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mgr Michal Gladysz ukonczyt studia magisterskie na Wydziale Chemii Uniwersy-
tetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu w roku 2009. W tym samym roku zostat
przyjety na studium doktoranckie na tym samym wydziale, gdzie pod kierunkiem
prof. Jana Mileckiego realizuje swojg prace doktorskg. Mgr Gladysz prowadzi bada-
nia nad syntezg acyklicznych pochodnych nukleozydoéw i oligonukleotydéw z zasto-
sowaniem ,,Click Chemistry”. Przedmiotem jego zainteresowan badawczych jest
chemia nukleozyddéw, nukleotydéw oraz kwaséw nukleinowych z wykorzystaniem
metody ,,Click Chemistry”.

dr hab. Jan Milecki studiowal chemie na UAM i na tej samej uczelni obronit dokto-
rat oraz si¢ habilitowal. Dwukrotnie byl stypendysta NIH, odbywat staze badawcze
w Freie Universitaet Berlin i Biomedical Center University of Uppsala. Jego zainte-
resowania badawcze to synteza modyfikowanych nukleozyddw, nukleotydéw i oli-
gonukleotydéw stosowanych w badaniach strukturalnych kwaséw nukleinowych.
Zajmuje si¢ tez chemig medyczng, stosowaniem trwalych izotopow do selektyw-
nego znakowania zwigzkéw organicznych, badaniami fluorescencji, spektroskopia
NMR. Jest profesorem UAM.
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ABSTRACT

Since the year 2001 new ideology of clean and simple synthesis in organic
chemistry has been established. The outstanding scientists Meldal and Sharpless
presented their concepts of Click Chemistry. Among the reactions chosen for this
concept the reaction of Copper(I) Catalyzed Alkyne-Azide Cycloaddition (CuAAC)
became the most popular one. It is the basis of syntheses employed for building
blocks synthesis in medicinal chemistry and material science. Libraries of poten-
tially pharmacologically active anticancer and antivirus compounds possessing neu-
tral triazol linkage could be easily obtained.

Remarkable efficiency of CuAAC reaction influenced on DNA- and RNA-
based synthesis of novel oligonucleotides derivatives. Many of nucleic acid mole-
cular modifications found applications in enzymatic transformation, nucleic acid
hybridization, molecular tagging and gene silencing. The CuAAC reaction allows
for introducing modifications into practically every region of nucleoside/nucle-
otide/oligonucleotide. This includes versatile modifications of the base moiety both
aiming at the base pairing ability or specific labeling of the nucleoside unit. Different
conjugates (bio-, fluorescent-, affinity- or spin labels) are being attached to the base
part of the nucleic acid taking advantage of the presence of azide or alkyne substitu-
ents, which can be installed without great difficulty.

Labeling at the sugar part of the nucleoside can be realized at the position 2} 3’
or 5; the latter two giving rise to the end-labeled oligonucleotides and the 2’ posi-
tion serving as the attachment point for labeling inside the oligonucleotide chain.
These kind of nucleic acid modifications are very promising. Versatility of CuAAC
reactions is demonstrated by numerous examples of introducing modifications
into practically every reactive site of the nucleotide/oligonucleotide molecule. The
review systematically presents application of the “click” technique for modification
of nitrogenous base, sugar or pseudosugar moiety or phosphorus center. Possibi-
lity of creating new kind of chain linkage, devoid of negative charge and nuclease
resistant is also shown. This allows to design a new class of nucleic acid analogues,
similar in its DNA-mimicking properties to PNA’.

Keywords: Click Chemistry, CuAAC, nucleosides modifications, oligonucleotides,
DNA, RNA

Stowa kluczowe: ,,Click Chemistry”, CuAAC, modyfikacje nukleozydéw, oligonu-
kleotydy, DNA, RNA
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CuAAC

DNA

RNA
5-FU
PNA
RuAAC

ASO

siRNA
ANA

TFO

RSV

HCV
ssDNA
mRNA
T™MS
Ph

Ac
RNAi
ADAR
AZT
PEG
N3BC
EPR

SDLS
TBTA
DIPEA
THF
TEMPO

SNP

WYKAZ STOSOWANYCH SYMBOLI I OZNACZEN

katalizowana miedzig(I) cykloaddycja azydek-alkin
(ang. copper(I) catalyzed alkyne-azide cycloaddition)
kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic
acid)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
fluorouracyl

kwas peptydonukleinowy (ang. peptide nucleic acid)
katalizowana rutenem(II) cykloaddycja azydek-alkin
(ang. ruthenium(Il) catalyzed alkyne-azide cycloaddi-
tion)

antysensowny oligonukleotyd (ang. antisense oligo-
nucleotide)

male interferujagce RNA (ang. short-interfering RNA)
analog nukleozydu o aktywnosci przeciwwirusowej
(ang. antiviral nucleoside analogue)

oligonukleotydy tworzace potrojng helise (ang. triplex
forming oligonucleotides)

wirus syncytium nablonka oddechowego (ang. respi-
ratory syncytial virus)

wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)
jednoniciowe DNA (ang. single stranded DNA)
matrycowe RNA (ang. messenger RNA)

grupa trimetylosililowa (ang. trimethylsilyl)

grupa fenylowa (ang. phenyl)

grupa acetylowa (ang. acetyl)

interferencja RNA (ang. RNA interference)
deaminaza adenozyny dwuniciowego RNA
3’-azydo-3’-deoksytymidyna

glikol polietylenowy (ang. polyethylene glycol)
7-azydo-4-(bromometylo)-2H-chromen-2-on
spektroskopia elektronowego rezonansu paramagne-
tycznego (ang. electron paramagnetic resonance)
ukierunkowane znakowanie spinowe (ang. site-direc-
ted spin labeling)
tris[(1-benzylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)metylo]amina
N,N-diizopropyloetyloamina

tetrahydrofuran

wolny rodnik 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-1-oksy-
lowy

polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotide polymorphism)
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ANP
CML
AICAR

TK
dNK
MSNT
DMT
'DNA

Fmoc
ODN
SPAAC

acykliczne fosfoniany nukleozydoéw (ang. acyclic nuc-
leoside phosphonate)

przewlekla bialaczka szpikowa (ang. chronic myelo-
genous leukemia)
5-amino-4-karboksyamido-imidazoilo1-f-D-rybo-
furanozyd (Acadesine)

kinaza tymidynowa

kinaza deoksyrybonukleinowa
1-(mezytyleno-2-sulfoniano)-3-nitro-1,2,4-triazol
grupa 4,4’-dimetoksytrytylowa

DNA polaczone ukladem triazolowym (ang. triazole-
-linked DNA)

grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
oligodeoksynukleotyd (ang. oligodeoxynucleotide)
katalizowana naprezeniem pier§cienia cykloaddycja
azydek-alkin (ang. strain-promoted alkyne-azide cyc-
loaddition)
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WPROWADZENIE

Prawie 15 lat temu, w 2001 roku, Meldal i Sharpless odkryli katalityczny
wplyw jonéw miedzi(I) na reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena. Reakcja
CuAAC stala si¢ klasycznym przykladem reakcji typu ,,Click Chemistry” [1]. Do tej
rodziny reakcji zaliczamy réwniez inne procesy, ktorych wspolnym mianownikiem
jest spetnianie kilku warunkow - charakteryzuja sie wysoka wydajnoscia, prostota
prowadzenia, odpornoscig na tlen i wodg, fatwoscig oczyszczenia produktéw i ich
stabilno$cig w warunkach fizjologicznych. Istnieja cztery podstawowe typy reakcji
spelniajacych te warunki: (1) cykloaddycja hetero-Dielsa-Aldera i 1,3-dipolarna
cykloaddycja Huisgena [2], (2) substytucja nukleofilowa w naprezonych elektrofilo-
wych ukladach heterocyklicznych [3, 4], (3) reakcje grupy karbonylowej typu nie-
aldolowego, (4) reakcje z udzialem wigzan wielokrotnych wegiel-wegiel (Rys.1) [1].

X

Energia
@ / N\
X
PN kat @] :Nu
X
/ XH

AT l
I

(©)] J R3XNH2

R

Rysunek 1. Rozne typy reakgji ,Click Chemistry” — (2) nukleofilowe otwarcie naprezonego pierscienia,
(3) reakgje typu niealdolowego z karbonylem, (4) reakcje addycji do wigzania podwdjnego [1]

Figure 1. Different types of Click Chemistry - (2) nucleophilic ring opening, (3) non-aldol carbonyl chemi-
stry, (4) addition to double bond [1]

Spoéréd tych roznych typéw reakcji ,,Click Chemistry”, to wlasnie reakcja
pomiedzy azydkiem i terminalnym alkinem zyskala najwigksza popularnos¢. Dzigki
duzej réznorodnosci, duzej szybkosci reakeji, prostocie jej prowadzenia i szero-
kiemu wachlarzowi zastosowan [5-8], stata si¢ kluczem do produkcji nowych mate-
rialow [9, 10] oraz bibliotek zwigzkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej [6].
Reakcja CuAAC moze by¢ stosowana w procesie biotransformacji zywych komorek
ze wzgledu na réznorodno$¢ warunkéw prowadzenia reakeji, wysoka wydajnos¢
zachodzacego sprzegania azydku z alkinem oraz fizjologiczng biernos¢ substratow
reakcji [11]. Wazna jest rdwniez kontrola regio- jak i stereospecyficznosci triazo-
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lowego produktu [1]. Ponadto na korzy$¢ stosowania metody CuAAC wplywaja
nastepujace cechy:

o Grupy alkinowe i azydkowe mogg zosta¢ przylaczone do bioczasteczek bez

istotnego zaburzania ich biofizycznych wlasciwosci;

 Azydki i nieaktywne alkiny sg praktycznie obojetne wzgledem grup funk-

cyjnych naturalnie wystepujacych w kwasach nukleinowych czy biatkach,
reaguja tylko ze sobg;

o Uklad jednostki triazolowej jest bardzo stabilny i nie wykazuje toksycz-

nosci.

W przypadku reakeji pomiedzy azydkiem i terminalnym alkinem inicjowanej
termicznie, czas reakcji jest diugi i otrzymuje si¢ mieszaning regioizomerow 1,4-
i 1,5-dipodstawionych 1,2,3-triazoli. Kataliza jonami miedzi(I) powoduje zwigk-
szenie szybkosci reakcji 10° razy oraz regioselektywny jej przebieg do produktu
1,4-dipodstawionego 1,2,3-triazolu (Schemat 1) [8].

1 1 R\ N
R /'\k RS N/ N A RN 2 cu(l) ';‘/ A\
N + \N - \\N+ + R S _ —
— 5 a \ b ‘\<
l\4< 2 \\N' \ 4 2
R’ R

Schemat 1.  Reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena inicjowana termicznie (a) oraz katalizowana
jonami miedzi(I) (b) [12]

Scheme 1. Huisgen reaction of 1,3-dipolar cycloaddition initiated thermally (a) and catalyzed by copper(I)
ions (b) [12]

Reakcja katalizowana zwigzkami kompleksowymi rutenu(Il) jest tez regio-
selektywna, szybka i wydajna. Produktem reakcji RuAAC jest 1,5-dipodstawiony
1,2,3-triazol. Mozliwa jest réwniez reakcja cykloaddycji miedzy azydkiem i alkinem
wewnetrznym, ktéra prowadzi do 1,4,5-tripodstawionych 1,2,3-triazoli (Schemat 2)
[13-15].

3 3

R N R N
N N
RN, Ru(ll) NNy N7 Ry

R——R" + \ " . 5 )Q< + )§<
\\N. R 4 , r? 4 1
R R

Schemat 2. Otrzymywanie 1,4,5-tripodstawionych 1,2,3-triazoli w obecnosci kompleksow rutenu(II)
Scheme 2. Synthesis of 1,4,5-trisubstituted 1,2,3-triazoles in the presence of ruthenium(II) complexes
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1. ZASTOSOWANIE ,,CLICK CHEMISTRY” W MODYFIKOWANIU
KWASOW NUKLEINOWYCH

W procesie poszukiwan nowych farmaceutykow i narzedzi biotechnologicz-
nych, przeprowadza sie liczne i wielokierunkowe modyfikacje kwaséw nukleino-
wych. W przypadku oligonukleotydéw modyfikacje moga stuzy¢ ostabieniu niekto-
rych klopotliwych cech wynikajacych z ich budowy - na przykltad polianionowe;j
struktury szkieletu oraz ich podatnoéci do rozszczepiania przez nukleazy [16].
Wprowadzenie modyfikacji powoduje, ze zwiazki tej klasy znajduja zastosowa-
nia w diagnostyce molekularnej, miedzy innymi do syntezy mikromacierzy DNA
[17-19], sond molekularnych [20, 21], petnig rol¢ antysensownych oligonukleoty-
dow (ASO) [22, 23] i krotkich fragmentéw dwuniciowego RNA stuzacych wycisze-
niu ekspresji genow (siRNA) [24-26]. Analogi fragmentéw kwasow nukleinowych
sg badane jako substancje aktywne w terapiach przeciwwirusowych i przeciwno-
wotworowych, jak i substancje regulujace ekspresje gendw. Przeciwwirusowe ana-
logi nukleozydéw (ANA) i antysensowne oligonukleotydy sg handlowo dostepne
i stosowane do zwalczania choréb wirusowych oraz ekspresji wadliwych genow
w chorych komoérkach [27, 28]. Nadal trwajg badania nad efektywnoscig i mozli-
woscig zastosowania siRNA w terapii farmakologicznej [29-32]. Innymi przykta-
dami zastosowania biologicznie aktywnych pochodnych kwaséw nukleinowych jest
otrzymywanie syntetycznych rybozymoéw [33], unikalnych aptameréw [34] i oligo-
nukleotydéw formujacych potréjng ni¢ (TFO) [35].

Kwasy nukleinowe moga by¢ modyfikowane na trzy gtéwne sposoby: (1) mody-
fikacje cze$ci cukrowej nukleotydu, (2) modyfikacje nukleotydowej zasady azotowej
oraz (3) modyfikacje fragmentu fosfodiestrowego bedgcego miedzynukleotydowym
acznikiem. Do wprowadzania modyfikacji w kazdej z czesci nukleotydu, coraz sze-
rzej stosowana jest metoda ,,Click Chemistry”.

Najczesciej modyfikacje z uzyciem ,,Click Chemistry” wprowadzane sg we frag-
mencie zasady azotowej nukleozydu [36]. Tak przeprowadza si¢ znakowanie fluoro-
forowe lub izotopowe dla obrazowania molekularnego [37-40], formuje polaczenia
miedzy ni¢mi oligonukleotydow [41-43], wytwarza bio-polaczenia z czgsteczkami
transportujacymi w terapiach z uzyciem kwaséw nukleinowych [44], a nawet synte-
tyzuje si¢ nowe analogi calej czesci zasady azotowej nukleotydu [45-48]. Natomiast
mniejsza jest liczba prac dotyczacych zmian naturalnej struktury szkieletu oligo-
nukleotydowego [49]. GIéwnym problemem w zastosowaniu analogéw oligonukle-
otydéw jako substancji terapeutycznych, jest ich polianionowa struktura wynika-
jaca z obecnosci fosfodiestrowego lacznika [24, 26, 32]. ,Click Chemistry” moze
zaproponowac substytut dla uktadu fosfodiestrowego, podstawiajac w jego miejsce
elektrycznie obojetny i stabilny w warunkach fizjologicznych uktad triazolowy.
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2. MODYFIKACJE CZESCI ZASADY AZOTOWE] KWASU
NUKLEINOWEGO

Zasady azotowe sa najczesciej modyfikowanymi fragmentami kwaséw nukle-
inowych, co wynika z obecnosci centréw aktywnych chemicznie, krétszych drog
wprowadzania modyfikacji oraz réznorodno$ci w funkcjonalnosci otrzymywanych
pochodnych [39, 50]. Analogi zawierajace zmodyfikowana czg$¢ zasadowa moga
zosta¢ wlaczone w lancuch oligonukleotydu w postaci amidofosforynowego bloku
budulcowego [51]. W ten sam sposéb mozna wprowadzi¢ do oligonukleotydu ana-
logi zawierajace modyfikacje czesci cukrowej lub szkieletu. Przewaga w przypadku
modyfikacji cze¢sci zasady azotowej, jest mozliwo$¢ wlaczenia analogu w $rodku
tancucha oligonukleotydowego, a nie tylko na jego koncach [52]. Modyfikowane
zasady azotowe mogg zostac sterycznie wpasowane w duzg i matg bruzde w duplek-
sach DNA i RNA, bez zakldcania bezposrednich oddzialtywan Watsona-Cricka
[50, 53]. W niektorych przypadkach modyfikacja tego typu zwigksza doktadnos¢
hybrydyzacji krétkich modyfikowanych fragmentéw DNA i RNA, zapobiegajac nie-
wlasciwemu sparowaniu [38, 47]. Zmienia to aktywnos¢ tak modyfikowanych ana-
logéw oligonukleotydéw w procesie wyciszania wadliwych genéw, poprzez zmiane
termodynamiki parowania ich zasad [54].

Z wykorzystaniem ,,Click Chemistry” najczesciej modyfikuje si¢ pozycje 7-aza
lub deaza i N’ adeniny lub guaniny, oraz grupy aminowe 2-N guaniny i 6-N adeniny.
W przypadku zasad pirymidynowych, najcze$ciej modyfikowane sa pozycje C5,
grupa aminowa 4-N cytozyny i pozycja N'. Modyfikacja pozycji C5 w pirymidynie
i pozycji 7-deaza w purynach wykorzystuje przestrzen duzej bruzdy duplekséw RNA
i DNA oraz nie wplywa niekorzystnie na naturalne parowanie si¢ zasad. Ta strategia
pozwala na przylaczanie duzych czasteczek w celu badan strukturalnych, fluore-
scencyjnej wizualizacji badz ulatwienia transportu [40, 55, 56]. Poza modyfikacja
naturalnie wystepujacych zasad azotowych, triazole wykorzystano jako substytut tej
cze$ci nukleotydu (Rys. 2) [57]. Wsrdd analogéw nukleozydow tej grupy, mozna
wskaza¢ wykazujace dzialanie przeciwwirusowe i przeciwnowotworowe [58-60].

e}

HO (/NMNHZ

[e) N—N

OH OH

Rysunek 2. Rybawiryna - lek przeciwwirusowy stosowany w zakazeniach wirusami RSV i HCV
Figure 2. Rybavirine - antiviral agent active against RSV and HCV viruses
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2.1. ANTYSENSOWNE OLIGONUKLEOTYDY (ASO) I SiRNA

Antysensowne oligonukleotydy to jednoniciowe fragmenty DNA (ssDNA),
ktoére odnajdujg i hybrydyzuja komplementarnie ze specyficznymi transkryptami
mRNA w komoérkach. Ograniczaja w ten sposob ekspresje niepozadanych struktur
biatkowych [61-63]. Ponadto dupleks ASO:RNA moze aktywowa¢ enzym Rybonu-
kleaze H (RNase H), ktora rozklada transkrypt RNA lub fizycznie inhibuje jego wia-
$ciwg translacje. Modyfikacja zwigksza odpornos¢ ASO na degradacje enzymatyczng
z jednoczesnym zwigkszeniem stabilnoéci interakcji DNA:RNA [64]. W badaniach
Nielsena przylaczano ugrupowanie hydrofobowe i aromatyczne w pozycji C5 zasad
pirymidynowych, wykorzystujac uklad triazolowy [65]. Wykazano, ze wpasowanie
grup hydrofobowych w przestrzen duzej bruzdy DNA moze zwigkszy¢ stabilnos¢
duplekséw, poprzez oddzialywania steryczne [66, 67]. Z powoddw sterycznych
jak i z uwagi na mozliwo$¢ tworzenia wigzania wodorowego z protonem przy ato-
mie wegla C5 ugrupowanie triazolowe podnosi stabilno$¢ dupleksow [65, 68, 69].
W badaniach potwierdzajacych te wlasciwosci otrzymano, wychodzac z C5-jodo-
-cytydyny, analog cytydyny 1, ktéry po przeksztalceniu do bloku budulcowego 2
wprowadzono do sekwencji DNA otrzymujac ni¢ zawierajaca analog cytydyny 3.
Podobny analog otrzymano takze dla 5-(fenylotriazolo)urydyny (Schemat 3) [68].
Stwierdzono ze pochodna urydyny lepiej oddziatywata z RNA lub dupleksem DNA,
jako oligonukleotyd tworzacy tréjniciowe DNA (TFO).
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Schemat 3. Synteza ukladu z modyfikacja w pozycji C5 cytydyny, zwiekszajaca stabilno$¢ dupleksu DNA
Scheme 3. Synthesis of C5 modified cytydine structures, for increased DNA duplex stability

siRNA to dwuniciowe RNA zwykle o dlugosci 21 par zasad, w ktérym jedna ni¢
jest aktywna (przewodnia) i odpowiada za selektywne rozszczepianie transkryptow
mRNA [25]. Struktury siRNA s3 modyfikowane w celu zredukowania ich skfonnosci
do wigzania bialek nie uczestniczacych w interferencji RNA (RNAIi) [70, 36]. Biatka
wiazace si¢ z tym dwuniciowym RNA oddzialuja gtéwnie poprzez malg bruzde
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struktury dwuniciowej [71, 72]. Beal wraz z zespolem zaproponowat modyfikacje
rejonu matej bruzdy dupleksu RNA za pomocg analogu nukleotydu purynowego 4,
ktoéry wlaczono zaréwno do nici przewodniej jak i nici nieaktywnej (Rys. 3). Oka-
zalo sie, ze aktywno$¢ wyciszania niechcianych genéw nie zostala zmniejszona, ale
réwniez przy modyfikacji nici nieaktywnej zredukowano wigzanie siRNA z deami-
nazg adenozynowa (ADARI1) uczestniczacg w metabolizmie puryn [73].

w0 o N N)\NH\(\NI \J
:N/

Rysunek 3. Struktura zwigzku 4 wykorzystywanego w badaniach siRNA
Figure 3. Compound 4 used for siRNA-based applications

2.2. NANOMATERIALY OPARTE NA OLIGONUKLEOTYDACH

Seela i jego grupa badawcza otrzymali i przebadali nanomaterialy oparte na
DNA zawierajacym ugrupowanie triazolowe. Mozliwe jest ich zastosowanie jako
substancji przenoszacych leki [44] i do nanoznakowania powierzchni stalych.
Zespot Seeli przeprowadzit reakcje funkcjonalizowania 7-deaza-2’-deoksyguano-
zyny alkilowymi facznikami o réznej dtugosci zawierajacymi terminalne mono- lub
diacetylenki, otrzymujac odpowiednio pochodne 5 i 6 (Rys. 4).

Ligand

5 6 7

Rysunek 4. Struktury analogéw 8-aza-7-deazaguanozyny z podstawnikiem alkinowym
Figure 4. Structures of 8-aza-7-deazaguanosine analogues with alkyne substituent
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Po przytaczeniu zwiazku 5 w postaci amidofosforynu do konca 5’ lub w central-
nym regionie syntetyzowanego oligonukleotydu, doszlo do pofaczenia przez uktad
triazolowy z podlozem krzemowym sfunkcjonalizowanym azydkiem [74]. Immobi-
lizowane oligonukleotydy formowaly samoistnie wzory w zaleznosci od potozenia
analogéw deoksyguanozyny [68, 75]. Seela i in. kontynuowali funkcjonalizowanie
zwiazku 6 przez reakcje podwojnej cykloaddycji, wykorzystujac w tym celu rézne
pochodne zawierajace grupe azydkowg (AZT, PEG-N,, azydek benzylu) - co mialo
wplyw na zdolno$¢ transportu lekéw przez zmodyfikowany produkt 7.

2.3. OKRESLANIE STRUKTURY

Wiele réznych grup funkcyjnych znajduje zastosowanie w okreslaniu struktury
i funkcji zwigzkéw opartych na DNA lub RNA. Helm ze swoja grupa badawcza
przeprowadzit post-syntetyczne znakowanie taicucha oligonukleotydu chromofo-
rem (N3BC, 8) opartym na strukturze kumaryny (Schemat 4) [79].
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Schemat4.  Alkilowanie urydyny specyficznie w pozycji N* za pomocg N3BC
Scheme 4. Site-specific N’-alkylation of uridine with N3BC

Chromofor N3BC reagowal specyficznie z pochodng urydyny (9) zawartg
w badanej sekwencji RNA. Wykazywal tez, analogicznie do kumaryny, maksimum
diugosci fali wzbudzenia przy 320 nm. Nastepnie tak zmodyfikowane RNA pod-
dano reakcji CuAAC z fluoroforem sfunkcjonalizowanym grupg alkinows, dzigki
wolnej grupie azydkowej w czasteczce N3BC (10) [36].

W celu wykorzystania EPR potaczonego z SDLS [76], grupa badawcza Seeli
zastosowala metode ,,Click Chemistry” do modyfikacji czasteczek DNA i RNA
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zawierajacych sfunkcjonalizowane alkinem analogi purynowe 11 i pirymidynowe
12. Modyfikacja polegala na sprzeganiu z rodnikiem nitroksylowym 4-azydo-
-TEMPO bedacym znacznikiem spinu (Schemat 5) [55, 77]. Byl to pierwszy przy-
ktad tego typu modyfikacji stuzacej analizie struktury za pomoca EPR.
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Schemat 5. Postsyntetyczne znakowanie oligonukleotydu za pomoca 4-azydo-TEMPO oraz przykladowe
struktury purynowego i pirymidynowego mimika

Scheme 5. The post-synthetic click-ligation of the 4-azido-TEMPO spin label and examples of purine and
pyrimidine mimics

2.4. ZNAKOWANIE FLUORESCENCYJNE

Przylaczanie sond fluorescencyjnych do zasad azotowych [38, 40, 56] lub wia-
czanie zasady nukleinowej w strukture fluorofora jako jego integralnej czesci [39,
52, 78] jest powszechng technikg znakowania oligonukleotydéw. Pozwala to zbie-
ra¢ dane wizualizujgce proces hybrydyzacji, w zaleznosci od struktury badanego
zwiazku [38,79]. Zastosowanie reakcji CuAAC znacznie upraszcza proces przyla-
czania fragmentu fluorescencyjnego do badanych zwigzkdow.

Ciekawym przyktadem fluorofora jest analog cytydyny 13 (Rys. 5), ktéry
powstal w wyniku reakcji CuAAC bloku budulcowego C5-etynylocytydyny z azyd-
kiem, przy czym zaden z reagentéw nie jest faktycznym fluoroforem [39]. Innym
przykladem jest przylaczenie fluorofora — Czerwieni Nilu, za pomocg uktadu tria-
zolowego, w pozycji C5-urydyny (14) [56]. Zeby wykry¢ obecno$¢ polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu (SNP) za pomoca fluorescencji, Hrdlicka wraz z zespolem
wykorzystali reakcje CuAAC i przylaczyli piren poprzez uklad triazolowy w pozycji
C5 urydyny. Tak otrzymany zwigzek 15 wskazywat na obecno$¢ polimorfizmu przez
obnizenie wydajno$ci kwantowej fluorescencji w obecnosci zmienionej sekwencji
(38].
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Rysunek 5. Struktury analogéw nukleozydow zawierajacych uktad triazolowy, o wasciwosciach fluorescencyjnych
Figure 5. Structures of nucleosides analogues with fluorescent properties

Seelaijego grupa otrzymali alternatywng pochodna pirolo-deoksycytydyny 16,
ktéra zmodyfikowano przez uklad triazolowy otrzymujac zwiazek 17, o dziesiecio-
krotnie wigkszej wydajnosci kwantowej fluorescencji [47]. Stwierdzono, ze fluores-
cencja zwigzku 17 ulega silnemu wygaszeniu przy hybrydyzacji z komplementarng
sekwencjg. Wygaszenie fluorescencji jest najwieksze przy parowaniu z deoksygu-
anozyna.

2.5. POSZUKIWANIE SUBSTANCJI PRZECIWWIRUSOWYCH
I PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Modyfikowane nukleozydy znane s3 ze swoich wasciwosci przeciwwirusowych
i przeciwnowotworowych. Zwiazki takie jak AZT, 5-fluorouracyl czy Ribaviryna s
powszechnie stosowanymi komercyjnymi lekami. Zastosowanie reakcji CuAAC
umozliwia tworzenie bibliotek nowych modyfikacji o potencjalnym dziataniu
przeciwwirusowym i przeciwnowotworowym [80]. O mozliwosci tworzenia wielu
pochodnych nukleozydéw wykazujgcych aktywno$¢ lecznicza, decydujg wspo-
mniane na wstepie bardzo korzystne wlasciwosci facznika triazolowego i ,,Click
Chemistry” [1, 6, 7, 11].

Substancje bedace aktywnymi antypatogenami nalezg do grupy acyklicznych
fosfonianéw nukleozydéw (ANP). Wystepujacy naturalnie cukrowy pierscien
furanozy jest w nich zastgpiony przez tancuch alkilowy, laczgcy fosfonian poprzez
triazol z pozycja N' zasady pirymidynowej lub pozycja N’ zasady purynowej. Przed-
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stawicielami tej klasy sa zwigzki: 18, wykazujacy aktywnos¢ przeciwko wirusowi
HCV [31] oraz 19, o potencjalnym dziataniu przeciwwirusowym [81]. Przykltadem
aktywnego przeciwwirusowo acyklicznego analogu N'-pirymidyny pozbawionego
reszty fosfonianowej jest zwiazek 20 (Rys. 6).
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Rysunek 6. Struktury zwigzkéw o wlasciwosciach przeciwwirusowych
Figure 6. Compounds displaying antiviral properties

Inng grupa modyfikowanych nukleozydéw o aktywnosci przeciwnowotworo-
wej sa fluorowane analogi, takie jak skuteczne leki 5-fluorouracyl, 5-fluorodeoksy-
urydyna (21) czy Gemcytabina (22). Tworzone sg biblioteki zwigzkéw fluorowanych
zawierajacych uklad triazolowy i testowana jest ich aktywnos$¢ przeciwwirusowa
[82, 58]. Modyfikujac pozycje C5 uktadéw 2’-deoksypirymidynowych [39, 65] uzy-
skano pochodne takie jak zwigzek 23. Wykazuja one wlasciwos¢ inhibicji wzrostu
komorek rakowych [58]. Agrofoglio wraz z zespolem réwniez opracowali biblioteke
pochodnych modyfikowanych w pozycji C5. Jeden z uzyskanych zwigzkow (24)
wykazuje aktywnos¢ przeciw wirusom DNA, ale réwniez jest aktywny przeciwno-
wotworowo w stopniu poréwnywalnym z 5-fluorouracylem (Rys. 7) [59].

(CF2)7CF3

O G T
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21 22

Rysunek 7. Struktury lekéw przeciwnowotworowych - 5-fluorodeoksyurydyny (21) i Gemcytabiny (22) oraz
zwigzkdw 23 i 24, rowniez aktywnych przeciwnowotworowo
Figure 7. Anticancer active compounds — Floxuridine (21), Gemcitabine (22) and compounds 23 and 24

Mathew wspélnie z innymi autorami opracowat synteze analogéw nukleozy-
dow wykorzystujac podstawnik alkinowy w pozycji C6 puryny. Dzigki sprzeganiu
z azydkiem w reakcji typu CuAAC otrzymano kilka pochodnych takich jak dimer
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homopurynowy 25 (Schemat 6). Zwiazki tego typu sg agonistami lub antagonistami
receptoréw adenozynowych [83].
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Schemat 6.  Synteza dinukleozydu z tacznikiem triazolowym w czesci zasadowej
Scheme 6. Synthesis of triazole-linked dinucleosides

Kolejnym rodzajem modyfikacji jest substytucja czg¢sci zasadowej nukleozydu,
czyli wprowadzenie triazolu w pozycji 1’-furanozy. Istnieje kilka przyktadow aktyw-
nych biologicznie czasteczek imitujacych naturalne nukleozydy, z pier§cieniem
triazolowym w pozycji 1’-furanozy [84]. Praktyczng metoda wprowadzania ukladu
triazolowego okazala si¢ synteza z wykorzystaniem ultradzwickow. Reakcje typu
»one-pot” prowadzi si¢ w obecnosci jonéw zelaza(III), uzycie ultradzwickow skraca
czas reakcji do minut, jednoczesnie zwieksza si¢ wydajnos¢ procesu (Schemat 7).
Wykazano, ze produkt reakcji (26) skraca czas zycia komorek K562 przewleklej
biataczki szpikowej (CML) o 93% w poréwnaniu ze znanym inhibitorem AICAR
skracajacym ten czas o 35%.
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Schemat 7. Synteza mimikéw nukleozydow wspomagana ultradzwigkami oraz struktura AICAR
Scheme 7. Ultrasonic irradiation assisted one-pot synthesis of nucleosides mimics and AICAR structure
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3. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] KWASU NUKLEINOWEGO

Modyfikacje czgsci cukrowej nukleozydow stuza przede wszystkim poszukiwa-
niom nowych lekéw przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Wykorzystanie
reakcji CuAAC umozliwia tworzenie bibliotek zwigzkéw z réznorodnymi modyfi-
kacjami, zawierajacych tgcznik triazolowy. Ograniczeniem w przypadku tego typu
zmian struktury jest niewielka ilo$¢ miejsc aktywnych w cze$ci cukrowej mogacych
ulec modyfikacji [85, 86]. Modyfikacje wprowadzane w pozycjach C3’ i C5’ sg stoso-
wane w przypadku czgsteczek monomerdw lub dimeréw, ewentualnie w przypadku
terminalnego nukleotydu fancucha DNA lub RNA [87-92]. Modyfikacja w pozycji
C2’ umozliwia wprowadzenie analogu nukleotydu w $rodek syntetyzowanego lan-
cucha oligonukleotydu [93-95].

