® gdzie substancjg czynng jest fosfomycyna, ktéra w swojej strukturze zawiera
sfunkcjonalizowany pierscien epoksydowy. Ponadto reakcja tworzenia oraz otwie-
rania pier$cieni epoksydowych jest stosowana w syntezie wielu innych produktow
farmakologicznych tj. prostaglandyn, steroidéw (scholarisine A) [7], antybiotykow
(Brefeldin A) [8], lekéw na nadci$nienie (Diltiazem) [9] czy tez lekéw przeciwno-
wotworowych (Taxol).

Typowymi czynnikami utleniajagcymi wykorzystywanymi w reakcji epoksyda-
cji sa nadtlenek wodoru, organiczne lub nieorganiczne nadkwasy (Oxone®) badz tez
wysoce reaktywne dioxirany [10].

Metod syntezy epoksydow jest wiele mozna je jednak podzieli¢ na dwie podsta-
wowe grupy: z udzialem olefiny i utleniaczy, oraz poprzez konwersje innych ugrupo-
wan np. ketonéw i aldehydéw (w reakcjach Darzensa czy Coreya-Chaykowskiego).
W prezentowanej pracy skupiono si¢ na metodach z udzialem olefin.

2.2. METODY KLASYCZNE Z UDZIALEM KATALIZATOROW METALICZNYCH

Reakcja epoksydacji Sharplessa

Jednym z pionieréw reakeji epoksydacji z uzyciem katalizatoréw metaloorga-
nicznych byl Sharpless, ktéry zastosowal uklad tréjskladnikowy, w ktérego sklad
wchodzi: isopropanolan tytanu(IV), pochodne kwasu winowego generujace stereo-
selektywnos¢, oraz utleniacz w postaci wodoronadtlenku fert-butylowego (Sche-
mat 4) [11].

(S,S)-Ester etylowy
kwasu winowego o

. /| R
N Ti(O'Pr)a Roj7—3
7 ‘BUOOH Ry OH
Si \ R2
\/ Ry
R;
‘ OH
. (R,R)-Ester etylowy R
T kwasu winowego R, 3
R1/§: OH

Ti(O'Pr)s
'BUOOH

Schemat 4.  Reakcja epoksydacji Sharplessa [11, 12]
Scheme 4. Sharpless epoxidation reaction [11, 12]
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Stereochemia powyzszej reakcji jest determinowana poprzez chiralnosé
pochodnych kwasu winowego, ktére to w pierwszym etapie reakcji tworza kompleks
z tytanem. Nastepnie dochodzi do wlasciwego utlenienia, po jednej lub po drugiej
stronie wigzania podwojnego.

Metoda epoksydacji Sharplessa znalazta szerokie zastosowanie z uwagi na kilka
istotnych powodoéw. Jest to metoda uniwersalna do pierwszo- oraz drugorzedowych
alkoholi allilowych. Zwykle otrzymane produkty reakcji charakteryzujg si¢ wyso-
kimi nadmiarami enancjomerycznymi Mozna tatwo przewidzie¢ produkty reakcji,
a uzywane substraty sg relatywnie tanie. Wyzej wymienione atuty reakcji znalazly
zastosowanie w syntezie zwigzkow farmaceutycznych, m.in. metymecyny, erytro-
mycyny czy leukotrienéw. Pomimo swojej niewatpliwej uzytecznosci, metoda ta
ma réwniez swoje ograniczenia; gléwnym z nich jest konieczno$¢ wystepowania
w czasteczce grupy hydroksylowej przy weglu alfa w stosunku do wiazania podwoj-
nego.

Reakcja epoksydacji Jakobsena-Katsuki

Kolejna metodg z uzyciem katalizatorow metaloorganicznych, wartg przy-
toczenia jest metoda Jacobsena-Katsuki, gdzie zastosowano kompleks manganu
z salenem [13, 14]. Stosowana jest nie tylko dla alkoholi winylowych, ale réwniez
dla wszelkiego rodzaju olefin, z szerokg gamg podstawnikdow.

Historia tej metody siega roku 1990, w ktérym to niezaleznie Jacobsen oraz
Katsuki opublikowali wyniki swoich badan prowadzacych do otrzymania chiralnych
epoksyddw [13]. Pomimo wielu badan, mechanizm samej reakeji nie jest do konca
poznany. Postuluje sie, ze najpierw kompleks Mn(III) jest utleniony do Mn(V) za
pomoca podchlorynu sodu, a nastepnie tak aktywowany uktad reaguje dalej z olefing
tworzac nowe wigzanie epoksydowe. Stereochemia tej reakcji jest okreslona poprzez
strukture samego kompleksu, a olefina uzyta do reakcji moze atakowac tylko od
jednej strony. W ostatnim etapie reakcji wigzanie tlen-mangan zostaje zerwane,
a katalizator odtwarza si¢, mogac wzig¢ udzial w kolejnym cyklu (Schemat 5) [15].
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NaOCI

A=

Schemat 5. Schemat reakcji epoksydacji Jakobsena-Katsuki [15]
Scheme 5. Jacobsen-Katsuki epoxidation reaction scheme [15]

W obecnym rozdziale nie moze zabraknag¢ wzmianki o innych metodach epok-
sydacji wykorzystujacych metale jako no$niki oraz zrédlo tlenu czasteczkowego.
Do$é¢ szerokie zastosowanie w asymetrycznej syntezie epoksydéow maja réwniez
wolfram, wanad oraz kompleksy zelaza [16, 17]. Prekursorami reakeji katalizowanej
WO, (acac), (gdzie acac = acetyloacetonian) byli Mizuno oraz Wang, ktérzy udo-
wodnili, ze przy odpowiednim doborze pomocnikéw chiralnych mozna przeprowa-
dzi¢ reakcje stereoselektywnie [18].
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H BHA (5.5 mol%) o)
= WO (acac)2 (5 mol%) OH

H,0, (30%, 2 Eg), solvent
additive (1 Eq), It

t-Bu

t-Bu

Schemat 6.  Przyktadowe ligandy reakcji Wang [18]
Scheme 6. Examples of the ligands used in Wang reaction [18]

Réwniez katalizatory na bazie wanadu zostaly wykorzystane do stereoselektyw-
nej reakcji. Sharpless w swoich pracach wykazal, ze stosujac do reakcji V(O)/(acac),
jest mozliwos¢ sterowania jeszcze precyzyjniej powstawaniem pozadanego izomeru.
Poréwnujac jego wyniki z innymi metodami jednoznacznie mozna stwierdzié, ze
zastosowanie katalizatora na bazie wanadu daje kilkukrotny wzrost stereoselektyw-
nosci reakeji [19].

Tabela 1. Zestawienie poréwnawcze pomiedzy katalizatorami wanadowymi, molibdenowymi oraz m-CPBA
(kwas meta-chloroperoxybenzoesowy) [19]
Table 1. Comparison between vanadium, molybdenum catalysts vs m-CPBA(meta-chloroperoxybenzoic
acid) [19]
Rgem [O] Rgem Rgem
RﬁRtrans - o R N Rirans R Ryrans
o
H cis HO cis HO cis
L.p. Substrat VO(acac), Mo(CO), m-CPBA
1 /T 4:1 1:1 1:1,5
H
2 19:1 5:1 1:1
H
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Zaréwno w metodzie Sharplessa jak i Jacobsena niezbednym elementem jest
obecnos¢ katalizatora metaloorganicznego, co ze wzgledéw ekonomicznych jest
gtéwnym minusem prowadzonych reakeji. Konieczno$¢ zawracania tego typu kata-
lizatoréw lub ich utylizacja stanowi gléwne Zrédlo generowania kosztow w skali
przemyslowe;j.

Reakcje epoksydacji z wykorzystaniem Oxone®

Wyzej wymienione problemy mogg by¢ wyeliminowane stosujac metody otrzy-
mywania epoksydow nie angazujace Zzadnych metali. W tym wypadu zrédlem tlenu
sa gldwnie nadkwasy, badz ich sole, na przyklad takie jak Oxone”.

Dotychczas zostalo opublikowane wiele metod wykorzysujacych Oxone®
zaréwno bezposrednio, jak i posrednio w celu wygenerowania bardziej reaktyw-
nych, badz selektywnych utleniaczy. Najczesciej stosuje sie Oxone® w obecnosci
ketonéw, generujac tym samym wyzej wspomniane dioxirany (np. DMDO-dime-
thylodioxiran). Kolejno dioxirany wchodza w reakcje z wigzaniem podwojnym,
czego wynikiem jest powstawanie epoksydu. Bardzo istotng rol¢ odgrywa w calym
procesie rozpuszczalnik. Reakcja moze by¢ przeprowadzona réwniez dwufazowo,
jesli w fazie organicznej bedg rozpuszczone olefina oraz produkt natomiast w fazie
wodnej Oxone®. Tego typu uklady wymagaja jednak dodatkow jakim sa kataliza-
tory przeniesienia miedzyfazowego, co z kolei moze powodowa¢ inne niepozadane
reakcje oraz generowac produkty uboczne. Poszukujac najlepszego systemu autorzy
Hashimoto i Kanda doszli do wniosku, Ze zastosowanie toluenu oraz wody daje naj-
lepszy efekt. W Tabeli 2 przedstawione sa wyniki optymalizacji procesu oraz przy-
ktadowe wydajnosci [20].

Tabela 2. Epoksydacja z zastosowaniem DMDO w uktadach dwufazowych [20]

Table 2. Epoxidation reaction with the use DMDO in biphasic media [20]
Lp. Rozpuszczalnik Aceton Oxone” PTC Konwersja
(eq) (eq) (eq) (%)
1 DCM 0 2 0.1 6,5
2 DCM 10 2 0.1 99,8
3 DCM 10 2 0 90,8
4 EtOAc 10 2 0 96,4
5 EtOAc 10 1,2 0 76,5
6 EtOAc 10 1,2 0 80,2
7 toluen 10 2 0 78,1
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Tabela 3. Przykladowe reakcje z zastosowaniem Oxone® w ukladzie dwufazowym EtOAc:woda [20]
Table 3. Examples of the reactions with Oxone® in biphasic media EtOAc:H,0 [20]
) Konwersja Wydajnos¢
L.p. Olefina NaHCO,(eq) (%) (%)

la 2,0 47 -
1b N ‘ 50 51 -
1c O 5,0 66 65

5,0 96 74

5,0 - 94

5,0 - 83

Zastosowanie ketondw niesie ze sobg szereg mozliwosci — poprzez wprowa-
dzenie w czasteczke centrum chiralno$ci mozna by wplywacé na stereoselektywnos¢
reakcji epoksydacji. Rownoczesnie keton jest odtwarzany w czasie reakeji dlatego
tez moze by¢ stosowany w katalitycznych ilo$ciach, co dodatkowo uatrakcyjnia opi-
sywany proces.

Jako pierwszy, chiralne ketony w reakcjach selektywnej epoksydacji zastoso-
wat Cruci publikujac swoje wyniki w 1984 r. Jako prekursory chiralno$ci wybrat on
(+)-isopinokamfon (1), badz (S)-(+)-3-fenylobutan-2-on (2) w modelowej reakcji
1-methylcycloheksenu oraz (E)-S-metylostyrenu [21, 24].
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Schemat 7.
Scheme 7.
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Przykladowe chiralne ketony jako prekursory reakcji asymetrycznej [21, 24]
Examples of the chiral ketons as precursor for asymmetric reaction [21, 24]

Pierwsze proby wymagaly dos¢ duzych ilosci katalizatoréw oraz wydluzonego
czasu reakcji. Rdwniez poczatkowe wyniki nie byly spektakularne i prowadzily do
nadmiaréw enanjomerycznych rzedu 11-12% ee. Jednak poprzez drobne modyfi-
kacje, np. wprowadzenie elektronoakceptorowej grupy —CF,, polepszono konwersje
reakcji usprawniajgc rowniez selektywnos¢ [22, 24].

Tabela 4. Asymetryczna epoxydacja olefin z zastosowaniem chiralnego ketonu 1 oraz 2 [22, 24]
Table 4. Asymmetric epoxidation of the olefins with chiral keton 1 and 2 [22, 24]
L.p. Keton Wydajnos¢ ee ) .
Substrat (eq) (%) %) Konfiguracja
1 NN 1(2,0) 60 11 (+)-(1R, 2R)
2 1(1,0) 60 12,5 (+)-(1R, 2R)
3 1(02) 68 11,2 (+)-(1R, 2R)
4 2(1,0) 85 9,5 (+)-(1R, 2R)
5 1(1,0) 90 10,4 (+)-(1S, 2R)
6 1(0,2) 85 10,2 (+)-(1S, 2R)
7 2(0,5) 9 12 (+)-(1S, 2R)
Tabela 5. Asymetryczna epoksydacja olefin z zastosowaniem chiralnego ketonu 3 oraz 4 [22, 24]
Table 5. Asymmetric epoxidation of the olefins with chiral keton 3 and 4 [22, 24]
Keton Wydajnos¢ ee .
Lp. Substrat (eq) (%) %) Konfiguracja
1 X 3 82 13 (+)-(1R2R)
2 ©/\/ (8)-4 77 18 (+)-(1R,2R)
3 n-CsH, 1/\/ (8)-4 80 20 (+)-(25,39)
4 | (5)-4 80 16 (+)-(7R,8S)
n-CeHy3




REAKCJE UTLENIANIA WYBRANYCH GRUP FUNKCYJNYCH Z WYKORZYSTANIEM OXONE*

281

Istotny przetom przyniosly badania Yanga, opublikowane w 1996 r., w ktorych
to 11-czlonowy cykliczny keton ulegal reakcji utlenienia do odpowiedniego dioksi-
ranu, 5a nastepnie sam stanowil bardzo reaktywny uktad wchodzacy w dalsze reak-

cje w wydzieleniem epoksydu [23, 24].

0-0

Schemat 8.
Scheme 8.

O

5a X=H

5b X=ClI

5¢ X=Br

5d X=I

Struktura ketonu zastosowanego przez Yanga [23]
Structure of the keton used by Yang [23]

5e X=Me

5f X=CH,OCHj

O

5g X= ~%:>

5h X=Ph

5i X= TMS
O
5j X= —<o]

L

Kombinacja odslonigtego ugrupowania karbonylowego, w polaczeniu z obec-
noscig grup elektronoakceptorowych okazata sie by¢ bardzo skuteczna. Keton 5 jest
bardzo reaktywnym ale zarazem stabilnym ukladem, ktéry w katalitycznych ilo-
$ciach daje znaczace nadmiary enancjomeryczne w wybranych reakcjach (Tab. 6).

Tabela 6. Asymetryczna epoksydacja olefin z zastosowaniem chiralnego ketonu 5 [24]
Table 6. Asymmetric epoxidation of the olefins with chiral keton 5 [24]
Wydajnosé ee ) .
L.p. Substrat (%) (%) Konfiguracja
I R
oh
R
1 R=H 99 47 (v)-(S,9)
2 R=Me 99 50 (-)-(S,9)
3 R=Et 96 60 (-)-(S.9)
4 R=i-Pr 98 71 (4)-(S,5)
5 R=t-Bu 95 76 (-)-(S,5)
6 R=Ph 82 87 (-)-(5,5)
Ph
7 Ph 98 50 (=)-(S)
ph)\/
Ph
8 O/ 83 33 ()-(89)
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Wydajno$¢ ee
(%) (%)

9 /g 70 18
Ph
10 85 5
o

L.p. Substrat Konfiguracja

11 83 18 (-)-(S)

Cl

Prace Yanga zapoczatkowaly wigksze zainteresowanie prezentowang tematyka
oraz pojawienie si¢ nowych generacji katalizatoréw opartych na tej samej koncep-
cji. W 1997 r. Adams zaprezentowat chiralne katalizatory oparte na mannitolu oraz
pochodnych kwasu winowego, ktdre réwniez wykazywaty bardzo dobre wlasciwosci
katalityczne zachowujac przy tym bardzo wysokie nadmiary enancjomeryczne pro-
wadzonych reakcji [24, 25].

Reakcja epoksydacji Shi

O krok dalej posuneli si¢ Shi oraz jego wspdtpracownicy stosujac keton nie
tylko jako niezbedny czynnik w cyklu utleniajagcym ale jako pomocnik chiralny w
celu wygenerowania czystego optycznie produktu. Wieloletnie badania grupy Shi
pozwolity zbudowa¢ baze pochodnych, ktére ulegajg tej reakeji z bardzo korzyst-
nymi nadmiarami enancjomerycznymi. Dodatkowym atutem zastosowanych keto-
néw jest fakt, ze pochodza one z tanich i tatwo dostepnych chiralnych cukréw takich

jak np. fruktoza [26].
o)g
oy o 0{
oy
0\0 > (0] AcO‘\\ - 0
-0 AcO
6 7

Schemat 9.  Podstawowe struktury ketonow Shi [26]
Scheme 9. Principal structures of the keton Shi [26]

Zaprezentowane wyzej ketony zostaly uzyte w modelowych reakcjach epok-
sydacji a,B-nienasyconych estrow, ktore to powszechnie uznaje si¢ za problema-
tyczne oraz wymagajace reakcje. Warto zaznaczy¢, ze czynnikiem utleniajacym
we wszystkich reakcjach byt Oxone®, ktory dzieki swojej dobrej rozpuszczalnoscei
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w uktadach wodnych stanowit bardzo dobry czynnik utleniajacy. Mechanizm reak-
cji epoksydacji przedstawia Schemat 10.

R,O0 CO,R
1 COR HSO5
0
R, CO,R )L
R,
S0,2 +0 - MR
47 +0; 0-S03 Ry O
0-0 Ho. O . )
rozklad <«—— )4 ><R2 B.V. lubi

O
R1)J\O” Ro
SO 0-SOs3°
52 w

Schemat 10. Mechanizm reakcji epoksydacji za pomocg Oxone® [25, 26]
Scheme 10.  Epoxidation reaction mechanism with Oxone® [25, 26]

Warto zaznaczy¢, ze Oxone® jest tutaj posrednim czynnikiem utleniajagcym
keton do dioksiranu, ktory to nastepnie reaguje z wigzaniem podwdjnym z wytwo-
rzeniem pozadanego epoksydu oraz odtworzeniem pierwotnego ketonu. Caly pro-
ces zamyka si¢ w cykl katalityczny, co powoduje, Ze metoda jest atrakcyjniejsza pod
wzgledem zastosowania komercyjnego.

W Tabeli 7 zebrano przykladowe wyniki prowadzonych reakeji z podaniem
wydajnosci oraz nadmiaréw enancjomerycznych [27].

Tabela 7. Asymetryczna epoksydacja olefin z zastosowaniem chiralnego ketonu 7 [27]
Table 7. Asymmetric epoxidation of the olefins with chiral keton 7 [27]
Wydajnos¢ ee ) .
L.p. Substrat (%) (%) Konfiguracja
1 ph Xy CO2Et 73 9% (+)-(25,3R)

2 ©i\/ 67 93 +)
~__CO,Et
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~o

4 57 90 (+)-(28,3R)
; J@N o . "
Cl
F
F x _CO,Et
; j@m " % @
. CO,Et
8 Of\/ 40 95 (+)
F
9 o J\/CozEt 93 9% (+)-(28,3R)
Et
10 91 93 +)
oA COE
CHj
11 Et 64 82 (+)
H3C)\/COZ
2 O/\/ 77 89 (+)
CO,Et
13 O/ 77 93 (+)

3. REAKCJE UTLENIANIA ALKOHOLI

powstajacego produktu.

Kolejna grupa funkcyjng, ktora ulega reakcjom utleniania jest ugrupowanie
hydroksylowe. Alkohole ulegaja reakcji utlenienia do zwigzkéw karbonylowych,
w zaleznosci od swojej rzedowosci moga by¢ to ketony, aldehydy lub kwasy kar-
boksylowe. Dotychczas opisano wiele metod utleniania alkoholi z uzyciem réznych
czynnikéw utleniajacych, zaréwno wspomaganych katalizatorami metalicznymi jak
i bardzo silnymi utleniaczami. Niemniej jednak bardzo ciekawa alternatywa jest
zastosowanie Oxone’, ktory po zakonczonej reakcji moze by¢ tatwo oddzielany od
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Reakcje z zastosowaniem Oxone’/IBX (kwas jodoksybenzoesowy)

Jednym z prekursoréw tego typu strategii byl Vinod, ktéry to za pomoca
Oxone® oraz IBA (kwasu jodobenzoesowego) w srodowisku woda-acetonitryl utle-
nil wybrane alkohole do odpowiednich ketonéw oraz kwaséw karboksylowych [28].
Duzym atutem tej metody jest jej chemiczna selektywnos¢ oraz fakt, ze w zasadzie
dla prezentowanych prostych ukltadéw nie stwierdzono reakcji ubocznej Baeyera-
-Villigera, ktdra to czgsto ma miejsce w procesach utleniania. Mechanizm samego
utleniania przedstawia Schemat 11.

Oxone | Oxone \
—_— \O

CO,H ‘7‘T O

Schemat 11. Reakgja utleniania za pomocg IBX powstajacego in situ z IBA oraz Oxone® [29]
Scheme 11.  reaction with IBX formed in-situ from IBA and Oxone® [29]

W pierwszej kolejnosci kwas jodobenzoesowy jest utleniany za pomocg Oxone®
do reaktywnej pochodnej (IBX), ktdrej katalityczna ilo$¢ jest wystarczajaca do
zainicjowania wlasciwej reakcji utlenienia pochodnych hydroksylowych. Pomimo
sukcesu, metoda ta ma réwniez pewne ograniczenia, a mianowicie nie udato si¢
zatrzymac procesu utlenienia alkoholi pierwszorzedowych na etapie aldehydu.

Shulze i Giannis, zainspirowani wynikami Vinoda, zaproponowali zastoso-
wanie wodorosiarczanu tetrabutyloamonowego jako katalizatora przeniesienia
fazowego w $rodowisku dwufazowym octan etylu: woda. Poprzez zastosowanie
roztworu dwufazowego udalo si¢ bardziej precyzyjnie sterowac reakcja i otrzymac
petne spektrum produktéw utlenienia w zaleznosci od warunkéw prowadzonych
reakcji. Warto nadmieni¢, ze prezentowana metoda réwniez tolerowata obecnos¢
wigzan podwojnych w czasteczce [30]. Przyklady reakcji utleniania przedstawiono
w Tabeli 8.
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Tabela 8. Reakgje utleniania alkoholi katalizowane uktadem IBX/Oxone® [30]
Table 8. Oxidation reaction of the alcohols catalyzed by IBX/Oxone® system [30]
OH j\
Oxone, IBA (109
R OR, (10%)  RyOR,
—_—_—
BU4SO4
OH 0
EtOAcwoda 21 )J\X
R 700C, 4-7hrs L
Substrat Produkt Wyd:] nose
(%]
R OH RS0
R=Ph R=Ph 72
R =3-F-CH, R=3-F-CH, 91
R=4-NO,-CH, R=4-NO,-CH, 93

—a o )

R R
WOH ~"o
n

R=Men=6 R=Men=6 77

R=CH,Cln=4 R=CH,Cln=4 82

Mozliwos¢ zatrzymania reakcji utlenienia na etapie aldehydu byta niewatpliwie
osiggnigciem, jednak tym razem dla niektorych sterycznie zatloczonych pochod-
nych np. (-)-mentolu mozna bylo zaobserwowa¢ znaczacy udzial reakcji Baeyera-
-Viligera w cato$ciowym procesie. Zmiana rozpuszczalnika na bezwodny nitrome-

tan pozwolita czesciowo rozwigza¢ ten problem.

Bardzo ciekawy przyktad stanowi metoda Page, ktory jako utleniacz zastosowat
sOl tetrafenylofosfinowg kwasu nadtlenosiarkowego (TPPP). Zwigzek zostal otrzy-
many poprzez wymiane anionu pomiedzy Oxone’, a chlorkiem tetrafenylofosfo-
niowym. Zastosowanie takiego ukladu w reakcji z alkoholami pierwszorzedowymi
pozwalalo otrzymac wylacznie aldehydy, bez dalszego, nawet czesciowego, utlenie-

nia do kwaséw karboksylowych (Schemat 12) [31, 32].
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OH

R1)\R2

Ry OH

OH

R1)\R2

TPPP
Oxone (10%)

BU4SO4
DCE or ACN
80°C 3-12hrs

Ry OH

Schemat 12.  Utleniania za pomocg systemu TPPP/Oxone® [31, 32]
Scheme 12.  Oxidation by TPPP/Oxone® system [31, 32]

Reakcje z zastosowaniem Oxone®/IBS (kwas jodoksybenzenosulfonowy)

Prekursorem utleniajagcym alkohole moze by¢ réwniez ,,siarkowy” analog IBX
czyli kwas jodoksybenzenosulfonowy (IBS). Zaréwno otrzymywanie jak i reak-
tywnos$¢ IBS jest bardzo zblizona do IBX, jednak posiada on wigksze zastosowa-
nie szczegblnie w reakcjach kaskadowych. Ponadto pozwala na sterowanie reakcji
w kierunku selektywnego powstawania aldehydow, ketonéw badz kwasow karbok-
sylowych z prostych alkoholi, oraz dodatkowo utlenia a,f-nienasycone alkohole
oraz bardziej skomplikowane uklady przedstawione na Schemacie 13 [33-35].

T,

Schemat 13. Reakcja otrzymywania IBS [33]
Scheme 13.  Reaction of IBS formation [33]

Oxone

HO o)
Oxone 4
— 0
Oz;Na H20,70°C s
g o

OH IBS(1-2%)

(0] 0] (0]
|
)\ PN . 0 R1)J\R2 R1) R1)J\OH
Ry” "Ry /R"SOH Rozpuszczalnik, 70°C

Metoda A: acetonitryl bez dodatkéw; Metoda B: EtOAc, Na2SO4; Metoda C:CH3NO2,Na2504
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o) R, =acetylen,R, = C.H A =99% 0
o R, =C(Me), R, = EtA = 99% | N\ 7
R)J\R R, =PhR, = MeA = 99%
T 2 R =CH,CHPhR,=MeA =99% A=93%
A=99%
(0]
~_ _CHO ~_ _CHO Ph
/\/CHO
Ph i o
=92% | C=86% |  C=86%
A=ogy,  ATO9%

Schemat 14. Przyktadowe produkty powstale w wyniku selektywnego utleniania w uktadzie Oxone®/IBS [35]
Scheme 14.  Products examples that were formed during selective oxidation with Oxone®/IBS system [35]

Stosujac IBS mamy mozliwos¢ otrzymywania ukladéw sprzezonych poprzez
oksydacyjng dehydrogenacje, co zaprezentowal Ishihara i wspdtpracownicy dla
ukladow cyklicznych (Schemat 15) [35].

OH O (0]
Oxone IBS (5%)
R— - . - - + R+
) ) Oxone
n n
n
O n=1R =R,=H,82%

1
n=1R, =H;R,=SiPh,t-Bu, 88%
n=1R, =H;R,="Ph,88%
) n=1R =HR, = Me, 83%
n 1
1

n=1R =R,=Me, 61%
12 n=0R =R,=H,70%

Schemat 15. Kaskadowa reakcja utleniania w uktadzie Oxone®/IBS [35]
Scheme 15.  Cascade oxidation reaction with Oxone®/IBS system [35]

W pierwszej kolejnosci utlenieniu ulega cykliczny alkohol do ketonu, a nastep-
nie tworzy si¢ sprzezone wigzanie podwdjne. Zaréwno dla ukladéw 5 i 6-czlono-
wych reakcje zachodzg z bardzo dobrymi wydajnosciami oraz selektywno$ciami,
jednakze prdba aplikacji tych warunkéw dla ukladéw liniowych nie przyniosta
pozadanych rezultatow.
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Reakcje z zastosowaniem Oxone®/TEMPO
(rodnik 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksylowy)

Kolejnym wartym wspomnienia uktadem utleniajacym jest zastosowanie mie-
szaniny TEMPO/Oxone®. Bolm i wspolpracownicy zaprezentowali, ze zastosowanie
tej metodologii do utleniania alkoholi jest bardzo wydajne i efektywne [36].

TEMPO (4%mol)
OH n-BuyNBr )CJ)\
Ri Rz Oxone 2.2 Eq, 't R Ry
Ry=Ph, alkyl

Schemat 16. Utlenianie za pomocg TEMPO/Oxone® [36]
Scheme 16.  Oxidation with TEMPO/Oxone® [36]

Reaktywno$¢ ukladu katalitycznego w tym wypadku jest silnie zwigzana
z obecnoscig odpowiedniej amoniowej soli czwartorzedowej, z ktérych TBAB (bro-
mek tetrabutyloamoniowy) wyroéznia si¢ najwigksza uniwersalnoscig. Dodatkowo
uklad katalityczny Oxone®/ TEMPO stanowi duzo fagodniejsze $rodowisko reakcji
w poréwnaniu z innymi publikowanymi metodami, przez co wykazuje wigksza
tolerancje dla wrazliwych grup funkcyjnych oraz zapobiega nastepczym reakcjom
wielokrotnego utlenienia. Ciekawostka moze by¢ fakt, ze stosujac te metodologie
w ukladach z toluenem alkohole drugorzedowe wykazywaly wieksza reaktywnosé¢
niz pierwszorzedowe, co stanowi precedens. Powszechnie wiadomo bowiem, Ze
reakcje z zastosowaniem TEMPO preferuja pochodne pierwszorzedowe. Zaob-
serwowano roéwniez interesujacy trend zaleznosci zastosowanego rozpuszczalnika
i wydajnosci. Alkohole pierwszorzedowe dawaly duzo lepsze rezultaty w dichloro-
metanie, natomiast drugorzedowe w toluenie [37, 38].

4. CIECZE JONOWE W REAKCJACH UTLENIANIA

W ostatniej dekadzie ciecze jonowe staly sie obiektem duzego zainteresowania,
gléwnie ze wzgledu na swoje unikalne wlasnosci i mozliwos¢ zastapienia klasycznych
lotnych rozpuszczalnikéw ,,zielonym” odpowiednikiem. Szczegoélne zastosowanie
znalazly wszedzie tam, gdzie uklad reakcyjny wymaga zastosowania dwufazowego
medium lub obecnosci katalizatoréw przeniesienia fazowego. Istnieje szereg reakeji
jakie udalo si¢ przeprowadzi¢ w obecnosci cieczy jonowych, ktére petnity réznag role
- medium reakcyjnego, katalizatora, prekatalizatora badz tez ligandu w cyklu kata-
litycznym [39]. Jednak na szczegélne wyrdznienie zastuguja reakcje utleniania, gdyz
zwykle wymagaja one homogenicznego srodowiska reakcji. Reakcje prowadzone
w cieczach jonowych w obecnosci H,0, odznaczaly si¢ wyzszymi wydajnosciami
oraz selektywnos$ciami. W wielu przypadkach ciecz jonowa bierze udziat w procesie
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nie tylko jako rozpuszczalnik ale réwniez stanowi doskonale srodowisko dla reakeji
rodnikowych, stabilizacji kationéw lub aniondw jak réwniez immobilizacji kataliza-
tora, gldwnie poprzez swoj jonowy charakter [40-42].

4.1. CIECZE JONOWE W PROCESIE UTLENIANIA ALKOHOLI

Utlenianie alkoholi zawsze stanowilo pewnego rodzaju wyzwanie; nie ze
wzgledu na brak reaktywnosci, a raczej na problem z zatrzymaniem reakcji nastep-
czych. Jedng z lepszych metod jest zastosowanie TEMPO, ktéry daje dobre rezul-
taty juz w katalitycznych ilo$ciach, jednak jego przemystowe odzyskiwanie pozo-
staje caly czas przedmiotem badan oraz istotnym czynnikiem generujgcym koszty.
Wychodzac naprzeciw tym potrzebom Wang i wspotpracownicy immobilizowali
katalizator wanadowy oraz kokatalizator TEMPO w tetrafluoroboranie N-butylopi-
rydyniowym [BPy][BF,] uzyskujac bardzo dobre wydajnosci, a tym samym umozli-
wiajac proste odzyskanie kazdego z komponentéw poprzez ekstrakcje [43].

Kolejnym przykladem jest proces Jianga, ktory zastosowat heksafluorofosforan
1-butylo-3-metyloimidazoliowy [bmim][PF,] w reakcji utlenienia alkoholi benzy-
lowych do odpowiadajacych im aldehydéw. Jako zrédlo tlenu zostal zastosowany
zmodyfikowany acetamido-TEMPO. Reakcja w poréwnaniu do klasycznych roz-
puszczalnikéw byla 3 krotnie bardziej wydajna i wykazywata 99% selektywnosci
w kierunku aldehydéw [44].

Strategia ,zakotwiczenia> TEMPO w cieczy jonowej zostala réwniez zasto-
sowana w procesach utleniania prezentowanych przez Falla. Poprzez reakcje typu
,klik” TEMPO zostalo przylaczone do taiicucha bocznego cieczy jonowej, polep-
szajac rozpuszczalno$¢ w samej cieczy. Aktywno$¢ tak przeksztalconego TEMPO
wzrosta. Polepszylo to réwniez znaczaco odzysk katalizatora oraz wielokrotne uzy-
cie bez zauwazalnych zmian w aktywnosci [45].

O krok dalej poszli Zawadzki i Chrobok stosujac jako utleniacz ciecz jonowa,
ktora zostala dodatkowo sfunkcjonalizowana poprzez utlenianie jej anionu [46].
Zastosowana metodologia pozwolita na opracowanie nowej metody otrzymywania
laktonéw z alkoholi w reakcji ,,one-pot”. Dodatek cieczy jonowej pozwolit na osig-
gniecie homogenicznego $rodowiska, ktore jest kluczowe dla reakcji tandemowych,
a tym samym pozwolil osiggna¢ wysoka selektywno$¢ procesu (Schemat 17).

OH o] ¢}
HSOg HSOg
—_—
ciecz jonowa ciecz jonowa

TEMPO/TBAB

Schemat 17.  Utlenianie cyclohesanolu w cieczy jonowej z zastosowaniem ultradzwiekéw badz mikrofal [46]
Scheme 17.  Oxidation of cyclohexanol in ionic liquid with ultrasounds
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Uniwersalno$¢ procesu zostala potwierdzona na kilku przyktadach, z posrod
ktérych kazdy wyrdznia sie wysoka wydajnoscia. Z technologicznego punktu
widzenia reakcja rdwniez zastuguje na wyrdznienie. Produkty reakcji oddzielono
w bardzo prosty sposob z mieszaniny poreakcyjnej poprzez ekstrakcje, a samg ciecz
jonowa poddano procesowi zawracania w kolejnych cyklach.

Tabela 9. Zestawienie cyklicznych alkoholi oraz produktéw reakcji Bayera-Villigera w cieczy jonowej
[bmim][N(CN),] (dicyjanoimidek 1-butylo-3-metyloimidazoliowy) [46]
Tabela 9. Comparison cyclic alcohols and products from Bayer-Villiger reaction in the presence of ionic

liquid [bmim][N(CN),] [46]

Czas reakcji Wydajnos¢

Alkohol Lakton [h] (%]

o

(\)\J§ 5 75

&

=
2
20| O] - | -
A

0
0

0

/Kj 6 89

4.2. CIECZE JONOWE W SYNTEZIE EPOKSYDOW

Epoksydacja w cieczach jonowych jest zagadnieniem caty czas szeroko badanym
oraz unikalnym; pierwsze publikacje ukazaty si¢ na poczatku XXI wieku i dotyczyly
gltéwnie reakeji epoksydacji katalizowanej za pomoca kompleksdw z metalami [42].
Autorzy zastosowali dodatek cieczy jonowej [bmim][PF ] aby usprawni¢ system
odzyskiwania chiralnego katalizatora Jacobsena w asymetrycznej wersji reakcji [47].
Obecnos¢ cieczy jonowej nie tylko zwiekszyla wydajno$¢ reakcji, ale réwniez polep-
szyla rozpuszczalnos¢ substratu, oraz pozniejszy odzysk katalizatora (Schemat 18).
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: O/ katalizator Jacobsena /©/\O;(
NC Z ciecz jonowa, NaOCI NC :
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Schemat 18. Reakcja utleniania w cieczy jonowej z zastosowaniem katalizatora Jacobsena [47]
Scheme 18.  Oxidation reaction in the ionic liquid with Jacobsen catalyst [47]

Prace innych autoréw poszerzaja zastosowanie cieczy jonowych eliminu-
jac konieczno$¢ uzycia klasycznych rozpuszczalnikéw w ukladzie reakcyjnym
z zastosowaniem szerokiej gamy czynnikéw utleniajacych, wspieranych przez
drogie katalizatory metaloorganiczne [48]. Wyniki otrzymywane w takich ukltadach
katalitycznych przewyzszaja klasyczne reakcje zaréwno pod wzgledem wydajnosci
jak i selektywnosci [49, 50].

