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ABSTRACT

Carbohydrates play a very important role in biological systems. Both carbohy-
drates and their derivatives are involved in many biological processes, such as cell-
cell recognition, cell growth and energy transfer. In spite of very high importance in
living processes, carbohydrates remain one ofthe less exploited class ofbiologically
active molecules.

There is a lot of different methods which can be used in carbohydrates analysis
[1], The Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is one of the most at-
tractive, important and powerful tool for analyzing the conformation and molecular
architecture of carbohydrate molecules. This method serves the possibility of sol-
ving the majority of problems in this area, without any different methods - particu-
larly in the liquid phase. The biggest advantage of NMR spectroscopy is that it is
anondestructive method. Both one- and two-dimensional NMR methods have provi-
ded valuable information about small and large molecules, ranging from the anomeric
configuration of a monosaccharide to the sequence of monosaccharide residues in
abigger oligo- or polysaccharide compounds. After first years ofapplications mainly
in primary carbohydrate structures, NMR spectroscopy has recently reached a level
of sophistication, which allows structural and conformational analysis of carbohy-
drates in solution. This article reviews the applications and possibilities of current
NMR techniques to the structural and conformational characterization of carbohy-
drates and their derivatives. Both 1D and 2D (COSY, HSQC, HSQC-TOCSY, HMBC)
NMR spectra ofthe GOTC AB saponin 1 are presented as examples of application of
NMR in the structure elucidation of the carbohydrate derivatives.
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WPROWADZENIE

Monosacharydy sa typowym reprezentantem niskoczgsteczkowych zwigzkow
organicznych a ich struktura moze by¢ fatwo okreslona przy uzyciu standardowych,
jednowymiarowych (ID) technik NMR. Odmienng sytuacje i skale trudnos$ci napoty-
ka spektroskopiaNMR w przypadku badarn oligo- i polisacharydéw. Ogromna liczba
parametrow definiujacych picrwszorzedowag strukture oligosacharydow - typ pier-
Scienia cukrowego, wystepowanie anomerow, roznice w konformacji pierscienia,
miejsce wigzania glikozydowego - prowadzi do niemal nieskonczonej ilosci kombina-
cji, nawet w przypadkach czasteczek $redniej wielkosci. Ponadto, rozwigzanie dru-
gorzedowej, tréjwymiarowej struktury ztozonych potaczen cukrowych, wcigz sta-
nowi duze wyzwanie dla badan strukturalnych.

Kompletna charakterystyka strukturalna ztozonych czasteczek cukrowych, wy-
maga doktadnego okreslenia:

1. rodzaju, liczby i sekwencji pierscieni cukrowych obecnych w badanej czas-
teczce, wigczajac w to okreslenie ewentualnych miejsc rozgatezienia taricu-
cha (poli-) sacharydowego i miejsca przytgczenia innych, nieweglowoda-
nowych podstawnikow,

2. struktury trojwymiarowej, charakteryzowanej przez:

- konformacje pierscienia (pierscieni) cukrowego,

- potozenie i konformacje wiazania (wigzan) glikozydowego,

- konformacje kazdego z podstawnikow - okreslong wzgledem pierscie-
nia cukrowego,

- mozliwos¢ wystepowania wigzan wodorowych.

Zwykle cel ten osiggany jest dzieki zastosowaniu wielu metod badawczych -
chemicznych, enzymatycznych i spektroskopowych [1], Szczegdlng pozycje wsrod
metod analitycznych zajmuje spektroskopia NMR, ktéra pozwala zdefiniowac wiele
parametréw strukturalnych bez wsparcia innymi metodami badawczymi, gtownie
w przypadku prac prowadzonych w fazie cieklej. Istotng zaletg spektroskopii NMR
jestjej niedestrukcyjny charakter. Badana probka, otrzymana czesto ogromnym na-
ktadem pracy, moze by¢ odzyskana w stanie nienaruszonym i wykorzystana w in-
nych projektach badawczych.

W badaniach strukturalnych weglowodanéw wykorzystuje sie rezonans mag-
netyczny jader 'H i 1. Rozwigzanie pierwszorzedowej struktury oligosacharydéw
wymaga znajomosci parametréw spektralnych: wartosci izotropowej przesuniecia
chemicznego 8 oraz statej sprzezenia spinowo-spinowego J. Standardowe widma

protonowe (*H) natywnych oligosacharydéw pozwalajg zazwyczaj tylko na scharak-
teryzowanie sygnatéw pochodzgcych od protonéw anomerycznych; linie rezonanso-
we pozostatych protondéw naktadajg sie wzajemnie. Zatem pierwszym krokiem
w drodze do petnej charakterystyki budowy czasteczkijest przypisanie mozliwie naj-
wiekszej liczby linii rezonansowych.

Petne przypisanie sygnatéw protonowych mozna osiggna¢ wykorzystujac tech-
niki dwuwymiarowe (2D NMR). Rutynowo stosowang sekwencjg dwuwymiarowa
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jest eksperyment COSY [2] wykorzystujacy zjawisko korelacji spindw (spin correla-
tion). Eksperyment ten najczesciej stosowany jest w wersji fazoczutej {phase sensi-
tive) oraz z zastosowaniem tzw. filtru podwdjnie kwantowanego (DQF - Double
Quantum Filter) [3] w celu wyeliminowania z widma 2D sygnatéw pochodzacych
od niesprzezonych spinéw (np.: grup metylowych) [4], Sekwencja COSY nie poz-
wala na identyfikacje sygnatéw nieznacznie tylko réznigcych sie przesunigciem che-
micznym. Sygnaty takie pojawiajg sie w widmie 2D bardzo blisko przekatnej, co po-
woduje duze komplikacje w ich interpretacji. W takich przypadkach bardzo pomocny
jest eksperyment COSY-45, bedacy niewielka modyfikacjg omawianej sekwencji.

Poza przesunigciem chemicznym drugim, bardzo istotnym w badaniach struk-
turalnych parametrem spektralnym, ktéry mozna wyznaczy¢ w oparciu o ekspery-
menty COSY i TOCSY [5,6] jest stata sprzezenia J. Wartos¢ wicynalnej statej sprze-
zenia () dwoch protonéw zalezy, zgodnie z zaleznoscig Karplusa [7], od wartosci
kata torsyjnego jaki tworzgwiazania H-C w uktadzie H-C-C-H. Jesli oba rozpatry-
wane protony sg w potozeniach aksjalnych, to kat torsyjny wynosi ok. 180°
i warto$¢ obserwowanej statej sprzezeniajest duza (7-11 Hz). Natomiast dla proto-
néw zajmujacych potozenia ekwatorialne wartos¢ statej sprzezeniajest bardzo mata
(0,5-3 Hz). Widac wiec, ze wielkos¢ statej sprzezenia okreslonajest poprzez stereo-
chemie pierscienia piranozowego i na podstawie wartosci wicynalnej statej sprzeze-
nia mozna okresli¢ potozenie atoméw wodoru w stosunku do pierscienia cukrowego
(aksjalny, ekwatorialny), konfiguracje anomerycznagpierscienia cukrowego oraz wiga-
zania glikozydowego. Powyzszy, prosty schemat rozwigzania struktury, oparty na
przypisaniach dokonanych w oparciu o eksperymenty ‘H oraz COSY i TOCSY, nie
zawsze pozwala najednoznaczne rozwigzanie problemu. Spowodowanejest to dwie-
ma trudno$ciami. Pierwszg z nich stanowi duze sttoczenie sygnatéw w zakresie
3,5-4,5 ppm potaczone z duzymi i bardzo zblizonymi warto$ciami 3J(HH). Fakt ten
jest szczegdlnie istotny, gdy réznica przesunie¢ chemicznych sygnatéw dwach sprze-
zonych protondw jest poréwnywalna z warto$cig statej sprzezenia. Jesli réznica prze-
sunie¢ chemicznych jest mniejsza niz dwukrotna warto$¢ statej sprzezenia, to wy-
znaczenie wartosci J staje sie niemozliwe, przez co nie mozna rdwniez okresli¢ ste-
rcochemii pierécienia cukrowego na podstawie homojadrowej statej sprzezenia.
W takich wypadkach niezbedne jest wykorzystanie heterojgdrowych technik NMR
jadra I3C.

Druga trudnosciajest bardzo mata wartos¢ statej sprzezenia J(HH) zwigzana
z protonami potozonymi w pozycji gauche wzgledem siebie. W tym przypadku, ze
wzgledu na ich bliskie sgsiedztwo w przestrzeni, czesto pomocny jest eksperyment
NOESY, ktdory wykorzystuje homojadrowy efekt Overhausera i pozwala obserwo-
wac oddziatywania spindéw sprzezonych dipolamie, tzn. ,,przez przestrzen”.

Korelacja NOESY jest rowniez czesto wykorzystywana do ustalania potozenia
wigzaniaglikozydowego poprzez obserwacje oddziatywan dipolamych pomiedzy proto-
nem anomerycznym jednej reszty cukrowej a protonem aglikonowym znajdujacym
sie przy atomie wegla sasiedniej reszty cukrowej. Mata odlegtos¢ tych protondw
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powoduje, ze efekt Overhauserajest dos¢ silny i daje sie fatwo obserwowac [6a, 8],
Jednak ze wzgledu na mozliwo$¢ silnego oddziatywania protonu anomerycznego
z protonem potgczonym z weglem sasiadujgcym z miejscem glikozydacji, potozenie
wiazania glikozydowego powinno by¢ potwierdzone innymi technikami, np.: przy
pomocy heterojadrowej korelacji I13C-'H dalekiego zasiegu. Opisane powyzej oddzia-
tywanie dipolamejest szczegOlnie silne gdy proton sgsiadujacy z miejscem glikozyda-
cji zajmuje potozenie ekwatorialne [6,4],

Wielkos¢ efektu Overhausera uzaleznionajest od dynamiki badanej czgsteczki.
NOE jest dodatni dla matych czasteczek a ujemny dla duzych. W przypadkach posre-
dnich, kiedy czas korelacji czasteczki (tc), definiujgcy dynamike uktadu, rowny jest
w przyblizeniu odwrotnosci czestosci rezonansowej protonu (I/co ), wartos$¢ efektu
Overhauserajest bliska zera [9], Zanik NOE ma miejsce np. w przypadku tetrasacha-
rydu badanego w roztworze wodnym, w polu 11,4 T (500 MHz). Problem ten mozna
oming¢ poprzez zmiang lepkosci roztworu. W tym celu mozna zmieni¢ temperature
pomiaru [10] lub doda¢ dodatkowy, lepki rozpuszczalnik - najczesciej DMSO
[11,12]. Jesli powyzsze zmiany warunkdw pomiarowych sg niepozadane lub niemo-
zliwe do zastosowania, wykorzystuje sie pomiarNOE w rotujgcym ukiadzie wspoét-
rzednych. W takich warunkach pomiarowych efekt Overhausera jest dodatni dla
kazdej wartoscit icoH Eksperyment ten znany jest pod nazwg ROESY [13] {Rota-
ting Frame NOESY) lub CAMELSPIN [14], W przypadku wigkszych polisachary-
dow i oligosacharydow obserwacja NOE jest o wiele tatwiejsza, gdyz dla tych du-
zych czasteczek efekt Overhauserajest silny i przewaznie ujemny. Rdwniez ze wzgledu
nawiekszg czutos¢ eksperymentu NOESY, w poréwnaniu z ROESY, jest on czescigj
wykorzystywany do badan wiekszych czasteczek [4b].

W badaniach strukturalnych sacharydéw czesto wykorzystywany jest rowniez
rezonans jadra 1. Sygnaty w widmach weglowych sachaiydow, ze wzgledu na
szerszy zakres spektralny, sg lepiej rozseparowane niz sygnaty w widmach protono-
wych. Sygnat pochodzacy od wegla anomerycznego obserwowany jest w zakresie
100-90 ppm [15], Natomiast sygnaty odpowiadajace metinowym atoniom wegla pier-
Scienia cukrowego, potozone sgw dos¢ szerokim zakresie 85-55 ppm. Z tego wzgle-
du, w poréwnaniu z widmami 'H, tylko niewielka liczba linii rezonansowych pokry-
wa sie, przez co widmo IC jest bardziej czytelne - nawet przy pomiarach w niz-
szych polach.

Heterojgdrowe techniki korelacyjne 2D I3C-'H dostarczajg ogromng ilo$¢ da-
nych potrzebnych do wyznaczenia pierwszorzedowej struktury weglowodanow [4b].
Ze wzgledu namatg czuto$¢ detekcjijgdra IC - co wymaga duzej ilosci materiatu do
badan - techniki te byty w poczatkowym okresie wykorzystywane sporadycznie. To
powazne ograniczenie zostato rozwigzane poprzez wprowadzenie modyfikacji ekspe-
rymentdw heterojagdrowych opartych na detekcji odwrotnej (inverse detection). Eks-
peryment HMQC [16] (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) pokazujacy
sprzezenia 'H - 13T poprzezjedno lub dwawigzania, pozwalanajednoznaczne i catko-
wite przypisania wszystkich linii rezonansowych w widmach ,3C —wykorzystujac
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oczywiscie wczesniej dokonane przypisania 'H —nawet w uktadzie silnie sprzezo-
nych, protonéw wicynalnych [17],

Modyfikacja HMQC, pozwalajaca na badanie sprzezen 'H - 13C dalekiego zasie-
gu, znana pod nazwag HMBC [18] (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) jest
obecnie standardowo wykorzystywanatechnikado ustalania potozenia i konfiguracji
wigzania glikozydowego oraz przypisan wegli czwartorzedowych [17a]. Dostarcza
rowniez informacji pozwalajgcych potwierdzic i uzupetnic¢ wczesniej dokonane przy-
pisania oraz ustali¢ sekwencje reszt cukrowych. Na podstawie korelacji heterojadro-
wych mozliwe jest rGwniez zlokalizowanie potozenia przytaczonych podstawnikdw
nieweglowodanowych [19].

1L WYZNACZANIE STRUKTURY PIERWSZORZEDOWEJ

Analiza pierwszorzedowej struktury oligosacharydéw powinna odpowiedzie¢ na
3 nastepujace pytania:

- ile, mozliwych do zidentyfikowania, reszt cukrowych - réznych badz iden-
tycznych —obecnych jest w badanej czasteczce,

- jakijest wspotczynnik multiplikacji reszt cukrowych, oraz

- jakiegorodzaju sgto reszty ijakajest konfiguracja anomerycznakazdej z nich.

Do scharakteryzowania struktury pierwszorzedowej di- i trisacharydow czesto
wystarcza analiza jednowymiarowych (ID) widm protonowych.