3.1. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] W POZYCJI C3’

Bardzo popularng strategia przy wprowadzaniu modyfikacji w pozycji C3’
furanozy jest wykorzystywanie komercyjnie dostepnej czasteczki AZT jako sub-
stratu reakcji CuAAC [87]. Errikson wraz z zespotem otrzymal w ten sposéb mig-
dzy innymi zwigzek 27 (Rys. 8), bedacy inhibitorem kinazy tymidynowej 1 (TK1).
Enzym ten odpowiedzialny jest za etap inicjujacy replikacje DNA, ograniczajacy
szybko$¢ catego procesu, w przypadku linii komorek rakowych ulega on nadmiernej
ekspresji [96, 97].
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Rysunek 8. Struktury zwigzkow 27 i 28
Figure 8. Structures of compounds 27 and 28

HO

Van Celenbergh wraz z zespolem w podobny sposéb otrzymal analogi nukle-
ozydow z dodatkowym podstawnikiem 2-bromowinylowym w pozycji C5 zasady
azotowej [88]. Przykladem jest zwiazek 28 (Rys. 8), bedacy selektywnym inhibito-
rem kinazy tymidynowej 2 (TK2), nalezacej do grupy enzymoéw - kinaz deoksyry-
bonukleinowych (dNK) [98].
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3.2. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] W POZYCJI C5

Analogi nukleozydéw modyfikowane azydkiem lub alkinem w pozycji C5
rybozy moga zosta¢ przylagczone na koncu 5 syntetycznego oligonukleotydu.
Daje to mozliwo$¢ dalszej modyfikacji z uzyciem reakcji CuAAC w celu polep-
szenia zdolno$ci komplementarnej hybrydyzacji fancucha, mozliwosci jego trans-
portu czy potencjatu cytotoksycznego [91]. Wu wraz z zespotem przebadali serig
urydyn, tymidyn i cytydyn modyfikowanych triazolem w pozycji C5, pod katem
wlasciwosci przeciwnowotworowych [89]. Zwigzek 29 wykazal znaczng aktywno$¢
cytotoksyczng przeciwko trzem z czterech przebadanych linii komoérek rakowych,
przewyzszajac szeéciokrotnie aktywno$¢ 5-fluorouracylu, bedacego substancja
poréwnawczg w badaniu (Rys. 9).
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Rysunek 9.  Analog urydyny 29, modyfikowany w pozycji C5’
Figure 9. Uridine analogue 29, modified at C5’ position

3.3. MODYFIKACJE CZESCI CUKROWE] W POZYCJI C2’

W przeciwienstwie do analogéw nukleozydéw modyfikowanych w pozycjach
C3’ i C5; zwigzki modyfikowane w pozycji C2" moga by¢ wlaczone w dowolnej
pozycji syntetycznego oligonukleotydu. Fauster wspolnie z innymi autorami opra-
cowala analogi cytydyny i guanozyny modyfikowane w pozycji C2’ grupg azydkowg
[93]. Problemem utrudniajacym ich zastosowanie jest niekompatybilnos¢ azydkow
w technice amidofosforynowej syntezy oligonukleotydéw (redukcja Staudingera)
[99]. Dlatego w wiekszoséci przypadkéw modytikacji oligonukleotydu za pomoca
reakcji CuAAC, wprowadza si¢ do tancucha nukleotydy zawierajace podstawnik
alkinowy. Mozna jednak wlaczy¢ diester 30 w okreslonej pozycji tworzonej nici
oligonukleotydu technikg triestrowa P(V), przy pomocy aktywatora MSNT (Sche-
mat 8) [93, 100]. Kontynuowanie zautomatyzowanej syntezy z uzyciem amidofos-
forynéw nie wplyneto negatywnie na wolng grupe azydkowg w zmodyfikowanym
nukleotydzie. Otrzymany w zautomatyzowanym procesie azydowany siRNA moze
zosta¢ oznaczony fluoroforem. Taka strategia syntezy umozliwia uniwersalne zna-
kowanie struktury DNA i RNA.
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Scheme 8. RNA synthesis using phosphoramidite chemistry in the presence of free azide moiety at C2 posi-
tion and structure of MSNT

4. MODYFIKAC]JE SZKIELETU KWASU NUKLEINOWEGO

Wprowadzanie modyfikacji w szkielecie kwasu nukleinowego jest bardzo
korzystne z punktu widzenia zachowania lub zwigkszenia aktywnosci siRNA lub
ASO. Limitem dlugosci dla syntetycznego oligonukleotydu jest w przyblizeniu sto
zasad, przy wykorzystaniu tradycyjnych technik syntezy DNA i RNA, takich jak
synteza amidofosforynowa na podlozu staltym [101]. W celu pominigcia limitu dlu-
gosci tanicucha udato sie utworzy¢ nowa klase oligonukleotydéw z modyfikowanym
szkieletem, w ktorych 1,4-dipostawiony-1,2,3-triazol stanowi internukleotydowe
polaczenie [33, 102]. Korzyscia ptynacg z wykorzystania oligonukleotydéw pota-
czonych ukladem triazolowym, jest ich odporno$¢ na rozszczepienie przez endo-
i egzonukleazy, co zwigksza mozliwosci zastosowania tych zwigzkéw w srodowisku
fizjologicznym [5, 11, 26].

4.1. MODYFIKACJE SZKIELETU DNA

W ramach modyfikacji szkieletu DNA zamieniono naturalnie wystepujace
polaczenie fosfodiestrowe na uklad triazolowy. Dondoni wspoélnie z innymi auto-
rami uzyt analogéw nukleozydéw 32 i 34 posiadajacych podstawnik alkinowy oraz
analogéw nukleozydéw 31 i 35 z ugrupowaniem azydkowym; otrzymano dwa typy
struktur DNA 33 i 36 o triazolowym szkielecie (Schemat 9). Otrzymane produkty
rdznig si¢ liczbg atomoéw w zmodyfikowanym szkielecie. Otrzymano réwniez mode-
lowa czasteczke trimeru sktadajacego sie z trzech nukleozydéw tymidynowych
polaczonych ugrupowaniem triazolowym [103].
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Schemat 9.  Synteza analogu DNA z nienaturalnym triazolowym szkieletem
Scheme 9. Synthesis of DNA analogue with unnatural triazole backbone linkage

Koncepcja takiej modyfikacji szkieletu DNA zostala rozwinieta przez Isobe
i jego zespoOl. Zaprojektowano i zsyntezowano nowy analog DNA polaczonego
ukladem triazolowym (""DNA) wykorzystujac reakcje CuAAC. Ten analog oligo-
nukleotydu otrzymano selektywnie i z wysoka wydajnoscia, co powinno umozliwi¢
przeprowadzenie reakcji w wickszej skali. Pochodna azydkowa 37 i alkinowa 38
przereagowaly dajac chronione oligomery, ktére w wyniku deprotekeji daty produkt
39 (Schemat 10). Otrzymany produkt moze okaza¢ si¢ przydatny, z perspektywy
badania struktury i aktywnosci biologicznej oligonukleotydéw, z powodu sztyw-
nego szkieletu bogatego w elektrony 1 co daje mozliwo$¢ koordynacji metalu [104].

e}
(e} e}
CH CH
HN : HN s
2\ | ‘ CuAAC,
H.C @] N promieniowanie
N (o] _ o) mlkrofalowe
H,c—SiT=— + HC=
) H
CHs deprotekqa ,, /
/
N3 o] [¢) N
y (e} O
[¢]
NHw
37 38

Schemat 10. Katalizowana promieniowaniem mikrofalowym synteza 10-meru analogu ""DNA
Scheme 10. Microwave assisted synthesis of 10-mer ""DNA analogue
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Otrzymany w ten sposob analog oligonukleotydu jest rozpuszczalny w wodzie
do stezenia 7 umoli na litr, przy czym rozpuszczalnos¢ zwigksza sie w obecnosci
acetonitrylu. Temperatura topnienia dupleksu utworzonego przez produkt z nicig
naturalnego komplementarnego DNA wynosi 61°C. Jest to warto$¢ znacznie wyzsza
od temperatury topnienia (20°C) dupleksu utworzonego przez dwie naturalne nici
DNA (dA,.dT ). Autorzy sugeruja, ze korzystny wplyw na trwato$¢ otrzymanego
dupleksu ma wystepujaca w szkielecie analogu i powtarzajaca si¢ odleglos¢ szesciu
wigzan pomiedzy tgcznikami triazolowymi. Wieksza dlugos¢ triazolowego frag-
mentu szkieletu, zdaje si¢ destabilizowa¢ dwuniciowa strukture. Udalo si¢ réwniez
przeprowadzi¢ zbiezng synteze analogu oligonukleotydu o siedmiu i o§miu jednost-
kach [105]. Odblokowanie pochodnej alkinowej chronionej ukladem sililowym
i sprzeganie typu CuAAC dwdch oligomerdw przeprowadzono w systemie ,one
pot”. Analogi nukleotydéw tego typu beda mogty konkurowa¢ z kwasem peptydo-
nukleinowym (PNA) jesli zostanie opracowana metoda syntezy ""DNA o mieszanej
sekwencji, to znaczy oligomery bedg zawieraé wszystkie cztery zasady nukleinowe
Watsona i Cricka w zadanej sekwencji.

4.2. MODYFIKAC]JE SZKIELETU RNA

Podobnie jak w przypadku modyfikacji szkieletu DNA, badania nad RNA
skupiajg si¢ na zamianie naturalnie wystepujacego lacznika fosfodiestrowego na
uktad triazolowy. El-Sagheer i Brown przeprowadzili faczenie metoda ,,Click Che-
mistry” mniejszych polimeréw rybo- i deoksyrybonukleotydowych sfunkcjonali-
zowanych podstawnikami alkinowymi lub azydkowymi. Tym samym, za pomocg
reakcji CuAAC uzyskano analogiczny efekt jaki otrzymano by w reakgji z udzia-
tem ligazy przy taczeniu DNA. W tych eksperymentach udalo si¢ otrzymac serie
katalitycznie aktywnych RNA lub DNA:RNA zlozonych struktur rybozymoéw typu
Hairpin i Hammerhead o dtugosci okoto 100 nukleotyddw [33]. Hybryda 42 zostata
utworzona w wyniku reakcji CuAAC pomiedzy terminalnymi alkinem i azydkiem,
umieszczonymi na koncach 3’ lub 5 wolnych nici DNA lub RNA (Schemat 11).
W wyniku reakeji substratu 40 - 5’-azydourydyny z substratem 41 - 3’-propargilo-
-2’-deoksycytydyny, otrzymano modyfikowane rybozymy typu Hairpin i Ham-
merhead wykazujace aktywnos$¢ wzgledem czasteczek docelowych. Wiasciwosci
te $wiadcza o potencjalnej kompatybilnosci oligonukleotydéw o zmodyfikowanym
przez triazol szkielecie z naturalnymi kwasami nukleinowymi i zwigzkami o aktyw-
nosci biologiczne;.
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Schemat 11.  Otrzymywanie hybryd DNA-RNA przy pomocy reakcji CuAAC
Scheme 11. DNA-RNA hybrids obtained with CuAAC reaction

4.3. POZOSTALE MODYFIKACJE SZKIELETU KWASU NUKLEINOWEGO

Grupa badawcza Winssingera dokonata substytucji tacznika amidowego
w kwasie peptydonukleinowym (PNA), przez lacznik triazolowy [106]. Oligomery
PNA posiadajace terminalng grupe azydkowa zostaly otrzymane w standardo-
wej procedurze Fmoc [107], nastgpnie przeprowadzono ich sprz¢ganie w reakcji
CuAAC z réznymi monomerami alkinowymi. W gléwnym produkcie, dimerze 43,
modyfikacja w postaci tacznika triazolowego miata niewielki wplyw na zdolno$¢
hybrydyzacji modyfikowanej nici PNA i dokladno$¢ sekwencji syntetyzowanej nici
(Rys. 10). Te wyniki wskazuja, ze grupa triazolowa jest odpowiednim zamiennikiem
facznika amidowego w PNA, co mozna wykorzysta¢ do sprzggania struktur PNA
w reakcji CuAAC.

HoN

Rysunek 10. Struktura PNA faczonego uktadem triazolowym 43
Figure 10.  Structure of PNA linked with triazole moiety 43

Krishna i Caruthers opracowali polaczenie internukleotydowe 1,2,3-triazo-
lofosfonianowe (TP), w ktorym ugrupowanie 1,2,3-triazolowe zwigzane jest przez
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heterocykliczny atom wegla C4 z ukladem fosfonianowym [49]. Otrzymane pota-
czenia 1,2,3-triazolofosfoniano-internukleotydowe 45 s3 tworzone w procesie
dwuetapowym. W pierwszym kroku wprowadzono pofaczenie internukleotydowe
zawierajace ugrupowanie alkinowe 44, wykorzystujac klasyczng metod¢ amidofos-
forynowa. W drugim etapie wykorzystano reakcje CuAAC z wybranymi azydkami
tworzac uklad triazolowy, jeszcze przed odlgczeniem syntetyzowanego oligonukle-
otydu od podloza statego (Schemat 12). W ten wlasnie sposéb udalo si¢ otrzymac
chimery oligonukleotydowe zbudowane z 16-23 meréw, zawierajace do szesciu
modyfikacji 1,2,3-triazolofosfonianowych jak i innych modyfikacji [108]. Dalsze
badania pozwolily stwierdzi¢, ze tak modyfikowane uktady sa wysoce odporne na
dzialanie egzonukleaz, a stabilnos¢ duplekséw z RNA nie zmienia si¢ znacznie. Flu-
orescencyjnie znakowany oligonukleotyd zbudowany z 16 zasad i dwdch polaczen
typu 1,2,3-triazolofosfonianowego, zostat z sukcesem wychwycony przez komorki
ssaka podczas transfekeji.

DMTO o N N DMTO o N
N X
/ N
< | ) o) o]
N 7 o
© ODN __ | NH CUAAC N FI’—O NH
- HC_—T:O | - r‘u /0 | /g
o N/go RNy R o N No
& &

CHy CHy %‘

DMTO

44 R' = SiMe, lub N(Me) CH,CH, $ 45

Schemat 12.  Synteza lacznika internukleotydowego 1,2,3-triazolofosfonianowego
Scheme 12.  Synthesis of 1,2,3-triazolylphosphonate internucleotide linkage

5. BIOSPRZEZENIA

Modyfikacje typu biosprzezen polegaja na generowaniu polaczen pomiedzy
czasteczky oligonukleotydu i wybranymi strukturami biologicznymi. Takie pota-
czenia zmieniaja wlasciwosci wyjsciowego oligonukleotydu, przykladowo mozliwe
jest zwigkszenie zdolno$ci transportu syntetycznych oligonukleotydéw do okreslo-
nych komorek czy tkanek, poprzez przytaczenie do nich czgsteczek bialek, lipidow
czy cukrow. Z kolei fluorescencyjne znakowanie syntetycznych oligonukleotydow
umozliwia nam §ledzenie jaka funkcje sprawuja i jak si¢ zachowuja w ukladach bio-
logicznych [109, 110].

Duzym utrudnieniem jest niemozliwo$¢ stosowania katalizy jonami miedzi(I)
w organizmach zywych z powodu ich toksycznosci. Jony miedzi moga powodowaé
uszkodzenia DNA i RNA co ostatecznie prowadzi do przerwania ich nici [111].
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Z tego powodu prowadzone sg badania nad niekatalizowang wersjg reakeji. Dotych-
czasowe poszukiwania skupiaja si¢ wokot zastosowania nietoksycznych pochodnych
cyklooktynu, ktore moga ulega¢ reakcji SPAAC - katalityczny wplyw ma naprezenie
struktury cyklooktynu i niepotrzebna jest obecnos¢ jonéw miedzi(I) [112,113].

UWAGI KONCOWE

Procesy funkcjonalizacji kwaséw nukleinowych w celu poszukiwania nowych
wlasciwosci biologicznych jak i rozwdj nowych nanomateriatéw dobrze rokujg na
przyszlos$¢. Reakcja typu katalizowanej jonami miedzi(I) cykloaddycji Huisgena
[3+2] okazala si¢ bardzo wydajnym narzedziem, w poréwnaniu do klasycznych
metod modyfikacji kwaséw nukleinowych. Selektywne sprzeganie azydkéw z alki-
nami z utworzeniem 1,4-regioizomeru w szerokim spektrum warunkéw daje bar-
dzo wiele mozliwo$¢ prowadzenia modyfikacji nukleozydéw. Jesli dodamy do tego
ilos¢ modyfikowalnych pozycji w strukturze kwaséw nukleinowych, otrzymujemy
praktycznie nieskonczone mozliwosci kreacji nowych biopolimeréw, lekéw prze-
ciwwirusowych i struktur wyciszajacych wadliwe geny.
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ABSTRACT

Polymers as one of the fastest growing groups of widespread use of synthetic
materials are characterized by a great diversity of structures. Structural characte-
rization of polymers generally includes: an assessment of the average molecular
weight (Mn) and the molar mass distribution (PD) to determine the structure of
repeating units (mers) sequence analysis of the copolymer, identification of the end
groups, the detection and identification of contaminants and substances present in
the composition of the polymer asa dopant. Modern mass spectrometry (MS) offers
the opportunity to study the smallest structural details of macromolecular materials
[1-10].

Because of the variety of potential structures of polymer analysis process is to
answer a few questions by a certain pattern. The first step is to determine the che-
mical structure of the polymer backbone. The second step is to identify whether
the chains have branching points and define the degree of branching. The third
important step is to correct end groups identification, also for the detection of cyclic
oligomers that can be present.

The structural studies can be made by mass spectrometer using reflectron
mode. In the essence, the method involves three steps. The first analysis is perfor-
med with standard mass spectrum of the sample. Then the precursor ion (parent
ion) is selected, which is subjected to further analysis by MS changed voltages and
reflectron mode.

This paper aims to present the issues related to the detailed analysis and cha-
racterization of polymeric materials produced on a large scale. Before, for materials
such as poly(propylene), poly(ethylene), poly(styrene), polycarbonate, etc., increa-
sing demands on the mechanical and technological parameters were placed. Main-
taining a high level of products is associated with a very rigorous process control
of the manufacturing, processing and transportation at every stage. The optimal
tool for the structural characteristics of these polymeric materials is the defense
technique MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-
-Of-Flight Mass Spectrometer) due to its versatility, speed and extremely high preci-
sion. Below, we present some aspects of MALDI MS analysis of polymeric materials
and composites.

Note, that the following literature review focuses on the recent developments in
the field of preparation of the samples, to achieve high mass resolution, the identifi-
cation of polymers and copolymers, the accuracy of the molar mass determination
and the identification of functional end groups, sequence analysis of the copolymer.

Keywords: polymers, matrix-assisted laser desorption ionization mass spectrome-
try, copolymers, polymer degradation

Stowa Kkluczowe: polimery, spektrometria mas z jonizacjg laserowa wspomagang
matrycg, kopolimery, degradacja polimeru
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WPROWADZENIE

Polimery jako jedna z najszybciej rozwijajacych sie grup materialéw syntetycz-
nych szerokiego zastosowania charakteryzuja si¢ ogromng réznorodnoscia struktur.
Najogoélniej mozna dokona¢ podzialu na polimery zawierajace w swojej budowie
tancuchy: liniowe, cykliczne, rozgalezione, kopolimery o réznych architekturach,
dendrymery i polimery gwiazdziste z rzna liczbg ramion. Charakterystyka struk-
turalna polimeréw zwykle obejmuje: ocene s$redniej masy czasteczkowej (Mn)
oraz molowy rozklad masy (PD); okreslenie powtarzalnej jednostki struktury
(meru); analize sekwencji kopolimeru; identyfikacje grup koncowych; wykrywa-
nie i identyfikacje zanieczyszczen i substancji wystepujacych w skladzie polimeru
jako domieszki. Nowoczesna spektrometria mas (MS) oferuje mozliwo$¢ badania
najdrobniejszych szczegétéw strukturalnych materiatéow wielkoczasteczkowych
[1-10].

Najwszechstronniejszg technika umozliwiajacg badanie tej grupy polimeréw
jest MALDI-TOF (Spektrometria mas z jonizacja laserowa wspomagang matryca
z detektorem czasu przelotu), ktorej zakres dziatania umozliwia rejestrowanie widm
masowych do 36-500 000 Da, w niektdrych przypadkach mozliwa jest nawet ana-
liza czgstek o masach przekraczajgcych 1 MDa nawet w zfozonych mieszaninach.
Zarejestrowane na widmach sygnaly pochodza od nienaruszonych tancuchéw
polimerowych, w zwiazku z tym mozliwe jest okreslenie strukturalne oligomerdw.
W ciagu ostatnich kilku lat bylismy $wiadkami wybitnego postepu w dziedzinie
zastosowania spektrometrii MALDI, co doprowadzitlo do powstania nowych pro-
bleméw dotyczacych charakterystyki polimeréw. Dlatego oprdcz zapewnienia jed-
noznacznej informacji o strukturze chemicznej polimeru, MALDI umozliwia iden-
tytikacje tancuchow, grup koncowych i funkcyjnych, w tym fragmentéw obecnych
w mniejszych ilo$ciach. Identyfikacja grup koncowych posiada kluczowe znaczenie
w strukturalnej analizie masowej materiatéw wielkoczasteczkowych i obecnie jest
jedng z najbardziej popularnych aplikacji MALDI stosowang do polimerdéw. Usta-
lenie struktury koncowego nienaruszonego tancucha polimeru czesto pozwala
pozna¢ interesujgce efekty, jak okreslenie procedur badawczych i przemystowych
stosowanych w syntezie polimeréw, oraz pozwala na przechwytywanie informacji
na temat stosowanych dodatkéow.

Uwaga ponizszego przegladu literaturowego skupia si¢ na najnowszych osig-
gnieciach w dziedzinie: preparowania probek, osiagnigcia wysokiej rozdzielczosci
masowej, identyfikacji polimeréw i kopolimerdéw, dokladnosci molowego wyzna-
czania masy, identyfikacji funkcyjnych i koncowych grup, analizie sekwencji kopo-
limeru, monitorowania reakcji polimeryzacji oraz potaczenia MALDI z chromato-
grafig cieczowa.
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1. PREPARATYKA

Przygotowanie probek do pomiaréw stanowi pierwszy i zarazem kluczowy ele-
ment analizy i decyduje w duzym stopniu o sukcesie. W wiekszosci przypadkow sto-
sowana jest tak zwana ,,metoda wysuszonych kropelek” (ang. dried droplet) [1-4].
Matryce, analit i s6l (czynnik jonizujgcy) miesza sie i nastepnie nanosi na plytke
analityczng. Metody dried droplet nie mozna uzywa¢ do analizy probek polimeréw
nierozpuszczalnych lub stabo rozpuszczajacych sie w rozpuszczalnikach organicz-
nych. Dlatego znaczng cz¢$¢ wysitkoéw poswiecono rozwojowi nowych metod pre-
paracji probek.

Metoda bezrozpuszczalnikowa solvent-free polega na zanurzeniu probki poli-
meru w ciektym azocie, po czym dodaje si¢ sproszkowang matryce i mieszanine
dokladnie rozdrabnia si¢ w obrotowym mtynie kulowym. Metoda solvent-free zna-
lazla zastosowanie do takich polimeréw jak: polieteroimidy [11-13], poliamidy
aromatyczne [14], wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) [15] itp.
[16].

Ostatnio uzyskano widma calkowicie aromatycznych, stabo rozpuszczalnych
i nierozpuszczalnych poliamidéw (oligomery Nomex i Kevlar), stosujagc mokre
metody mielenia [14], gdzie mieszanina matryca/prébka jest poczatkowo przetwa-
rzana w znany sposob (np. przy uzyciu obrotowo-kulowych mlynéw planetarnych),
a nastepnie rozdrobniong mieszanine zawiesza si¢ w rozpuszczalniku. Pojawily sie
takze doniesienia [17] o nowej metodzie przygotowania probek, ktéra moze by¢
uwazana za wariant powyzszej, poniewaz sklada si¢ z dwoch etapdw. Pierwszym
krokiem jest rozpylanie mieszaniny analit/matryca na podiozu i liofilizacja, a dru-
gim krokiem jest rozmieszczenie otrzymanego proszku na drugim podtozu (ptytka
analityczna).

Czasami jako$¢ widma MALDI jest tak zla, Ze polimeru nie mozna popraw-
nie zanalizowa¢. W tych przypadkach mozna zmodyfikowa¢ chemicznie polimer
i zarejestrowac jego widmo. Jednakze znalezienie skutecznej chemicznej modyfika-
cji moze by¢ bardzo czasochtonne.

Na przyktad w przypadku nasyconych poliolefin, takich jak polietylen (PE)
czy polipropylen (PP), poddaje si¢ je przed analiza MALDI reakcji bromowania
[18]. Tak modyfikowany polietylen pozwala na uzyskanie widma. Pamigta¢ jednak
nalezy, Ze w tym przypadku $rednie masy czgsteczkowe s3 znaczaco nizsze niz sza-
cowane przy uzyciu konwencjonalnych metod osmometrycznych. W innym bada-
niu olefiny (prébki poliizobutylenowe) zostaly sulfonowane przed analizg MALDI
iw tym przypadku zmierzone masy czgsteczkowe pokryly sie z warto$ciami uzyska-
nymi metodg rozpraszania $wiatta i osmometrii preznosci pary, z wyjatkiem prob
charakteryzujacych sie wysoka masa czasteczkowa i duza dyspersyjnoscia, co od
zawsze stanowilo bolaczke metod bazujacych na czasach przelotu TOF [19].

Dla zwigzkéw o niskich masach czasteczkowych zwykle nie stosuje si¢ powyz-
szej preparatyki. Nawet jesli analit pozwala na uzyskanie widma, to matryca rozpada
sie, tworzac rozne zwigzane jony, zatem widmo jest zaburzone zwigzkami jonowymi
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matrycy. Trudno jest zatem analizowa¢ zwiazki o niskiej masie czasteczkowej (m/z
<500 Da) za pomocg MALDI ze wzgledu na naktadanie si¢ pikdw analitu i matrycy.
Aby przezwyciezy¢ ten problem, opracowano kilka sposobdw alternatywnych.

Jednym z rozwigzan jest nalozenie polimeru bezpo$rednio na plytke anali-
tyczng bez dodawania matrycy. To dziala np. dla alaniny i niektérych peptydow,
ale czesto konieczne jest w trakcie takiej analizy podniesienie mocy lasera. W celu
przezwycigzenia tej przeszkody proponuje si¢ modyfikacje. Metoda zwana DIOS
(desorpcja/jonizacja na krzemie) polega na nanoszeniu analitu na porowaty krzem,
ktory dziala jak matryca (w tym sensie, ze nie adsorbuje promieniowania UV i jest
w stanie promowac jonizacje analitu), poprawiajac stosunek intensywnosci sygna-
téw analitu do sygnaléw szumu [20, 21].

Dostepny na rynku, absorbujacy $wiatlo i elektrycznie przewodzacy polimer
poli(3-N-2-octylthiophene-5-diyl), zastosowany zostal jako matryca [22] do analizy
niektorych czasteczek aromatycznych i alifatycznych posiadajacych grupe kwasu kar-
boksylowego. W innych badaniach [23] surfaktant pod postacig bromku cetylotri-
metyloamonu dodano do matrycy CHCA (kwas a-cyjno-4-hydroksycynamonowy)
i uzyskano widma réznych czasteczek o niskiej masie. Maloczasteczkowe sktadniki
poliestréw, jak poli(neopentylglikol adypinowy), oznaczano natomiast przy uzyciu
jako matrycy (10,15,20-tetrakis(pentafluorofenyl)) nazwanej F20TPP, ktora nie daje
sygnalow ponizej m/z = 822 [24].

Spektrometria mas moze by¢ stosowana do okreSlenia masy czasteczkowej
polimeréw o réznych rodzajach tancucha i rozkltadu masy czasteczkowej polimeru.
Spektrometry sa najczesciej wyposazone w czujnik, ktéry daje odpowiedz zaréwno
od jon6éw masie 1 kDa, jak i 100 Da (wtasciwie o kazdej masie), ktory w niego ude-
rzy. Proces jonizacji musi by¢ tzw. jonizacja migkka. Jesli nastapi jonizacja ,,twarda’,
nastepuje fragmentacja fancucha, co wplywa na pomiar i zwicksza blad systema-
tyczny, powodujac zanizenie Mn i Mw. Zaobserwowano réwniez, ze stopien frag-
mentacji czasteczki zmniejsza sie, gdy zmniejsza si¢ moc lasera oraz gdy w trakcie
preparatyki proby zastosuje si¢ duzy nadmiar matrycy. Wedlug Montaudo niewiele
polimeréw ulega fragmentacji podczas jonizacji laserem; przytlaczajaca wigkszosé
pozostaje nienaruszona podczas desorpcji, z fragmentacja réwng prawie zero. Nie-
wielkg ilo§¢ polimeréw podlegajacych fragmentacji obejmuje polietylen [18], oraz
niektére hiperrozgalezione polimery [25, 26]. Stosujgc opisang powyzej metode,
wielu autoréw poréwnywalo wyniki analizy liczbowo $redniej i wagowo $redniej
masy czasteczkowej otrzymanych przy wykorzystaniu metody MALDI-TOF w sto-
sunku do mas czasteczkowych otrzymanych tradycyjnymi metodami (SEC, wisko-
zymetria, rozpraszanie $wiatfa itp.). Wykonane poréwnania wskazujg na bardzo
wysoka zgodnos$¢ w przypadku polimeréw o niskiej polidyspersyjnosci syntezowa-
nychna drodze polimeryzacji anionowej lub kationowej [3, 4, 27-30].

Warto wspomnie¢ o probie, jaka przeprowadzili naukowcy z NIST (dawniej
National Bureau of Standards), ktérzy zauwazyli, ze autorzy znali z wyprzedze-
niem $rednie masy czasteczkowe probek, a zatem wyniki moga by¢ wypaczone.
Z tej przyczyny wykonano miedzylaboratoryjne poréwnanie wynikéw otrzyma-
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nych w 23 laboratoriach, poréwnanie zostalo przeprowadzone na podstawie probki
polistyrenu, ktdrej sredniej masy czgsteczkowej nie znali uczestnicy eksperymentu.
Po otrzymaniu wynikéw analizy MALDI naukowcy NIST upublicznili, ze probke
o niskiej polidyspersyjnosci otrzymano przez anionowg polimeryzacje i masa cza-
steczkowa skupiata si¢ na 7 kDa. Wyniki byty zadowalajace i faktycznie uzyskano
widma, w ktérych najsilniejsze sygnaty skupialy si¢ w okolicy 7 kDa.

Ostatnio pojawily si¢ doniesienia o nowej metodzie przygotowania probek [17]
polegajacej na wymrazaniu mieszaniny analitu z matryca. Sposob ten z powodze-
niem zastosowano do uzyskania niskiej polidyspersyjnosci poliwinylopirolidonu
(PVP), politlenku etylenu (PEO), dekstranu, lichenanu i nigeranu.

2. SPRZEGANIE MALDI Z SEC

Chromatografia zelowa (SEC) jest bardzo popularng metoda separacji oraz
charakteryzowania materialéw wielkoczasteczkowych i polimerdéw, jednak nalezy
pamietad, ze kalibracja SEC jest podatna na bledy. Jedna z metod pomiaru stalej
kalibracji polega na przygotowaniu mieszaniny pieciu lub wiecej probek polime-
rowych, kazda z nich powinna charakteryzowa¢ si¢ bardzo waskim rozrzutem mas
czasteczkowych. Pomiar objetosci elucji i wykreslenie ich w zaleznosci od logarytmu
masy daje parametr kalibracji niezbedny do wyznaczania mas bezwzglednych. Nie-
zawodno$¢ techniki SEC silnie zalezy od dostepnosci zestawu standardéw o zna-
nej masie i dyspersyjnosci mozliwie zblizonej do 1 oraz o takiej samej strukturze
i objetosci hydrodynamicznej, jak badany polimer. Czesto do sporzadzania krzywej
kalibracyjnej wykorzystuje si¢ mieszaniny polistyrenu i zaklada, ze nadajg sie do
oznaczania mas czasteczkowych kazdego typu polimeru. Jednak jest to duzym przy-
blizeniem obarczonym nawet kilkudziesi¢cioprocentowym btedem przy oznaczaniu
masy bezwzglednej.

Moze zaistnie¢ sytuacja, ze parametry, ktore pojawiaja si¢ w SEC w réwnaniu
krzywej kalibracji, sg niezalezne od struktury polimeru. Niestety sytuacja taka nie
wystepuje zbyt czesto. Przykladowo, gdy uzywa si¢ tetrahydrofuranu (THF) jako
rozpuszczalnika, podczas analizy SEC poliweglanu uzyskuje si¢ w wyniku tylko
polowe masy ze wzgledu na ogromng rdéznice pomiedzy objetoscia hydrodyna-
miczng PC i PS w tym rozpuszczalniku [31]. Aby pokona¢ te trudno$¢, zaczeto
stosowac polaczenie SEC-MALDI. Rozdzielanie skladnikéw polimeréw odbywa sie
z zastosowaniem chromatografii zelowej SEC. Nastepnie wybrane frakcje analizo-
wane s3 metodag MALDI. Stafe kalibracji w metodzie SEC s3 otrzymywane poprzez
korelacje danych masowych z techniki MALDI z objeto$ciami elucji konkretnych
frakcji z metody SEC. Gtéwnym celem polaczenia SEC-MALDI [3, 4] jest uzyskanie
doktadnych wartosci Mn i Mw, gdy probka posiada szeroki rozrzut mas lub gdy jest
to kopolimer. Pojawily sie liczne doniesienia opisujace ten sposéb analizy [32-36].
Metode tg mozna takze zautomatyzowac [33, 37-39].
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Jezeli probka rozdzielana z zastosowaniem chromatografii Zelowej SEC jest
mieszaning makroczasteczek liniowych i cyklicznych z takim samym fancuchem
gtéwnym, nalezy pamietad, ze liniowe tancuchy i cykle maja znaczaco roézna obje-
tos¢ hydrodynamiczng. Liniowe fancuchy zajmujg wigksze objetosci niz odpowied-
nie tancuchy cykliczne, a tym samym sg wymywaneprzy roznych czasach retencji
[40-43]. Podaje sie, ze istnieje korelacja pomiedzy masami i opisuje si¢ ja jako sto-
sunek mas DCL = Mcyc / Mlin w danej objetosci elucji, gdzie Mcyc jest masg cykli
i Mlin masa liniowych tancuchéw. Teoria ta [40] przewiduje, ze DCL jest réwna 1,25
dla mas do 100 kDa, a nastepnie zaczyna wzrasta¢ w kierunku wyzszych wartosci
(1,30, a nawet wyzszych).

3. SPRZEGANIE MALDI Z URZADZENIAMI, KTORE ODDZIELAJA
MAKROCZASTECZKI WEDLUG GRUP FUNKCYJNYCH LUB SKEADU

Wykazano, ze niektdre cieczowe urzgdzenia chromatograficzne mogg rozdzie-
li¢ makroczasteczki ze wzgledu na grupy funkcyjne. W szczegdlnoéci makrocza-
steczki zawierajgce taki sam tanicuch gtéwny, ale rézne grupy koncowe ifunkcyjne,
moga by¢ wymywane z kolumny w innym czasie.

W odpowiednich warunkach HPLC oddziela makroczasteczki o réznych
grupach koncowych. Na poczatku badan Pascha i Rode [44] wykazali mozliwo$¢
zbierania frakcji HPLC poli(dekametylenu adypinianu) oraz okreslenia wystepuja-
cych frakcji w oligomerach przez rejestrowanie ich widm metoda MALDI. HPLC/
MALDI jest czasochtonne i dlatego jego zastosowanie jest ograniczone gléwnie do
przypadkow, gdy widmo MALDI niefrakcjonowanej probki jest zbyt skompliko-
wane, aby da¢ pelny wlasciwy obraz probek i uniemozliwia wlasciwg interpretacje.
Peetz [45] otrzymal poli(2,5-diheptyloxy-1,4-diwinylo-benzen) poprzez metateze
acyklicznego dienu. W celu wyizolowania oligomeréw o réznych rozmiarach (tri-
mer, tetramer i pentamer) przepuscil probke przez kolumne chromatograficzna,
a zebrane frakcje nastepnie wykorzystane byty do analizy metodg MALDI. Kazda
frakcja dawala pojedyncze sygnaly. Zaobserwowano takze dobre dopasowanie
pomiedzy wyliczonymi danymi a intensywnoscia sygnatu.

Chromatografia cieczowa w stanie krytycznym jest prowadzona w warunkach
przejscia elucja-adsorbcja. Moze by¢ stosowana do réznego rodzaju separacji, m.in.
do oddzielania makroczgsteczek o réznych grupach funkcyjnych (gtéwnie zakon-
czenia taiicuchéw) i kopolimeréw blokowych [46-48].