W 2008 roku Welton podjal réwniez préoby eliminacji katalizatoréw metalicznych
poprzez zastosowanie N-tlenkow heterocyklicznych amin [51] w reakcji epoksyda-
cji z zastosowaniem trifluorometanosulfonianu 1-butylo-3-metyloimidazoliowego
[bmim][OTf] oraz Oxone® jako zrédla tlenu. Wyniki zastosowania takiego uktadu
reakcyjnego byly poréwnywalne lub lepsze od klasycznej mieszaniny acetonitryl :
woda. Przykltadowe wyniki przedstawiono w Tabeli 10.

Tabela 10.  Poréwnanie wynikéw reakeji w klasycznym uktadzie ACN : woda z ukladem ciecz jonowa : woda
(51]
Table 10. Comparison of the results in classical ACN:water and Ionic liquid:water system
Konwersja
Lp. Substrat [%]
ACN/H,O 1:1 [bmim][OTf]/ H,O 1:1

1 O 92 100

Ph
3 |-/=< 66 6
P
4 NN 18 14
Ph

Obecno$¢ kationu 2-metylo-3,4-dihydroisochinolinowego jest wystarczajaca
aby katalizowa¢ reakcje epoksydacji bez uzycia dodatkowego katalizatora metaloor-
ganicznego. Mechanizm reakcji zostal przedstawiony na Schemacie 19.
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Schemat 19.  Mechanizm reakcji epoxydacji w obecnosci kationu 2-metylo-3,4-dihydroisochinolinowego [51]
Scheme 19.  Epoxidation reaction mechanism with the presence of 2-methyl-3,4-dihydroisoquinoline cation
(51]

Autorzy przetestowali szereg cieczy jonowych i ciekawym jest fakt, ze w przy-
padku zastosowania cieczy nie mieszajacych sie z wodg obserwowano brak kon-
wersji do pozadanego produktu. Analogiczna reakcja prowadzona w mieszaninie
homogenicznej wykazywala okoto 60% skutecznos¢. Autorzy postuluja, Ze prawdo-
podobnie przyczyng s utrudnienia w przeniesieniu anionu HSO, pomiedzy fazami.

Dodatkowo wykazano, ze mozliwe jest wydzielanie katalizatorow wraz z cie-
cza jonowg i powtdrne wykorzystywanie takiej fazy katalitycznej w kolejnym pro-
cesie. Zastosowanie katalizatorow molibdenowych w bardzo wymagajacej reak-
cji epoksydacji trans-f-styrenu prowadzi do bardzo dobrych wynikéw zaréwno
w pierwszym cyklu katalitycznym jak i w kolejnych bez znaczacego ubytku
w wydajnosci (Schemat 20) [52].
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Schemat 20. Przyktadowe katalizatory molibdenowe zastosowane w reakcji w cieczach jonowych [52]
Scheme 20.  Examples of the molybdenum catalyst used in the raction with the presence of ionic liquids [52]

Przeprowadzenie reakeji w imidku bis(trifluorometylo)sulfonylowym [bmim]
[NTE,] pozwolito na zwigkszenie zywotnoéci katalizatora oraz na jego kilkukrotne
zastosowanie w kolejnych cyklach reakcji [52].

Innowacyjne podejscie zaprezentowali rowniez Abrantes i wspdlpracownicy,
ktérzy sfunkcjonalizowali katalizator metaloorganiczny za pomoca aminokwasu,
pochodnej proliny (Schemat 21) [53].
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Schemat 21.  Czasteczka chiralnego katalizatora na bazie proliny [53]
Scheme 21.  Chiral catalyst based on proline scaffold [53]

Zalozeniem tak przygotowanego kompleksu byto uzyskanie dodatkowo stereo-
kontroli nad reakcja epoksydacji styrenu, co jednak nie zostato do konca osiagniete.
Prowadzone reakcje osiggaly bardzo znikomy, 5% procentowy nadmiar enancjome-
ryczny [53].

Inng, ciekawg koncepcje zastosowali Zawadzki i Chrobok, ktérzy zaaplikowali
ciecz jonowa sfunkcjonalizowang anionem kwasu Caro, co zaowocowalo brakiem
potrzeby uzycia dodatkowego utleniacza [54]. Istotnym atutem tak przygotowanej
cieczy jonowej jest minimalizacja nieorganicznego balastu, ktory po skonczonej
reakcji musi zosta¢ oddzielony, od mieszaniny reakcyjnej. Gtéwnym czynnikiem
utleniajacym jest pochodna dioksiranowa 1,1,1-trifluoroacetonu tworzaca sie in situ
w prowadzonym procesie, ktora nastepnie wchodzi w reakcje z olefing z wytworze-
niem produktu (Schemat 22) [54].
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Schemat 22.  Mechanizm reakcji utleniania kwasu 4-bromo cynamonowego z zastosowaniem cieczy jonowej
[bmim]HSO, [54]

Scheme 22.  Oxidation reaction mechanism of 4-bromo-cinnamic acid in the presence of ionic liquid
[bmim]HSO, [54]
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Prezentowana koncepcja bardzo dobrze sprawdzila si¢ na malo reaktywnym
substracie jakim jest kwas cynamonowy oraz na kilku wybranych przyktadach pre-
zentowanych w Tabeli 11. Zastosowane ciecze jonowe zostaly otrzymane w reakcji
wymiany anionu Br - na anion HSO,, a nastepnie jego utlenieniu przy pomocy
Oxone® [54].

Tabela 11.  Zestawienie wynikow epoksydacji wybranych zwigzkéw organicznych z zastosowaniem sfunkcjo-
nalizowanej cieczy jonowej
Table 11. Comparison of the epoxidation results of selected molecules formed with functionalized ionic
liquid
Lp. Olefina Produkt Utleniacz Czas reakgji Wy[(i/aj]osc
0
O o (0] Oxone® 24h 25
1 ~"OH OH )
[bmim]HSO; 1h 100
Br Br
O m-CPBA 30 min 60
5 X
[bmim]HSO; 30 min 100
0 m-CPBA 1h 50
3
i Q [bmim]HSO, 1h 80
m-CPBA 1h 90
* w M
X = Z | [bmim]HSO; | 10 min 100
m-CPBA 5 min 20
o]
5 X
O [bmim]HSO, 5 min 100

PODSUMOWANIE

Reakcje utlenienia sg jedng z najczestszych przemian chemicznych spotyka-
nych w procesach technologicznych. Dlatego tez tak istotne jest poglebianie wiedzy
w tej dziedzinie oraz poszukiwanie nowych, bezpiecznych, bardziej wydajnych oraz
ekologicznych ukladow utleniajgcych. Z przegladu literatury wynika, Zze pomimo
obecnosci wielu réznorodnych metod utleniania, caly czas w przemysle istnieje
olbrzymie zapotrzebowanie na nowe, wydajne uklady utleniajgce, ktére beda spet-
nia¢ coraz bardziej restrykcyjne wymogi $rodowiskowe. W przedstawionej pracy
skupiono si¢ gtéwnie nad uniwersalnym zastosowaniem OXONE® w procesach
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utlenienia wigzan podwdjnych oraz alkoholi, zaréwno w procesach klasycznych
jak i nowoczesnych z wykorzystaniem cieczy jonowych. Przedstawiono zaréwno
korzysci oraz czynniki limitujgce dla klasycznych metod metaloorganicznych oraz
bardziej przyjaznych $rodowisku metod przebiegajgcych w $rodowisku wodnym.
Tego typu media reakcyjne moga stanowi¢ ciekawa alternatywe szczegdlnie dla
ukladow katalizowanych metalami przejsciowymi.
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ABSTRACT

Sequencing of polysaccharides is difficult to achieve because of the hetero-
geneous nature of the polysaccharide structure, high molecular weight (the size
of a polysaccharide varies between approximately 16,000 and 16,000,000 daltons
(Da)), and polydispersity of the polymer chains.

The following information is essential to determine the primary structure of
a polysaccharide:

» monosaccharide composition: nature and molar ratios of the monosaccha-

ride building blocks;

o relative configuration of monosaccharides: 0 or L;

» anomeric configuration: a- or f-configuration of the glycosidic linkage;

o ring size: presence and distinction of furanosidic and pyranosidic rings;

« linkage patterns: linkage positions between the monosugars and branches;

» sequences of monosaccharide residues in the repeating units;

o substitutions: position and nature of OH-modifications, such as O-pho-

sphorylation, acetylation, O-sulfation, etc.;

» molecular weight and molecular weight distribution.

A polysaccharide extracted from plant materials or food products is usually
purified before being subjected to structural analysis. The first step of characterizing
a polysaccharide is the determination of its purity, which is reflected by its chemical
composition, including total sugar content, level of uronic acids, proteins, ash, and
moisture of the preparation. The second step is the determination of monosaccha-
ride composition, which will unveil structural information such as the number of
monosaccharides present in the polysaccharide and how many of each sugar unit.
NMR spectroscopy has become the most powerful and noninvasive physicoche-
mical technique for determining polysaccharide structures. It can provide detailed
structural information of carbohydrates, including identification of monosaccha-
ride composition, elucidation of a- or S-anomeric configurations, establishment
of linkage patterns, and sequences of the sugar units in oligosaccharides and/or
polysaccharides. Monosaccharide composition can be determined also by analysis
of totally acid hydrolyzed polysacharide using high performance liquid chromato-
graphy (HPLC) or gas chromatography (GC). The ring size and glycosidic linkage
positions of sugar units in a polysaccharide could be established by methylation
analysis and/or cleavage reduction. The anomeric configuration is conventionally
determined by oxidation, and this method can be combined with mass spectrome-
try to obtain more structural information.

Keywords: polysaccharides, monosaccharides, oxidative degradation, methylation
analysis, acetolysis, NMR, MS

Stowa Kluczowe: polisacharydy, monosacharydy, degradacja oksydacyjna, analiza
metylacyjna, acetoliza, NMR, MS
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FAB-MS
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GC-MS
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HMBC
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HSQC

MALDI

NMR
NOE
NOESY
PS

Rha
SEC
SPE
TCA
TFA
TOCSY

TRIS

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

acetyl

spektroskopia korelacyjna (ang. correlation spectroscopy)
dimetylosulfotlenek

detektor rozpraszania Swiatta przez odparowanie
(ang. evaporative light scattering detector)
spektrometria mas z jonizacja elektosprejem (ang.
electrospray ionisation mass spectrometry)
spektrometria mas z jonizacja szybkimi atomami
(ang. fast atom bombardment mass spectrometry)
chromatografia gazowa (ang. gas chromatography)
chromatografia gazowa z detektorem masowym (ang.
gas chromatography mass spetrometry)

glukoza

aldehyd glutarowy

heterokorelacyjne widmo dwuwymiarowe dalekiego
zasiggu (ang. heteronuclear multiple bond coherence)
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-
-performance liquid chromatography)
heterokorelacyjne widmo dwuwymiarowe poprzez
jedno wiazanie (ang. heteronuclear single quantum
correlation)

wspomagana matrycg jonizacja laserem (ang. matrix
assisted laser desorption and ionisation)

metyl

magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magne-
tic resonance)

jadrowy efekt Overhausera (ang. nuclear overhauser
effect)

spektroskopia efektu Overhausera (ang. nuclear over-
hauser effect spectroscopy)

polisachryd (ang. polysaccharide)

ramnoza

chromatografia wykluczania (ang. size-exclusion
chromatography)

ekstrakcja do fazy statej (ang. solid-phase extraction)
kwas trichlorooctowy

kwas trifluorooctowy

korelacyjna spektroskopia zupetna (ang. total correla-
tion spectroscopy)

tris(hydroxymethyl)aminomethane (2-amino-2-hy-
droksymetylo-propano-1,3-diol)
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WPROWADZENIE

Szacuje sie, ze kazdego roku na Ziemi powstaje w procesie biosyntezy prowa-
dzonej przez rosliny i bakterie fotosyntetyzujace okoto 4 x 10" ton weglowodanéw.
Wigkszoé¢ z tych zwigzkéw jest produkowana jako polisacharydy (PS). Jak dla
kazdego polimeru, nie jest mozliwe przypisanie im odrebnej masy czgsteczkowej,
poniewaz sg one polidyspersyjnymi czasteczkami, ktére charakteryzuje si¢ poda-
jac $rednig masg czasteczkowa. Polisacharydy wystepuja w ogromnej réznorodno-
$ci strukturalnej. S3 one produkowane przez wszystkie grupy organizmoéw, w tym
mikroorganizmy, glony, grzyby, rosliny i zwierzeta.

Analiza polaczen cukréw w polisacharydach jest niezwykle wazna dziedzina
badan strukturalnych. Proces ustalenia struktury PS nalezy do jednych z najtrud-
niejszych badan. Jak skomplikowane i pracochtonne jest to zadanie niech $wiadczy
ponizszy opis. Dwie czasteczki tego samego aminokwasu mozna polaczy¢ ze soba
na jeden sposob. W wyniku potaczenia glikozydowo dwoch takich samych czaste-
czek monosacharydu mozna uzyska¢ az 11 disacharydéw. Dwa rézne aminokwasy
pozwalajg uzyskac 4 rézne peptydy, dwa cukry 20 sacharydéw i to nie uwzgledniajac
mozliwo$ci rdznej wielkosci pierscienia.

1. IZOLOWANIE I OCZYSZCZANIE EGZOPOLISACHARYDOW
W analizie materialu pochodzenia naturalnego kluczowym etapem jest pro-

ces izolowania i oczyszczania probki. Istotne jest aby badana substancja nie ulegta
zadnym przemianom podczas tych proceséw oraz aby nie zostala zanieczyszczona.

Surowy materiat
Ekstrakcja

l cukrowych, pozycja i
Oezyszczania —_— Oligosacharydy —_— h_:m{igu racjawigzan
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Rysunek 1. Schemat przyktadowego sposobu postepowania podczas analizy polisacharydow
Figure 1. Diagram of an analytical procedure of polysaccharides
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Do najczeéciej wykorzystywanych metod izolowania polimeréw weglowoda-
nowych naleza:

o ekstrakcja przy uzyciu aldehydu glutarowego (GTA);

o ekstrakcja przy uzyciu aldehydu mréwkowego;

o ekstrakcja buforami np. octanowym [1] lub TRIS [2];

« ekstrakcja w obecnosci zywicy kationowymiennej;

o ekstrakcja trudno rozpuszczalnych w wodzie polisacharydéw roztworem

NaOH;

o ekstrakcja ultradzwigkami;

o odwirowywanie;

 ckstrakcja wodg na goraco;

o wytracanie etanolem.

Podstawowym parametrem danej metody ekstrakcji jest jak najwiekszy odzysk
egzopolimeréw przy jak najmniejszym stopniu lizy komdrek bakteryjnych. Eks-
trakcja na gorgco, czy przy uzyciu ultradzwigkdw prowadzi do znacznego odzysku
substancji pozakomorkowych, niestety towarzyszy temu znaczne zanieczyszczenie
materialem komoérkowym. Liczne badania procesu izolowania materialu pozako-
moérkowego wskazuja, iz w wiekszosci przypadkow najodpowiedniejszg metoda jest
ekstrakcja 3% roztworem aldehydu glutarowego [3, 4]. Metoda ta charakteryzuje
sie wysoka wydajnoscia ekstrakcji substancji pozakomoérkowych oraz minimalnym
stopniem przenikania materialu komdrkowego. Jak wykazano, aldehyd glutarowy
zapobiega lizie komdrek bakteryjnych poprzez stabilizowanie $ciany komdrkowej,
dzigki czemu praktycznie unikamy zanieczyszczen pochodzenia wewnatrzkomor-
kowego. Czesto, w celu zwiekszenia odzysku, stosuje si¢ techniki faczone, przykta-
dowo ekstrakcja GTA, a dopiero po niej sonikacja czy ekstrakcja przy uzyciu zywicy
jonowymiennej [5, 6].

Kolejnym etapem jest izolowanie egzopolisacharydéw z ekstraktéw pozako-
moérkowych i ich oczyszczenie. W celu usunigcia niecukrowych substancji wysoko-
czasteczkowych: biatek i kwaséw nukleinowych, wykorzystuje si¢ najczesciej pro-
cesy stracania lub/i metody enzymatyczne. Kwasy nukleinowe usuwa si¢ poprzez
stragcanie 40% roztworem etanolu przy pH 4,5 lub uzywajac enzymoéw deoksyry-
bonukleazy (DNA-zy) i rybonukleazy (RNA-zy). Bialka najczesciej straca sie eta-
nolem, alkoholem izopropylowym czy roztworem kwasu trichlorooctowego (TCA)
lub przy uzyciu proteaz. Typowo stosowanym enzymem proteolitycznym jest Pro-
teinaza K [7, 8].

Po usunieciu interferujacych makroczasteczek nalezy polisacharydy oddzieli¢
od niskoczgsteczkowych zanieczyszczen. Dogodng metoda oczyszczenia polimerow
jest dializa. W zaleznosci od masy czasteczkowej badanego polisacharydu dobiera si¢
odpowiedni rodzaj worka dialitycznego, o okreslonej wielko$ci porow (ang. cut-off).
Nastepnie dializat najczedciej frakcjonuje sie metoda saczenia molekularnego, uzy-
wajac miedzy innymi wypelnien typu Bio-Gel P-100, Sephacryl S-400, Sephadex
G-50 czy Sepharose 6B, lub poprzez chromatografie jonowymienna, stosujac mie-
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dzy innymi kolumny z wypelnieniem Sephadex A-25, Hitrap Q czy DEAE Sepha-
rose [9, 10].

2. OKRESLANIE STRUKTURY PIERWSZORZEDOWE] POLISACHARYDOW

Badajac strukture pierwszorzedowa polisacharydéw nalezy okresli¢: sklad
cukrowy, sposob polaczenia reszt monosacharydowych, sekwencje poszczegolnych
reszt, wielko$¢ pierscieni cukrowych jednostek budujacych polimer, konfiguracje
D lub 1, konfiguracje anomerycznych atoméw wegla oraz rodzaj i miejsce podsta-
wienia skladnikéw niecukrowych. Najpowszechniej wykorzystywanymi technikami
w analizie struktury pierwszorzedowej polisacharydéw sa: chromatografia gazowa,
chromatografia cieczowa, spektrometria mas oraz magnetyczny rezonans jadrowy
[11-13].

2.1. IDENTYFIKACJA SKEADU CUKROWEGO

W analizie strukturalnej polisacharydéw pierwszym, nieodzownym etapem
jest ustalenie sktadu cukrowego, czyli typu reszt monosacharydowych buduja-
cych polimer. W tym celu nalezy polisacharyd podda¢ calkowitej depolimeryzacji,
nastgpnie zaleznie od metod detekcji ewentualnie odpowiedniej derywatyzacji. Naj-
cze$ciej, w celu kompletnej depolimeryzacji polisacharydu wykorzystuje sie reakcje
kwaénej hydrolizy wodnymi roztworami kwasu siarkowego(VI), chlorowodoro-
wego, czy trifluorooctowego. Stosowana jest takze solwoliza chlorowodorem w bez-
wodnym metanolu (np. 2 M HCI/MeOH). Stale szybkosci reakcji hydrolizy wigzan
glikozydowych w polisacharydzie rdznig si¢ znaczaco i sg zalezne od typu wigzania
glikozydowego, rodzaju reszt cukrowych, wielkosci pierscienia reszt oraz konfigu-
racji anomerycznej wigzan. I tak labilno$¢ poszczegdlnych wigzaé glikozydowych
w warunkach kwasnej hydrolizy przedstawia sie nastepujaco (od najwrazliwszego
wigzania): 1,2> 1,3 > 1,4 > 1,6.

Wiazania glikozydowe tworzone przez reszty aminocukréw czy kwaséw urono-
wych wymagaja zastosowania do hydrolizy wyzszych stezen kwasow (np. 4 M TFA)
w pordwnaniu z wigzaniami tworzonymi przez cukry obojetne. Natomiast kwasy
sjalowe i deoksycukry sg bardzo wrazliwe na warunki kwasnej hydrolizy i moga
wrecz ulega¢ degradacji. W tym wypadku nalezy zastosowa¢ tagodniejsze warunki
(0,02 M TFA) lub przeprowadzi¢ depolimeryzacj¢ w warunkach niewodnych, jak na
przykiad metanolize czy solwolize fluorowodorem. Reakcje metanolizy wykonuje
sie przy uzyciu 0,1-0,5 M roztworu chlorowodoru w metanolu, natomiast w reak-
cji solwolizy wykorzystuje sie¢ bezwodny fluorowodor, ktéry jest silnie toksyczny,
a zwazywszy na fakt rozwoju alternatywnych metod, jest obecnie coraz rzadziej
zastosowany.
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Wielko$¢ pierscienia monosacharydéw budujacych PS ma wplyw na trwalosé¢
wigzan glikozydowych i tak reszty furanozowe s3 o wiele bardziej labilne niz pira-
nozowe (10-1000 razy szybciej ulegaja odszczepieniu). Wykazano réwniez, ze ano-
mery a fatwiej hydrolizuja w poréwnaniu z anomerami f3 [14-16].

Po catkowitej depolimeryzacji polisacharydu najczesciej detekeji poszczegol-
nych monosacharydéw dokonuje si¢ poprzez chromatografie gazowa (GC) oraz
chromatografie gazowa sprz¢zona ze spektrometria mas (GC-MS).

W tym celu nalezy mieszaning po hydrolizie przeksztalci¢ w lotne pochodne,
najczesciej acetyloalditole lub pochodne trimetylosililowe. Identyfikacji cukrow
dokonuje si¢ poréwnujac czasy retencji z substancjami wzorcowymi oraz poprzez
analize widm mas.

Mniej powszechnie stosowang technika w analizie cukrow jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa, gtéwnie za sprawg utrudnionej detekcji. Dotychczas do
identyfikacji natywnych cukréw najczesciej wykorzystywano detekcje refrakto-
metryczng lub elektrochemiczna, ktdére wigzg si¢ z pewnymi ograniczeniami. I tak
gléwnym czynnikiem ograniczajacym zastosowanie detektora refraktometrycznego
jest brak mozliwosci pracy w gradiencie fazy ruchomej, natomiast w warunkach
detekeji elektrochemicznej nie wszystkie skladniki cukrowe sg stabilne. Stosowane
sg rowniez detektory UV czy fluorescencyjne, aczkolwiek te wymagaja przeprowa-
dzania cukréw w odpowiednie pochodne. Jednak za sprawg detektora ELSD nastg-
pit przelom w badaniach cukréw za pomocg HPLC. ELSD jest uniwersalnym detek-
torem umozliwiajgcym elucje gradientows, przez co idealnie nadaje si¢ do analizy
sacharydéw. Dodatkowo wyrdznia si¢ on wysoka czulo$cig w poréwnaniu z detek-
torem refraktometrycznym oraz stabilnoscig linii podstawowej [17-19].

Kolejnym sposobem identyfikacji sktadu cukrowego polisacharydu jest analiza
widm magnetycznego rezonansu jadrowego, zarowno protonowego jak i weglowego.
Do tego celu uzyteczny jest zakres anomeryczny widma. Przesuniecie chemiczne
protonéw anomerycznych miesci sie¢ w zakresie 4,3-5,7 ppm, natomiast anome-
rycznych atoméw wegla 90-110 ppm. Informacje o liczbie réznych reszt cukrowych
uzyskuje sie z liczby sygnaléw anomerycznych protondéw i atoméw wegla. Analizu-
jac doglebnie homo- i heterokorelacyjne widma dwuwymiarowe (COSY, TOCSY,
HSQC i HMBC) mozna okresli¢ wartosci przesuni¢¢ chemicznych wszystkich
protondw i atomdéw wegla. Ich przesuniecia chemiczne mieszczg si¢ odpowiednio
w zakresie ,; 3-4,3 ppm oraz 6. ~50-87 ppm i poréwnac je z danymi literaturo-
wymi [13].



METODY OKRESLANIA STRUKTURY POLISACHARYDOW

307

H

PPM
[ I [ | I | I [ I [ | 1
] S 4 3 2 1 [¥]
L . ;o + P . i -
- = T I —0 =0
oL Ll [7E]%8 & 8
a e Z 5
&4 5| |bg |8’ 2 A
o= - =< N E] o
o - 'l}&‘ o
3 3 z2 3 z
—_ = 3 —_ o
= 2
PPM
17 11 17 1717 17T "7 T 1T 1T 1T 1T 1T T 1T T 1
180 160 140 120 80 60 40 20 0
— — ki
=os = ZolT o == T=
N 5| 8252 (333
— w 9 (=] g” Iﬁ? ::..
23 3003 (32| |@23
g2 3013 |33] |37 |3
3 3 =
-_-E [ — 2
5 g2 g2
UG [N
g2 8%
= ~
2 e
-
=

Rysunek 2. Wartosci przesunie¢ chemicznych cukréw na widmach ‘H i “C NMR
Figure 2. Chemical shifts in the 'H i "C NMR spectra of sugars.

2.2. OKRESLENIE SPOSOBU POWIAZANIA RESZT CUKROWYCH

Poza wielowymiarowymi technikami NMR, najczesciej stosowana metoda
okreslania sposobu powiazania reszt cukrowych w polisacharydach jest analiza
metylacyjna, polegajaca na calkowitym zmetylowaniu polisacharydu, nastepnie
jego hydrolizie, redukcji i acetylowaniu (Rys. 3). Uzyskane cz¢§ciowo metylowane
i acetylowane pochodne alditoli analizuje sie technika GC pordéwnujac czasy reten-
cji sktadnikow badanej probki z wzorcami. Analizujac preparaty technika GC-MS,
uzyskuje sie dodatkowo widma mas poszczegélnych pochodnych.
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Rysunek 3. Schemat analizy metylacyjnej
Figure 3. Scheme of methylation analysis

Ponizej zestawiono kilka powszechnie stosowanych metod metylowania poli-
sacharydow:

» metoda Hakomori, w ktdrej preparat PS rozpuszczony w dimetylo-sulfo-

tlenku (DMSO), poddaje si¢ dziataniu dimetylosulfinylu sodu (dimsylu
sodu), a nastepnie jodku metylu [20];

o metoda Kereka-Ciucanu, w ktérej preparat PS rozpuszcza sic w DMSO,
dodaje si¢ suchego, sproszkowanego wodorotlenku sodu i jodku metylu.
Procedura jest prostsza niz w przypadku metody Hakomori, jednak amino-
cukry mogga ulega¢ niepelnej metylacji [21];

o metoda Prehma, w ktorej probke PS rozpuszcza sie w fosforanie trimetylu,
nastepnie wprowadza sie 2,6-di-tert-butylopirydyne i trifluorometanosulfo-
nian metylu. Jest to fagodna metoda, wykorzystywana w przypadku polisa-
charydow zawierajacych sktadniki labilne w srodowisku zasadowym [22];

» metoda Kuhna, w ktorej preparat PS rozpuszcza si¢ w N,N-dimetyloforma-
midzie lub DMSO i poddaje dziataniu jodku metylu, badz siarczanu dime-
tylu w obecnoéci tlenku baru [23].

Istotnym etapem analizy metylacyjnej jest oczyszczanie probki po reakcji
metylowania. Stosuje si¢ kilka sposobéw oddzielenia zmetylowanego polisacharydu
od zanieczyszczen. Sg to:

o dializa [24];

o ekstrakcja chloroformem [25-27];

+ ekstrakcja do fazy stalej (SPE), z uzyciem kolumienki wypelnionej krze-

mionka z chemicznie zwigzang fazg oktadecylows (Sep-Pak, C18) [28, 29];

 sgczenie molekularne na ztozu Sephadex LH-20 [30, 31].

Potwierdzeniem wynikéw analizy metylacyjnej jest analiza jedno- i dwuwy-
miarowych widm NMR oraz poréwnanie uzyskanych wynikéw z danymi literatu-
rowymi. Warto$ci przesunig¢ chemicznych zaréwno atoméw wegla jak i protonow
ulegaja zmianie po przeprowadzeniu weglowodandw w ich metylowe pochodne.
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2.3. OZNACZENIE SEKWENCJI RESZT CUKROWYCH

Poza analizag widm 1D i 2D NMR, informacje o sekwencji reszt cukrowych
uzyskuje sie dzieki réznorodnym metodom selektywnej degradacji oligosachary-
déw, w tym takich jak: cze§ciowa kwasna hydroliza, acetoliza, utlenianie polaczone
z fagodna hydrolizg (hydroliza oksydacyjna), czy trawienie enzymatyczne. Réwniez
wyniki analizy metylacyjnej dostarczajg informacji o sekwencji reszt cukrowych.
Doboru metody degradacji dokonuje si¢ w oparciu o sklad cukrowy i rodzaj wigzan
wystepujacych w badanym polisacharydzie.

Czg$ciowa kwasna hydroliza jest wykorzystywana gdy w polisacharydzie znaj-
duja si¢ skladniki labilne w roztworze o niskim pH, takie jak kwasy sjalowe, czy
deoksycukry oraz reszty cukrowe posiadajace pierscien pieciocztonowy (furano-
zowy) czy nietrwale wigzania jak na przyktad fosfodiestrowe. Cze$ciowa hydrolize
w warunkach kwasnych wykorzystano miedzy innymi w badaniach nad struktura
gellanu - egzopolisacharydu syntezowanego przez Sphingomonas elodea. Polisacha-
ryd poddano hydrolizie w 0,05 M TFA, 100°C przez 45 minut, w wyniku czego
otrzymano mieszaning oligosacharydéw, ktdéra nastepnie frakcjonowano metoda
saczenia molekularnego. Poszczegdlne oligocukry identyfikowano technika ESI-MS.
Gléwnym produktem czg$ciowej hydrolizy okazal sie charakterystyczny tetrasacha-
rydowy fragment powtarzajacej sie jednostki gellanu oraz ten sam tetrasacharyd
zawierajacy przylaczong resztg glicerolu. Mimo, ze natywny gellan zawieral reszty
acetylowe to w trakcie analizy nie zaobserwowano O-acetylowanych oligocukréw,
co potwierdza wiekszg labilno$¢ tej grupy w srodowisku kwasnym w poréwnaniu
z reszty glicerolu. Obecno$¢ tetrasacharydowej jednostki powtarzalnej gellanu
wynika z rozpadu wigzania glikozydowego pomiedzy reszta ramnozy a glukoza
[a-L-Rha-(153)-B-D-GlIc], co jest zgodnie z tym, ze 6-deoksycukry tworzg wigzania
glikozydowe mniej trwale w warunkach kwasnej hydrolizy [32]. Cze$ciowg hydro-
lize wykorzystano réwniez podczas analizy struktury antygenu O Salmonella Abor-
tusequi O4 i Salmonella Agona. Oba antygeny zawieraja reszte abekozy (3,6-dideok-
syheksozy) labilng juz w 0,2 M TFA w 4°C [33, 34].

Inng szeroko stosowang metoda czeSciowej degradacji polisacharydéw jest
acetoliza pomocna w ustalaniu struktury polisacharydow, w ktorych wystepuje
wigzanie glikozydowe (1->6). W reakcji acetolizy wykorzystuje sie znaczne réznice
w trwalosci wigzan glikozydowych. Wigzanie (156) jest bardzo czule, podczas gdy
pozostale wigzania sg stosunkowo trwale w warunkach reakcji. Wrazliwo$¢ poszcze-
golnych wigzan glikozydowych w warunkach acetolizy przedstawia nastepujacy sze-
reg: 1,6 >> 1,4 > 1,3 > 1,2 [35]. Schemat procedury acetolizy przedstawia Rysunek 4.
W wyniku acetolizy otrzymuje sie¢ mieszaning mono- i oligosacharydéw bedacych
odzwierciedleniem rozgaltezien polimeru, co jest bardzo cenne w analizie wysoce
rozgalezionych polimerow [36, 37]. Produkty acetolizy identyfikuje sie gtéwnie za
pomoca spektrometrii mas i magnetycznego rezonansu jadrowego.
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Rysunek 4.  Schemat acetolizy
Figure 4. Scheme of acetolysis

Acetolize wykorzystuje si¢ miedzy innymi do ustalenia sekwencji reszt cukro-
wych w mannanach izolowanych z réznych gatunkéw drozdzy, badajac mono- i oli-
gosacharydy powstale w wyniku reakcji. Mannany grzybowe zazwyczaj zbudowane
sg z szkieletu mannonowego o wigzaniach a(1-56), ktdre sa nieregularnie podsta-
wionego w pozycji 2 przez mono- lub oligosacharydowe fragmenty.

Kolejng metodg degradacji polisacharydu uzywang w celu okreslenia jego
struktury jest hydroliza oksydacyjna. Najszerzej wykorzystywanym wariantem tej
metody jest degradacja Smitha (Rys. 5). Polega ona na utlenianiu polisacharydu
jodanem(VII) sodu, w wyniku czego nastepuje rozerwanie wigzania pomiedzy
sgsiadujacymi ze sobg hydroksylowanymi atomami wegla. Reakcji ulegajg wszystkie
koncowe cukry nieredukujace, poza 3,6-dideoksypiranozami. Dodatkowo wewnatrz
tancucha polisacharydowego utleniaja si¢ wszystkie reszty oprécz 3-podstawionych.
Produkty utleniania poddaje si¢ redukcji, fagodnej lub calkowitej hydrolizie z utwo-
rzeniem aldoz, 1,2-dioli, gliceryny, czy tetritoli, ktore identyfikowa¢ mozna na sze-
reg roznych sposobow, gtéwnie poprzez spektrometrie mas z jonizacjg technikami
MALDI i ESL
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Rysunek 5. Degradacja Smitha dekstranu [38]
Figure 5. Smith degradation of dextran [38]

Degradacje Smitha zastosowano miedzy innymi w celu ustalenia struktury
fukoidanu izolowanego z brunatnicy Chorda filum oraz antygenu somatycznego
Salmonella Dakar [39, 40].

Wysoce specyficzne enzymy, trawigce polisacharydy okreslonych miejscach,
sa czgsto wykorzystywane w celu okreslenia sekwencji cukréw w polimerze.
Hydroliz¢ enzymatyczng wykorzystano miedzy innymi podczas badania struktury
ksantanu, ktory poddawano kolejno dziataniu liazy ksantanowej, -p-glukanazy,
B-D-glukozydazy, hydrolazy nienasyconej pochodnej kwasu glukuronowego oraz
a-p-mannozydazy. Produkty identyfikowano technika spektrometrii mas z joniza-
cja elektrosprejem [41].