'e00H

Schemat 1. Schemat struktury
[(I-»2)-p-D-galaktopiranozo-(l->3)-p-D-ksylopiranozo]-3-0-P-D-glukaranu kwasu quillowego 1
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Rysunek 1. Widmo 'H zwigzku 1. Na rozciggu przedstawiono zakres 6-0,7 ppm.
Naniesione zostaty réwniez przypisania sygnatéw wg klucza: oznaczenia liczbowe odnoszg sie
do atoméw czesci aglikonowej czasteczki. Oznaczenia literowo-liczbowe odnosza sie do czesci

cukrowej i tak, symbol Al - oznacza proton HI pierécienia cukrowego A.
Oznaczenia te sg zgodne z numeracjg zastosowang na Schemacie 1

Ze wzgledu na to, ze protony pochodzace od grup hydroksylowych moga nie-
potrzebnie komplikowac analize widma ‘H, analizowangprobke rozpuszcza sie naj-
czesciej w DD a w wyniku wymiany labilnych protonéw na atomy deuteru naste-
puje ,,usuniecie” z widma ’H wszystkich sygnatow pochodzacych od grup hydrok-
sylowych. Jesli do przygotowania roztworu uzyty zostanie inny rozpuszczalnik, wte-
dy wszystkie protony hydroksylowe tworzg najczesciej jeden, bardzo silny i dos¢
szeroki sygnat, ktdrego przesuniecie nie jest state i zalezy od kilku czynnikow (steze-
nie, temperatura, rodzaj rozpuszczalnika). Z tego wzgledu, czesto utrudnia on analize
widmNMR, cho¢ sam nie ma praktycznie zadnej wartosci analitycznej (Rys. 1).

W przypadku ztozonych uktadoéw oligosachaiydowych przydatna jest wiedza
wynikajaca z wieloletnich prac eksperymentalnych, ktére w wyniku analizy i uogél-
nienia bazy danych umozliwity sformutowanie regut empirycznych.

1.1.REGULY EMPIRYCZNE

Widmo ‘HNMR oligosacharydu jest efektem natozenia widm poszczegd6lnych
jednostek oligomeru, nieznacznie tylko zmienionych wigzaniami glikozydowymi.

W zwigzku z tym do analizy widm mozna wykorzysta¢ nastepujace zasady empi-
ryczne [20]:



SPEKTROSKOPIA MRJ W BADANIACH WEGLOWODANOW 347

1. Sygnaty nieanomeiycznych protonéw cukrowych poszczegolnych pierscie-
ni, ze wzgledu na bardzo podobne otoczenie, wystepujg w zakresie 4,5-3,0 ppm.
Im bardziej ztozonajest badana czasteczka oligosacharydu, tym bardziej sygnaty pro-
tonéw nieanomerycznych naktadajg sie. Obserwowana grupa sygnatéw nie ma wy-
raznej struktury subtelnej i dlatego prawie nie dostarczajednoznacznych informacji
strukturalnych. Protony anomeiyczne, z uwagi na sasiedztwo dwoch atomdéw tlenu,
znajdujasie w innym otoczeniu chemicznym, co w efekcie powoduje, ze w widmach
sg one dobrze rozseparowane od pozostatych sygnatéw i wystepujg w zakresie
5,5-4,5 ppm.

2. Proton zajmujacy pozycje ekwatorialngprzy danym atomie wegla w pierscie-
niu piranozowym wykazuje o ok. 0,5 ppm wyzsze przesunigcie niz proton w pozycji
aksjalnej. Z tej przyczyny, dla D-piranoz uczestniczacych w wigzaniu a-glikozydo-
wym (proton anomeryczny HI w pozycji ekwatorialnej), przesuniecie chemiczne
protonu anomeiycznego wynosi 5,6-4,9 ppm. Natomiast gdy mamy do czynienia
z wigzaniem (3-glikozydowym (HI aksjalny), sygnat protonu anomerycznego znajdu-
je sie w zakresie 4,7—4,3 ppm.

3. Kazdy z protonéw anomerycznych, ze wzgledu na sprzezenie J z protonem
H2 obserwowanyjest w postaci dubletu. Wielko$¢ statej sprzezenia 3 odzwierciedla
wzajemne potozenie protondw przy dwdch sgsiednich atomach wegla w pierscieniu.
Gdy oba protony sa w pozycjach aksjalnych stata sprzezenia J(H1-H2) ma wartosé
7-8 Hz. Kiedy natomiastjeden proton zajmuje pozycje aksjalng a drugi ekwatorialna,
badZ oba sg w potozeniach ekwatorialnych, wartos¢ J(H1-H2) znacznie maleje do
wartosci 3—4 Hz. Zatem, konfiguracje anomeiyczngposzczeg6lnychjednostek gliko-
zydowych mozna okresli¢ na podstawie przesuniecia chemicznego protonu anome-
rycznego oraz statej sprzezenia3J(Ht+-H2).

4. Jesli do reszty glikozylowej przytgczonajest innareszta glikozylowa badz inny
podstawnik, to sygnat protonu potaczonego z atomem wegla, przy ktdrym nastepuje
podstawienie, ulega przesunieciu w dot pola o ok. 0,2-0,5 ppm. Wiec, sygnaty proto-
noéw nieanomerycznych znajdujacych sie przy podstawionych atomach wegla, poja-
wiajasie poza zakresem 4,4-3,9 ppm i moga by¢ wykorzystane do wstepnego osza-
cowania miejsca podstawienia w pierscieniu cukrowym.

Zasady powyzsze sgwynikiem analizy bardzo duzej ilosci widm '"H NMR mono-
i disacharydow o znanej strukturze pierwszorzedowej. Ich zastosowanie zostato sze-
roko opisane w literaturze [21, 22, 23]. Dostepne sg rowniez rozbudowane bazy
danych zawierajgce przesuniecia chemiczne ‘H - opracowane dla monosachaiydow
i matych oligosacharydow [24],

W ustalaniu struktury pierwszorzedowej sacharydéw wykorzystywany jest row-
niez rezonans jadra I3C. Na podstawie analizy widm 13C szeregu znanych weglowo-
dandw, ktérych pierwsze widma opisane zostaty jeszcze w latach 60. [25] ustalono,
ze sygnaly grup metinowych obserwowane sg w zakresie 100-65 ppm. Sygnaty
wegli anomerycznych, w zaleznosci od konfiguracji, obserwowane sg w zakresie
100-90 ppm (Rys. 2).
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Rysunek 2. Widmo I5C zwigzku 1. Na rozciggu przestawiono zakres cukrowy widma z naniesionymi
przypisaniami sygnatéw wg klucza jako zastosowano do opidu widma protonowego (patrz. Rys. 1).
W tym przypadku jednak symbol Al - oznacza atom wegla Cl pierécienia cukrowego A.
Oznaczenia liczbowe odnosza sie do czesci aglikonowej. Oznaczenia te sg zgodne z numeracja
zastosowang na Schemacie 1

Wartos$¢ heterojadrowej statej sprzezenia'J(C—H) dla wegla anomeiycznego od-
zwierciedlajego konfiguracje. Przyjmuje sie, ze statasprzezeniall(C 1-H 1) wynosza-
caok. 170 Hzjest charakterystyczna dla anomeréw a, natomiast anomeiy P charak-
teryzuja sie mniejszastatgsprzezenia, rzedu 160 Hz. Sygnaty pochodzace od egzocy-
klicznych grup metylenowych (CH20H), obserwuje sie w zakresie 70-60 ppm pod
warunkiem, ze nie sg one zaangazowane w wigzanie glikozydowe (I-*6).

Zmiany przesuniecia chemicznego obserwowane w widmach I3C, spowodowa-
ne zaangazowaniem atomow wegla w wigzanie glikozydowe, wynoszg ok. 10 ppm
dla wegli biorgcych udziat w wigzaniu i ok. 1-2 ppm dla atomdw sasiadujgcych
z miejscem podstawienia. Zmiany te sg znacznie lepiej powtarzalne w widmach
1T niz w widmach 'H. Réwniez dla widm weglowych opracowane zostaty bazy
danych zawierajace wartosci przesunie¢ chemicznych dla mono- i oligosachaiydow
[26,*27, 28],

Analiza widm 1D oparta 0 powyzsze zasady, znane w literaturze pod nazwg
structural-reporter-group concept [29], pozwalanawstepne opisanie struktury pierw-
szorzedowej bardziej ztozonych oligosacharydow. Wykorzystujac reguty empiryczne

i dostepne bazy danych, mozliwejest przyblizone zdefiniowanie konfiguracji anome-
tycznej, potozenia wigzan glikozydowych oraz grup egzocyklicznych. Metode te
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wykorzystano z powodzeniem réwniez do badan glikolipidéw [30] i polisacharydow
[31].

1.2.METODY EKSPERYMENTALNE

Jesli widma 'H i 13C nie sg podobne do zadnego z przypadkéw opisanych
w dostepnych bazach lub chcemy uzyska¢ potwierdzenie przypisan strukturalnych,
w drugim etapie analizy zwykle wykorzystywane sg dwuwymiarowe techniki NMR,
takie jak: COSY, TOCSY [32] oraz NOESY lub ROESY [4]. Eksperyment TOCSY,
poprzez obserwacje oddziatywan miedzy spinami w obrebie kazdego z pierscieni cu-
krowych oligosacharydu, pozwala na poprawne przypisanie wszystkich sygnatéw
'H, nawet tych z zakresu 3-4 ppm. Analiza widm ROESY lub NOESY (zaleznie od
wielkosci czasteczki) pokazujacych oddziatywania dipolame spindw, pozwala ustali¢
sekwencje reszt glikozydowych oraz miejsce wigzania glikozydowego [14], Przykia-
dy praktycznego zastosowania omawianych sekwencji pulsowych dostepne sg
w literaturze [23, 33, 34],

1.2.1. Wyznaczanie rodzaju oraz liczby reszt cukrowych

Strategia pozwalajaca zdefiniowa¢ strukture oligosachaiydu i okresli¢ liczbe reszt
cukrowych podzielonajest na dwa etapy:

1 precyzyjne przypisanie linii rezonansowych (uwzgledniajac multipletowos¢
sygnatéw protonowych)

2. integracja sygnatéw 'H i IC.

Kluczowym etapem dla catej strategii jest etap pierwszy.

Badania oligosacharydow czesto prowadzone sg w roztworach D,0. Z tego tez
wzgledu, jak juz wczesniej wspomniano, w widmach obserwowane sgtylko protony
nie ulegajgce wymianie chemicznej, czyli protony bezposrednio zwigzane z atomami
wegla.

Zatem kazda z reszt cukrowych reprezentowanajest w widmie przez sprzezony
system spindw, ktory dla heksoz sktada sie z siedmiu protonéw. Przesuniecia che-
miczne i oddziatywanie spinowo-spinowe poszczegolnych protonéw w obrebie kaz-
dej reszty cukrowej mogaby¢ wyznaczone wieloma alternatywnymi metodami. Naj-
prostsza i najczesciej wykorzystywangdo tego celu technikajest eksperyment COSY.

Sygnaty protondéw anomeiycznych sg dobrze rozseparowane od pozostatych,
fatwo je wyrdzni¢ w widmie 'H i whasnie od nich najwygodniej jest rozpocza¢ analize
widma 2D. Sledzac $ciezke potaczeri poprzez analize sygnatow korelacyjnych (cross-
pick) odpowiadajacych sprzezeniom: H1/H2, H2/H3, H3/H4, itd. mozliwejest przypi-
sanie wszystkich sygnatéw w obrebie rozpatrywanej reszty cukrowej [32], Czesto
jednak, nawet w przypadku matych oligosacharydéw, mamy do czynienia z silnym
naktadaniem sie linii rezonansowych pochodzacych od réznych reszt cukrowych
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i przypisanie sygnatow tylko na podstawie widma COSY nie jest mozliwe (Rys. 3).
Sytuacjata komplikuje sie coraz bardziej wraz ze wzrostem masy badanego oligosa-
charydu [35].

o e e oy e SO o
58 56 5* 52 SO 4B 46 44

Rysunek 3. Widmo DQF-CC)SY-90 1. Dla uproszczenia przestawia tylko zakres protonéw cukrowych
(6,0-3,3 ppm) Doskonale wida¢, ze z powodu silnego sttoczenia sygnatéw dokonanie
jednoznacznych przypisan me jest mozliwe

Ograniczenia sekwencji COSY stymulowaly rozw6j nowych technik NMR.
W konsekwencji doprowadzito to do opracowaniaeksperymentdw eliminujacych wiele
wczesniejszych ograniczen. Do przypisania protondéw w obrebie poszczeg6lnych reszt
cukrowych, stosowane sg nastepujace metody:

- RCT-COSY [36] (Relayed Coherence Transfer COSY), gdzie magnetyzacja
przenoszonajest od selektywnie wzbudzonego protonu poprzez 1,2 lub 3 niesprze-
zone skalarnie protony.

- TOCSY [6b, 37] (Total Correlation Spectroscopy) - eksperyment wykorzy-
stujacy transfer polaryzacji w warunkach izotropowego mieszania, co w efekcie daje
widmo catkowicie skorelowane.

Sekwencje najczesciej stosowane dla wywotania warunkéw izotropowego mie-
szaniato: MLEV-17 [6a], WALTZ-16, DIPSI1-2 [38] oraz sekwencje zaproponowa-
ne przez Glasera i Drobny’ego [39]. Transfer polaryzacji jest bardziej efektywny
w eksperymencie TOCSY nizw RCT-COSY, co pozwala na $ledzenie dtuzszej $ciez-
ki spinowej w pojedynczym eksperymencie (innymi stowy, eksperyment TOCSY ma
»wiekszy zasieg” w poréwnaniu z RCT-COSY). Prowadzi to do znacznego skroce-
nia czasu eksperymentu, nawet w przypadkach duzych oligosacharydow, zawieraja-
cych w czasteczce 40 jednostek cukrowych (M. cz. > 8 kDa) [40],
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Obecnie czesto wykorzystuje sie rowniez sekwencje HSQC-TOCSY [41, 42];
eksperyment ten bedzie oméwiony w dalszej czesci pracy.

Przeszkoda w petnym przypisaniu wszystkich protondéw w obrebie poszczegdl-
nych pierscieni cukrowych, moze by¢ mata wartos¢ statej sprzezenia miedzy wicy-
nalnymi protonami. Z takg sytuacjg czesto mamy do czynienia w przypadkach reszt
P-mannozy 3J(H1-H2) < 1Hz), galaktozy J(H4-H5) kwasu sialowego J(H6-H7),
fukozy 3(H4—H5) oraz P-ramnozy 3(H1-H2) [20, 33].