W chromatografii cienkowarstwowej (TLC) tanicuchy polimeru zakoniczone na
rézne sposoby daja rowniez réznie potozone plamki wzgledem czota rozpuszczal-
nika. Poprawnie analizujgc technika MALDI substancje rozdzielone na plytkach
TLC, mozna okresli¢ grupy terminalne polimeru [49].
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4. OKRESLANIE STRUKTURY

Z powodu réznorodnych potencjalnych struktur proces analizy polimeru ma
odpowiedzie¢ na kilka pytan wediug pewnego schematu. Pierwszy krok polega na
okresleniu struktury chemicznej tanicucha gléwnego polimeru. Drugi etap — na usta-
leniu, czy tancuchy posiadajg punkty rozgalezien i okreslenie stopnia rozgalezienia.
Trzeci etap polega na ustaleniu grup koncowych, a zatem takze na wykrywaniu
cyklicznych oligomeréw, ktére moga wystepowac. Pierwszy krok jest dos¢ prosty.
Widma masowe dwdch polimerdw posiadajacych rozne powtarzajace sie jednostki
dadzg szerokie spektra, gdzie rdzni¢ si¢ beda odstepy miedzy pikami: np. w poli(gli-
kolu etylenowym) jest odstep 44,05 g/mol, w poli(kwasie mlekowym) 72,1 g/mol,
w poli(dimetylosiloksanie) 74,1 g/mol, w poli(tereftalanie butylenu) 220,2 g/mol.
Funkcja ta zapewnia identyfikacje polimeru.

W przypadku oligomerdw interesujaca jest liczba i pozycja rozgalezien. Korzy-
stajac z MS, ich identyfikacja jest czasami niemozliwa, bo rozgalezione i liniowe
makroczasteczki czesto majg takg samag mase (poliolefiny s3 typowym przypadkiem
takiego utrudnienia). Jednakze gdy maja grupy koncowe rézne od atoméw wodoru,
a rozdzielno$¢ widma masowego jest wysoka, to masa polimeréw rozgatezionych
i odpowiednikéw liniowych jest inna. Trdj- lub wiecej funkcyjne jednostki moga
mie¢ inne masy niz odpowiadajacy im polimer liniowy (taki przypadek czesto
wystepuje w szczepionych kopolimerach). Czasami dotyczy to takze mieszaniny
zlozonej z makroczgsteczek, gdzie powtarza si¢ taka sama jednostka, ale o rdznej
architekturze. Dla przyktadu podczas syntezy polimeréw gwiazdzistych z czterema
ramionami moze zdarzy¢ sie, ze gwiazdy z trzema lub dwoma ramionami réwniez
powstana.

Czgsto takze zdarza sig, ze makroczasteczki nalezace do zlozonej mieszaniny
majg rézne masy, w tych przypadkach MALDI rozrézni je i pojawia sie sygnaly
odpowiadajgce poszczegolnym makroczasteczkom.

5. IDENTYFIKACJA GRUP KONCOWYCH
Ogodlna struktura jonéw wykrywany przez MALDI jest typu
G1-AAAAAAA-G2...C+

gdzie G1 i G2 oznaczaja grupy koncowe, C+ oznacza proton lub kation, A oznacza
jednostke powtarzalng (mer).

Okreslenie grupy koncowej przez MS jest wykonywane w nastepujacy spo-
sob: przeprowadza si¢ kalkulacje masowe dla jednego z pikéw i odejmuje mase C,
a nastepnie kilkakrotnie odejmuje sie mase powtarzajacej sie jednostki, az uzyska sie
sume masy G1+G2.
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6. TANDEMOWA SPEKTROMETRIA MAS (MS/MS)

Do badan strukturalnych mozna wykorzysta¢ takze spektrometr masowy
z wykorzystaniem analizatora czasu przelotu (TOF) wyposazonego w zwierciadfo
jonow, czyli reflektron. W skrocie metoda polega na trzech etapach. Przy pierw-
szej analizie wykonywane jest standardowo widmo masowe analizowanej probki.
Nastepnie wybierany jest jon-prekursor (nadrzedny jon), ktéry poddawany jest
kolejnej analizie MS przy zmienionych napieciach i trybie pomiaru reflektron.
W takiej sytuacji do analizy przez bramki przepuszczany jest tylko ten konkretny
dominujgcy jon i otrzymujemy widmo masowe. Analiza wykonywana jest przy uzy-
ciu kolizyjnej celi wysokoenergetycznej (CID) i odpowiednich napie¢ zmieniaja-
cych tor lotu czgstek. Efektem zderzenia w komorze jest zwigkszenie liczby jonow,
ktore oddzielajg sie od siebie. W ten sposob uzyskuje sie widmo zwane MALDI-CID
[50]. W ostatnich latach pojawil sie tandem time-of-flight (TOF/TOF) - narzedzia,
ktore sa szczegolnie wazne w przypadku analizy wysokiej masy pojedynczego jonu
[50-52].

7. CHARAKTERYSTYKA KOPOLIMEROW

Widma masowe kopolimeréw s3 znacznie bardziej ztozone od prostych homo-
polimerdw, a tym samym proces analizy jest bardziej wymagajacy. Jednak procedura
jest taka sama: najpierw stawiana jest hipoteza odnosénie struktur chemicznych, ktére
moga by¢ obecne w probcee, nastepnie obliczana jest masa wszystkich mozliwych
tancuchéw i nastepuje sprawdzanie, czy oczekiwane sygnaly sa faktycznie obecne na
widmie. Na przyktad z widma MALDI styren-metakrylan metylu pojawia si¢ wiele
pikow i réznice w masie miedzy pikami wynosza 108 i 100, co odpowiada dokladnie
masom monomerow. Intensywnosci pikoéw MS moga by¢ wykorzystane do okre-
$lenia kompozycji kopolimeru [3, 9, 53], pod warunkiem Ze metoda uzywana do
jonizacji desorpcji i jonizacji oligomeréw nie wywoluje znacznego podziatu jonow.

8. PRZYKLADY ZASTOSOWANIA ANALIZY MALDI W POLIMERACH

Polistyren o waskim i szerokim rozrzucie mas, syntetyzowany réznymi meto-
dami z réznymi grupami koncowymi byl czesto badany technika MALDI-TOF
(47, 54]. Bartsch i inni [55] stwierdzili, ze PS moze by¢ analizowany przy wyko-
rzystaniu tagodnych warunkéw protonowania (jonizowania) z uzyciem matrycy
DHB. Zelt [56] razem ze wspotpracownikami otrzymal polistyren (PS) znakowany
rodamina-b (PS-RhB) poprzez reakcje ze znacznym nadmiarem kwasnego chlorku
rodaminy-b z polistyrenem posiadajagcym koncowe grupy hydroksylowe (PS-OH).
Widmo MALDI PS-RhB pokazuje piki w przedziale 9000-13 000 Da, co daje dobry
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wynik, a dodanie soli srebra jako srodka kationowego do PS-RhB nie dalo pikéw od
kationu srebra.

Cauvin i wspolpracownicy [57] badali kationowg polimeryzacje p-metoksysty-
renu w miniemulsji. Otrzymali widma MALDI dwéch probek polimeru MP2 i MP5,
odpowiednio po 2 dniach i po uplywie 5 dni. Probka PM2 byla prawie w 100%
wagowych przereagowana i na widmie wida¢ bylo sygnaly od tancuchéw majacych
jedng grupe metylows i jedna grupe hydroksylowa. Nie zauwazono wystepowania
reakcji ubocznej. Probka PM5 zanalizowana 3 dni po zakonczeniu reakeji byta czes-
ciowo zdegradowana. Na widmie MALDI pojawila si¢ seria nowych sygnatéw. Na
podstawie pozycji i intensywno$ci nowych sygnaléw autor byl w stanie okresli¢, ze
tancuchy ulegly dehydratacji.

W literaturze mozna znalez¢ wiele artykutéw opisujacych analize poli(meta-
krylanu metylu) (PMMA) i polimeréw akrylowych [58, 59]. Norman [60] zsynte-
zowal PMMA, gdzie fancuchy byly zakonczone gléwnie nienasyconymi grupami
koncowymi. Widmo MALDI pokazalo tylko dwie grupy jondw, serie sygnatéw T1
i T2. T1 nalezg do nienasyconych grup koncowych, natomiast T2 do grup konco-
wych zawierajacych pie¢ cykli. Sygnaly T1 sg trzy razy liczniejsze od sygnatéow T2,
co zgadza si¢ z pomiarami z TGA i NMR. Favier [61] analizowal syntez¢ pochod-
nej acylamidu. Teoria przewiduje, ze $rednia molowa masa zwieksza sie liniowo
z konwersja, a stala proporcjonalnosci jest zwigzana w prosty sposdb ze stosunkiem
monomer/inicjator ([m]/[i]). Aby poréwnac teoretyczne przewidywaniaz ekspery-
mentem, autorzy wykreslali mase molowa w miare konwersji. Zgodnos¢ wynikow
oszacowania i MALDI byla wysoka. Najbardziej intensywne sygnaty MALDI naleza
do fancuchéw zakonczonych grupg tiobenzoesowa. Autorzy wykazali, ze w przy-
padku odpowiednio prowadzonej reakcji, moga réwniez odpowiednio reagowac,
tworzac tym samym np. dtuzsze tancuchy.

Nonaka [62] zademonstrowal, ze podczas uzycia jako matrycy ditranolu
i AgTFA jako czynnika kationizujacego w trakcie wzrostu mocy lasera, podczas
analizy MALDI-TOF nastgepuje w PMMA czg$ciowe odfluorowanie.

Analiza SEC/MALDI materialu polimerowego uzyskanego w polimeryzacji
akrylanu butylu w obecnosci tiobenzoesanu kumylu stanowi pierwszy przyktad
syntezy gwiazdy czteroramiennej poprzez posredni proces polimeryzacji rodniko-
wej [63], wykazujac tworzenie trzy- i czteroramienistych gwiazd.

Analiza widm MALDI dla poli(octanu winylu) [64], poli(etylenu) [18, 65], poli-
(butadienu) [66, 67] i poliizoprenu [68] zostaly szeroko opisane przez wielu autoréw
[18, 19, 49, 64-68]. Z reguly analiza MALDI dla polietylenu wymaga bardziej sta-
rannego przygotowania probki, jednakze autorzy [18, 69, 70] dowiedli, ze wyjatkiem
s3 widma dla prébek o niskich masach czgsteczkowych. Switek [71] otrzymat polii-
zopren przy uzyciu butylolitui 1-tert-butyldimetylsiloksypropylolitu jako inicjatora.
Widmo MALDI w tym przypadku posiadalo trzy serie mas. Pierwsza seria pojawia
sie tylko w wysokich masach i sygnaly przyporzadkowano jako tréjramienny gwiaz-
dzisty polimer.
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Druga i trzecia z serii sg obecne odpowiednio jedynie w srodkowym zakresie
mas i w niskiej masie czasteczkowej. Sygnaly te odpowiadaja strukturze dwulancu-
chowego ketonu i fanicuchom poli(izoprenu) zakoniczonych protonem. Wszystkie
sygnaly na widmie MALDI potwierdzaja proponowany mechanizm reakgji.

Gobom i wspdtautorzy [72] wykazali, ze mozliwe jest, aby skalibrowa¢ widma
MALDI-TOF z doktadnoscia do 10 ppm. Aby osiagna¢ swoj cel, musieli przedstawié
alternatywna funkcje czasu do masowej konwersji i wybra¢ analit, ktory produkuje
wiele intensywnych réwnomiernie rozmieszczonych sygnatéw w zakresie masowym
1000-7000 Da. Ich wybdr padl na PPG lub precyzyjniej — na mieszanke czterech
PPG, kazdy o waskiej dystrybucji obejmujac caly zakres.

W pracach z 2004 roku [73, 74] metoda MALDI-TOF scharakteryzowano rézne
grupy koncowe w oligo(izobutylo winylo eterze). Widma MALDI-TOF MS poli-
(tlenku propylenu) otrzymanego w polimeryzacji anionowej w obecnosci inicjato-
réw metalicznych dodatkowo, poza oczekiwanymi intensywnymi sygnatami oligo-
mer6w zakonczonych alkoholanowymi grupami inicjatora i grupami OH, posiadaly
slabe sygnaly oligomeréw zawierajacych nienasycone grupy allilowe i zakonczone
grupami OH, ktore nie byly zarejestrowane na widmie 1H NMR.

MALDI-TOF MS stosowane jest rowniez do charakteryzowania kopolimeréw
tlenku etylenu (EO) i tlenku propylenu (PO) [75, 76]. Przy zastosowaniu wlasnego
oprogramowania do analizy widm Terrier [75] okreslil sktad tréjblokowego kopoli-
meru. Zauwazyl on, ze widmo MALDI kopolimeréw tréjblokowych zalezy od para-
metréw eksperymentalnych, takich jak liczba uderzen lasera do stosunku polimer/
sOl, i od rodzaju matrycy. Podczas analizy MALDI wykryto produkty reakeji ubocz-
nej z nienasyconymi grupami konicowymi, analizujac kopolimer zaréwno przed
rozfrakcjonowaniem metoda SEC, jak i po nim. Wyniki te zostaly potwierdzone
przez widma 1H NMR [75].

Metodg MALDI-TOF MS przeprowadzono takze wiele analiz poliestréw
(24, 26, 44, 77], gdzie np. widma cyklicznych fancuchéw hiperrozgatezionych posia-
daly poza oczekiwanymi sygnatami takze sygnaly o niskiej intensywnosci pocho-
dzace od formacji pojedynczych cyklicznych tancuchéw powstajacych w wyniku
wewnatrzczasteczkowej ubocznej reakcji eteryfikacji oraz utraty wody. Reakcja ete-
ryfikacji potwierdzona zostala metodg NMR.

Do analizy poliweglandw najczesciej taczy sie MALDI-TOF z metodami chro-
matograficznymi [31, 78, 79], znalez¢ mozna jednak takze kilka opiséw klasycznej
analizy MALDI-TOF MS [80-82].

Gibson [83] rejestrowal widma MALDI dla tworzyw aramidowych syntezo-
wanych przy uzyciu eteréw koronowych i 4,4-oksydianiling (ODA). Mieszanka
matrycy i analitu byta nanoszona na sdl srebra i oczekiwano w wyniku jondéw sre-
bra, jednak uzyskano kationy sodu i potasu. Bardzo dokladnie opisal zarejestro-
wane do m/z = 9100 Da sygnaly z przerwami réwnymi 700,27 Da, co odpowiada
masie czasteczkowej jednostki powtarzajacej si¢. Zaobserwowal réwniez sygnaty
od liniowych aminokwaséw m/z = 700n + 18, dikwaséw m/z = 700n + 536 oraz
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diamin m/z = 700n + 200. Staby klaster przy m/z = 2858 Da odpowiada adduktowi
potasowemu tetrametrycznego aminokwasu m/z = 700n + 18 + 39. Klaster przy
m/z = 2866 natomiast odpowiada adduktowi srebra makrocyklicznego tetrameru,
ktory utracit czgsteczke CO2 m/z = 700n - 44 + 106,95.

Czesto badane s3 réwniez polimery zawierajace w tancuchu gléwnym fenyl
iinne piercienie z uwagi na ich wlasciwosci przewodzace i $wiecace [12, 15, 16, 84].

Willemse i wspotpracownicy [85] monitorowali synteze kopolimeru blokowego
styrenu (ST) i izoprenu (IPR) z pomocg MALDI. Syntetyczna procedura polegala na
dodawaniu kolejno inicjatora, monomeru ST i wowczas monomeru IPR. Widma
MALDI zostaly wykorzystane do obliczenia stosunku molowego ST / IPR (tj. $redni
sklad kopolimeru), ktéry zgadza sie z 1H NMR.

Opisywane sg takze w literaturze analizy metoda MALDI-MS struktury kopo-
limeréw uzyskanych na drodze reaktywnego mieszania w stanie stopionym ich
odpowiednich homopolimeréw [86-89]. Eksperymenty skierowane sg gléwnie
w trzech kierunkach: (1) struktura grup koncowych reagujacych polimeréw, (2) sto-
pien kopolimeryzacji w funkcji czasu mieszania, (3) kompozycja i sekwencja skladu
utworzonego kopolimeru. Przeglad literatury [90-93] wskazuje takze na bardzo
duzg przydatnos¢ analizy MALDI w badaniach nad chemiczng modyfikacja, wia-
czajac w to takze degradacje polimerdw.
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ABRSTRACT

Isoflavones are a subclass of flavonoids and are also described as phytoestrogen
compounds, since they exhibit estrogenic activity (similar effects to estradiol hormo-
nes). The basic characteristics of isoflavone structure is a flavone nucleus, composed of
two benzene rings (A and B) linked to a heterocyclic ring C (Fig. 1). The benzene ring
B position is the basis for the categorization of a flavanoid class (position 2) and a iso-
flavonoid class (position 3) [8]. Isoflavones are classified according to substitutions. The
glucoside forms can be esterified at the 6”-O-position of the glucose ring with malonyl
or acetyl groups forming another compounds.

In food and plants, flavonoids exist primarily as 3-O-glycosides and polymers [14].
Isoflavonoids are a group of chemical compounds which is widely distributed in the
vegetable world. Their biological activity has found remarkable pharmaceutical, the-
rapeutic, dietary and nutritional applications. The structure of phytoestrogens enables
them to bind to the estrogen receptors (ERs), they are similar to 17-estradiol, contain
an aromatic ring with hydroxyl group and have the binding affinity to both estrogen. In
addition, isoflavones interact with the metabolism of steroid hormones. Recently, they
have come into focus of interest due to several reports about their positive effect on
human health, in particular prevention of hormone-dependent cancers, cardiovascular
diseases, osteoporosis, adverse menopausal manifestations and age-related cognitive
decline.

To identify the potential health benefits associated with the consumption of isofla-
vones, it is of critical importance to have high-quality and comprehensive data. To this
end, adequate analytical methodologies are essential for a reliable and exact identifica-
tion as well as for quantification. Moreover, methodologies and techniques used need to
keep up with technology to improve the performance in terms of resolution, efficiency,
precision, reproducibility and speed, allowing a proportionate increase in the amount
and quality of information gathered [7].

Common methods for the extraction of isoflavones from soybeans and soy pro-
ducts include organic solvent extraction with aqueous methanol, ethanol or acetonitrile,
using simple mixing, ultra-sonification or refluxing techniques [24].

The application of micro-scale and nano-scale extraction and separation techniques
is the most likely future development, resulting in quick, sensitive analytical methods for
sample preparation and analysis of flavonoids and their metabolites. Miniaturization,
high-throughput systems utilizing new sorbents and automation of chromatographic
systems are of great interest in clinical, pharmaceutical, environmental and food fields.
The most used analysis technique for the quantification of isoflavones in solid sam-
ples is, with no doubt, reversed-phase HPLC using C18 based columns with water and
methanol or acetonitrile containing small amounts of acid as a mobile phase [7].

Keywords: isoflavone, sample preparation, determination, high performance liquid
chromatography (HPLC)

Stowa kluczowe: izoflawony, przygotowanie prébek, oznaczanie, wysokosprawna chro-
matografia cieczowa
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WPROWADZENIE

Izoflawony z chemicznego punktu widzenia sg aromatycznymi polifenolami
o budowie zblizonej do budowy hormonéw steroidowych, jednak nie sg pochod-
nymi cholesterolu. Dlatego tez nazywane s3 hormonami niesteroidowymi, ktdre to
w organizmie zwierzat i ludzi mogg wykazywa¢ dziatanie hormonalne.

Naturalnie izoflawony wystepuja w ponad 300 rodzajach roslin, najczesciej
w ich korzeniach i nasionach [1]. W znacznych ilo$ciach mozna je znalez¢ w soi,
koniczynie czerwonej, nasionach roslin bobowatych, soczewicy oraz szpinaku.
Moga by¢ produkowane przez niektére rodzaje bakterii i grzyby. Zawartos¢ izofla-
wondéw w poszczegdlnych roslinach zalezna jest od gatunku, warunkow klimatycz-
nych oraz jakosci uprawy i waha sie pomiedzy 560 a 3810 mg/kg [2]. Spozycie tych
zwigzku w krajach europejskich i azjatyckich jest diametralnie rézne. Mieszkancy
Holandii, Wloch i Wielkiej Brytanii dziennie przyjmuja od 3 do 11 mg izoflawondw,
natomiast Japonczycy i Koreanczycy od 23 do 200 mg/dzien [3,4].

W roélinach izoflawony wystepuja gléwnie w wakuolach komoérkowych
w postaci wolnej lub w formie glukokoniugatéow takich jak: daidzina, genistina,
glicytina, onionin i sissotrin, ktdre sg biologicznie nieaktywne. Obok tych zwiazkdw,
wystepuja posrednie produkty metabolizmu glukozydéw jakimi sa formy malonylo
i acetylo glukozowe. W organizmie zwierzat i ludzi wszystkie formy sa hydrolizo-
wane przez enzymy ukladu pokarmowego oraz jego mikroflore do form aktywnych
jakimi sg - aglikony, kolejno: daidzeina, genisteina, glicyteina, formononetyna oraz
biochanina A [5]. Analiza stezenia poszczegolnych czasteczek jest istotna dla osza-
cowanie form aktywnych oraz form glukozowych, co ma znaczenie w badaniach
nad wplywem tych zwigzkéw na procesy fizjologiczne.

Od wielu lat wzrasta liczba doniesien naukowych opisujacych wplyw izofla-
wonow na aktywnos¢ biologiczng i farmakologiczng w organizmie zwierzat i ludzi.
Ich struktura chemiczna jest podobna do 17-$-estradiolu, dzieki czemu zdolne sg
do wigzania receptordw estrogenowych, przy czym wyzsze powinowactwo majg
w stosunku do ER- niz ER-a. Co wiecej, moga wplywaé na aktywacje zaréwno
genomowego jak i niegenomowego szlaku sygnalizacji estrogendéw. Ponadto zwigzki
te wplywaja na metabolizm hormonéw steroidowych. Dzieki tym wlasciwosciom
mozliwe jest dzialanie na mechanizm regulujacy procesy fizjologiczne (np. wpltyw
na rozwo6j nowotworéw hormonozaleznych, metabolizm lipidéw oraz witamin
z grupy D) [6].

Istnieje wiele technik analitycznych pozwalajacych na oznaczanie zwigzkow
izoflawonowych. Najlepiej poznanymi i wykazujacymi najwieksza czutos¢ s chro-
matografia gazowa (GC-MS) lub chromatografia cieczowa (HPLC lub UHPLC)
z detekcja UV/VIS lub spektrometrig mas. Przedmiotem tego artykutu jest przeglad
publikacji dotyczacych analiz zwiazkow izoflawonowych metodg HPLC w materiale
pochodzenia sojowego. Gtéwnym zagadnieniem na ktére nalezy zwroci¢ uwage przy
oznaczaniu tych zwigzkéw jest odpowiednio dobrana procedura ekstrakcji bada-
nego materialu oraz optymalizowanie rozdzielenia chromatograficznego koniuga-
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tow (malonylo, acetylo i form glukozowych), ktére niejednokrotnie ulegaja elucji
bez zadowalajacego rozdzielania analizowanych zwiazkow [7].

1. STRUKTURA

Flawonoidy do ktérych zaliczamy: izoflawony, katechiny, antocyjanidyny,
flawonole, flawony, flawanony i flawanonole stanowig jedng z wazniejszych grup
polifenoli. Sg naturalnymi pochodnymi 2-fenylochromen-4-onu (2-fenylo-1,4-ben-
zopiron) tzw. flawonu [8]. Ich struktura opiera si¢ na 15 weglowym szkielecie
C6-C3-C6 w niektorych publikacjach oznaczana jako pierscieniowa forma A+C+B.
Ponizej (Rys. 1) przedstawiony jest podstawowy model budowy zwiagzkéw flawo-
nowych. Pierscien C6-C3 (A+C), zwany chromonem powstaje na drodze redukeji
kwasu cynamonowego do kwasu kumarowego, natomiast pierscien C6-C1 (B) w
wyniku kondensacji trzymolowych fragmentéw malonylo-koenzymu A i polaczony
jest z pierscieniem C3 (C) poprzez wegiel C-2 lub C-3 [9].

W ogdlnym wzorze izoflawonowym obecny jest tlen w pozycji 4 oraz grupa
OH przy weglu C-7. Zwiazki te przejawiajg silna tendencje do wigzania grup gliko-
zydowych przy tlenie z grupy wodorotlenowej obecnej w pozycji C-7. Takie zwigzki
nazywa glikozydami. Ponadto do form glikozydowych nalezy zaliczy¢ zwigzki
posiadajace grupe malonylowa oraz acetylowy, ktére znajduja si¢ przy ugrupo-
waniu glukozowym. W wyniku hydrolizy zasadowej oraz kwasowej dochodzi do
rozerwania wigzan pomiedzy grupami - kolejno malonylowy i acetylowg a cukrem
przylaczony do pierscienia A. Dzigki temu m.in. w ukladzie pokarmowym powstaja
zwiazki pozbawione grupy glikozydowej czyli aglikony. Struktura chemiczna agli-
konoéw izoflawonow jest podobna do 17-B-estradiolu, dzigki czemu zdolne sa do
wigzania ERs [10].

Przedstawicielami izoflawonow sg takie zwigzki jak: biochanina A, formono-
netina, genisteina, sissotrin, glyciteina, daidzeina, ononin, genistina, glycitina lub
daidzina. Struktury chemiczne tych zwiazkéw widniejg ponizej (Rys. 3); po lewej
stronie umieszczone sg aglikony a po prawej ich prekursory.

Rysunek 1. Struktura chemiczna aglikonu izoflawonéw
Figure 1. The chemical structure of aglicone isoflavone
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Rysunek 2. Struktura chemiczna glikozydu izoflawonéw
Figure 2. The chemical structure of glicoside
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Rysunek 3. Wzory strukturalne izoflawonow
Figure 3. The chemical structures of all isoflavons

2. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA IZOFLAWONOW

Na rynku dostepnych jest wiele suplementéw diety produkowanych na bazie
ziot oraz roslin z rodziny bobowatych zawierajacych opisywne fitoestrogeny.
Gléwnym celem zazywania tych preparatow jest fagodzenie negatywnych skutkow
menopauzy, bez koniecznosci stosowania terapii hormonalnej. Jednak zwigzki te
charakteryzuja si¢ szerszym zakresem aktywnosci biologicznej i farmakologiczne;j
o duzej skutecznosci dzialania leczniczego, kosmetycznego oraz profilaktycznego.
Do najbardziej aktywnych biologiczne izoflawondéw zaliczamy genisteine, daidze-
ing, biochanine A oraz formononetyne.

Aktywacja blonowych receptoréw estrogenowych przez te zwiazki powoduje
kaskad¢ wewnatrzkomoérkowych mechanizméw prowadzacych do zmiany aktyw-
noéci bialek G, fosfolipazy, kinazy bialkowej oraz adenocyklazy. Zdolno$¢ taczenia
sie z receptorami estrogenowymi w jadrze komorkowym prowadzi do ekspresji wielu
genow, majgcych istotny wplyw na procesy fizjologiczno-metaboliczne organizmu
ludzkiego lub zwierzecego. Inne mechanizmy zwigzane z aktywacja receptorow
estrogenowych moga prowadzi¢ do hamowania lub aktywowania licznych enzy-
moéw estrogenozaleznych, ponadto wykazuja konkurencje z estradiolem o miejsce
wigzania w receptorze [11,12]. Kolejna droga dzialania izoflawonéw na poziomie
komorki jest inhibicja aktywno$ci topoizomerazy I i II DNA oraz helikazy rozplata-
jacej podwdjna ni¢ DNA, w celu udostepnienia miejsc dla enzymow replikacyjnych
i transkrypcyjnych [13].
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Aktywnos$¢ antyoksydacyjna tych zwigzkéw wynika z latwosci oddawania
atomow wodoru z grup hydroksylowych, dzigki czemu neutralizujg wolne rodniki
nadtlenkowe i wodorotlenkowe. Procesy wolnorodnikowe modyfikuja w komor-
kach struktury biatkowe, materiat DNA; modyfikacje te moga powodowa¢ mutage-
neze, karcinogeneze lub cytotoksycznos¢. Izoflawony dziataja rowniez stymulujaco
na aktywno$¢ roznych enzymoéw antyoksydacyjnych (np.: katalazy, peroksydazy
glutationowej, dysmutazy nadtlenkowej czy reduktazy glutationowej). Struktura
chemiczna izoflawonoéw sprzyja wydajnemu kompleksowaniu kationéw metali,
w szczegolnosci dwuwarto$ciowych, ktore katalizujg reakcje utleniania [14].

Xiaoping Liu i in. [15] dowiedli, iz stosowanie doustnie dzaidzeiny lub jej
metabolitu ekwolu hamuje wzrost DMBA oraz wzrost linii komérkowej ludzkiego
raka piersi MCF-7. Genisteina dziala hamujaco na aktywno$¢ kinaz tyrozynowych
zlokalizowanych w blonie komérkowej, ktdre to uczestnicza w wytwarzaniu, modu-
lacji i przekazywaniu sygnatéw chemicznych do jadra komérkowego wywolujgcych
ekspresje genéw odpowiedzialnych réwniez za nowotwory. Badania epidemiolo-
giczne potwierdzajg przeciwnowotworowe dzialania izoflawonéw. Wynika z nich,
iz u kobiet azjatyckich spozywajacych je w znacznie wiekszych ilosciach, obserwuje
sie czterokrotnie rzadsze wystepowanie raka piersi niz u kobiet z krajéw zachod-
nich. Izoflawony zmniejszaja ryzyko choréb ukladu krwionosnego, zwlaszcza
choroby wieficowej serca i miazdzycy naczyn krwionosnych. Pod wplywem fito-
estrogendw nastepuje obnizenie we krwi poziomu catkowitego cholesterolu, lipo-
protein o niskiej gestosci i triglicerydéw, a takze zmniejszenie ilosci endogennego
cholesterolu. Daidzeina i pueraria, poprzez zmniejszenie lepkosci krwi, poprawiaja
mikrokrazenie obwodowe oraz zmniejszaja ryzyko agregacji erytrocytow i plytek
krwi w naczyniach krwionosnych. Dzigki swoim wlasciwosciom antyoksydacyj-
nym, hamujg one mikrosomalne utlenianie lipidow, zwlaszcza tych z nienasyco-
nymi kwasami tluszczowymi ktérych oksydacja powoduje utrate przepuszczalnosci
blon komoérkowych co sprzyja powstawaniu miazdzycy. Izoflawony, podobnie jak
cholesterol i witamina E latwo wigzg si¢ z rdzeniem lipidowym btony komdrkowej
co wzmaga jej stabilno$¢ oraz zmniejsza ptynnos¢ i mozaikowatos¢ [16, 17].

Biochanina A i genisteina hamuja tworzenie si¢ osteoklastow (komorek
kosciogubnych), natomiast stymulujg aktywnos¢ osteoblastow (komorek koscio-
tworczych). Ponadto mogg stymulowaé sekrecje IGF-I, ktory pobudza biosynteze
kolagenu in vitro przez osteoblasty. Proces ten stymuluje dzialanie parathormonu
regulujacego gospodarke wapniowo-fosforanowa organizmu powodujac wzrost
poziomu wapnia we krwi i ko$ciach. Izoflawony wykazujg réwniez wplyw na meta-
bolizm witaminy D, (cholekalcyferol). Stymuluja aktywno$¢ enzymu CYP27B1
katalizujacego synteze 1,25-dihydroksycholekalcyferolu o funkcji hormonalnej,
majgcego wplyw na wzrost, roznicowanie i metabolizm komorek tkanki kostnej, ich
mineralizacje i regeneracje [18,19].
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3. METODY OZNACZANIA IZOFLAWONOW

Dzieki obecnosci pierscieni fenolowych, izoflawony w analizowanych probkach
mozna bez upochodnienia identyfikowa¢ wykorzystujac pordwnanie widm UV,
IR lub PMR z widmami standardéw. Jednakze metody te wymagaja czesto staran-
nego usuwania z analizowanych probek endogennych skladnikéw utrudniajgcych
jakosciowe i ilosciowe oznaczanie izoflawondéw; dlatego tez metody te moga by¢
kosztowne oraz pracochlonne. Najcze$ciej stosowang technika do analizy ilosciowej
i jakosciowej jest chromatografia cieczowa. Przy uzyciu wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (HPLC) lub Ultra HPLC (UPLC) w polaczeniu z réznymi tech-
nikami detekeji istnieje mozliwo$¢ dokladnego i precyzyjnego rozdzielenia oraz
wykrycia poszczegolnych izoflawonow.

3.1. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO OZNACZANIA IZOFLAWONOW

Niezmiernie istotnym jest odpowiednie przygotowanie analizowanej probki; jej
stan skupienia oraz stezenie i struktura chemiczna oznaczanego izoflawonu w anali-
zowanym materiale biologicznym rzutuje na metode przygotowania badanej probki.
Jezeli analizujemy material biologiczny w ktérym znajduja sie niskie stezenia izo-
flawonéw mozemy zastosowac ekstrakcje; pozwoli to na zwiekszenie stezenia ana-
litu oraz moze zmniejszy¢ efekty zwigzane z obecnoscia matrycy [20]. W materiale
roélinnym oraz probkach zywnosci wystepuja przede wszystkim glikozydy, nato-
miast w materiale pochodzacym z organizmu zwierzecego lub ludzkiego wystepuja
w wyzszych stezeniach pochodzace od nich aglikony, a w moczu i krwi dodatkowo
obecne sa koniugaty glukuronowe i siarczanowe. Biologiczna probka, w zalezno-
$ci od jej stanu skupienia najpierw powinna by¢ zhomogenizowana, zliofilizowana
lub zamrozona w cieklym azocie. Kolejno przeprowadzana jest ekstrakcja w ukla-
dzie LLE przy zastosowaniu eteru dietylowego, octanu, etylu lub chlorku metylenu
z mala ilo$cig kwasu octowego lub mréwkowego. Czesto tez stosuje si¢ wstepne usu-
niecie endogennych skladnikéw analizowanej probki wykorzystujac ekstrakcje SPE.
Podstawg tej techniki analitycznej sa kolumny pakowane zelem krzemionkowym,
modyfikowanym oktadecylem (C18), natomiast faze ciekla stanowi metanol, eta-
nol lub acetonitryl [1]; nastepnie oznaczane anality w uzyskanym eluacie sg finalnie
analizowane przy uzyciu RP-HPLC. W przypadku badania prébek cieklych wystar-
czy zazwyczaj zastosowac tylko filtracje lub wirowanie [21].

W niektorych prébkach biologicznych, na przyklad w soi oraz produktach
sojowych, pojawiaja sie duze ilosci polarnych izoflawonéw (m.in. glikozydy izo-
flawondéw) [22]. Dlatego tez te grupe polarnych izoflawonow zaleca si¢ analizowaé
przy uzyciu kolumn chromatograficznych zawierajacych wypetnienie z ugrupowa-
niem polarnym, ktére wbudowane jest w hydrofilowy tancuch, takich jak faza acy-
loamidowa, cholesterolowa lub fosfolipidowa.
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3.1.1. EKSTRAKCJA

Proces ekstrakcji zwigzkow izoflawonowych jest trudnym wyzwaniem, zalez-
nym od ilosci zwigzkow jakie chcemy wyizolowa¢, form malonylo- i acetylogluko-
zowych oraz dostepnosci rynkowej standardow. Inne metody ekstrakcji oraz rodzaj
rozpuszczalnika bedziemy stosowali w celu oznaczenia glikozydéw a inne agliko-
néw. Najwiekszg game zwigzkéw mozna znalez¢ w materiale biologicznym pocho-
dzacym z kundzu, bo az 31 oraz z koniczyny takowej i lucerny [23]; niestety wigze
sie to z bardziej skomplikowanym procesem ekstrakcji. W produktach sojowych
spodziewa¢ si¢ mozna pochodnych daidziny, genistyny oraz glicytyny. Najprost-
szym sposobem jest ekstrakcja na goraco metanolem i wodg w réznych proporcjach
objetosciowych. Co umozliwia izolacje glukozydow i aglikonéw w przyblizonej
zawartosci. Jednak aby calkowicie przeksztalci¢ formy malonylo- i acetylogluko-
zowe w glukozydy i aglikony nalezy zastosowa¢ odpowiednio hydroliz¢ zasadowa
oraz kwasowa. Dzigki tym procesom wszystkie izoflawony moga by¢ fatwo ozna-
czone w badanych materiatach biologicznych [7, 24].