Analiza dwuwymiarowych widm NMR jest nieocenionym zrédtem informa-
cji o sekwencji monocukréw w polisacharydzie. Na widmie heterokorelacyjnym
HMBC mozna zaobserwowac sprzezenia pomiedzy protonem anomerycznym jed-
nej reszty cukrowej, a atomem wegla kolejnej (schemat oddziatywan, Rys. 6). Nato-
miast na widmie NOESY pojawiajg sie sygnaly sprzezenia przez przestrzen pomie-
dzy protonem anomerycznym jednej reszty cukrowej z najblizszym przestrzennie
protonem kolejnej reszty (Rys. 7).
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Rysunek 6. Odziatlywania, ktére mozna zaobserwowac w postaci sygnaléw na widmie HMBC p-p-glukanu
Figure 6. Ilustration of HBMC effects of -p-glucan
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Rysunek 7. Odziatywania typu NOE w f-p-glukanie
Figure 7. Tllustration of NOE effects of 3-p-glucan

2.4. USTALENIE WIELKOSCI PIERSCIENI SKEADNIKOW CUKROWYCH

Monosacharydy w roztworze wystepuja w formie fancuchowej oraz pierscie-
niowej, zardwno piecio- jak i szeScioczlonowej. Natomiast w polisacharydzie, gdzie
cukry s3 z sobg polagczone poprzez wigzanie glikozydowe, mamy do czynienia
wylacznie z formami pierscieniowymi, za wyjatkiem reszt koncowych (redukuja-
cych). W celu okreslenia wielko$ci pierscieni cukrowych w badanym polisacharydzie
mozemy sie postuzy¢ wynikami analizy metylacyjnej. Pochodne 1,5-di-O-acetylowe
oraz 1,4-di-O-acetylowe wskazuja odpowiednio na strukture pierscienia piranozo-
wego (szeSciocztonowego) i furanozowego (piecioczlonowego). Problem pojawia
sie, gdy grupami acetylowymi sa podstawione pozycje 1, 4 i 5. Wowczas nalezy
interpretacje oprze¢ o wyniki analiz NMR albo korzystajac z metod chemicznych
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zmetylowang probke tak hydrolizowaé, aby powstalo jak najwigcej disacharydow,
ktére nalezy zredukowa¢, podda¢ etylowaniu i przeprowadzi¢ catkowitg hydrolize
produktu. Uzyskane, w koncowym etapie octany metyloetyloalditoli mozna anali-
zowaé metodg GC-MS.

Obecno$¢ reszt furanozylowych mozna réwniez potwierdzi¢ analizujac jed-
nowymiarowe widmo “C NMR, gdyz odpowiadajace atomom wegla tworzacym
pierscien piecioczlonowy sygnaly wystepuja w zakresie § 83-88 ppm. Brak sygna-
tow w tym zakresie wyklucza wystepowanie pier§cieni furanozowych w badanym
polisacharydzie.

2.5. PRZYPISANIE MONOSACHARYDOW
DO SZEREGU KONFIGURACYJNEGO p LUB L

Okreslenie konfiguracji b i/lub L jest koniecznym etapem badan struktury
polisacharydu, poniewaz wiele cukréw takich jak galaktoza, arabinoza, ramnoza czy
fukoza wystepuje w zwigzkach wielkoczasteczkowych w postaci obu enancjomerdw,
czesto w tym samym polisacharydzie.

Najczesdciej stosowanymi metodami ustalania konfiguracji b, L cukréw sa:

o pomiar skrecalnoéci optycznej — szybka i tania metoda, ktora jednak

wymaga stosunkowo duzej ilosci probki;

o dichroizm kolowy octanéw alditoli lub benzoesanéw cukréw [42];

« metody enzymatyczne — wykorzystanie specyficznych dla danej konfigura-
¢ji cukru enzymoéw. Przykladowo, metoda ta postuzono si¢ w celu okresle-
nia konfiguracji absolutnej reszt cukrowych egzopolisacharydu Lactococcus
rhamnosus KL37C [43, 44];

o chromatografia gazowa na fazach nieczynnych optycznie, po przeprowa-
dzeniu analizowanych monocukréw w diasteroizomeryczne pochodne
[45, 46];

o chromatografia gazowa na chiralnych fazach stacjonarnych - metoda nie-
wymagajaca przeprowadzania w diasteroizomeryczne pochodne, przez co
wygodniejsza, jednakze do oznaczen konieczna jest kolumna chromatogra-
ficzna z chiralng fazg. Wykorzystano ja miedzy innymi do okreslenia konfi-
guracji absolutnej sktadnikow galaktanu z Helix pomatia [47, 48];

o analiza widm NMR pochodnych cukréw — wykorzystywane sa pochodne
(S)-2-metylomaslanu [49, 50].

Najczesciej wykorzystywana metoda ustalania konfiguracji wzglednej reszt
cukrowych w bakteryjnych polisacharydach jest chromatografia gazowa na niechi-
ralnych fazach stacjonarnych. Badane enancjomery cukrowe poddaje si¢ na ogoét
reakcji z optycznie czynnym alkoholem, [np. (S)-butan-2-olem, czy (S)-oktan-
-2-olem] w wyniku czego powstaja diastereoizomeryczne produkty, ktére po prze-
prowadzeniu w lotne pochodne mozna rozdzieli¢ na niechiralnej fazie stacjonarnej,
przy czym wlasciwosci chromatograficzne glikozydéw p-cukru i (R) alkoholu sa
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identyczne jak glikozyddw L-cukru i (S) alkoholu, co eliminuje konieczno$¢ posia-
dania dodatkowych wzorcow. Poza optycznie czynnymi alkoholami stosuje si¢ row-
niez inne odczynniki jak na przykltad 1-fenyloetanotiol [51].

2.6. OZNACZENIE KONFIGURACJI ANOMERYCZNYCH ATOMOW WEGLA

W polisacharydach reszty cukrowe wystepuja w formie pierscieni.

W wyniku zamknigcia w pierscien wegle C-1 (w przypadku aldoz) oraz C-2
(w przypadku ketoz) stajg si¢ centrum chiralnym. Konsekwencja tego procesu wig-
zanie glikozydowe moze posiada¢ konfiguracje o lub 5 (Rys. 8).

OH OH
¢! ° 0 N o
~"Ho ~"Ho o
OH OH
o O\ B

Rysunek 8.  Konfiguracja « i f anomerycznego atomu wegla reszty p-glukopiranozy
Figure 8. a and f3 configuration of anomeric carbon atom of p-glucopyranose

Istnieje kilka sposobow ustalania konfiguracji « i § anomerycznych atoméw
wegla. Naleza do nich miedzy innymi:

e analiza widm NMR;

o metody enzymatyczne;

o selektywne utlenianie.

W celu okredlenia konfiguracji anomerycznych atoméw wegla za pomoca
widm magnetycznego rezonansu jadrowego korzysta sie z wartosci przesunig¢ che-
micznych zaréwno protondw jak i wegli anomerycznych. Wartosci te znajduja si¢
(Rys. 2):

o dla protonu H-1 anomeru a w zakresie 5,1-5,8 ppm;

o dla protonu H-1 anomeru 8 w zakresie 4,3-4,8 ppm;

+ dla wegla anomerycznego anomeru o w zakresie 98-103 ppm;

+ dla wegla anomerycznego anomeru f3 w zakresie 101-105 ppm. (Rys. 2)

Réwniez stale sprzezenia ], ,,, dostarczajg informacji o konfiguracji anome-
rycznej. Stala sprzezenia 7], ., 0 warto$ci 2-3 Hz $wiadczy o konfiguracji o, a’J,;,
o wartosci 7-8 Hz jest dowodem na wystepowanie konfiguracji f. Jednak dotyczy to
tylko cukréw o konfiguracji gluko- i galakto-, gdyz dla konfiguracji manno- state dla
anomerow « i 5 wykazujg poréwnywalnie mate wartosci. Dodatkowo z nierozprze-
zonego widma heterokorelacyjnego "H-""C (HSQC) mozna okresli¢ stale sprzezenia
T,i1.cr- Wynosza one ~160 i 170 Hz odpowiednio dla anomeru 3 (polozenie aksjalne
protonu anomerycznego) i anomeru « (polozenie ekwatorialnego) [13, 16, 52].

Kolejnym sposobem okreslenia konfiguracji anomerycznej s3 metody enzyma-
tyczne, wykorzystujgce stereospecyficzne dla danej konfiguracji enzymy. Metode ta
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wykorzystano do ustalenia konfiguracji anomerycznej reszty mannozy wystepujacej
w antygenie O Salmonella grupy B, D i E, stosujac a- i f-mannozydaze [53]. W usta-
laniu konfiguracji anomerycznej pomocna moze by¢ metoda utleniania, w ktdrej
w pelni zacetylowany polisacharyd utlenia si¢ tlenkiem chromu(VI) w lodowatym
kwasie octowym. Produkty utleniania poddaje si¢ analizie metylacyjnej. Sg one rézne
dla anomeroéw « i 3, gdyz glikozydy, w ktérych aglikon wystepuje w pozycji ekwato-
rialnej, ulegaja znacznie szybciej reakeji utleniania niz te, w ktérych aglikon wyste-
puje w pozycji aksjalnej. Polisacharyd, w ktéorym wystepuja wigzania a-glikozydowe
jest bardzo powoli utleniany, w wyniku czego produkty analizy metylacyjnej sa
podobne do tych z natywnego polisacharydu. Natomiast dla polisacharydéw o wia-
zaniach -glikozydowych utlenianie zachodzi bardzo szybko, w rezultacie produkty
metylowania sg znaczaco rézne [54]. Powyzsza metode zastosowano miedzy innymi
do ustalenia konfiguracji anomerycznej wigzan glikozydowych w egzopolisacha-
rydzie wyizolowanym z Rhodococcus szczep 33 oraz polisacharydzie otoczkowym
Klebsiella typ 61 [55, 56].

2.7. IDENTYFIKACJA I MIEJSCE PODSTAWIENIA SKEADNIKOW NIECUKROWYCH

Polisacharydy czesto oprocz jednostek monosacharydowych zawieraja pod-
stawniki niecukrowe, takie jak reszty acetylowe, metylowe, siarczanowe, fosfora-
nowe i wiele innych. Identyfikacja i okreslenie miejsca przylaczenia tych grup jest
niezbywalnym etapem badan struktury PS-u, gdyz decyduja one w duzej mierze o
wlasciwo$ciach chemicznych i fizycznych polimeru. Najszerzej stosowana metoda
identyfikacji skladnikéw niecukrowych jest analiza widm NMR. W zaleznosci od
rodzaju podstawnika obserwuje si¢ zmiany przesunie¢ chemicznych zaréwno pro-
tonow jak i atomow wegla w stosunku do niepodstawionej grupy. Generalizujac
przesunigcie chemiczne wzrasta o 0,2-0,5 ppm na widmie protonowym i 6-7 ppm
na widmie weglowym po podstawieniu grup hydroksylowych polisacharydu resztg
metylowa, acetylowy, siarczanowg czy fosforanowa. Dodatkowo grupy zawierajace
atomy wodoru i/lub wegla beda dawaly charakterystyczne sygnaly na widmach.
Przykladowo, sygnal protonéw podstawnika metylowego wystepuje przy ~1,1 ppm,
natomiast atom wegla tej grupy daje sygnal przy 17,8 ppm na widmie weglowym.
Podobnie mozemy zidentyfikowac reszte acetylowa, ktdrej protony daja sygnat przy
0H ~2,0 ppm, natomiast wegle odpowiednio metylowy przy 6C ~25 ppm i karbo-
nylowy przy 6C ~170 ppm. Podstawienie grupa siarczanowa skutkuje zwigksze-
niem warto$ci przesuniecia chemicznego o 2-5 ppm. W przypadku podstawienia
grupami funkcyjnymi zawierajacymi atomy azotu czy fosforu, oprocz charaktery-
stycznych zmian w wartos$ciach przesuni¢¢ chemicznych odpowiednich protonéw
i atoméw wegla rejestruje sie réwniez widma azotowe ("N, N) i fosforowe (*'P).
Przykladowo w wigzaniu fosfodiestrowym na widmie *'P obserwujemy przesuniecie
chemiczne w zakresie od -0,78 do +1,68 ppm, natomiast reszta fosforanowa pota-
czona z cukrem wigzaniem monoestrowym daje sygnat przy ~4 ppm [11, 52, 57].



316

J. SAMASZKO-FIERTEK, M. KUZMA, B. DMOCHOWSKA, R. SLUSARZ, J. MADAJ

UWAGI KONCOWE

Rosngca liczba zastosowan polisacharydéw w przemysle spozywczym, kosme-

tycznym czy medycynie sprawia, ze konieczne staje si¢ poznawanie struktury natu-
ralnie wystepujacych polisacharydéw. Réznorodnos¢ wystepujacych biopolimerow
weglowodanowych sprawia, ze okreslanie budowy tych naturalnych substancji wiel-
koczgsteczkowych nalezy do wyjatkowo trudnych i pracochtonnych zadan. Duze
masy czasteczkowe, przy niewielkiej ilo$ci pozyskiwanych do badan probek stanowi
dodatkowe wyzwanie. W artykule tym staraliSmy si¢ przyblizy¢ typowe metody
wykorzystywane do analizy strukturalnej polisacharydéw i mamy nadzieje, ze dla
zainteresowanych stanowi¢ on bedzie wprowadzenie w te problematyke i zachete do
poglebienia wiedzy w oparciu o literature anglojezyczng [58, 59].
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Mgr Joanna Gotkowska ukonczyla studia magisterskie na Wydziale Che-
mii Uniwersytetu Lodzkiego w 2009 r. Po studiach rozpoczeta prace na sta-
nowisku asystenta w Zakladzie Chemii Bioorganicznej na Wydziale Farma-
ceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. W swojej pracy naukowej
zajmuje si¢ synteza nitronéw pochodnych nukleozasad oraz zastosowaniem ich
w reakcjach 1,3-dipolarnej cykloaddycji.

Dr hab. Dorota G. Piotrowska studiowata chemi¢ (1991-1996) na Wydziale Che-
micznym Politechniki Lodzkiej, w 2002 roku uzyskata stopien doktora nauk far-
maceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego w Lodzi,
a w roku 2011 - stopien doktora habilitowanego nauk chemicznych na Wydziale
Chemii Uniwersytetu Lodzkiego. Jej zainteresowania naukowe dotyczg, m.in. syntezy
nitronéw iich zastosowania w reakcjach dipolarnej cykloaddycji, syntezy i stereoche-
mii nowych pochodnych heterocyklicznych jako fosfonianowych mimetykow nukle-
ozydéw i nukleotydéw o potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych
i przeciwwirusowych oraz zastosowania spektroskopii NMR w analizie konfigura-
cyjnej i konformacyjnej.
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ABSTRACT

Long-lasting interest in the synthesis of nucleos(t)ide analogues is dictated
by hope to obtain compounds possessing antibacterial, antiviral and antitumor
activities [1, 2]. Introduction of a methylene linker between an anomeric car-
bon and the nucleobase nitrogen atom produces a new class of compounds cal-
led 1’-homonucleos(t)ides as potentially active analogues. Although a sugar ring
in nucleosides can be replaced by several cyclic or even acyclic moieties we focus
attention on compounds containing the tetrahydrofuran ring. Since methods of
attachment of nucleobases are limited to their alkylation with appropriate com-
pounds and the de novo synthesis we discussed various synthetic approaches to
substituted tetrahydrofuranes in racemic or optically pure forms. Various pentose
and hexose derivatives were employed as starting materials and their transforma-
tions into the final sugar frameworks were detailed, thus revealing the importance
of these class of compounds. To prepare deoxysugars Barton-McCombie reaction
sequence was applied.

A significant number of final 1’-homonucleos(t)ides were screened for antiviral
and cytotoxic activity to identify a few very potent compounds. Thus, phosphonates
trans- and cis-138a were as active against HCMV as ganciclovir. In addition trans-
-138a inhibited the proliferation of several murine and human cancer cell lines with
IC, s in the uM range. 1’-Homonucleosides 64b and 66b exhibited selective antiviral
activity against HSV-1 TK™ and HSV-2 TK™ (MIC = 8-12 pg/mL). Compound 129
was found active against HCV (EC = 6.31 pM) and reduced growth of CCRF-CEM
cells with IC, = 5.73 uM.

Despite limited activity observed so far for the known 1’-homonucleos(t)ides
and their analogues, they deserve further interest both from the synthetic point of
view and biological potential inherent in molecules having nucleobase scaffolds.

Keywords: nucleoside analogues, 1’-homonucleos(t)ides, substituted tetrahydrofu-
rans, modified monosaccharides, biological activity

Stowa kluczowe: analogi nukleozyddw, 1’-homonukleoz(t)ydy, podstawione tetra-
hydrofurany, modyfikowane monosacharydy, aktywno$¢ biologiczna
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WSTEP

Analogi nukleozydéw wykazuja wladciwosci m.in. przeciwwirusowe i przeciw-
nowotworowe, a wiele z nich jest stosowanych jako leki. Jest to inspiracja do dal-
szych poszukiwan aktywnych zwigzkéw. Modyfikacje budowy nukleozydéw moga
by¢ dokonane w trzech fragmentach czasteczki:

- w obrebie pierscienia cukrowego;

- w obrebie nukleozasady;

- w sposobie polaczenia pierscienia cukrowego z nukleozasada.

Doprowadzilo to do otrzymania wielu zwiazkéw o aktywnosci przeciwwiruso-
wej [1], np.: zidowudyna (AZT), zalcytabina, didanozyna, jak réwniez przeciwno-
wotworowej: kladrybina, fludarabina, cytarabina (Rys. 1).

o NH, o

HO M: | N’,Eo ﬁ\’g N NH
P A A

zidowudyna zalcytabina didanozyna
NH, NH, NH,
N_ SN N >N SN
4
N N/)\u B N“>F N"No
HoO— HO-B-0 0.OH HO 0.OH
OH
H H H
kladrybina fludarabina cytarabina

Rysunek 1. Przyklady modyfikowanych nukleozydéw stosowanych w lecznictwie
Figure 1. Examples of modified nucleosides used in therapy

Wazny sposob modyfikacji fragmentu cukrowego polega na zastgpieniu go
przez pierScien cyklopentanowy. Aktywne zwigzki o takiej budowie, np.: aristero-
mycyna [3, 4], neplanocyna A [5] wyodrebniono najpierw jako produkty naturalne
(Rys. 2). Ich aktywnos¢ biologiczna jest zwigzana z odpornos$cia na dziatanie enzy-
mow hydrolizujacych naturalne wigzanie N-glikozydowe (O-C-N), ktore zostalo
w nich zastapione przez uktad C-C-N, co prowadzi do zwigkszenia trwalosci meta-
bolicznej analogow.
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R = CH=CHBr

Rysunek 2. Naturalnie wystepujace karbocykliczne analogi nukleozydow (CAN)
Figure 2. Naturally occuring carbocyclic analogues of nucleosides (CAN)

Jednakze ten sam efekt mozna uzyska¢ wprowadzajac facznik metylenowy
pomiedzy nukleozasade a fragment cukrowy otrzymujac nowa klas¢ zwigzkow -
I’-homonukleozydy (Rys. 3).

- ]
W._Q,?

4 R
1

R A =H, OH
R" = H, CH,OH

Rysunek 3. 1’-Homonukleozydy 1 (NB - nukleozasada)
Figure 3. 1’-Homonucleosides 1 (NB - nucleobase)

Pomimo obecnosci mostka metylenowego umozliwiajacego swobodna rotacje
wokot wigzan faczacych fragment cukrowy z heterocyklicznym i zwigkszenia odle-
glosci nukleozasad od ugrupowania HO-C(5’), I’-homonukleozydy sa substratami
dla enzymoéw komorkowych oraz ulegaja parowaniu zgodnie z regutami Watsona-
-Cricka. Ponadto w 1’-homonukleozydach nie wystepuje anomeryczny atom wegla,
co powoduje, ze dowolny pierscien pieciocztonowy zastepujacy uklad furanozydowy
moze przyjac charakterystyczng dla siebie konformacje bez udzialu efektéw stereo-
elektronowych, ktore réwniez nie bedg wplywac na jego zmiany konformacyjne.

I’-Homonukleozydy 1 otrzymuje si¢ wykorzystujac trzy ogdlne strategie,
a materialami wyjsciowymi s3 zwiazki zawierajace pierscien tetrahydrofuranowy
sfunkcjonalizowany przy C1” (Schemat 1). W przypadku pochodnych z grupg ami-
nometylowa (CH,NH,) 2 atom azotu zostaje wlaczony do pierscienia pirymidyno-
wego (N1) albo purynowego (N9) - syntezy de novo. Pochodne zawierajgce grupe
hydroksymetylowa 3 mozna poddac reakcji Mitsunobu [6-8], za$ po przeksztal-
ceniu grupy hydroksymetylowej 3 w dobra grupe opuszczajaca zwiagzki 4 mozna
uzy¢ do alkilowania soli nukleozasad. Niniejsze opracowanie obejmuje prace, ktore
ukazaly sie do konca 2015 roku.
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Schemat 1. Strategie syntezy 1’-homonukleozydéw 1
Scheme 1. Synthetic strategies for 1’-homonucleosides 1

1. ’-HOMONUKLEOZYDY

Pierwsze metody otrzymywania 1’-homonukleozydéw 1 polegaty na skonstru-
owaniu de novo pierscienia nukleozasady [9, 10]. I’-Homoadenozyne 9 otrzymano
wychodzac z bromku 2,3,5-tri-O-benzoilo-D-rybofuranozy 5, ktéry w trzech eta-
pach przeksztalcono w zwigzek 6, a nastepnie poddano redukeji otrzymujac pierw-
szorzedowg aming 7a (Schemat 2) [10].

1. Hg{CN
2, NHyMeOH
08z 3. 2 2-dmetoksypropan, e OH
k@ﬂf HCIO,, acelon KY_TEN LiAdH, K(irﬁH;NHz HEl o O, _.CHNH,
Bz0 OBz ><, ﬁxh HG OH
e Me Ma" M
5 B Ta b
5-amino-d, B-dichloropirymidyna,
butanol, ElyN
L

N

0
i 1. HE{OEL,, HCL HsM f\ IJ;
¢ I 17 2 Hol MeoHsicksan | 1 He(oEt, o
OH NN 3 hydroliza, 2 NHyMeOH OH
HO  OH 6.0 HO ©OH
10 '] 9

Schemat 2. Synteza pochodnych purynowych 9110
Scheme 2. Synthesis of purine derivatives 9 and 10
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W wyniku reakcji ochronionej aminy 7a z 5-amino-4,6-dichloropirymidyna
powstala pochodna 8, ktéra w obecnosci ortomréwczanu etylu ulegla cyklizacji.
Fragment 6-chloropurynowy byl prekursorem 1’-homoadenozyny 9, ktérg otrzy-
mano w wyniku hydrolizy grupy izopropylidenowe;j.

Réwnoczesnie wykazano, ze w analogicznej syntezie 1’-homoadenozyny 9 nie
jest wymagana ochrona grup hydroksylowych i w reakeji z 5-amino-4,6-dichloropi-
rymidyna moze by¢ uzyty triol 7b [11]. Ponadto, zwigzek 8 wykorzystano w syntezie
I’-homoinozyny 10 [11].

Niestety okazalo si¢, ze 1’-homoadenozyna 9 jak i purynowa pochodna 10 nie
wykazujg wasciwos$ci inhibujacych wzrost Escherichia coli przy stezeniu powyzej
1 mg/mL [11].

Syntezy 1’-homourydyny 14 i 1’-homocytydyny 15 zrealizowano wychodzac
z 1-deoksy-1-amino-2,5-anhydro-p-allitolu 7b (Schemat 3), z ktérego w reakeji
z nitromocznikiem powstala pochodna 11. Ochroniono trzy grupy hydroksylowe
za pomoca bromku benzylu, a nastepnie poddanie zwigzku 12 reakeji z chlorkiem
B-etoksyakryloilu pozwolito otrzymaé amid 13. Cyklizacja 13 doprowadzita do
powstania pochodnej 1’-homourydyny 14a, z ktérej po wodorolizie otrzymano
koncowy produkt 14. 1’-Homocytydyne 15 otrzymano w dwuetapowej reakcji
wychodzac z ochronionej 1’-homourydyny 14a (Schemat 3).

oH oBn
HyNC(O)HHNG, PhEHBr,
t{_rcﬂ;m; E10H ; k{rcH;mm; Mo, OMBO_ Lﬁ,&n;nnmuu,
HO  OH HG OH BnG OB
s 11 12
EMOCH=CHCOCL,
piryeyna. CHyCl;
Q
o o
MH
(X 84 ok
Hy, Pe/BaS0,,
oH N0 piow OBn N0 mmcuacon  9OBn
g == T :
HG O Bnd  OBn Bnd  ©Bn
14 1da 13

lSl}CI_. CCl, DME

hH;

K»N [/k
oH ”Aﬁ 1. WHy, EFOH A‘\
LC?) 2 Hy, PUBaso,, B10H v
HO  OH

15

Schemat 3. Synteza 1’-homourydyny 14 i 1’-homocytydyny 15
Scheme 3. Synthesis of 1’-homouridine 14 and 1’-homocytidine 15
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Zaréwno 1’-homourydyne 14 jak i I’-homocytydyne 15 uzyskano z dobrymi wydaj-
noséciami, odpowiednio 91 i 71%. Zwiazki 14 i 15 nie wykazywaly wlasciwosci inhi-
bujgcych bakterie paleczki okreznicy (Escherichia coli) przy stezeniu 100 pg/ml [9].

Zsyntetyzowano réowniez 1’-homonukleozydy zawierajace fragment nukleoza-
sady w nienaturalnej pozycji . Aby to osiagna¢ zastosowano bromek 2,3,5-tri-O-
-benzylo-p-rybofuranozy 16, ktory poddano sekwencji reakeji opisanej na Schema-
cie 4 otrzymujac mieszaning 1 : 2 diasteroizomerycznych amin 18 i 19, ktdre zostaty
rozdzielone [12]. Substratem w syntezach de novo pseudoanomeréw « 1’-homo-
adenozyny 21, I’-homoinozyny 22, 1’-homourydyny 23, 1’-homocytydyny 25 byla
powstajaca w mniejszej ilosci ochroniona amina 19.
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Schemat 4.  Synteza a I’-homoadenozyny 21, I’-homoinozyny 22, I’-homourydyny 23, I’-homocytydyny 25
Scheme 4. Synthesis of a I’-homoadenine 21, 1’-homoinosine 22, 1I’-homouridine 23, I’-homocytidine 25
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Znane sg rowniez pseudoanomery a 1’-homonukleozydéw zawierajace pier-
$cienie furanozowe o konfiguracji arabino [13]. Analogi zawierajgce reszty adeniny
27, uracylu 28, tyminy 29 i cytozyny 30 otrzymano z acetalu 26 (Schemat 5). Okre-
slono takze aktywnos¢ cytotoksyczng na linii nowotworowej biataczki mysiej L1210
LD, ktéra wynosila dla 29 600 mg/kg a dla 27 i 30 50-1500 mg/kg [13].

R* 1. nUleozasaca, 1, nukipcrasads,
R K;C04, DMSO, 90°C MaM, OMF, T0°C hH;
N 2 HO 2 HC1 M
oH | L 3 maBH, EoH DMeﬂ 3 NaBti, E0H  OH ¢ f,;ll
KCL.,;” 0. 4. NaONe. MaOH a0 .,,oniw\fz,n N
HO  OH AcO HO  OH
i8R =OH, R°=H 2% it

20R =QH, R" = Me
MR =NHy R*=H

Schemat 5. Synteza « I’-homonukleozydow 27-30
Scheme 5. Synthesis of a 1’-homonucleosides 27-30

W celu zbadania mechanizmu dziatania enzymdw nukleolitycznych zsyntety-
zowano fosforanowe pochodne 1’-homourydyny 32 i 34 (Schemat 6).
o
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Schemat 6.  Synteza fosforanowych pochodnych 1’-homourydyny 32 i 34
Scheme 6. Synthesis of phosphate derivatives of 1’-homouridine 32 and 34

Okazalo sig, ze nawet duzy nadmiar rybonukleazy trzustkowej A nie powo-
dowal hydrolizy cyklicznego fosforanu 31 [14]. Natomiast taka hydroliza zwigzku
31 miala miejsce w obecnosci rybonukleazy T2, aczkolwiek reakcja byta duzo wol-
niejsza w poréwnaniu z szybkoscig hydrolizy 273’-cyklicznego fosforanu urydyny.
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5’-O-Fosforan 1’-homourydyny 34 okazal si¢ calkowicie odporny wobec 5’-nukle-
otydazy jadu grzechotnika diamentowego (Crotalus adamanteus) i daboji fancusz-
kowej (Vipera russeli) [14].

W ogolnej metodzie syntezy zaréwno purynowych jak i pirymidynowych
I’-homonukleozydéw wykorzystano reakcje Wittiga z pochodng p-rybozy 35
(Schemat 7) [7, 15]. W pierwszym etapie utworzyl si¢ a,f-nienasycony ester, z kto-
rego w zasadowych warunkach reakcji w wyniku wewnatrzczasteczkowej addycji
Michaela powstal diastereoizomerycznie czysty ester 36. Przeksztalcenie zwigzku
36 w alkohol 39a zrealizowano w sekwencji reakcji obejmujgcych najpierw ochrone
grupy hydroksylowej i redukcje funkeji estrowej, co doprowadzito do powstania
37a. W celu usuniecia jednego atomu wegla z alkoholu 37a otrzymano najpierw
alken 38a, a nastepnie w wyniku dihydroksylowania, utleniania diolu i redukcji
aldehydu powstal kluczowy alkohol 39a. Aktywacja grupy hydroksylowej w 39a
w wyniku przeksztalcenia w tosylan umozliwia efektywne alkilowanie wybranych
nukleozasad, w wyniku czego otrzymano 1’-homonukleozydy 40 (Schemat 7) [15].
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Schemat 7.  Synteza 1’-homonukleozydéw 40
Scheme 7. Synthesis of 1’-homonucleosides 40

Identyczng droge syntezy 1’-homonukleozydéw opisano wczesniej 7] doku-
mentujac ja otrzymaniem 2,3’-O-izopropylidenowej pochodnej 1’-homoadeno-
zyny 41. We wczesniejszej pracy wykorzystano fert-butylodimetylosililowa grupe
ochronng, alken 38b (Schemat 7) potraktowano ozonem, a odpowiednie ozonki
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zredukowano do pochodnej 39b i w koncu do alkilowania adeniny zastosowano
reakcje Mitsunobu otrzymujgc zwigzek 41 (Schemat 8).
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Schemat 8.  Synteza analogéw 1’-homonukleozydéw jako potencjalnych inhibitoréw syntetazy metionylo-
-tRNA 42143
Scheme 8. Synthesis of I’-homonucleosides analogues as potential inhibitors of methionyl-fRNA 42 and 43

Analogi 1’-homonukleozydéw badano réwniez jako potencjalne inhibitory
syntetaz metionylo-tRNA i izoleucylo-tRNA (Schemat 8) [7]. Z produktu posred-
niego 41 w odpowiednich warunkach uzyskano ester metioniny 42 (n = 1) i analog
hydroksamowy 43 (Schemat 8). Wykazano, ze zwigzek 42 (n = 1) jest inhibitorem
syntetazy metionylowej-tRNA Escherichia coli o IC,, = 3,6 uM. Jednakowoz, wptyw
tacznika metylenowego jest nieznaczny, poniewaz réwnoczesnie ustalono, ze aktyw-
nosci nukleozydu 42 (n = 0) i homologu 42 (n = 2) wobec syntetazy metionylo-
-tRNA byly zblizone i wynosily odpowiednio - 5,01 8,3 pM [7].

Efektywng metoda syntezy wigzania C-N pomiedzy atomem wegla reszty
cukrowej a atomem azotu nukleozasady jest otwarcie pierscienia oksiranowego.
W przypadku zastosowania 1,2:5,6-dianhydro-3,4-di-O-benzylo-p-mannitolu 44
otwarcie pierscienia oksiranowego za pomocg nukleozasady wywoluje nastepcza
reakcje cyklizacji z utworzeniem pierscienia tetrahydrofuranowego (Schemat 9)
(16, 17].
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Schemat 9.  Synteza analogéw 1’-homonukleozydow 46
Scheme 9. Synthesis of I’-homonucleosides analogues 46

Istotny wptyw na wydajno$¢ konicowych 1’-homonukleozydéw 46 maja warunki
pierwszego etapu reakeji. Uzycie soli sodowych adeniny, tyminy i uracylu doprowa-
dzito do uzyskania produktéw 45 z niskimi (11-19%) wydajnosciami. Zastosowa-
nie trimetylosililowych pochodnych nukleozasad i kwasu Lewisa jako katalizatora
znacznie podwyzszyto (51-54%) wydajnosci zwiazkow 45, ktdre nastepnie prawie
ilo$ciowo przeksztalcono w 1’-homonukleozydy 46 [16, 17].

Postepujac analogicznie jak w syntezie zaprezentowanej na Schemacie 9
z 1,2:5,6-dianhydro-3,4-di-O-benzylo-L-iditiolu 47 otrzymano ochroniony 1’-homo-
nukleozyd 48, ktéry w reakcji z fluorkiem furanozylowym 49 przeksztalcono
w zwigzek 50 (Schemat 10). Okazalo sie, ze czgsteczka 50 hamuje (81%) przy ste-
zeniu 2 mM aktywnos¢ transferazy MraY bakterii laseczki siennej (Bacillus subtilis)
IC,, = 580 uM [18, 19].
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Schemat 10. Synteza farmakoforu 50
Scheme 10.  Synthesis of the pharmacophore 50

Poszukujac ligandow receptora adenozynowego A3 opracowano nowg metode
syntezy modyfikowanych 1’-homonukleozydéw 57 i 58 (Schemat 11). 1-O-Acetylo-
2,3,5-tri-O-benzoilo-f-p-rybofuranoze 51 potraktowano tlenkiem wegla i dietylo-
metylosilanem (HSiEt,Me) w obecnosci katalitycznych ilosci karbonylku kobaltu
uzyskujac sililowa pochodna 52, ktorg w trzech etapach przeksztalcono wzwiazek 53.
Usunigcie benzoilowych grup ochronnych, a nastepnie izopropylidenowanie dopro-
wadzilo doutworzenia 54, wktorym grupe hydroksymetylowg utleniono dokarboksy-
lowej. Z powstatego kwasu uzyskano amidy 55156, a po usunigciu izopropylidynowej
grupy ochronnej otrzymano odpowiednie 1’-homonukleozydy 57 (n=1)i58 (n=1)
(Schemat 11) [20]. Nie wykazywaly one istotnego powinowactwa z trzema pod-
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typami receptoréw adenozynowych w przeciwienstwie do nukleozydu 57 (n = 0)
(K, = 1,0 nM) [20]. Brak powinowactwa autorzy zinterpretowali jako skutek obec-
nosci 57 (n = 1) i 58 (n = 1) mostka metylenowego, ktory przyczynia sie do przyj-
mowania przez czgsteczki wielu konformacji prowadzac przez to do niekorzystnych
interakcji z miejscem wigzacym receptora [21, 22].

g HSELMe, CO, CopiCOl. ToF 5 liMe
w CHCly. 30°C. 150
51 52

1. TRAF, THF
2. PPhy, B-chioropuryna, DIAD, THF
3, Modobenrylcaming, Et M, EbOH

N S

:,J L _p-TsOH, scaton

. luy MeNH-HCLHOGE, EDC. DIPEA, CH:Cly
I

i
HN’_Q HH’_Q
: | . i |
R ,\N_R‘ f'H N&I R "N'R {I” “ﬁj
£ AN
o o
y HO &M
Ma
BSR = Me, RO =H STR =Me R =H
BER =zR" = kin BA R = R = s

Schemat 11. Synteza potencjalnych ligandéw receptora adenozynowego A3 57 i 58
Scheme 11.  Synthesis of potential A3 adenosine receptor ligands 57 and 58

2. I’’HOMO-2’-DEOKSYNUKLEOZYDY

W syntezie 1’-homo-2’-deoksynukleozydéw 64b i 66b (Schemat 12)
ochroniong 2-deoksy-p-ryboze 59 przeksztalcono w réwnomolowa miesza-
nine C-glikozydéw 61 i 62 wykorzystujac reakcje Wittiga, a nastgpnie sponta-
niczne otwarcie terminalnego epitlenku prowadzace do utworzenia pierscie-
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nia piecioczlonowego. W reakcji soli sodowej adeniny z mesylanem 63 powstal
I’-homonukleozyd 64a, zas produktem reakcji z 2-amino-6-chloropuryna byt zwia-
zek 65 przeksztalcony w standardowych warunkach w 1’-homonukleozyd 66a. Po
wodorolitycznym usunigciu benzylowych grup ochronnych otrzymano 1’-homo-
-2’-deoksynukleozydy 64b i 66b [23].
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Schemat 12.  Synteza purynowych 1’-homo-2’-deoksynukleozydéw 64b i 66b
Scheme 12.  Synthesis of purine-containing I’-homo-2’-deoxynucleosides 64b and 66b

Wykorzystujac  t¢ sama strategie otrzymano pirymidynowe analogi
I’-homonukleozydéw: pochodne tyminy 67 oraz cytozyny 68 (Rys. 4) [23].
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Rysunek 4.  Pirymidynowe analogi 1’-homonukleozydéw 67 i 68
Figure 4. Pyrimidine analogues of 1’-homonucleosides 67 and 68

I’-Homonukleozydy zawierajace pierScien purynowy (adenina 64b MIC =
8 pg/mL albo guanina 66b MIC = 12 pg/mL) wykazuja znaczace dziatanie przeciw
wirusom HSV-1 TK™ i HSV-2 TK™ w poréwnaniu do zwigzkéw referencyjnych, kto-
rymi byly briwudyna i acyklowir. Dodatkowo 1’-homonukleozyd 64b byt aktywny
w stosunku do wirusa krowianki (MIC = 20 pg/mL). Natomiast 1’-homonukleozydy
zawierajace tymine 67a-b badz cytozyne 68a-c okazaly si¢ nieaktywne wobec
wirusa opryszczki pospolitej (HSV-1 1 HSV-2), wirusa krowianki, wirusa paragrypy
typu 3, reowirusa typu 1, wirusa Sindbis, wirusa Coxsackie B4, wirusa Punta Toro
oraz syncytialnego wirusa oddechowego [24].