Metody wykorzystujace sekwencje DANTE [43], polegajace na selektywnym
wzbudzeniu okre$lonego protonu, eliminujgproblem zaniku transferu magnetyzacji
w ukiadzie stabo sprzezonych spinéw. Sekwencja taumozliwia przypisanie linii rezo-
nansowych w widmach 'H nawet w przypadku, gdy rozpatrywane sygnaty r6znig
sie tylko nieznacznie przesunieciem chemicznym (rzedu kilku hercow). Taka sytu-
acja bardzo czesto ma miejsce, gdy w badanej czasteczce znajduje sie kilka takich
samych reszt cukrowych, badz r6znig sie one jedynie konfiguracjg anomeiyczna.
Przyktady praktycznego zastosowania sekwencji DANTE dostepne sg w literaturze
[44] i pokazujgjej nadzwyczajng wrecz selektywno$¢ oraz mozliwosci aplikacyjne
w badaniach oligosachaiyddw.

Mata warto$¢ wicynatnej statej sprzezenia jest efektem utozenia protonéw
w konformacji gauche. Taka konformacja powoduje, ze protony dzieli mata, odle-
gtos¢ ,,przez przestrzen”, ok. 2,5 A. Duze zblizenie pozwala na efektywny transfer
magnetyzacji poprzez oddziatywanie dipolame. Wykorzystujac dos¢ silny efekt Over-
hausera w takim ukladzie spinowym, mozna obserwowa¢ catg Sciezke spinowa
w obrebie kazdej reszty cukrowej, nawet w przypadkach stabo sprzezonych spindw.
Eksperymentem pozwalajgcym na praktyczne wykorzystanie tego zjawiska jest sek-
wencja TORO [45], stanowigca potgczenie dwdch, wczesniej opisanych sekwenciji:
TOCSY i ROESY. Efekt zastosowania dwuwymiarowego eksperymentu TORO jest
taki sam, jak efekt osiggalny przy pomocy o wiele bardziej skomplikowanych metod
tréjwymiarowych (3D). Nalezy w tym miejscu zaznaczyc¢, ze cho¢ modyfikacje 3D
i4D metod 1D i 2D wykorzystywane w badaniach oligosachaiydow zostaty opisane
w literaturze [46], ich stosowanie wymaga bardzo dtugich czaséw akumulacji widm
ijest raczej rzadko niezbedne do rozwigzania problemoéw strukturalnych weglowoda-
now.

Po przypisaniu wszystkich sygnatow w widmach protonowych mozna, wyko-
rzystujac techniki heterojagdrowe, przypisa¢ sygnaty w widmach ,3C. Do przypisan
pikdéw pochodzacych od protonowanych atoméw wegli badanej czasteczki, szeroko
wykorzystywany jest eksperyment HMQC [16]. Taki sam, badz lepszy efekt, mozna
uzyska¢ poprzez wykorzystanie sekwencji HSQC [47], ktéra zapewnia lepszg czu-
08¢ i rozdzielczo$¢ widma NMR [48] (Rys. 4). Natomiast sygnaty czwartorzedo-
wych atomow wegla sg przypisywane w oparciu o analize widm HMBC [18].
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Rysunek 4 Widmo HSQC 1 - widoczny tylko zakres cukrowy widma
Na rysunku opisane zostaty sygnaty nalezace do poszczegdlnych pierscieni cukrowych

W przypadkach bardzo silnie sttoczonych widm 'H, gdy interesujacy nas proton
jesttrudny dojednoznacznego przypisaniaijest trudny do selektywnego wzbudzenia,
wykorzystywane jest potgczenie sekwencji HSQC z sekwencjg, TOCSY. Sekwencja
tajest szczegdlnie przydatna do analizy silnie sttoczonych widm (Rys. 5).

Rysunek 5 Zakres cukrowy widma HSQC-TOCSY saponinu 1 Na rozciggu zakresu anomeryc/ncgo nC
- zaznaczono petne $ciezki spinowe poszczegélnych pierscieni cukrowych
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Poprzez wykorzystanie transferu magnetyzacji w pierwszej czesci tej kombino-
wanej sekwencji (HSQC), mozliwe jest rozpoczecie analizy uktadu spinowego od
protonu anomeiycznego, ktéryjest zazwyczaj dobrze odseparowany od pozostatych
sygnatéw. Wykorzystanie tego eksperymentu, dzieki lepszemu rozseparowaniu po-
szczegOblnych sygnatéw w widmie weglowym, w znacznym stopniu utatwia przesle-
dzenie petnej Sciezki spinowej w drugiej czesci sekwencji (TOCSY) i dokonanie pet-
nego przypisania protonéw nalezacych do poszczegélnych pierscieni cukrowych.
Eksperyment HSQC-TOCSY, umozliwiajednoczesnie dokonanie przypisan I3C, dzie-
ki czemu do analizy ukfadu niejest potrzebne widmo HSQC lub HMQC.

Wszystkie te eksperymenty, oparte na zasadzie detekcji odwrotnej, pozwalajgna
wykonanie catkowicie czytelnych widm korelacyjnych 'H-13C, nawet dla probek
o wielkosciach submilimolowych, w czasie zaledwie kilku godzin. Obecnie sekwen-
cje te sg szeroko i rutynowo wykorzystywane w wersjach z zastosowaniem gradien-
tu pola BO(PFG-HMBC, PFG-HMQC; PFG =Pulse Field Gradient). Zastosowanie
gradientéw pola w znakomity sposob zwiekszyto czutosé metod z odwrotng detek-
Cja jak rowniez pozwolito na znaczne skrdcenie czasu niezbednego do akumulacji
widm. Zalety gradientowych technik homo- i heterojgdrowych wykorzystujacych
detekcje odwrotng powoduja ze cieszgsie one bardzo duzym zainteresowaniem spek-
troskopistow, sg stale rozwijane i znajdujg coraz nowsze zastosowanie [49].

Sekwencje pulsowe wykorzystujace gradienty pola BQ poza skréceniem catko-
witego czasu eksperymentu, wykorzystywane sg rowniez w celu osiggniecia jego
wiekszej selektywnosci, zaréwno w technikach homojgdrowych [50], jak i heteroja-
drowych [51]. Oczywiscie, szczegotowe omowienie wszystkich zalet i mozliwosci
technik gradientowych, wymagatoby monografii o objetosci znacznie przekraczaja-
cej te prace. Obecnie dostepnychjest wiele prac przegladowych [52,49] oraz wydan
monograficznych poswieconych NMR [53], ktére w sposéb szczegétowy omawiajg
zagadnienia zwigzane ze stosowaniem technik gradientowych, jak réwniez prezentujg
ich praktyczne wykorzystanie [54], Z tych tez wzgleddw, powyzszy watek nie be-
dzie w tej pracy szerzej rozwijany.

Gdy zostanie zakonczony pierwszy etap i uzyskamy pewnos$¢ co do przypisan
sygnatéw w widmach 'H i I3C, liczba poszczeg6lnych reszt cukrowych moze byé
wyznaczonaw oparciu o integracje dobrze rozdzielonych sygnatéw w widmach pro-
tonowych. Najczesciej do analizy ilosciowej wykorzystuje sie sygnaty pochodzace
od protondw anomeiycznych. Oczywiscie mozliwe jest wykorzystanie dobrze roz-
separowanych sygnatéw innych protonéw np.: H2 dla mannozy i (3-glukozy, H6 dla
fukozy i ramnozy, czy wreszcie sygnatu protonu H3 w przypadku kwasu sialowego
[33]. Dla liniowych oligosacharydéw rzadko mamy do czynienia z przypadkami kie-
dy poszczegdlne, nawet takie same reszty cukrowe, nie dajg sie rozr6znié metodami
NMR. Sytuacja taka jest natomiast czesto spotykana w badaniach oligosachaiyddéw
wyodrebnionych z glikolipidow [40,32,14] oraz glikoprotein [55,56, 57].
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1.2.2. Ustalanie konfiguracji anomerycznej

Znakomita wiekszos¢ reszt cukrowych oligosacharyddw wystepuje w stabilnej
konformacji heksapiranozowej (Rys. 6). Ich konfiguracje anomeryczne mogg by¢
okreslone na podstawie wicynalnej statej sprzezenia J(HH). Przyjmuje sie, ze dla
orientacji antiperiplanamej protonéw wicynalnych, statasprzezenia3ljest duzaiosia-
ga wartosci powyzej 6 Hz. Jesli natomiast wicynalne protony sgw utozeniu gauche,
wartosc¢ statej sprzezenia 3 jest mata- ponizej 5 Hz. Oczywiscie orientacji gauche
odpowiada¢ moze zarowno ekwatorialno-aksjalne, jak i diekwatorialne utozenie dwdch
sgsiednich protondw. Z tego wzgledu, w oparciu o warto$¢ wicynalnej statej sprze-
zenia, niemozliwe jest rozréznienie anomerdw mannoz i ramnoz [33].
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Rysunek 6. Uprzywilejowane konformacje anomerdw aldopiranoz szeregu konfiguracyjnego D
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Jednak oddziatywanie dipolame (NOE) pomiedzy protonami HI i H3 oraz HI I H5
w pierscieniach tych sachaiydow jest charakterystyczne dla ich P-anomeréw i po-
przez obserwacje efektu Overhausera mozliwa jest ich identyfikacja [58, 59]. Do
okreslenia konformacji anomeiycznej reszty cukrowej wystarczy rozréznienie po-
miedzy duzgi matg wartoScia statej sprzezenia 3 i w przeciwienstwie do badan kon-
formacyjnych niejest potrzebna duza doktadnosé.

Wartosci homojadrowych statych sprzezenia mogg by¢ wyznaczone wieloma
metodami eksperymentalnymi. Pierwszg metodg wykorzystywang w tym celu byt
eksperyment dwuwymiarowy J-resolved [60]. Jednak ze wzgledu na wiele trudnosci
wystepujacych podczas interpretacji tego rodzaju widm, technika ta byta stosowana
niechetnie [61].

Obecnie, w celu wyznaczenia wartosci statej sprzezenia, szeroko stosowanajest
fazoczuta wersja eksperymentu COSY: PH-COSY. Eksperyment ten poczgtkowo byt
szeroko wykorzystywany w badaniach aminokwasow [62] i wszystkie doswiadcze-
nia w interpretacji widm PH-COSY nabyte w tej dziedzinie zostaty wykorzystane
przy adaptacji tej sekwencji do badar sachaiydéw [63, 57]. W literaturze dostepny
jest szereg dokfadnie zanalizowanych uktadéw spinowych wystepujacych w roz-
nych uktadach sacharydowych, gotowych do wykorzystania w analizie oligosacha-
rydow [64].

1.2.3. Wyznaczanie sekwencji reszt cukrowych
i potozenia wigzan glikozydowych

W badaniach zmierzajacych do ustalenia sekwencji reszt cukrowych oraz poto-
zenia wigzan glikozydowych istotne znaczenie ma obserwacja oddziatywan dipolar-
nych pomiedzy protonami sasiednich reszt cukrowych. Wspotczynnik NOE -
wwidmach ID - moze by¢ wyznaczony przez selektywne naswietlanie sygnatu pro-
tonu anomeiycznego jednej reszty cukrowej i obserwacje intensywnosci sygnatu pro-
tonu aglikonowego reszty sasiedniej. Procedurataka, znanajako spektroskopiarozni-
cowa NOE (NOE Difference), poczatkowo stosowana do szacowania odlegtosci
w przestrzeni miedzy protonami [65], szybko zostata zastosowana do badan sekwen-
cji i potozenia wigzania glikozydowego w oligosacharydach [66].

Identyfikacja wigzania glikozydowego oparta na pomiarze NOE jest stosunkowo
prosta poza sygnalizowanymi juz wczesniej przypadkami, kiedy przy weglu sasiadu-
jacym z miejscem glikozydacji znajduje sie proton w potozeniu ekwatorialnym. Sytu-
acja taka ma miejsce w przypadku protonu H4 w galaktozie potgczonej wigzaniem
3-glikozydowym oraz w przypadkach 2-glikozydowanych osacharyddw, gdzie proton
HIl zajmuje pozycje ckwatorialng [67]. Z tych samych powoddw sterycznych,
w znaczny sposéb utrudniona jest analiza fragmentu disacharydowego Glc-
NAcP—2Manoc, ktéry bardzo czesto wystepuje w glikoprotcinach [68]. Nalezy za-
znaczyc¢, zc przy analizie sekwencji reszt cukrowych oraz ustalaniu potozenia wigza-
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nia glikozydowego, wymaganejestjednoznaczne przypisanie wszystkich linii rezo-
nansowych. W przeciwnym wypadku, interpretacje widm NOE nie bedgrozstrzyga-

jace.

Rysunek 7. Korelacja HMBC 1. Na rozciggu - zakres anomeryczny projekcji nC - doskonale wida¢
jednoznaczne potozenie wigzan glikozydowych

Eksperymenty dwuwymiarowe: NOESY, ROESY, TORO [69,70,71,45 Jwyko-
rzystywane powszechnie do analizy wigzania glikozydowego, zostaty scharakteryzo-
wane we wczesniejszych fragmentach niniejszej pracy. Niezwykle przydatnado tego
celu sekwencja, jest heterojgdrowa korelacja dalekiego zasiegu HMBC [72].

Obecnie, sekwencja ta jest rutynowo wykorzystywana i dostarczajednoznacz-
nych informacji pozwalajacych okresli¢ potozenie wigzan glikozydowych. Pozatym,
analizawidm HMBC umozliwia rowniez okreslenie potozenia w badanej czasteczce,
wszystkich niecukrowych podstawnikow. Eksperyment ten —poprzez analize sprze-
zen C—H dalekiego zasiegu —mozna réwniez wykorzysta¢ do sprawdzenia popraw-
nosci dokonanych przypisan 'H i I3C (Rys. 7).

Opisana powyzej metodologiajest powszechnie wykorzystywana w badaniach

struktury, weglowodanéw, zaréwno w postaci oligosacharyddw, jak réwniez gliko-
konjugatéw [73].
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2. BADANIE STRUKTURY TROJWYMIAROWEJ]

Strukturatréjwymiarowa oligosacharydowjest zdefiniowana parametrami opi-
sanymi we wczeshiejszych fragmentach pracy. Istothym elementem ijednym z gtow-
nych czynnikéw determinujgcych przestrzenne utozenie weglowodanéwjest konfor-
macja pierscieni cukrowych. W zaleznosci od wielkosci pierscienia (piecio- lub sze-
sciocztonowy) zrdznicowany jest charakter zmian konformacyjnych.