Zadaniem ekstrakeji zasadowej jest usuniecie wiazan estrowych, w rezultacie
czego z form 6”-O-malonylo-glukozydowych i 6”-O-acetylo-glukozydowych otrzy-
mujemy odpowiednie -glukozydy. Dla produktéw sojowych czesto stosowana jest
hydroliza zasadowa zgodnie z metodg AOAC 2001.10 [25] lub jej modyfikacje (Tab.
1).

Hydroliza katalizowana kwasami stymuluje pe¢kanie wigzan glikozydowych
miedzy aglikonami a grupa glukozowa dajac aglikony z wyjatkiem pueraryny.
Stosuje sie ja do analizy ztozonych prébek i identyfikacji cukrowych izoflawonow
poprzez poréwnanie z wynikami hydrolizy zasadowej. Dzieki temu mozna oszaco-
wac zawartos$¢ aglikonow, ktore moga by¢ polaczone z cukrami innymi niz glukoza
lub formami niedostepnymi; probki te moga by¢ standardami aglikonow.

Selektywna hydroliza enzymatyczna jest réwniez czesto stosowana jako
metoda obrobki wstepnej probek plazmy, moczu i tresci pokarmowej. Przy uzyciu
B-glukuronidazy/sulfatazy (z H. pomatia), sulfatazy (typu VIII) czy -glukuronidazy
(typu B-1: z bydlecej watroby) mozna odseparowac aglikony od form glukuronido-
wych i sulfatowych [26].

3.1.2. SONIFIKACJA

Poddawanie probek dziataniu ultradzwiekdéw moze znacznie skréci¢ czas eks-
trakcji oraz w duzej mierze ufatwi¢ ten proces. Chen i in. [27] (Tab. 1) wykazali, iz
w celu utrzymania koncentracji izoflawondéw na stalym poziomie nalezy przeprowa-
dza¢ sonifikacje od 20 do 50 min. Diugi czas tego procesu prowadzi do ubytku form
acetylowych. Aby unikng¢ hydrolizy form acetylowych (stymuluje ja wysoka tempe-
ratura), sonifikacje nalezy przeprowadzi¢ w temperaturze pokojowej (tj. ok. 25°C).
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3.1.3. REFLUXING - MROZENIE

Wielu autoréw zaleca oznaczanie izoflawonéw po uprzednim poddaniu probek
procesowi mrozenia w zakwaszonym metanolu, w celu konwersji wszystkich form
acetylowych i glikozydowych do prostych aglikonéw. Po 60 minutowym wymraza-
niu, wszystkie formy acetyloglikozydowe przechodza do form glikozydowych lub
aglikonow. Wydluzenie czasu wymrazania zwigksza wydajnos¢ konwersji gliko-
zydow w kierunku aglikonéw; dlatego tez po 4 godzinach wymrazania w badanej
probee znajduja sie tylko izoflawony w formie aglikonéw. Ciekawym zjawiskiem
odnotowanym przez Chena i in. [27] byl brak stabilnosci aglikonéw po 4 godzinach
wymrazania; st¢zenie genisteiny zmniejszalo sie, przy czym pojawiat si¢ na chroma-
togramie dodatkowy niezdentyfikowany pik. Dlatego tez proces wymrazania nalezy
optymalizowacd.

3.2. UZYCIE STANDARDU WEWNETRZNEGO

W celu poprawienia doktadnosci analizy ilo§ciowej niezbednym jest zastoso-
wanie standardu wewnetrznego, dzigki ktéremu mozemy oceni¢ rozmiar straty ana-
litu; bledy te moga pojawiaé sie podczas przygotowywania probki. Dobér IS w tych
metodach utrudnia fakt, iz w materiatach roslinnych wiekszo$¢ mozliwych do
uzycia standardow wewnetrznych eluuje niemal jednocze$nie wraz z endogennymi
substancjami analizowanej probki. Suplementy diety sa zwykle mieszanka ekstrak-
tow z zi6l zawierajacych liczne nieznane komponenty. Dlatego znalezienie odpo-
wiedniego standardu wewnetrznego, ktory nie ulegalby elucji w tym samym czasie
co reszta zwigzkow znajdujgcych sie w badanej probce jest nie lada wyzwaniem. Co
wiecej, wazne jest, aby zwigzek uzywany jako standard nie ulegal degradacji w trak-
cie hydrolizy katalizowanej kwasami lub zasadami.

Apigenina - flawonowy analog genisteiny oraz fluorescyna sa jak podaje
Griffith i Collison [28] szeroko stosowanym standardem wewnetrznym w analizach
gradientowych HPLC. Krenn i in. [29] w analizie izoflawonéw stosowali jednocze$ni
kilka réznych standardéw wewnetrznych przy analizie probek koniczyny tgkowe;.

Delmonteiin. [23] (Tab. 1) zaobserwowali, Ze 2’-metoksyflawon oraz 6’-metok-
syflawon nie eluujg z innymi zwigzkami pochodzenia izoflawonowego oraz wyka-
zuja wysokie odzyski po procesach hydrolizy. Zwigzkow tych uzyli jako standardow
wewnetrznych w metodach opracowanych przez innych badaczy (Tab. 1). Do ana-
lizy izoflawonéw przy pomocy HPLC z detekcjg UV stosuje si¢ réwniez flawon lub
fluorescing, natomiast do HPLC sprz¢zonej ze spektrometrem mas (MS) jako stan-
dard wewnetrzny mozna zastosowaé deuterowang genisteing, daidzeing, biochanine
lub formononetyne. W niektérych metodach pomijany jest standard wewnetrzny;
szczegdlnie dotyczy to technik analitycznych wykorzystujacych spektrometrie mas
(np. LC/MS).
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3.3. CHROMATOGRAFICZNE TECHNIKI OZNACZANIA IZOFLAWONOW

Znanych jest kilka technik analizy badanych izoflawondw. Sg nimi chromato-
grafia gazowa (GC) oraz chromatografia cieczowa (LC), niekiedy réwniez, elektro-
foreza kapilarna (CE). Najczesciej stosowana metodg oznaczania izoflawonéw i ich
pochodnych oraz metabolitow jest HPLC lub UHPLC. W zwiazku z tym, iz zwigzki
te charakteryzuja si¢ duza liczbg i réznorodnoscia podstawnikéw wysokosprawna
chromatografia cieczowa w ukladzie odwrdconych faz zapewnia najlepsze rozdzie-
lenie izoflawondéw. Najbardziej istotny jest wybor fazy ruchomej, ktdrg moze sta-
nowi¢ roztwor metanolu lub acetonitrylu z woda. Poniewaz izoflawony sg stabymi
kwasami, w celu polepszenia ich retencji oraz zwiekszenia rozdzielczosci pikow, faze
ruchoma zakwasza si¢ 0,1-1% kwasem mrowkowym, kwasem octowym, kwasem
trifluoroctowym, octanem lub mréwczanem amonu. Wyzej opisane rodzaje faz sto-
sowane s3 w ukladzie faz odwroconych (RP-HPLC).

Dzigki obecnosci aromatycznych pierscieni oraz licznych podstawnikéw moz-
liwych jest kilka sposobdw detekeji. Zwigzki te posiadaja dwa charakterystyczne
zakresy absorpcji promieniowania z zakresu UV-VIS. Pierwszy z nich wynika
z obecnodci pierscienia A i wynosi 240-285 nm (zakres UV); natomiast drugi zakres
zwiazany z obecnoscig pierscienia B zawiera si¢ w zakresie 300-550 nm (zakres VIS).
Przy oznaczaniu réznych grup izoflawondw stosuje sie detektor z matryca fotodio-
dowg UV-DAD, ktory umozliwia rejestracje widm w szerokim zakresie UV-VIS
w trakcie jednej analizy; pozwala to na bardziej selektywne oznaczanie analitow
(tj. optymalizowanie wyboru analitycznej diugosci fali). W zwigzku z obecnoscia
elektroaktywnych grup fenolowych, fitoestrogeny ulegaja utlenieniu, a ich potencjat
utlenienia (najczesciej ok. 700 mV) pozwala na zastosowanie elektrochemicznego
detektora (ED). Detektor ten charakteryzuje si¢ wyzsza izoflawonoéw, rzadko stosuje
sie detektor fluorescencyjny (FL), gdyz tylko niewielka grupa tych zwigzkéw wyka-
zuje naturalng fluorescencje; sg to izoflawony posiadajace grupy hydroksylowe przy
3 atomie wegla. Najczulszym, najbardziej selektywnym i wszechstronnym detek-
torem jest spektrometr mass (MS). Stosujagc HPLC-MS uzyskujemy jednocze$nie
informacje o zwigzku chemicznym, iloéci, czasie retencji oraz masie czasteczkowe;j
i sktadzie pierwiastkowym analitu w badanej prébce. Takie polaczenie stosuje si¢
najczesciej w przypadku ztozonych matryc.

Bez watpienia kluczowym elementem chromatograficznego ukladu jest
kolumna analityczna; od rodzaju jej wypelnienia czyli §rednicy ziarna oraz dlugosci
i szerokosci kolumny, zalezy jej sprawno$¢. Wypelnienie kolumny powinno zawie-
ra¢ homogeniczne i sferyczne czasteczki, zapewnia¢ wysoka stabilnos¢ cisnieniowa
oraz dopuszcza¢ szeroki zakres pH (1-11) uzywanych eluentdw.

Analizy izoflawondéw prowadzone przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej wykorzystujac najczesciej kolumny C18 o diugosci 250 mm i $rednicy
ziarna od 4 do 5 um. Kolumny te wypelnione sg fazg oktadecylowa osadzong na
podtozu krzemionkowym o $redniej srednicy ziarna od 4 do 5 pm modyfikowana
fazg oktadecylowa (tj. grupami funkcyjnymi zawierajagcymi 18 atoméw wegla:
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-(CH,),,CH,); pozwala to na zadowalajace rozdzielenie wszystkich izoflawonéw
w czasie ok. 60 min. W chwili obecnej wprowadza si¢ wiele istotnych zmian w para-
metrach tego typu kolumn; ma to na celu polepszenie selektywnosci, rozdzielczo-
$ci oraz skrécenie czasu analizy. Rozmiar $redniej $rednicy ziaren wypelnienia
kolumny rzutuje na efekt przenoszenia masy oraz na optymalng predkos¢ liniowa
fazy ruchomej; w przypadku mniejszych ziaren wypelnienia odnotowuje si¢ rela-
tywnie mniejszy spadek sprawnosci przy uzyciu wyzszej od optymalnej predkosci
linowej przeplywu eluentu, niz ma to miejsce w przypadku ziaren wypelnienia
o wigkszej $rednicy. Zatem, dla malych $rednic ziaren wypelnienia, mozna stosun-
kowo ,,bezkarnie” stosowa¢ predkosci przeplywu wigksze od optymalnego; pozwala
to na skrocenia czasu analizy chromatograficznie.

Zmniejszenie $redniej $rednicy ziaren wypelnienia powoduje wzrost cisnie-
nia zwrotnego kolumny, co moze by¢ jedng z przyczyn awarii kolumn oraz innych
elementéw ukladu chromatograficznego. Przy wypelnieniu ziarnami o $rednicy
3-5 um, pojawiajg sie ograniczenia co do dlugo$ci kolumny oraz szybkosci prze-
plywu eluentéw. Ograniczenia te wynikajg z limitu ci$nienia jakim charakteryzuja
sie starsze uklady HPLC. Wypelnienie o $redniej $rednicy ziarna ponizej 2 pum
umozliwiajg bardzo szybka analize chromatograficzng; wymagaja jednak zastoso-
wania sprzetu ultra ci$nieniowego (UHPLC), ktory pozwoli na zastosowanie ci$nien
do ok. 12000 bar. Nowoczesng technologig pozwalajacg na uzyskanie lepszej selek-
tywnosci, przy nizszym ci$nieniu pracy chromatografu, jest uzycie kolumn nowej
generacji wypelnionych powierzchniowo porowatg krzemionka; technologia ta
nosi nazwe ,,Fused-Core technology”. Jej istota jest zastosowanie specjalnego ztoza
o sztywnym, nieporowatym rdzeniu, ktéry pokrywa si¢ cienkg porowata warstwa;
to w niej zachodzi proces rozdzielania analitow. Dzieki temu ogranicza si¢ nieko-
rzystne efekty dyfuzji analitow w glab rdzenia ziaren stanowigcych wypelnienie
kolumny. Faza ta charakteryzuje si¢ bardzo wysoka sprawnoscig oraz nie generuje
wysokich ci$nien. Szybkos¢ oraz sprawnos¢ analizy chromatograficznej przy zasto-
sowaniu ztoza o $redniej wielko$ci ziarna ok. 2,6 um pakowanych technika Fused-
-core jest podobna co kolumn tradycyjnych o $rednicy ziarna ponizej 1,3 um. Co
wiecej, kolumny te mozna bez obawy stosowa¢ w ukladach chromatograficznych
typu UHPLC jak réwniez w starszych HPLC [31].

Do zastosowania szybkich i rutynowych oznaczen izoflawondéw w zywnosci
czesto poleca sie metody utrasprawnej/ultracisnieniowej chromatografii cieczowej
(UHPLC) z racji jej wysokiej wydajnosci. Fiechter i in. [32] opracowali metode okre-
$lenia catkowitego stezenia aglikonéw w soi po enzymatycznej hydrolizie, w ktorej
to w ciggu 3 minut dokonano rozdziatu wszystkich aglikonéw.

Oczekiwana kolejnos¢ elucji dla zwiazkow izoflawonowych, przy uzyciu kolumn
C18 przedstawia si¢ nastepujgco: glukozydy izoflawonéw pueraryna < daidzeina <
glicytyna<genistyna; aglikony daidzeina < glicyteina < genisteina. Aglikony takie
jak formononetyna i biochanina wymywane sg najszybcie;j.
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Wyzszy procentowy udzial czynnika polarnego w eluencie zapewnia szybsza
elucje analitow; jednakze moze to spowodowac spadek rozdzielczo$ci ukltadu chro-
matograficznego. Ponadto, im analit jest mniej polarny, tym dluzszy bedzie jego czas
retencji. Zatem nalezy optymalizowa¢ parametry elucji gradientowej lub izokratycz-
nej i/lub skiad fazy ruchomej. Przykladem tego moze by¢ zoptymalizowana elucja
biochaniny przy uzyciu fazy ruchomej, ktora stanowi roztwér metanolu w wodzie
(85:100, v/v). Zastepujac oktadecylowe grupy fazy stacjonarnej grupami bardziej
polarnymi (np. fenylowymi lub cyjanowymi) mozna skutecznie eluowaé aglikony
przy mniejszym udziale procentowym rozpuszczalnika polarnego [31]. Formy
acetylo- i malonylo-glukozowe eluuja pomiedzy glikozydami a aglikonami. Podsu-
mowujac, sklonno$¢ do przejawiania hydrofobowosci, a co za tym idzie kolejnos¢
wymywania izoflawondw, zaczyna sie od glikozydéw poprzez malonyloglukozydy,
acetyloglukozydy, a na koncu szeregu pojawiaja si¢ wolne (niehydratowane) agli-
kony [33].

PODSUMOWANIE

Skrécenie czasu analizy, obnizanie wartosci granicy wykrywalnosci izoflawo-
néw oraz stosowanie mozliwie malej ilosci odczynnikéw i masy badanej probki,
prowadzi chemie¢ analityczng w kierunku usprawnienia, miniaturyzacji i optyma-
lizowania wydajno$ci analiz. Najnowsze prace koncentruja si¢ na badaniu szlakow
metabolicznych izoflawondw, ich pochodnych oraz ich metabolitéw pojawiajacych
sie w zywych organizmach. Z racji szerokiego zakresu wystepowania izoflawonéw,
ich zastosowania oraz znaczenia w medycynie, farmacji i zywieniu, metody detekcji
tych zwigzkow powinny by¢ nadal przedmiotem badan. Ponadto, w zywych organi-
zmach funkgje fizjologiczne metabolitow fitoestrogendw nie sa do konca poznane,
réwniez nie jest gruntownie poznany mechanizm ich powstawania w ustrojach
zywych. Wszystko to sklania fizjologéw oraz analitykéw do prowadzenia kolejnych
prac usprawniajacych metody analityczne, ktére pozwolilyby na jeszcze bardziej
wiarygodne oznaczanie izoflawonéw i ich pochodnych oraz metabolitéw w mate-
riatach biologicznych.
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Tabela 1. Metody oznaczania izoflawonéw przy uzyciu HPLC
Table 1. Analytical methods for the determination of selected isoflavonoids
Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
daidzeina | Materiak: 1. Kolumna: YMC ODS-AM, 5 um, Griffith
L Biatko sojowe, zywno$¢ oraz 250 x 3 mm, i Collison
genisteina .
odzywcze suplementy pochodze- | Eaz4 mobilna: (28]
glyciteina nia sojowego A - 0,1 % (v/v) kwas octowy w wodzie
daidzyna Ekstrakcja: B- O,I%I(V/V) kwas octowy
) o 1 g prébki umiesci¢ w pro- w acetonitrylu
genistyna boéwce, z nakretky, o wymiarach | Przeplyw: 0,65 ml/min
glycityna 125 mm x 20 mm Temp. kolumny: 40°C
acetyloda- o doda¢ 6 ml wody dejonizowanej Nastrzyk: 5 pl
i oraz 0,5 ml standardu wewnetrz- P Juciis
idzina nego - apigeniny (2000 pug/ml arametry elucji:
acetylogli- w MSO). Wymieszac. Czas (min) A B
cina « ekstrakcja w mieszalniku obroto- 0 90 10
acetyloda- wym przez 2 godziny 60 70 30
idzyna « doda¢ 3,5 ml wody dejonizowa- 63 10 90
nej i wymieszac 73 90 10
o uzupelni¢ 50% roztworem
acetonitrylu 2.jw.
« wirowac przez 10 min przy 2000 Parametry elugji:
obrotéw Czas (min) A B
o ilo$¢ probki przenoszonej do 0-5 85 15
naczynek uprzednio przefiltro-
wacé przez 0,45 pm filtr PVDF 36 71 29
44 65 35
47 10 90
57 90 10

3. Kolumna: Altima C18, 3 um , Rocket
53 x 7 mm,

Temp. kolumny: 40°C
Przeptyw: 3 ml/min
Natrzyk: 5 pl
Detekcja: 260 nm

Faza mobilna:

A: 0.1% roztwor kwasu octowego
doprowadzony 25% wodnym roztwo-
rem amoniaku do pH = 3,5.

B: 100% acetonitryl

Program elucji:

Czas (min) A (%) B (%)
0-9 73 27
13 71 29

15 90 10
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Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
daidzeina | Material: Kolumna: Luna C18, 5 um,150 x 4,6 Chen [27]
. Suplementy sojowe mm,

genisteina

Ekstrakcja: Faza mobilna:
glyciteina | | 0,2 grama oznaczanej prébki (brak doktadnego sformutowania, odsy-
daidzyna umiesci¢ w 20 ml probéwee famy do publil;acji)

, . A - acetonitry.
genistyna | df)dac 4 m.l WOd,Y i16 ml aceto- | g 809 metanol w wodzie (v/v)
nitrylu. Miesza¢ wytrzgsajac. ; mi
glycityna o przez 40 min sonifikowa¢ Preeplyw: O’S'Tn fmin
acetyloda- W 25°C Program elucji:
idzina « pobra¢ 1 ml probki i wirowad Czas (min) A B
10 mi 2000
acetylogli- przez 10 min w Xg 0 88 12
cina o przefiltorwany supernatant 10 70 30
przefiltrowa¢ przez PVFD 0.45 40 10 9

acetyloda- zla¢ do fiolka uzupetnic¢ 80%
idzyna acetonitrylem 46 88 12

Procedura ta skraca obstuge 56 88 12

w trakcie przygotowywania

probki.
daidzeina | Material: Kolumna: C18, 3,5 pum, 150 x 3 mm, Morales de la
genisteina Napoj owocowo-sojowy Przedkolumna, C18, 5 pm, Pefiaiin [34]
glyciteina | Ekstrakcja: Faza mobilna:
daidzyna | * 1 gliofilizatu + 80% etanol A - woda/metanol (80:20);

24 zakwaszony 1M HCI B - woda/metanol/acetonitrylu

genistyna | | inkubacja w 80°C przez 1 h (40:40:20)
glycityna chlodzenie probki i wytrzasanie | Przeptyw: 0,3 ml/min

przez 2 min

» wirowanie 10 min, 12 000 xg
w4°C

« supernatant pobra¢, a reszte
ponownie ekstrahowac¢ z 7,5 ml
80% etanolu i zla¢ do kolby
miarowej ktorg nastepnie wypel-
niono 80% etanolem.

o filtracja przez filtr 0,2 um

Nastrzyk: 20 ul

Temperatura:
kolumna - 37°C

podajnik - 4° C

Program elugji:

Czas (min) A (%) B (%)
0 80 20
15 80 20
25 0 100
50 0 100
52 80 20

70 80 20




678

1. BACHANEK, M. CZAUDERNA

0,5 ml, wymieszac

o doda¢ 8 ml acetonitrylu
wymieszac

o doda¢ 5 ml czystej dejonizowa-
nej wody i wymiesza¢

« kolejne kroki nie sa konieczne
dla prébek juz rozpuszczonych

« miesza¢ na wytrzasarce, przez
60 min z przekrecaniem co
5 min.

o dodac 6,5 ml wody dejonizowa-
nej — mieszac

» wirowac przez 10 min w 200 xg

o supernatant, przefiltrowa¢ przy
pomocy filtra strzykawko-
wego i przenie$¢ do naczynek
pomiarowych

1,5 ml/min dla kolumny4,6 mm

Detekcja UV przy dlugosci fali 260 nm
Temperatura kolumny: 40°C

Faza mobilna:

A -H,020,05% H,PO,

B - 100 % acetonitryl

Program elucji:

Czas (min) A B
0 90 10

60 70 30

63 10 90

73 90 10

Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
daidzyna Material: Kolumny: AOAC
daidzeina | Sojaizywnos¢ pochodzenia (brak danych producenta) 2001.10 [25]

. sojowego. C18200 x 2,Imm
genistyna Eistrakeja: C18 200 x 4,6mm
genistena | o1 g probki zmiesza¢ z40 ml | Faza mobilna:
glycityna 80% metanolu (mieszanina A - woda-metanol-kwas octowy
genistein ekstrakcyjna) (88:10:2)
« wytrzasaé w 65°C przez B - metanol-kwas octowy (98:2)
2 godziny Przeplyw:
« ochlodzi¢ do temperatury poko- 0,4 ml/min dla kolumny 2,1 mm
jowej i do,dac' 3 ml2M NaOH 1,5 ml/min dla kolumny 4,6 mm
. Wqusac w Wrzqsarce orbital- Cras analizy: 44,5 min
nej przez 10 min
« doda¢ 1 ml lodowatego kwasu Program elucji:
octowego, wymieszac i uzu- Czas (min) A B
petni¢ do .50 ml mieszaning 0.1 90 10
ekstrakcyjna
o przefiltrowac i pobra¢ 5 ml 30 40 60
ekstraktu doda¢ 4 ml wody 31 0 100
i uzupelni¢ do 10 ml metanolem, 37 90 10
mieszaning lekko wymiesza¢
o pobra¢ ok 1 ml ekstraktu do 445 %0 10
1,5 ml probéwki Eppendorfa i
wirowa¢ przez 5 min na 7000 xg
« tak oczyszczong probke przeno-
simy do naczynka
o supernatnatu nie nalezy filtro-
wac przez filtry membranowe
daidzeina | Material: Kolumna: AOAC
daidzeina | Zywnos¢ oraz suplementy diety ODS, C18; 5 um 2008.03 [35]
. pochodzenia sojowego rekomendowane wymiary:
genisteina , 250 x 3 mm lub 250 x 4,6 mm
o Ekstrakcja: 4 >
genisteina | g produktow sojowych w wyta- | Nastrzyk: 5 ul
glycitina rowanej zlewce z korkiem Przeplyw:
genistein + doda¢ standard wewnetrzny 0,65 ml/min dla kolumny 3 mm
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Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
puerarina | Materiak: Kolumna: Waters Nova-Pak C18 Delmonte
daidzina Suplementy diety i zywnosci 150 x 3,9 mm, 4 um. iin. [23]

Iveitina pochodzenia sojowego, z ekstrak- | ,2¢. 100 min + 20 min
el téw koniczyny takowej oraz kudzu
enistina Nastrzyk: 5 pl
8 Ekstrakeja: Temp: 40°C
malonylo- | Modyfikacja oficjalnej metody emp:
daidzina | AOAC 2001.10 oraz metody Detekeja:
malonylo- | zastosowanej przez Griffitha skan: 200-400nm, 260nm
lycitina i Collisona, poprzez zastosowanie | Przeptyw: Iml/min
gly pop
malonylo- 1 ml standardu wewnetrznego Faza mobilna:
genistina (2mg/ml) 2’-metoksy-flawonu A - 0,1% kwasu octowego w wodzie;
od oraz 6’-metoksy-flawonu do obu B - 0,1% kwasu octowego
flgejfy 0da- | metod. w acetonitrylu
idzina
o Hydroliza zasadowa: Program elugji:
daidzeina | | 4 1] ekstraktu do 5 ml kolby .
K . Czas (min) A B
acetyloda- miarowej
idzina « doda¢ 300 pl 2 M NaOH. wiro- 0 95 5
acetylogli- wac przez 10 min 50 80 20
cina « doda¢ 100 pl lodowatego 90 60 40
glukozyd CH,COOH
[ . 10 30 70
formone- » dopelni¢ mieszaning H,0/
tyny MeCN (50:50) do catkowitej Réwnowaga: 20 min
glyciteina objetosci 5 ml
calykosin o roztwor przefiltrowac przez 0,45
] um PTFE membrane
acetyloge-
nistina Hydroliza kwasowa:
istei « 4 ml ekstraktu do zakrecanych
genisteina probowek z 1 ml stezonego HCI
glukozyd o probéwki przedmuchano azo-
biocha- tem i ogrzewano w 80°C przez
niny A 2 godziny
pratenseina | ¢ do schfodzonych prébek w
pseudo- temperaturze pokojowej doda¢
bapti 2 ml roztworu 50:5:45 NH,OH
aptige- 1
nina (28-30% w H,0) / lodowaty
CH,COOH/DMSO
formono- | 1 twor przefiltrowad przez
netyna 0,45 um PTFE membrane
prunetina
biocha-

nina A
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Zwigzki Przygotowanie probki Parametry analizy chromatograficznej Ref.
ekwol Materiat: Kolumna: C18 UG120 250 x 4,6 mm Jouiin. [36]
daidzeina | Stinki tofu Detekcja:
dihydroda- Ekstrakcja: 254 nm
idzeina o 3-krotne rozcienczenie woda 280 nm - ekwol
ODMA destylowang probki przeptyw: 1 ml/min

o 1 g zawiesiny dwukrotnie ekstra- | ... mobilna:
genisteina howa¢ 5 ml n_heksa.nem, A - 18% metanolu, 1,8% octan etylu,
dihydroge- | + dwukrotna ekstrakcja 5 ml 0,04% fosforanu oraz 8 pg/ml EDTA-Na
nisteina octanu etylu w wodzie
glicyteina | * odp a.rc.>wac’ OCtaI_lIWV 40f’C pod B - 2% octan etylu w metanolu
zmniejszonym ci$nieniem przez | program elucji gradientowej:
2 godzmyr ) . Udzial solwentu B ronie liniowo
* pozostalod¢ rozpuscié w 1 od 0 do 70% w fazie ruchomej
ml mieszaniny roztworéw A
(18% metanolu, 1.8% octanu
etylu, 0,04% fosforanu, 8 ug/ml
EDTA-Na, reszta woda) i B (2%
octanu etylu w metanolu) w pro-
porgji 1:1 (v/v).
daidzina Materiat: Kolumna: KinetexTM C18, 2,6 um, Manchén
glicytina soja odmiana zo6tta, maka sojowa 100 A,100 x 4,6 mm iin. [30];
genistina | * 058 proébki z 25 ml 50% eta- Czas: min. 12 min Rostagno i in.
lonvleli nolu, ekstrahowa¢ w 20°C przez | Nastrzyk: 10 pl (7]
zrilz:ny &1 60 min; wieloczestotliwo$ciowa Temp: 25-50°C
ekstrakcja (25 i 45 kHz) prowa- Detekcia:
malonylda- dzona w tazni ultradzwiekowej etekcja:
idzi . a1 o skan: 200-400 nm, 254 nm
1dzin » wirowa¢ probki w 10°C przez 2.7 ml/mi
malonylge- 10 min przy obrotach 4000 rpm, przeplyw: 2,7 ml/min
histin stosujac wiréwke Universal 320R | Faza mobilna:
acetylda (Andreas Hettich GmbH & Co. A - 0,1% kwasu octowego w wodzie;
; dzir}ll KG. Tutlingen, Germany) B - 100% acetonitrylu
| « przefiltrowa¢ przez 0,2 um nylo- Program elucji:
acetylgeni-
wtin nowy filtr strzykawkowy Czas (min) A B
malonylgli- 0 92
citin 1,04 85 15
daidzeina 3,56 83 17
genisteina 4,56 80,8 19,2
glicyteina 5,50 50 50
6,50 0 100
7,50 92 8
Réwnowaga: 2 min
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Dr inz. Hanna Pinkowska w roku 1985 ukonczyla stu-
dia na Wydziale Inzynieryjno-Ekonomicznym Akade-
mii Ekonomicznej we Wroctawiu. Obecnie jest zatrud-
niona na stanowisku adiunkta w Katedrze Technologii
Chemicznej tej uczelni. Specjalnos¢ — technologia che-
miczna, chemia i technologia polimeréw. W ostat-
nich latach szczegdélnym obiektem jej zainteresowan
naukowo-badawczych stala si¢ hydrotermalna kon-
wersja biomasy do produktéow uzytecznych technicz-
nie (wysokoprzetworzonych chemikaliéw i produktow
masowych — paliw). Jest autorem ponad 30 prac badaw-
czych i przegladowych.
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Obecnie zajmuje si¢ przerobem odpadowej biomasy,
w tym wystodkéw buraczanych do produktéw uzytecz-
nych w warunkach pod- i nadkrytycznych.
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ABSTRACT

Pectins are important polysaccharide structure constituents of plant middle
lamellae and primary cell walls ensuring their water retention performance and the
pH stability [1, 11]. Due to the high gelling, stabilising and thickening properties
they are widely used in the food and pharmaceutical industry [3, 9]. Commercial
pectin substances are extracted from the waste material, especially citrus peels (from
orange, grapefruit, lemon and lime fruit), apple pomace and sugar beet pulp. The
high concentration of pectins is found also in other fruits and vegetables, mainly soy
hull, mango peels and sunflower heads [3, 11, 12, 14].

The properties of pectins result mainly from their chemical structure. The pec-
tin backbone is primarily composed of homogalacturonan (Fig. 1), which is a linear
polymer consisting of a-1>4-linked p-galacturonic acid units, partially methyl-
esterified or O-acetylated [3, 9]. Other structural elements of pectins are rhamno-
galacturonan type I (Fig. 2) and type II (Fig. 3), xylogalacturonan (Fig. 5), arabinan
(Fig. 6), arabinogalactan type I (Fig. 7) and type II (Fig. 8) [3, 5, 8].

The gelling property of pectins depends on the degree of methyl esterification
of their carboxyl groups (DE). According to this parameter there are high ester pec-
tins (DE > 50) and low ester pectins (DE < 50). The high ester pectins form gels in
the presence of high sugar concentrations exceeding 55% and pH lower than 3.5,
while in the case of low ester pectins the gelation process occurs even at low concen-
trations of sugar but the presence of divalent ions is required (e.g. calcium) [18, 21].

The aim of this study was a review of the available literature regarding the
sources of pectins, their types, chemical structure and physicochemical properties.

Key words: high ester pectins, low ester pectins, homogalacturonan, rhamnogalac-
turonan, xylogalacturonan, gelation

Stowa Kkluczowe: pektyny wysokoestryfikowane, pektyny niskoestryfikowane,
homogalakturonan, ramnogalakturonan, ksylogalakturonan, zelowanie
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WPROWADZENIE

Pektyny sa polisacharydami powszechnie wystepujacymi w postaci blaszek
srodkowych w $cianach komoérkowych i przestrzeniach miedzykomoérkowych roélin
ladowych. W wigkszosci tych roélin, przede wszystkim dwuli$ciennych i niektérych
jednoliciennych, zawarto$¢ pektyn stanowi do ok. 35% (w przeliczeniu na sucha
substancje) [1-4]. W $cianach komérkowych roslin z rodziny wiechlinowatych pek-
tyny wystepuja w ilosci ok. 2-10%, natomiast w zdrewniatych tkankach roslinnych
ich udziat masowy stanowi ok. 5% [3, 5].

Pektyny, bedac liniowymi polimerami, stanowia ztozong mieszanine cukréw,
do ktorych nalezg przede wszystkim oligo- i polisacharydy. Pektyny zawierajg
gltéwnie kwas D-galakturonowy oraz sacharydy takie jak L-ramnoza, L-arabinoza,
D-galaktoza, D-ksyloza i L-fukoza [6-8]. Laficuch polimerowy pektyn sktada sie
z 300 do 1000 fragmentéw kwasu D-galakturonowego, ktére powigzane sg ze soba
wigzaniami a-1->4 glikozydowymi [1]. Cze$¢ grup karboksylowych kwasu p-galak-
turonowego w czasteczce substancji pektynowej jest zestryfikowana grupami mety-
lowymi [9]. Poszczegblne monomery kwasu D-galakturonowego w czasteczce pek-
tynowej mogg by¢ zastapione resztami innych sacharydoéw.

Pektyny pelnig w roslinach funkcje jednego z podstawowych elementéw struk-
turalnych. Pektyny wplywaja m.in. na porowatos¢ roslin, ich tadunek powierzch-
niowy, warto$¢ pH, réwnowage jonowg oraz chronia je przed wysuszaniem. Poprzez
akumulacje fitoaleksyn - substancji wykazujacych wlasciwosci przeciwdrobno-
ustrojowe, pektyny aktywuja réwniez dziatanie systemu odpornosciowego roslin
(5, 10].

Pektyny sa substancjami naturalnymi, ktére wykryto po raz pierwszy w 1790 r.
w owocach tamaryndowca [10]. W 1825 r. Braconnot wyizolowal pektyny z jablek,
opisat ich wlasciwosci fizykochemiczne i nadat im nazwe pochodzaca od greckiego
stowa ,,pektos” oznaczajacego ,krzepna¢, twardnie¢” [6, 7, 10].

Pektyny wykazujg zdolno$¢ zelowania, a takze wlasciwosci zageszczajace
i emulgujace, ktére wykorzystywane sg od dawna w przemysle spozywczym do pro-
dukcji m.in. przetworéw owocowych, wyrobéw cukierniczych i mlecznych, ketchu-
pOw oraz majonezow.