Wprowadzenie zwigzkow 64b oraz 66b w sekwencje oligonukleotydéw w celu
zbadania stabilnosci podwdjnej helisy DNA wymaga odpowiedniej ochrony grup
aminowych nukleozasad (Schemat 12). Adening w 64b przeksztalcono w pochodng
benzoilowg uzyskujac produkt 64c, natomiast fragment aminowy w guaninie zostat
ochroniony jako izomaslan, co doprowadzilo do powstania zwigzku 66¢. Natomiast
grupy hydroksylowe przy C5’ w 64c i 66¢ przeksztalcono w etery monometoksytry-
tylowe i wykorzystujac metode amidofosforyno wiaczono oba 1’-homo-2’-deoksy-
nukleozydy w wybrane pozycje tanicucha DNA. Okazalo sig, ze juz wprowadzenie
jednego 1’-homonukleozydu zmniejsza trwalos¢ termodynamiczna dupleksu utwo-
rzonego z udzialem tak zmodyfikowanego oligonukleotydu [24].

W syntezie 1’-homo-2’-deoksytymidyny 67b wykorzystano halogenki (chlo-
rek, bromek) 2,3,5-tri-O-benzylo-p-arabinofuranozy 71 i 72, z ktérych w reakcjach
z odpowiednimi zwigzkami Grignarda (R = winyl, allil, metyl) powstaty mieszaniny
a i C-glikozydéw 73-75 (Schemat 13). Pochodne winylowe 73 w wyniku ozono-
lizy potaczonej z redukejg, a nastepnie wodorolizy zostaly przeksztalcone w mie-
szaning « i  1-deoksy-1-C-hydroksymetylo-p-arabinofuranoz 77 i 78, z ktorej
wydzielono zwigzek 79 wykorzystujac regioselektywne izopropylidenowanie pseu-
doanomeru & 77. Ochrona grup hydroksylowych, a nastepnie kwasowa hydroliza
acetalu prowadzita do diolu 83. Regiospecyficzne usuniecie drugorzedowej grupy
hydroksylowej z 83 zostalo zrealizowane w warunkach reakcji Bartona-McCombie,
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a fragment tyminy dotaczono do 86 wykorzystujac reakcje Mitsunobu. W ostatnim
etapie usunieto benzoilowe grupy ochronne uzyskujac zwiazek 67b [8, 25].
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Schemat 13.  Synteza 1’-homo-2’-deoksytymidyny 67b
Scheme 13.  Synthesis of 1’-homo-2’-deoxythymidine 67b

Strukturalne modyfikacje 1’-homonukleozydéw s3 wazng droga syntezy
nowych potencjalnie aktywnych polgczen. Interesujgcym przykladem takiego
podejscia jest wykorzystanie metylotrioksorenu(VII) (MTO) [26]. Utlenianiu
poddano I’-homonukleozydy 64a, 67a-68a, 86, 87a, 88-89 zawierajace pierscien
ochronionej 2’-deoksyrybofuranozy (Rys. 5), ktore wczesniej otrzymano w wyniku
alkilowania nukleozasad za pomocg mesylanu 63 (Schemat 12).
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Rysunek 5. Analogi 1’-homonukleozydéw 64, 67-68, 86-90
Figure 5. Analogues of 1’-homonucleosides 64, 67-68, 86-90

Okazalo si¢, ze 1’-homonukleozydy zawierajace pierécien pirymidynowy 67a
i 68a oraz 87a-89 ulegaly utlenieniu przy atomie N3 albo przy C5 (Schemat 14).
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Schemat 14. Utlenienie 335’-di-O-benzylo-1’-homo-2’-deoksycytydyny 68a
Scheme 14.  Oxidation of 3}5’-di-O-benzyl-1’-homo-2’-deoxycytidine 68a

Natomiast w pierécieniach purynowych funkcjonalizowane byly pozycje N1
i C8. W przypadku 1’-homotionukleozydéw w trakcie utlenienia zachodzit proces
desulfuracji (Schemat 15).
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Schemat 15. Utlenienie 3’5’-di-O-benzylo-1’-homo-2’-deoksytioinozyny 86
Scheme 15.  Oxidation of 3}5’-di-O-benzyl-1-homo-2’-deoxythioinosine 86
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Oceniono aktywno$¢ przeciwwirusowa zsyntetyzowanych 1’-homonukleozy-
dow (szereg a — etery di-O-benzylowe i szereg b — zwigzki dihydroksylowe) wzgle-
dem wirusa grypy typu A/PR8/HINI na linii komérkowej MDCK. Wiele z nich
wykazalo istotng aktywnos¢ w hamowaniu namnazana wirusa nie wykazujac jedno-
cze$nie efektu cytotoksycznego. Ponadto okazalo sig, Ze np. etery dibenzylowe 64a
(IC,, = 39,9 ug/mL), 90a (IC,, = 33,3 pug/mL) oraz 93a (IC, = 24,3 ug/mL) s3 nieco
bardziej aktywne od ich dihydroksylowych prekursor6w 64b (IC, = 49,3 ug/mL), 90b
(IC,, = 39,9 pg/mL) oraz 93b (IC,, = 25,2 pg/mL). Wér6éd 1’-homotionukleozy-
dow tylko zwigzek 86 wykazywal znaczacg aktywnos¢ (IC, = 41,5 ug/mL). W celu
okreslenia prawdopodobnego mechanizmu dzialania wybrano dwie pary zwigzkow
o najwyzsze]j aktywnosci 93a-93b oraz 64a-64b. Dla tych czasteczek zbadano zdol-
no$¢ hamowania polimerazy RNA zaleznej od RNA (RdRp), enzymu katalizujacego
replikacje RNA z RNA matrycowego. Opierajac si¢ na tych danych wyciagnigto
wniosek, zZe badane 1’-homonukleozydy i ich etery dibenzylowe dzialaja wedlug
réznych mechanizmoéw. Pierwszy z nich polega na bezposrednim hamowaniu RdRp,
natomiast drugi przebiega na poziomie potranskrypcyjnym [26].

Oligonukleotyd (25-mer) zawierajacy 1’-homo-2’-deoksyurydyne 87b wiazal
sie specyficznie (K, = 160 nM) z wirusowym UDG (glikozylaza uracylowa DNA),
a jednoczesnie stwierdzono brak powinowactwa do odpowiedniego enzymu ludz-
kiego [27].

3.1’ HOMO-4-DEHYDROKSYMETYLONUKLEOZYDY

Interesujaca grupg analogdéw nukleozyddw sa polaczenia niezawierajace ugru-
powania HOCH,C4; ktdre jest miejscem fosforylacji w naturalnych nukleozydach.
Opisano syntezy odpowiednich 1’-homonukleozydéw z fragmentami adeniny 97
[28, 29], cytozyny 98 [28, 29], uracylu 99 [28, 29] i 5-fluorouracylu 100 [30] (Sche-
mat 16). Substratami w syntezach tych zwigzkéw byly 5-chloro(bromo)-5-deoksy-
-1,4-anhydro-pi-ksylitole 95 albo 1,4;3,5-dianhydro-pr-ksylitol 96, a reakcje
z solami nukleozasad polegaly na odpowiednio: nukleofilowym podstawieniu chlo-
rowca albo otwarciu pier§cienia oksetanowego [28, 29].
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Schemat 16. Synteza 1’-homonukleozydéw pochodnych 2}3’-dihydroksyfuranozydowych 97-100
Scheme 16.  Synthesis of 1’-homonucleosides derivatives of 2,3’-dihydroxyfuranosides 97-100

Aktywnos$¢ cytotoksyczna pochodnej 5-fluorouracylu 100 byla nizsza
w poréwnaniu z ftorafurem. W badaniach na liniach nowotworowych bia-
taczki mysiej, gruczolakoraka 755 i bialaczki P388 zwigzek 100 w dawce 100-
400 mg/kg hamowat rozwdj nowotwordw w 15 i 20%, podczas gdy ftorafur — 33
i35% [30].

Syntez¢ 5-(adenin-9-ylo)-5-deoksy-1,4-anhydro-p-rybitolu 109 zrealizowano
wychodzac z 2,3-O-izopropylideno-p-rybofuranozy 101 (Schemat 17). W sekwencji
reakcji obejmujgcej trytylowanie, redukeje i tosylowanie powstal tosylan 104, ktory
ulegt cyklizacji do 5-O-tritylo-2,3-O-izopropylideno-1,4-anhydro-p-rybitolu 105.
Po hydrolizie powstal zwigzek 106, ktory przeksztalcono w tosylan 107, a nastepnie
w pochodng adeniny 108, ktérg poddano hydrolizie do produktu 109 (Schemat 17)
[31].
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Schemat 17.  Synteza 5-(adenin-9-ylo)-5-deoksy-1,4-anhydro-p-rybitolu 109
Scheme 17.  Synthesis of 5-(adenin-9-yl)-5-deoxy-1,4-anhydro-p-ribitol 109

Zwigzek 109 nie wykazywal wlasciwosci inhibujacych Eschericha coli B przy
stezeniach do 1 mg/mL (3,7 uM) [31]. Nie odnotowano takze znaczacej aktywnosci
(IC,, > 400 pg/mL) w stosunku do wiruséw VSV (wirus pecherzykowatego zapale-
nia jamy ustnej) i VV (wirusa krowianki) [32].

Kondensacja aminy 110 z 5-amino-4,6-dichloropirymidyng, a nastepnie
zamkniecie pier§cienia imidazolowego w 111 doprowadzito do powstania pochod-
nej 6-chloropuryn-9-ylowej 112, prekursora 1’-homonukleozydu ent-109 (Sche-
mat 18) [33].
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Schemat 18. Synteza chlorowodorku 1-deoksy-1-(adenin-9-ylo)-2,5-anhydro-p-rybitolu ent-109
Scheme 18.  Synthesis of 1-deoxy-1-(adenin-9-yl)-2,5-anhydro-p-ribitol hydrochloride ent-109

Usztywnione konformacyjnie kwasy nukleinowe (ang. locked nucleic acids,
LNA) wykorzystuje si¢ w badaniach wlasciwosci biologicznych zmodyfikowa-
nych oligomeréw RNA i DNA, poniewaz pierscien tetrahydrofuranowy wyste-
puje wtedy w jednej i dokladnie zdefiniowanej konformacji. Syntezy dwdch
monomerdw 116 i 117 zawierajacych reszte tyminy zostaly przedstawione na
Schemacie 19, a wspolnym materialem wyjsciowym byla 3,5-di-O-benzylo-
1,2-O-izopropylideno-4-C-hydroksymetylo-a-p-rybofuranoza 114. W wyniku
sekwencji kilku reakcji z glikozydu 114 otrzymano pochodng tetrahydrofu-
ranu 115. W celu otrzymania 1’-homonukleozydu 116 zwigzek 115 poddano
acetylowaniu, otrzymany octan wykorzystano do alkilowania soli sodowe;j
tyminy, a nastgpnie usunieto grupy ochronne. Zwigzek 117, analog 3’-deoksy
I’-homonukleozydu 116, otrzymano z 115 w wyniku reakcji wodorolizy, ochrony
ugrupowania diolu blokada Markiewicza za pomoca 1,3-dichloro-1,1,3,3-tetra-
izopropylodisiloksanu, usunigcia grupy hydroksylowej wykorzystujac procedure
Bartona-McCombie i w koncu alkilowania oraz usunigcia grup ochronnych [34].
Wykorzystujac metode amidofosforyno wiaczono oba monomery 116 oraz 117
do ancuchéw oligonukleotydowych w celu zbadania trwatosci tworzonych z ich
udziatem duplekséw. Okazalo sie, ze powoduje to znaczne zmniejszenie trwaltosci
duplekséw, co powigzano z nieodpowiednimi konformacjami pierscieni tetrahydro-
furanowych [34].
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Schemat 19. Synteza LNA 1’-homonukleozydéw 116 1 117
Scheme 19.  Synthesis of LNA I’-homonucleosides 116 and 117

Ciekawg grupe usztywnionych konformacyjnie analogéw nukleozydéw sta-
nowig pochodne zawierajace uklad 7-oksabicyklo[2.2.1]heptanu skondensowany
z pierScieniem benzenowym albo naftalenowym. Takie analogi zsyntetyzowano
z pochodnych alkoholu furfurylowego i odpowiednio benzynu albo naftynu (Sche-
mat 20) [35].
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Schemat 20. Synteza analogéw 1’-homonukleozydéw 121a-b i 122a-b
Scheme 20.  Synthesis of 1’-homonucleosides analogues 121a-b and 122a-b

Zbadano aktywno$¢ przeciwwirusowa wszystkich zsyntetyzowanych analogéw
I’-homonukleozydéw 121 i 122 wobec wiruséw RNA (Rys. 6). Zaden z otrzyma-
nych zwigzkéw w stezeniach powyzej 50 uM nie okazal si¢ aktywny przeciw wiru-
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sowi Coxsackie. Jednakze dla kilku zwigzkéw (Rys. 6) zaobserwowano aktywnos¢
w stosunku do wirusa HCV (EC,, = 6,31-85,3 uM), chociaz zwigzki te byly réwniez
cytotoksyczne (CC,, = 11,1-95,2 uM). Najwyzszy indeks selektywnosci charakte-
ryzuje aktywnos¢ analogu 123a (EC,, = 16,1 uM i CC,| = 72,4 uM). Zwigzek 128
dodatkowo hamowat wzrost komérek CCRE-CEM (IC, = 5,73 uM) [35].
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Rysunek 6. Zwigzki wykazujace aktywnos¢ przeciwwirusowa wzgledem wirusa HCV
Figure 6. Anti-HCV active compounds

4. ’’HOMO-2’3>-DIDEOKSY-2’3-DEHYDRONUKLEOZYDY

Zainteresowanie syntezg 1’-homonukleozydéw zawierajacych pierscien
2,5-dihydrofuranowy wynika z wysokiej aktywnosci stawudyny, leku stosowanego
w terapiach przeciw wirusowi HIV. Zwiazek 83 przeksztalcono w diol 129, ktory
w warunkach reakcji Bartona-McCombie ulegal regiospecyficznemu usunieciu
drugorzedowych grup hydroksylowych prowadzac do powstania alkenu 130. Po
usunieciu sililowej grupy ochronnej w 130 wprowadzono reszte tyminy wykorzy-
stujac reakcje Mitsunobu. 1’-Homostawudyne 131 otrzymano w wyniku debenzo-
ilowania i hydrolizy eteru trytylowego (Schemat 21) [8, 25].
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Schemat 21. Synteza 1I’-homostawudyny 131
Scheme 21.  Synthesis of 1’-homostavudine 131

5. POCHODNE FOSFONIANOWE

Fosfonianowe analogi 1’-homonukleozyd6w zawierajace ugrupowanie guaniny
trans-137a otrzymano z (S)-(+)-5-(hydroksymetylo)tetrahydrofuran-2-onu 132,
ktory przeksztalcono w bromek 133 (Schemat 22) [36]. W wyniku redukeji funk-
cji estrowej w 133 powstal cykliczny hemiacetal, z ktérego uzyskano pochodng
acetylowa 134. W katalizowanej kwasem Lewisa reakcji Arbuzowa zwiazek 134
zostal przeksztalcony w mieszaning (1:1) izomerycznych trans i cis fosfonianow
135a i 135b, ktdra rozdzielono chromatograficznie. Reakcja bromku trans-135a
z 2-amino-6-chloropuryng najlepiej przebiegala w obecno$ci weglanu cezu prowa-
dzac do utworzenia fosfonianu trans-136a, z ktorego otrzymano kwas trans-137a
z resztg guaniny (Schemat 22) [36]. Izomer cis-137a zostal uzyskany ta samg droga
z fosfonianu cis-135b [37].
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Schemat 22. Fosfonianowe analogi 1’-homonukleozydow trans-136a i trans-137a
Scheme 22.  Phosphonate analogues of 1’-homonucleosides trans-136a and trans-137a

Fosfonian trans-137a jak réwniez izomer cis-137b wykazujg znaczaca aktyw-
nos¢ in vitro wzgledem HCMV. Izomer cis posiada IC,, w zakresie 0,5-1 ug/mL,
a CC,, w zakresie 10-50 pug/mL poréwnywalng z gancyklowirem (IC, do 0,3 ug/mL;
CC,, do 12,5 ug/mL). Natomiast dla izomeru trans-137a oznaczono IC_, w zakresie
0,1-1 ug/mL, a CC,, w zakresie 10-100 pg/mL, na takim samym poziomie jak dla
HPMPC (IC,; 0d 0,1-1 ug/mL; CC, od 10-50 pg/mL) [36, 38]. Jednoczesnie stwier-
dzono, ze oprocz wlasciwosci przeciwwirusowych fosfonian trans-137a (BCH-1868)
silnie hamuje in vitro proliferacje wielu ludzkich jak i mysich nowotworowych linii
komorkowych (IC, = 2,7-6,8 uM). Ponadto, BCH-1868 jest aktywny in vivo wobec
ksenograféw ludzkich komoérek nowotworowych (Caki-1, HT-29, DU 145, COLO
205, CCRF-CEM) [39, 40].

Ze wzgledu na wysoka aktywnos$¢ przeciwwirusowsq jak i przeciwnowotwo-
rowg opracowano stereoselektywna droge syntezy izomeru trans-137a wykorzy-
stujac a-hydroksyfosfonian 141, ktéry powstawal w nadmiarze (14:1) w wyniku
stereoselektywnej redukcji ketofosfonianu 139. Odpowiednie jony jodoniowe, ktére
tworza sie w reakgeji fosfonianu 141 z N-jodoimidem kwasu bursztynowego (NIS)
jako produkty posrednie, ulegaja cyklizacji dajac mieszaning fosfonianéw cis-142b
i trans-142a w proporcji 1:11,4 (Schemat 23). Dalsze przeksztalcenia do trans-137a
obejmujg reakcje z 2-amino-6-chloropuryng i hydrolize fosfonianu diizopropylo-
wego [41].
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Schemat 23. Fosfonianowe analogi 1’-homonukleozydéw trans-137a i trans-143a
Scheme 23.  Phosphonate analogues of 1’-homonucleosides trans-137a and trans-143a

Cykliczne analogi PMEA 147a-e otrzymano wychodzac z 2-deoksy-p-rybozy
144 (Schemat 24). Tosylan 2-deoksy-D-rybofuranozydu metylowego poddano
standardowej procedurze deoksygenacji przy C3 otrzymujac glikozyd 145, ktory
w wyniku kondensacji z solami sodowymi wybranych nukleozasad przeksztalcono
w 146a-e. Nastepnie wykorzystujac reakcje Arbuzowa uzyskano fosfonianowe ana-
logi 1’-homonukleozyddéw 147a-e. W trakcie reakcji powstaja acykliczne analogi
148a-e jako produkty uboczne [42].
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Schemat 24.  Synteza fosfonianowych analogéw 1’-homonukleozydéw 147a-e
Scheme 24.  Synthesis of phosphonate analogues of 1’-homonucleosides 147a-e

I’-Homonukleotydy 147a-e nie wykazuja znaczgcej aktywnosci wobec HIV-1
w komorkach MT-4 w stezeniu do 100 uM. Natomiast zwigzek 147e byl toksyczny
w stosunku do komoérek MT-4 w stezeniu do 100 uM, lecz nieaktywny wzgledem
wirusa HIV-1 [42].

Ciekawg grupe stanowiag cykliczne analogi nukleotydéw, w ktorych struk-
ture przeciwwirusowego (S)-HPMPA wbudowano pigciocztonowy pierscien.
Substratem w syntezie takich polgczen (Schemat 25) byl 2,3,5-tri-O-benzylo
a/B-L-arabinofuranozyd metylowy 149, z ktérego w warunkach reakcji Arbuzowa
powstawala mieszanina anomerycznych fosfonianéw 150 « i 8 w stosunku 1:3,5.
Po wodorolitycznym usunieciu grup benzylowych pierwszorzedowa grupe hydrok-
sylowa przeksztalcono w tosylan, drugorzedowe grupy hydroksylowe ochroniono
za pomoca blokady tetrahydropiranylowej (THP) i przeprowadzono reakcje kon-
densacji z adening otrzymujac fosfoniany 151a i 151b. Nastepnie usunieto blokady
tetrahydropiranylowe (THP) otrzymujac estry 152a i 152b, z ktorych powstaly estry
monoetylowe 153a oraz 153b [43].
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Scheme 25.  Synthesis of 1’-homonucleotides analogues 152-153

Zsyntetyzowano réwniez analogi 1’-homonukleotydéw 157-158, ktdre w pier-
$cieniu furanozowym nie zawieraly grupy hydroksylowej przy C3’. Wychodzac
z mieszaniny « i 8 (1:1) L-arabinofuranozydéw metylowych 154, najpierw w reak-
¢jii z 1,3-dibromo-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanem ochroniono dwie grupy
hydroksylowe (Schemat 26), a nastepnie wykorzystujac reakcje Bartona-McCom-
bie usunigto grupe hydroksylows. Anomer « 155 poddano reakeji Arbuzowa, a po
desililowaniu uzyskano mieszaning fosfonianéw 156, z ktdrej otrzymano estry die-
tylowe 157a i 157b oraz monoetylowe 158a, 158b wykorzystujac przeksztalcenia
opisane na Schemacie 25 [43].
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Schemat 26.  Synteza analogéw 1’-homonukleotydéw 157-158
Scheme 26.  Synthesis of 1’-homonucleotides analogues 157-158

Niestety, zaden z otrzymanych analogéw nukleotydéw oraz mono- jak
i dietylowe estry nie wykazywat aktywnosci przeciwwirusowej w stosunku do wiru-
s6w RNA i retrowiruséw podobnej do (S)-HPMPA. Jednakze, zwigzki 152a, 152b,
157b, 158a i 158b wykazywaly niska aktywno$¢ wobec wirusow DNA (HSV-1,
HSV-2, wirusa krowianki, wirusa ospy wietrznej i pétpasca) oraz niska cytotoksycz-
nosc¢ [43, 44].

Poszukujac aktywnych biologicznie zwigzkéw zsyntetyzowano pochodna
adeniny 162, zawierajaca przy C4’ ugrupowanie fosfonylometylowe (Schemat 27).
Ochroniony 1’-homonukleozyd 160 otrzymano w wyniku alkilowania adeniny za
pomoca tosylanu 159. Nastepnie odbezpieczono pierwszorzedowa grupe hydrok-
sylowg, przeksztalcono ja w jodek, aby w kolejnym etapie wykorzystujgc reakcje
Arbuzowa wprowadzi¢ grupe fosfonianowg otrzymujac zwiazek 161. Po usunigciu
izopropylidenowej grupy ochronnej uzyskano fosfonian 162. W podobny sposéb
zsyntetyzowano fosfonianowy analog 1’-homourydyny 34. Niestety zaden ze zwigz-
kow nie wykazywal aktywnos$ci przeciwwirusowej ani wzgledem HCV, HIV ani
wirusa dengi [45].
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Scheme 27.  Synthesis of a phosphonate 162
PODSUMOWANIE

Zainteresowanie chemig analogéw nukleoz(t)ydéw obok aspektu poznawczego
niesie w sobie bardzo wazny czynnik potencjalnych zastosowan terapeutycznych.
I’-Homonukleoz(t)ydy sg jedna z ciekawszych klas takich analogdéw [46], ponie-
waz mostek metylenowy wprowadza istotne zmiany strukturalne w poréwnaniu
z nukleozydami zatem mozna oczekiwa¢, ze nowe zwigzki beda mialy takze inne
wlasciwosci biologiczne. Potwierdzaja to dotychczasowe wyniki badan, ktérych
fragment ograniczony do zwigzkéw zawierajacych pierscien tetrahydrofuranowy
zostal przedstawiony w tym opracowaniu.

Fosfoniany trans- i cis-137a skutecznie hamowaly rozw¢j wirusa HCMV
wykazujac aktywnos¢ poréwnywalng z gancyklowirem (IC, do 0,3 ug/mL; CC, do
12,5 pg/mL). Warto odnotowaé wysoka aktywnos¢ 1’-homo-2’-deoksyadenozyny
64b i 1’-homo-2’-deoksyguanozyny 66b przeciw wirusom HSV-1 TK™ i HSV-2
TK (MIC =8-12 pg/mL), azwiazku 64b dodatkowo w stosunku do wirusa krowianki
(MIC=20pg/mL).Istotngaktywnos¢ przeciwwirusowiHCV (EC, =6,31uM) odkryto
dla zwigzku 128, jednakze jest on réwniez wysoce cytotoksyczny (CC, = 11,6 uM).
Ponadto zwigzek ten hamowat wzrost komérek CCRE-CEM (IC,, = 5,73 uM).
I’~-Homo-2’-deoksynukleozyd zawierajacy reszte hipoksantyny 93b i jego pochodna
di-O-benzylowa 93a byly aktywne wzgledem wirusa grypy AHIN1 (IC,, = 25,2
i24,3 ug/mL).

Oprécz wlasciwoséci przeciwwirusowych zauwazono wplyw na prolifera-
cje ludzkich jak i mysich nowotworowych linii komérkowych, np. dla trans-138a
(BCH-1868) oznaczono IC,, w zakresie kilku uM. Nalezy jednak podkresli¢, Ze dla
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wielu zsyntetyzowanych analogéw 1’-homonukleoz(t)ydéw nie wykonano zad-
nych badan biologicznych, co uniemozliwilo pelna ocene wptywu wprowadzonego
mostka metylenowego na aktywno$¢ biologiczna.

Z punktu widzenia syntezy organicznej podsumowane zostaly najwazniejsze
metody otrzymywania podstawionych tetrahydrofuranéw, w tym takze syntezy
stereoselektywne. Dominujg tutaj strategie oparte na substratach wywodzacych sie¢
z furanoz. Chetnie wykorzystywane sa pochodne heksoz, poniewaz wtedy dalsze
konstruowanie 1’-homonukleoz(t)ydu nie wymaga etapéw polegajacych na wydtu-
zaniu i skracaniu tancuchéw weglowych. W syntezach ukladéw niezawierajacych
grup hydroksylowych w wybranych pozycjach stosowano 2’-deoksyfuranozy,
a w przypadku uzycia podstawionych furanoz do deoksygenacji wykorzystywano
procedure Bartona-McCombie.
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ABSTRACT

Natural chemical compounds and their derivatives could be used for designing
new classes of anticancer, antifungal or antiviral drugs. One of those compounds
is gossypol, isolated from grains of wool. Gossypol’s derivatives can freely penetrate
the blood-brain barrier (BBB).

This basic review considers synthesis and reduction of prochiral imines. Gossy-
pol derivatives belong to imines. Imines as unstable compounds, hydrolyze in con-
tact with a small amount of water. There are substrates for preparation of oximes
and its derivatives. In this article three methods of imines production are presented.
There are: (a) reaction of aldehyde or ketones with primary amine, (b) addition of
Grignard reagents to nitriles and (c) pyrolysis of alkyl azide. The first one is discus-
sed in details with specific description of the mechanism of both steps: first stage -
addition to form a hemiaminal, second one — dehydration with formation of imine.
Many conditions such as acid power, value of pH reaction and environment (prefe-
rably anhydrous) have influence on the formation rate of imines and determine each
of two stages, i.e. addition and dehydration.

Furthermore, the imines-enamines tautomeric and stereochemical aspects with
possible attack of nucleophile molecules to the carbon atom of the C=N bond from
the Si or Re side of prochiral imines as well as potential ways of imines reductions to
amines by using commonly used reducers (NaCNBH,) are discussed. Moreover, two
new methods of reduction are presented: the first - with using trichlor acids cataly-
zed chiral Lewis’s bases and the second one — asymmetric hydrogenation of imines.

Keywords: ketimines, gossypol, aldimines, Schiff bases, oximes
Stowa kluczowe: ketiminy, gossypol, aldiminy, zasady Schiffa, oksymy
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AChE — acetylocholinesteraza

BBB — bariera krew-mozg (ang. blood-brain-barrier)

IUPAC — Miegdzynarodowa Unia Chemii Czystej 1 Stosowane;j
(ang. International Union of Pure and Applied Che-
mistry)

M — muskaryna

0] — zwigzki organofosforanowe
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WPROWADZENIE

Niniejsza praca powstala na bazie pracy licencjackiej pt. ,,Synteza i redukcja
prochiralnych imin” obronionej 19 wrzesnia 2014 r.

Iminy s grupa zwigzkéw organicznych bioracych udzial w wielu procesach
biochemicznych, w ktorych jest wykorzystywana ich wysoka aktywno$¢. Przykla-
dowo, iminy wystepuja jako facznik retinalu z lizyng w opsynie — biatku, ktére wraz
z grupg prostetyczng tworzy czasteczke fotoreceptora odpowiedzialnego za mecha-
nizm widzenia - rodopsyne [1]. Stanowig one kluczowy substrat w tworzeniu ami-
nokwasu alaniny, ktdra jest otrzymywana poprzez redukcyjne aminowanie kwasu
pirogronowego. W tej reakcji poczatkowe iminy powstajg z kwasu pirogronowego
oraz pochodnej witaminy B, - pirydoksaminy [2].

1. GOSSYPOL

Gossypol, zaliczany do terpenoiddw, jest silnie toksycznym, zottym pigmen-
tem obecnym w nasionach bawelny Gossypium Herbaceum. Toksycznos¢ zwigzku
wynika z posiadania dwoch grup aldehydowych, co wyklucza jego bezposred-
nie zastosowanie w medycynie [13]. Dlatego tez poprzez modyfikacje gossypolu,
a zarazem blokowanie grup aldehydowych otrzymano mniej toksyczne pochodne
umozliwiajac jego zastosowanie jako powszechnego skladnika wielu medykamen-
tow. Przykladami stosowanych pochodnych s3 zasady Schiffa, hydrazony i nitryle
(Rys. 1) [3, 4]. Wlasciwosci toksyczne pochodnych gossypolu zalezg od dostepnosci
fenolowych atoméw tlenu [5]. Natomiast w przypadku zasad Schiffa, wlasciwosci
przeciwbakteryjne zaleza od struktury zwigzku oraz wielkosci i polarnosci podstaw-
nikéw przy karbonylowym atomie wegla.
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Giossypol Zasady Schiffy gossypolu

Rysunek 1.~ Wzodr strukturalny gossypolu i jego pochodnych
Figure 1. The structural formula of gossypol and its derivatives

Zwigzki te sg wykorzystywane gléwnie do produkeji lekdw przeciwnowotworo-
wych, przeciwgrzybicznych, przeciwwirusowych (np. przeciw wirusowi HIV), anty-
malarycznych, lecz najbardziej znane sg jako skladnik srodkéw antykoncepcyjnych
dla mezczyzn. Znajdujg rowniez szerokie zastosowanie jako herbicyd.

2. IMINY

2.1. WSTEP

Iminy sg to zwiazki o ogélnym wzorze przedstawionym na Rysunku 2.

Charakterystycznym elementem struktury czasteczek imin jest obecnos¢
podwdjnego wiazania pomiedzy atomami azotu i wegla. Iminy jako grupe zwigz-
kow cechuje duza réznorodnosé wlasciwosci fizykochemicznych. Wynika to z moz-
liwosci wprowadzenia réznych podstawnikéw przy atomie azotu. Ponadto rodzaj
podstawnika wplywa na trwato$¢ imin.
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Ri Ry RY 'H

Rysunek 2. Wzor ogdlny: ketimin (a) i aldimin (b)
Figure 2. General formula: ketimines (a) and aldimines (b)

Iminy s3 zwigzkami bardzo nietrwalymi, ktére w kontakcie juz z niewielka
iloscig wody ulegaja hydrolizie. Dlatego tez ich syntez¢ wykonuje si¢ w warunkach
bezwodnych stosujac odpowiednio dobrane substraty zawierajace §ladowe ilosci
wody. Zgodnie z definicja IUPAC, iminy zawierajgce grupe weglowodorowa na ato-
mie azotu nazywa si¢ zasadami Schiffa, co uwazane jest czesto jako synonim azo-
metinéw [6]. Podstawnikami stabilizujgcymi strukture imin sg grupy arylowe oraz
elektrodonorowe (np. ~OH), ktérych obecno$¢ powoduje wystapienie sprzezenia
pomiedzy wigzaniem C=N a elektroujemng grupa (Rys. 3).

fﬂI_ﬁ
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Rysunek 3. Struktura imin stabilizowana podstawnikiem arylowym oraz elektrodonorowym
Figure 3. The structure of imines stabilized aryl and electro donor chemical entity

Delokalizacja wigzania powoduje zmniejszenie czgstkowego fadunku dodat-
niego (6+) na karbonylowym atomie wegla, a tym samym wigksza energie LUMO,
co powoduje, ze powstaly zwiazek jest mniej podatny na mozliwy atak innego nukle-
ofila. W taki sposdb mozna otrzymac zmodyfikowane iminy tworzace odrebng grupe
zwigzkow, m.in. oskymy, fenylohydrazony i semikarbazony. W przypadku oksymow,
podobnie jak dla imin, w zaleznosci od rodzaju podstawnikéw R, R, wyréznia sie
ketoksymy (dla dwdch podstawnikéw weglowodorowych) lub aldoksymy (kiedy
jeden z nich jest protonem). Reakcje otrzymywania trwalych imin przedstawiono
na Rysunku 4. Oksymy, podobnie jak zasady Schiffa i hydrazony, znalazty zasto-
sowanie w przemysle farmaceutycznym. Sag to zwiazki, ktére ze wzgledu na swoja
budowe strukturalng oraz hydrofobowy charakter potrafig przenikna¢ przez bariere
krew-mozg (BBB), tym samym bedac przez ostatnie szes¢ dekad w kregu badan
wielu naukowcow i toksykologdw [7]. Jest to tym bardziej ciekawe, poniewaz spo-
srod wszystkich lekow, tylko okolo 5% wykazuje zdolno$¢ do pokonania BBB oraz
efektywnego dzialania w calym mézgu.