W przypadku pier$cieni furanozowych obserwuje sie pseudorotacje i inwersje
pierScienia, co w konsekwencji prowadzi do bardzo duzej elastyczno$ci. Natomiast
w przypadku heksapiranoz (np.: glukoza), inwersja wystepuje rzadko i zjawisko to
w analizie konformacyjnej uktaddw heksapiranozowych moze by¢ zaniedbane [74].
Najbardziej energetycznie uprzywilejowanymi konformacjami pierscienia heksapira-
nozowego sg dwie konformacje krzestowe: 'C4oraz 4C, [Rys. 8 a]; mannoza (Man)
i galaktoza (Gal) wystepuja najczesciej w konformacji 4C,, natomiast konformacja
'Cdjest charakterystyczna dla fukozy (Fuc) i kwasu neuraminowego (Neu5Ac).

4
I a
OH
HO- .OH
H OH
OH
OH
HO-
NOE

Rysunek 8. a) Definicja konformacji krzestowych dla D-heksapiranoz (zaznaczone zostaty tylko
potozenia aksjalnc podstawnikéw); b) Definicja katéw torsyjnych wokét wigzania glikozydowego
(na przyktadzie wigzania 1->4)
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Do wyznaczenia konformacji pierscienia piranozowego niezbednyjest petny ze-
staw wartosci wicynalnych statych sprzezenia3J(HH). Badania konformacyjne wyma-
gaja duzej doktadnosci pomiarow wartosci statej sprzezenia. Dostepnych jest wicie
technik NMR zapewniajgcych wymagangdoktadnosé i wiekszos$¢ z nich zostata do-
ktadnie opisana w literaturze [33, 57, 32,75-78]. Obecnie jednak, najszerzej stoso-
wane sg metody oparte na selektywnym wzbudzeniu [79—81], ktdre sg szczegdlnie
uzyteczne w badaniach oligosachaiydéw. Pomiar homojadrowego efektu Overhau-
sera moze by¢ bardzo uzyteczny a w badaniach tych wykorzystywane sg wczesniej
opisane eksperymenty, np. eksperyment ROESY [82].

Kolejnym krokiem w analizie struktury drugorzedowej jest ustalenie potozenia
grupy -CH,OH wzgledem pierscienia cukrowego. Na tym etapie prac wymagane jest
stereospecyficzne przypisanie protondw metylenowych. Z uwagi na fakt, ze protony
te, wraz z protonem H5 pierscienia cukrowego tworzg sprzezony uklad Ir6jspinowy,
przypisania mozna dokona¢ w oparciu o potrojnie kwantowang wersje eksperymentu
COSY [83,33] badz wykorzystujac w tej sekwencji potréjnie kwantowany filtr [76],
Alternatywe dla tych eksperymentdw stanowig selektywne widma | D TOCSY [33]
lubjednowymiarowe modyfikacje sekwencji COSY z wykorzystaniem selektywnego
filtraprzesunigcia chemicznego (chemical-shiftselective filter) [84], Jeslijednak stto-
czenie sygnatdw w widmie ‘H nie pozwala na doktadne wyznaczenie statej sprzezenia
w oparciu o powyzsze metody homojgdrowe, cel ten mozna osiggna¢ poprzez wyko-
rzystanie heterojgdrowych technik z detekcja odwrotng. Najczesdciej w tym celu wy-
korzystywanajestjednowymiarowa sekwencja HSQC [47].

Decydujagcym etapem analizy struktury tréjwymiarowej oligosacharydow jest
okreslenie geometrii wigzania glikozydowego, definiowanego poprzez wartosci dwoch
katéw torsyjnych [Rys. 8b]: 0= H1-C1-01-C4’ oraz Cl-01 C4’ H4\ War-
tosci tych katow okres$lane sg na podstawie pomiarow wielkosci statych sprzezenia
J(H1-C4")i3(C1-H4’) oraz NOE pomiedzy protonami H1i H4’ [66,85). Pierwsza
metoda wykorzystywang do wyznaczania wartosci *J(CH), dwuwymiarowa wersja
sekwencji DEPT [72], Postep jaki dokonat sie w dziedzinie pomiaréw heterojadro-
wych statych sprzezenia dalekiego zasiegu, spowodowat, ze obecnie szeroko wyko-
rzystywane sg techniki dwuwymiarowe oparte na detekcji odwrotnej [86], Najbar-
dziej doktadny pomiar heterojadrowej stalej sprzezenia dalekiego zasiegu umozliwia
eksperyment HSQC [47, 87, 88] przy czym bardzo czesto jest on wykonywany
w wersji selektywnego wzbudzenia oraz z filtrem przesuniecia chemicznego
[88, 89].

State sprzezenia 13C-'H dalekiego zasiegu uzywane sg od dtugiego czasu w bada-
niach strukturalnych i konformacyjnych réznych klas zwigzkéw organicznych
[90,91], natomiast mozliwos$ci ich wykorzystania w analizie konformacyjnej sacha-
rydow zaprezentowali Tvarowska i Taravel w pracy przegladowej [92],

Konwersja wyznaczonych wartosci homo- i heterojadrowych statych sprzeze-
nia 3 na wartosci odpowiadajacych im katéw torsyjnych dokonywana jest w opar-
ciu o zaleznos¢ Karplusa [7,93]. Altona i wspotpracownicy [94] zaproponowali pa-
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rametryzacje oryginalnego réwnania, uwzgledniajaca wptyw podstawienia oraz cha-
rakter podstawnika na warto$¢ statej sprzezenia J(HH). Schwarcz i Perlin [95], wy-
korzystujac pomiary heterojadrowej statej sprzezenia3J(CH), na podstawie zalezno-
§ci typu Karplusa, analizowali konformacje wigzania glikozydowego. Inne, dajace
rownowazne wyniki parametryzacje rownania Karplusa, wykorzystywane w bada-
niach geometrii wigzania glikozydowego oligosacharydéw zaproponowali Tvarow-
ska [96] i Mulloy [97] ze wspdtpracownikami.

W przypadkach, gdy procesy dynamiczne zachodzgce w badanych czastecz-
kach sg szybkie w poréwnaniu ze skalg czasu NMR, otrzymane wartosci statych
sprzezenia sg wielkoSciami usrednionymi [98]. Interpretacja tych wynikéw, majaca
na celuwyznaczenie udziatu poszczeg6lnych konformeréw, niejest prosta i wymaga
wykorzystania metod modelowania molekularnego [76,98-100].

3. PODSUMOWANIE

Przedstawione w niniejszej pracy przyktady technik magnetycznego rezonansu
jadrowego wykorzystywanych w badaniach cukréw i ich pochodnych, pokazujg ich
ogromne mozliwosci. Spektroskopia NMRjestprawdopodobnie obecnie najczesciej
wykorzystywangw tej dziedzinie metodg analityczng, mogaca dostarczy¢ wielu in-
formacji dotyczacych budowy czasteczki sachaiydu. llo$¢ informacji jakie dostar-
cza NMRjest nieporownywalna, z zadna inng, stosowana pojedynczo, metoda ba-
dawczg Nalezy zatem oczekiwac, ze rozwdj tej technikijest bardzo uwaznie $ledzo-
ny przez chemikdéw zajmujgcych sie badaniem potaczen cukrowych.

Po gwaltownym wzro$cie zainteresowania sekwencjami tréjwymiarowymi
(3D NMRY), j aki nastapitw pierwszej potowie lat 90, obecnie obserwuje sie odwrot od
tych aplikacji. G¥dwna przyczynatego faktu, lezy w znacznej komplikacji interpreta-
cji otrzymanych wynikéw jak réwniez, w problemach technicznych zwigzanych
z praktycznym wykorzystaniem tych technik. Pod koniec lat dziewiecdziesigtych
nastapit powrdt do szerszego wykorzystania eksperymentéw ID i 2D co daje sie
obserwowac do dnia dzisiejszego. Obecnie obserwuje sie udane préby petniejszego
wykorzystania mozliwosci technik jednowymiarowych. Dzi$ gradienty pola BOstaty
sie w zasadzie rutynowo dostepnaaplikacjadla uzytkownikdw spektrometrow. Dzie-
ki ich wykorzystaniu, mozliwe jest znaczne uproszczenie wielu sekwencji pulso-
wych a skutkiem takiego podejsciajest coraz szersze wykorzystywanie jednowymia-
rowych wersji eksperymentéw TOCSY, NOESY, ROESY [49,50b], czesto przy tym
wykorzystuje sie rowniez techniki selektywnego wzbudzenia (shapepulse). W efek-
cie, uzyskuje sie doktadnie takg sama informacjejak w analogicznym eksperymencie
2D ale, w kilkunastokrotnie krotszym czasie. Stale réwniez poprawia sie skutecz-
nos¢ dotychczas wykorzystywanych sekwencji, poprzez ,,przystosowanie” ich para-
metréw do konkretnych klas zwigzkéw, w tym réwniez potgczen cukrowych [52],

Postep technologiczny spowodowat, ze obecnie komercyjnie dostepne sg ma-
gnesy nadprzewodzace, pracujace przy czestosci 600-800 a nawet 900 MHz. Ocenia
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siejednak, ze technologia produkcji magnesdw osiggneta swagranice iz tego wzgle-
du, dalszy postep bedzie nastepowaé w dziedzinie konstrukcji sond pomiarowych.
Obserwuje sie dazenie do budowy sond umozliwiajgcych wykorzystanie do badan
mozliwie matych, submilimolowych wrecz, ilosci substancji. Sondy te - zwane nano-
sondami (nanoprobes) - pozwalgjgna znaczne zwiekszenie czutosci. Jak dotad trend
ten spowodowat wprowadzenie, oprécz omoéwionych juz nanosond, sond chtodzo-
nych helem (cryoprobes) [101] réwniez powodujgcych znaczne podniesienie czuto-
§ci oraz sond umozliwiajacych przeptywowe pomiary NMR, bedace potgczeniem
magnetycznego rezonansu jagdrowego z chromatografig cieczowg (LC-NMR) [102],
Wiasnie potaczenie tych dwdch technik analitycznych, wydaje sie by¢ szczeg6lnie
przydatne w analizie mieszanin produktéw naturalnych zawierajgcych potaczenia cu-
krowe. Nalezy wiec oczekiwac, ze dalszy rozwdj technik NMR wykorzystywanych
w badaniach potgczen cukrowych, zmierzat bedzie raczej w kierunku petnego wyko-
rzystania,,mocy” juz istniejgcych sekwencji pulsowych w potaczeniu z gradientami
pola, selektywnymi pulsami i wykorzystaniem mozliwosci nowych sond pomiaro-
wych niz w kierunku wykorzystania wiekszych magneséw nadprzewodzacych.

4. PRZYKLADOWE DANEEKSPERYMENTALNE

Jako modelowe potgczenie wykorzystany zostat saponin z grupy GOTCAB [103]
([(1—2)-p-D-galaktopiranozo-(I—3)-P-D-ksylopiranozo]-3-0-P-D-glukaran kwasu
quillowego 1) wyizolowany z korzeni ziela z rodziny Silene Vulgaris (praca przygoto-
wywana do druku). Podobne zwigzki zostaty opisane w pracy [104].

Nalezy zaznaczy¢, ze uzytaprébka niejest zwigzkiem handlowym i z tego wzgledu
zawiera niewielka (ok. 2%) ilos¢ zwigzku o zblizonej strukturze i masie czasteczko-
wej, ktorego nie mozna usuna¢ obecnie dostepnymi metodami ijest on widoczny na
prezentowanych widmach. Wydaje siejednak, ze nie przeszkadza to w wykorzysta-
niu takiej prébki do prezentacji mozliwosci aplikacyjnych spektroskopii NMR
awrecz mozeje uwiarygodnié.

Wszystkie prezentowane w tej pracy widmaNMR zostaty wykonane samodziel-
nie przez autoraprzy uzyciu spektrometru BRUKER DRX400 pracujgcego z czesto-
$cigrezonansowa 400,13 MHz i 100,60 MHz odpowiednio dla 'H i BC. Spektrometr
wyposazony jest w przystawke do generowania gradientow pola B(. Do pomiarow
wykorzystanabyta 5 mm sonda szerokopasmowa umozliwiajgca pomiary technikami
inwersowymi oraz w gradiencie pola BQ

Do badan przygotowany zostat roztwor zawierajacy 35 mg zwigzku 1w 2 ml
deuterowanej pirydyny (CEDSN - Eurisotop).

Poszczeg6lne widma wykonane zostaty w temperaturze 303 K z wybranymi
parametrami wyszczego6lnionymi ponizej:

‘H:  Zakres spektralny 4800 Hz, 64 scany.

13C:  Zakres spektralny 25000 Hz, 1024 scany, widmo odsprzegane od proto-
now.
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DQF-COSY: Zakres spektralny 4800 Hz, 512 eksperymentdw po 16 sca-
now.

HSQC: Zakres spektralny 4800 i 25000 Hz odpowiednio dla 'H i 1,
512 eksperymentow po 8 scanéw z odsprzeganiem I3C w czasie akwizycji (sekwen-
cjaGARP).

HSQC-TOCSY: Zakres spektralny 4800 i 25000 Hz odpowiednio dla 'H i I3C,
480 eksperymentow po 64 scany z odsprzeganiem I3C w czasie akwizycji (sekwen-
cja GARP). Do uzyskania warunkdw izotropowego mieszania spindw (spin locking)
wykorzystano sekwencje DIPSI-2.

HMBC: Zakres spektralny 4800 i 25000 Hz odpowiednio dla 'H i 1,
512 eksperymentow po 64 scany z odsprzeganiem I3C w czasie akwizycji (sekwen-
cja GARP).

Wszystkie eksperymenty 2D wykonane zostaty w gradiencie pola BOa ekspery-
menty heterojadrowe z wykorzystaniem detekcji odwrotnej.

Widma poddane zostaty obrobce z wykorzystaniem oprogramowania dostar-
czonego wraz ze spektrometrem przez producenta (program XWIN-NMR 2.6)
aw celu uzyskania lepszej rozdzielczosci widm 2D wykorzystana zostata procedura
linearprediction.
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ABSTRACT

Over the past decade there has been a surge of interest in enantioselective syn-
thesis which has led to convenient metods of measuring enantiomeric purity or enan-
tiomeric excess of many compounds. The enantiomeric excess (ee) can be determi-
ned by the following principal methods: (a) chiroptical, (b) chromatography
(GS, HPLC, TLC), (c) isotopic dilution, (d) kinetics, (e) electrophoresis, (f) calori-
metry, (g) nuclear magnetic resonance.

In this paper there are presented studies, which were performed in aim to deter-
mine ee by NMR in liquid and solid state.