Pektyny znajdujg takze coraz czesciej zastosowanie w farmacji, medycynie
i przemysle kosmetycznym, gdzie wykorzystuje si¢ ich reaktywnos¢ biochemiczna,
dostepnos¢, fatwos¢ wyodrebniania i brak toksycznosci. Unikalne wlasciwosci funk-
cjonalne pektyn wynikajg przede wszystkim z ich budowy chemicznej i pochodze-
nia. Majac na uwadze stale rozszerzajacy sie zakres wykorzystania pektyn, istnieje
potrzeba poznania ich skomplikowanej budowy chemicznej i niejednorodnej struk-
tury, réznej w zaleznosci od gatunku rosliny, z ktorej zostaly wyodrebnione.

Celem pracy byl przeglad literatury dotyczacej pektyn, ich rodzajow, budowy
chemicznej oraz wlasciwosci fizykochemicznych, w tym uzytkowych.
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1. ZRODLA PEKTYN

Najwigksza ilo$¢ substancji pektynowych znajduje si¢ w skorkach owocow
cytrusowych (20-35% m/m'"), tupinach sojowych (25-30% m/m) [11, 12], gtéwkach
stonecznikéw - bez pestek (15-24% m/m) [13], burakach cukrowych (10-20% m/m)
[11], skérkach mango (10-15% m/m) [14] oraz wytlokach jabtkowych (12% m/m)
[11].

Substancje pektynowe pozyskuje si¢ giéwnie z zewnetrznych (flawedo)
iwewnetrznych (albedo) warstw skorek owocdw cytrusowych (cytryn, pomaranczy,
limonek, grejfrutéw) i wyttokéw jabtkowych otrzymywanych w produkcji sokow
pitnych oraz wystodkéw buraczanych powstajacych po procesie wystadzania bura-
kow cukrowych [15-18].

2. BUDOWA CHEMICZNA PEKTYN

Najwazniejszymi polisacharydami tworzacymi strukture pektyn sa homo-
galakturonan, ramnogalakturonan I, ramnogalakturonan II, ksylogalakturonan,
arabinan, arabinogalaktan I i arabinogalaktan II [5, 19]. W czgsteczce substancji
pektynowej uktadaja si¢ one naprzemiennie, formujac w ten sposéb obszary skla-
dajace sie z tancuchow rozgatezionych, heterogenicznych (ang. hairy region), ktére
tworza rézne polisacharydy strukturalne i liniowych, homogenicznych (ang. smooth
region) zbudowanych z polaczonych ze sobg monomerdéw kwasu p-galakturono-
wego [5, 20, 21].

2.1. HOMOGALAKTURONAN

Homogalakturonan (HG) jest dominujacym rodzajem polisacharydu tworza-
cego strukture czasteczki pektyn wystepujacych w $cianach komoérkowych roélin.
Stanowi ok. 60-65% udziatu wszystkich zawartych w tkankach roslinnych substan-
cji strukturalnych pektyn. Srednia masa molowa HG jest niezbyt duza i w zaleznoéci
od zrédta surowcowego moze wynosi¢ 16000-43000 [22, 23]. Czasteczke homoga-
lakturonanu tworzy liniowy fancuch polimerowy skladajacy si¢ z ok. 70-100 mono-
mer6w kwasu D-galakturonowego potaczonych wigzaniami a-1>4 glikozydowymi,
wedlug schematu: [>4)-a-D-GalpA-(1>4)-a-D-GalpA-(1>] (Rys. 1). Czes¢ grup
karboksylowych znajdujacych si¢ przy széstym atomie wegla w czasteczce kwasu
D-galakturonowego moze by¢ zestryfikowana metanolem, a stopien metylacji
wynosi od 70 do 80%. Stopien metylacji grup karboksylowych oraz ich rozmieszcze-

1 Tloraz masy frakcji pektynowej do masy surowca, w ktérym frakcja pektynowa znajduje sie.
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nie w fancuchu polimeru wplywa na wlasciwosci fizyczne pektyn, przede wszystkim
na ich zdolnos¢ do zelowania [5, 24, 25].

COOCH; H OH COOH H OH COOCH3
o 1 O_ H H o 1 O _ H H o 1 O H
7 OH H oH H OH H Qu H OH H y
i 0 o B H o N o
H oH COOH H OH COOCH; H OH
Rysunek 1. Fragment czasteczki homogalakturonanu z wolnymi i metylowanymi grupami karboksylowymi
[24, 25, 28]
Figure 1. Partial structure of homogalacturonan with carboxyl and methylated carboxyl groups

Fragmenty tancucha HG skladajace si¢ z 7 do 20 niezestryfikowanych czesci
kwasu D-galakturonowego wykazuja zwigkszong zdolno$¢ do przylaczania jonow
Ca® [26]. Ponadto homogalakturonan moze by¢ réwniez czg$ciowo O-acetylowany
przy trzecim lub drugim atomie wegla [5, 19, 24, 25]. W znacznych ilosciach acety-
lowane fragmenty tancucha HG wystepuja w korzeniach burakéw cukrowych oraz
w bulwach ziemniakéw [26]. Homogalakturonan jest rozpuszczalny w wodzie oraz
w $rodowisku alkalicznym, natomiast w srodowisku lekko kwasnym HG jest trudno
rozpuszczalny [27]. Znaczne ilosci HG znajdujg si¢ w $cianach pierwotnych i prze-
strzeniach miedzykomdrkowych ziemniakéw oraz korzeniach burakéw cukrowych.
W $cianach komoérkowych lisci rzodkiewnika pospolitego znajduje sie ok. 23%
homogalakturonanu, w owocach pomidoréw ok. 35%, a w owocach mango ok. 52%
[26, 28].

2.2. RAMNOGALAKTURONANI

Ramnogalakturonan I (RG I) jest rozgalezionym polimerem, ktéry stanowi od
20 do 35% struktury substancji pektynowych zawartych w tkankach roélinnych [4].
Srednia masa molowa RG I wynosi 200 000 [29]. Ramnogalakturonan I zbudowany
jest z naprzemiennie potgczonych co najmniej 100 reszt kwasu D-galakturonowego
i L-ramnozy [>4)-a-D-GalpA-(152)-a-L-Rhap-(1>] , w ktérym zazwyczaj reszty
kwasowe nie maja dodatkowych fancuchéw bocznych zbudowanych z mono- lub
disacharydéw. Z kolei do fragmentéw ramnozowych przy czwartym atomie wegla
moze by¢ przytaczonych ok. 50 jednostek oligosacharydowych (np. reszt p-galak-
tozy, L-arabinozy i ich pochodnych). W zaleznosci od zrédla roélinnego i zastoso-
wanej metody izolacji pektyn stopien rozgatezionych reszt ramnozowych wynosi
od 20 do 80% [5, 19, 26, 30]. W tancuchu bocznym ramnozy wystepuja liniowe
lub rozgalezione reszty a-L-arabinofuranozylowe i/lub f-p-galaktopiranozylowe
(Rys. 2). Umiejscowienie w fancuchu oraz ich proporcje zaleza od zrédta roslinnego.
Reszty a-L-arabinofuranozylowe polaczone w sposéb 155 tworzg fancuch boczny,
w ktérym przytaczone sg reszty a-L-arabinofuranozylowe przy drugim lub trzecim
atomie wegla w iloéci od 1 do 3. Galaktozylowe reszty polaczone s3 w sposdb 1->4.



PEKTYNY - WYSTEPOWANIE, BUDOWA CHEMICZNA I WEASCIWOSCI 689

W fancuchu bocznym RG I znajdujg si¢ réwniez reszty kwasu ferulowego i kuma-
rowego oraz reszty a-L-fukozylowe, -D-glukuronozylowe i 4-O-metylowe reszty
B-p-glukuronozylowe [19].

OH |
o H OH
CH,
i OH H
H H
OH H o7 H
H o COOH
H HO
CH,OH o H
CH,OH CH,OH H H OH O
o 0. O_ H H
0,
A o CH, \
OH H OH H H H H
n H H H o o  H
H OH OH COOH
H OH O
b
o~ H

i} o o~ H

Rysunek 2.  Fragment czasteczki ramnogalakturonanu I z arabinozowymi i galaktozowymi fancuchami bocz-
nymi [4, 43]
Figure 2. Partial structure of rhamnogalacturonan type I with arabinosyl and galactosyl side chains

W resztach kwasu D-galakturonowego przy atomie wegla drugim i/lub trze-
cim moga wystepowac grupy acetylowe [19]. W czasteczkach ramnogalakturonanu
I zawartych w skdrkach cytruséw, liScienia czerwonej fasoli kidney, jabtkach oraz
fasoli mung stwierdzono réwniez obecnos¢ grup karboksylowych zestryfikowanych
metanolem [10].

2.3. RAMNOGALAKTURONAN II

Ramnogalakturonan II (RG II) jest polisacharydem charakteryzujacym si¢ roz-
galeziong budowa. RG II wystepuje w roslinnych $cianach komérkowych, stano-
wigc do 10% substancji pektynowych. RG II charakteryzuje sie¢ malg $rednig masg
molowa wynoszacg 5000-13000 [31, 32]. Zbudowany jest z 12 réznych reszt gli-
kozylowych potaczonych co najmniej 20 odmiennymi wigzaniami. Szkielet RG II
sklada sie z tancucha gtéwnego zbudowanego z 8 do 15 reszt kwasu p-galakturono-
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wego, czesciowo zestryfikowanego metanolem oraz czterech tancuchéw bocznych
(A, B, C, D) (Rys. 3).
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Rysunek 3. Fragment czasteczki ramnogalakturonanu II [4, 5, 31-33, 36]
Galp - galaktopiranoza, GlcpA - kwas glukuronowy, Fucp - fukopiranoza, 2-O-Me-Xylp -
2-O-metylo-ksylopiranoza, GalpA - kwas galakturonowy, Rhap - ramnopiranoza, Araf - arabino-
furanoza, DhapA - kwas 2-okso-3-deoksy-heptulozarowy, Arap - arabinopiranoza, AcefA -
3-C-karboksy-5-deoksy-L-ksyloza, Apif - 3-C-hydroksymetylo-B-D-erytroza, KdopA - kwas
2-okso-3-deoksy-D-manno-oktulozorowy

Figure 3. Partial structure of rhamnogalacturonan type II

Wiréd reszt glikozylowych tworzacych tancuchy boczne wyrédznia si¢ fragmenty
pochodzace m.in. od L-ramnozy, L-arabinozy, -galaktozy i kwasu b-glukuronowego.
Obecne sg rowniez fragmenty 2-O-metylo-L-fukozy (2-O-Me-Fucp), 2-O-metylo-
-D-ksylozy (2-O-Me-Xylp), 3-C-karboksy-5-deoksy-L-ksylozy (Acef), kwasu
2-o0kso-3-deoksy-D-manno-oktulozonowego (KdopA), 3-C-hydroksymetylo-f-D-
erytrozy (Apif) oraz kwasu 2-okso-3-deoksy-heptulozarowego (DhapA)[26, 33-35],
ktére wykrywane sa rzadko w tkankach roslinnych jako samodzielne substancje i
uwazane za charakterystyczne dla czasteczki RG II [34]. Lancuch boczny A zbu-
dowany jest z 2-O-metylo-D-ksylozy i oktasacharydéw, B z 3-C-karboksy-5-de-
oksy-L-ksylozy, 2-O-metylo-L-fukozy i nonasacharydéw, C z kwasu 2-okso-3-de-
oksy-D-manno-oktulozonowego i disacharydéw, natomiast tancuch D z kwasu
2-okso-3-deoksy-heptulozarowego i disacharydéw. Pozycja tancuchéw bocznych
w szkielecie RG II nie jest do konca zbadana, jednak istniejg prace, w ktérym opi-
sano czeg$ciowo mozliwe rozmieszczenie. Stwierdzono, ze w polozeniu O-2 i O-3
w piatej i szostej reszcie kwasu D-galakturonowego (od konca redukujacego) moze
by¢ przytaczony odpowiednio: fancuch B i D, przy czym fancuch C moze by¢ zloka-
lizowany przy trzecim lub czwartym, natomiast fancuch A przy dziewigtym mono-
merze kwasu D-galakturonowego [34, 36]. W czasteczce 3-C-karboksy-5-deoksy-L-
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-ksylozy w pozycji O-3 oraz w czasteczce 2-O-metylo-fukozy w pozycji O-3 lub O-4
moga wystepowac grupy acetylowe. W czasteczce RG II wystepuje takze pojedyncza
reszta a-L-arabinofuranozy, ktdra okresla si¢ tzw. piatym tancuchem bocznym E.
Przylaczona ona jest do siddmej lub dsmej reszty kwasu D-galakturonowego (liczac
od konca redukujacego) w potozeniu O-3 [34].

Ramnogalakturonan II wystepuje w $cianach komoérkowych jako dimer, ktory
jest polaczony za pomoca wigzan kowalencyjnych diestrami kwasu borowego
pomiedzy resztami apiozy w tancuchach bocznych A dwéch monomeréw RG 11
(Rys. 4) [37]. Wytworzona w ten sposob siatka moze wpltywaé na wielko§¢ pordw
pierwotnych $cian komodrkowych oraz na fizyczne wlasciwosci tkanek roglinnych.
Dimer RG II obecny jest przede wszystkim w tkankach owocéw, a takze w pro-
duktach ich przetworzenia np. w winie. Dimer boranowy RG II wykazuje zdolnos¢
do tworzenia komplekséw z kationami dwuwarto$ciowymi (Pb**, Ba®* i Sr*") oraz
tréjwartosciowymi (La’) [36].

COOCH;

COOCH;

COOH

Rysunek 4.  Fragment czasteczki dimeru boranowego ramnogalakturonanu II [5, 37]
Figure 4. Partial structure of rhamnogalacturonan type II-borate dimer

RG II po raz pierwszy zostal wyizolowany za pomoca enzymu endopoligalak-
turonazy z wyhodowanych w zawiesinie tkanek jawora [4, 35, 38, 39]. Obecnos¢ RG
IT stwierdzono réwniez w ryzu, cebuli, owocach kiwi, rzodkiewce, czosnku, wystod-
kach buraczanych, czerwonym winie, marchwi, jabtkach oraz pomidorach [38, 39].
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2.4. KSYLOGALAKTURONAN

Ksylogalakturonan jest rozgalezionym polimerem o $redniej masie molo-
wej wynoszgcej 20000-30000. Lancuch gléwny ksylogalakturonanu zbudowany
jest z reszt kwasu D-galakturonowego polaczonych wigzaniami a-14 glikozydo-
wymi, ktore najczesciej w polozeniu C-3 podstawione s3 monomerami f3-D-ksylozy
(Rys. 5). Stopien przylaczenia podstawnikéw ksylozylowych do kwasu p-galaktu-
ronowego w lancuchu polimerowym zalezy od zrodta rodlinnego i moze wynosi¢
od 20 do 100% [5, 10, 25]. Ksylogalakturonan moze réwniez zawiera¢ metylowane
grupy karboksylowe w resztach kwasu D-galakturonowego w ilosci od 40 do 90%
[10]. Reszty ksylozylowe moga by¢ przytaczone do kwasu D-galakturonowego wia-
zaniami 1-4-glikozydowymi (w jabtkach), 1-52- glikozydowymi (w soi) oraz 1-52-
i 1>3-glikozydowymi (w grochu) [25].

COOCH; coocn;
o oH
7 OH H
H
H COOH COOCHK COOCHX
H
H 0.
i1
OH H 0 OH
HO H HO H HO H
H OH OH OH

Rysunek 5. Fragment czgsteczki ksylogalakturonanu [25]
Figure 5. Partial structure of xylogalacturonan

Obecnos$¢ ksylogalakturonanu stwierdzono w $cianach komoérkowych arbu-
z6w, jablek, soi, grochu, cebuli, ziemniakéw, pylku sosny, nasionach bawelny oraz w
todygach i lisciach rzodkiewnika pospolitego [40].

2.5. ARABINAN

Srednia masa molowa arabinanu moze wynosi¢ do 10 000. Laticuch gtéwny
arabinanu zbudowany jest z reszt a-L-arabinofuranozy, polaczonych ze soba wia-
zaniami 1->5-glikozydowymi. Zawiera zazwyczaj pojedyncze reszty a-L-arabinofu-
ranozy zwigzane glikozydowo w sposéb 152 lub 153 oraz podwdjne reszty a-L-
arabinofuranozy przytaczone wigzaniami 1-3-glikozydowymi (Rys. 6) [5]. Znaczne
ilosci arabinanu, ok. 21% znajdujg sie¢ w wystodkach buraczanych [25, 41].
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Fragment czgsteczki arabinanu [25]
Partial structure of arabinan

2.6. ARABINOGALAKTANY

Arabinogalaktany sg polisacharydami o dlugich i mocno rozgatezionych tan-
cuchach. Charakteryzuja si¢ $rednig masag molowa wynoszaca 10000-120000. Pod
wzgledem budowy chemicznej arabinogalaktany dzieli si¢ na typ Ii II. Szkielet ara-
binogalaktanu I (AG I) zbudowany jest z reszt S-D-galaktopiranozy polaczonych
wigzaniami 1,4-glikozydowymi. Do taicucha gtéwnego w polozeniu C-3 lub C-6
przytaczone sg kroétkie tanicuchy boczne (1-55)-a-L-arabinofuranozylowe. W pozycji
C-6 reszty f}-D-galaktopiranozowej stwierdzono réwniez obecno$¢ f-b-galaktozy
(Rys. 7). Przy konicu nieredukujgcym tancuch AG I moze by¢ zakonczony a-L-arabi-
nopiranoza [5, 42-44].
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Rysunek 7. Fragment czgsteczki arabinogalaktanu I [5, 25, 43]
Figure 7. Partial structure of arabinogalactan type I

Rysunek 8.  Fragment czgsteczki arabinogalaktanu II [5, 43]
Figure 8. Partial structure of arabinogalactan type II

Arabinogalaktan II (AG II) zbudowany jest z reszt f-D-galaktopiranozy pola-
czonych wigzaniami 1,3-glikozydowymi. Do fancucha gléwnego przylaczone
sg w polozeniu 156 kroétkie tancuchy boczne skladajace sie z reszt (1->6) 5-D-
galaktozylowych, ktore czesto zakonczone sg reszta a-L-arabinofuralozylowa:
a-L-Araf-(156)-[3-D-Galp-(1->6)]n, gdzie n = 1, 2, 3 (Rys. 8). W mniejszym stop-
niu przy nieredukujgcym koncu tancucha bocznego AG II wystepuje reszta f-L-
arabinopiranozylowa [5, 25, 44].
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Arabinogalaktan II najczesciej wchodzi w sktad bialek arabinogalaktanowych
bogatych w aminokwasy: proline, alanine, seryne i treoning. Zwiazki te obecne sa
w roznych czesciach roélin: korzeniach, lisciach, todygach, kwiatach i nasionach
5, 45].

3. RODZAJE PEKTYN

Pektyny klasyfikuje si¢ ze wzgledu na stopien zestryfikowania zawartych w nich
grup karboksylowych, okreslajacy udzial zestryfikowanych jednostek kwasu galak-
turonowego w stosunku do ogdlnej liczby reszt tego kwasu. Stopien metylacji decy-
duje o wlasciwosciach pektyn i mechanizmie zelowania. Wedlug tego kryterium
wyrdznia si¢ pektyny wysokoestryfikowane - WE oraz niskoestryfikowane — NE.
Pektyny WE, o stopniu metylacji wynoszacym > 50% i zawartosci powyzej 8% grup
metoksylowych, zlokalizowane sg w calej powierzchni $cian komérkowych roélin.
Komercyjnie pozyskiwane pektyny WE majg najcze$ciej stopien estryfikacji wyno-
szacy 60-75%. Pektyny NE, o stopniu estryfikacji wynoszacej < 50% i zawartosci
grup metoksylowych <7%, wystepuja w blaszkach $rodkowych, w rogach $cian
komorkowych oraz w tkankach wokdt przestrzeni powietrznych. Stosowane w pro-
duktach pektyny NE charakteryzuja sie stopniem estryfikacji wynoszacym 20-40%
(8].

Pektyny WE wystepuja w roslinach znacznie czesciej, dlatego do celéw prze-
mystowych pektyny NE pozyskuje si¢ poprzez kontrolowang deestryfikacje grup
karboksylowych pektyn WE. Przeprowadza si¢ ja w srodowisku zasadowym lub
kwasowym. W przypadku zastosowania do deestryfikacji amoniaku, w odpowied-
nich warunkach reakeji, otrzyma¢ mozna specyficzny rodzaj pektyn NE tzw. pek-
tyny amidowane (Rys. 9), w ktorych poszczegdlne grupy estrowe w tancuchu pek-
tynowym uleglty amonolizie i zostaly przeksztalcone w amidy [46]. Inng metoda
otrzymywania amidowanych pektyn NE jest wykorzystanie réznych rodzajéw amin
w reakcji aminolizy [47].

CONH, H OH COOH H OH CONH,
o_ u H O H W O H
A i OH H ¢ 8 H © a
OH H 5 OH H o OH H ¥
H o o  H H o o H H o
H OH CONH, H OH COOCH; H OH

Rysunek 9.  Fragment czasteczki niskoestryfikowanej pektyny amidowanej [57]
Figure 9. Partial structure of amidated low ester pectin



696 H. PINKOWSKA, A. ZLOCINSKA

4. WELASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE PEKTYN I MECHANIZM
ZELOWANIA

Pektyny sg dostgpne jako produkt handlowy w postaci bialego, bezowego lub
jasnobrazowego proszku. W smaku sg lekko stodkawe, natomiast pozbawione sa
zapachu. Sg dobrze rozpuszczalne w wodzie i nierozpuszczalne w rozpuszczalni-
kach organicznych [3, 48]. Po dodaniu pektyn do wody nastepuje utworzenie z nich
grudek poprzez szybkie uwodnienie. Grudki skladajg si¢ z suchych skupisk pektyn
otoczonych powlokami o wysokim stopniu uwodnienia. Pézniejsze rozpuszczanie
powstalych kompleksdw jest znacznie utrudnione. Z tego powodu tworzy sie mie-
szaniny pektyn z rozpuszczalnymi w wodzie substancjami transportujacymi lub
polepsza si¢ ich zdolno$¢ do dyspersji [49]. W Tabeli 1 przedstawiono wymagania
jako$ciowe i parametry fizykochemiczne pektyn jabtkowych wysokoestryfikowa-
nych i niskoestryfikowanych amidowanych wytwarzanych w Zakladach Przemystu
Owocowo-Warzywnego ,,Pektowin” w Jasle. Stopien estryfikacji jest bezposrednio
zwiazany ze stopniem amidacji (im nizszy stopien estryfikacji, tym wyzszy stopien
amidacji), co wynika ze sposobu otrzymywania pektyn NE. W przypadku pektyn
WE temperatura zelowania (temperatura, w ktdrej rozpoczyna si¢ proces tworzenia
zelu) wzrasta wraz ze wzrostem ich stezenia, stopnia estryfikacji oraz z obnizaniem
pH $rodowiska. W procesie zelowania pektyn NE temperatura zelowania jest wyzsza
réwniez w nizszym pH $rodowiska, w wigkszym stezeniu ekstraktu i przy nizszym
stopniu estryfikacji [50-54].

Tabela 1. Wymagania jako$ciowe i parametry fizykochemiczne pektyn jabtkowych wysokostryfikowanych
(WE) i niskoestryfikowanych (NE) amidowanych

Table 1. Quality requirements and physicochemical parameters for apple high ester pectins (WE) and ami-
dated low ester pectins (NE)

. Rodzaj pektyn
Wymagania -
WE NE amidowane

Stopien estryfikacji [%] 58-71 28-40
Stopien amidacji [%] - 12-23
Zawarto$¢ kwasu galakturonowego (w suchej masie) [%] <65
Zdolno$¢ zelowania [°SAG]” 150 100-120
Czas zelowania [min.] 8-15 -
Temperatura zelowania [°C] <60 -
pH 1%-owego roztworu 3,0 4,0
Stopien rozdrobnienia [mm] <05
Ubytek masy po suszeniu [%] <12
Zawartos¢ popiotu [%] <1
Wartoé¢ energetyczna w 100g pektyny [keal (kJ)] 199 (806)
Arsen [mg/kg] <3
Otow [mg/kg] <5
Kadm [mg/kg] <1
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Rodzaj pektyn
Wymagania
WE NE amidowane

Rte¢ [mg/kg] <1

Metale cigzkie [mg/kg] <20

Bakterie tlenowe/1 g pektyny <1000

Drozdze/1 g pektyny <50

Plesnie/1 g pektyny <50

Bakterie grupy coli/1 g pektyny Brak

Bakterie Salmonella/25 g pektyny Brak

V' °SAG (ang. Strain-induced alignment in a gel) - jednostka miary zdolno$ci zelowania wyrazajaca mase weglo-
wodanu przypadajaca na jednostke masy pektyn w galaretce o standardowej sprezystosci i skladzie

Ze wzgledu na dostepno$¢ pektyn, duzg zawarto$¢ w surowcach roslinnych,
mozliwo$ci i sposoby pozyskiwania, bezpieczenstwo stosowania oraz tworzenie roz-
norodnych Zeli s3 one szczegélnie cennym surowcem wykorzystywanym w réznych
galeziach przemystu.

Proces zelowania polega na przejsciu zolu (uktadu koloidalnego sktadajacego
sie z fazy rozproszonej — czasteczek ciala statego i fazy rozpraszajacej — cieczy) w zel.
Przebieg zelowania jest uzalezniony zaréwno od rodzaju pektyn jak i zastosowanych
parametréw procesowych. Wplyw na zelowanie maja rézne czynniki, m.in.: §rodo-
wisko pH, stezenie jonéw metali, temperatura i dlugo$¢ tancuchéw polimerowych
(56, 57].

Pektyny wysokoestryfikowane ulegaja zelowaniu w podwyzszonej temperatu-
rze, gdy ich stezenie wynosi 0,3-2,0%, przy pH = 2,0-3,5, w obecno$ci co najmniej
55% sacharydéw, najczedciej sacharozy i fruktozy [18]. Czasteczki wody skupiaja
sie wokot czgsteczek sacharydow, co sprzyja zachodzeniu reakcji pomiedzy dwoma
tancuchami pektynowymi i tworzenie si¢ wigzan wodorowych miedzy grupami
hydroksylowymi. W $rodowisku kwasowym odpychanie elektrostatycznie miedzy
tancuchami pektynowymi (o ujemnym fadunku elektrycznym) ulega zmniejszeniu
w wyniku protonowania grup karboksylowych [58]. Tworzenie zeli przebiega glow-
nie poprzez hydrofobowe oddzialywania miedzy grupami metylowymi i tworze-
nie wigzann wodorowych pomiedzy niezdysocjowanymi grupami karboksylowymi
i grupami hydroksylowymi [46, 58]. Zele otrzymane z pektyn WE charakteryzuja
sie dobra elastycznoscig i migkkos$cig. Nie ulegaja synerezie (wydzielaniu ukladu
rozpraszajacego i kurczeniu si¢ Zelu) i nie wykazuja zdolnosci do powtérnego utwo-
rzenia zelu po obrébce termicznej (sg nieodwracalne termicznie) [59].

Optymalng zdolno$¢ zelowania pektyny NE uzyskuje si¢ w temperaturze poko-
jowej, przy pH = 2,0-6,0 i w obecnosci dwuwarto$ciowych jondéw metali, szczegdl-
nie jonéw Ca** w ilosci 0,01-0,1%. Do przebiegu reakcji nie jest wymagany doda-
tek sacharydéw. W niektérych przypadkach dodaje si¢ je w ilosci 10-20% w celu
uzyskania bardziej elastycznego zelu. Zelowanie pektyn NE polega na wytworzeniu
wigzan jonowych pomiedzy grupami karboksylowymi w fancuchach pektynowych
a jonami wapnia. Lancuchy homogalakturonanéw sg stosunkowo sztywne. Powig-



zanie dwoch taficuchéw pektynowych za pomocy pierwszego jonu Ca** ustawia je
w pozycji naprzeciwko siebie, przez co wigzanie kolejnych jondw metali jest ula-
twione. W ten sposob uzyskuje sie produkt wykazujacy odwracalno$¢ termiczng;
po podgrzaniu, roztopieniu i ponownym ochlodzeniu pektyny NE s3g zdolne do
powtdrnego utworzenia zelu [46, 58-60]. Model (ang. ,egg-box” model) przebiegu
zelowania pektyn NE przedstawiono na Rysunku 10.

9 o o, O o_ O
H OH
O H H o_ u [
o,
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Rysunek 10. Mechanizm zelowania pektyn niskoestryfikowanych w obecnosci jonéw Ca™" [5, 28]
Figure 10.  Mechanism of gel formation by low ester pectins in the presence of calcium ions

Pektyny NE amidowane tworzg zele w obecnosci niewielkich ilosci sacharydow
(do ok. 15%) oraz jonéw Ca’*. Wykazujg mniejszg wrazliwo$¢ na warunki pH i nad-
miar jondw metali (nie ulegaja stracaniu). Obecno$¢ grup amidowych w czastecz-
kach pektyn wptywa na ich wlasciwosci m.in. na zwigkszenie elastycznosci [61].

Im wigcej w taiicuchu pektynowym wystepuje wolnych grup karboksylowych,
tym wigksza jest mozliwo$¢ utworzenia mostkéw wapniowych (réwniez przy odpo-
wiednim stezeniu jonéw Ca’"). Obecno$é polaczen z jonami wapniowymi wptywa
na szybko$¢ i stopien pecznienia produktéow zawierajacych pektyny. Pecznienie
zachodzi pod wptywem rozpuszczalnika, np. wody, ktéry w wyniku dyfuzji prze-
chodzi do czasteczek pektyn, przy czym nadmierna ilo§¢ mostkéw wapniowych
ogranicza stopien pecznienia.

PODSUMOWANIE

Dokonano przegladu literatury w zakresie rodzajow, wlasciwosci fizykoche-
micznych i budowy chemicznej pektyn. Pochodzenie surowca determinuje sklad
chemiczny pektyn, zawierajacych ztozone uklady polisacharydéw: homogalakturo-
nanu, ramnogalakturonanu I i IT, ksylogalakturonanu, arabinanu i arabinogalaktanu
i II. Atrakcyjne wlasciwo$ci uzytkowe pektyn przyczyniajg sie do wzrostu zainte-
resowania nimi, liczby prac eksperymentalnych i przegladowych poswieconym tym
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zwiazkom. Metody pozyskiwania pektyn z surowcdw roslinnych oraz mozliwosci
ich zastosowania zostang zaprezentowane w kolejnej pracy.
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ABSTRACT

The aim of the review was to characterize and describe the physicochemical
properties and methods for the determination of two types of compounds: 3-mono-
chloropropane-1,2-diol fatty acids esters (3-MCPD esters) and glycidyl fatty acids
esters (GE) - new contaminants of food products, including vegetable fats.

This paper describes their structure, several possible mechanisms of reactions
occurring during the refining of edible oils, leading to an increase of their content
in the final product. It is suggested that these compounds are formed from acylgly-
cerols, under the influence of high temperature [9]. The emphasis was put on the
toxicity of the products of their deesterification-free 3-monochloropropane-1,2-diol
(3-MCPD) and glycidol. Glycidol is genotoxic and has an effect on gene mutations
and unscheduled DNA synthesis [17]. 3-MCPD is defined by the Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (JECFA) as a genotoxic carcinogen [6, 19].
There are three transformation tracks leading to increased levels of 3-MCPD in
foods: from 3-MCPD esters, GE and glycidol [14, 15]. The content of 3-MCPD esters
and GE in food products was characterized and different processes involving their
synthesis were described. Ways of reduction in food products regarding the aspects
of raw materials as well as technology were discussed. Among refined vegetable oils,
the largest quantities of 3-MCPD esters and GE were found in palm, corn and coco-
nut oils [6, 25]. Finally, the direct and indirect methods of their determination in oils
were described. There are new publications reporting on successive improvements
of the existing methods for determination of 3-MCPD and its mono- and di-esters,
as well as GE in edible oils [42, 43].

Unfortunately, there is still no universal determination method, which would
be simple, affordable and accessible for a wider group, such as food producers, that
would improve consumer safety.

Keywords: 3-MCPD fatty acid esters, glycidyl fatty acids esters, edible oils
Stowa kluczowe: 3-MCPD estry kwasow tluszczowych, glicydylowe estry kwasow
tluszczowych, oleje jadalne
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WSTEP

Procesy technologiczne, zwlaszcza obejmujace wysokotemperaturowg obrobke
termiczng, moga prowadzi¢ do powstania w zywnosci niepozadanych zwigzkow
chemicznych. W odniesieniu do tluszczéw i produktéw uzyskiwanych z ich udzia-
tem s3 to zaréwno izomery trans kwaséw ttuszczowych jak i liczne produkty degra-
dacji ttuszczu powstajace zwlaszcza podczas smazenia — miedzy innymi akrylamid
[1]. W ostatnich latach zwrdcono uwage na nowa grupe zwiagzkow — estry kwasow
tluszczowych i 3-monochloropropan-1,2-diolu (3-MCPD) jak i towarzyszace im
estry glicydylowe (GE), ktorych obecnos¢ stwierdzono w réznego rodzaju ttusz-
czach rafinowanych oraz produktach uzyskanych z ich udzialem. W odpowiednich
warunkach moze dochodzi¢ do ich deestryfikacji i uwolnienia wolnego 3-MCPD
oraz glicydolu, ktére ze wzgledu na wlasciwosci toksyczne sg zwigzkami niepozada-
nymi w Zywnosci.

1. MECHANIZM POWSTAWANIA GE I ESTROW 3-MCPD
W OLEJACH JADALNYCH

Estry glicydylowe, traktowane jako prekursory estréw 3-MPCD, powstaja pod-
czas rafinacji — zwlaszcza w trakcie dezodoryzacji [2]. Dezodoryzacja (odwania-
nie) to ostatni etap procesu rafinacji majacy na celu usunigcie z olejow substancji
nadajagcych nieprzyjemny smak i zapach, wolnych kwasow tluszczowych (rafinacja
fizyczna), a takze wrazliwych na dziatanie ciepta barwnikéw. Réwnocze$nie usu-
wane s3 takze zwigzki pozadane takie jak sterole i tokoferole (w olejach roélinnych),
co obniza warto$¢ zywieniowg ttuszczu. Najpopularniejsza metoda dezodoryzacji
jest odwanianie destylacyjne (z przegrzang parg wodna) podczas ktorego stosuje sie
temperatury od 200 do nawet 270°C [3].