360 T.A. BERNIAK

ay

.f-”‘ﬂ
HHs
oL L. L
o T o
T e |
R TRj il B Ry
imina 2 podstawnikiem anvlowym
]
"3'::-;;"“"
& {
b
o BN ™ ik
MH NH., I
RY Ry T R Tm
semikarbazon
<)
MNH,
HN 2
| 2
® |
j:IL oy H/.NH
Ry Ry i I
R R,
femylohydrazon
d)
oH
'i'-:' MNH,OH H/
= |
Pt .
Ry By Ry Ry
oksym

Rysunek 4. Reakcje otrzymywania imin, semikarbazonoéw, fenylohydrazonéw i oksyméw
Figure 4. Obtaining reaction of imines, semicarbazones, oximes and phenylhydrazones

Budowe tych zwigzkow charakteryzuja nastepujace parametry: ciezar czastecz-
kowy (< 450 Da); powierzchnia polarna (60-70 A2), liczba wigzan zdolnych do
rotacji (< 8), liczba H-donoréw (< 3), liczba H-akceptorow (< 7) [3]. Podane reguty
sg zgodne z Zasadami Lipinskiego okreslajacymi mozliwos¢ wykorzystania danego
zwigzku chemicznego jako leku farmaceutycznego. Zdolno$¢ do pokonania BBB
zostala zaobserwowana w trakcie badan kilku parametréw chemicznych charakte-
ryzujacych ilo$ciowe zmiany skladnikéw odzywczych pobieranych poprzez bariere
krew-mozg wchodzacych w interakcje z biologicznymi strukturami. Pomiar wspo-
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mnianych wyzej parametréow pozwolil na precyzyjne okreslenie grupy zwigzkow
zdolnych do pokonania BBB, wérdd ktorych znalazly si¢ niektore zwiazki z grupy
oksymoéw. Dalsze ich badanie pod wzgledem farmakokinetycznym i farmakody-
namicznym wykazaly dzialanie zapobiegajace uszkodzeniom moézgu (gtéwnie
o$rodkowi oddechowemu) oraz odtruwajace przeciw zwigzkom organofosforano-
wym (OP). Zwiazki te hamuja aktywnos¢ acetylocholinesterazy (AChE), a w przy-
padku gazéw bojowych (sarin, soman, tabun, VX) ich dziatanie jest nieodwracalne.
Oksymy s3 to polarne zwiazki, dobrze rozpuszczalne w wodzie, ktoére podobnie jak
iminy wystepuja w odmianach tautomerycznych. Stabo pokonujg BBB, a delokali-
zacja wigzania C=N powoduje obnizenie ich reaktywno$ci, przykladowo - zdolnos¢
reaktywowania AChE wynosi < 5% [7]. Do$¢ niska reaktywno$¢ w konsekwencji
prowadzi do utrudnionego badania dzialania oksymow jako srodkéw o wlasciwos-
ciach odtruwajgcych organizm. Dokladny mechanizm przedstawionej wyzej reakeji
w dalszym ciggu pozostaje nie do konca poznany.

Optymalny zakres stezenia oksymoéw w mozgu nie zostal okreSlony, jed-
nak przyjmuje sie, ze stezenie to nie powinno przekroczy¢ 10%. Ponadto zwigzki
te przeciwdzialaja gléwnym i ubocznym efektom muskaryny (M), zwigzkowi
z rodziny alkaloidow, ktory jest silnie trujacy, blokujacy dziatanie AChE, wystepu-
jacy w wielu grzybach, np. w muchomorze czerwonym [7].

2.2. REAKCJE OTRZYMYWANIA IMIN

Iminy otrzymuje si¢ gldwnie w reakcjach aldehydéw lub ketondw
z pierwszorzedowymi aminami. W szczeg6lnym przypadku, gdy atom azotu lub
wegla w wigzaniu C=N sasiaduje z aromatycznym podstawnikiem, iminy sg na tyle
trwale, Ze mozliwe jest ich wydzielenie z mieszaniny poreakcyjnej. Na Rysunku 5
pokazano mechanizm przyklfadowej reakcji otrzymywania trwalej iminy.
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Rysunek 5. Mechanizm syntezy iminy na przykladzie reakcji acetofenonu z aniling
Figure 5. Mechanism of imine sythesis — example reaction of acetophenone with an aniline



362 T.A. BERNIAK

Omawiana reakcja wymaga zastosowania katalizatora kwasowego oraz dodatku
zwiazku, zdolnego do usuwania powstajacej wody. Najczesciej stosowane sg $wiezo
zaktywowane sita molekularne, siarczan(VI) magnezu - MgSO, lub aparat Deana-
-Starka. Jest to niezbedne, poniewaz iminy sg zwigzkami nietrwalymi, ktére pod
wplywem wody hydrolizuja do zwigzkéw karbonylowych i amin. Najlatwiej hydroli-
zie ulegaja iminy z podstawnikami alkilowymi, w przypadku ktdérych nie wystepuja
stabilizujgce strukture sprzezenia, wystepujace natomiast w iminach z podstawni-
kami arylowymi (Rys. 3a). Hydroliza oskymow, fenylohydrazonéw, semikarbazonow
i zasad Schiffa mozliwa jest natomiast wylacznie w kwasnych roztworach wodnych
[8]. Reakcja ketonu z pierwszorzedowg aming zachodzi bardzo powoli. Mechanizm
syntezy sklada si¢ z dwdch etapow. W pierwszym zachodzi addycja, ktdra prowadzi
do powstania produktu posredniego — hemiaminalu. Etap ten zachodzi najszybciej
przy pH = 4, jednak nie zalezy od obecnosci kwasu. W drugim etapie nastgpuje
dehydratacja z wytworzeniem iminy oraz wody jako produktu ubocznego. Etap ten
determinowany jest obecnoscig kwasu, ktory jest konieczny do protonowania grupy
hydroksylowej, co prowadzi do odlaczenia czasteczki wody i utworzenia produktu
koncowego - iminy. Duzy wplyw na przedstawiona reakcje ma wartos¢ pH srodo-
wiska, w ktérym jest prowadzona. Uzycie zbyt mocnego kwasu (zbyt niskie pH)
spowalnia pierwszy etap reakcji, co spowoduje otrzymanie mniejszej ilosci hemia-
minalu, w konsekwencji finalnego produktu. Natomiast uzycie zbyt stabego kwasu
(wysokie pH) spowoduje brak wystarczajacej ilosci protonéw w mieszaninie pore-
akcyjnej, a w konsekwencji utrudniong protonacje grupy hydroksylowej i zajscie
dehydrogenacji. Uwzgledniajac wszystkie czynniki wplywajace na przebieg reakeji,
optymalna warto$¢ pH przy jakim powinna by¢ prowadzona synteza wynosi 4-6
(przy ograniczeniu dostepu wody) [2]. Obecnos¢ wody mozna ograniczy¢ stosujac
»suchy”, pozbawiony wody rozpuszczalnik, substancje do pochtaniania wody, np.
wspomniane wczesniej sita molekularne oraz wykonujac synteze w atmosferze osu-
szonego gazu.

Podsumowujac, czynnikiem ktéry wplywa na szybkos$¢ tworzenia imin jest
warto$¢ pH, ktora determinuje zaréwno etap addycji jak i dehydratacji. Obecnosé¢
kwasu w mieszaninie reakcyjnej w pierwszym etapie nie jest potrzebna do jej zaj-
$cia, natomiast w drugim etapie, obecno$¢ kwasu jest juz konieczna. Na Rysunku 6
przedstawiono pogladowy wykres zaleznosci logarytmu szybkosci reakcji od war-
tosci pH [2].
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szyhkosé determinowana szyhkosé¢ detrminowana
addycja dehydratacja

WIrost
log szyhkosci reakecji

4 5

pH
Rysunek 6. Wykres zaleznosci logarytmu szybkosci reakcji od pH [2]
Figure 6. Chart of dependence logarithm of the reaction rate on pH [2]

Kolejna reakcja otrzymywania imin jest reakcja addycji odczynnikéow Grig-
narda do nitryli. W reakgcji tej powstaje sol — ketimina, ktora nastepnie pod wply-
wem kwasnego $rodowiska ulega hydrolizie do ketonu oraz lotnego amoniaku

(Rys. 7) [2].

o
R—CtH ¥ r.—wmger - J H,0, H le\

Rysunek 7. Schemat addycji odczynnikéw Grignarda
Figure 7. Scheme of addition of Grignard reagents

Inng znang reakcja otrzymywania imin jest wysokotemperaturowy proces
pirolizy azydku alkilowego. Pirolizowana substancja pod wplywem wysokiej tem-
peratury poczgtkowo ulega rozkltadowi z utworzeniem nietrwalej pierwszorzedo-
wej aminy i wydzieleniem azotu i nastepnie przegrupowaniu do iminy. Synteze te
prowadzi si¢ w atmosferze beztlenowej z mozliwoscig zastosowania katalizatora
obnizajacego temperature reakcji. Na Rysunku 8 przedstawiono mechanizm reakcji
pirolizy azydku alkilowego [9].

|
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Rysunek 8. Mechanizm reakgji pirolizy azydku alkilowego
Figure 8. Mechanism of pyrolysis of the alkyl azide reaction

2.3. TAUTOMERIA IMINOWO-ENAMINOWA

Jak wczesniej wspomniano, iminy mozna otrzymac w reakcjach aldehydow lub
ketonéw z pierwszorzegdowymi aminami. Zaréwno iminy jak i enaminy sg zwigz-
kami pomiedzy ktérymi moze zachodzi¢ przemiana izomeryczna. Przemiana ta
nosi nazwe tautomerii iminowo-enaminowej [10], ktéra polega na przenoszeniu
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atomu wodoru pomiedzy atomami wegla i azotu wystepujacych w charakterystycz-
nym wigzaniu grupy iminowej i enaminowej (Rys. 9).
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Rysunek 9.  Schemat tautomerii iminowo-enaminowej
Figure 9. Scheme of imine-enamine tautomerism

Gossypol i jego pochodne (zasady Schiffa, hydrazony) wystepuja w tautome-
rycznych formach przedstawionych na Rys. 10 [4]. Gosypol wystepuje w formach
aldehyd-aldehyd, keton-keton oraz laktol-laktol. Zasady Schiffa gossypolu nato-
miast wystepuja w formach imina-imina oraz enamina-enamina, a hydrazony
gossypolu w formach N-imina-N-imina oraz N-enamina-N-enamina (Rys. 1) [4].
W rezultacie, zaréwno gossypol jak i zasady Schiffa, bez wzgledu na rodzaj pod-
stawnika i rozpuszczalnika mogg wystepowac w réznych formach tautomerycznych,
stabilizowanych przez wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe [3].

Gossypol (GOS)

aldehyd - aldehyd

/

keton - keton laktol - laktol

Rysunek 10. Tautomeryczne formy gossypolu oraz jego pochodnych [4]
Figure 10.  Tautomeric forms of gossypol and its derivatives [4]
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Zasady Schiffa gossypolu

Imina - imina enamina - enamina

Hydrazony gossypolu

N-imina-N-imina N-enamina-N-enamina

Rysunek 10. Ciag dalszy
Figure 10.  Continuation

2.4. ASPEKTY STEREOCHEMICZNE

Iminy stanowig grupe zwiazkéw wykazujacych stereoizomeri¢ geometryczna
E i Z. Obecnos¢ dwoch podstawnikéw przy iminowym atomie wegla i jednego
podstawnika przy atomie azotu daje mozliwo$¢ syntezowania nowych, jesz-
cze nie zbadanych, imin. Taka specyficzna budowa stwarza mozliwo$¢, otrzy-
mania nowych zwiazkéw o roéznej konfiguracji. Zasady Schiffa posiadajace
polarne podstawniki przewaznie wykazuja dzialanie przeciwbakteryjne. Wybie-
rajagc do syntezy keton zawierajacy dwie rozne grupy boczne przy karbonylo-
wym atomie wegla mozna uzyska¢ prochiralne iminy. Atom wegla wigzania
C=N zmieniajacy si¢ w centrum chiralne pod wplywem ataku nukleofia nazy-
wamy prochiralnym atomem wegla. Atak nukleofila moze nastapi¢ zaréwno od
strony Re jak i Si, ktére wyznacza si¢ zgodnie z regulami Cahna-Ingolda-Pre-
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loga, dla strony Re zgodnie z ruchem wskazdéwek zegara, natomiast dla strony
Si przeciwnie do ruchu wskazéwek zegara [11]. Stosowanie prochiralnych ketonow
jest kluczowe w przeprowadzanej syntezie. Otrzymane prochiralne iminy mogg by¢
nastepnie zastosowane do syntezy optycznie czystych amin poprzez asymetryczng
redukgcje.

| Re

L - duzy podstawnik
M - $redni podstawnik
H - najmniejszy podstawnik

Rysunek 11.  Schematyczny rysunek ataku anionu wodorkowego od strony Re i Si prochiralnej iminy
Figure 11.  Scheme of attack hydride anion from the sides Re and Si prochiral imine

2.5. REDUKCJA IMIN

Iminy sg grupa zwiazkow, ktére moga ulega¢ redukeji do amin. Ogélny proces
otrzymywania amin ze zwigzkéw karbonylowych, posrednio przez redukcje imin
nosi nazwe redukcyjnego aminowania [2]. W przypadku wczes$niej wspomnianych
prochiralnych imin, po redukcji otrzymuje si¢ pare enancjomerdéw amin. Iminy
mozna redukowaé przy pomocy bardzo popularnych reduktoréw takich jak np.
tetrahydroboran sodu (NaBH,), tetrahydroglinian litu (LiAlH,) lub najczesciej sto-
sowanego do redukcji imin - cyjanotrihydroboranu sodu (NaCNBH,), w zwigzku
z posiadaniem elektronoakceptorowej grupy cyjankowej umozliwiajacej fatwiejszy
transport anionu wodorkowego [11]. W tych przypadkach, redukcja imin prowadzi
do uzyskania par enancjomer6w chiralnej aminy (Rys. 12).
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(R}
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Rysunek 12. Para enancjomeréw chiralnej aminy
Figure 12. A pair of the enantiomers of a chiral amine
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Enancjomery niektorych amin wykazuja odmienne wilasciwosci chemiczne.
Znanym zwigzkiem tego typu byl talidomid, skladnik leku w formie racematu,
ktdrego jeden z enancjomerow, w przeciwienstwie do drugiego, dzialat szkodliwie
na organizm czlowieka (uszkadzal DNA plodu). Dalsze badania nad okresleniem
ich wlasciwosci prowadzone byty przy zastosowaniu stereo kontrolowanych metod
otrzymywania imin. Jedng z nich jest asymetryczna redukcja wigzania C=N z uzy-
ciem trichlorosilandéw katalizowana chiralnymi zasadami Lewisa [12]. Aby zwigzki
te wykazywaly efektywne wlasciwosci redukujace, wymagana jest aktywacja zasada
Lewisa, co w rezultacie tworzy sze$ciokoordynacyjny kompleks wodorokrzemianu.
Kobayashi i in. [13], zasugerowali zastosowanie DME, zwiazku, ktory moze aktywo-
wa¢ trichlorosilan powodujac redukcje roznych grup zwigzkow, takich jak: ketony,
aldehydy i aldiminy.

Inng metoda otrzymania chiralnych amin jest asymetryczne uwodornienie imin,
ktére obok redukcyjnego hydrosililowania stanowi jedng z bardziej znanych tech-
nik otrzymywania takich zwigzkéw. Jako katalizatory zastosowano chiralne kwasy
Lewisa, zwiazki rutenu, irydu, palladu i tytanu. Pozwolito to na stereokontrolowane
uwodornienie iminy i otrzymanie z do$¢ duzym nadmiarem enancjomerycznym
produktu. Katalizatory irydowe szczegdlnie stosowane sg wobec alifatycznych oraz
cyklicznych imin powodujac ich bezposrednie uwodornienie. Mechanizm tej reak-
cji jest dos¢ charakterystyczny, w zwigzku z brakiem wigzania podfoza (substratu)
z centrum metalicznym podczas uwodornienia. Hopmann i Bayer w jednej ze swo-
ich prac [14], stawiaja problem wielko$ci osiagnietej enancjoselektywnosci w takich
ukladach. Stereokontrolowana reakcja uwodornienia iminy katalizowanej irydem
stanowi malo poznane obszary nauki i to wlasnie wymaga dalszych badan. Stereo-
kontrola reakcji moze by¢ regulowana za pomoca stabych oddziatywan katalizatora
z podlozem, a to moze by¢ modyfikowane poprzez dodatek rozpuszczalnikéow lub
innych zwigzkdow.

UWAGI KONCOWE

Od wielu lat iminy stanowia grupe zwiazkéw bedacych w kregu zaintereso-
wania wielu naukowcow i toksykologdw. W przedstawionej pracy opisano metody
syntezy i redukcji prochiralnych imin ze szczegdlnym omoéwieniem reakeji ketonu
lub aldehydu z pierwszorzedowa aming. Iminy jako zwiazki nietrwale oraz ulegajace
hydrolizie w kontakcie z woda, w przysztosci moga stac si¢ prekursorem nowej klasy
lekow.
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ABSTRACT

Today, more and more products made in biotechnological processes involving
enzymes. The stability of the enzyme under process conditions are subjected to the
immobilization on solid supports, which leads to a heterogeneous biocatalyst that
can be used in several cycles or continuous processes. The article discusses the tech-
niques presented in the literature immobilization of enzymes hydrolyzing starch
and cellulose. Includes the method of immobilization in/on polymer and inorganic
carriers and different ways of binding of the enzyme to a solid support. Particular
attention is focused on mesoporous silica (mesoporous silica) (SBA-15) as a very
attractive media for biocatalysts. Starch and cellulose are the main components of
biomass, which is seen as an alternative raw material for ethanol production, i.e.
second generation biofuels. Developing an effective biocatalyst for the conversion of
biomass is the challenge of the XXI century.

Keywords: amylolytic enzyms, cellulases, enzyme immobilization, mesoporoussilica,
SBA-15

Stowa Kkluczowe: enzymy amylolityczne, celulazy, immobilizacja enzymoéw, mezopo-
rowate krzemionki, SBA-15
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WPROWADZENIE

Obecnie coraz wigcej produktéow otrzymywanych jest w procesach biotech-
nologicznych z udzialem enzymoéw. Celem zwiekszenia stabilnosci enzymow
w warunkach procesowych poddaje si¢ je immobilizacji na stalych noénikach, co
prowadzi do otrzymania heterogenicznych biokatalizatorow, ktdre moga by¢ uzy-
wane w kilku cyklach lub w procesach ciaglych. W artykule oméwiono prezen-
towane w literaturze techniki immobilizacji enzyméw hydrolizujacych skrobie
i celulozg. Uwzgledniono metody immobilizacji na/w nosnikach polimerowych
i nieorganicznych oraz rézne sposoby wigzania enzymu ze statym podtozem. Szcze-
golng uwage skoncentrowano na mezoporowatej krzemionce (mesoporous silica)
(SBA-15) jako bardzo atrakcyjnym nosniku biokatalizatoréw. Skrobia i celuloza sa
gtéwnymi skladnikami biomasy, ktéra postrzegana jest jako alternatywny surowiec
do produkgji etanolu, tj. biopaliwa drugiej generacji. Opracowanie efektywnego bio-
katalizatora do konwersji biomasy jest wyzwaniem XXI w.

1. ENZYMY

1.1. MECHANIZM DZIALANIA

Enzymy wystepujace w komdrkach wszystkich zywych organizmoéw katalizuja
reakcje biochemiczne w warunkach fizjologicznych, w ktérych energia wewnetrzna
ukladu jest tak niska, Ze pokonanie bariery energetycznej stanu przejéciowego nie
jest mozliwe bez udzialu biokatalizatora. Enzymy zwiekszaja szybkos¢ reakeji przy-
najmniej milion razy, co oznacza, ze charakteryzuja si¢ ogromna silg katalityczng
nieosiggalng dla chemicznych uktadéw katalitycznych. Dzialajg tak jak wszystkie
katalizatory, czyli nie zmieniaja stanu réwnowagi katalizowanej reakcji, ale obniza-
jac energie aktywacji poprzez utorowanie alternatywnej $ciezki zwigkszaja jej szyb-
kos$¢ w danej temperaturze [1, 2].

Inng niezwykla cechg enzymodw jest selektywnos$¢ procesowa i substratowa.
Kazdy enzym katalizuje jedna reakcje chemiczng lub kilka reakcji, ale $cisle spo-
krewnionych i na ogét dziala tylko na jeden rodzaj substratu. Enzymy sa zdolne do
katalizowania nie tylko skomplikowanych reakeji chemicznych, ale i tak prostych
jak przeniesienie dwutlenku wegla w organizmie [1]. Anhydroza weglanowa, czyli
enzym, ktory jest za to odpowiedzialny, uwadnia 105 czasteczek dwutlenku wegla
na sekunde. W reakcjach katalizowanych przez enzymy nie sg praktycznie genero-
wane produkty uboczne, ktore nie moga by¢ wykorzystane w innych reakcjach. Te
niezwykle wlasciwoséci enzyméw sa $cisle zwigzane z ich strukturs.

Zdecydowanawigkszos¢enzymowtobialka,jednakzeznanesawyjatki(czasteczki
RNA).Strukturaenzymoéwbialkowychjestztozona. Obokczescibiatkowejzbudowane;j
z jednej lub czgsciej z kilku makroczasteczek polipeptydowych zwanej apoenzymem
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w wielu enzymach wystepuje takze czes¢ niebialkowa, ktora zawiera maltoczastecz-
kowe zwigzki organiczne i jony metali uczestniczace w procesie katalizy nazwane
odpowiednio grupg prostetyczng, kofaktorem i koenzymem [3]. Najwazniejszg
cze$cig enzymu jest miejsce aktywne, ktdre we wszystkich enzymach zlokalizowane
jest w szczelinach lub zaglebieniach. Stanowi ono niewielki procent calej objeto-
$ci enzymu jednakze jest ono kluczowe przy jego funkcjonowaniu. Znaczna czesé
enzymu nie ma w ogodle kontaktu z substratem. Centrum aktywne jest specjalnie
»zaaranzowane” przestrzennie tak aby przyja¢ czasteczke substratu, co ilustruje
model klucza i zamka z roku 1890 zaproponowany przez Emila Fischera (Rys. 1a).
Niektore enzymy nie posiadajg ustalonego ksztaltu miejsca aktywnego, dopasowa-
nie nastepuje dopiero w momencie zwigzania substratu z centrum aktywnym, taki
proces to wymuszone dopasowanie zaproponowany w 1958 przez D.E. Koshland’a Jr.
(Rys. 1b).

Subsdral

4§ b Substrat

b N I
— l - &€/ ¥ -
| -
FA { //

i Enzym

a) b)

Rysunek 1. Schemat ilustrujacy wigzanie enzymu z substratem a) model zamka i klucza b) model wymuszo-
nego dopasowania

Figure 1. A diagram illustrating the binding of the enzyme to the substrate a) the lock and key model b)
forced fit model

Wigzania wytwarzane pomiedzy czasteczka substratu a enzymem sa stosun-
kowo stabe (wigzania wodorowe, oddzialywania jonowe, sity van der Waalsa) [1, 2].
Efektywno$¢ procesow katalizowanych przez enzymy zwigzana jest ze zdolnoscia
do specyficznego ulozenia przestrzennego substratéow w miejscach aktywnych, co
sprzyja tworzeniu i rozrywaniu wigzan chemicznych.

Podczas reakcji enzymatycznej substrat (S) faczy si¢ z enzymem (E) tworzac
kompleks przejsciowy (ES), po czym produkt, lub produkty reakcji s3 uwalniane, co
ilustruje Rysunek 2.
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Rysunek 2. Powstawanie kompleksu enzym-substrat i uwalnianie produktu reakcji
Figure 2. The formation of the enzyme-substrate and releasing the reaction product

1.2. KINETYKA REAKCJI ENZYMATYCZNYCH

Na Rysunku 3 pokazano typowa dla reakcji enzymatycznych zaleznos¢ szyb-
kosci (r) od stezenia substratu (S). Model opracowany przez Michaelisa-Menten
poprawnie opisuje kinetyke reakcji o takiej charakterystyce.

Substrat (S)faczy sie zenzymem (E) tworzac kompleks przejsciowy (ES) (I), ktéry
w dalszej kolejnosci reaguje z kolejnym substratem, lub daje produkt jesli reakcja
jest jednoczasteczkowa (II).

kl
S+E =—— SE M
k2
SE->P+E (Im

Po zastosowaniu przyblizenia stanu stacjonarnego dla SE i przeksztatceniach,
a takze przy zalozeniu, ze reakcja jest zerowego rzedu otrzymujemy réwnanie znane
pod nazwg réwnania Michelisa-Menten (III):

r=r_ /(1+K,/[S]) (I11)

gdzie r__to maksymalna szybko$¢ reakcji, a K, to stala Michelisa. Stala Michelisa
jest réwna stezeniu substratu S w momencie gdy r =r__ /2 (Rys. 3).
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Rysunek 3. Zalezno$¢ szybkosci reakeji enzymatycznej od stezenia substratu
Figure 3. Relationship between the substrate concentration and reaction rate

K,, oraz r_ wyznacza si¢ empirycznie podczas pomiaréw szybkosci dla réz-
nego stezenia substratu (S). Rownanie III czesto spotykane jest w postaci przeksztal-
conej do formy (IV):

Vr=1r_ +K,/r_ -1/[S] (Iv)

Wydajnos¢ reakeji enzymatycznych zalezy od wielu czynnikéw, a jednym z nich
jest pH srodowiska. Jego wartos¢ na wplyw na to w jakiej formie bedzie wystepowac
enzym. Kolejnym istotnym parametrem majacym wplyw na dzialanie enzymoéw
jest temperatura. Kazdy enzym efektywnie pracuje w temperaturze determinowanej
przez charakterystyczne dla niego srodowisko fizjologiczne. Wzrost temperatury
powoduje przyspieszenie reakcji enzymatycznej, jednak ogrzanie ukladu do temp.
40-60°C na ogot wywoluje calkowita dezaktywacje wigkszosci enzymdw na skutek
denaturacji, tj. zniszczenia struktury nadczasteczkowej [2].

1.3. KLASYFIKACJA ENZYMOW

Zgodnie z ustaleniami Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB) enzymy
podzielononaszes¢glownychklasprzyjmujacjakokryteriumtypkatalizowanejreakeji
i jej substraty. Kazdy enzym zostal opisany specjalnym kodem: EC.a.b.c.d., gdzie
malym literom (a, b, ¢, d) przypisane sa odpowiednie numery. Pierwszy z nich
(a) odpowiada za przyporzadkowanie enzymu do jednej z wczesniej wspomnianych
sze$ciu gtownych klas, kolejny numer oznacza (b) oznacza podklase, (c): podklase
podklasy b, natomiast liczba (d) okresla numer seryjny w podpodKklasie c.
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Gléwne klasy enzymoéw to: EC.1: oksydoreduktazy, EC.2: transferazy, EC.3:
hydrolazy, EC.4: liazy, EC.5: izomerazy i EC.6: ligazy. Pierwsze z nich katalizujag
reakcje redox w obecnosci tlenu, kolejne (transferazy) sa odpowiedzialne za reakcje
przenoszenia grup funkcyjnych takich jak np. aminowa czy tez acylowa. Hydrolazy
katalizujg rozktad wigzan, m.in. C-O, C-N, C-C. Enzymy z klasy EC.4 podobnie
jak hydrolazy katalizujg reakcje rozktadu wigzan, jednakze na drodze eliminacji.
Zadaniem izomeraz jest katalizowanie wewnatrzczasteczkowych reakcji izome-
ryzacji. Ostatnia klasa enzymow to ligazy, ktore przyspieszaja reakcje pomigdzy
dwiema czasteczkami polgczone z hydrolizag ATP lub innego tréjfosforanowego
nukleozydu [4].

1.3.1. Podzial hydrolaz

Hydrolazy (EC.3.b.c.d.) dzielg si¢ na trzynascie podgrup: EC.3.1 - dzialaja na
wigzania estrowe, EC.3.2 - hydrolizujg wigzania glikozydowe, EC.3.3 — wigzania
estrowe, EC.3.4 - wiazania peptydowe, EC.3.5 - hydrolizuja wigzania C-N, jed-
nakze inne niz wigzanie peptydowe, EC.3.6 - hydrolizuja wigzania w bezwodnikach
kwasowych, EC.3.7 - hydrolizujg wigzania C-C, EC.3.8 — wigzania w halogenkach,
EC.3.9 - odpowiedzialne sg za rozpad wigzania P-N, EC.3.10 - hydroliza wigzania
S-N, EC.3.11 - rozpad wigzania C-P, EC.3.12 - hydroliza wigzania S-S, ostatnia pod-
grupa — EC.13 katalizuje reakcje rozpadu wigzania C-S [5].

2. ENZYMY AMYLOLITYCZNE

Enzymy amylolityczne (amylazy, diastazy; EC 3.2.1) jest to klasa enzymow,
ktorych zadaniem jest hydroliza skrobi (u roélin) i glikogenu (u zwierzat). W sktad
amylaz wchodzg a-amylazy (EC 3.2.1.1), B-amylazy (EC 3.2.1.2) oraz glikozydazy
(EC 3.2.1.3) [11]. Pierwszy raz diastaza zostala wyizolowana przez dwoch naukow-
cow Payena i Persoza w roku 1833 [7]. W kolejnym stuleciu, a dokladniej w roku
1924 Kuhn [8] zaobserwowal, ze w zaleznosci od typu uzytej amylazy otrzymuje
sie produkty o réznych wlasciwosciach optycznych. Po tym odkryciu postano-
wiono podzieli¢ amylazy na dwie grupy: a-amylazy i f-amylazy [8, 9]. Blisko 30 lat
pdzniej opisano po raz pierwszy glikozydaze (wyizolowana z plesni Rizpohus dele-
mar) [10].

Amylazy znajduja zastosowanie na duzg skale m.in. w procesach fermenta-
cyjnych, przy przetwarzaniu skrobi. Wystepuja rowniez enzymy, ktore sg zdolne
do rozkladu skrobi jednakze nie sg klasyfikowane jako amylazy, poniewaz oprocz
hydrolizy wykazujg aktywnos¢ w transferze czy tez w reakcjach kondensacji. Osta-
tecznie powstata koncepcja klasyfikacji, zgodnie z ktéra do amylaz zaliczane sa
enzymy, ktore biorg udzial w reakcjach hydrolizy skrobi lub glikogenu albo trans-
feru tych zwiazkow jednakze bez udziatu fosforandw. Z duzg dozg prawdopodobien-
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stwa mozna zalozy¢, iz enzymy amylolityczne i te charakteryzujace si¢ podobnym
dziataniem sg najbardziej rozpowszechnione wsréd organizméw zywych, poniewaz
wystepuja nie tylko u wyzszych roélin i zwierzat, ale i u mikroorganizméw. God-
nym odnotowania jest fakt, iz inwertujace typy amylaz wystepuja u roélin wyzszych
i u niektérych mikroorganizméw, przede wszystkim bakterii, a takze grzybow
Phycomycetes i Ascomycetes. Rodzina a-amylaz to enzymy katalizujace hydrolize
(skrobi, glikogenu lub produktéw z nich pochodzacych), zdolne sg takze do trans-
feru tych zwigzkéw. Charakteryzuja sie tym, iz produktami reakcji sg tylko formy
a-anomeryczne, takze w przypadku transferu [6].

Gléwnym zrédtem energii z jakiego korzysta nasz organizm jest glukoza.
W diecie przecigtnego czlowieka wystepuje ona rzadko w czystej formie. Glukoza,
ktdra spozywamy wystepuje w postaci dimerdw, tj. laktozy i sacharozy lub w postaci
makroczasteczek — skrobi i glikogenu. Alfa-amylaza jest enzymem, ktérego zada-
niem jest roztozenie skrobi do jednostek dwu lub trzy cukrowych. Pierwsza amylaza
znajduje sie w ludzkiej $linie i pomaga ona juz wstepnie rozlozy¢ skrobie podczas
przezuwania. Druga produkowana jest przez trzustke. Ten enzym katalizuje ostatni
etap procesu trawienia skrobi. Jednostki dwu i trzy cukrowe sg finalnie rozktadane
do glukozy przy pomocy enzymoéw zlokalizowanych w $cianach jelita. Amylaza
trzustkowa jest wzglednie malym enzymem, odpornym na dzialanie srodowiska,
w ktorym si¢ znajduje [11].

Ramassubbu [12] w oparciu o badania dyfrakcji promieni rentgenowskich
wyznaczyl wymiary komorki krysztalu a-amylazy znajdujacej si¢ w slinie uzyskujac
nastepujace wartoéci: a = 53,200 A, b = 75,400 A, ¢ = 136,600 A.

W sktad miejsca aktywnego a-amylazy wchodzg trzy aminokwasy: glutaminian
233, asparaginian 197 oraz asparaginian 300 (numery opisuja, ktérym z kolejnosci
jest dany aminokwas w taricuchu bialkowym). To one s3 odpowiedzialne za rozpad
wigzania glikozydowego w czgsteczkach skrobi.

3. CELULAZY

Celulazy s3 klasa enzymow, ktore hydrolizuja wigzania f3-1,4 glikozydowe
w tancuchu celulozowym. Wystepuja one w wielu organizmach zywych poczawszy
od grzybow, bakterii, poprzez roéliny, a konczac na zwierzetach. Typowa celulaza
sktada sie z dwoch moduléw, katalitycznego i niekatalitycznego. Podjednostka kata-
lityczna posiada $cisle okreslong sekwencje aminokwasow, ktora sprawia, iz enzym
jest zdolny do wyzej wymienionej hydrolizy. Druga podjednostka to fancuch weglo-
wodorowy stuzacy do zakotwiczenia enzymu.

Trzy enzymy dzialajace synergistycznie degraduja celuloze do monocukru:
(i) endo-(1,4)-3-p-glukanglukanohydrolaza (EC 3.2.1.4), ktora rozpoczyna hydro-
lize celulozy poprzez dysocjacje obecnych w krystalicznej strukturze celulozy wig-
zan o charakterze niekowalencyjnym, (ii) exo-(1,4)-f-p-glukancelobiohydrolaza
(EC 3.2.1.91) hydrolizujaca celuloze do celobiozy, (iii) celobiaza (f-glukozydaza)



378 7. CHALUPKA

(EC 3.2.1.21), ktora bierze udzial w ostatnim etapie rozkladu celulozy, tzn. hydroli-
zuje wigzania 1,4-P glikozydowe celobiozy do glukozy, finalnego produktu tej reak-
Gji [12, 5].

Celobiohydrolaze (EC 3.2.1.91) wystepujaca w grzybie Trichoderma reesei
badali Abuja i wsp. [14]. Wyniki wskazuja, ze ciezar czasteczkowy tego enzymu
jest na poziomie 65 kDa. Zbudowany jest z dwoch domen, tj. aktywnego rdzenia
(55 kDa) oraz elastycznego, dlugiego tancucha glikopeptydowego (10 kDa) stuza-
cego do przytwierdzania enzymu do nierozpuszczalnej celulozy. Badania wykazaly
takze, iz rdze ma wymiary Rg = 2,09 nm oraz maksymalng §rednice D__ = 6,5 nm,
natomiast caly enzym R =4,27 nmiD, =18 nm. Ksztalt czasteczki enzymu przy-
pomina kijanke (,tadpole-like” structure). Cellobiohydrolaza jest zdolna do hydro-
lizy celulozy mikrokrystalicznej i amorficzne;.

4. PRZEMYSLOWE ZASTOSOWANIE ALFA-AMYLAZY I CELULAZ

Zastosowanie enzymow jako katalizatorow w procesach realizowanych poza
ich naturalnym $rodowiskiem siega daleko w przeszto$¢. Zanim uczonym udalo si¢
pozna¢, wyizolowac i opisaé te niezwykte bialka, kataliz¢ enzymatyczng stosowano
do produkgji alkoholu etylowego uzywajac drozdzy, w ktérych obecna jest dehydro-
genaza alkoholowa. Innym przyktadem jest produkcja seréw podpuszczkowych, do
ktorej stosowano podpuszczke z zotadkow bydlecych. W wyniku badan realizowa-
nych na szerokg skale, uczonym udato si¢ opracowa¢ metody izolacji i oczyszczania
bialek enzymatycznych. Poznano mechanizmy ich dziatania, opracowano metody
modyfikacji zmierzajace do ich ustabilizowania poza $rodowiskiem fizjologicznym.

Enzymow nie mozna otrzymac¢ na drodze syntezy chemicznej. Opracowano
szereg metod wytwarzania preparatow enzymatycznych w laboratoriach genetycz-
nych, gdzie prowadzi sie hodowle odpowiednich bakterii lub grzybéw, do ktérych
wprowadza si¢ gen kodujacy i promotor wywolujac w ten sposob nadprodukcje
danego enzymu. Nastepnie izoluje si¢ Zywe bialko enzymatyczne, zateza, utrwala
i otrzymuje gotowy preparat enzymatyczny [15].

Proteazy i a-amylazy to dwa najwazniejsze enzymy przemystowe reprezentujace
ponad 70% $wiatowego rynku biokatalizatoréw. Zaréwno grzyby jak i bakterie sto-
sowane s3 do wytwarzania a-amylazy, jednakze preparaty otrzymywane z hodowli
grzybow s bardziej stabilne niz pozyskiwane z bakterii [16].