Determination of enantiomeric purity using NMR in liquids requires the inter-
vention ofa chiral auxiliary to convert an enantiomeric mixture into a mixture ofdia-
stereomers. Three types ofchiral auxiliaries are widely used. Chiral derivatising agents
(CDAs) form diastereomers while chiral solvating agents (CSAs) and chiral lantha-
nide shift reagents (CLSRs) form diastereomeric complexes insitu with the substrate
enantiomers.

In recent years Solid-State NMR (SS NMR) has emerged as a powerful tool for
the analysis of solids. In particular the ODESSA (One Dimensional Exchange Spec-
troscopy by Sideband Alternation) technique permits to recognize differences be-
tween enantiomers and racemates as well to assess the enantiomeric excess.
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WSTEP

Obecnie obserwuje sie rosngcgtendencje do produkowania zwigzkéw w postaci
czystych enancjomerdw.

Enancjomeryjednego zwigzku, cho¢ posiadajg identyczne wiasciwosci fizyczne
Z wyjatkiem tej, ze skrecaja ptaszczyzne polaryzacji Swiatta w tym samym stopniu
lecz w przeciwnych kierunkach, moga rézni¢ sie miedzy sobg zapachem, smakiem
[1-3] czy aktywnoscig biologiczng [4-6]. Np. /?-(+)-limonen ma zapach pomaran-
czy, ajego enancjomer—eytryny, prawoskretna asparagina ma smak stodki, a lewo-
skretna - jest bez smaku. Toksyczno$¢ wystepujacej w przyrodzie "-(-J-nikotyny
jestznacznie wieksza nizjej jR-enancjomeru. Alkaloid (-)-leworfanol jest silnym nar-
kotycznym srodkiem przeciwbdlowym, ajego enancjomer nie wykazuje tego rodzaju
aktywnosci (rys. 1).

NH2C0CHz<pHCOMH
P NH2
limonen asparagina
.NMc
1 HO L A
U CHj
nikotyna leworfanol

Rysunek 1.Wzory Hmoncnu, asparaginy, nikotyny i Icworfanolu

W przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym, spo/ywczym i chemicznym
w coraz wiekszym stopniu dazy sie wiec do produkowania zwigzkéw enancjomery-
cznie czystych, a przed chemikami stoi zadanie przeprowadzania enancjoselekiyw-
nych syntez.

Miarg sukcesu syntetycznego jest zdolnos¢ wyodrebnienia produktu o okreslo-
nej stereochemii. ROwnie waznym elementem tej strategii jest umiejetno$¢ okreslenia
nadmiaru enancjomerycznego.

W mieszaninie sktadajacej sie z czystego enancjomeru (R lub S) i raeematu RS

nadmiar enancjomeryczny (enantiomer excesi)jest procentowym nadmiarem enan-
cjomeru nad racematem [7],
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R -S\
% ee =- -x100 1)
R+S

Wielko$¢ ee mozna oznaczy¢ roznymi metodami fizykochemicznymi [8,9]. Wsrod
nich moznawyroznic¢: metody chiralooptyczne, chromatograficzne, kalorymetrycz-
ne, elektroforeze, rozcienczenie izotopowe, magnetyczny rezonans jadrowy.

Magnetyczny rezonans jadrowy to atrakcyjna, szybka i prosta technika dzigki
ktorej moznatatwo okres$li¢ nadmiar enancjomeryczny. Aby to byto mozliwe musza
by¢ spetnione dwa warunki:

- musi istnie¢ czynnik zalezny od struktury, r6znicujacy diasterecizomery,

- musi istnie¢ czynnik niezalezny od struktury, zalezny natomiast od wzgled-
nych udziatow molowych diasterecizomeréw.

Obydwa te warunki sg spetnione w NMR. Pierwszy - spetnia przesuniecie che-
miczne, a drugi - intensywnosci rezonansowe [10],

1. BADANIE NADMIARU ENANCJOMERYCZNEGO ZA POMOCA
MAGNETYCZNEGO REZONANSU MAGNETYCZNEGO W CIECZY

Zazwyczaj enancjomery nie mogaby¢ rozréznione w achiralnym srodowisku za
pomocgwidm NMR, poniewaz wystepujace w nich jadra sgjednakowo ekranowane
przez otoczenie i stad wykazujg identyczne przesuniecia chemiczne. O takich jgdrach
mowimy, ze sg izochroniczne. Natomiast w diastereocizomerach jadra znajdujg sie
w roznych otoczeniach ijako anizochroniczne wykazuja r6zne przesuniecia chemi-
czne; aby enancjomery zostaty w widmie NMR rozroznione trzeba je przeksztatci¢
w diastereoizomery. Mozna to osiggna¢ stosujac chiralne odczynniki pomocnicze.

Skuteczny, chiralny odczynnik pomocniczy powinien w widmach wielu sub-
stratow indukowac znaczaco duze przesuniecie chemiczne.

Stosowane satrzy typy chiralnych odczynnikdw pomocniczych: odczynniki two-
rzace chiralne pochodne (CDAs—ChiralDerivatizing Agents) [11], chiralne odczyn-
niki solwatujgce (CSAs - Chiral Solvating Agents) [12, 13] i chiralne odczynniki
przesuwajgce zwane takze chiralnymi odczynnikami przesuniecia chemicznego;
poniewaz sg to odczynniki zawierajace atom lantanowca stad nazwa CLSRs (Chiral
Lanthanide Shift Reagents) [14].

Zastosowanie CDAs prowadzi do utworzenia diastereoizomerow posiadajgcych
wigzanie kowalencyjne, za$ wskutek dziatania CSAs i CLSRs tworzg sie in situ
diastereoizomeryczne kompleksy, bedace w réwnowadze z wyjsciowymi enancjo-
mcrami.

Zdarza sig, ze jest mozliwy pomiar stosunku enancjomeréw bez dodania optycz-
nie czynnych odczynnikéw, rozpuszczalnika czy lantanowych odczynnikéw prze-
suwajacych [15]. Dzieje sie tak wtedy, gdy mozliwe jest powstawanie dimerdw.
Np. nadmiar enancjomeryczny w probkach optycznie czynnego amidu kwasu mety-
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lofosfonowego (1) zostat okreslony z proporcji diastereoizomeréw 2 i 3 otrzyma-
nych wskutek dimeryzacji (rys. 2) [16, 17].

;o
PR, ° " z Ph“"P e
Me  NHPh MeM \n —H—0~ \n—H ..~\ph

pr/ Pi/

©) 6] © t) M

i mmm
va

LA 110 lHi-¢-i =<1 "'-jr1
Rysunek 2. Widma 'H NMR (100 MHz) amidu 1 w CDC1, (zakres obejmujacy ugrupowanie POI,)

dla prébek zawierajacych rézne enancjomeryczne skiady: (a) 100% S; (b) 90% S, 10% R; (c) 60% S,
0% R; (d) 50% S, 50% R; (e) 40% S, 60% R

i I mlili.i
1—5'Lvs V5 "W

Podobng sytuacje zaobserwowano w przypadku optycznie czynnych olefin:
1,2-cyklononadienu i ezi,/rara-1,4-cyklooktadienu [18,19],

A. ZASTOSOWANIE ODCZYNNIKOW TWORZACYCH
CHIRALNE POCHODNE (CDAS)

CDA s sgzwykle prostymi, wielofunkcyjnymi zwigzkami, najczesciej dostepny-
mi handlowo. Ich zastosowanie daje pieciokrotnie wigksze réznice w przesunieciach
chemicznych miedzy enancjomerami niz zastosowanie chiralnych odczynnikow sol-
watujgcych (CSAs).

Istnieje jednak kilka niedogodnosci zwigzanych z ich zastosowaniem: a) przed
analizg prébki potrzebne jest przeprowadzenie dodatkowej reakcji chemicznej;
b) istnieje’mozliwo$¢ otrzymania fatszywych wynikéw wskutek kinetycznego roz-
dziatu spowodowanego réznicaw szybkosci reakcji enancjomerycznych substratéw
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z CDAs lub wskutek racemizacji wystepujgcej podczas etapdw tworzgcych diastere-
oizomeryczne pochodne albo w etapie ich oczyszczania; ¢) CDAs musi posiadac
wysoka czystos¢ enancjomeryczng, gdyz obecnos¢ matych ilosci przeciwnego enan-
cjomeru obnizawarto$ci nadmiaru enancjomerycznego; d) reakcje CDAs z obydwo-
ma enancjomerami muszaprzebiegaé do korica. Mimo tych ograniczen, CDAS pozo-
stajg najczesciej stosowanymi odczynnikami w technice NMR stuzacymi do roz-
dziatu enancjomerdw. Utworzone przez nich pochodne pozwalajgbada¢ nadmiar enan-
cjometyczny z dokladnoscia do 1% nawet przy zastosowaniu pola magnetycznego
0 natezeniu <100 MHz.

Powstawanie diastereoizomerdw jest mozliwe tylko w tym przypadku, gdy roz-
dzielana substancja ma grupe chemicznie aktywna, zdolngdo reakcji z odpowiednim
odczynnikiem chiralnym. Charaktertej grupy ogolnie rzecz biorac nie ma znaczenia.
Waznejesttylko to, aby w reakcji nie byty naruszane wigzania z centrum chiralnosci,
a tworzenie sie i rozdzielanie diastereoizomerow zachodzito fatwo bez mozliwosci
racemizacji. Charakter chemiczny odczynnika chiralnego powinien odpowiada¢ cha-
rakterowi rozszczepianego zwigzku: do rozszczepiania racemicznych kwasow sto-
suje sie optycznie czynne zasady, a do rozszczepiania racemicznych zasad - optycz-
nie czynne kwasy.

Przyktadem zwigzku CDAsjest optycznie czynny chlorek kwasu O-metylomig-
datowego CEHSCH(OCH3J3)COCI. Dzieki niemu Raban i Misiow [9,20] przeksztatcili
alkohole i aminy odpowiednio w estiy i amidy i zaobserwowali ich nieréwnocennos¢
w widmach 'H. P6zniejsze badania wykazaty, ze w przypadku kilku O-metylomigda-
towych pochodnych wystepowata epimeryzacja przy atomie wegla a do grupy
karbonylowej, przez co otrzymane wartosci hadmiaréw enancjometycznych byty
nizsze [21],

Ar* O- CF3C6H4
Ar—/T-CF3CcH4
Ar* [?2-CF3C6H4

Rysunek 3

W celu uniknieciatego problemu postanowiono wyeliminowac z czagsteczki CDAs
atom wodoru wprowadzajgc najego miejsce grupe CF3[22]. W ten sposdb Mosher
przedstawit nowy odczynnik, kwas a-metoksy-a-trifluorometylofenylooctowy
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(odczynnik Moshera) - CEBHYCF3C(OCH3COOH, co pozwolito na badanie ee takze
za pomocg magnetycznego rezonansu jadrowego dla jader I9. Innym zwigzkiem
wykorzystanym do badan za pomoca rezonansu 1 jest chiralna A/iV’-dinictylo-1,2-
bis[o-, m-, A~(trifluorometylo)fenylo]-I ,2-etanodiamina (4) skuteczny reagent dla
okreslania ee aldehydow (rys. 3) [23].

Ciekawym odczynnikiem stuzgcym do okres$lania nadmiaru enancjomctycznego
alkoholi i tioli zapomocawidm 'H okazata sie diazafosfolidyna 5 [24], a do okre$lenia
amin alkoholi i tioli ATEA czyli kwas a-[I-(9-antrylo)-2,2,2-trifluoroctoksy]octowy
(6) [25],

Oprocz wykorzystania w spektroskopii NMR jader 'H i 19, takze jadra I,
26i, 7/Se, 3P i Pt stuzg do okreslania nadmiaru enancjometyczncgo.

Jako przyktad mozna przedstawi¢ oznaczanie ee z wykorzystaniem 77Se dla alko-
holi [26] i kwasow karboksylowych [27], 2H pochodnych kwaséw karboksylowych
i amidow [28], I3C ketondw [29], Z6i alkoholi [30], 3P fosfin [31], 1-hydroksyalki-
lofosfonianow [32] oraz ich pochodnych [33-37] oraz 1%t dla pochodnych allilo-
wych [38].

Nie tylko diastereoizomery zwigzane wigzaniem kowalencyjnym wykorzysty-
wane sg do okre$lania ee. Takze diastereomety wystepujace w postaci soli dajg roz-
roznialne widmaNMR [39-44].

Ta nierdwnocennos$¢ diastereoizomerycznych soli byta obserwowana m.in. za
pomocg widm IH, 3P lub ,3C w niepolamych, aprotonowych rozpuszczalnikach
(CDC13 CfHE a zwiaszcza w pirydynie), tj. w takich w ktérych obecne sg pary jo-
nowe lub agregaty. Natomiast zastosowanie protonowych rozpuszczalnikéw (np.
CH30H) burzyto efekt agregacji parjonowych.

Warto zwrdci¢ uwage na to, ze zwilaszcza spektroskopia JIP NMR jest bardzo
wygodnym narzedziem do okre$lania ee z powodu obserwowanego duzego che-
micznego rozszczepienia sygnatow oraz prostoty widm, gdy zastosowane jest szero-
kopasmowe odsprzeganie protonowe [45, 46].

Dzieki niej, z pomoca pochodnych Pmi Pv, mozna okresli¢ ee wielu zwigzkdw,
Np. reagenty Feringa (7), (8) [47,48], chlorek kwasu binaftylofosforowego, (BNP)CI
(9), [49] czy 2-chloro-4(i?),5-(jR)-dimetylo-2-okso-1,3,2-oksafosfolan (10) [50] postu-
zyty do okreslenia ee alkoholi (rys. 4).
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«,a "Cl HX<v,0 J3
Me'P'Cl Me"PClI hae o o
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11 12
Rysunek 4

Ostatnio chlorki kwasowe: (S)- Naproxen (11) i (S)- Ibuprofen (12) postuzyty
nie tylko do okres$lenia ee chiralnych sulfotlenkéw w oparciu o widma 'H [51], ale
réwniez do okreslenia za pomocg 3P NMR nadmiaru enancjomerycznego dietylo-1-
hydroksy- i 2-hydroksyalkilofosfonianéw i ich aminoalkilofosfonianowych analogow
[52].

CfHi3 CHij CiHij
H— CH, H—J— CH3 H-—- +---CH,
0] 0 0
PCJj | | |
H,C*CHOHICH, _pﬁydyﬁgn*‘ H— JP): 0 + H-P=0 + 0= Pb— H
I3 HjC-—--+-H H---1---CH, H--—-j—— CH,
GHa CjHj CfHta
RR.SS RS1 RS2
mezo mezo

Schemat 1. Reakcja PC13 z /?,5-oktanolem
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Fering, Smaardijk, Wynberg [53] do okre$lenia hadmiaru enancjomeryczncgo
alkoholi zastosowali tzw. metode duplikacyjna.