GE roznig sie pod wzgledem strukturalnym, a takze pod katem mozliwosci
przylaczania reszt kwasow tluszczowych (Rys. 1). Mogg istnie¢ tylko jako mono-
estry, a ich réznorodno$¢ strukturalna zwigzana jest z rodzajem reszt kwasow
tluszczowych polaczonych z glicydolem [4, 5]. Natomiast estry 3-MCPD, to mie-
szanina diestrow oraz monoestrow, w ktdrej moga wystepowac rézne reszty kwasow
tluszczowych. Monoestry zawierajg jeden kwas ttuszczowy, natomiast diestry moga
sktada¢ si¢ z dwdch roznych kwasow tluszczowych. Preferencyjnie najwiecej tworzy
sie diestrow [6]. Przedmiotem badan wigkszoéci badaczy staly sie estry dlugotan-
cuchowych kwaséw tluszczowych, zaréwno nasyconych takich jak palmitynowy
(C16:0) i stearynowy (C18:0) oraz nienasyconych, jak oleinowy (C18:1), linolowy
(C18:2) ilinolenowy (C18:3). Do rzadkosci nalezg prace, w ktdrych podjeto si¢ ana-
lizy estréw innych kwasow tluszczowych np. laurynowego (C12:0) i mirystynowego
(C14:0) [7, 8].
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Rysunek 1. Struktura GE i 3-MCPD [4]
Figure 1. Structure of GE and 3-MCPD [4]

Mechanizm powstawania GE nie jest dokfadnie poznany. Sugeruje sie, ze
zwiazki te powstaja z diacylogliceroli (DAG). Pod wplywem dziatania wysokich
temperatur w DAG dochodzi do wewnatrzczasteczkowego przegrupowania, ktore
w konsekwencji prowadzi do eliminacji jednej z reszt kwasow tluszczowych. Elimi-
nacja ta, moze by¢ zainicjowana przez przeniesienie protonu z grupy hydroksylowej
na wicynalng grupe karboksylowa (Rys. 2). Powstaty acylooksoniowy jon posredni
moze ulec dalszemu przeksztalceniu poprzez migracje tadunku, powodujac uwol-
nienie kwasu tluszczowego. Pierscien oksiranowy moze by¢ utworzony przez reakcje
nukleofilowej grupy alkoksylowej. Teoretycznie, reakcja moze zachodzi¢ z udzialem
zaréwno 1,2 - jak i 1,3-DAG [9].
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Rysunek 2. Proponowany mechanizm powstawania GE z diacyloglicerolu w wysokiej temperaturze [9]
Figure 2. The proposed mechanism of formation of GE from diacylglycerol at high temperature [9]

W olejach roélinnych, a szczegdlnie oleju palmowym, procz DAG obecne s3
réwniez w niewielkiej ilosci monoacyloglicerole (MAG). Bioragc pod uwage sto-
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sunkowo duze ilo$ci GE w rafinowanym oleju palmowym, zaproponowano, ze GE
moga tworzy¢ si¢ takze z MAG w wyniku dehydratacji cieplnej diolu wicynalnego
(Rys. 3). W odrdznieniu od DAG, reakgcja ta jest mozliwa jedynie z 1(3)-MAG, zna-
nym réwniez jako a-MAG. MAG moze by¢ réwniez rozkladany do glicerolu i nasy-
conego kwasu tluszczowego z udzialem lipazy MAG (E.C. 3.1.1.34). Jednak biorac
pod uwage niski ciezar czasteczkowy glicydolu prawdopodobnie zostaje on usunigty
czg$ciowo podczas dezodoryzacji w wyniku dziatania wysokiej prozni ok. 2 mbara

[9].
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Rysunek 3. Proponowany mechanizm powstawania GE z monocyloglicerolu w wysokiej temperaturze [9]
Figure 3. The proposed mechanism of formation of GE from monoacylglycerol at high temperature [9]

Analizujgc mechanizm tworzenia estréw 3-MPCD w olejach podczas rafina-
cji stwierdzono, ze we wczesniejszych etapach dochodzi do powstania GE, ktére
nastepnie w obecnosci jonéw chlorkowych moga ulega¢ dalszym przeksztalce-
niom do estréw 3-MPCD [4]. Zaproponowano kilka mozliwych mechanizméw ich
powstawania (Rys. 4). W najpopularniejszym z nich zalozono, ze etapem posrednim
jest powstanie jonu acylooksoniowego w wyniku eliminacji czasteczki wody pocho-
dzacej z MAG [5, 6, 10]. W reakcji tej jon posredni przeksztalca sie w kwasowym
srodowisku w czgsteczke GE, po czym nastepuje otwarcie pierscienia epoksydowego
glicydolu w obecnosci jonéw chlorkowych, w wyniku czego moga powsta¢ estry
2-MPCD lub 3-MPCD [11]. Inng mozliwoscia jest przegrupowanie wewnatrzcza-
steczkowe DAG, z usuni¢ciem grup hydroksylowych [5, 10]. W przypadku obecnosci
jonow chlorkowych dalsza reakcja prowadzi do powstania monoestréw 3-MPCD.
Kolejng rozpatrywang mozliwo$cig w tym mechanizmie jest reakcja pochodzacego
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z DAG posredniego jonu acylooksoniowego z jonami chlorkowymi, prowadzaca do
powstania diestru 3-MCPD [5, 6].
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Rysunek 4.  Mozliwe drogi powstawania GE i estréw 3-MCPD z acylogliceroli [6]
Figure 4. Possible formation pathways of GE and 3-MCPD esters from acylglycerols [6]

Stwierdzono, Ze istnieje silna korelacja pomiedzy powstawaniem estrow, a skia-
dem chemicznym rafinowanego oleju, w tym zawartoscia MAG i DAG, wolnych
kwasow tluszczowych, a takze chlorkéw pochodzenia organicznego i nieorganicz-
nego oraz fosfolipidéw. Dodatkowymi czynnikami sprzyjajacymi powstawaniu GE
i estrow 3-MCPD s3 warunki procesu odwaniania, zwlaszcza wysoka temperatura
i czas trwania [6, 11, 12]. Tempo formowania GE zwigksza sie znacznie po prze-
kroczeniu temperatury 200°C, osiagajac najwyzszy poziom w temperaturze 240°C.
Zkolei do powstawania estréw 3-MCPD dochodzi w temperaturze 200°C, przy czym
jej podwyzszenie nie wptywa na zwigkszenie zawartosci estréw w oleju [12, 13].

2. TOKSYCZNOSC GE I ESTROW 3-MCPD

Zaréwno GE jak i estry 3-MCPD nie wykazuja wlasciwosci toksycznych
w odniesieniu do organizméw ludzkich i zwierzecych. Zaklada si¢ jednak, ze pod
wplywem dziatania enzymoéw przewodu pokarmowego moga one ulega¢ nawet
100% hydrolizie do wolnego glicydolu i 3-MCPD. Ponadto w obecnosci jondéw
chlorkowych moze dochodzi¢ do konwersji glicydolu do 3-MCPD. Zaklada sie, ze
przeksztalcenie to jest odwracalne. Wykazano, ze w uktadach modelowych wraz
ze zwiekszaniem temperatury roénie stosunek 2-MCPD do 3-MCPD, co sugeruje
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istnienie przemian pomig¢dzy tymi zwigzkami z wystepowaniem glicydolu jako pro-
duktu posredniego (Rys. 5) [14, 15].

\ +H* / +HCI +HC'
+HCI

3-MCPD Glycidol 2-MCPD

Rysunek 5. Wzajemna konwersja 3-MCPD i glicydolu [5]
Figure 5. The mutual conversion of 3-MCPD and glycidol [5]

Do uwolnienia chloropropanoli moze dochodzi¢ podczas przetwarzania i prze-
chowywania Zywnosci, szczegélnie w warunkach niskiego pH i podwyzszonej tem-
peratury oraz podczas hydrolizy katalizowanej lipaza w trakcie trawienia w jelicie
cienkim [4].

Mozliwe sg zatem trzy $ciezki przemian prowadzacych do zwigkszenia zawar-
tosci 3-MCPD w zywnoéci: z estrow 3-MCPD, GE oraz glicydolu.

Glicydol i 3-MCPD naleza do zwigzkéw o okreslonym dziataniu toksykolo-
gicznym, w tym mutagennym i rakotworczym. Glicydol to powszechnie uzywany
w przemysle monomer o bardzo szerokim zastosowaniu. Uzywany jest w detergen-
tach, kosmetykach, preparatach farmaceutycznych i w przemysle chemicznym [16].
W zywnosci glicydol znalazl zastosowanie w produkcji emulgatoréw stosowanych
w produkcji margaryn, mixéw i lodéw. Jego dziatanie genotoksyczne opiera sie m.in.
na mutacjach genowych i nieplanowanej syntezie DNA. Wedlug Miedzynarodowe;j
Agencji Badan nad Rakiem (IRAC) glicydol zaliczany jest do grupy kancerogenéw
(grupa 2) i mutagendw (grupa 3), a takze do zwigzkdéw szkodliwych dla rozrodczosci
(grupa 2) [17]. Kancerogenno$¢ glicydolu dotyczy przede wszystkim osrodkowego
ukladu nerwowego oraz piciowego u mezczyzn [6, 18].

3-MCPD bedacy zanieczyszczeniem zywnoéci, okreslany jest przez Wspdlny
Komitet FAO/WHO ds. Dodatkéw do Zywnosci (JECFA) mianem genotoksycznego
kancerogenu [6, 19]. Na jego szkodliwe dzialanie narazone sg w szczegolnosci nerki,
o$rodkowy uklad nerwowy, a takze jadra co moze przekladac si¢ na zanik ptod-
nosci u mezczyzn. Dopuszczalne dzienne pobranie tego szkodliwego zwigzku (TDI)
wynosi 2 ug/kg masy ciala [4, 6, 12].
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3. WYSTEPOWANIE GE I ESTROW 3-MCPD W ZYWNOSCI

3-MCPD po raz pierwszy jako zanieczyszczenie zywnosci zostat zidentyfiko-
wany w 1978 roku w roélinnych hydrolizatach biatkowych (ang. hydrolysed vegetable
proteins, HVP) i produktach pochodnych, takich jak sosy sojowe [20]. Obecno$é
estrow 3-MPCD, a nastepnie towarzyszacych im GE, stwierdzono w wigkszych ilos-
ciach kilka lat temu w rafinowanych olejach jadalnych. Warunki w jakich powstaja
w produktach spozywczych nie sa w szczegélach dotad poznane. Zaklada sie, ze
w zywnosci prekursorami 3-MCPD sa zwiazki lipidowe i chlorowodér. Wyniki badan
modelowych sugeruja, ze 3-MCPD moze tworzy¢ si¢ m.in. z glicerolu i innych alko-
holi wielowodorotlenowych (po rozpadzie lipidéw), z alkoholu allilowego, chloru
(takze z NaCl) i podchlorynéw zawartych w wodzie wodociggowej, lipidéw oraz
z fosfolipidow, weglowodandw i wreszcie z epichlorhydryn migrujacych z torebek
do herbaty, filtréw do kawy, ostonek do wedlin, seréw i réznych opakowan papie-
rowych [21].

Wigkszo$¢ proceséw stosowanych podczas przetwarzania zywnosci (np. hydro-
liza kwasem solnym bialek roslinnych) jak i jej przygotowania bezposrednio do spo-
zycia (np. pieczenie, wedzenie, grillowanie, obrobka mikrofalowa itd.) stosowanych
w przemysle spozywczym i w gospodarstwach domowych stwarza dogodne warunki
do powstawania chloropropanoli i ich prekursoréw [22, 23].

W kolejnych badaniach stwierdzono obecno$¢ estréw 3-MCPD w produk-
tach wytworzonych na bazie ttuszczow ratinowanych, a takze w innych poddanych
obrobce termicznej w wysokich temperaturach, takich jak: produkty zbozowe, pra-
zona kawa, ryby wedzone, produkty miesne, mleczne, a takze w sosach na bazie bia-
tek roslinnych otrzymywanych na drodze hydrolizy kwasowej, np. sojowych (Tab. 1)
(4, 6].

Tabela 1. Zawarto$¢ estrow 3-MPCD w wybranych produktach spozywczych [24]

Table 1. The content of 3-MPCD esters in selected food products [24]
Produkt spozywczy Estry 3-MPCD [mg/ kg]
oleje rafinowane 0,150
pieczywo chrupkie 0,420
skorka chleba 0,547
ciemna maka 0,580
kawa zbozowa 0,721
paczki 1,210
frytki 6,100

Wirdd rafinowanych olejow rodlinnych najwieksze ilosci GE i estréw 3-MCPD
stwierdzono w oleju palmowym, kukurydzianym i kokosowym (do 6,3 mg/kg)
(Tab. 2). Z kolei najmniejsza iloscia charakteryzowal si¢ olej rzepakowy [6, 25].
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Tabela 2. Zawarto$¢ GE i estrow 3-MPCD w rafinowanych olejach jadalnych [mg/kg] [25]

Table 2. Content of GE and 3-MPCD esters in refined edible oils [mg/kg] [25]

Oleje rafinowane GE [mg/kg] Estry 3-MPCD [mg/ kg]
palmowy 0,3-6,3 1,0-5,8
kukurydziany 0,6 1,7
kokosowy 0,5 0,6
sojowy 0,5 0,9
z nasion palmy oleistej 0,5 1,7
stonecznikowy 0,4 1,0
rzepakowy <0,1 0,4

Podjeto rowniez badania nad okresleniem skladu GE wystepujacych w rafino-
wanych olejach. W badaniach poréwnawczych prowadzonych w 17 réznych osrod-
kach badawczych z catego $wiata z zastosowaniem techniki LC-MS wykazano, ze
zawarto$¢ GE byla skorelowana ze skladem kwasow ttuszczowych analizowanych
olejow (Tab. 3) [26].

Tabela 3. Zawarto$¢ GE oznaczona przez 17 laboratoriow w trakcie badan poréwnawczych [26]
Table 3. Contents of GE determined by 17 laboratories during comparative studies [26]
- GE [mg/kg]
Oleje rafinowane
Cl6:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
palmowy 2,34 0,50 5,11 1,33 <LOQ
kukurydziany 0,20 <LOQ 0,82 1,49 <LOQ
sojowy <LOQ <LOQ <LOQ 0,48 <LOQ
rzepakowy <LOQ <LOQ 0,45 <LOQ <LOQ

4. OGRANICZANIE POWSTAWANIA GE ORAZ ESTROW 3-MCPD
W ZYWNOSCI

Najlepszym sposobem ograniczenia powstawania chloropropanoli w hydroliza-
tach bialek rodlinnych jest zastapienie hydrolizy kwasowej hydrolizg enzymatyczna.
Taka modyfikacja umozliwia zwiekszenie pH produktéw o wysokiej zawarto-
$ci wody, co zapobiega tworzeniu sie szkodliwych substancji i ich prekursoréw.
W odniesieniu do produktéw wedzonych wykazano, ze dodatek weglanu sodu
do komory wedzarniczej zmniejsza powstawanie chloropropanoli. W przypadku
pieczywa, w ktéorym omawiane zwiazki powstaja podczas pieczenia, zawarto$¢
ich mozna redukowaé przez optymalizacje receptury — zwlaszcza udzialu cukru.
W badaniach wykazano, ze duzy dodatek cukru przyczynia sie do znacznej syntezy
glicerolu. Innym sposobem ograniczenia ilosci powstajacych 2-MCPD i 3-MCPD
jest stosowanie pieczenia z uzyciem pary [27].

Poszukujac sposobéw ograniczenia lub eliminacji tej niepozadanej grupy
zwiazkow z zywnos$ci rozpatrywano zagadnienia zwigzane z jako$cig surowca,
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a takze parametrami technologicznymi. Analizujac surowce olejarskie, najwicksze
prawdopodobienstwo wystepowania GE i estrow 3-MCPD w konicowym produkcie
dajg palma oleista i kokosowa oraz kukurydza. Duze zréznicowanie w jakosci oleju
palmowego zwigzane jest zardwno z surowcem, na ktéry wplyw maja takie czynniki
jak klimat, rodzaj gleby i nawozenia oraz genotyp roéliny, jak i sposéb przetwarzania
surowca, zwlaszcza parametry rafinacji [11, 12].

Powstawanie GE i estrow 3-MCPD jest silnie skorelowane z obecnoscig ich
prekursoré6w w oleju surowym, w tym wolnych kwaséw tluszczowych i DAG.
Dowiedziono, ze wigksza iloscig produktéw hydrolizy TAG charakteryzowaly sie
oleje produkowane z migzszu w poréwnaniu z olejami otrzymanymi z nasion [11].
Stwierdzono, ze zawarto$¢ DAG i WKT powyzej 3-4% w przetwarzanym surowcu
zwieksza istotnie zawarto$¢ estrow w otrzymanym oleju rafinowanym. Stad tez,
jednym ze sposoboéw ograniczania powstawania GE i estréw 3-MCPD moze by¢
skrocenie czasu i optymalizacja drogi pomiedzy zbiorem surowca a kolejnymi eta-
pami przetwarzania [12, 28]. W przypadku palmy oleistej istotne jest, aby owoce
zbierane byly w optymalnym stopniu dojrzatosci, co zapobiega opadaniu i obtlu-
czeniom [28]. Po zbiorze, w mozliwie jak najkrétszym czasie, ktéry nie powinien
przekracza¢ 24 h, kiscie palmy oleistej poddawane sg sterylizacji [29]. Pozwala to
na zahamowanie przemian hydrolitycznych zwigzanych z intensywng dzialalnosciag
lipaz znajdujacych si¢ w owocach, aktywujacych sie po odcieciu kisci, a przez to
na ograniczenie powstawania wolnych kwasow tluszczowych i DAG [29, 30]. Inng
mozliwoscig obnizenia poziomu DAG jest uprawa specjalnych gatunkéw roslin ole-
istych o obnizonej aktywnosci lipaz lub poprzez enzymatyczng estryfikacje DAG
do TAG [11]. Do prekursoréw niezbednych przy tworzeniu estréw 3-MPCD nalezg
takze zwigzki zawierajace chlor, naturalnie wystepujace w surowcu lub pobierane
przez roéling z gleby i pestycydow. Ich poziom w oleju surowym zalezy od genotypu
roéliny, rodzaju gleby i stosowanych pestycydow. Ilo§¢ chlorkéw oraz innych pre-
kursoréw w oleju surowym moze by¢ zredukowana dzieki zastosowaniu wstepnego
etapu przygotowujacego olej do obrébki, takiego jak przemywanie oleju przed rafi-
nacja woda pozbawiong chloru w temperaturze 100°C przez 20 min [11, 12].

W odniesieniu do olejéw jadalnych poddawanych rafinacji kluczowa role
odgrywaja parametry dezodoryzacji. Jednym z efektéw tego procesu jest ,wybie-
lanie cieplne” - najbardziej widoczne podczas obrdbki oleju palmowego, ktorego
celem jest rozklad termiczny karotenéw. Degradacja cieplna karotenu jest bardzo
powolnym procesem w temperaturze 210°C, podczas gdy w T > 260°C trwa tylko
kilka minut. Z tego wzgledu powszechnie dezodoryzacje oleju palmowego prowa-
dzono w wysokich temperaturach, co pozwalalo na istotne skrdcenie czasu procesu.
Uwzgledniajac niekorzystne zmiany zwiazane z tworzeniem GE i estréw 3-MCPD,
w ostatnich latach zmodyfikowano parametry prowadzenia procesu odwaniania
(12, 24]. Ze wzgledu na wykazang zaleznos¢ przede wszystkim pomiedzy tempera-
tura procesu, a ilo$cig powstajacych estréw zaproponowano lagodniejsze warunki
prowadzenia dezodoryzacji poprzez obnizenie ,,obcigzenia cieplnego” (czasu prze-
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bywania oleju w wysokiej temperaturze). Obecnie typowe warunki prowadzenia
procesu dezodoryzacji oleju jadalnego to:

- nizsza temperatura (< 200°C) dla olejéw wrazliwych na ciepto (np. masto
kakaowe, olej z ryb), aby unikna¢ zbyt duzej degradacji kwasow tluszczo-
wych omega-3 (olej rybny) i negatywnego wplywu na wlasciwosci krystali-
zacji (masto kakaowe),

- wyzsze temperatury (ok. 260°C) — wybielania cieplne (np. fizyczna rafinacja
oleju palmowego) [31].

W celu zredukowania zawartosci estrow 3-MCPD i GE w rafinowanych olejach
poczatkowo zaproponowano obnizenie temperatury dezodoryzacji (230-240°C).
Hrncirik i van Duijn (2011) wykazali jednakze, ze nawet w stosunkowo niskich
temperaturach dezodoryzacji (230°C), chemicznie lub fizycznie rafinowany olej
palmowy moze zawiera¢ duze ilosci GE (na poziomie okolo 2 mg/kg). Zauwazyli
ponadto, ze ich zawarto§¢ moze zwigksza¢ si¢ wykladniczo wraz z wydluzaniem
czasu i zwigkszaniem temperatury dezodoryzacji [25, 32]. W badaniach prowadzo-
nych przez Destaillats i in. (2012) analizowano wplyw temperatury w zakresie od 180
do 240°C (z przyrostem co 20°C) na zawarto$¢ GE w oleju palmowym. Wykazano,
ze w temperaturze ponizej 200°C tworzenie GE bylo minimalne. Istotne zwigksze-
nie zawarto$ci obserwowano w temperaturze powyzej 220-230°C, osiagajac poziom
ok. 1,8 mg/kg GE w 240°C [9]. W innych badaniach réwniez stwierdzono zawarto$¢
GE na poziomie ok. 2 mg/kg, w oleju palmowym dezodoryzowanym w temperatu-
rze 230°C dluzej niz jedng godzing. Badania te potwierdzaja konieczno$¢ zmiany
parametrow procesu rafinacji zwlaszcza poprzez obnizenie maksymalnej tempera-
tury oraz obciazenia cieplnego. Jednym z zaproponowanych rozwiazan jest prowa-
dzenie dezodoryzacji dwustopniowej, w ktorej wysoka temperature powyzej 250°C
stosuje sie tylko przez kilka pierwszych minut, a nastepnie do konca procesu (przez
kilkadziesigt minut) utrzymywana jest temperatura 200°C. Zaletg tego rozwigza-
nia jest nie tylko zmniejszenie zawartosci estréw, ale réwniez ilosci izomerdw trans
kwasow ttuszczowych [12].

Drugim waznym aspektem majacym wplyw na zawarto$¢ chloropropanoli i ich
estrow w olejach jest obecnos¢ jonéw chlorkowych w srodowisku reakeji. Ich eli-
minacja poprzez zwrocenie uwagi na jakos¢ wody uzywanej w procesie rafinacji
stanowi jeden z kluczowych elementéw modyfikacji prowadzacej do zmniejszenia
zawartosci tej grupy zanieczyszczen na etapie produkcji. Kolejng modyfikacja doty-
czaca etapu dezodoryzacji moze by¢ wprowadzenie dodatku chemicznych substancji
pomocniczych. Szczegdlnie interesujace wydaje si¢ zastosowanie diacetonu, charak-
teryzujacego si¢ niskg cena, nietoksycznoscia oraz mozliwoscia catkowitego usunie-
cia z procesu dzigki niskiej temperaturze wrzenia. W trakcie reakcji diaceton przy-
tacza zwiazki chloru, co pomaga zredukowa¢ do 50% ilos¢ estrow. Dodatek kwasu
cytrynowego lub szczawiowego do pary wodnej réwniez wplywa na zmniejszenie
ilosci GE. Produkty tej reakeji sa usuwane pod postacig kondensatu. Dodatkowo
estry 3-MPCD mozna usung¢ absorpcyjnie stosujac zeolit, tuz po procesie rafinacji.
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Alternatywna metodg moze by¢ takze zastosowanie kondensacyjnych komor proz-
niowych, w ktérych estry glicydolu oddziela si¢ od oleju wraz z kondensatem [28].

5. SPOSOBY OZNACZANIA ZAWARTOSCI GE I ESTROW 3-MCPD
W ZYWNOSCI

Obecno$¢ GE w olejach roélinnych stwierdzono przypadkowo w badaniach
majacych na celu okreslenie pochodzenia 3-MCPD i jego estréw z kwasami tlusz-
czowymi. Weiphaar i Perz (2010) w badaniach ukierunkowanych na identyfikacje
prekursoréw tych zwigzkéw wykazali, ze badane oleje charakteryzowaly sie sto-
sunkowo duzg zawartoscig GE [25]. Z kolei Masukawa i in. (2010) analizujac oleje
pobrane z sieci handlowej w Japonii stwierdzili, Ze GE obecne byly w kazdej badanej
probee [34]. Weifhaar i Perz (2010) opracowali metode posrednia, stosujac GC-MS
do ilo$ciowego oznaczenia GE proponujac dwa rézne sposoby przygotowania proby
(opcja A oraz B), ktore zostaly przyjete jako jedna z metod standardowych DGF
(Deutsche Gesellschaft fiir Fachkrankenpflege und Funktionsdienste). Opcja A
polega na oznaczeniu poziomu 3-MCPD oraz sumy jego prekursordéw czyli estrow
3-MCPD oraz GE. Opcja B pozwala z kolei na oznaczenie estréw 3-MCPD po calko-
witej eliminacji GE w procesie przygotowania probki poprzez zastosowanie kwasu
siarkowego. Poziom GE oblicza si¢ jako réznice miedzy tymi dwoma oznaczeniami
(od wyniku uzyskanego stosujac opcje A odejmuje sie wynik otrzymany w opcji B)
(33].

Okazalo si¢ jednak, ze analiza estrow MCPD i GE w olejach roslinnych metoda
posrednia proponowang przez DGF dawala niespdjne wyniki ze wzgledu na zrézni-
cowane warunki wysolenia. W kolejnych badaniach wykazano, ze w trakcie analizy
dochodzi do rozktadu i ponownego tworzenia MCPD. W odpowiedzi, opracowano
metode bezposredniej analizy GE w olejach roélinnych z wykorzystaniem LC-
-TOEMS [34]. Stosujac LC-TOFMS oznaczono z powodzeniem takze estry 3-MCPD
w wielu réznych prébach olejow [35]. Shimizu i in. (2010) réwniez zwrdcili uwage
na blad w proponowanej metodzie posredniej, stwierdzajac ze oznaczana zawarto$é
GE jest niedoszacowana, gdy oleje zawierajg relatywnie duze ilosci GE i/lub acylo-
gliceroli, ktore sg rowniez cze$ciowo analizowane. Wyniki otrzymane stosujgc pro-
ponowane metody bezposrednie poréwnano z metoda DGE Okazalo sig, ze stosujac
metode DGF wyniki byty wyzsze niz przy uzyciu techniki LC-TOFMS. W metodzie
posredniej obecnos¢ estrow MCPD i GE stwierdzono w kazdej analizowanej probie
olejow roslinnych. Natomiast w metodzie poréwnawczej nie stwierdzono obecnosci
monoestréow MCPD, a diestry MCPD zidentyfikowano tylko w niektdrych préobach
zawierajacych olej palmowy [36].

W tym samym czasie, Shiro i in. (2011) opracowali metode bezposredniego
oznaczenia ilo$ciowego pieciu GE (kwasu palmitynowego, stearynowego, oleino-
wego, linolowego i linolenowego) w oleju z wykorzystaniem kombinacji podwoj-
nego oczyszczania z uzyciem SPE i za pomocg LC-MS [37]. Podobng technike zasto-
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sowali Blumhorst i in. (2011) dokonujac dalszych jej modyfikacji [7]. W kolejnych
badaniach Masukawa i in. (2011) opracowali metode ilo§ciowego oznaczenia GE
w olejach jadalnych przy uzyciu spektrometru masowego z pojedynczym kwadru-
polem - instrumentu, ktéry jest niedrogi i fatwy w obstudze, a przygotowanie probki
wymaga dwdch ekstrakeji w fazie stalej i odparowania rozpuszczalnika [38]. Metoda
ta zostala nastepnie po raz kolejny zmodyfikowana [39] w celu poprawy sposobu
przygotowania probki i wykorzystania jonizacji chemicznej pod ci$nieniem atmos-
ferycznym (APCI) w polaczeniu z LC-MS pracujacym w trybie selektywnego moni-
torowania jonu (SIM). Po wprowadzeniu zmian, w 2012r. metoda zostala przyjeta
przez American Oil Chemists’ Society, jako technika standardowa [40]. Wada tej
metody jest stosowanie systemu izokratycznego zamiast liniowego gradientu propo-
nowanego przez Granvogl i Schieberle (2011) [41]. Wciaz pojawiaja sie nowe publi-
kacje donoszace o kolejnych udoskonaleniach istniejacych metod pozwalajacych na
oznaczenia 3-MCPD, jego mono- i diestrow, a takze GE w olejach jadalnych [42, 43].

UWAGI KONCOWE

Od kilku lat uwaga badaczy z calego $wiata skupiona jest na GE oraz estrach
3-MCPD jako nowopoznanych zanieczyszczeniach Zywnosci, w tym olejow jadal-
nych. Mimo ciaglej pracy nad poszerzeniem wiedzy w zakresie mechanizméw ich
powstawania, istnieje wiele zagadnient wymagajgcych dalszego poznania. Brak udo-
wodnionego negatywnego wplywu GE oraz estréw 3-MCPD na ludzi i zwierzeta
nie oznacza, Zze mozna bagatelizowa¢ ich obecnos¢ w produktach spozywczych.
Wecigz brakuje uniwersalnej metody oznaczania, ktéra bylaby prosta, tania oraz
dostepna dla szerszego grona np. producentéw zywnosci, co przyczyniloby sie do
poprawy bezpieczenstwa konsumentéw. Przedmiotem szczegdlnego zaintereso-
wania powinny sta¢ sie réwniez dalsze ich przemiany wynikajace m.in. z obrébki
cieplej zywnoéci np. podczas smazenia. Dostarczyloby to kolejnych odpowiedzi na
pytania odno$nie sposobéw ograniczania wystepowania GE oraz estréw 3-MCPD,
a takze produktow ich hydrolizy w olejach jadalnych.
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ABSTRACT

Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) is a native plant to North America.
Its tubers were adopted as a source of food and inulin [3]. The substances obtained
from tuber, shoots and flowers can be used in medicine, cosmetics or food indus-
try as a valuable food additive. Inulin is extracted from jerusalem artichokes. It is
a white, odorless, soluble powder with a slightly sweet taste and no aftertaste. It con-
tains a mixture of oligosaccharides and polysaccharides which are composed of
fructose units connected by 8 (2-1) links (Fig. 1). Almost every molecule is termi-
nated by a glucose unit. The typical total number of fructose and glucose units in
inulin is 30-35. The potential of jerusalem artichoke as a source for inulin, a natural
polymer that may provide dietary health benefits for obesity, diabetes, increased
calcium and magnesium absorption [41-43], while promoting the growth of ben-
eficial intestinal bacteria and several other health issues and the possible use of the
crop for biofuels [17], pharmacy and cosmetics and plastics manufacturers is draw-
ing recent interest. The health benefits of inulin provide numerous opportunities to
develop functional foods in various sectors such as dairy, bakery, beverage, cereals
and cereal bars, supplements, confectionary, ice cream, infant formulas, fat spreads.
Inulin cannot be digested by the digestive enzymes nor broken down by the gastric
acids in the human digestive system. Therefore, these non-digestible carbohydrates
function as insoluble fibers. However, dietary fibers influence the consistency of
stomach and bowel content, the rate of discharge from the stomach and intestines
and thus the rate at which nutrients and other desirable undesirable substances are
absorbed. Furthermore they have an intensive effect on human bowel movements.
This makes dietary fibers an essential part of our daily menu. Several methods for
inulin extraction from Jerusalem artichoke tubers have been described in this paper
[7, 11, 14]. For instance, ultrafiltration can reduce the purification procedure due
to convenience and rapidity (fewer steps), thus showing a promising prospect for
industrial purposes [24, 29, 31].

Keywords: jerusalem artichoke, inulin, pharmaceutical industry, cosmetics indus-
try, food industry

Stowa kluczowe: stonecznik bulwiasty, inulina, przemyst farmaceutyczny, przemyst
kosmetyczny, przemyst spozywczy
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WPROWADZENIE

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost znaczenia surowcéw odnawialnych dla
celow przemystowych. Zaleta stosowania surowcdw naturalnych, jako pdétproduk-
tow dla przemystu farmaceutycznego, kosmetycznego i spozywczego jest mozliwo$é
pozyskiwania réznorodnych substancji chemicznych, cz¢sto majacych interesujace
wlasciwosci biologiczne. Istotny jest réwniez aspekt ekonomiczny, tak jak to ma
miejsce w przypadku przetworstwa stonecznika bulwiastego znanego réwniez pod
nazwg topinambur. W jezyku polskim obie te nazwy sa popularne i powszechnie
stosowane. W niniejszym artykule zostang przedstawione informacje dotyczace
mozliwo$ci zastosowania stonecznika bulwiastego (Helianthus tuberosus L.) jako
zrodlta odnawialnych potproduktéow dla wielu réznych zastosowan, szczegoélnie
w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i kosmetycznym.

Tematyka pozyskiwania surowcéw na bazie stonecznika bulwiastego (fopi-
namburu) jest obecnie bardzo aktualna, o czym $wiadczy duza liczba najnowszych
doniesien literaturowych i patentowych z kraju i ze §wiata. Wiele informaciji literatu-
rowych dotyczacych kierunkéw pozyskania produktéw pochodzacych z przetwor-
stwa tej roéliny jest znanych od wielu lat, jednak publikowanych jest duzo nowych,
oryginalnych prac z tego zakresu. Nowe spojrzenie na tematyke produktéw pozyski-
wanych z surowca jakim jest stonecznik bulwiasty wnidst rozwoj technik analitycz-
nych i biotechnologicznych, sprawiajac, ze réznorodnosé¢ zastosowan otrzymanych
produktow ciggle wzrasta.

1. CHARAKTERYSTYKA SLONECZNIKA BULWIASTEGO

Stonecznik bulwiasty (topinambur) jest rosling pochodzaca z Ameryki Péinoc-
nej. Sprowadzony do Europy w XVII wieku jako roslina ozdobna, jadalna i pastewna,
jest zdolny do produkcji znacznej ilo$ci biomasy. Na ziemie Polskie topinambur
zostal sprowadzony w 1730 roku i jest obecnie uwazany za obcy gatunek inwazyjny,
ktorego hodowli nalezy zaniecha¢ na obszarach chronionych, gdyz moze si¢ roz-
przestrzenia¢ w niekontrolowany sposéb [1].

Topinambur to roélina, z ktérej na skale przemystowa pozyskuje si¢ inuline. Juz
w 1804 niemiecki uczony Rose jako pierwszy wyizolowal inuling z materiatu roslin-
nego, ktorg okreslat nazwa ,,szczegdlna substancja pochodzenia roélinnego”, jednak
nie okreslono sktadu chemicznego tego polisacharydu [2]. Obecnie wiadomo, ze
inulina to nierozgaleziony polisacharyd o 30-35 jednostkach cukrowych (srednia
masa czasteczkowa 5000 Da) polaczonych wigzaniami f-1,2-glikozydowymi, jak
to przedstawiono na rysunku 1. Inulina nalezy do grupy fruktanéw i jest cennym
prebiotykiem hamujacym rozwoj patogennych bakterii w jelitach i wspomagaja-
cych funkcjonowanie bifidobakterii zdolnych do enzymatycznej hydrolizy wigzania
B-1,2-glikozydowego. Dzigki licznym badaniom udato si¢ odkry¢ wiele istotnych
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zastosowan tej substancji, ktdrej zawartos¢ w bulwach topinamburu jest stosun-
kowo wysoka i wynosi 14-19% [3].
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Rysunek 1. Wzor chemiczny inuliny
Figure 1. Chemical structure of inulin

Inulina jest magazynowana takze w korzeniach i bulwach niektérych innych
rodlin (cykoria, dalia, mniszek, cebula) pelnigc role materialu budulcowego czesci
roélin oraz stanowi zapas weglowodandw, gtownie fruktozy dla rosliny. Zawartos¢
jednostek fruktozowych w inulinie jest zmienna dla réznych gatunkéw roslin, wieku
sadzonki, pory roku i moze si¢ zawiera¢ w granicach 71-94% [4].