Istnieje caly szereg organizmdéw wytwarzajacych celulazy, jednakze wiekszos¢
firm (Novozymes, Genencor) wytwarza handlowe celulazy z grzybow strzepkowych
Trichoderma i Aspergillus lub pochodnych szczepéw [17].

W krajach wysokorozwinietych coraz wiecej produktéw otrzymuje sie w pro-
cesach biotechnologicznych z udziatem enzyméw. Enzymy znalazly szerokie zasto-
sowanie w takich dziedzinach praktyki jak przemyst farmaceutyczny, spozywczy,
tekstylny, chemiczny (gléwnie produkcja detergentéw), papierniczy i garbarski [18].
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Alfa-amylazy wykorzystywane sa w przemysle na szeroka skale, poczawszy od
przemystu spozywczego, poprzez zastosowanie w produkeji tekstyliow, detergen-
tow, biopaliw koniczac na przemysle papierniczym.

Enzymatyczna hydroliza skrobi, ktéra jest podstawa wykorzystywania
a-amylazy w przemysle zachodzi w trzech etapach. Pierwszym z nich jest Zelowanie,
ktdére ma na celu rozpuszczenie ziaren skrobi, drugi etap polega na cz¢sciowej hydro-
lizie tak otrzymanej zawiesiny w celu zmniejszenia jej lepkosci; ostatnim etapem jest
scukrzanie w ktérym to otrzymuje si¢ finalne produkty-glukoze¢ i maltoze [19].

Alfa-amylazy najszersze zastosowanie znajduja w przemysle spozywczym.
Wykorzystywane s3 w procesach pieczenia, browarnictwie, a takze produkeji sokow
owocowych, syropéw i innych stodyczy [20]. Syrop fruktozowy z kukurydzy jest to
mieszanina cukréw kukurydzianych w smaku przypominajaca sacharozg, ktéra to
z kolei otrzymuje si¢ z trzciny cukrowej i burakdéw cukrowych. Tylko pierwszy etap
w procesie otrzymywania syropu kukurydzianego jest przeprowadzany z wykorzy-
staniem a-amylazy, pozostale sg przeprowadzane przez glukoamylaze wystepujaca
w grzybach oraz izomeraze glukozowa [11]. W piekarstwie a-amylazy sg uzywane
z wielu wzgledéw. Pierwszym z nich jest fakt dodawania ich w celu rozlozenia skrobi
z maki do dekstryn, ktore to z kolei sa wykorzystywane przez drozdze w proce-
sie fermentacji. Zaletg dodatku amylaz jest zmniejszenie lepkosci ciasta, przez co
poprawieniu ulega tekstura i produkt dodatkowo zysku jena objetosci. Cukry pro-
dukowane przez enzymy przyczyniaja si¢ do poprawy smaku i koloru wypiekow.
Kolejnym faktem sklaniajagcym producentéw do wykorzystania tych enzyméw w
procesach produkcji wypiekow jest to, iz produkty te wolniej si¢ starzeja i maja przez
to diuzsza date przydatnosci do spozycia [20, 21]. Dodatkowo a-amylazy wykorzy-
stywane sg w procesach oczyszczania piwa czy tez sokéw owocowych [21].

Detergenty to kolejna z wcze$niej wspomnianych galezi przemystu, gdzie zasto-
sowanie znajduje a-amylaza. Wykorzystywana jest ona w pralniach czy tez zmy-
warkach automatycznych do usuwania zanieczyszczen resztkami jedzenia, ktdre
zawieralo w sobie skrobig, np. ziemniaki, sosy, czekolade czy tez kremy. Usuwanie
zabrudzen polega na enzymatycznym rozkladzie skrobi do prostszych cukrow [22].
Zastosowanie enzymoéw w $rodkach do prania pozwala na prace detergentéw w
niskiej temperaturze, natomiast w czyszczeniu przemystowym pozwala na prace
dodatkowo przy nizszych wartosciach pH [23].

W dzisiejszych czasach duzy nacisk kladziony jest na wykorzystanie biomasy
do produkgji biopaliw. Etanol, bo to wlasnie on jest najczeéciej produkowanym
plynnym biopaliwem otrzymywany jest ze skrobi. Ten biopolimer jest wybierany ze
wzgledu na jego szeroka dostepnos¢ i niska cene [24].

Przemysl tekstylny: tutaj a-amylazy wykorzystywane s3 do usuwania kleju na
bazie skrobi. Srodki klejace w tym miedzy innymi skrobia dodawane s3 do przedzy
w celu ochrony jej w procesie przedzalniczym. Skrobia jest chetnie wykorzystywana
jako $rodek klejacy ze wzgledu na jej niska cene i dostepnos¢ [25, 26].
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W przemysle papierniczym a-amylaza wykorzystywana jest do produkciji
substancji do pokrywania papieru w celu poprawy jego gladkosci i wytrzymatosci
i odpornosci na $cieralno$¢. W normalnych warunkach kleik skrobiowy jest zbyt
gesty do pokrywania papieru, dlatego tez skrobie poddaje si¢ cze$ciowej hydrolizie
z wykorzystaniem a-amylazy otrzymujac postac bardziej ptynna [19, 27].

Celulazy znajduja coraz wiecej zastosowan, wykorzystywane sg m.in.
w przemysle papierniczym i tekstylnym. Celulazy dodawane sg réwniez do karm
dla zwierzat w celu poprawy pracy ich ukladu pokarmowego. Szczegélne zainte-
resowanie enzymami celulolitycznymi jest jednak zwigzane z mozliwoscig wyko-
rzystania ich w biorafineriach do produkcji etanolu z lignocelulozy. Zuzywanie
kopalnych surowcow oraz zwigkszona produkcja gazéw cieplarnianych sprawiaja,
iz aplikacja celulaz w tym kontekscie staje si¢ niezmiernie istotna. Bardzo waznym
aspektem jest modyfikacja celulaz pod katem zwigkszenia wytrzymalosci termicz-
nej jak i redukcja kosztow jej pozyskiwania. Przewidywania zakladajg, iz produkecja
45 miliardéw galondw alkoholu etylowego z celulozy osiggnie w roku 2030 poziom
0.20$ za galon; a celulaza stanie si¢ biokatalizatorem wykorzystywanym na najwiek-
szg skale w poréwnaniu z pozostalymi enzymami [17].

5. IMMOBILIZACJA ENZYMOW

Stosowanie w praktyce enzymoéw natywnych generuje znaczne koszty z uwagi
na fakt, iz enzymy sa drogie, czule na zmiany pH, temperatury oraz czynnikéw
denaturujacych, a operacje polegajace na oczyszczaniu produktéw od biatka dodat-
kowo podnosza cene finalnego produktu. Osadzenie enzymu na stalym nosniku
i uzyskanie katalizatora heterogenicznego zachowujacego aktywno$¢ w kolejnych
cyklach lub w procesie cigglym oznacza ogromny zysk ekonomiczny [28]. Immobi-
lizowane moga by¢ nie tylko same enzymy, ale i cale komorki [29].

Termin ,,immobilizacja enzyméw”, zdefiniowal Katchalski-Katzir w 1971 r.
[30]. Zgodnie z tg definicja enzym uznaje si¢ za immobilizowany, jezeli zlokalizo-
wany w $cisle okreslonej przestrzeni obszaru reakcyjnego, jest zdolny przejawiaé
swoja aktywno$¢ oraz moze by¢ wykorzystany ponownie lub stosowany w proce-
sach ciaglych.

Nalezy podkredli¢, iz nie istnieje material do immobilizacji, ktéry speiniatby
wszystkie oczekiwania, dlatego priorytetowymi wymaganiami przy doborze
nosnika s3 wymagania procesowe. Podobnie nie istnieje jeden najkorzystniejszy
sposdb immobilizacji, z tego powodu dla kazdego enzymu nosnik nalezy dobiera¢
indywidualnie na drodze eksperymentalnej. W wyniku unieruchomienia enzymu
na stalym no$niku zostaje znaczaco ograniczona jego ruchliwo$¢ konformacyjna,
co zwieksza stabilnoé¢. Jednak wielopunktowe zwigzanie enzymu z nosnikiem
moze powodowac jego dezaktywacje w wyniku zmiany geometrii centrum aktyw-
nego [31].
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Jako nosniki czgsto wykorzystywane sa nierozpuszczalne polimery, albo stale
noéniki nieorganiczne. Enzymy dzialajace w ukladzie enzym/nosnik dziatajg w spo-
sob odmienny niz te, ktore dzialaja tylko w otoczeniu substratu i produktu [32].
Zdaniem Singha [32], idealny no$nik do immobilizacji enzyméw musi charaktery-
zowac si¢ biernoscig, stabilnoscia, zdolnoscia do regeneracji, musi zwigksza¢ spe-
cyficzno$¢ oraz aktywnos¢ enzymu, dodatkowo nie wskazane jest aby na nos$niku
nastepowala niespecyficzna adsorpcja i zanieczyszczenie mikroorganizmami.
Pozadane jest rowniez, aby w przypadku, gdy produkty reakeji powoduja inhibicje
enzymu, no$nik ograniczat to zjawisko. Proces immobilizacji wymaga przeprowa-
dzenia dodatkowych operacji na etapie wytwarzania preparatéw enzymatycznych,
co w sposob oczywisty generuje dodatkowe koszty [33]. Jednakze korzysci z otrzy-
mania aktywnego i stabilnego heterogenicznego biokatalizatora s3 niewspdétmiernie
wieksze niz koszty generowane przez immobilizacje. Ogodlne, kryteria dotyczace
zasad doboru no$nika dla proceséw enzymatycznych mozna sformutowaé w for-
mie nastepujgcych zasad [34]: (i) no$niki hydrofobowe zwiekszaja szybkos¢ reakeji
z hydrofobowym substratem i stabilizujg enzym, (ii) nosniki z wieloma centrami
zdolnymi do wigzania enzymu zwigkszaja wytrzymalos¢ termiczng enzymu, (iii)
uzycie tacznika chroni enzym przed dezaktywacja, (iv) porowatos¢ no$nika moze
powodowaé zaréwno wzrost aktywnosci (rozwiniecie powierzchni heterogenicz-
nego katalizatora) jak i zahamowanie aktywnosci na skutek znacznych oporéow
dyfuzyjnych lub niedostepnosci substratu do centrum aktywnego.

5.1. IMMOBILIZACJA ENZYMOW PRZEZ ADSORPCJE

Immobilizacja enzyméw poprzez adsorpcje polega na wytworzeniu wigzan
wodorowych, oddzialywan van der Waalsa, badz tez wykorzystaniu oddziatywan
hydrofobowych w celu zwigzania enzymu z no$nikiem. Fakt, iz oddzialywania te
nie s trwale, proces jest odwracalny poprzez zmiane pH, temperatury, sity jonowe;j
czy tez polarnos$ci rozpuszczalnika. Taki sposdb wiazania enzymu z powierzchnig
nosnika jest bezpieczniejszy dla katalizatora, poniewaz istnieje mniejsze ryzyko dez-
aktywacji enzymu, niz w przypadku gdy wytwarzane jest wigzanie kowalencyjne
enzym-nosnik [35].

W pracy Anri Takimoto i wspdtpracownikéw [36] immobilizowano celulaze na
SBA-15. Naukowcy zbadali wplyw wielkosci poréw na proces immobilizacji
celulazy. Zsyntezowali SBA-15 o porach wielko$ci 5,4 nm, 8,9 nm oraz 11 nm.
Immobilizacja celulazy byla prowadzona poprzez bezposrednie dodanie do roz-
tworu enzymu kilku miligraméw SBA-15. Krzemionka nie byta modyfikowana
na powierzchni. Immobilizacja enzymu ttlumaczona byla poprzez powstawianie
oddzialywan elektrostatycznych nosnik-enzym. Wraz ze wzrostem poréw w krze-
mionce SBA-15 roénie ilo§¢ zaadsorbowanego enzymu, jednakze nie idzie to
w parze ze wzrostem aktywnosci katalitycznej. Okazalo sie, iz najlepsza dla pro-
cesu immobilizacji byla krzemionka o wielkosci poréw 8,9 nm, gdyz jak twierdza
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naukowcy, taki rozmiar pordéw sprzyja lokowaniu si¢ enzymu blizej wej$¢ poréw niz
w przypadku SBA-15 o porach 11 nm. Taki katalizator wykazuje réwniez wysoka
aktywno$¢ po przechowywaniu go przez 4 tygodnie w temperaturze pokojowe;j.
Badano réwniez wplyw pH na immobilizacje i najkorzystniej zachodzita ona dla
pH = 4, podczas gdy punkt izoelektryczny celulazy wynosi pI = 4,9. Wplyw pH na
immobilizacj¢ zobrazowano schematycznie na rysunku ponizej (Rys. 4).

Celulaza SBA-15 Celulaza
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+ +
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SBA-15

+
+ +
|
|
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Rysunek 4.  Oddzialywan pomiedzy SBA-15 a celulazg w zaleznosci od pH
Figure 4. Interactions between SBA-15 and cellulose, at different pH

WpublikacjiQuing-ZhouZhaiiSi-JiaSun’[37] wykorzystanomezoporowatakrze-
mionke SBA-15 do immobilizacji pepsyny-enzymu hydrolizujacego rozkiad bialek.
W drugiej serii krzemionke SBA-15 dodatkowo zmodyfikowano za pomoca metylo-
trimetoksysilanu deponujac w ten sposob na jej powierzchni grupy metylowe. Prze-
prowadzono proces immobilizacji poprzez fizyczng adsorpcje¢ enzymu na otrzyma-
nych nosnikach. Okazalo si¢, iz immobilizacja pepsyny zachodzi lepiej w przypadku
krzemionki modyfikowanej grupami —~CH,. Dodatkowo badano wptyw sity jonowej
na proces immobilizacji. Badania wykazaly, iz wraz ze wzrostem sily jonowej spada
ilo$¢ zaadsorbowanej na no$niku pepsyny.

W innej publikacji, Gémez i inni [38] opisujg immobilizacje S-glukozydazy
otrzymywanej z migdatéw. Enzym ten ma mase¢ 130 kDa (dimer). Zaobserwowano,
ze zazwyczaj immobilizowane enzymy (do roku 2010) maja mase ponizej 50 kDa
i $rednice okoto 4,0 nm. Jest niewiele publikacji méwiacych o immobilizacji wigk-
szych enzymow ($rednicy wigkszej niz 5,0 nm). Immobilizowana f3-glukozydaza ma
srednice 6,6 nm dla dimeru. Stwierdzono, iz sposéb wigzania enzymu z powierzch-
nig SBA-15 nastepuje w skutek tworzenia oddziatywan elektrostatycznych, nato-
miast najwieksza ilo§¢ enzymu immobilizuje si¢ przy pH = 3,5.

Na mezoporowatej krzemionce SBA-15 immobillizowano réwniez enzym, kto-
remu poswiecona jest niniejsza praca: a-amylaza. Jak pisze w swojej pracy Quin-
-Zhou Zhai [39] immobilizacje wykonano w oparciu o zjawisko fizycznej adsorpcji,
proces prowadzano przez 27h w temp. 30°C. Maksymalna ilo§¢ immobilizowanego
enzymu w przeliczeniu na 1g SBA-15 w wyniosta 87,5 mg. Uktad wykazywat odpor-
no$¢ na wysokie pH oraz temperature.
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W publikacji Kanako Hisamatsu i wspdtpracownikéw [40] opisano immo-
bilizacje «a-amylazy na mezoporowatych krzemionkach o réznych ksztaltach.
Deponowanie enzymu na noé$niku odbywato sie¢ poprzez proces bezposredniego
polaczenia krzemionki z roztworem enzymu (uklad byl umieszczony w rotatorze
w temperaturze 4°C, przez 3 h). Pierwsza z nich byta krzemionka FSM, (folded sheet
mesoporous silica) — przypominajaca ksztaltem pofatdowang kartke, druga KIT-6,
krzemionka w ksztalcie szeSciennych bryl natomiast ostatniag SBA-15, dwuwymia-
rowa, heksagonalna krzemionka. Badania wykazaly, ze ilo§¢ zaimmobilizowanego
enzymu wzrasta wraz ze wzrostem wielkosci poréw: SBA-15 < KIT-6 < FSM. Jak
twierdza naukowcy FSM w poréwnaniu do SBA-15 oraz KIT-6 wykazuje najwiek-
szg zdolno$¢ adsorpcji enzymu, poniewaz ziarna tej krzemionki posiadajg mniejsze
wymiary, z drugiej strony natomiast wieksze pory, ktdre s3 rozmieszczone w sposob
nieregularny i sprzyjaja dyfuzji enzymu.

5.2. IMMOBILIZACJA ENZYMOW PRZEZ WIAZANIE KOWALENCYJNE

Immobilizacja enzymu polegajaca na wytworzeniu wigzania kowalencyjnego
pomiedzy noé$nikiem a enzymem jest trudnym zabiegiem. Wymaga ona znajo-
modsci grup funkcyjnych bialka, ktdre majg by¢ wykorzystane do zwigzania enzymu
z no$nikiem, nalezy réwniez uwzgledni¢ fakt, iz podczas tego procesu moze nastgpic
dezaktywacja enzymu. Waznym jest aby podczas wyboru grup funkcyjnych enzymu
wybra¢ te, ktére nie sag odpowiedzialne za dzialanie enzymu, ani za stabilizowa-
nie struktury biatka. Najczesciej wykorzystywanymi aminokwasami biatkowymi
sg cysteina(ugrupowanie tiolowe), tyrozyna (ugrupowanie fenolowe), histydyna
(ugrupowanie imidazolowe) oraz lizyna (ugrupowanie aminowe). W Tabeli 1 zesta-
wiono najczgsciej wykorzystywane grupy funkcyjne w przypadku nosnika i bialka,
przedstawiono réwniez mozliwe do zastosowania czynniki wigzace oraz warto$é
pH, przy ktérym nastepuje wigzanie biatka [41].

Tabela 1. Przyklady najczesciej wykorzystywane grupy funkcyjne w przypadku nosnika i biatka, czynniki
wigzace oraz optymalne pH prowadzenia reakcji

Table 1. Examples of commonly used functional group of the support and protein binding agent, and the
optimal pH of reaction

Grupa funkcyjna Grupa funkcyjna Czynnik wigzacy/ Warto$¢ pH wigzania
nosnika biatka aktywujacy biatka
_COOH -NH, Karbodiimid 3,5-4,5

-COOH Izocyjanki 4,0-8,0
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Grupa funkcyjna Grupa funkcyjna Czynnik wigzacy/ Warto$¢ pH wigzania

nosnika biatka aktywujacy biatka
-NH, Aldehyd glutarowy 6,0- 8,0
-NH, -NH, Kwas askorbinowy 6,0-7,0
-COOH Karbodiimid 3,5-4,5

-NH, 8,0-10,0

-SH Diwinylosulfon 9,0-11,0

_OH -OH 11,0-13,0
-NH2 Karbodiimid 8,0-9,5
-OH Sole diazoniowe 6,0-8,0

Enzym kowalencyjnie zwigzany z nos$nikiem jest odporniejszy na czynniki
denaturujgce i moze pracowaé w wyzszych temperaturach, jednak oprocz zalet tego
procesu wystepuja takze jego wady; najistotniejszg z nich jest wcze$niej wspomniana
dezaktywacja enzymu. Brak autolizy, a takze wyeliminowanie agregacji oraz zwiek-
szenie odpornosci na proteazy to zalety obserwowalne kazdorazowo. Duzo bardziej
pozadanym jest otrzymanie preparatéw stabilnych podczas przechowywania, co jest
trudniejsze, ale bardziej pozadane z punktu widzenia handlu [41].

Przyktadem przeprowadzonej immobilizacji w sposéb kowalencyjny moze
by¢ praca Sandy Budi Hartono i wspolpracownikéw [42], ktéra dodatkowo poka-
zala wplyw modyfikacji powierzchni mezoporowatej krzemionki na immobiliza-
cje enzymu i jego aktywnos¢. Krzemionke FDU-12 (wielko$¢ poréw do 25,4 nm)
modyfikowano za pomocg organosilandéw: 3-aminopropylotrietoksysilanu (APTES),
3-merkaptopropylotrimetoksysilanu (MPTMS), winylotrimetoksysilanu (VTMS)
oraz fenylotrimetoksysilanu (PTMS); a nastepnie immobilizowano celulaze
sprawdzajgc pdzniej aktywno$¢ katalityczng tak powstalych ukltadéw. Najstabszg
aktywno$¢ wykazywata celulaza immobilizowana na podiozu FDU-12-APTES,
poniewaz ugrupowanie aminowe wplywa na strukture trzeciorzedowg enzymu
obnizajac jego aktywno$¢. Material FDU-12-VTMS charakteryzowal si¢ nato-
miast wysokim powinowactwem do enzymu nie zmieniajac jego struktury oraz
nie blokujgc centréw aktywnych. Renee Han-Yi wraz ze wspolpracownikami [43]
zbadal dodatkowo wplyw rodzaju oddzialywania enzymu (celulazy) z no$nikiem
na jego aktywnos¢. Powierzchnie krzemionki zawierajacej duze pory (20-40 nm)
zmodyfikowano za pomoca bezwodnika kwasu (3-trietoksysilino bursztynowego
(TESP-SA). TESP-SA uzyty jako lacznik do chemicznego zwiazania mezopo-
rowatej krzemionki z celulazg sprawil, iz uklad taki charakteryzowal si¢ ponad
80% wydajnoscia konwersji celulozy do glukozy i zadowalajaca stabilnoscia.
W przypadku a-amylazy réwniez zostaly poczynione badania zwigzane z kowa-
lencyjnym zwigzaniem na powierzchni krzemionek mezoporowatych. W pracy
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Pandya i wspolpracownikéw [44] opisane jest badanie wplywu wielkosci porow
w mezoporowatych krzemionkach na aktywnos$¢ i stabilno$¢ a-amylazy. Immobili-
zowali oni enzym na krzemionkach o $rednicy poréw od 26-335 A i wykorzystywali
do hydrolizy skrobi. Powierzchni¢ krzemionek poczatkowo zmodyfikowano APTES
(50 ml 10% roztworu APTES na 1 g krzemionki), a nastepnie przeprowadzono
immobilizacje enzymu uzywajac jako lacznika aldehydu glutarowego (25 ml 2,5%
roztworu GA na 1 g krzemionki zmodyfikowanej APTES, pH reakcji wynosilo 6,62).
Badania wykazaly, iz w materiatach posiadajacych male pory aktywno$¢ enzymu
byta niska, poniewaz zdaniem naukowcow enzym lokalizowal si¢ na zewnetrznej
powierzchni materialéw. Enzym immobilizowany na krzemionkach o wigkszych
porach wykazywal si¢ podwyzszong aktywnoscig. Finalnie okazalo sig¢ iz najbar-
dziej wydajny uklad charakteryzowal si¢ 80% wydajnoscia w stosunku do wolnego
enzymu. Uklady katalityczne charakteryzowaly si¢ wyzsza stabilno$cig na zmiane
pH i temperatury w stosunku do enzymu nie zwigzanego.

Kolejna publikacja réwniez porusza problem immobilizacji a-amylazy na
mezoporowatych krzemionkach (m.in. SBA-15), wigzanie enzymu nastepuje
réwniez w sposob kowalencyjny za posrednictwem aldehydu glutarowego. Krze-
mionke wczesniej réwniez zmodyfikowano APTES. W pracy poréwnywano wpltyw
wielkosci poréw nosnika (76-300 A) na aktywno$¢ enzymu. Badania wykazaly
iz w przypadku SBA-15 ($rednica poréw okolo 60 A) oraz silica-15-N (nazwa
umownie przyjeta przez autoréw, srednica poréw okoto 100 A) enzym byt immo-
bilizowany wylacznie na powierzchni, natomiast w przypadku silica-AC (nazwa
umownie przyjeta przez autoréw, érednica poréw okolo 300 A) enzym deponowat
sie w wewnetrznych porach. Aktywnos$¢ enzymu na nosniku rosta w nastepujacym
porzadku: silica-AC > silica-N > SBA-15, natomiast jego stabilnos§¢: SBA-15 > silica-
-AC > silica-N. Wykazano réwniez, iz enzym immobilizowany charakteryzuje si¢
mniejszg aktywnoscig niz enzym niezwigzany [45].

6. MEZOPOROWATE MATERIALY SBA-15 JAKO NOSNIKI ENZYMOW

Chemiczna modyfikacja powierzchni mezoporowatych krzemionek stwarza
mozliwo$ci kowalencyjnego zwigzania noénika z enzymem. 3-aminopropylotrie-
toksysilan (APTES) moze stuzy¢ jako przyklad zwigzku chemicznego do przepro-
wadzenia takiej modyfikacji. Po zdeponowaniu go na powierzchni krzemionki,
grupa -NH, stwarza mozliwo$¢ kowalencyjnego zwigzania nosnika z enzymem.
W tym celu nalezy wykorzysta¢ czynnik aktywujacy jak np. aldehyd glutarowy,
ktéry utworzy z grupami aminowymi zmodyfikowanego nosnika i enzymu zasady
Schiffa, taczac je w sposob trwaly ze soba.

Zeolity posiadajace mikropory sg najbardziej znanymi materiatami majgcymi
szereg zastosowan. Jednakowej wielkosci pory (zblizone do rozmiaréw czasteczek)
znajdujace si¢ w mikroporowatych krzemionkach oraz dodatkowo dobra stabilnos¢
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i selektywnos¢, a takze mozliwos¢ modyfikacji sprawiaja, iz zwigzki te maja szereg
zastosowan- stuza jako katalizatory, sorbenty czy tez membrany filtrujace [46].

Na poczatku lat 90-tych udalo sie zsyntezowaé pierwsza klase mezoporowa-
tych krzemionek: M41S [47]. Synteza byla przeprowadzona przez pracownikow
firmy Mobil i opierala si¢ ona na wykorzystaniu surfaktantéw majacych zdolnosci
do samoporzgdkowania.

Moment ten byl punktem zwrotnym w syntezie nowych, zaawansowanych
materialow mezoporowatych. Zastosowania tych ukladéw zostaly poszerzone
dodatkowo o wykorzystanie ich jako nosnikéw lekéw, sensordéw i wielu innych
(46].

Kolejna klasg zsyntezowanych mezoporowatych krzemionek byly m.in. mate-
riaty SBA (angielski akronim Santa Barbara Acids). Ta nowa rodzina wysoko upo-
rzagdkowanych krzemionek zostala otrzymana po raz pierwszy w 1998 roku [48].
Preparatyka polegala na wykorzystaniu jako templatu niejonowego, tréjblokowego
kopolimeru EOnPOmMEOn w kwasnym $rodowisku [46]. Wyrdznia si¢ wiele mate-
riatéw nalezacych do tej klasy. SBA-1 [49] i SBA-11 [50] o strukturze kubicznej,
SBA-12: tréjwymiarowa heksagonalna sie¢ [48], SBA-14 o strukturze lamelarnej
[48], SBA-15: dwuwymiarowa struktura heksagonalna [51] oraz SBA-16 [52] struk-
tura szesciennej klatki (cubic cage). Najwigkszym zainteresowaniem cieszy sie jed-
nak SBA-15, poniewaz posiada wiele korzystnych cech.
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Rysunek 5. Proces syntezy materialu SBA-15 i jego struktura
Figure 5. Synthesis of the material SBA-15 and its structure

SBA-15 jest jak juz wcze$niej wspomniano materiatem o dwuwymiarowej
strukturze heksagonalnej posiadajagcym zaréwno mikro jak i makropory. Wielkos¢
mezoporow zawiera si¢ w przedziale od 4-14 nm [46] natomiast mikroporéw od
1,5 do 5 nm [53] i zalezy od warunkoéw syntezy. Sciany SBA 15 majg charakter
mikroporowaty, a ich grubos¢ wynosi od 3—6 nm. Takie $ciany sprawiaja, iz SBA-
15 wykazuje wysoka hydrotermalna stabilnos¢ w przeciwienstwie do innych mate-
riatow jak chociazby MCM-41 (klasa M41S) [54]. Dwuwymiarowe heksagonalne
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pory SBA-15 nalezace do grupy przestrzennej p6mm obserwowane sa na dyfrakto-
gramie przy niskich warto$ciach kata 20 [46].

Powierzchnia SBA-15 jest pokryta dwoma réznymi rodzajami grup funkcyj-
nych. Pierwsze z nich sg hydrofobowe: grupy siloksanowe (=Si-O-Si=), drugie
natomiast hydrofilowe: grupy silanolowe (=Si- OH). Grupy =Si- OH podzielone sg
ze wzgledu na swoje otoczenie na: izolowane (atom krzemu z powierzchni posiada
trzy wigzania O-Si oraz jedno wigzanie Si-OH), wicynalne (dwie grupy silanolowe
sa potaczone przez mostek z atomem wodoru) oraz geminalne (do jednego atom Si
przytaczone sa dwie grupy —OH (Rys. 6) [55].

0 o\ o
O—/Si 0 0—Si—0 0—Si—0 /OH
© 0 0—Si—OH © H 0 Si
0N / N v ./ N\
S o 0—Si—o0 0—Si—0 OH
o] o] H 0
A B C D

Rysunek 6.  Powierzchnia krzemionki SBA-15: A - grupa siloksilanowa, B - izolowana grupa silanolowa,
C - wicynalna grupa silanolowa, D - geminalna grupa silanolowa

Figure 6. SBA-15 surface: A - siloxane group, B - isolated silanol group, C - the vicinal silanol group,
D - geminal silanol group

UWAGI KONCOWE

W niniejszej pracy poruszone zostaly tylko niektére aspekty praktycznego
zastosowania a-amylaz i celulaz bowiem spektrum zastosowania tych enzymoéw
jest bardzo duze. Mezoporowate krzemionki sg jedng z wielu matryc stosowanych
w procesach immobilizacji enzymoéw, ze wzgledu na wiele korzystnych cech (m.in.
stabilno$¢ temperaturows, mozliwos¢ funkcjonalizacji) zostaly poruszone w tym
artykule.
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ABSTRACT

In 1959 Feynman said the future of engineering and science belongs to the
nanotechnology [1, 2]. After fifty-seven years it has been proved that he was com-
pletely right. A perfect example of systems obtained in a nanometers scale, with
huge development potential is a polymer brush.

Polymer brushes consist of polymer chains tethered by one end to a commonly
solid substrate. For a sufficiently high grafting density the macromolecules are
arranged sticking out perpendicularly to the surface. Such systems could be pre-
pared following two main strategies: “grafting to” and “grafting from” processes by
means of various polymerization methods. The most popular ones are controlled
radical polymerizations, especially surface-initiated atom transfer radical polyme-
rization (SI-ATRP) [3], but brushes may also be fabricated using surface-initiated
anionic or cationic polymerization processes.

The architecture of the polymer systems could be very precisely controlled by
selection of monomers used for the polymerization, substrates, types of solvents,
temperature and duration of the whole synthesis. A postmodification of the produ-
ced brushes is also possible [4, 5].

Both structure and composition of polymer brushes may be characterized by
means of numerous methods applied for a surface characterization including gra-
zin-angle infrared spectroscopy, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), atomic
force microscopy (AFM) or even gel permeation chromatography (GPC) [6].

Thanks to the above mentioned distinguishing properties polymer brushes
have found a lot of applications. They have been used e.g. in the construction of
modified graphene surfaces (they improved solubility, mechanical properties, ther-
mal stability and electrical conductivity of the material), by manipulation of cell
adhesion processes, in the column chromatography (to change quality of the statio-
nary phase what enabled more efficient proteins separation) etc. [4].

In this review the synthesis, characterization and applications of varied poly-
mer brushes are discussed.

Keywords: nanotechnology, polymer brushes, SI-ATRP, “grafting from” process
Stowa kluczowe: nanotechnologia, szczotki polimerowe, SI-ATRP (inicjowana
powierzchniowo polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu, ang. Surface-
-Initiated Atom Transfer Radical Polymerization), proces ,,szczepienia z”
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WPROWADZENIE

Mianem nanotechnologii okresla si¢ nauke, inzynieri¢ i technologie, ktérych
przedmiot zainteresowan stanowia materialy, w przypadku ktérych przynajmniej
jeden z wymiaréw miesci sie w rozmiarze 1-100 nm (1-100 x 10 m) [1]. Niezwy-
kle dynamiczny rozwoj tej dyscypliny badan zapoczatkowal w 1959 r. Feynman, pre-
zentujgc na spotkaniu Amerykanskiego Towarzystwa Fizycznego na Kalifornijskim
Instytucie Technologicznym wyklad zatytutowany ,There’s Plenty of Room at the
Bottom” (ang. Duzo zmiesci si¢ u podstaw lub Tam na dole jest jeszcze duzo miej-
sca). Rozwijajac koncepcje miniaturyzacji podstawowych urzadzen elektronicznych
oraz mozliwo$ci wykorzystania technologii operujacej w skali nanometrowej uka-
zal on ogromny potencjal drzemigcy w tego typu uktadach, a ponadto precyzyjnie
nakreglit obecne w §wiatowych badaniach tendencje do zdobywania bezpo$redniej
i pelnej kontroli nad coraz to mniejszymi porcjami materii [2]. Opanowanie tych
umiejetnodci pozwoliloby w przyszlosci na tworzenie systeméw o $cidle zdefinio-
wanym skladzie czy strukturze przestrzennej, a takze na ich daleko idaca funkcjo-
nalizacj¢ odpowiadajacg stricte stawianym wymaganiom. Juz w dzisiejszych czasach
nanomaterialy wykazujg charakterystyczne wlasciwosci, ktérych nie da sie osiagnaé
w przypadku zadnego innego typu substancji (vide: grafen, nanorurki weglowe).
Jeden z podstawowych przyktadéw takich uktadéw o rozmiarach rzedu 10~ m sta-
nowig posiadajace ogromny potencjal rozwojowy szczotki polimerowe.

Szczotki polimerowe (ang. polymer brushes) to zbiér utozonych réwnolegle
wzgledem siebie tancuchéw polimerowych przytwierdzonych jednym z koncow
do wybranego podloza [3]. Identyczng strukturg charakteryzujg si¢ np. gtéwki od
szczoteczek do zebdw — s one tylko ok. miliona razy wieksze. Aby wspomniane fan-
cuchy przyjely odpowiednia konformacje gesto$¢ szczepienia musi by¢ stosunkowo
duza, tzn. odleglosci, d, pomigdzy punktami ich zaczepienia do zadanej powierzchni
powinny przyjmowa¢ niewielkie wartosci. Szczegdtowa definicja podaje, ze wyso-
kos¢ szczotek, H, osiaga w takich ukladach warto$¢ wieksza anizeli $rednia kwa-
dratowa odlegloci, <r*>"?, miedzy koricami tych samych faicuchéw polimerowych
w tym samym rozpuszczalniku (lecz juz odseparowanych od podloza) (Wzér 1),
a ponadto spetniona jest nierdéwno$¢ zadana Wzorem 2 [4].

H> [rz](l/z) (1)
d <[] (2)

Taka architektura gwarantuje, iz w wyniku oddziatywan sterycznych sasiadujacych
segmentow pojedynczych ,wiokienek” polimerowych ulegng one wyprostowa-
niu i ulozg sie prostopadle do podioza. W innym przypadku nie zaobserwuje si¢
struktury typu szczotka, ale raczej typu grzybowego (ang. mushroom conformation)
lub nawet nalesnikowego (ang. pancake conformation) (Rys. 1) [4]. Do pozostaltych
czynnikéw wplywajacych na przyjmowang przez czeéci skladowe uktadu konfor-
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macje nalezg struktura fancuchéw polimerowych, rodzaj uzytego rozpuszczalnika,
sita jonowa oraz warto$¢ pH otaczajacego medium, a takze intra- i intermolekularne
oddzialywania elektrostatyczne [5].