Alkohole takie jak np. 2-oktanol (13) mogg by¢ iloSciowo przeksztatcane
w mieszanine diastereoizomerycznych 0,0-dialkilofosfonianow w reakcji z PCI3
(schemat 1) tak, by ich stosunek bezposrednio odpowiadat proporcji cnancjomcrow
w substracie.

Analizujgc te diastereoizomery za pomocg widm 3IP, w oparciu o ich stosunek
powierzchni, mozna za pomoca wzoru:

P2= (k—h/(k+I) )

gdziep =ee, a/c-to stosunek powierzchni oszacowanych za pomocg MRJ okreslié
nadmiar enancjomeryczny.

B. ZASTOSOWANIE CHIRALNYCH ODCZYNNIKOW
SOLWATUJACYCH (CSAS)

W 1965 roku Misiéw [9] zasugerowal, zc enancjolopowe jadra bedg anizochro-
niczne w chiralnym rozpuszczalniku. Zostato to udowodnione w nastepnym roku
przez Pirkle [54], ktéry zastosowat chiralne odczynniki solwatujace CS As. Utworzo-
ne dzieki nim nietrwate diastereoizomeiyczne solwaty dysocjujg szybko w skali cza-
su NMR, a obserwowane przesuniecie chemiczne jest wypadkowg uktadéw solwa-
towanych i niesolwatowanych.

Niepolame, achiralnerozpuszczalniki zwiekszajganizochroniczno$¢ pomiedzy
utworzonymi diasteroizomerycznymi kompleksami, natomiast polarne wykluczaja
tworzenie tych kompleksow i redukuja indukowane zmiany w wielkosci przesuniecia
chemicznego AAS do zera.

Wigkszos¢ najczesciej stosowanych chiralnych odczynnikéw solwatujagcych to
I-arylo-2,2,2-trifluoroetanole (A) i 1-aryloetyloaminy (B) (tys. 5).

Ogdlnie, opierajac sie na pracach Eassona i Stcdmana [55], przyjmuje sie, ze
kazdy solwatacyjny kompleks musi posiada¢ minimum trzy miejsca oddziatywania.
Dwa z nich sg potrzebne do tworzenia struktury podobnej do chclatu (chelatc-like
structure), atrzecie (zalezne stereochemicznie) odpowiada za anizochronicznos¢ sub-
stancji rozpuszczonej [56]. Oddziatywaniate mogamie¢ charakter wigzania wodoro-
wego, kompleksu z przeniesieniem fadunku typu charge transfer, oddziatywania typu
dipol-dipol czy przeniesienia protonu.
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Rysunek 5

W przeciwienstwie do komplekséw utworzonych przez chiralne lantanowe od-
czynniki przesuwajgce CLSRs, chiralne odczynniki solwatujgce CSAS sg prostymi,
diamagnetycznymi zwigzkami. Wiekszo$¢ indukowanych zmian wwielkosci przesu-
niecia chemicznego, AAS, jest generalnie mniejsza niz obserwowana w przypadku
zastosowania CDAs i CLSRs. Poniewaz CSAs sadiamagnetyczne, poszerzenie syg-
natu nie stanowi tak znacznego problemu, jak w przypadku stosowania CLSRs. Cze-
sto jest wiec mozliwe oszacowanie stosunku enancjomeréw przez poréwnanie po-
wierzchni sygnatow i okre$lenie enancjomeiycznej czystosci.

Sam odczynnik CSAs nie musi by¢ idealnie enancjomerycznie czysty. Jeslijego
czysto$¢ enancjomerycznajest mniejszaniz 100%to nie mato zdecydowanego wpty-
wu na intensywnos$¢ sygnatu.

Na wielkos$¢ réznicy przesunieé¢ chemicznych AAS wptywa stosunek molowy
optycznie czynnego rozpuszczalnika i substancji rozpuszczonej. Poczatkowo zwigk-
szenie udziatu molowego rozpuszczalnika powoduje wzrost AAS, ale po przekrocze-
niu pewnej wartosci nie obserwuje sie zmian [57].

Zaobserwowano takze, ze zmiana temperatuiy przy ktorej jest wykonywane
widmo wptywa na wielko$¢ roznicy przesuniecia chemicznego AAS. W przypadku
solwatow zwigzanych wigzaniem wodorowym wzrost temperatuiy powoduje prze-
suniecie rownowagi na korzys¢ istnienia form nie zwigzanych, cotgczy sie ze zmniej-
szeniem AAS. Z kolei spadek temperatuiy moze nawet podwaja¢ AAS, poniewaz
stereochemicznie wazne konformacje moga wtedy zwieksza¢ swojg populacje
[58, 59],

Stosujac odczynniki CSAs okreslono czystosé enancjomeiycznawielu substan-
cji, takich jak: alkohole, aminy, aminokwasy, ketony, kwasy karboksylowe, laktony,
estry, sulfotlenki czy tlenki fosfin.

Np. enancjomerycznie czysty (/?)-(-)-2,2,2-trifluoro-1-(antiylo)-etanol (TFAE)
(14) postuzyt do pomiaru czystosci optycznej laktondw [60-63], eterdw, [64] oraz
oksaziiydyn [65,66], a (/?)-(-)-/'/-(3,5-dinitro-benzoilo)-a-metylobenzyloamina (15)
do tlenkow fosfin [67] i chiralnych metylowych sulfotlenkéw (lys. 6) [68].
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Jul

99%(R)-(-)

30 2Sppm

Rysunek 7. Widma ‘H NMR (298 K, C.DJ diastcreoizomerycznycl, kompl,kséw
eykloheksyloetyloaminy i (R)-OAM
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Wykorzystujac jako odczynnik solwatujgcy kwas (77?)-<9-acetylomigdatowy
(R-OAM) Parker i Taylor [69] badali skfad enancjomeiyczny w réznych prébkach
cykloheksyloetyloaminy. W widmach 'H NMR soli utworzonych z kwasu R-OAM
i aminy zaobserwowali wyraZzne r6znice w przesunieciach sygnatéw pochodzgcych
od a C-H protonu cykloheksyloetyloaminy, co pozwolito za pomocgintegracji okre-
$li¢ skiad enancjomeiyczny probek (lys. 7).

Nierownocennosé w widmach ‘H amin, diamin i aminoalkoholi zostata zaobser-
wowana, kiedy jako chiralny odczynnik solwatujgcy zastosowano optycznie czynny
odczynnik Moshera (16) (lys. 8) [70].

och3

)C7 ‘COOH

HSC,

16 17 18

PAX\ h HaC

19 20

Rysunek 8

Chinina (17)jest niedrogim, chiralnym odczynnikiem solwatujacym i moze stu-
zy¢ do okreslania nadmiaru enancjomeiycznego pochodnych binaftylowych oraz alko-
holi [71], natomiast asymetiyczne zwiazki, takiejak np. 2,2”-dihydroksy-I,r-bina-
ftyl (18) jako chiralni gospodarze mogaby¢ pomocni w okre$lenia ee szeregu innych
zwiazkow [72].

Enancjomery kwasu /-butylofenylotiofosfinowego (19) sgtakze bardzo skutecz-
nymi, solwatujgcymi odczynnikami. Dzieki nim udato sie okresli¢ nadmiar enancjo-
meiyczny takich zwigzkow jak: alkohole, diole, tiole, merkaptoalkohole, aminy, ami-
nokwasy, hydroksy kwasy i zwigzki fosfoiylowe [73-76].
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Zasada Trogera (20) jest chiralna, heterocykliczng aming, ktdrej chiralno$¢ jest
spowodowana wytacznie obecnoscig dwoch stereogenicznych atoméw azotu. Ami-
na ta moze dziatac jako chiralny, solwatujacy odczynnik dla Il'i 11l rzedowych alko-
holi i moze stuzy¢ do okreslenia ich enancjomerycznej czystosci [77],

Optycznie czynne substancje cyklodekstryny, sg 2dolne do tworzenia klatratow
wykorzystywanych w procesie rozdziatu. Klatraty sg szczegdlnie wazne przy otrzy-
mywaniu optycznie czynnych substancji, ktére nie majgodpowiednich grup funkcyj-
nych niezbednych do tworzenia diastereoizomerdw. Cyklodekstryny posiadajg we-
whnetrzngklatke do ktdrej organiczne czasteczki moggwchodzi¢ tworzac inkluzyjne
kompleksy. Natura tych asocjacji byla badana za pomocg NMR zaréwno w ciele
statym [78,79] jak i w roztworze [80-84],

Potaczenia klatratowe utworzone przez mocznik opisat Schlank w 1973 roku
[85]. Czasteczki mocznika sg symetryczne i w czasie Kiystalizacji uktadajgsie two-
rzac lewo- i prawoskretne helisy sieci heksagonalnej. Jezeli substancja wchodzaca
w sktad klatratujest odmiangracemiczna, to wystepujawarunki sprzyjajgce do two-
rzeniasie diastereoizomeréw. Podobniejak diastereoizomery dowolnej pary, rowniez
i te roznigsie whasciwosciami fizycznymi, ktore wykorzystuje sie przy ich rozdziale.
Dzieki tworzeniu klatratéw przez mocznik otrzymano optycznie czynny 3-metylook-
tan i 3-metylononan [86].

Takze ciekle krysztaty byty wykorzystanejako CSAs do okreslenia enancjome-
lycznego skfadu: np. 1,2-epoksy-3,3,3-trichloropropanu (21) (lys. 9) [87, 88].

H CCl,

c-c¢/

H7V\

21

Rysunek 9

W ciektych krysztatach gtdwnym czynnikiem rozrézniajagcym moze byc¢ stopien
orientacji-czasteczek substancji rozpuszczonej. Wiadomo, ze faza nematyczna cie-
klych krysztatow staje sie makroskopowo zorientowana w polu magnetycznym i ta
orientacja jest przenoszona na czasteczki substancji rozpuszczonej. W wyniku lej
orientacji, bezposredniejagdrowe oddziatywaniadipol-dipol stajgsie oddziatywaniami
dominujacymi [89]. Stopien orientacji enancjomeréw R i S optycznie czynnych czga-
steczek substancji rozpuszczonej bedzie rézny. Zatem jadrowe oddziatywania dipol-
dipol bedgrozne i ukazgsie roznice w przesunieciach dwdch enancjomeréw [90].

Np. syntetyczny polipeptyd poli-y-benzylo-L-glutaminian (PBLG) zostat zasto-
sowany do okreslenia ee kwasu 2-chloropropionowego [91]. Dziatanie PBLG polega
natym, zejego polipeptydowa helisa w fazie ciektokrystalicznej jest zdolna do enan-
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cjoselektywnego oddziatywania zaréwno z polarnymi jak i apolarnymi chiralnymi
zwigzkami, dajac wystarczajaco duze réznice w przesunigciach chemicznych dla
R i S form badanych zwiazkéw.

Zastosowanie chiralnych odczynnikdw solwatujacych do okre$lenia nadmiaru
enancjomerycznego zostato przedstawione obszernie przez Pirkle i Hoovera [92],
Weismana [11] oraz Parkera [93],

C. ZASTOSOWANIE CHIRALNYCH LANTANOWYCH
ODCZYNNIKOW PRZESUWAJACYCH (CLSRS)

Uzycie chiralnych lantanowych odczynnikéw przesuwajgcych (CLSRs) daje
pewne korzysci w poréwnaniu z innymi metodami. Dzieki nim mozliwe jest badanie
szerszego zakresu zwigzkdw, chiralny odczynnik przesuwajacy nie musi by¢ enan-
cjomerycznie czysty a ponadto AA5 (r6znica miedzy przesunieciem chemicznym
adduktu utworzonego przez substrat i lantanowy odczynnik przesuwajacy, a przesu-
nigciem chemicznym substratu) jest wieksza niz podczas zastosowania CDAs i CSAs.

Po raz pierwszy CLSRs wprowadzit w 1970 roku Whitesides i Lewis [94], Byt
nim tris(3-f-butylohydroksymetyleno-<i-kamforo)europ Il (22) (rys. 10), ktéry oka-
zak sie bardzo skuteczny w rozdzielaniu sygnatéw enancjomerow a-fenyloetyloami-
ny i innych amin.

22

Rysunek 10

CLSRs to zwigzki otrzymane w reakcji soli niektdiych metali przejsciowych
(np. Eu, Pr lub Yb) z nieracemicznymi P-diketonami. W niepolamych rozpuszczalni-
kach (CDCL,, CC14lub CS2) te paramagnetyczne sole sgzdolne wigzac zasady Lewi-
sa, zwlaszcza amidy, aminy, kwasy karboksylowe, estiy, ketony, sulfidy, sulfiny
i sulfotlenki wskutek rozszerzenia sfeiy koordynacyjnej metalu. Poniewaz Ad”jest
funkcjastezenia, temperatuiy i zastosowanego ligandu poréwnanie ,,sity przesuwajg-
cej” wérdd roznych odczynnikow przesuwajacych jest trudne.

Gtownym ograniczeniem w zastosowaniu lantanowych odczynnikéw przesu-
wajacych jest to, ze substrat musi zawierac jeden lub wiecej atoméw zdolnych do
koordynacji zjonem lantanowca.
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Przesuniecia indukowane przez te paramagnetyczne jony mogg pochodzié za-
réwno z oddziatywan kontaktowych (oddziatywanie przez wigzanie) jak i dipolar-
nych (oddziatywanie przez przestrzen). To dipolame oddziatywanie byto po raz pierwszy
opisane dokfadnie przez McConnella i Robertsona [95].

Bardziej dokfadne dyskusje na temat oddziatywar kontaktowych i dipolarnych
zawarte sgw literaturze [96-100].

Lantanowce sg ,,twardymi” kwasami Lewisa: najlepsze zwigzanie przebiega
z ligandami zawierajacymi atomy ,, twardej” zasady Lewisa. Mozna przedstawi¢ sze-
reg malejgcego powinowactwa wigzaniowego do CLSRs wérdd nastepujacych zwigz-
kéw [101]:

I-rzedowa amina > grupa hydroksylowa > keton >aldehyd > eter> ester > nitryl

Wiasnosci lantanowego odczynnika przesuwajacego okreslajg dwa sktadniki:
jonmetaluiligand.

Fraser [14] badajgc czteiy odczynniki przesuwajgce ustalit, ze mozna utworzy¢
nastepujacy szereg ich zdolnosci przesuwajacych: Eu(decm)3> Pr(hfc)Yhb(hfc) >
Eu(hcf)3 (iys.Il). Jesli z kolei poréwnaé Eu(tfc)3i Eu(decm)3 to ostatni indukuje
wiekszg wartos¢ AAS, choé dla ograniczonej liczby zwigzkow.