2. WYDZIELANIE I OCZYSZCZANIE INULINY

2.1. PODSTAWOWE INFORMACJE

Inulina jest obecnie podstawowym surowcem, dla ktérego przetwarza sie
stonecznik bulwiasty. Zawartos¢ inuliny w bulwach rosliny zmienia si¢ w okresie
wegetacyjnym i osigga warto$¢ maksymalna jesienig, kiedy najdogodniej jest pozy-
skiwa¢ surowiec [4]. Inulina jest produktem przemystowym, a jej produkcja i prze-
tworstwem zajmuje si¢ wiele firm chemicznych. Pierwsza pottechniczna instalacja
produkgji inuliny powstata w 1920 roku w Niemczech, w 1927 roku uruchomiono
instalacje przemyslowa. Proces otrzymywania inuliny technicznej przebiega analo-
gicznie do procesu produkcji cukru z burakéw cukrowych i na tej technologii oparta
jest wiekszo$¢ instalacji przemystowych, gltéwnych producentéw tego fruktanu,
takich jak: Grupa Orafti (Belgia, 70% $wiatowej produkcji), Shandong East Che-
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mical Industry (Chiny), Vijay Chemical Corporation (Indie), Synergy Vaccines Inc.
(USA), Beta Pure Foods (Kanada), Predilife (Meksyk), Dr. Paul Lohmann (Niemcy),
Brenntag Nederland B. V. (Holandia), Chemofarma Chemikalien (Austria)'.

Od czasu uruchomienia pierwszej instalacji przemystowej zmienit si¢ przede
wszystkim sposdb oczyszczania ekstraktu zawierajacego inuline. Surowy ekstrakt
zawiera proste cukry, oligosacharydy (3-9 jednostek cukrowych) i polisacharydy
(>9 jednostek cukrowych). Najwigksze znaczenie uzytkowe maja polisacharydy
o wysokim stopni polimeryzacji, izolowane gléwnie z czgsci podziemnych stonecz-
nika bulwiastego, cykorii i agawy meksykanskiej. Przetworstwo bulw stonecznika
sklada si¢ z nastepujacych etapow:

- wstepne oczyszczanie bulw z ziemi,

- rozdrabnianie surowca roslinnego,

- ekstrakcja pulpy woda w temperaturze 60-90°C,

- stracanie skladnikow biatkowych, pektynowych i innych,

- klarowanie roztworu,

- usuwanie zabarwienia roztworu,

- rafinacja surowego ekstraktu,

- zatezanie ekstraktu,

- suszenie inuliny,

- dodatkowe procesy oczyszczania (ultrafiltracja membranowa, wymieniacze

jonowe, kolumny z weglem aktywowanym).

2.2. WYDZIELANIE INULINY

Podstawowym kryterium technologii jest efektywne wyodrebnienie inuliny
z materiatu roslinnego, a nastgpnie oczyszczenie produktu, stosownie do kierunku
dalszego zastosowania. Jako produkt przemystowy pochodzenia naturalnego inulina
wydzielana jest z roztworu o zlozonej matrycy, ktora nalezy oddzieli¢ od produktu
finalnego, bedgcego mieszaning homologdéw o réznej liczbie jednostek cukrowych.
Obecnos¢ zanieczyszczen moze mie¢ negatywny wplyw zaréwno na jej smak, barwe,
jak rowniez na wlasciwosci przetworcze. W przypadku zastosowan spozywczych,
np. do produkcji stodyczy, pieczywa, jogurtéw, zawartosci oligosacharydéw nie ma
znaczenia. Dla celéw produkeji flokulantéw, surfaktantéw, czy produktéw farma-
ceutycznych, sktad inuliny, stopien polimeryzacji, rozklad $redniej masy molowe;j
bedzie mial istotne znaczenie dla produktu konicowego [5-7].

Obecnie stosowanych jest szereg operacji jednostkowych dla optymalizacji
sktadu i wydajnosci produkeji inuliny. Ponizej przedstawiono gléwne etapy wyste-
pujace w wigkszosci wspolczesnych rozwiazan technologicznych w tym zakresie.
Podstawowym sposobem wyodrebniania inuliny z materialu rodlinnego jest eks-

1 Wg www.chemindustry.com.
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trakcja rozpuszczalnikowa. Dogodnym ekstrahentem jest woda. Rozpuszczalno$é
inuliny silnie zalezy od temperatury, natomiast dodatek do wody rozpuszczalnikow
organicznych, np. etanolu umozliwia selektywne wytracenie produktu z roztworu.
W temperaturze pokojowej rozpuszczalnos¢ inuliny jest znikomo mata, podczas
gdy w temperaturze 90°C roztwdr nasycony zawiera 35% (m/v) fruktantu [7]. Z tej
przyczyny wiekszos¢ technologii ekstrakcji inuliny stosuje ekstrakcje woda w pod-
wyzszonej temperaturze, co czyni ten proces tanim i ekologicznym. Stosowane
przemystowo technologie réznig sie gtéwnie temperaturg i czasem prowadzenia
ekstrakeji. Parametry technologiczne procesu moga si¢ rézni¢ w zaleznosci od tego
czy suréwka jest rozdrobniona bulwa topinamburu czy wysuszony i sproszkowany
surowiec.

Waznym czynnikiem warunkujacym przebieg ekstrakgji inuliny jest odczyn
roztworu. W przypadku, gdy pH < 6 nastgpuje hydroliza inuliny, w wyniku ktorej
powstaja cukry proste i oligosacharydy [8]. Aby ograniczy¢ niepozadane procesy
hydrolizy do procesu ekstrakcji dodawany jest wodorotlenek sodu, a ekstrakeje pro-
wadzi si¢ okolo 60 minut. Dla skrdocenia czasu ekstrakcji moze by¢ zastosowana
ekstrakcja wspomagana ultradzwickami, woéwczas mozliwe jest skrocenie czasu pro-
cesu do 25 minut i obnizZenie temperatury ekstrakeji do 37°C [9].

Innym przykladem wydajnego procesu ekstrakcji inuliny, charakteryzujacym
sie zwigkszeniem wydajnosci o okolo 14%, wzgledem klasycznych metod ekstrak-
cyjnych jest trojstopniowa ekstrakcja z homogenicznego surowca roélinnego.
Metoda ta poza wydatnym zwiekszeniem wydajnosci pozwala uzyskaé¢ produkt
dobrej jakosci [10].

2.3. OTRZYMYWANIE INULINY WIELKOCZASTECZKOWE]

Dla uzyskania inuliny o najwyzszych walorach uzytkowych konieczne jest jej
oczyszczenie i frakcjonowanie oraz selektywne wytracanie z roztworu macierzy-
stego. W przypadku, gdy pozadanym produktem jest inulina o wysokim stopniu
polimeryzacji i waskim przedziale rozktadu mas czasteczkowych, konieczne jest
zastosowanie szeregu zabiegéw technologicznych. W przypadku pozyskiwania
inuliny z bulw dalii otrzymuje si¢ inuline o sredniej masie czgsteczkowej 7000 Da,
podczas gdy inulina wyodrebniona z bulwy topinamburu w technologii skierowanej
na produkt wielkoczasteczkowy ma $rednig mase czasteczkowg okolo 10000 Da [7].
Pozyskiwanie inuliny w klasyczny sposéb z zastosowaniem korzeni cykorii dostar-
czajg inuline o $redniej masie czasteczkowej 6200 Da, natomiast bulwy topinamburu
jedynie 3400 Da [11, 12]. Wedlug specyfikacji producentéw, handlowo dostepna
inulina otrzymywana z korzenia cykorii charakteryzuje si¢ srednig mase czastecz-
kowa okolo 5000 Da. Podstawowa metodg frakcjonowania inuliny dla uzyskania
produktu o duzych masach czgsteczkowych i waskim ich rozkladzie jest wytrgcanie
polisacharydéw z zastosowaniem acetonu, acetonitrylu badz alkoholi. Dla otrzymy-
wania inuliny z topinamburu zalecane jest stosowanie etanolu i acetonu, podczas
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gdy dla wigkszo$ci metod wytracania inulin lepsze rezultaty uzyskuje sie stosujac
acetonitryl i aceton [13].

Krystalizacja inuliny moze by¢ prowadzona poprzez ochlodzenie roztworu do
temperatury 2-10°C, po ktérej wytracony osad jest saczony badz wirowany, albo
poprzez suszenie rozpryskowe, dzigki ktéremu mozna otrzymac wysuszony produkt
o uziarnieniu 50-350 pm [14]. Stopien polimeryzacji inuliny zawartej w bulwach
wzrasta wraz z wiekiem roslin, dlatego inuline wielkoczasteczkowa otrzymuje sie
z bulw roélin kilkuletnich, co wptywa na cene surowca [15].

2.4. OCZYSZCZANIE INULINY

Gléwnymi zanieczyszczeniami inuliny sg: cukry proste, oligomery glukozy
i fruktozy, substancje biatkowe, pektyny, ttuszcze, kwas uronowy oraz barwniki. Dla
usuniecia z ekstraktu substancji niecukrowych skutecznym rozwigzaniem jest mie-
szanie ekstraktu z wodg wapienng. Proces prowadzi si¢ w temperaturze 85°C przez
45 minut, nastgpnie calo$¢ jest kierowana na filtr, ktdry ma za zadanie usunigcie z
ekstraktu czastek stalych o uziarnieniu przekraczajacym 125 pm. Kolejnym etapem
jest kilkustopniowa karbonizacja przeprowadzana przez barbotowanie roztworu
gazowym ditlenkiem wegla, po ktérym nastepuje wirowanie mieszaniny. Karboni-
zacja skladnikow roztworu jest prowadzona kilkustopniowo w réznych przedzia-
tach pH, aby zapobiec wtérnemu rozpuszczaniu si¢ powstatych osadéw w czasie
stopniowej neutralizacji roztworu [11].

Dodatek do ekstraktu zwigzkéw wapnia (gléwnie Ca(OH),) i magnezu (MgSO,),
pozwala usunag¢ barwe roztworu oraz przyspiesza klarowanie sie mieszaniny [14].
Innym sposobem usuwania zwigzkéw barwnych z ekstraktow zawierajacych inulineg
jest ich oczyszczanie z udzialem kolumn adsorpcyjnych z wypelnieniem w postaci
wegla aktywowanego i jonitow (gléwnie celulozowych zywic jonowymiennych,
DEAE [7, 11].

Frakcjonowanie skladnikéw zawartych w ekstrakcie roslinnym mozna sku-
tecznie prowadzi¢ przez zastosowanie technik membranowych, mikrofiltracji oraz
nanofiltracji. Wymienione techniki pozwalaja uzyska¢ produkt o bardzo wysokiej
czystosci i waskich frakcjach mas molowych, np. 5000-6000 Da [16].

3. INNE SUBSTANCJE OBECNE W TOPINAMBURZE

3.1. SUROWCE DO PRODUKC]JI BIOPALIW

Stonecznik bulwiasty to roélina, ktéra jest zdolna do efektywnego wytwarzania
biomasy, dzigki czemu naziemne cz¢éci roélin moga, po wysuszeniu, by¢ stosowane
jako paliwo stale w kottach opalanych biomasg. Warto$¢ opatowa stomy otrzymane;
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po wysuszeniu czesci naziemnych stonecznika bulwiastego wynosi 15,9 MJ/kg [17].
W polskich warunkach produkcja biomasy na bazie stonecznika bulwiastego nie jest
tak efektywna jak w krajach o cieplejszym klimacie, jednak wskazniki ekonomiczne
pozwalajg na jego zastosowanie do celéw energetycznych. Z punktu widzenia pro-
dukcji biopaliw, topinambur jest rosling bardzo uniwersalna, gdyz przetworzenie
biomasy pozwala na uzyskanie biogazu i skladnikéw paliw ciektych. Dla polskich
warunkow klimatycznych najlepsza wydaje sie by¢ odmiana Helianthus tubero-
sum L., ktéra dostarcza 38-75 M]/ha zielonej masy, przy stosunkowo niewielkich
nakladach pracy i naktadach inwestycyjnych (sadzonki, nawozy). Koszty zalozenia
i prowadzenia plantacji omawianej roliny sg relatywnie niskie i konkurencyjne
wzgledem innych upraw, np. kukurydzy [17].

Uprawa i przetwérstwo biomasy na bazie topinamburu dostarcza 3000-5000 m’/ha
biogazu, co w przeliczeniu na energi¢ stanowi 65-135 GJ/ha [17, 18]. Zawartos$¢
metanu w biogazie wyprodukowanym z biomasy stonecznika bulwiastego zawiera
sie w przedziale 57-76% [18]. Tak wysokie wskazniki produkcji energii odnawialnej
poprzez biogaz, stawiajg topinambur w czoléwce roslin dla celéw produkeji biogazu
dla polskich warunkéw klimatycznych, gdyz zaréwno bulwy jak i fodygi sa przy-
datne do produkgji biopaliw.

Stonecznik bulwiasty to rowniez surowiec do produkcji sktadnikéw paliw cie-
ktych takich jak bioetanol, biobutanol, dimetylofuran. Wskaznik produkc;ji bioeta-
nolu na bazie biomasy topinamburu w warunkach polskich wynosi 2,6 m’/ha [19].
Surowcem do produkeji bioetanolu moga by¢ bulwy i lodygi. Stopien konwersji
cukrow w procesie fermentacji wynosi okoto 60%, za$ wskaznik efektywnosci pro-
dukcji bioetanolu przy zastosowaniu drozdzy Kluyveromyces marxianus CBS 1555
wynosi 0,25 g/g suchej masy roslinnej, [20].

Zawarto$¢ ttuszczow w bulwach i fodygach topinamburu jest niewystarcza-
jaca do produkeji biodiesla, gdyz ich zawarto$¢ w czeéci naziemnej rosliny wynosi
3,8% s.m. [21]. Za pomocg metod biotechnologicznych mozliwe jest przetworze-
nie cukréw zawartych w roslinie przez bakterie z wytworzeniem tluszczéw, ktdre
nastepnie moga by¢ surowcem do produkeji estréw metylowych wyzszych kwasow
tluszczowych. Dla produkeji biooleju na bazie topinamburu mozna z powodzeniem
zastosowal bakterie Cryptococcus sp. Proces biotechnologicznej konwersji cukrow
do lipidéw, po uprzednim trawieniu chemicznym biomasy, przebiega wydajnie
i szybko — 1,7 g/dm’/24 h (szybciej niz przy zastosowaniu samej glukozy). Olej
otrzymany tg metodg ma wysoka liczbe cetanowa (LC-58), a niska liczbe jodowa
(LJ-56), dzigki czemu paliwo jest odporne na degradacje oksydacyjna [22].
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3.2. PRODUKCJA DIOLI

Lodygi topinamburu mogg stanowi¢ surowiec do produkcji furfuralu
i 2,5-hydroksymetykofurfuralu (HMF) [22, 23] oraz 2,5-dihydroksymetylenofu-
ranu (DHMEF) i 2,5-dihydroksymetylenotetrahydrofuranu (DHMTF), jak to zilu-
strowano na Rysunku 2 [24].

()

. hydroliza dehydratacja uwodornienie
Biomasa —>  Cukry —> 0 —— HO \ OH
HO/\@/\O DHMF

(0]

DHMTF

Rysunek 2. Synteza dioli na bazie biomasy bogatej w cukry
Figure 2. Diols synthesis based on biomass rich in the sugars

Zaréwno DHMF jak i DHMTF sg waznymi substratami przy produkgji poli-
meréw polikondensacyjnych, w tym poliestrow o wysokiej odpornosci termicznej.
Monomery te na chwile obecng sa wytwarzane gtéwnie w oparciu o produkty petro-
chemiczne. Zasady zréwnowazonego rozwoju wymagaja poszukiwan alternatyw-
nych Zrédet surowcédw nieodnawialnych réwniez w produkeji tworzyw konstrukeyj-
nych, co jest mozliwe dzieki opisanym reakcjom katalitycznym, jak to zilustrowano
na Rysunku 2.

Topinambur moze by¢ réwniez surowcem do produkcji glikoli: etylenowego,
propylenowego i butylenowego, przy czym selektywnos¢ powstawania glikolu ety-
lenowego jest znaczgco wigksza niz pozostalych. Glikol etylenowy jest stosowany,
miedzy innymi, do produkgji poli(tereftalanuetylenu) oraz jest uzywany jako no$nik
ciepta (pompy ciepta, systemy solarne). Surowcem do syntezy glikolu moga by¢
todygi rosliny. Dogodnym ukladem katalitycznym reakcji jest mieszanina tlenku
wolframu(VI) i niklu Raneya, a reakcje prowadzi si¢ w temperaturze 245°C pod
ci$nieniem 6 MPa [24].

4. KIERUNKI PRZETWORSTWA TOPINAMBURU

Znanych jest wiele doniesien literaturowych dotyczacych mozliwosci zasto-
sowania produktéw przetwdrstwa topinamburu. Wiele sposrdd nich jest w fazie
intensywnych badan laboratoryjnych i aplikacyjnych, jednak potencjal mozliwosci
praktycznego zastosowania surowcow pozyskanych z topinamburu jest imponujacy.
Ponizej przedstawiono kilka wybranych kierunkéw praktycznego zastosowania
substancji otrzymywanych z topinamburu, ktdre majg znaczenie praktyczne.
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4.1. PRZEMYSE SPOZYWCZY

Aktualnie przemyst spozywczy to najwiekszy odbiorca inuliny wytwarzanej na
bazie stonecznika bulwiastego. Preparaty blonnika pokarmowego (do ktdrych zali-
cza sie inulina) stanowig okoto 25% liczby sprzedawanych dodatkéw do zZywnosci
w USA. Obserwuje si¢ systematyczny wzrost udziatu inuliny w rynku dodatkéw do
produktow spozywczych. Od 1999 roku osiagnal on wartos$¢ 120%.

Inulina moze by¢ zamiennikiem cukréw prostych oraz ttuszczéw dla réznych
produktow spozywczych. Dodatek inuliny polepsza wlasciwosci reologiczne jogur-
tow, zwiekszajac trwalo$¢ powstalej emulsji oraz jest Zrédlem pozywienia dla kul-
tur bakteryjnych. Badania wskazuja, ze szczepy bakteryjne stosowane w produkeji
jogurtéw bardzo dobrze przyswajaja inuling, co obserwuje si¢ silnym wzrostem
liczebno$ci kolonii [25].

Zastosowanie inuliny podczas wypieku chleba réwniez pozytywnie wplywa na
jego walory jakosciowe. Inulina (szczegélnie o niskim stopniu polimeryzacji) moze
by¢ stosowana jako spulchniacz przy wypieku pieczywa, a jej dodatek do maki w
ilosci 2-12% korzystnie wplywa na wypiek chleba, powodujac wzrost objetosci
bochenkdéw i zmniejsza twardo$¢ produktu [26].

Podczas wypieku ciastek mozna ograniczy¢ ilo$¢ ttuszczoéw nawet o 50%, zaste-
pujac tluszcz inuling. Ograniczenie iloéci tluszczéow uzytych do produkeji ciastek
nie wplywa negatywnie na smak wyrobow. Zmiana receptury ciastek skutkuje obni-
zeniem ich wartosci kalorycznej i zawartosci cholesterolu, ciastka sg bardziej chru-
piace i spulchnione, przy czym obniza si¢ ich twardos¢ [27].

Podobnie jak w przypadku wyrobéw cukierniczych i wypieku chleba, gdzie
dodatek polisacharydu powoduje polepszenie struktury wyrobdw, inulina ma wta-
sciwosci, ktére pozwalajg na jej zastosowanie przy produkeji niskotluszczowych
majonezdw bezcholesterolowych. Stwierdzono, ze inulina nie ma wlasciwosci stabi-
lizujacych emulsje majonezowe, jednak w polgczeniu z gumg guar wystepuje efekt
synergistyczny w odniesieniu do trwato$ci wytworzonych emulsji [28].

Produkty zawierajace inuling sg alternatywa dla oséb na diecie. Dlatego inu-
lina z powodzeniem moze zastepowac sacharoze w diecie, np. diabetykdw i 0séb po
leczeniu chemioterapia. Preparaty zawierajace inuling i inne substancje stodzace,
np. acesulfam K (E950) to popularne skfadniki stodzikéw dietetycznych [29].

Inulina stanowi istotny sktadnik czekolad i cukierkdw o obnizonej wartosci
kalorycznej [30], co w dobie probleméw z nadwaga, szczegdlnie u dzieci, ma bardzo
duze znaczenie spoleczne.

4.2. PRZEMYSE KOSMETYCZNY
Przemyst kosmetyczny to potencjalnie duzy odbiorca produktéw na bazie topi-

namburu. Ekstrakty z bulw slonecznika zawierajg pewne ilo$ci witamin, mineratow
i innych substancji pozadanych w produkcji, np. kreméw kosmetycznych. Podobnie
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jak przy produkcji majonezdw czy jogurtow zastosowanie inuliny nadawato wyro-
bom odpowiednig konsystencje, ograniczalo rozwdj szkodliwych drobnoustrojow,
tak i w produkcji kosmetykow wymienione wlasciwosci sg bardzo pozadane.

Inulina i jej pochodne bedace surfaktantami moga by¢ stosowane do produkeji
mydel antybakteryjnych, skutecznych przy usuwaniu zaréwno gram ujemnych jak
i gram dodatnich bakterii oraz wiruséw. Obecno$¢ inuliny w kosmetykach nadaje
im wiasciwosci odzywcze dla skory oraz pozwala na stabilizacje emulsji w przy-
padku kosmetykéw ptynnych [31].

Surowcem do produkeji kreméw wygtadzajacych i regenerujacych skdre moga
by¢ todygi i bulwy stonecznika. Ekstrakty pozyskane z Helianthus tuberosus L. maja
wlasciwosci przeciwgrzybicze i odkazajace, co jest cecha pozadang wielu kosme-
tykow, w tym tonikéw i maseczek do skory. W badaniach nie stwierdzono dziata-
nia alergizujacego preparatow zawierajacych ekstrakty ze stonecznika bulwiastego,
takich jak toniki dla mezczyzn czy mleczka i balsamy do ciala dla kobiet [32],
pomimo Ze roélina wytwarza wiele zwigzkow alleopatycznych, takich jak kumaryna,
kwas kumarynowy, kwas salicylowy, p-hydroksybenzaldehyd, kwas cynamonowy,
pinorezynol, waniline, loliolid [33, 34]. Fruktany (w tym inulina) znalazly zastoso-
wanie w produkcji szamponéw. Zaletg zastosowania fruktanéw i ich pochodnych,
jako sktadnikéw szampondw jest mozliwos¢ wyeliminowania ze skladu kosmetyku
jonowych srodkéw powierzchniowo czynnych, co ma znaczenie dla ochrony $ro-
dowiska naturalnego, gdyz inulina jest produktem biodegradowalnym [35]. Estry
kwaséw karboksylowych i inuliny nadaja szamponom i odzywkom do wlosow
odpowiednig konsystencje dzigki wlasciwo$ciom powierzchniowo czynnym. Naj-
lepsze wlasciwosci powierzchniowo czynne sposrdd estréow inuliny ma palmity-
nian inuliny, ktérego 1% roztwdr wodny wykazuje napiecie powierzchniowo czynne
30 mN/m [36].

Inulina i jej pochodne stosowane sg w produkeji kreméw do pielegnacji skory,
jako filtry promieniochronne, sktadniki przeciwtrgdzikowe, sktadniki przeciwza-
palne, srodki tagodzace podraznienia, nawet dla skory wrazliwej [37]. W polacze-
niu z wlasciwosciami powierzchniowo czynnymi estréw, inulina stanowi przyszio-
$ciowy surowiec dla przemystu kosmetycznego.

4.3. PRZEMYSE FARMACEUTYCZNY

Inulina jest prebiotykiem, czyli substancja odpowiedzialng za prawidlowe
funkcjonowanie flory bakteryjnej jelit oraz moze by¢ synbiotykiem w polaczeniu
z odpowiednimi szczepami bakterii, np. Bacillus subtillis. Substancja ta reguluje
ukrwienie i perystaltyke jelit oraz stymuluje jelitowy uktad immunologiczny [38].
Inulina jest waznym skladnikiem diety, dlatego stosuje si¢ preparaty inulinowe
w réznych typach diety, jak réwniez w preparatach zmniejszajacych apetyt pacjenta.
Efekt zmniejszenia taknienia zaobserwowano podajgc pacjentom propionian inu-
liny pomiedzy positkami w ilo$ciach od 100-250 mg [39]. W przemysle farmaceu-
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tycznym fruktany sg stosowane jako substancje pomocnicze przy produkeji lekow.
W przypadku niektérych kompozycji farmaceutycznych stwierdzono dziatanie
synergiczne sktadnikéw lekdéw przeciwnowotworowych zawierajacych inuline [40].
Inulina jest sktadnikiem pomocniczym do produkcji masci, np. masci na opryszczke
i masci na gojenie ran.

Stwierdzono réwniez, ze zwiazek ten zwieksza przyswajalnos¢ i stabilizuje
poziom wapnia i magnezu w organizmie oraz wplywa na mineralizacj¢ kosci.
Zwigkszona przyswajalno$¢ wapnia ma istotne znaczenie w profilaktyce i leczeniu
osteoporozy jak rowniez niedoboru magnezu wynikajgcego ze stresu i picia duzych
ilo$ci kawy [41-43].

PODSUMOWANIE

Stonecznik bulwiasty (Helianthus tuberosus L.) to w Polsce stosunkowo malo
znana roslina, uprawiana amatorsko. Ze wzgledu na niewielkie wymagania uprawy
i szeroki zakres zastosowan produktéw pozyskiwanych z topinmburu (gtéwnie inu-
liny), nalezy uzna¢ tg roéling za perspektywiczne zrédlo odnawialnych surowcow
chemicznych. Wiele osrodkéw badawczych, w tym kilka polskich, koncentruje si¢
obecnie na rozwoju technologii wyodrebniania i przetwarzania surowcéw na bazie
topinamburu. Na chwile obecng Polska importuje inuline, gtéwnie wytwarzang na
bazie korzeni cykorii, topinamburu i agawy, gdyz nie ma w naszym kraju rozwinig-
tych upraw zorientowanych na produkcje inuliny, a co z tym jest zwigzane brak jest
réwniez przetwdrstwa w tym zakresie. Wzrost zapotrzebowania na tzw. Zywnos¢
funkcjonalng oraz kosmetyki funkcjonalne pozwala przypuszczaé, ze podobnie jak
w krajach zachodniej Europy i USA, réwniez w Polsce obserwowac bedziemy syste-
matyczny wzrost zainteresowania inuling.

Obecnie, gdy coraz wiecej mowi sie o komercjalizacji nauki i poszukiwaniu
specjalistycznych produktéw na bazie tanich, fatwo dostepnych i odnawialnych
surowcow przy uzyciu technologii przyjaznej $rodowisku (zielona chemia i biala
biotechnologia) tematyka surowcow chemicznych na bazie topinamburu wydaje si¢
by¢ bardzo aktualna, z uwagi na to, ze $wiatowa produkcja inuliny w 2007 roku
wyniosta 350 000 Mg/rok [44] i od wielu lat wykazuje wzrastajaca tendencje.
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ABSTRACT

Proteins are macromolecules that carry out most of the biochemical functions
of the cell, which strongly depend on the secondary and tertiary structure, defined
by the amino acid sequence of a polypeptide chain. The importance of peptides and
proteins in biology and medicine inspired chemists to develop strategies for their
synthesis.

The main limitation to the preparation of long peptides is their tendency to
aggregation, what makes the coupling and deprotection reaction ineffective, and
purification of the compounds difficult. Inter- and intramolecular interactions,
hydrophobic character, the presence of multiple hydrogen bonds significantly affect
the secondary structure of peptides, making further extension of the peptide chain
very difficult.

Undesirable aggregation process may be disrupted by reduction of hydrophobic
interactions. For this purpose, various methods are used, based on the implemen-
tation of specific modifications to the peptide chain, affecting its secondary struc-
ture. These methods include, for example, incorporation of pseudoproline building
blocks [5] and proximity induced peptide ligation [6, 7].

In some cases, it is convenient to extend the amino acid side chain to form iso-
peptides (Fig. 1) [14-16]. Depsipeptides can be created with the natural amino acids
such as cysteine, serine, threonine, tyrosine, or tryptophan. The basic requirement is
the presence of f-hydroxyamino component.

The presence of a depsipeptide moiety in place of an amide bond significantly
change the secondary structure of native peptide and prevents from aggregation,
leading to higher yields of desired compounds [18]. In the solution phase peptide
synthesis, this method is free from racemization [19]. Isodipeptide units can be suc-
cessfully applied in SPPS for the synthesis of “difficult sequence”-containing pepti-
des [19].

In this paper, many examples of effective use of O-acylisopeptides method in
peptide synthesis are discussed.

Keywords: O-acyloisopeptides, O>N-migration, difficult sequence-containing pep-
tides

Stowa kluczowe: O-acyloizopeptydy, O>N-migracja, peptydy zawierajace trudne
sekwencje
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WPROWADZENIE

Biatka to makroczasteczki, ktdre sa odpowiedzialne za wigkszos¢ funkcji bio-
chemicznych komorki. Biologiczna rola poszczegdlnych bialek zalezy $cisle od ich
struktury drugo- i trzeciorzedowej, ktdra jest zdefiniowana przez sekwencje ami-
nokwasowa fancucha polipeptydowego. Znaczenie peptydéw i biatek w biologii
i medycynie inspiruje chemikéw do rozwijania strategii ich syntezy.

Metody otrzymywania polipeptydéw zostaly znacznie rozszerzone w ciagu
kilku ostatnich dekad [1], zwlaszcza od momentu wprowadzenia przez Merrifielda
syntezy na no$niku stalym [2] oraz zastosowania syntezatoréw. Jednak SPPS nie
moze zaspokoi¢ rosngcego zapotrzebowania na synteze duzych polipeptydéw lub
bialek, poniewaz najlepiej nadaje si¢ do syntezy fancuchéw peptydowych majgcych
mniej niz 50 reszt aminokwasowych.

Gléwna przeszkoda w otrzymywaniu dlugich peptydéw jest tendencja do ich
agregacji, w wyniku ktorej reakcje sprzegania i usuwania grup ochronnych s mato
wydajne, a oczyszczanie zwigzkow jest bardzo trudne. Miedzy- i wewnatrzczgs-
teczkowe interakcje, hydrofobowy charakter, obecno$¢ wielu wigzan wodorowych
wplywajag w znacznym stopniu na strukture drugorzedowa peptyddéw, utrudniajgc
dalsze wydltuzanie tancucha peptydowego. Dlatego tez synteza peptydéw o trudnych
sekwencjach jest ostatnio przedmiotem badan wielu zespolow [3, 4].

1. STRATEGIE STOSOWANE W SYNTEZIE PEPTYDOW
O TRUDNYCH SEKWENCJACH

Niepozadany proces agregacji moze zosta¢ zaklécony w wyniku zmniejszenia
hydrofobowych oddzialywan. Do tego celu stosowane s3 rézne metody, polegajace
na wprowadzeniu konkretnych modyfikacji do tancucha peptydowego, wplywaja-
cych na jego strukture drugorzedowa. Do metod tych zaliczamy m.in. inkorporacje
pseudoprolinowych blokéw budulcowych [5] oraz réznego typu substancji pomoc-
niczych np. reszty 2-hydroksy-4-metoksybenzylowej (Hmb) [6]. Obecnos¢ substan-
cji pomocniczych zakldca strukture drugorzedowa, powstala w wyniku oddzialy-
wan miedzy- i wewnatrzczasteczkowych, co ulatwia reakcje N-acylowania. Metoda
ta zostata zapoczatkowana przez Brennera i wsp. ponad 60 lat temu [7]. Ostatnio,
Miranda i wsp. opisali zastosowanie pomocniczego 2-hydroksy-6-nitrobenzylu
(Hnb), dla poprawy efektywnosci i wydajnosci syntezy peptydéow na fazie stalej,
zawierajgcych sterycznie zawadzone aminokwasy, szczegdlnie 3-rozgalezione reszty
[8]. W wyniku redukcyjnego alkilowania, odpowiedni benzaldehyd jest przylaczony
do peptydu zwigzanego z zywica, a nastepnie wolna grupa hydroksylowa jest acy-
lowana Fmoc-aminokwasem lub peptydem aktywowanym HBTU. O->N Migracja
reszty acylowej prowadzi do utworzenia wigzania amidowego (Schemat 1).
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Schemat 1. Ligacja peptydu indukowana substancjg pomocnicza
Scheme 1. Proximity induced peptide ligation

Wprowadzono takze strategie polegajace na sprzeganiu fragmentéw otrzyma-
nych na fazie stalej i/lub w roztworze w celu utatwienia syntezy duzych polipepty-
dow [9, 10]. Jedng z metod kondensacji fragmentdéw w roztworze, ktéra zrewolu-
cjonizowala syntez¢ peptydow jest natywna ligacja chemiczna (NCL) (Schemat 2a).
Pojecie NCL wprowadzono juz w 1953 roku [11], ale metoda ta znalazta szerokie
zastosowanie dopiero od 1994, kiedy to zostata wykorzystana w syntezie interleu-
kiny-8, odpowiedzialnej za proliferacje komorek B podczas odpowiedzi immuno-
logicznej [12]. NCL polega na chemoselektywnym sprzeganiu dwdch fragmentow
peptydowych, gdzie jeden z nich zawiera aktywowany C-terminaly tioester, a drugi
odblokowang N-koncowg reszte cysteiny. Ich polgczenie prowadzi do uzyskania
natywnego peptydu. Sita napedowsa reakcji NCL jest wieksza termodynamiczna
trwalo$¢ wigzania amidowego niz tioestrowego, ktdra wystepuje w zakresie neu-
tralnego pH [13]. Generalnie, NCL oznacza miedzyczasteczkowq ligacje z udzialem
dwoch czasteczek (Schemat 2a), natomiast wewnatrzczasteczkowa ligacja, czesto
nazywana acylomigracja, wystepuje, gdy grupa acylowa migruje z O, N, S>N w izo-
peptydzie (Schemat 2b).
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a) Intermolecular chemical ligation, (b) Intramolecular chemical ligation

a) Miedzyczasteczkowa ligacja chemiczna, (b) Wewnatrzczasteczkowa ligacja chemiczna

W przypadku kondensacji fragmentdw, N-koncowy fragment peptydowy sprze-
gany jest z C-koficowym fragmentem, a nastepnie proces ten powtarzany jest az do
momentu osiggniecia docelowego peptydu. W niektérych przypadkach, w ktérych
wystepuje problem z rozpuszczalno$cia w petni odblokowanego natywnego peptydu
lub wystepuja problemy w efektywnym sprzeganiu segmentdw, nalezy wykorzystaé
inne alternatywne metody. W takich przypadkach wygodniej jest wydluza¢ tancuch
boczny aminokwasu, zamiast przedtuzania fancucha gléwnego, tworzac izopeptydy
(Rys. 1) [14]. Depsipetydy moga by¢ tworzone na takich naturalnych aminokwasach
jak cysteina, seryna, treonina, tyrozyna czy tryptofan. Dalsza cze$¢ pracy poswie-

cona zostanie najczesciej stosowanym w syntezie O-acyloizopeptydom.
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HZNYO HzNYO

X R 0, H,N peptyd 2 =
N
H;N - =

cooH 9

H,N \NH/\\ H,N PNy

X=8,0 R=H,Me COOH NH COOH

Rysunek 1. (a) Izopeptyd cysteiny/seryny/treoniny, (b) izopeptyd tyrozyny, (c) izopeptyd tryptofanu
Figure 1. (a) Cysteine/serine/threonine isopeptide, (b) tyrosine isopeptide, (c) tryptophan isopeptide

2. O-ACYLOIZOPEPTYDY

Szybka, fatwa i nieodwracalna transformacja O-acyloizopeptydu do natywnego
peptydu okreslana jest jako metoda ,,click” [15] lub ,switch” [16]. Podstawowym
wymogiem jest obecno$¢ skladnika -hydroksyaminowego. Bialkowe aminokwasy
Ser, Thr, Tyr i nienaturalne aminokwasowy np. Pns (kwas (2R,3S)-3-amino-2-hy-
droksy-4-fenylobutanowy), «a-alkiloseryny spelniaja ten podstawowy wymog.
W przypadku syntezy peptydéw na fazie stalej, wigzanie estrowe utworzone jest
pomiedzy grupg karboksylowa jednego aminokwasu i grupg 5-hydroksylowa dru-
giego takiego jak np. Ser/Thr. Dalsze wydluzanie fancucha peptydowego prowadzi
sie w regularny sposéb. Po otrzymaniu pelnej sekwencji aminokwasowej peptyd
odszczepia si¢ od Zywicy i usuwa grupe ochronng na Ser/Thr w celu uzyskania
jednostki O-acylo-izopeptydowej, ktéra w warunkach fizjologicznych (pH 7,4) np.
w peroksyboranie(III) sodu (PBS) w temperaturze pokojowej ulega O->N wewnatrz-
czgsteczkowej migracji reszty acylowej. W konsekwencji otrzymuje sie pozadany
peptyd [17]. Obecnos¢ ugrupowania depsipeptydowego w miejscu wigzania ami-
dowego nie powoduje tworzenia niepozadanych pofatdowan struktury drugorzedo-
wej, ktére mogtyby prowadzi¢ do agregacji.