W przypadku opisywanych systeméw role podloza moga z powodzeniem pel-
ni¢ réznorodne materialy, takie jak metale i ich tlenki, pétprzewodniki, polimery
organiczne. Doskonalymi przykladami sa: ztoto, ITO (mieszany tlenek indu i cyny,
ang. indium tin oxide), porowaty tlenek glinu, mika, krzem, grafen, a nawet kapsuly
polimerowe. Réwniez ksztalt pokrywanej powierzchni nie stanowi praktycznie zad-
nego czynnika limitujacego, albowiem moze ona by¢ zaréwno plaska, jak i cylin-
dryczna, kulista czy pofaldowana [6].

al b)

Rysunek 1. Mozliwe struktury polimeréw szczepionych na powierzchni: (a) struktura nale$nikowa (bardzo
mala gestos¢ szczepienia tancuchow polimerowych), (b) struktura grzybowa (srednia gestos¢
szczepienia fancuchow polimerowych), (c) struktura gestej szczotki polimerowej (wysoka gesto$é
szczepienia). Umieszczono za zgoda z [6]

Figure 1. The possible conformations of the surface-tethered polymer chains: “pancake-like” conforma-
tion (very low grafting density), (b) “mushroom” conformation (intermediate grafting density),
(c) brush-type conformation (high grafting density). Reprinted with permission from ref. 6

Opis teoretyczny szczotek polimerowych jako pierwszy zaproponowal Ale-
xander [7]. Pomimo przyjecia uproszczonych zatozen (rozpatrywano tylko uklad
monodyspersyjnych fancuchéw zlozonych z N segmentéw szczepionych na plaskiej,
nieadsorbujgcej powierzchni) bardzo dobrze powiazal on wysokos¢ uzyskiwanych
ukltadow, H, z liczbg segmentow, N, oraz gestoscia szczepienia, 0. Warto$¢ wielko$ci
H zalezy ponadto od rodzaju rozpuszczalnika - czy dobrze solwatuje on makromo-
lekuly (Wzér 3), czy tez nie (Wzor 4).

H~N.o"? (3)
H~N-¢" (4)

Obecnie stosuje sie rowniez opis teoretyczny powstaly w oparciu o metode pola
usrednionego. Na podstawie uzyskanych wynikow tworzy sie profil gestosci szczo-
tek polimerowych. Jednak rezultaty zgodne w zadowalajacym stopniu z doswiad-
czeniem otrzymuje si¢ jedynie dla umiarkowanych wartosci o oraz dla duzej masy
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czasteczkowej szczepionych polimerdw. Zalozenia przytoczonej metody nie spraw-
dzajg si¢ w przypadku ukladéw z bardzo matymi odleglosciami pomie¢dzy punktami
zaczepienia lancuchéw makromolekul (z uwagi na ich silne wzajemne oddziatywa-
nia) [6].

2. METODY OTRZYMYWANIA SZCZOTEK POLIMEROWYCH

Lancuchy polimerowe mogg zosta¢ przytwierdzone do podloza na kilka sposo-
béw. Dwa podstawowe dotyczg adsorpcji fizycznej [8] oraz chemisorpcji [9]. Pierw-
szy z nich obejmuje oddzialywania elektrostatyczne, van der Waalsa czy wigzania
wodorowe, natomiast drugi — tworzenie wigzan kowalencyjnych (Rys. 2).

A B

Blok polimeru _
}h adsorbujgcy sie na l Kericowa grupa funkeyjna

powierzchni umoiliviajaca

szczepienia przytwierdzenie do
powierzchni
dyfuzja
dyfuzja

S it

Rysunek 2. Szczepienie faricuchéw polimerowych na drodze: (A) adsorpcji fizycznej lub (B) chemisorpcji
- metoda ,,szczepienia do”. Umieszczono za zgoda z [6]

Figure 2. The attachment of prefabricated polymers via either (A) physisorption or (B) chemisorption - the
“grafting to” strategy. Reprinted with permission from ref. 6

Adsorpcja fizyczna stanowi odwracalny proces polegajacy na samoorganizacji
(ang. self-assembly) polimerowych surfaktantéw lub tancuchéw weglowodorowych
posiadajacych na swoich konicach aktywne grupy funkcyjne. Z tego tez wzgledu
opisywana metoda najlepiej sprawdza si¢ w przypadku kopolimeréw blokowych,
do ktérych dobiera si¢ odpowiednie rozpuszczalniki i pokrycia szczepionych
powierzchni, tak aby jeden fragment makromolekuly wykazywal selektywnie wigk-
sze powinowactwo wzgledem czasteczek otaczajacego medium (byl lepiej solubi-
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lizowany), natomiast druga cze$¢ tej samej makromolekuly charakteryzowata si¢
juz silniejszymi oddzialywaniami z podlozem, stanowigc niejako ,kotwice” (ang.
anchor) calego fancucha unieruchamiajgca go na zadanej warstwie. Kwestia osta-
tecznego uzyskanie struktury szczotki zalezy jednak od wielu czynnikéw, do ktorych
nalezg: sklad, architektura i masa czgsteczkowa kopolimeru, rodzaje rozpuszczal-
nika i szczepionej powierzchni, oddzialywania pomiedzy nimi a poszczegdlnymi
blokami makromolekuly. Gesto$¢ otrzymanej szczotki, a takze jej rozmiary stano-
wig rezultat procesow rownowagowych kontrolowanych termodynamicznie, choé¢
w niewielu wypadkach kluczowe okazujg sie aspekty kinetyczne [5].

Drugi sposob przytwierdzania taicuchéw polimerowych do wybranego pod-
toza polega natomiast na nieodwracalnym tworzeniu trwalych wigzan atomowych
pomiedzy ugrupowaniami konicowymi makromolekut a szczepiong powierzchnia.
W przeciwienstwie do ukladéw otrzymanych w wyniku adsorpcji fizycznej (ktore
czesto s niestabilne w warunkach zmieniajgcej si¢ temperatury, typu rozpuszczal-
nika, pH roztworu, a nawet w obecnosci matoczasteczkowych zwigzkéw wykazuja-
cych duze powinowactwo do podloza) szczotki uzyskane na drodze chemisorpcji
wykazujg bardzo duza trwato$¢ przy nawet skrajnie réznych parametrach otoczenia.
Na skutek tego naukowcy zdecydowanie cze$ciej postuguja si¢ druga z wymienionych
metod przytwierdzania fancuchéw polimerowych do wybranej powierzchni [5].

Istniejg dwie strategie zrealizowania wspomnianych polaczen. Pierwsza, zwana
»grafting to” (z ang. szczepienie do, uzywana réwniez w przypadku wystepowania
adsorpcji fizycznej) (Rys. 2), polega na przylaczeniu do wybranego podtoza wcze-
$niej utworzonych tancuchéw polimerowych. Pomimo faktu, iz praktyczne zreali-
zowanie tego podejscia jest stosunkowo proste i nie wymaga przeprowadzania zad-
nych skomplikowanych syntez, to jednak posiada ono kilka cech sprawiajacych, iz
nie jest powszechnie stosowane przez badaczy. Mianowicie bardzo trudno otrzyma¢
ta metodg grube i geste szczotki polimerowe — uniemozliwiajg to coraz silniejsze
(w miare naszczepiania kolejnych makromolekut) migdzyczasteczkowe odpychania
steryczne i przebiegajaca coraz wolniej dyfuzja nowych tancuchéw z roztworu ku
modyfikowanej powierzchni. Ponadto wykorzystanie w syntezie polimeréw o duzej
masie czasteczkowej obniza wydajno$¢ reakcji pomiedzy aktywnymi grupami kon-
cowymi fancuchéw a podtozem [5, 10].

Wigkszo$ci wymienionych wyzej probleméw pozwala unikna¢ druga z opisy-
wanych strategii postepowania - tzw. ,grafting from” (z ang. szczepienie z) (Rys. 3).
Procedura postegpowania obejmuje w tym przypadku dwa etapy. Poczatkowo na
szczepionej powierzchni sg generowane chemicznie (albo na drodze samoorgani-
zacji) czgsteczki inicjatora, po czym nastepuje proces stopniowego wydluzania fan-
cuchoéw przysztej szczotki na skutek przebiegajacej in situ polimeryzacji obecnych
w otaczajagcym medium monomerdéw. Zapoczgtkowanie wzrostu dlugosci makro-
molekul odbywa si¢ na drodze termicznej, chemicznej lub fotochemicznej. Row-
niez sam mechanizm opisywanych zjawisk mozna dostosowa¢ zaréwno do rodzaju
szczepionej powierzchni, jak i typu stosowanego polimeru, co dodatkowo pozwala
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eksperymentatorowi stosunkowo precyzyjnie sterowaé gruboscia, sktadem oraz
architekturg generowanych szczotek. Obecnie stosowane metody obejmuja polime-
ryzacje wolnorodnikowa (ang. free radical polymerization), kontrolowang polime-
ryzacje rodnikowg (ang. controlled radical polymerization), polimeryzacje anionowg
i kationowa (ang. anionic and cationic polymerization), a takze metatetyczna poli-
meryzacje cykloolefin z otwarciem pierscienia - ROP (ang. ring opening metathesis
polymerization). Ponizej zostana dokladniej scharakteryzowane wybrane rodzaje
polimeryzacji z uwzglednieniem polimeryzacji rodnikowych, a to z uwagi na ich
popularno$¢ i obecne trendy w nauce zmierzajace do ich jeszcze powszechniejszego
wykorzystania w tworzeniu przedstawianych uktadéw [11-13].

B Warosttancuchéw
MONOMER + |)o||mem\ ych
aktywator, cieplo,
U\r katalizator
| .—-ﬁ

Rysunek 3. Schemat metody ,szczepienia z”: (A) generowanie molekul inicjatora na powierzchni szcze-
pienia, (B) inicjowanie wzrostu fancuchéw polimerowych, (C) dalszy przebieg polimeryzacji.
Umieszczono za zgoda z [6]

Figure 3. The scheme of the “grafting from” strategy: (A) the generation of initiator species at the sur-
face of the substrate, (B) the initiation of chain-growth, (C) the further steps of polymerization.
Reprinted with permission from ref. 6

Na drodze wymienionych wyzej metod uzyskuje si¢ szczotki o wysoko$ciach
dochodzacych do nawet 2000 nm (podczas gdy srednie wartosci wysokosci wypro-
stowanych tancuchéw w przypadku stosowania procedury ,,szczepienia do” oscylujg
w granicach 5-10 nm), przy zachowaniu gestosci szczepienia na poziomie 3 nm [5].

1.1. RODZAJE POLIMERYZAC]I

Powierzchniowo inicjowana polimeryzacja anionowa

Pierwszy z wymienionych typow tworzenia fancuchéw makromolekut stanowi
przyklad polimeryzacji addycyjnej, w przypadku ktdrej immobilizowane na szcze-
pionej powierzchni anionowe centrum aktywne jest generowane juz na etapie ini-
cjacji. Nastepnie stopniowo przylaczaja si¢ do niego obecne w roztworze monomery
(etap propagaciji), tak ze zawsze na wolnym koncu tworzonej czasteczki znajduje si¢
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fragment zdolny do reakgeji z kolejna molekuta. Aby unikna¢ przedwczesnej termi-
nacji lub nawet czg¢$ciowej degradacji budowanych lancuchdéw, caly proces rozpo-
czynajg czasteczki inicjatora w tym samym czasie na wszystkich centrach aniono-
wych przytwierdzonych trwale do podtoza, wzrost dlugoséci lancuchéw przebiega
z przyblizong stalg szybkosci, a etap koncowy ma miejsce dopiero w przypadku
wprowadzenia do mieszaniny substancji gwarantujacej ostateczng dezaktywacje
tworzonych tancuchéw (ang. quenching). Takie dzialania pozwalaja na uzyskanie
ukfadéw jednorodnych o niskich warto$ciach wskaznika dyspersji, D,, < 1,1 (ang.
dispersity) [5, 6].

Czynnikami limitujacymi praktyczne zastosowanie polimeryzacji anionowej
(identyczne wystepuja w przypadku odmiany kationowej) sa kwestie dobrania
wlasciwego zestawu inicjatora, monomeru i rozpuszczalnika, konieczno$¢ stosowa-
nia odczynnikéw o wysokim stopniu czystosci (pozbawionych dodatkowo sladow
wody), a takze koniecznos¢ prowadzenia procesu w atmosferze gazu obojetnego
(najlepiej argonu). Dobor wlasciwego inicjatora odgrywa kluczows role w kontroli
masy otrzymanych polimeréw.
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Rysunek 4.  Schemat metody ,szczepienia z” (polimeryzacja anionowa): (A) generowanie molekul inicja-
tora na powierzchni szczepienia, (B) inicjowanie wzrostu tanicuchéw polimerowych, (C) dalszy
przebieg polimeryzacji. Umieszczono za zgoda z [14]. Prawa autorskie 2016, American Chemical
Society

Figure 4. The scheme of the “grafting from” strategy (anionic polymerization): (A) the generation of initia-
tor species at the surface of the substrate, (B) the initiation of chain-growth, (C) the further steps
of polymerization. Reprinted with permission from ref. 14. Copyright 2016, American Chemical
Society
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W charakterze podloza najlepiej sprawdzaja si¢ plytki krzemowe badz zlote,
pokryte samoorganizujacymi si¢ warstwami allilosilanéw lub organicznych tioli
(odpowiednio) zawierajacych na swoich koncach odpowiednie grupy funkcyjne.
Opisywana metoda gwarantuje uzyskanie pokrycia o fatwo kontrolowanej gesto$ci
szczepienia i czystosci. Proces inicjacji wzrostu fancuchéw polimerowych odbywa
sie w wyniku wprowadzenia do uktadu np. zwigzkéw organolitowych. Wytworzone
aktywne karboaniony reaguja z dobranym uprzednio monomerem, tworzac poza-
dane makromolekuly [6]. Schemat takiej polimeryzacji zostal zamieszczony na
Rysunku 4.

Powierzchniowo inicjowana polimeryzacja rodnikowa z przeniesieniem atomu
- SI-ATRP (ang. Surface-Initiated Atom Transfer Radical Polymerization)

Zalicza sie ja do grona najcze$ciej wykorzystywanych w praktyce kontrolowa-
nych polimeryzacji rodnikowych, ktérych gtéwne zalety stanowig dobrze poznany
mechanizm, tatwos$¢ wykonania syntezy czy tez ogromna réznorodno$¢ mozliwych
do otrzymania makromolekul. Cho¢ stopien polidyspersji wytwarzanych lancu-
chéw jest nieco wigkszy niz w przypadku opisanego wyzej wariantu polimeryzacji
anionowej (tzw. polimeryzacji Zyjacej, gdzie D,, < 1,1), to i tak uzyskane wyniki w
pelni satysfakcjonujg eksperymentatoréw [6]. W obliczu mozliwosci wykorzystania
metody zaréwno w wodnych, jak i w organicznych srodowiskach reakgji, a takze jej
duzej tolerancji wzgledem szerokiego zakresu grup funkcyjnych obecnych w prze-
ksztalcanych czasteczkach fakt ten nie odgrywa praktycznie zadnej roli [4].

Aby przeprowadzi¢ proces SI-ATRP w roztworze, w wyniku ktérego otrzyma
sie szczotki polimerowe, nalezy skomponowaé mieszaning reakcyjng skladajacg sie
z: jonow metalu przejsciowego (Me") zdolnego do jednostkowej zmiany swojego
stopnia utlenienia i rozbudowy swojej strefy koordynacyjnej w rezultacie przy-
taczenia liganda (L), co z kolei doprowadzi do wytworzenia kompleksu (Me"/L),
przeciwjonu (X) mogacego z powodzeniem wchodzi¢ w oddzialywania z centrum
metalicznym, immobilizowanego na zadanym podlozu inicjatora, a takze monome-
réw (M). Role aktywatora w omawianym typie polimeryzacji petni kompleks Me"/L,
ktory odszczepia od inicjatora badz od nieaktywnego fancucha polimerowego (RX)
atom X (najcze$ciej jest to halogenek). Proces ten przebiegajacy wedtug mechani-
zmu rodnikowego skutkuje utlenieniem atomu metalu w kompleksie i wyksztalce-
niem molekut Me™"'X/L. Natomiast powstaly w tym samym czasie aktywny rodnik
organiczny R* ulega propagacji w wyniku przyfaczania kolejnych czasteczek M, az
do momentu terminacji bedacej rezultatem wejscia w reakcje z dezaktywowang
forma katalizatora Me""'X/L. Obserwuje si¢ wowczas zakoriczenie wzrostu taiicucha
i odtworzenie aktywnego katalitycznie kompleksu metalu Me"/L (Rys. 5) [6].
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Rysunek 5. Schemat inicjowanej powierzchniowo polimeryzacji rodnikowej z przeniesieniem atomu
— SI-ATRP. Umieszczono za zgoda z [6]

Figure 5. The scheme of the surface-initiated atom transfer radical polymerization — SI-ATRP. Reprinted
with permission from ref. 6

Za kontrolowany przebieg polimeryzacji typu SI-ATRP jest w gtéwnym stop-
niu odpowiedzialny aktywator, tzn. kompleks metalu przejsciowego. Najwigksza
popularnoscia w gronie pierwiastkéw do tego celu uzywanych cieszy si¢ miedz
(z uwagi na efektywno$¢ i uniwersalno$¢ powstatych aktywatoréw), cho¢ w litera-
turze spotyka si¢ takze doniesienia o wykorzystaniu kompleksow, ktorych atomy
centralne stanowig atomy tytanu, molibdenu, zelaza, rutenu, niklu oraz palladu
[16]. Role ligandéw pelnig z powodzeniem zwigzki polidentne (wielokleszczowe,
np. 1,4,8,11-tetraazocyklotetradekan — CYCLAM). W charakterze przeciwjonéw,
tak jak juz wspomniano, stosuje si¢ przewaznie halogenki [16].

Czynnikami wplywajacymi na szybkos¢ przebiegu procesu tworzenia szczotek
polimerowych sa: stezenie inicjatora i gestos¢ jego naszczepienia, a takze stosunek
stezen aktywatora do dezaktywatora (czyli form Me"/L do Me™'X/L) [6].

Reasumujac - udowodniono, iz SI-ATRP stanowi doskonala metode otrzymy-
wania szczotek polimerowych. Jest ona uniwersalna, kompatybilna z duzg iloscia
réznorodnych monomerdw czy obecnych w nich grup funkcyjnych, a ponadto
stosunkowo odporna na obecnos¢ zanieczyszczen w ukladzie reakcyjnym. Nawet
obecnos¢ niewielkich iloéci gazowego tlenu nie przeszkadza w wydajnym prze-
prowadzeniu calego procesu, albowiem jest on bardzo szybko usuwany w wyniku
reakcji z nadmiarem katalizatora. Ponadto latwo dostepne w handlu odczynniki
(niezbedne katalizatory, inicjatory powierzchniowe) o odpowiedniej dla ATRP
czystosci, czy tez mozliwos¢ ich stosunkowo latwej syntezy we wlasnym laborato-
rium sprawiajg, ze opisywana metoda stanowi (z punktu widzenia realizacji samego
eksperymentu) bardzo atrakcyjng technike. Posiada ona jednak rowniez kilka wad.
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Uzycie pochodnych pirydyny lub kwaséw karboksylowych w charakterze monome-
réw stanowi nie lada wyzwanie dla eksperymentatora, albowiem skutecznie kom-
pleksujg one metaliczne katalizatory (lub wchodzg z nimi w inne oddzialywania).
Ponadto kwestia dokladnego usuniecia katalizatora z otrzymanych szczotek moze
by¢ decydujaca dla wykorzystania zsyntetyzowanych ukladéw do celéw biomedycz-
nych oraz konstrukcji systemow elektronicznych [4].

1.2. KONTROLA STRUKTURY PRZESTRZENNE]

W zaleznosci od stosowanych substratow (ich rodzaju, wzglednych ilosci
wybranych monomeréw w mieszaninie), rodzaju podloza i osadzonych na nim
inicjatorow, a takze warunkow prowadzenia reakgeji (czas, rozpuszczalniki) metoda
inicjowanej powierzchniowo kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej pozwala na
uzyskanie zdecydowanej wigkszosci znanych rodzajow szczotek polimerowych,
poczawszy od uktadéw zbudowanych z kopolimeréw blokowych, przez kopolimery
statystyczne, po tzw. uktady wolnostojace (ang. free-standing) nie posiadajace trwa-
tego podloza (Rys. 6). Warto réwniez podkresli¢, iz wlasciwe powigzanie ze sobg
poszczegdlnych czynnikéw pozwala $cisle kontrolowaé architekture otrzymywa-
nych systemow, zaréwno ich sktad jakosciowo-ilosciowy, jak i przestrzenne roz-
mieszczenie tanicuchéw na szczepionej powierzchni. Przykladowo mozna operowaé
gestoscig szczotek polimerowych poprzez: wprowadzanie do mieszaniny reakcyjnej
odczynnikéw chemicznych reagujgcych czesciowo z unieruchomionym na podtozu
inicjatorem, ale juz niezdolnych do samej polimeryzacji, zmiane typu inicjatora,
jednoczesne wprowadzania kilku jego rodzajow, a nawet poprzez stosowanie tech-
niki kontaktowej litografii dla generowania odpowiednich matryc poddawanych
dalszemu szczepieniu [4].
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Rysunek 6.

Figure 6.
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Typy szczotek polimerowych mozliwe do uzyskania na drodze inicjowanej powierzchniowo kon-
trolowanej polimeryzacji rodnikowej: (A) zbudowane z kopolimeréw blokowych, (B) ztozone
z kopolimeréw statystycznych, (C) o fancuchach usieciowanych, (D) wolnostojace o tancuchach
usieciowanych, (E) hiperrozgatezione, (F) rozgatezione, (G) o ,,wtoknach” w ksztalcie litery Y
ztozonych z dwu réznych typow tancuchow, (H) standardowe-mieszane zbudowane z dwu roz-
nych typow tancuchow, (I) z gradientem mas czasteczkowych poszczegdlnych makromolekut,
(J) z gradientem gestosci naszczepienia fancuchéw, (K, L) z gradientem sktadu jakosciowo-
ilosciowego merow sktadajacych si¢ na poszczegolne tancuchy. Umieszczono za zgoda z [4].
Prawa autorskie 2016, American Chemical Society

The overview of different polymer brush architectures that can be prepared via surface-initiated
controlled radical polymerization: (A) block copolymer brushes, (B) random copolymer brushes,
(C) cross-linked polymer brushes, (D) free-standing polymer brushes, (E) hyperbranched poly-
mer brushes, (F) highly branched polymer brushes, (G) Y-shaped binary mixed polymer brushes,
(H) standard binary mixed brushes, (I) molecular weight gradient polymer brushes, (J) graf-
ting density gradient polymer brushes, (K, L) chemical composition gradient polymer brushes.
Reprinted with permission from ref. 4. Copyright 2016, American Chemical Society

1.3. FUNKCJONALIZACJA ZSYNTEZOWANYCH UKEADOW

Pomimo ze metody kontrolowanej polimeryzacji rodnikowej charakteryzuja
sie stosunkowo duza tolerancjg wzgledem obecnych w czasteczkach monomeréw
grup funkcyjnych, to jednak z uwagi na potencjalne i dalece niepozadane oddzia-
tywania pomiedzy wspomnianymi fragmentami reaktywnymi a stosowanymi kata-
lizatorami (badz tez powstajacymi w trakcie procesu propagacji fancucha na jego
koncach ugrupowaniami silnie aktywowanymi) istnieje konieczno$¢ wprowadzenia
ich do ukltadéw dopiero po syntezie calej szczotki polimerowej. Te tzw. postmo-
dyfikacje (ang. post-modification) umozliwiajg lepsze dopasowanie prefabrykowa-
nych szczotek do pelnionych przez nie funkcji, a takze pozwalaja na umieszcze-
nie w otrzymywanych systemach grup atomoéw, ktére pierwotnie nie mogtyby si¢
tam znalez¢. Rysunek 7 przedstawia mozliwe rodzaje funkcjonalizacji obejmujace



404 AJ. WOJCIK

zaréwno zmiane skladu bocznych fragmentéw makromolekut (A), ich wolnych
koncéw (B), jak i jednoczesng jednych oraz drugich (C).

(A)

(B)

(©)

postradyfikaci:

R

Rysunek 7. Funkcjonalizacja utworzonych szczotek polimerowych: (A) modyfikacja bocznej czeéci tancu-
chéw, (B) modyfikacja wolnych konicow makromolekul, (C) pofaczenie obu wymienionych rodza-
jow modyfikacji naszczepionych tanicuchow polimerowych. Umieszczono za zgoda z [4]. Prawa
autorskie 2016, American Chemical Society

Figure 7. The postmodification of polymer brushes: (A) side chain modification, (B) chain end modifica-
tion, (C) side chain and chain end modification. Reprinted with permission from ref. 4. Copyright
2016, American Chemical Society

Wprowadzone w wymienione pozycje grupy funkcyjne moga ponadto stuzy¢
poprawieniu wlasciwosci powierzchniowych otrzymanych szczotek lub jako swoiste
»kotwice” dla nowego procesu polimeryzacji obejmujacego synteze tancuchéw zbu-
dowanych z odmiennego typu monomerow niz te pierwotnie na podlozu osadzone.
Postmodyfikacjom poddaje si¢ ugrupowania estrowe, hydroksylowe, epoksydowe
iin. [4].
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2. METODY CHARAKTERYZOWANIA SZCZOTEK POLIMEROWYCH

Okreslanie skladu chemicznego i struktury szczotki polimerowej

Najpopularniejszymi  technikami  dostarczajacymi  eksperymentatorowi
dokladnej informacji na temat budowy jako$ciowej oraz ilo§ciowej otrzymywanego
ukladu s3 metody spektroskopowe: IR (spektroskopia w podczerwieni, ang. infrared
spectroscopy), AES (spektroskopia elektrondéw Augera, ang. Auger Electron Spectro-
scopy), XPS (spektroskopia fotoelektrondw w zakresie promieniowania X, ang. X-ray
Photoelectron Spectroscopy). Spektroskopia IR pozwala na ustalenie obecnosci okre-
$lonych grup funkcyjnych w fancuchach polimeréw, podczas gdy XPS - na okresle-
nie ilosciowe sktadu pierwiastkowego szczotek. Co znamienne, w przypadku XPS
badaniu podlegaja nie tylko wolne konice makromolekut przytwierdzonych z dru-
giej strony do podloza, ale cala warstwa zewnetrzna szczotki o grubosci 2-10 nm.
Pozwala to zatem na tworzenie stosunkowo dokladnych profili gtebokosciowych.
Ponadto metoda XPS stuzy mapowaniu samej powierzchni szczotek. Przy okresla-
niu sktadu chemicznego probki wykorzystuje si¢ takze AES [17].

Badanie wysokosci szczotek polimerowych

Charakterystyka tej cechy opisywanych uktadow odbywa sie za pomocg elipso-
metrii, ktorej niewatpliwg zalete stanowi jej nieinwazyjno$¢, natomiast wady - cza-
sochlonno$¢ oraz konieczno$¢ skonstruowania skomplikowanego modelu matema-
tycznego umozliwiajacego interpretacje uzyskanych wynikéw pomiarowych. Inna
popularna metoda wyznaczania grubosci szczotek jest mikroskopia sif atomowych
AFM (ang. Atomic Force Microscopy), jednakowoz wymaga ona mechanicznego
usuniecia czesci fancuchdw polimerowych, a to w celu poréwnania wysokosci frag-
mentu powierzchni z naszczepionymi makromolekutami i tego ich pozbawionego.
W przypadku szczotek immobilizowanych na nanosferach dobre rezultaty uzyskuje
sie przy zastosowaniu metody dynamicznego rozpraszania swiatta DLS (ang. Dyna-
mic Light Scattering) [17].

Wyznaczanie $redniej masy czasteczkowej naszczepionych polimerow

W tym celu wykorzystuje si¢ najczesciej chromatografi¢ zelowa GPC (ang. Gel
Permeation Chromatography). Wymaga ona jednak zniszczenia struktury szczotki
poprzez odczepienie tancuchéw polimerowych od podtoza (z reguly za pomoca
mocnego kwasu, np. solnego), a nastepnie przeprowadzenie wolnych makromolekut
do roztworu i nastrzykniecie go na kolumne chromatograficzng. Uzycie zbyt inwa-
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zyjnych odczynnikéw moze doprowadzi¢ do daleko idacej degradacji tancuchow,
a w konsekwencji zafalszowania wynikéw pomiaréw [17].

Okreslanie gestosci szczepienia

W przypadku syntezy szczotek metodg ,,szczepienia z” najprosciej jest wyzna-
czy¢ usredniong gesto$¢ szczepienia lancuchdéw polimerowych na wybranym
podlozu poprzez: (a) zdefiniowanie wydajnoéci osadzania inicjatora na zadanej
powierzchni, a nastepnie (b) okreslenie jego efektywnego tam stezenia dostepnego
dla dalszych etapow syntezy opisywanych ukladow polimerowych. Stuza temu naste-
pujace metody: XPS, analiza pierwiastkowa oraz analiza termograwimetryczna [17].

Mozna réwniez skorzystac z tzw. teorii szczotek podajacej zaleznos¢ pomiedzy
wysoko$cig wyprostowanych lancuchdw, gestoscig szczepienia i masa czasteczkowa
polimeréw. Po okresleniu wysokosci szczotek oraz wspomnianej masy (makromo-
lekuly muszg uprzednio zostaé¢ odszczepione) wylicza sie szukang gesto$é szcze-
pienia [17].

Badanie topografii oraz struktury powierzchni szczotki polimerowej

Podstawowe narzedzie pracy dla eksperymentatora stanowi w tym wypadku
wspomniana juz mikroskopia sit atomowych AFM. Z uwagi na fakt, iz mikroskop
AFM posiada swego rodzaju sond¢ wyposazona w ostrze o $rednicy kilku nano-
metréw, umozliwia on otrzymywanie obrazéw o bardzo dobrej rozdzielczoS$ci.
Co warte podkreslenia, dla badan tg metodg dostepne sg uktady znajdujace sic w
praktycznie dowolnym Srodowisku: gazie, cieczy, prozni. Inna technika wyko-
rzystywana w recenzowanym wypadku to skaningowa mikroskopia elektronowa
(pozwala jednoczes$nie bada¢ topografi¢ powierzchni i jej sktad pierwiastkowy).

3. WEASCIWOSCI I ZASTOSOWANIE SZCZOTEK POLIMEROWYCH

Prace wielu zespoléw naukowych z renomowanych uczelni krajowych i zagra-
nicznych s3 czgsto poswiecone badaniom dotyczacym stricte szczotek polimero-
wych. Ich dotychczasowe wysitki nie poszty na marne - opisywane uktady znalazlty
wiele praktycznych zastosowan. Naukowcy z calego $wiata systematycznie donosza
o kolejnych udoskonaleniach systemdéw juz skonstruowanych albo o wynalezieniu
nowych. Szczotki polimerowe s juz obecne zaréwno w biotechnologii, szeroko
pojetej medycynie, jak i w elektronice. Ponizej przedstawiono najciekawsze ze
stwierdzonych dotad wlasciwosci tych ukladéw i ich praktyczne zastosowania.
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3.1. SZCZOTKI POLIMEROWE WRAZLIWE NA BODZCE ZEWNETRZNE

Wykorzystujac rdéznice w powinowactwie fragmentdéw tancuchdéw kopolime-
réw do okreslonych rozpuszczalnikow mozna sterowa¢ konformacjami przyjmo-
wanymi przez poszczegdlne makromolekuly. Umieszczenie rozpatrywanych ukta-
déw w medium dobrze solwatujacym polimery liniowe naszczepione na zadang
powierzchnie skutkuje uzyskaniem struktury szczotki, natomiast zastosowanie
rozpuszczalnika o skrajnie innym charakterze przyczyni si¢ do zniszczenia dotych-
czasowej architektury i do zwinigcia fancuchow w kiebek w celu zminimalizo-
wania powierzchni ich kontaktu z otaczajacym $rodowiskiem. Takie zachowanie
wykazuja np. uktady zbudowane ze szczotek PMMA (poli(metakrylan metylu, ang.
poly(methyl methacrylate)), tzw. pleksiglas) w obecnosci odpowiednio tetrahydro-
furanu (,,dobrego” rozpuszczalnika) i wody (,,ztego” rozpuszczalnika) [18].

Inny czynnik sterujgcy wlasciwosciami opisywanych systemow stanowi tem-
peratura. Hydrofilowo$¢ powierzchni szczotek polimerowych sktadajacych sie
ze szczepionego na polistyrenie PNIPAM-u (poli(N-izopropyloakryloamid), ang.
poly(N-isopropylacrylamide)) w temp. 37°C byta odpowiednia do osadzania na
nich komorek srodbtonkowych wotowej tetnicy szyjnej. Natomiast obnizenie temp.
do ok. 20°C skutkowato praktycznie calkowitym odczepieniem komorek, co wyni-
kato ze zbyt duzego dla nich wzrostu stopnia hydrofilowos$ci PNIPAM-u [19].

Podobne efekty uzyskuje si¢ operujac w odpowiedni sposdb wartosciami pH
czy sily jonowej roztworu, w ktérym zanurzone sg szczotki polimerowe. W niedale-
kiej przyszlosci moze to umozliwi¢ skonstruowanie czutych na bodzce pochodzace
z organizmu pacjenta kapsut dostarczajacych leki do wybranych narzadow.

3.2. KONTROLOWANIE ADHEZJI KOMOREK

Stosowanie tzw. deseniowych szczotek polimerowych, otrzymywanych za
pomoca technik nanolitograficznych, mikrokontaktowego drukowania lub nano-
przycinania, pozwala na sterowanie geometriag zaadsorbowanych na powierzchni
uktadu zywych komorek, zapewnia ich kontrolowany wzrost, a ponadto umozliwia
precyzyjne rozlokowywanie wspomnianych biomolekut na zmodyfikowanym pod-
tozu. H. Ma wraz ze wspotpracownikami [19] wykorzystali deseniowe szczotki
z poli(glikolu etylenowego), ktore postuzyty do wyhodowania komorek fibrobla-
stow. Autorzy tego eksperymentu dokonali funkcjonalizacji powierzchni ztota za
pomoca techniki mikrokontaktowego drukowania. Ich szczotki wykazywaty bio-
kompatybilno$¢ oraz kontrolowana odpornos$¢ na niepozadang adsorpcj¢ komorek
i biatek. W sasiedztwo tak zmodyfikowanej matrycy wprowadzono fibronektyny,
ktére spowodowaly z kolei selektywna adsorpcj¢ biomakromolekul w miejscach
niepokrytych przez szczotki polimerowe. Fakt ten potwierdzil wspomniang na
poczatku akapitu mozliwos$¢ sterowania przestrzennym wzrostem oraz adsorpcja
powierzchniowg wybranych typoéw komorek [6].
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Same szczotki deseniowe moga w przysztosci stuzy¢ takze w charakterze biosen-
soréw, wypelnien chromatograficznych czy rusztowan w inzynierii tkankowej [6].

3.3. MODYFIKACJE POWIERZCHNI NOWOCZESNYCH MATERIALOW
OPARTYCH NA GRAFENIE

Naniesienie na wybrane podloze szczotek polimerowych moze skutkowacé cal-
kowitg zmiang niektorych wilasciwosci powierzchni lub tez ich polepszeniem. Jed-
nym z najwnikliwiej badanych ostatnimi czasy materiatéw, z ktérym rézne gatezie
nauki i przemystu wiazg olbrzymie nadzieje, jest grafen.

Grafen sklada si¢ z pojedynczych warstw atomoéw wegla zorganizowanych
w polaczone ze sobg szesciocztonowe pierscienie. Jest nie tylko bardzo dobrym
przewodnikiem ciepta, ale dzieki posiadaniu zdelokalizowanych elektronéw 7 oka-
zal sie on rowniez doskonatym nosnikiem fadunku. Ponadto cechuje go wysoka ela-
stycznos$¢ oraz wytrzymalo$¢ mechaniczna. Material dla niego pokrewny stanowi
tlenek grafenu. Szczepienie na powierzchni tego ostatniego szczotek z polistyrenu,
poli(akrylanu butylu) czy poli(metakrylanu metylu) zwiekszylo rozpuszczalnos¢
zmodyfikowanych w ten sposob warstw w cieczach, takich jak: woda, dimetylofor-
mamid, toluen, chloroform oraz dichlorometan, poprawito ich stabilnos$¢ termiczna,
trwalo$¢ mechaniczng oraz przewodnictwo elektryczne [6].