Ln(tfc)3 Ln(hfc)3 Ln(dcm)3

Ln = atom lantanowca (np. Eu, Yb, Gd, Pr)
Rysunek 11. Chiralne lantanowe odczynniki przesuwajgce

Zaobserwowano, ze kompleksy Eu i Co powodujgprzesunigcia sygnatow rezo-
nansowych protonéw w analizowanym zwigzku w Kierunku pél magnetycznych
0 mniejszym natezeniu, a kompleksy Prw kierunku p6l o wiekszym natezeniu [102],

Jesli chodzi o ligandy, to sg nimi organiczne aniony zdolne do rozpuszczania
jonoéw lantanowcdw w niepolarnych rozpuszczalnikach; praktycznie wszystkie po-
chodzaz 1,3-diketonowych zwigzkéw. Najczesciej stosowanymi i handlowo dostep-
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nymi ligandami sg: tfc (3-trifluoroacetylo-rf-kamforo) [103] i hfc (3-heptafluorobu-
tyrylo-flf-kamforo) [104] dla komplekséw Eu, Yb iPri decm (c?,<i,-dikamfolilometano)
[105] dla Eu.

W badaniach z zastosowaniem CLSRs stosuje sie niskie stezenie badanego sub-
stratu (0,1-0,25 M), a stosunek CLSRs/substrat miesci sie w granicach 0,5-1 [106].
Substrat musi by¢ suchy, podobnie jak rozpuszczalnik i sam lantanowy odczynnik
przesuwajacy, ktdry czesto jest sublimowany lub suszony nad P A . CLSRs moze
by¢ stosowany w postaci ciata statego lubjako stezony roztwor. Dodaje sie go w ma-
tych dawkach. Roztwar przesacza sie po kazdym dodaniu, gdyz zbyt duza obecno$¢
lantanu moze powodowacé poszerzenie linii jak rowniez powodowac redukcje indu-
kowanych przesuniec.

Wartosci AA8 otrzymane dzieki zastosowaniu CLSRs moga by¢ duze
(AAS= 1ppm) stad sg one wystarczajgce dla okreslenia czystosci optycznej r6znych
zwigzkdw enancjomerycznych, posiadajacych blisko centrum asymetiycznego atom,
ktoiy moze ulega¢ koordynacji zjonem lantanowca. Wielko$¢ AASwzrasta ze wzro-
stem stezenia chelatu.

Okreslenie czystosci enancjomeiycznej z uzyciem CLSRs powinno by¢ prowa-
dzone w niezasadowych rozpuszczalnikach, poniewaz rozpuszczalnik obecny w du-
zym nadmiarze wzgledem substratu, nawet stabo zasadowy, jest zdolny do skutecz-
nego wspotzawodnictwa z substratem o miejsce koordynacyjne z atomem lanta-
nowca, co w konsekwencji obniza obserwowane warto$ci przesuniecia chemicz-
nego 8 oraz rdznice przesunie¢ enancjomerow AAS. Najlepszymi rozpuszczalnikami
dlatych badan sa: pentan (lub inne weglowodory), CC14i CDC13

Stosujac CLSRs okreslano nadmiary enancjomeryczne wielu zwigzkéw. Przy-
ktadem moga by¢ m.in. prace Whitesdesa i Wemicka [107], Goeringa i Koermera
[108] oraz wielu innych [109-117].

2. BADANIE NADMIARU ENANCIJOMERYCZNEGO ZA POMOCA
MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO W CIELE STALYM

Czystos¢ enancjomeryczng mozna takze okresli¢ za pomocg magnetycznego
rezonansu jadrowego substancji w fazie statej, tj. w Solid-State NMR (SS NMR)
stosujac technike szybkiego wirowania probki ustawionej pod katem magicznym
a =54°44,1’ w stosunku do zewnetrznego pola magnetycznego.

W tym podejsciu wykorzystuje sie fakt, ze czysty enancjomer i racemat krysta-
lizujg zwykle w réznych grupach przestrzennych i dajamozliwe do zaobserwowania
za pomoca tego rezonansu, réznice w izotropowych warto$ciach przesunigcia che-
micznego.

Dzieki zastosowaniu tej metody Hill [118] odroznit (+) enancjomer kwasu wino-
wego, krystalizujacy w grupie przestrzennej P2 (obecnos¢ 2-krotnej osi srubowej
w czasteczce) od racematu krystalizujacego w grupie przestrzennej P, (obecno$é
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w czgsteczce Srodka symetrii) obserwujac rézne chemiczne przesunieciaa atomow
C i atomow C w grupach karbonylowych obu tych zwigzkdw (tabela 1).

Tabela |. Przesuniecia chemiczne kwasu winowego otrzymane za pomoca nC NMR ciata statego

Kwas winowy Przesuniecie chemiczne, ppm
COOH(CHOH)iC
OOH grupa C=0 a atom wegla
optycznie czysty
(2R,3R) 175,98 171,16 74,11 71,78
di 179,24 177,45 74,26 73,10

Rezonans fosforowy ze wzgledu na znaczng czutos$¢ detekcji i 100% zawarto$¢
izotopu 3P, jest bardzo wygodnym i czesto wykorzystywanym narzedziem w bada-

niach zwigzkow fosforoorganicznych.
Znaczenie spektroskopii NMR w ciele statym wigze sie z odkiyciem zjawiska

c?ms-polaiyzacji (CP) [119] oraz ratowaniem probki pod kagtem magicznym (MAS)
[120], Potaczenie tych dwoch metod pozwala uzyskaé widma o wysokiej zdolnosci
rozdzielczej.

Rysunek 12. Widma 3P CP/MAS (a) (->23, (b) (+)-23, (c) racemicznej- 23
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Wykorzystujgc 3P CP/MASNMR Jakobsen i wsp. [121] okreslili nadmiar enan-
cjomeryczny w prébkach pochodnej tiomorfoliny 23. Widma enancjomerow i race-
matu tego zwigzku wykazywaty rdzne izotropowe przesuniecia chemiczne i rézne
wzoiy pasm bocznych (iys.12).

Problem powstaje jednak, gdy enancjomer i racemat wykazujg te samg izotro-
powgwarto$¢ przesuniecia chemicznego i kiedy ich wzory pasm bocznych sg takie
same lub prawie takie same, jak to ma miejsce w przypadku pochodnych oksazafos-
forinandw tj. cyklofosfamidu 24, ifosfamidu 25 i bromofosfamidu 26 - zwiazkach
stosowanych w leczeniu nowotwordéw (rys. 13 i 14).

cl
cl
/" N
N'alD o |
a H
24 o5 %
Rysunek 13 Pochodne oksazafosforinanéw
BF cmncjomer
_ j —+ A= e AAE—
r-é—y'r'l -nr™-1 o~ ~—mmmli 1~
100 50 O -50 -100 ppm 00 50 0 -50 -100 ppm
BF rscemit
\JLll p|||||J-JL o
th—t—--1— W ... -
100 50 0 50 -100 ppm 100 50 0 -50  -100 ppm 100 30 0 -50  -100 ppm

41 lzotropowe pnciunlfcle chemiczne

Rysunek 14 Widma 3IP CP/MAS cyklofosfamidu 24, ifosfamidu 25 i bromofosfamidu 26
Wartosci przesunie¢ chemicznych 3P 5llo sg nastepujace CP(rac) = 15,9 ppm,
CP(enanc) = 16,7 ppm, IF(rac) = 12,2 ppm, IF(enanc) = 11,8 ppm, BF(rac) = 11,6 ppm,
BF(enanc ) = 11,4 ppm
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Okazato sie, ze stosujagc sekwencje pulsowg ODESSA (One Dimensional
Exchange Spectroscopy by Sideband Alternation) [122], mozna odr6zni¢ enancjo-
mer od racematu w przypadku pochodnych oksazafosforinanéw oraz okresli¢ nad-
miary enancjomeiyczne w prébkach cyklofosfamidu [123].

PODSUMOWANIE

Rosnaca tendencija do otrzymywania zwigzkéw enancjomeryczne czystychjaka
obserwuje sie w ostatnich latach, stymuluje rozwdj metod prowadzacych do okresla-
nia nadmiaru enancjomerycznego otrzymanych zwigzkow. Wsréd wielu technik, za-
stosowanie magnetycznego rezonansu jadrowego znajduje coraz szersze zastosowa-
nie. Moznadzigki niemu prowadzi¢ badania w cieczy i w ciele statym. Jest to techni-
ka bezinwazyjna, szybka i coraz bardziej dostepna. Oznaczanie ee tg metodgwaha sie
w granicach btedu od 1 do kilku procent.
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ABSTRACT

Synthesis of oxacephalotin and oxacephamandol which are more active then
natural, containing sulfur congeners, and isolation of clavulanic acid, a patent inhi-
bitor of (3-lactamase enzymes, directed attention of academic and industrial labora-
tories to the synthesis of oxygen analogs of penicillins and cephalosporins.

The present review directs attention to the stereocontrol of a desired configura-
tion in the formation of the bridgehead carbon atom. Five possible methods leading
to basic skeletons of the title compounds are discussed (Scheme 1). Three of them
involve nucleophilic substitution at C-4 of the azetidin-2-ones performed as inter or
intramolecular process, and two of them involve cycloaddition reactions between
ketenes and iminoethers, or between vinyl ethers and isocyanates. Owing to the ge-
neral application stereospecificity, and high asymmetric induction, the last method
seems to be most advantageous. The weak point of the nucleophilic substitution
methodology is that a nucleophile enters 3-substituted azetidin-2-one ring preferen-
tially anti to the existing substituent or if there is no substitutent at C-3, stereoselec-
tivity in generation of a new stereogenic center at C-4 is low. All methods are illu-
strated by examples taken from the literature.
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STOSOWANE SKROTY | SYMBOLE REAGENTOW, ROZPUSZCZALNIKOW
ORAZ GRUP ZABEZPIECZAJACYCH

Reagenty i zwiazki chemiczne:

AIBN
BEMP

CSl
DEAD
DME
DMSO
LDA
PTC
Py
Red-Al
TABF
THF
TPP
DBU

Grupy zabezpieczajgce:

Ac
Boc
Bn
/-Bu
Bzh
Chz
CBS
Et
Pht
Piv
Me
MNB
Ph
PMB
PNB
TBS = TBDMS
TIBS
TMS
Tf
Tr
Ts

azo-bis(izobutyronitryl)
2-/eri-butylimino-2-dietylamino-I ,3-dimetylpcrhydro-1,3,2-cliazaibsfo-
rinan

izocyjanian chlorosulfonylowy

dietylo azadikarboksylan

dimetoksyetan

dimetylosulfotlenek

diizopropyloamidek litu

warunki katalizy miedzyfazowej
pirydyna
bis(2-metoksyetoksy)glinowodorek sodu
fluorek tetrabutyloamoniowy
tetrahydrofuran

trifenylofosfina
1,8-diazabicyklo[5,4,0]undec-7-cn

acetyl
/-butoksykarbonyl
benzyl

tert-butyl

difenylometyl = benzhydryl
benzyloksykarbonyl
p-chlorobenzenosulfonyl
etyl

ftalimid

piwaloil

metyl
4-metoksy-3-nitrobenzyl
fenyl

p-metoksybenzyl
p-nitrobenzyl
tert-butylodimetylosilil
2,4,6- triizopropylobenzenosul fony1
trimetylosilil
trifluorometanosulfonyl
trifenylometyl = trityl
tosyl
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111 Inne oznaczenia:

CD - dichroizm kotowy
de - nadmiar diastereomeryczny
ee — nadmiar enancjomeryczny
NOE - jadrowy efekt Overhausera
RT - temperatura pokojowa
A — ogrzewanie

WSTEP

Antybiotyki P-laktamowe (Rys. 1), nalezg do najwazniejszych lekéw stosowa-
nych w leczeniu zakazen bakteryjnych. Swojg kariere zawdzieczajg wysokiej ak-
tywnosci przeciwbakteryjnej wobec drobnoustrojow chorobotwdrczych, przy row-
noczesnie niskiej toksycznosci dla organizmu cztowieka i zwierzat. Pomimo, ze
pierwszy (3-laktam otrzymany zostat przez Staudingera [1] w 1907 roku, dopiero
odkrycie [2] i wprowadzenie do uzycia klinicznego penicyliny [3] spowodowato
intensywny rozwdj metod syntezy czterocztonowego pierscienia laktamowego.

OH
H H
cozh
Penicyliny (1929) Cefalosporyny R= H, X=S (1945) Karbapenemy X = CH2 (1976)
Cefamycyny R=0OMc, X=S (1971) Penemy X =S (1978)
5-Karbacefemy R= H, X= CH2 Oksapenemy X = O (1977)
5-Oksacefcmy R=H, OMc, X=0
OR
H H
RxL_Vx RV _. RN
cok CO2H

Karpetymycyna AR T H (1980) PS-5 R= Et(1982) Monobaktamy (1981)  Nokardycyny (1976)
Karpetymycyna B R= SOjH PS-8 R=i-Pr

Rysunek 1. Antybiotyki p-laktamowe

W ciggu kilkudziesieciu lat wiele szczepéw bakteryjnych uodpornito sie cal-
kowicie lub czeSciowo na stosowane antybiotyki P-laktamowe. Naturalne penicyli-
ny i cefalosporyny stopniowo zastepowano nowoodkiytymi lub syntetycznymi anty-
biotykami coraz nowszych generacji. Do takich zwigzkdw zaliczajg sie penicyliny



396 R.LYSEK, B. FURMAN, K BORSUK, M. CHMIELEWSKI

i cefalospoiyny, w ktérych zmieniono peryferyjne podstawniki, lub ich hcteroana-
logi, w ktérych atom siarki zastapiono atomem wegla (karbapenamy [4], karbacefa-
my [5]), lub tlenu (oksapenemy [6], oksacefemy [7]), a takze antybiotyki o nowych
szkieletach (penemy [8], monobaktamy [9], nokardycyny [10]). Nowe leki znacznie
przewyzszajg swoje naturalne pierwowzory zaréwno pod wzgledem aktywnosci bio-
logicznej, jak i odpornosci na p-laktamazy, enzymy wydzielane przez bakterie, kto-
re powodujg otwarcie pierscienia azetydyn-2-onu i dezaktywacije leku.

Kluczowym elementem strukturalnym penicylin, cefalosporyn, a takze ich natu-
ralnych i syntetycznych analogow jest konfiguracja mostkowego atomu wegla
(C-5 w penamach i C-6 w cefamach). Aktywne antybiotyki majg konfiguracje (R).
Interesujace, pod tym wzgledem, wiasciwosci wykazujg klawamy i oksapenemy
(Rys. 1).