Kiso i in. [18] wykazali Ze obecno$¢ reszt O-acylowych znaczgco zmienia struk-
ture drugorzedowg natywnego peptydu. O-Acyloizopeptydy sg bardziej hydrofilowe
i fatwiejsze do oczyszczenia metodg HPLC, niz odpowiadajgce im macierzyste pep-
tydy. W tym samym zespole otrzymana zostala biblioteka 40 jednostek O-acylo-
izodipeptydowych o ogoélnej strukturze Boc-Ser/Thr(Fmoc-AA)-OH (Schemat 3).
Autorzy oznaczyli czysto$¢ enancjomeryczng otrzymanych depsipeptydéw metoda
HPLC przez poréwnanie z wzorcami Boc-Ser/Thr(Fmoc-D-Xaa)-OH [19]. Badania
wykazaly, ze metoda O-acyloizopeptydowa, w przypadku syntezy w roztworze, jest
metoda wolng od racemizacji.

BocHN COOH
1 ‘\/
BocHN COOB R 0 Y
oc! ~ n I 1. kondensacja FmocHN\)l\o H
H —_— =
/:\\ + FmocHN/\COOH 2. wodoroliza H /\ﬂm'lc
HO H/Me R

Schemat 3. Synteza jednostek O-acyloizopeptydowych [Boc-Ser/Thr(FmocXaa)-OH]
Scheme 3. Synthesis of O-acyl isopeptide units [Boc-Ser/Thr(FmocXaa)-OH]
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N-Koncowe izopeptydy serynowe szybko generuja odpowiadajace im natywne
peptydy przez O>N wewnatrzczasteczkowa migracje reszty acylowej przez 5-cio
czlonowy stan posredni [20]. Zaobserwowano rowniez klasyczne przesuniecie O>N
reszty acylowej poprzez 8- i 11-cztonowe cykliczne stany przejsciowe [21].

O->N Migracje w O-acyloizodipeptydach (1 i 3) mozna prowadzi¢ w bezwod-
nych warunkach w celu uniknigcia hydrolizy estru, w mieszaninie piperydyna-DMF
(20% v/v), przy wspomaganiu promieniowania mikrofalowego w 50°C, MW 50W,
1 h (Schemat 4). Za pomocg metody HPLC-MS potwierdzono powstawanie poza-
danych wewnatrzczasteczkowych produktow ligacji (odpowiednio 2 i 4), a takze
produktu bis-acylowania 5, powstaltych przez 8- i 11-czlonowe stany przejsciowe.

Ligacja zwigzku 3 zostata zbadana réwniez w warunkach wodnych (pH = 7,6,
stezenie buforu 1 M, MW 50°C, 50 W, 1 h). Wyniki analizy HPLC-MS wskazy-
waly na obecnos¢ tylko niewielkiej ilo$ci produktu ligacji 4, gtéwny pik odpowiadat
masie zwigzku 3, pozbawionego grupy Boc.

a) /Bm _Boc

OH
piperydyna-DMF /_‘ R, [V}
\)J\ 0% | \)j\
H OH
N

—=  Boc_ N
SO, 50, 3h NH/\H/ < H/\n/
o R

b) OH

R 0 0
4 _~Boe
‘/ piperydyna-DMF \© HN
\)L 20w + o
/Y /\"/ SOW. 50.°C. 3h R

Schemat 4.  Ligacja chemiczna izopeptydow seryny via: (a) 8-czlonowy stan przejéciowy, (b) 11-cztonowy stan
przejsciowy

Scheme 4.  Chemical ligation of serine isopeptide via: (a) 8-membered transition state, (b) 11-membered
transition state

Izopeptyd tyrozyny 6 (n = 1-3) stuzyl jak narzedzie do badania ligacji poprzez
12-14-czlonowe cykliczne stany przejsciowe (Schemat 5).
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Schemat 5. Ligacja chemiczna izopeptydu tyrozyny 6
Scheme 5. Chemical ligation of tyrosine isopeptide 6

Préby ligacji izopeptydu tyrozyny 6 w warunkach wodnych zakonczyly sie nie-
powodzeniem. Jednakze, gdy reakcje prowadzono w warunkach promieniowania
mikrofalowego (pH 7,3, stezenie buforu 1M, MW 50°C, 50 W, 3 h) (Schemat 5)
otrzymano produkt wewnatrzczasteczkowej O->N-acylomigracji 7 (85%), zanie-
czyszczony bis-acylowanym zwigzkiem 8 (10%) oraz nieprzereagowanym substra-
tem 6 (5%). Wyniki wskazuja, Ze O->N-acylomigracja poprzez 12- i 14-cztonowe
cykliczne stany przej$ciowe jest bardziej preferowana niz migdzyczasteczkowe acy-
lowania przebiegajace poprzez 13-cztonowe cykliczne stany przejsciowe.

Izopeptyd 9 (m = 1-3, n = 1-3) zostal wykorzystany do badania O->N wewnatrz-
czasteczkowej migracji poprzez 15-19-czltonowe cykliczne stany przejsciowe (Sche-
mat 6) [22].
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Schemat 6. Ligacja chemiczna izopeptydu tyrozyny 9
Scheme 6. Chemical ligation of tyrosine isopeptide 9

W $rodowisku wodnym (pH =7,3), 12-, 13- i 14-czlonowe stany przej$ciowe nie
prowadza do produktéw ligacji [23]. Wykazano, Ze w mieszaninie piperydyna-DME,
atakujacy nukleofil jest calkowicie deprotonowany, a ligacja zachodzi z wysokimi
wydajno$ciami siegajacymi 97%.

Ligacja izotetrapeptydu tyrozyny 9 w warunkach wodnych prowadzi do otrzy-
mania oczekiwanego produktu ligacji 10 (87-100%, Schemat 6), ktéremu towarzy-
szyly nieznaczne ilosci produktow miedzyczasteczkowego bis-acylowania 11 oraz
$ladowe ilosci nieprzereagowanego substratu 9.

3. ZASTOSOWANIE METODY O->N-ACYLOIZOPEPTYDOWE]J
W SYNTEZIE PEPTYDOW

Podczas badan nad prolekami przeciwnowotworowymi paklitakselem i doce-
takselem, Kiso i in. stwierdzili, Ze obecnos¢ reszty O-acylowej zamiast N-acylowej,
zwieksza rozpuszczalno$é produktu posredniego. W latwy sposéb otrzymali depsi-
peptyd, ktory w koncowym etapie poddali O->N-wewnatrzczasteczkowej migracji
otrzymujac zaprojektowany zwiazek [24, 25]. Wyniki te zostaly poparte obserwa-
cjami Fujii i wsp., ktérzy poprzez O->N-migaracje otrzymali izoestry dipeptydow
z grupa hydroksyetyloaminowg (HDIs). Peptydomimetyki te wykorzystywane sa
w syntezie inhibitoréw f-sekretazy [26].
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Uzycie tej metody pozwolito otrzyma¢ pentapeptyd Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-
-NH, [27]. W przypadku zastosowania standardowej procedury wydluzania fan-
cucha peptydowego, Kiso i wsp. otrzymali mieszanine zwigzkéw, a oczyszczanie
peptydu przy uzyciu HPLC okazalo si¢ niezwykle problematyczne ze wzgledu na
stabg rozpuszczalno$¢. Zaprojektowany peptyd wyodrebnili z bardzo stabg wydaj-
noscig (6,9%). Zastosowanie metody O-acyloizopeptydowej podniosto wydajnosé
do 57,6% (Schemat 7).

Ph Ph
(1 ('
FmocHN—lQ —2>___ BocHN Y V""V"'_NH_O — BocHN Y Val_\,al_NH_O
OH o
Ac-Val-val””
Ph
0
O.N-migracja
z . H,N H Val-Val—NH, pH=7j Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-NH,
Ac-Val-val””

Schemat 7. Syntezapentapeptydu Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-NH, przywykorzystaniu metody O-acyloizopeptydowej
Scheme 7. O-Acyl isopeptide method for the synthesis of pentapeptide Ac-Val-Val-Pns-Val-Val-NH,

Boc-Pns-OH sprzegano do dipeptydylozywicy, a nastepnie acylowanie grupy
B-hydroksylowej Boc-Pns przeprowadzono stosujac Fmoc-Val. Po otrzymaniu poza-
danej sekwencji, grupe Fmoc usunieto i wolng grupe aminowg zacetylowano. Po
odszczepieniu od Zywicy i usunieciu grupy Boc otrzymano depsipeptyd o 100% czy-
stosci HPLC, ktdry byt ok. 500-krotnie lepiej rozpuszczalny w wodzie niz natywny
peptyd. Zwiazek przechowywany byt w 4°C przez okres 1 miesigca bez degradacji.
Izopeptyd poddano migracji (< 5 minut) w PBS o pH = 7,4, stezeniu 1 mg/ml.

[¢] (o]
Boc-Thr-OH BMHN\)]\ Fmoc-Val-OH BucliN\)J\
Hvakval—NH—_)  ——= Val-Val—Ni—( ) ——= 0 Vak-Val—Na—()
H FmocHN =,
H()/\ O/\
B[JEHN\/COOH
Y H
FmocHN -
moc. \_/Lk() /v\
P
¢ 0
BMHN\)I\ H,N.
Q H valkval—NHE—( ) T Val-Val—NH,
FmocHN 5 Ac-Val-Val 5
e \/U\O/,\ ~o” N

/:\
Schemat 8.  Synteza pentapeptydu Ac-ValValThrValVal-NH, przy wykorzystaniu metody O-acylo izopeptydowej
Scheme 8. O-Acyl isopeptide method for the synthesis of Ac-ValValThrValVal-NH,



744 0.FRACZAK, A. OLMA

Podczas syntezy metodg O->N-acyloizopeptydowa Ac-Val-Val-Thr-Val-Val-
-NH,, Kiso i in. zaobserwowali powstawanie niepozadanego epimeru izopeptydu,
Thr(Ac-Val-D-Val)Val-Val-NH, x TFA (okoto 21%), obok peptydu o pozadanej
sekwencji [28]. Racemizacja Val spowodowana byta malg szybkosciag estryfikacji
na fazie stalej. Autorzy opracowali nowg strategie, pozwalajacg unikngé epimery-
zacji. Depsipeptyd Boc-Ser/Thr(Fmoc-Xaa-OH) otrzymali w roztworze i nastepnie
wykorzystali w SPPS (Schemat 8).

Takze analogi Leu-enkefaliny zawierajace a-podstawione seryny w miejscu gli-
cyny w pozycji 2 zostaly otrzymane przy wykorzystaniu metody depsipeptydowe;j
z wysokimi wydajnosciami [29]. W przypadku klasycznej syntezy, ze wzgledu na
duza zawade przestrzenna dipodstawionych aminokwaséw, co utrudnia acylowanie
ich funkcji aminowej, pozadane produkty otrzymuje si¢ z duzo nizszymi wydajno-
$ciami. Identyczne podejscie wykorzystano do syntezy analogéw bifaliny, modyfiko-
wanej w pozycjach 2, 2’ (R)- lub (§)-a-metylo(izopropylo)seryna (Schemat 9) [30].

0—Boc

HATU, HOAt
+ o R=MeiPr NMM. DCM
[} R Q
Bog NH \)L
“NH OH
0
Boc-O
NH-Boc
0
o 0 0
R o 1) 90% TFA,,
NH NH _NH NH _Boc
Bor NH/\n/ NH NH NH 2) 5% NaHCO,
0 R 0 0 0
0
Boc-NH
0—Boc
on
oH
o 0 R O
NH J\/w NH,
HN , H NH
o R ]
HO
HO

Schemat 9.  Synteza analogow bifaliny przy wykorzystaniu metody O-acyloizopeptydowe;j
Scheme 9.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of biphalin analogues
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Carpino i in. wykorzystali metode depsipeptydowa do syntezy 37-aminokwa-
sowej domeny WW FBP28, ktéra przyjmuje forme trzyniciowej antyréwnolegtej
B-kartki [31]. Nawet krétki fragment tego peptydu Y'"”-K* uznawany jest za niezwy-
kle trudny w syntezie. Wprowadzenie wigzania depsipeptydowego w pozycji E-S*
rozwigzalo problemy z agregacja, a po etapie migracji peptyd otrzymano z wysoka
wydajnoscia, poréwnywalng do tej uzyskanej strategia pseudoprolinowg (Schemat
10). Po wbudowaniu Boc-Ser-OH funkcja hydroksylowa Ser acylowana byla Fmoc-
-Glu(O'Bu)-OH, w obecnosci N-metyloimidazolu (NMI). Pozostate aminokwasy
przylaczano standardowo. Powstaty depsipeptyd odszczepiono od zywicy przy uzy-
ciu kwasu trifluorooctowego (TFA) i poddano O->N migracji. Obecnos¢ pozada-
nego produktu potwierdzono za pomocg spektrometrii mas.

Boc-Ser-OH
N—() T . TWEKPQELK—NH—( ) ——>  Boc—$ TWEKPQELK—NH—(_)

HO
- TFA O.N-migracja
—>=__  Boc—S§ TWEKFQELK—NH—C_/- ———= Boc—S$ TWEKPQELK—NH, —=
YYYNNRTLE—O YYYNNRTLE—O

YYYNNRTLESTWEKPQELK—NH,

Schemat 10. Synteza fragmentu domeny WW FBP28 przy wykorzystaniu metody O-acylo izopeptydowej
Scheme 10.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of FBP28 WW domain fragment

Carpino i wsp. uzyli jednostek depsipeptydowych w automatycznej syntezie
izopeptydow [31]. To pozwala unikng¢ O-acylowania na zywicy, ktdre jest niewy-
godne i podatne na racemizacje. Otrzymany depsidipeptyd Boc-Thr(Fmoc-Ala)-
-OH wykorzystano w zautomatyzowanej syntezie 31-meru C-terminalego frag-
mentu krambiny (Schemat 11). Podczas syntezy fragmentu 16-46, depsidipeptyd
wprowadzono w pozycje 27-28 i 38-39. W konicowym etapie przeprowadzono O->N
migracje otrzymujac zaprojektowany fragment 16-46 krambiny.

0
0 H,N
0 CPGDYAN
H,N
0 YTGCINPG—NH
(]
CRLPGTPEALC—N H“HJ\

0

l O, N-migracja

CRLPGTPEALCATYTGCIIIPGATCPGDYAN

Schemat 11. Synteza fragmentu krambiny przy wykorzystaniu metody O-acylo izopeptydowej
Scheme 11.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of crambine fragment
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Strategie O-acyloizodipeptydows, wolng od racemizacji, wykorzystano do syn-
tezy wielu peptydow, w tym Af1-42 [32]. Skuteczno$¢ stosowania metody izopepty-
dowej potwierdzono w syntezie peptydéw amyloidowych [33], ktore sg sktadnikami
zlogow amyloidowych w mézgu u pacjentéw z chorobg Alzheimera. Peptyd AB1-42
jest uwazany za jeden z najtrudniejszych peptydow do syntezy. Sktonnos¢ do ulega-
nia agregacji uniemozliwia przeprowadzenie wielu badan biologicznych. Trudnosci
te zostaly przezwyci¢zone przez opracowanie metody umozliwiajacej dostarczenie
peptydu do odpowiedniego celu biologicznego w monomerycznej formie. Otrzy-
many metodg O-acyloizopeptydowa, rozpuszczalny w wodzie depsipeptyd, analog
Af31-42 w warunkach fizjologicznych przeksztalcal sie do odpowiedniego peptydu.
Wigzanie estrowe wprowadzono pomiedzy Gly” i Ser®, pozostala sekwencje zsyn-
tezowano stosujac standardowe protokoly. Po odszczepieniu od zywicy, a nastepnie
deprotekcji grupy Boc-Ser”, otrzymany O-acyloizopeptyd Af1-42 byt z tatwoscig
oczyszczony metoda HPLC.

HO/; o /- 0 R, (V)
FmocNH NH
FmocNH NH o
0 1
1 *s ¢ :
R
0
0 BocHN\/l‘L
BocHN\)]\ H iy R,
Y OH H
1) Pip/DMF : cyklizacja o O TEa
) " —
2) TFE/AcOH/DCM

0
RY \n Ry
0 0
H N\)k

0

Schemat 12.  Synteza cyklicznych peptydéw przy wykorzystaniu metody O-acyloizopeptydowe;j
Scheme 12.  O-Acyl isopeptide method for the synthesis of cyclic peptides

Topologia makrocyklicznych peptydéw zmniejsza ich podatnos¢ na atak egzo-
i endopeptydaz. Dlatego cykliczne peptydy sa atrakcyjnym przedmiotem badan w
chemii lekéw. Wankomycyna, cyklosporyna, oksytocyny i wazopresyny sa dobrze
znanymi cyklicznymi lekami peptydowymi [34]. W zaleznosci od posiadanych grup
funkcyjnych, peptyd moze by¢ cyklizowany na cztery sposoby: glowa do ogona
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(C-koniec do N-konca), glowa-fancuch boczny, fancuch boczny-ogon lub tancuch
boczny-taficuch boczny.

Amblard i wsp. opisali synteze cyklicznego peptydu przy wykorzystaniu cykli-
zacji gtowa-ogon [35]. Liniowy depsipeptyd zawierajacy reszte seryny zostal otrzy-
many na fazie stalej. Po usunieciu z zywicy, przeprowadzono wewnatrzczasteczkowa
cyklizacje przez aktywacj¢ C-terminalnej O-acyloseryny. Po odblokowaniu funkcji
aminowej seryny przeprowadzono O->N-migracje w cyklicznym depsipeptydzie
otrzymujac cykliczny peptyd (Schemat 12).

PODSUMOWANIE

Ligacja peptyddw przy uzyciu metody O-acyloizopeptydwej, zblizonej pod wie-
loma wzgledami do metody pseudoprolinowej, posiada wiele zalet, m.in.:

— lepsza rozpuszczalno$¢ izopeptydow w wodzie, ze wzgledu na obecnosé

dodatkowej protonowanej grupy aminowej, co utatwia ich oczyszczanie,

— stabilnos$¢ acyloizopeptydow w obojetnych lub stabo zasadowych warun-

kach, w postaci roztworu w DMSO lub w postaci statej po liofilizacji,

- O-N-acylomigracja zachodzi ilosciowo w krétkim okresie czasu w tagod-

nych warunkach zasadowych,

— obecnos$¢ wigzania depsipeptydowego zapobiega niepozadanej agregacii,

— wigksze wydajnos$ci deprotekcji i sprzegania w syntezie SPPS spowodo-

wane obecnoscig jednostki O-acyloizopeptydowe;,

— mozliwo$¢ ligacji chemicznej przy uzyciu biatkowych aminokwasoéw

takich jak cysteina, seryna, tyrozyna i tryptofan.

Metoda ta umozliwia otrzymanie z wysokim wydajnosciami peptydéw o trud-
nych sekwencjach zawierajgcych sterycznie zawadzone aminokwasy, cyklicznych
peptydow, dlugich peptydéw posiadajacych tendencje do agregacji. Zalety metody
acyloizopeptydowej sprawiaja, ze coraz czeéciej metoda ta jest ,,metoda z wyboru”
w syntezie peptydow.
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PODZIEKOWANIA

Komitet Redakcyjny ,Wiadomo$ci Chemicznych” pragnie zlozy¢ stowa podzie-
kowania za okazang pomoc i wsparcie finansowe w roku 2013:
o Panu prof. dr hab. Henrykowi Koroniakowi, Dziekanowi Wydzialu Chemii
Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu,
o Panu prof. dr hab. Andrzejowi Trochimczukowi, Dziekanowi Wydziatu
Chemicznego Politechniki Wroclawskiej,
o Panu prof. dr hab. Andrzejowi Jezowskiemu, Dyrektorowi Instytutu Niskich
Temperatur i Badan Strukturalnych im. Wlodzimierza Trzebiatowskiego
PAN we Wroctawiu,
o Pani prof. dr hab. Annie M. Trzeciak, Dziekan Wydzialu Chemii Uniwersy-
tetu Wroclawskiego,
o Firmie Farmaceutycznej Merck Sp. z o.0.
Kierujemy réwniez bardzo serdeczne stowa podziekowania dla wszystkich
Recenzentéw i Autoréw, ktdrzy wspotpracowali znami wroku 2013. To wlasnie dzieki
ich pracy mozliwe byto utrzymanie wysokiego poziomu naukowego czasopisma.

prof. dr hab. Zdzistaw Latajka
Redaktor Naczelny

WYROZNIONE PRACE DOKTORSKIE LUB HABILITACYJNE

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych” w porozumieniu z Rada 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
Wydzialdw, 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 zwiezty 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 doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktérych prace
zostaly wyrdznione w ciagu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.
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/\ it éé INTERNATIONAL CONGRESS OF YOUNG CHEMISTS
8™ - 12™ OctoBer 2014, SzczeciN, PoLAND

Miedzynarodowy Kongres Mlodych Chemikow ,,YoungChem2014” jest dwu-
nastg juz edycja cieszgcego sie duzym powodzeniem wydarzenia, organizowanego,
co roku przez studentéw Politechniki Warszawskiej. Cztonkowie Chemicznego Kota
Naukowego ,,Flogiston” staraja si¢, aby YoungChem znajdowal sie w pierwszej lidze
konferencji chemicznych w Europie. Od samego poczatku Kongres Mlodych Che-
mikéw jest wydarzeniem organizowanym przez studentdéw i dla studentéw (w tym
magistrantow, doktorantéw, doktorow, itp.). Jego gtéwnym celem jest stworzenie
okazji dla mlodych i ambitnych naukowcéw do zaprezentowania przez miedzyna-
rodowa publicznoscig obszaru ich badan, do uczestnictwa w wyktadach prowadzo-
nych przez znanych i szanowanych profesoréw, do spotkania z przedstawicielami
wielu firm przemystu chemicznego oraz oczywiscie do integracji. Od 2003 Young-
Chem ewoluowal od skromnego kongresu dla studentéw z Polski i sasiednich kra-
jow przez Europejski Kongres do miedzynarodowej konferencji, ktora kazdego roku
przycigga ponad 110 uczestnikow z 25 krajow z calego $wiata. Tegoroczna edycja
Migdzynarodowego Kongresu Miodych Chemikéw ,,YoungChem2014” odbedzie
siec w dniach 08.10-12.10. w Szczecinie. Jest to wspaniala okazja, do zawarcia
nowych przyjazni, miedzynarodowych wymian studenckich oraz promocji badan
naukowych. Go$¢mi tegorocznej konferencji beda m.in. prof. Lee Cronin z Uniwer-
sytetu Glasgow, prof. Sijbren Otto z Uniwersytetu Groningen, prof. Jorge Gascon
z Uniwersytecku Zaragoza, prof. Steve Liddle z Uniwersytetu Nottingham oraz
prof. Joachim Thiem pracujacy na Uniwersytecie w Hamburgu. W zwiazku z tym,
ze 2014 rok jest Miedzynarodowym Rokiem Krystalografii zaprosilismy takze
prof. Mari¢ Gdaniec, ktéra jest przewodniczaca Komitetu Krystalografii PAN. Pelni
takze funkcje kierownika Zakladu Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Adama Mickiewicza w Poznaniu. Tematyka wystgpien prezentowanych w trakcie
Konferencji Mlodych Chemikéw YoungChem obejmuje réznorakie dziedziny che-
mii m.in: krystalografie, chemie analityczng i Srodowiskowa, chemie fizyczng, meta-
loorganiczng, nieorganiczng, synteze i katalize organiczng oraz nanotechnologie.
Szczegétowe informacje dotyczace tegorocznej konferencji znajduja si¢ na stronie
internetowej: youngchem.com
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SPRAWOZDANIE Z VIII KOPERNIKANSKIEGO
SEMINARIUM DOKTORANCKIEGO

W dniach 25-27 czerwca 2014
w Chomigzy Szlacheckiej k. Znina
w o$rodku ,,Gréd Piasta” odbylo si¢ VIII
Kopernikanskie Seminarium Dokto-
ranckie, organizowane przez Wydzial
Chemii UMK.

W Seminarium udzial wzieto 112
doktorantéw reprezentujacych nauki
o4 18T chemiczne, biologiczne, medyczne,
fizyczne oraz techniczne. Podczas
3-dniowego seminarium zostalo wyglo-
szonych 68 wystapienn naukowych i zaprezentowano 89 posteréw. Lacznie Jury
przyznalo 16 nagrdd za najlepsze komunikaty ustne i postery. Sponsor Generalny
konferencji PerkinElmer przyznal dodatkowo 3 nagrody rzeczowe i 1 wyrdznienie.
Przybyli do nas doktoranci z Uczelni oraz Jednostek Badawczych z catej Polski.

Przybylych Gosci przywital Dziekan WCh UMK - Prof. dr hab. Edward
Szlyk, po ktérym wystapili Przedstawiciele Wladz Miasta Znina i Gminy Gasawa.
Nastepnie Uczestnicy wzieli udzial w wyktadzie inauguracyjnym ,Nanostruktury
hybrydowe: od pytan podstawowych do zastosowan w fotowoltaice, konwersji ener-
gii i sensoryce” zaprezentowanym przez honorowego goscia prof. UMK dr hab.
Sebastiana Mackowskiego z Wydziatu Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej
UMK w Toruniu. Po wykladzie prezentacje ,,Uslugi badawcze w badaniach nauko-
wych” przedstawit Kierownik Pracowni Analiz Instrumentalnych Wydzialu Chemii
UMK dr Grzegorz Trykowski. Nastepnie zaprezentowali sie przedstawiciele firmy
PerkinElmer — Sponsora Generalnego konferencji oraz firmy Alchem.

W ramach programu integracyjnego pierwszego dnia konferencji Doktoranci
uczestniczyli w uroczystej kolacji oraz pokazie Teatru Ognia na plazy nad Jeziorem
Chomigskim. Drugiego dnia Seminarium, w ramach integracji Uczestnicy ujawnili
swoje talenty wokalne podczas wieczorku karaoke, pofaczonego z konsumpcjg tra-
dycyjnych potraw z grilla. Tego samego wieczora zaploneto takze ognisko. Ostat-
niego dnia wreczono nagrody i wyréznienia.

Nagrodzono komunikaty wygloszone przez Piotra Sosnowskiego, Macieja
Malinowskiego, Korneli¢ Kadac, Justyng Pers, Marte Hetman oraz Tatian¢ Guellard.
Dla Anny Motyl, Anny Filipiak-Szok, Judyty Recko, Karoliny Kaczmarskiej, Macieja
Kozlika, Aleksandry Augustyniak oraz Mateusza Razny zostaly przyznane nagrody
za najlepsze prezentacje posterowe. Wsrod osob wyrdznionych za najlepsza pre-
zentacje ustng i posterowa znalezli si¢ Adriana Przerwa, Krzysztof Karpinski oraz
Dawid Mikulski. Nagrody od firmy PerkinElmer odebrali Bartlomiej Fedorczyk,




756 INFORMACJE

Magdalena Bisztyga i Kamila Dus$-Szachniewicz, za$§ wyrdznienie zdobyt Damian
Gromowski.

Organizatorzy pragng ztozy¢ serdeczne podzigkowania J.M. Rektorowi Uni-
wersytetu Mikotaja Kopernika - prof. dr hab. Andrzejowi Tretynowi, Dziekanowi
Wydzialu Chemii UMK - prof. dr hab. Edwardowi Sztykowi, PTChem Oddzialowi
Torunskiemu, SITPChem, Marszalkowi Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego -
Piotrowi Calbeckiemu, Prezydentowi Miasta Torunia - Michalowi Zaleskiemu, W¢j-
towi Gminy Gasawa - Zdzistawowi Kuczma, Burmistrzowi Miasta Znina - Leszkowi
Jakubowskiemu, Staroécie Zninskiemu — Zbigniewowi Jaszczukowi, Samorzadowi
Doktorantéw UMK, Stowarzyszeniu na Rzecz Rozwoju WCh, Sponsorowi General-
nemu firmie PerkinElmer, Zaktadowi Produkcyjnemu Marwit, Grupie Polpharma,
firmom Alchem Grupa Sp. z o0.0., FOSS, LGC Standards, Linegal Chemicals Sp.
z 0.0., LipoPharm.pl hplc.com.pl, MERCK, StatSoft, Nestle oraz SHIM-POL A.M.
Borzymowski za wsparcie konferencji i ufundowanie nagréd. Szczegdlne podzigko-
wania sktadamy réwniez Patronom Honorowym oraz Medialnym, w tym Wiado-
mosciom Chemicznym.

Profesor Szlyk wraz z organizatorami pragnie serdecznie podzigkowa¢ Jurorom:
dr hab. Urszuli Kietkowskiej, dr Marzannie Kurzawie i dr Marcinowi Cichoszowi
(nauki chemiczne), dr hab. Grazynie Dabrowskiej, dr Joannie Czarneckiej oraz
dr Andrzejowi Wisniewskiemu (nauki biologiczne i medyczne), a takze dr Annie
Zawadzkiej, prof. dr hab. Stanistawowi Koterowi i dr Przemystawowi Pléciennikowi
(nauki fizyczne i techniczne) za prace nad oceng wystapient doktorantow.

Po konferencji mtodzi adepci nauki majg mozliwos¢ zaprezentowania wynikow
swoich badan na famach pigtego zeszytu z serii Copernican Letters. Organizatorzy
serdecznie zapraszaja do wziecia udzialu w IX Kopernikanskim Seminarium Dok-
toranckim w dniach 24-26 czerwca 2015 roku.

mgr Marta Plaskacz-Dziuba
Wydziat Chemii UMK w Toruniu



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sa u nas do nabycia
nastepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomos$ci 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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekul 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
I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt
M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwojnych uktadach stopionych
soli,
cena 8 zk.

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. Strek, cena 20 zt

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

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

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

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zt.

Chemia koordynacyjna w Polsce. Czes¢ I, cena 17,50 zk.

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

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

Ksigzki wysylamy na koszt zamawiajacego. Zamowienia prosimy Kiero-
wacé pod adresem: Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroclaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: Bank PEKAO SA O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781.



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

1. Informacje ogolne

»Wiadomosci Chemiczne” s3 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 osiggnieciach w szeroko pojetych naukach chemicznych.

Dodatkows oferte Wydawnictwa stanowig dwie odrebne serie, ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz
seria ,,Habilitacje”. W serii ,, Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” publikowane sg dluzsze artykuty przegladowe
lub monografie poswigcone waznym i aktualnym problemom wspolczesnej chemii, w ramach serii wydawniczej
pod nazwa ,,Habilitacje” moga by¢ publikowane prace habilitacyjne z obszaru chemii. Zwazywszy, ze zgodnie
z ustawg, dopuszczalne jest przedstawianie rozpraw habilitacyjnych albo w formie monografii, albo w formie
pliku powigzanych publikacji, poprzedzonych omoéwieniem w jezyku polskim (tzw. autoreferatem), Redakcja
przewiduje drukowanie obydwu tych wariantéw. Autorzy, ktérzy chcieliby takie prace napisa¢, powinni wcze-
$niej skontaktowac si¢ z Redakcja, a nastepnie przesta¢ wstepnie przygotowang publikacje (redagowang na wzor
artykutéw w czasopismie ,Wiadomosci Chemicznych”) lub informacje na temat przygotowywanej pracy - tytul
przygotowywanej publikacji, przyblizong liczbe stron, tabel, rysunkéw. W chwili obecnej Redakcja nie posiada
$rodkéw na finansowanie prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz serii ,, Habilitacje” W zalez-
nosci od sytuacji finansowej Wydawnictwa, Redakcja zastrzega sobie prawo negocjacji kosztéw druku z auto-
rami lub Instytucjami zlecajacymi druk.

»Wiadomosci Chemiczne” znajduja si¢ na liscie czasopism punktowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkol-
nictwa Wyzszego. Zawartos$¢ czasopisma dostepna jest zarowno w formie drukowanej jak i elektronicznej. Elek-
troniczny dostep do pelnych tekstow prac jest mozliwy poprzez strone Dolnoslaskiej Biblioteki Cyfrowej, http://
www.dbc.wroc.pl/.

Anglojezyczne streszczenia wszystkich opublikowanych prac sg dostgpne na stronie internetowej ,Wiadomo-
$ciach Chemicznych’, http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html.

Czasopismo od wielu lat jest indeksowane/abstraktowane w dwdch bazach danych (Chemical Abstracts oraz
AGRO), a od roku 2012 zostaly umieszczone w bazie Polskiej Bibliografii Naukowej, https://pbn.nauka.gov.pl/
journals/24384.

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 s3 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$ wniést znaczacy wklad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat 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,
wiacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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

3. Koszty

Autorzy czasami moga ponosi¢ czesciowe koszty wydania swoich artykulow. Tak jest w przypadku tzw. stron
nadliczbowych tj. powyzej 25 stron. Za kazda rozpoczety 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 kolorowe rysunki i wykresy (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” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
srodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi 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 ktérzy nie chcg 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 sposob numeracji konsekwentnie stosuje si¢ wewnatrz tekstu (w calym tekscie tj.
zaréwno 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 musza 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 tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi konicowe

Podziekowanie

Pismiennictwo cytowane

» Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

- 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 poda¢ 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

Jezeli tabele i rysunki zostaly wykonane w edytorze Word, zaleca sig, aby byly zamieszczone w tekscie

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

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 rozdzielczo$ci co najmniej 300 dpi.

« 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 pogrubiong 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 zawiera¢: 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 zawiera¢: 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 Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastgpujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakgji;
« 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);

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

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

Na etapie przygotowania szczotki, w przypadku przesylania prac z kolorowymi stronami prosimy o zazna-
czenie, stron ktore w formie druku majg by¢ czarno-biate. Brak tej czynno$¢ moze skutkowa¢ wystawieniem
faktury za wydruk kolorowych stron. W przypadku zmian kolorowych rysunkéw na czarno biate prosimy
roéwniez o zasygnalizowanie, ze w postaci elektronicznej, zyczg sobie Panistwo wersje w kolorze.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje drogg elektroniczng plik opubliko-
wanej pracy w formacie pdf.

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 tradycyjna na adres Redakcji.

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”
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