Kombinowanie szczotek polimerowych oraz materialéw podobnych do wyzej
wspomnianych ma bez watpienia niebywate znaczenie w kontekscie tworzenia nie
tylko grafenopodobnych struktur, ale takze szeroko rozumianych biokompatybil-
nych materialow.

3.4. CHROMATOGRAFIA

Szczotki polimerowe znalazly réwniez zastosowanie do modyfikacji faz stacjo-
narnych wykorzystywanych w chromatografii czy kapilarnej elektroforezie. Dzigki
dodatkowej funkcjonalizacji polimerowych nanoczasteczek osiagnigtej w wyniku
naszczepienia na ich powierzchni szczotek zbudowanych z PSPMA (K)-u (s6l pota-
sowa poli(metakrylanu 3-sulfopropylowego), ang. poly(potassium 3-sulfopropyl
methacrylate)) poprawiono separacje wybranych biatek, rozdzielanych metoda
HPLC (wysokosprawna chromatografia cieczowa, ang. high-performance liquid
chromatography) [20].

PODSUMOWANIE
Nanotechnologia stanowi niewatpliwie przyszto$¢ nauki, techniki, inzynierii.

Juz teraz staje si¢ ona powoli podstawa konstrukcji nowoczesnych urzadzen o sze-
rokim zastosowaniu w medycynie czy tez przy konstrukcji urzadzen elektronicz-
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nych. Postgpujaca w $wiecie miniaturyzacja oraz nabywanie przez eksperymenta-
torow zdolnosci do precyzyjnego operowania coraz to mniejszymi porcjami materii
pozwala na konstruowanie uktadéw o niespotykanych dotychczas wtasciwosciach.
Do tego grona nalezg réwniez szczotki polimerowe.

Szczotki polimerowe dzigki swojej specyficznej architekturze, trwalosci
termicznej, stosunkowo duzej niezaleznosci wzgledem zmiennych warunkow
zewnetrznych (badz tez wrecz przeciwnie — zastosowanie innego rozpuszczalnika,
modyfikacja jego pH, sily jonowej itp., zmiana temperatury otoczenia umozliwia
w wielu wypadkach kontrolowanie struktury szczotki i dostosowywanie jej wtasci-
wosci do pelnienia w danym momencie zadanych funkcji), a takze moznosci uzycia
w charakterze blokéw budulcowych praktycznie dowolnych monomeréw dosko-
nale nadajg sie¢ do budowy inteligentnych urzadzen elektronicznych oraz biotech-
nologicznych. Nawet obecnie znalazly one zastosowanie przy konstrukcji powlok
adhezyjnych dla ukladéw komoérkowych, tworzeniu powierzchni antybakteryjnych,
modyfikacji faz stalych w chromatografii, kierunkowym przesylaniu tadunkéw
elektrycznych (w skali nano) i w wielu, wielu innych dziedzinach, a przeciez sta-
nowig one stosunkowo mlode i nadal dynamicznie udoskonalane systemy. Posia-
dajg jednak niebywaly wprost potencjal rozwojowy, co moze sprawi¢, iz przysztosé
bedzie naleze¢ wtasnie do nich.
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SPRAWOZDANIE KOMITETU GEOWNEGO OLIMPIADY CHEMICZNE]
Z 62. OLIMPIADY CHEMICZNE] W ROKU SZKOLNYM 2015/2016

W roku szkolnym 2015/2016 odbyla sie 62. Olimpiada Chemiczna. Przygoto-
wania do niej, tak jak w latach poprzednich, rozpoczely sie po uroczystosci zakon-
czenia 61. Olimpiady w dniu 20 czerwca 2015 r. - rozdaniem folderéw z zadaniami
wstepnymi 62. Olimpiady. Jednoczes$nie teksty zadan zostaly zamieszczone na
stronie internetowej Olimpiady Chemicznej, a nastepnie rozeslane do nauczycieli
i szkol. Zainteresowani uczniowie mogli zatem rozpoczg¢ indywidualne rozwigzy-
wanie zadan etapu wstepnego jeszcze przed wakacjami i uzupetniaé przy tym swoje
wiadomosci na podstawie zalecanej literatury, a takze korzystajac z konsultacji
nauczycieli i starszych kolegow.

Zgodnie z terminarzem 62. Olimpiady, do 24 pazdziernika 2015 r. wszyscy
chetni do udzialu w zawodach musieli zarejestrowa¢ si¢ na stronie internetowej
Olimpiady w Internecie i zarazem przekaza¢ swojemu nauczycielowi rozwigzania
zadan z czesci A (zadania obowigzkowe). Wistepnie zarejestrowato sie 1114 ucznidow
z 304 szkol. Nauczyciele po zweryfikowaniu rozwigzan wyslali je do Komitetow
Okregowych. Na podstawie otrzymanych udokumentowanych rozwiazan zadan
etapu wstepnego ostatecznie zostalo zakwalifikowanych do etapu pierwszego 937
uczniow z 260 szkot (Tabela 1).

Etap I odbyt sie 28 listopada 2015 r. w kilkunastu wiekszych miastach Polski,
pod nadzorem komisji powotanych przez Komitety Okregowe. Zawodnicy rozwig-
zywali 5 zadan teoretycznych. Na podstawie uzyskanych wynikéw Komitet Giéwny
zakwalifikowatl do II etapu 380 zawodnikdéw (Tabela 1).
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Etap II, w ktérym ostatecznie wziglo udzial 378 zawodnikéw, odbyl sie
w dniach 30131 stycznia 2016 r. w 13 miejscowosciach, bedacych siedzibami Komi-
tetow Okregowych. Uczniowie mieli do rozwigzania 5 zadan teoretycznych oraz
jedno zadanie laboratoryjne. Na podstawie wynikéw tego etapu do III etapu (finatu)
Komitet Gtéwny zakwalifikowal 101 uczniow z 52 szkot.

Etap IIT odbyt si¢ w dniach 1 i 2 kwietnia 2016 r. w Warszawie. Zawody labora-
toryjne, na ktore skladalo si¢ rozwiazanie 2 zadan (z jakosciowej i ilo§ciowej analizy
chemicznej), przeprowadzone zostaly w pracowniach Wydzialu Chemicznego Poli-
techniki Warszawskiej, a zawody teoretyczne, wymagajgce rozwigzywania 5 zadan
- w Auli Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

Po sprawdzeniu prac Komitet Gtéwny wytonit 34 laureatéw i 4 wyréznionych
(Tab. 2) oraz 4 reprezentantéw Polski na Olimpiade Migdzynarodowa (IChO), ktéra
w tym roku odbedzie si¢ w Tbilisi (Gruzja), w dniach od 23 lipca do 1 sierpnia. Do
udziatu w niej zostali zakwalifikowani: Mikotaj Swierczyniski - zwyciezca tegorocz-
nej Krajowej Olimpiady, Michal Gala (zdobywca srebrnego medalu na ubiegtorocz-
nej IChO), Adam Klukowski i Dominika Zajkowska. Zawodnikiem rezerwowym
jest Wojciech Jankowski.

Wszystkie zadania (wraz z przykladowymi rozwigzaniami) z poszczegélnych
etapOw s3 zamieszczone na stronie internetowej Olimpiady: www.chem.uw.edu.pl.

Tradycyjnie laureaci i wyrdznieni oraz ich nauczyciele i dyrektorzy szkot zostali
zaproszeni na uroczyste zakonczenie Olimpiady, ktore tym razem mialo miejsce
18 czerwca 2016 r. w Auli Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego. Uro-
czysto$¢ te zaszczycili swoja obecnoscig znakomici goscie, ktérzy wspierali szkoty
i Komitet Gtéwny zaréwno w pracy, jak i finansowo w nagradzaniu laureatéw. Byli
nimi przedstawiciele:

e Sejmu Rzeczypospolitej Polskiej — w osobie posta, p. mgr. Jerzego Bielec-

kiego

e Polskiej Akademii Nauk, reprezentowanej przez: prof. dr. hab. Janusza Jur-
czaka, Przewodniczacego Komitetu Chemii PAN, czlonka rzeczywistego
PAN, prof. dr. hab. Marka Chmielewskiego, czltonka korespondenta PAN,
a w przeszlosci wiceprezesa PAN, Dyrektora Instytutu Chemii Organicznej
PAN i wiceprzewodniczacego Komitetu Gtéwnego Olimpiady Chemicznej,
prof. dr. hab. Stawomira Jarosza, Dyrektora Instytutu Chemii Organicznej
PAN, prof. dr. hab. Jacka Gregorowicza, Wicedyrektora Instytutu Chemii
Fizycznej PAN oraz dr Andrzeja Zywocinskiego z IChF PAN.

e Polskiego Towarzystwa Chemicznego - w osobie Wiceprzewodniczacej
PTChem, dr hab. inz. Izabeli Madury z Wydzialu Chemicznego Politech-
niki Warszawskiej oraz prof. dr hab. inz. Adam Pronia, przewodniczacego
Oddzialu Warszawskiego Towarzystwa.

e Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, reprezentowanego przez
Dziekana, prof. dr hab. Pawta Kulesze, cztonka korespondenta PAN i Wice-
przewodniczacego Komitetu Chemii PAN, Prodziekana, dr. hab. Andrzeja
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Kudelskiego, prof. UW oraz prof. dr. hab. Marka T. Krygowskiego, laureata
pierwszych dwoch krajowych olimpiad chemicznych.

e Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej, w osobach Prodzieka-
néw: prof. dr hab. inz. Elzbiety Malinowskiej oraz prof. dr hab. inz. Marka
Glinskiego.

e Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroclawskiego, w osobie reprezentujacego
Dziekana prof. dr. hab. Kazimierza Orzechowskiego, przewodniczacego
Komitetu Okregowego Olimpiady Chemicznej we Wroclawiu

e Wydzialu Chemii Politechniki Rzeszowskiej - reprezentowanego przez
dr. Janusza Pusza, sekretarza Komitetu Okregowego Olimpiady Chemicznej
w Rzeszowie

e Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu - w osobie
dr hab. Romualdy Bregier-Jarzebowskiej, przewodniczacej Komitetu Okre-
gowego Olimpiady Chemicznej w Poznaniu.

e Kolegium Miedzywydziatlowych Indywidualnych Studiéw Matematyczno-
-Przyrodniczych (MISMaP), w osobie Dyrektora, prof. dr. hab. Andrzeja
Twardowskiego z Wydziatu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego.

Zaproszenie przyjeli takze: dr Malgorzata Jelinska-Kazimierczuk, wieloletnia
Sekretarz Naukowa Komitetu Gléwnego Olimpiady Chemicznej, mgr Aleksandra
Grabowska, ekspert egzaminu maturalnego z chemii, reprezentujaca Centralng
Komisje Egzaminacyjng, mgr Joanna Toczko, Kierownik Pracowni Matur z Okre-
gowej Komisji Egzaminacyjnej w Warszawie, a takze przedstawiciele sponsordw:
p. Tomasz Zielinski, rzecznik prasowy Zaktadéw Chemicznych NITRO-CHEM S.A.
ip. Aleksandra Adrian z z Agencji WALK PR, reprezentujaca Biuro Prasowe Grupy
ADAMED.

Cztonkowie Prezydium Komitetu Gtéwnego Olimpiady Chemicznej — Prze-
wodniczgcy, prof. dr hab. Marek Orlik, Wiceprzewodniczaca — prof. dr hab. Alek-
sandra Misicka-Kesik, Sekretarz Naukowy - dr hab. Ewa Pobozy oraz Kierownik
Organizacyjny - mgr Wanda Szelaggowska wreczyli laureatom oraz ich nauczycie-
lom (Tab. 2) dyplomy i nagrody od Komitetu Gléwnego. Zwyci¢zca otrzymat laptop
MacBook, a pozostali zawodnicy, odpowiednio - smartfony iPhone GS, tablety iPad
Air, tablety iPad Mini, czytniki Kindle Paperwhite, odtwarzacze iPod touch oraz
zewnetrzne dyski twarde. Wszyscy laureaci otrzymali takze ksigzki podarowane
przez Polskie Towarzystwo Chemiczne i Wydawnictwo Naukowe PWN.

Tradycyjnie przyznane zostaly tez nagrody specjalne (kamery Sony), ktdre
otrzymali: zwycigzca Mikolaj Swierczynski — od Prezesa spétki Novichem, Adam
Klukowski - od Dziekana Wydzialu Chemicznego PW oraz Dominika Zajkowska —
od Dziekana Wydzialu Chemii UW.
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Nagrody za najlepiej rozwiazane zadania z chemii organicznej, od Dyrektora
Instytutu Chemii Organicznej PAN, prof. dr hab. Stawomira Jarosza otrzymali: Woj-
ciech Jankowski, Maksymilian Glowacki i Adam Klukowski.

Adam Klukowski, Maksymilian Glowacki i Wojtek Jankowski dostali nagrody specjalne od Dyrektora IChO
PAN za najlepiej rozwigzane zadania z chemii organicznej.
(Na zdjeciu takze dr hab. Ewa Pobozy - sekretarz naukowy Komitetu Gléwnego)

Nagrody za najlepiej rozwigzane zadania z chemii fizycznej, ufundowane przez
Dyrektora Instytutu Chemii Fizycznej PAN, prof. dr. hab. Marcina Opalle, a wre-
czone przez prof. dr hab. Jacka Gregorowicza otrzymali Maks Walewski i Pawel Flis.

thos

emical innavalions

Maks Walewski i Pawet Flis dostali nagrody specjalne od Dyrektora IChF PAN
za najlepiej rozwiazane zadania z chemii fizycznej

Najmlodsi laureaci — uczniowie klas pierwszych liceum: Wojciech Jankowski,
Maksymilian Glowacki i Daniel Golec, otrzymali zewnetrzne dyski twarde lub stu-
chawki Bose, ufundowane przez Dziekana Wydzialu Chemii UAM.
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Laureaci z pierwszych klas (Daniel Golec, Antoni Prus i Wojciech Jankowski)
dostali nagrody specjalne od Dziekana Wydziatu Chemii UAM

Po raz pierwszy Prezes firmy NITRO - CHEM S.A., p. Tomasz Ptaszynski ufun-
dowal nagrody dla wszystkich laureatéw z Okregu Torunskiego, w postaci laptopa
(dla Radostawa Wojcika) i aparatéw fotograficznych Sony dla czterech pozostatych
laureatow.

Po raz pierwszy nagrody specjalne dla Laureatéw z Okregu Torunskiego ufundowat Prezes NITRO-CHEM
S.A. Na zdjeciu uczniowie : Radostaw Wojcik, Albert Juszczyk, Robert Wojciechowski, Krystian Lewkowicz,
Dominik Cieslinski z p. mgr. Tomaszem Zielinskim - rzecznikiem prasowym spotki

Dzigki hojnosci sponsordéw takze opiekunowie laureatéw otrzymali pamiat-
kowe prezenty: portfele firmy Wttchen, zakltadki magnetyczne i zestawy probnych
arkuszy maturalnych, wydanych przez Oficyne Edukacyjng Krzysztof Pazdro.

Zgodnie z milg tradycja, czlonkom polskiej reprezentacji na Olimpiade Mie-
dzynarodowa w Tbilisi, polska flage wraz z zyczeniami powodzenia na zawodach
przekazali Karol Rzad i Michal Kopyt (srebrny i zloty medalista z ubieglorocznej
47.1ChO w Baku).
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Na 48. Miedzynarodowg Olimpiade Chemiczng do Tbilisi (Gruzja) pojada : Michatl Gala,
Mikotaj Swierczynski, Dominika Zajkowska i Adam Klukowski. Na kurs przygotowawczy zostal takze
zaproszony zawodnik rezerwowy Wojciech Jankowski

Wszyscy finalisci (uczestnicy III etapu) i laureaci otrzymali wystawione przez
Komitet Gléwny zaswiadczenia, zwalniajace ich z notg najwyzszga z egzaminu matu-
ralnego z chemii oraz bedace podstawa do skorzystania z odpowiednich uprawnien
przy przyjmowaniu na I rok studiow wyzszych.

Po zakonczeniu czesci oficjalnej wszyscy obecni zostali zaproszeni do Starej
Biblioteki Wydziatu Chemii UW na poczestunek.

Kalendarium nastepnej, 63. Olimpiady Chemicznej przedstawia si¢ nastepu-

jaco:
21 pazdziernika 2016 r.

29 pazdziernika 2016 r.

26 listopada 2016 r. (sobota):

27 stycznia 2017 r. (piatek)
28 stycznia 2017 r. (sobota)
31 marca 2017 r. (piatek)

1 kwietnia 2017 r. (sobota)

zakonczenie etapu wstepnego i rejestra-
¢ji internetowej zawodnikow
ostateczny termin przestania prac etapu
wstepnego do Komitetow Okregowych
godz. 11°°-16%: zawody I etapu w miej-
scach wyznaczonych przez Komitety
Okregowe

godz. 12%-17%: zawody czesci teore-
tycznej II etapu

godz. 9"-14%: zawody cz¢sci laborato-
ryjnej II etapu

godz. 14"-19: zawody czesci laborato-
ryjnej III etapu

godz. 8°-13%": zawody czesci teoretycz-
nej III etapu
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Lista sponsorow, ktorzy przyczynili sie do wzbogacenia nagréd 62. Olimpiady
Chemicznej:
1. Dyrektor Instytutu Chemii Fizycznej Polskiej Akademii Nauk
Dyrektor Instytutu Chemii Organicznej Polskiej Akademii Nauk
Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego
Dziekan Wydzialu Chemicznego Politechniki Warszawskiej
Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza

A

ACHEM

* .
. Oficyna Edukacyjna *
Smart UP PWN @ * Krzysztof Pazdro

ADAMED
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2016

Redakcja miesiecznika PTChem ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze
wysoko$¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomos$ci Chemicznych” za 2016 r. bedzie wyno-
sifa 231 zt dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych. Dla
cztonkéw PTChem 20 z1. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywac na konto:

Bank PEKAO SA
Oddzial we Wroclawiu
pl. Powstancéw SL. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla czlonkéw PTChem, polaczona

z oplaty skladek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujaco:

- prenumerata ,Wiadomoséci Chemicznych” na rok 2016 wraz ze skladka

czlonkowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 70 zi
(sktadka - 50 zt, prenumerata - 20 zl);

- emeryci, doktoranci oraz studenci placg 35 zt (skladka - 15 zI, prenume-

rata — 20 zI); a nauczyciele szkél $rednich i podstawowych placa 40 zi
(sktadka - 20 zt, prenumerata — 20 z).

Cztonkowie PTChem, ktorzy zechcg zaprenumerowac ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie opfat na konto:

PTChem Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290
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WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Radg Redakcyjna
podjeta decyzje o utworzeniu nowego dziatu, zatytutowanego ,Wyrdznione prace
doktorskie i habilitacyjne”. Redakcja przyjmuje do publikacje artykuly oparte na
pracach doktorskich lub habilitacyjnych, ktore zostaly wyrdznione przez Rady
Wydzialéw, przed ktérymi toczyly si¢ odpowiednie procesy.

Objetos¢ prac nie powinna przekraczaé pigtnastu stron maszynopisu. Artykuly
powinny zawiera¢: przedstawienie doniostosci podjetej tematyki badawczej, cel roz-
prawy doktorskiej lub habilitacyjnej oraz w miare zwiezly opis uzyskanych wynikow
przedstawiony w mozliwie przystepny sposéb a takze wnioski koncowe.

W notce biograficznej autora poza standardowymi informacjami powinny
zosta¢ zamieszczone nastepujace dane: termin obrony pracy doktorskiej lub kolo-
kwium habilitacyjnego, Rada Wydzialu, przed ktora toczyt si¢ przewod, nazwisko
promotora (dotyczy rozpraw doktorskich) oraz nazwiska recenzentow.

Serdecznie zapraszamy doktorow habilitowanych oraz doktoréw, ktorych prace
zostaly wyrdznione w ciagu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.
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Polskie Towarzystwo Chemiczne Zaklad Chemii Organicznej
Sekcja Chemii Organicznej W dzml Chemlczny &I‘#

ﬁost W sy

azkow Mi€rac nych”

ktdre odbedzie sie w dniach 19-22 paid;iemika 2016
w Ladku Zdroju
http:/forg wch_pwr.edu_pl/konf S

Zapraszamy do deklarowania udziatu oraz wystgpien w formie:
wyktadéw (30 min) lub komunikatéw (15 min).

Informacje o terminach i optatach dostgpne na stronie internetowe;j:
http://org.wch.pwr.edu.pl/konf


http://org.wch.pwr.edu.pl/konf

Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomosci Chemicznych”:

Nomenklatura chemii nieorganicznej. Zalecenia 1990, red. Z. Stasicka, cena 25 zt

Podstawowa terminologia stereochemii oraz Stownik podstawowych terminow
w nauce o polimerach. Zalecenia 1996, red. O. Achmatowicz, B. Szechner
i P. Kubisa, cena 12 zt

Nomenklatura weglowodanow. Zalecenia 1996, ttum. i red. T. Sokotowska
1 A. Wisniewski, cena 18 zt

I.Z. Siemion, Bronistaw Radziszewski i Iwowska szkota chemii organicznej, cena
18 zt

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknigtych w zeolitach i zol-Zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzgdkowane materialy mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikow, jonow, jonorodnikow i podobnych indywi-
duow chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokolowska i A. Wisniewski,

cena 15 zt

1.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierws:za,
cena 18 zt

M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwosé¢ jonow w podwaojnych uktadach stopionych soli,
cena 8 zt.

Praca zbiorowa, Nanomaterialy, red. D. Hreniak, W. Lojkowski, W. Strek,
M. Suszynska, cena 25 zt.

Praca zbiorowa, Ogniwa paliwowe — nowe kierunki rozwoju, red. H. Drulis,
J. Hanuza, D. Hreniak, M. Miller, G. Pasciak, W. Str¢k, cena 20 zt

Glosariusz nazw klas zwigzkow organicznych i reaktywnych produktow posrednich
oparty na strukturze (Zalecenia IUPAC 1994), red. i tlum. F. KaZmierczak
1 J. Gawronski, cena 16 zt.

Od substacji prostych do zycia. Swiat RNA — poczqtki zycia na Ziemi, Zdzistaw
Chilmonczyk — NAKELAD WYCZERPANY.

Profesor Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska. 1908—1991 w setng rocznice uro-
dzin, cena 12,00 z1.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czegs¢ I. Naktad wyczerpany, dostgpna wersja
elektroniczna.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ Il. Naktad wyczerpany, dostepna wersja
elektroniczna

Chemosensory optyczne oraz materialy rozpoznawcze dla jonow metali w roztwo-
rach, Krzysztof Kledzik, cena 22,00 zt.

Obliczenia teoretyczne stalej ekranowania magnetycznego i statych strzezen spi-
nowo-spinowych. Teobald Kupka cena 20,00 zt.

Ksigzki wysytamy na koszt zamawiajgcego. Zamowienia prosimy kiero-
wac pod adresem: Redakcja ,,Wiadomo$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



REGULAMIN I INFORMACJE DLA AUTOROW PUBLIKUJACYCH
W CZASOPISMIE ,WIADOMOSCI CHEMICZNE”

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” sg recenzowanym czasopismem naukowym Polskiego Towarzystwa Chemicznego,
ktore publikuje przede wszystkim artykuty przegladowe. Ponadto publikowane s3 tutaj inne warto$ciowe mate-
rialy o charakterze edukacyjno-informacyjnym takie jak: artykuty oparte na pracach doktorskich lub habilitacyj-
nych, ktére zostaly wyrdznione przez Rady Wydzialow, przed ktérymi toczyly sie odpowiednie procesy; mate-
rialy informacyjne na temat uczonych oraz jednostek naukowych/firm chemicznych lub pokrewnych chemii;
materialy o aktualnych osiagnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowi seria, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych’, gdzie publikowane sa
dluzsze artykuly przegladowe lub monografie poswiecone waznym i aktualnym problemom wspoétczesnej che-
mii. Autorzy, ktorzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wezeéniej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie
przesta¢ wstepnie przygotowana publikacje (redagowang na wzor artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Che-
micznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul przygotowywanej publikacji, przyblizona
liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada srodkéw na finansowanie prac w serii
»Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” W zaleznosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega
sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

sWiadomosci Chemiczne” wydawane s3 zaréwno w wersji drukowanej jak i elektronicznej. Wersja elektro-
niczna udostepniana jest bezplatnie w Internecie.

Czasopismo jest indeksowane/abstraktowane w kilku bazach danych: Chemical Abstracts, Polska Bibliografia
Naukowa, BazTech, Polska Bibliografia Lekarska, Index Copernicus, Baza ARIANTA.

2. Informacje dla autoréw na temat wymagan i zasad publikowania prac

+ Prace nie byly wczeéniej publikowane, ani nie s3 zlozone w redakcji innego czasopisma.

« Autorzy prac stosujg si¢ do wymagan praw autorskich tzn. w przypadku zamieszczania rysunkow, tabel
itp., pochodzacych z opracowan opublikowanych w innych czasopismach lub publikacjach zwartych,
posiadaja pisemng zgode na ich przedruk.

o Opublikowana raz praca bez zgody Redakcji, nie moze by¢ wydawana gdzie indziej.

o Autorzy przysylajacy prace po raz pierwszy powinni poda¢ swoj numer telefonu oraz adresy poczty tra-
dycyjnej i elektronicznej. Jest to niezbedny warunek sprawnego przebiegu opracowania redakcyjnego
tekstu.

o Autorzy zobowigzani s3 do wykonania korekty tekstu. W pracach przyjetych do druku Redakcja ma
prawo dokonywania niezbednej korekty.

o Jezeli autorzy nie zastrzegg inaczej w momencie zgloszenia pracy, wydawca nabywa ogélnych praw autor-
skich do wydrukowanych prac (w tym prawo wydawania na nosnikach elektronicznych oraz w Interne-
cie). Tytulem powyzszego wykorzystania utworéw autorom nie s3 wyplacane honoraria.

o Wszystkie nadsylane prace s3 poddawane wstepnej ocenie, ktora okresla czy odpowiadajg randze i pro-
filowi ,Wiadomosci Chemicznych” oraz czy zostaly przygotowane zgodnie z formalnymi wymogami
MNIiSW oraz Redakgji.

o Po uzyskaniu pozytywnej wstepnej oceny wszystkie prace sg recenzowane przez co najmniej dwoch nie-
zaleznych recenzentéw, zgodnie ze wskazéwkami zawartymi w broszurze informacyjnej Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publika-
cje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf.

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-
pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$§ wnidst znaczacy wkiad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostat wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udzial autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) sg przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wlacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

« Autorzy maja prawo do zaproponowania co najmniej trzech niezaleznych recenzentéw, jednak ostatecz-
nego wyboru anonimowych recenzentéw dokonuje Redakgja.


http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosic¢ czesciowe koszty wydania swoich artykulow. Tak jest w przypadku tzw. stron
nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczeta nadliczbowsg strong jest naliczana oplata w wysokosci
okoto 50 zl. Najczeéciej kwota ta pokrywana jest z funduszy pozyskiwanych przez Autoréw lub przez Wydziaty
ktore wspomagaja wydawanie ,Wiadomosci Chemicznych” Niezaleznie od rodzaju pracy oplata pobierana jest
réwniez za strony drukowane w kolorze (zgodnie z faktycznym kosztem druku).

Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ zmiany wysokosci oplat, w zaleznosci od wielkoéci dofinansowania
z MNiSW oraz wypracowanych srodkéw wlasnych. Faktura wystawiana jest po ukazaniu si¢ pracy.

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych’, Redakcja nie posiada srodkéw na finanso-
wanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

Tekst nalezy napisa¢ zwigzle, prostym stylem, wedlug zasad pisowni polskiej, z zachowaniem poprawnego i
obowigzujgcego nazewnictwa fachowego. Nie nalezy zamieszcza¢ nadmiaru szczegélow odsylajac Czytelnika do
pis$miennictwa oryginalnego, ktére to powinno uwzglednia¢ najnowsze informacje, dotyczace napisanej pracy.
Literature nalezy cytowac ze zrédel oryginalnych.

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

o W przypadku prac wspoétfinansowanych przez autoréw, liczba stron oraz forma kolorystyczna manu-
skryptu nie jest ograniczona (wymagane jest wczesniejsze uzgodnienie z Redakcja).

« Maszynopisy prac autoréow ktorzy nie chca ponosi¢ dodatkowych kosztéw, nie powinny przekracza¢ 25
stron calej pracy (po wydruku w czasopi$mie) oraz drukowane bedg w wersji czarno bialej.

o Glowny tekst nadsylanych prac powinien by¢ napisany w edytorze Word, czcionka Times New Roman,
12p z zachowaniem interlinii 1,5 oraz z 5 cm marginesem z prawej strony. Przy podziale tekstu nalezy sto-
sowaé numeracje cyfrowa wielorzedows. Numerujemy tylko tytuly rozdzialéw, nie numerujemy dzialow:
Abstract, Wykaz stosowanych skrotow, Wprowadzenie, Uwagi koncowe, Podzigkowanie, Pismiennictwo
cytowane. Jednolity sposéb numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zar6éwno przy numerowaniu rozdzialéw, przy przytaczaniu pismiennictwa cytowanego oraz odwolywaniu
sie do tabel rysunkoéw itp., nie nalezy stosowa¢ odsylaczy hipertekstowych).

« Tekst powinien by¢ napisany poprawnym jezykiem, wszystkie skroty muszg by¢ wyjasnione, oznaczenia i
jednostki miar nalezy podawa¢ wedlug ukladu SI, pozycje cytowanej literatury nalezy oznacza¢ numerami
umieszczonymi w nawiasach kwadratowych, w kolejnosci cytowania wg wzoréw [1, 5, 7] (dla prac 1,51 7)
lub [1-5, 7] (dla prac od 1 do 5 oraz pracy 7).

o Jesli w artykulach znajduja sie przedruki rysunkow, czy innych elementéw prac cudzych, w opisach (pol-
skich i angielskich) nalezy zamiesci¢ stosowng informacje.

o Zaleca si¢ umieszcza¢ w tekscie pracy rysunki, tabele oraz podpisy (jesli sa przygotowane w edytorze
Word), jednak w przypadku plikéw o bardzo duzych rozmiarach nalezy zaznaczy¢ miejsca na ich umiesz-
czenie (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji).

o Pierwsza strona pracy powinna zawierac kolejno:

- tytul pracy w jezyku polskim (Times New Roman, 14 p, pogrubiony, WERSALIKI), i angielskim
(Times New Roman, 14 p, WERSALIKI),

- pelne imig i nazwisko autora (autoréw) pracy (Times New Roman, 15p, pogrubione),

- pelne nazwy o$rodkéw przypisane do autoréw pracy (wraz z adresem osrodka i adresem e-mail autora
korespondujacego (Times New Roman, 10,5, kursywa),

- spis treci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:

Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdziatu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

- notki o autorach pracy wraz z tytulami naukowymi (mozna dofaczy¢ osobno pliki z fotografiami
autor6éw (zob. Pliki jakie nalezy przekaza¢ do Redakgji),


1.Tytul

- obszerne streszczenie pracy w jezyku angielskim (od 1800 do 2700 znakéw ze spacjami) z uwzgled-
nieniem cytowanego pi$miennictwa oraz odsylaczami do tabel, rysunkéw zamieszczonych w tekscie
(Rys. 1, Tab. 1-2, Schemat 1) oraz stowa kluczowe - nie wiecej niz 6, uzyskane najlepiej z bazy haset
przedmiotowych podawane w jezyku angielskim i polskim,

- wykaz stosowanych skrétow - w przypadku niewielkiej liczby skrotéw lub akroniméw nie jest
konieczne zamieszczanie tej pozycji, wowczas, skroty wyjasniamy w tekscie przy pierwszym uzyciu.
Angielskie skroty nalezy podac¢ i wyjasni¢ wg ponizej podanego wzoru lub w oparciu o inne prace
zamieszczone w ,Wiadomos$ciach Chemicznych”. Przykiad: dla skrétu SSRI - selektywne inhibitory
zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake Inhibitor),

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

Tabele i rysunki powinny by¢ zamieszczone w przesylanym tekscie oraz dodatkowo (po zatwierdzeniu

pracy do druku, na etapie przygotowywania szczotki) dotaczone w postaci osobnych plikéw zapisanych

w formacie pdf, doc, jpg, tiff.

Tabele i rysunki powinny by¢ przejrzyste, zawiera¢ informacje niezbedne do zrozumienia treéci, bez

koniecznosci poszukiwania objasnien w tekscie pracy, nalezy je numerowac cyframi arabskimi oraz poda¢

tytul (polski/angielski, nad tabela, pod rysunkiem, Times New Roman, 10 p).

Wszystkie fotografie — nalezy przesta¢ w postaci plikéw zapisanych w formacie tif, jpg lub podobnym,

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczosci co najmniej 300 dpi.

o Pi$miennictwo cytowane

Pi$miennictwo nalezy zestawi¢ numerycznie wedlug kolejnosci cytowania w tekscie, nalezy cytowaé

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

W przypadku artykuléw z czasopism tradycyjnych, opis powinien zawiera¢ kolejno nastepujace ele-

menty: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw), skrét tytulu czasopisma zgodny z przyjetymi normami,

rok wydania, numer wolumenu zaznaczony pogrubiona czcionka, numer pierwszej strony cytowanej
pracy, np.

[1] J. Kowalski, Wiad.Chem., 2007, 61, 473.

[2] W. Kowalski, A. Nowak, Przem. Spoz. 2010, 51, 3.

W przypadku ksigzek najprostszy opis powinien zawieraé: inicjaly imion i nazwisko autora (autoréw),

tytul ksigzki, nazwe wydawcy, miejsce wydania, rok wydania, np.

[1] J. Malinowski, Tytut ksigzki, PWN, Warszawa, 2004.

[2] W. Kowalski, Tytut ksigzki, Volumed, Wroclaw, 1999

W przypadku zasobow Internetowych najprostszy opis powinien zawieraé: inicjaly imion i nazwisko

autora (autoréw), tytul (artykulu) dokumentu online, [dostep], wydawca, [data dostepu]. Warunki

dostepu, np.

[7] J. Kowalski, Tytut artykutu. [online], wydawca, [dostep: 2010-05-20]. Dostepny w Internecie:

http://www...........

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji

Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji.

Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej postaci:

o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;

« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);

« pliki zawierajace zdjecia portretowe autoréw, w nazwie powinny wskazywa¢ autora, ktorego zdjecie
dotyczy (dobrowolne, przestanie plikow jest jednoznaczne ze zgoda na jego opublikowanie);

o 1 plik zawierajacy: strong tytulowa, streszczenie (abstrakt), stowa kluczowe, podpisy pod rysunki,
tabele, schematy (wszystko w obu wersjach jezykowych); jesli zachodzi potrzeba to rowniez oddzielne
pliki z rysunkami, schematami, tabelami (zob. Tabele, rysunki, fotografie).

Prace nie odpowiadajace wyzej wymienionym wymaganiom nie beda przyjmowane do druku. Redakcja
zastrzega sobie prawo dokonywania poprawek stylistycznych i skrotow. Autorzy sa zobowigzani do wykonania
korekty artykutu i jego zwrotu do Redakcji w ciggu kilku dni od otrzymania.

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesytania prac z kolorowymi stronami prosimy o zaznacze-
nie stron, ktére w formie druku majg by¢ kolorowe Brak tej czynnos¢ bedzie skutkowal czarno-bialym wydru-
kiem wersji papierowej. W przypadku zmian w wersji drukowanej kolorowych rysunkéw na czarno-biate,
prosimy o przestanie dostosowanych do tego celu rysunkéw.


Wiad.Chem

Prace prosimy przesyla¢ poczta elektroniczng na adres: beata.swiatek-tran@chem.uni.wroc.pl lub wchem@
chem.uni.wroc.pl, za§ dokumenty wymagajace podpisow autoréw (np. list intencyjny, o$wiadczenia autordw,
kopie zgody na przedruk potwierdzone za zgodnos¢ z oryginatem) poczta tradycyjng na adres Redakgji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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