Odkrycie w potowie lat siedemdziesigtych kwasu klawulanowego [11]
(Rys. 2), ktéry w pieciocztonowym pierScieniu heterocyklicznym w miejscu atomu
siarki zawiera atom tlenu i wykazuje wprawdzie niskg aktywno$¢ przcciwbakteryj-
ng, ale wysoka aktywnosc¢ jako inhibitor [3-laktamaz, umozliwito stosowanie anty-
biotykdw, na ktdre wiele szczepow bakteryjnych uodpornito sie. Kombinacja leku
wraz z inhibitorem umozliwia efektywne zwalczanie choroby. Do najbardziej
znanych inhibitoréw (3-laktamaz, obok kwasu klawulanowego, nalezy sulbaktam
(Rys. 2).

‘0. OH

-N
B =i o
CO,H cozh

Kwas klawulanowy (1976)

OMe

coz t:OjH

Kwas 6-[(Z)-metoksymetyleno]- Brobaktam (1991)
penicylanowy (1985)

Rysunek 2. Inhibitory P-laktamaz

Wyizolowanie kwasu klawulanowego [11] i synteza tlenowych analogéw cefa-
lospoiyn [7], a zwaszcza oksacefalotyny 1 [12] i oksacefamandolu 2 [13] wykaza-
1y, ze obecnos¢ atomu siarki w czasteczce antybiotyku (-laktamowego nie jest wa-
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runkiem koniecznym wystepowania wysokiej aktywnosci antybakteryjnej. Ta ob-
serwacja rozpoczeta poszukiwania nowych syntetycznych antybiotykdw, w ktérych
atom siarki jest zastgpiony przez inny heteroatom lub atom wegla. Niezwykle istot-
ne dla rozwoju tych prac byto stwierdzenie wysokiej aktywnosci przeciwbakteryj-
nej oksacefalosporyn, ktéra okazata sie wielokrotnie wyzsza od aktywnosci odpo-
wiednich siarkowych analogéw. W wyniku tych prac do lecznictwa wprowadzono
dwie oksacefamycyny, latamoksef 3 [14] i flomoksef4 [14], kt6re zaliczane sg do
cefalosporyn Il generacji (Rys. 3).

CHIiCOHN. PhCH(OH)COHN”y? O
N—N
s-4 I1:'n
CO2H Me
MeO H MeO H
HOC,H4CIICONI-U : F2CHSCH2COHN " A
N-N N—N
) rT
COjH N — Nv 5_4 0/0 U S'a-N>
i
COH Me co2n CH2CH20H

Rysunek 3. Syntetyczne 5-oksacefemy

Na przetomie lat siedemdziesiatych i osiemdziesiatych odkryto grupe natural-
nych p-laktaméw o szkielecie klawamu, ktére nie maja grupy karboksylowej przy
C-2, majg natomiast taricuch boczny przy C-3 (5,6). Zwigzki te maja konfiguracje
(S) przy atomie C-5 i wykazuja dziatanie przeciwgrzybiczne [15] (Rys. 4). Klawa-
my o konfiguracji (R) atomu C-5, np. kwas klawulanowy (Rys. 2), wykazuja stabe
wiasciwosci antybiotyczne, ale sg silnymi inhibitorami p-laktamaz [11].

Oksapenemy (2,3-dehydroklawamy) po raz pierwszy zostaty otrzymane w 1977
roku [6]. Wykazuja one aktywno$¢ przeciwbakteryjng ijako inhibitory P-laktamaz,
lecz sa mato stabilne [16-18]. Najtrwalsze z nich (7,8) miaty podstawnik /-butylo-
wy przy C-2 [16-18] (Rys. 4).
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7: RR=H,Bn

Rysunek 4. Przyktady klawaméw oraz oksapeneméw o interesujacej aktywnosci biologicznej

Niespodziewanie okazato sie, ze obie enancjomeiyczne formy 7 i 8 sg aktyw-
nymi antybiotykami i inhibitorami b-laktamaz [16]. Jest to, jak dotad, jedyny przy-
padek bicyklicznych b-laktamdw, ktore wykazujg aktywno$é antybakteryjng w obu
formach enancjomerycznych.

W roku 1988 odkryto 5-oksacefem OCP-9-176 9, ktdry zawiera podstawnik
metylowy w pozycji C-4 i posiada wysoka aktywnos$¢ przeciwbakteryjng [19]
(Rys. 5).

9

Rysunek 5. 5-Oksacefem OCP-9-176

W przypadku tlenowych analogéw penicylin i cefalosporyn konfiguracja most-
kowego atomu wegla jest kluczowa dla aktywnosci antybiotyku. Dlatego metody
tworzenia, 4-alkoksy-azetydyn-2-onu o zdefiniowanej konfiguracji absolutnej na
atomie C-4 sg istotne dla syntezy klawamow i 5-oksacefamoéw. Kontrole stereoche-
miczng takiego procesu mozna osiggna¢ na drodze wymiany nukleofilowcj przy
atomie C-4 azetydyn-2-onu, lub drogacykloaddycji, kiedy to formowaniu pierscie-
nia czterocztonowego towarzyszy réwnoczesne tworzenie centrum stereogenicz-
nego przy C-4. Pie¢ mozliwych sposobow syntezy tlenowych analogéw penicylin
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i cefalosporyn przedstawia Schemat 1. Niniejszy przeglad podejmuje analize tych
strategii, ze szczegdlnym uwzglednieniem stereochemicznej kontroli konfiguracji
mostkowego atomu wegla, a takze wzglednej konfiguracji atoméw wodoru pier-
Scienia czterocztonowego.

¢ U

R* “ zabezpieczony atom azotu, alkil lub hydroksyalki!.
R* - podstawnik achiralny

R x y "V U R
| + AO=R e - i
Y-du = i
0 0
a) R* - alkil lub acylowany atom azotu (zdefiniowana konfiguracjaprzy C@)
R2* podsuwnik aLhiralny. X « grupaopuszczajaca
b) R*“ H R2” fragment chiralny, X * grupaopuszczajaca \
o
n r~f YO rr rye T
JPnh + X-~J
o o n= | _klawamy
~Zoksaccfamy
R * fragment chiralny, Y - H, PMB,silit. X * grupa opuszczajaca R 1= alkil, hydroksyalkil,
zabezpieczony atom azotu
i R2—fragment chininy lub
\ .OR2 R _,OR2 achiralny
- * -
« X n
& r/ cT\g
Rt -alkoksyl, alkil.Nj, R2» alkil, R3»aryl
\
ocnsoZ2ci
0
X - grupa opuszczajaca, R2m fragment chiralny
Schemat 1

1. SYNTEZA 5-OKSACEFEMOW | KLAWAMOW Z PENICYLIN
| METODY POKREWNE

1.1. SYNTEZA 5-OKSACEFEMOW

Strategia syntezy 5-oksacefemdw z penicylin (Schemat 1, droga I) wymaga
otwarcia pieciocztonowego pierscienia antybiotyku, wprowadzenia grupy opusz-
czajgcej w pozycje C-4 azetydyn-2-onu i nn nukleofilowego atomu tlenu do fanicu-
chabocznego, ktory pozostaje zwigzany z P-laktamowym atomem azotu. Bicykliczny
szkielet 5-oksacefemu powstaje w wyniku wymiany nukleofilowej przy atomie C-4
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azetydyn-2-onu. Ten spos6b postepowania historycznie zwigzany jest z pierwszg
synteza oksacefalosporyny dokonang przez Wolfe’a [20]. Alternatywny sposéb po-
stepowania polega na dokonaniu wymiany nukleofilowej przy C-4 azetydyn-2-onu
w reakcji miedzyczasteczkowej, a nastepnie utworzeniu pierscienia szescioczlono-
wego standardowymi metodami (Schemat 1, droga la). Reakcja wymiany nukleofi-
lowej przebiega przez czterocztonowy plaski kation iminiowy, dlatego konfigura-
cja przy C-4 azetydyn-2-onu nie ma znaczenia dla stereochemicznego rezultatu re-
akcji. W obu alternatywnych rozwigzaniach konfiguracja centrum stereogeniczne-
go przy C-3 azetydyn-2-onu (podstawnik acyloaminowy, alkilowy, hydroksyalki-
lowy) decyduje o stereochemii wymiany preferujac podejscie nukleolllowego ato-
mu tlenu anti do podstawnika przy C-3. Konsekwencjg takiego przebiegu reakcji
jest brak efektywnej mozliwosci uzyskania zwigzkdw, w ktérych atomy wodoru
pierscienia czterocztonowego bytyby wzgledem siebie w potozeniu cis. Nalezy przy-
pomnie¢, iz wzgledna konfiguracja atoméw wodoru pierécienia czterocztonowego
w penicylinach i cefalosporynach jest cis (Rys. 1). Uzyskanie takiej wtasnie konfi-
guracji w reakcji wymiany przy C-4 pierscienia azetydyn-2-onu wymaga procesu,
w wyniku ktorego powstaje nieuprzywilejowy termodynamicznie produkt. Drugg
istotng konsekwencjgdrogi | i llajest trudno$¢ uzyskania konfiguracji (R) mostko-
wego atomu wegla w reakcji, w ktdrej nowy podstawnik podchodzi cmii do istniejg-
cego przy C-3. Przy rozpoczeciu bowiem sekwencji przemian z penicyliny, uzys-
kany klawam badz cefam, bedzie miat konfiguracje (£). Trudnosci, ktére napotkano
dokonujgc syntezy 5-oksacefemdw ilustrujg Schematy 2-9.

Scheret2
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Pierwsza synteze 5-oksacefemu, ktora, zrealizowat w 1974 r. Wolfe z zespotem
[20] przedstawia Schemat 2. Kluczowy etap tworzenia zwigzku o szkielecie cefemu
prowadzi do powstania mieszaniny diastereomeréw 10 i 11 w proporcji 1:1. Wy-
zszej zawartosci izomeru cis 11w produkcie cyklizacji nie udato sie osiggng¢. Zmniej-
szenie nadmiaru katalizatora (SnCl2 spowodowato powstawanie wytgcznie niepo-
zgdanego izomeru trans 10.

Zblizony spos6b postepowania wybrata japoniska firma Kokai [21] otrzymujac
oksacefem o niezidentyfikowanej konfiguracji mostkowego atomu wegla, oraz fir-
ma Bristol [22], ktdra poinformowata o otrzymaniu 6-epi-5-oksacefalosporyny
o niewielkiej aktywnosci antybakteryjne;j.

Rozpoczecie podobnego cyklu przemian z 6-epipenicyliny 12 pozwolito fir-
mie Shinogi [14] uzyskaé pozgdang konfiguracje (R) mostkowego atomu wegla.
Utlenienie podchlorynem /-butylu atomu wegla C-7, a nastepnie wprowadzenie grupy
metoksylowej, doprowadzito do otrzymania zwigzku o szkielecie 5-oksacefamy-
cyny 13 (Schemat 3), ktdry przeprowadzono w lek o nazwie latamoksef3 (Rys. 3).

Ph

Af!£K>‘4,-aq aceton
ib

Cu2.»q DMSO 55°C

Ph

Latamokief 3

Schemat 3
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Alternatywny sposéb postepowania, ktory polega na wymianie nukleofilowej
przy C-4 w reakcji miedzyczasteczkowej, wybrata firma Beecham [23] dokonujac
syntezy 5-oksa-3’-deoksycefalosporyny (Schemat 4). Diastereomeryczne 4-propar-
giloksy-azetydyn-2-ony 14 rozdzielono na czyste sktadniki. 1zomer cis 14 poddano
sekwencji przemian, w ktérej szeSciocztonowy pierscien oksazyny utworzono przy
pomocy reakcji Wittiga.

PhOCHjCOHN. £AC PhOCH2COHN.
. OH
Penicylina V 1 cis 15%
*NH Zn(0Ac):2 yy Nil trans 16%
o) 14
PhOCH,COHNy/ il PhOCH2COHN
{— A A HeCl2
pi perydyna AN ~pphj
0
C0X-Bu C02-Bu
Schemat 4

Wychodzac z sulfonu 16 i postepujac w podobny sposéb, otrzymano 5-oksace-
femy 17 i 18 [23] (Schemat 5).

T VLR TrHN S02CH3 HNAE  Hho
y ~NH
17 C0%Bu 16 jg C02-Bu
Schemat 5

Zblizong sekwencje reakcji zastosowali naukowcy z firmy Shionogi [24]

0 onujac syntezy 3’-podstawionych 5-oksacefalosporyn 20 (Schemat 6). Reduk-
cjawigzania potrojnego, a nastepnie utworzenie epoksydu 19 otworzyto mozliwos¢
prowadzenia r6znorodnych podstawnikéw Z do atomu wegla fancucha bocznego
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O o OH
Bnl OUN
Mmoo BAHY "o """z BOHY > "X "z
J-Ky”*Pn, ~ ~~ J-"yKk

| Co2Bzli C02B/h CO,Bzh
BnCOIIN Yy V o N----- N N— N

Foi | z=0Ac,ome X J- ¢ca A

"N §7 s cH

20 COiBs-h

Schemat 6

Kolejne syntezy firmy Shionogi [25] usprawniaty zaprezentowany na Schema-
cie 6 sposob formowania podstawowego szkieletu czasteczki i wprowadzenia pery-
feryjnych podstawnikéw. Wychodzac z 6-epipenicyliny otrzymano 4-propargilo-
ksy-azetydyn-2-on 21, ktéry poddano metoksylowaniu, a nastepnie w kolejnych
przejs$ciach utworzono zwigzek o szkielecie 5-oksacefamycyny 13 (Schemat 7).

r

-K
0]
CO2R/h cosh . CO02Bzh
Lojszn EjBzh 1 vk
N
BnCOHN, Neeee N
NAAMTh, CHj o S—L. 4N
0 |
r0 28/h 13 CO02Bzh CH-

Schemat 7
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Tasama firma podjeta interesujaca probe utworzenia wytacznie cis 3,4-podsta-
wionego azetydyn-2-onu o konfiguracji AR [26] (Schemat 8). Rozpoczynajac syn-
teze z pochodnej penicyliny 22 otrzymano oksazoline 23, ktérg przeksztatcono
w oksazolidyne 24. Reduktywne otwarcie pierscienia pieciocztonowego w zwigzku
24 zachowato pozadang konfiguracje podstawnikow przy czterocztonowym pier-
Scieniu p-laktamu, dostarczajac atrakcyjnego potproduktu 25 w syntezie 5-oksace-
femow (Schemat 8). O konfiguracji zwigzku 25 decydowat etap utworzenia bicy-
klicznej cis oksazoliny 23.

COICHi
éOHN e

22 C02Bzb 23 C02Bzh

H H
BNCOHN =

COiBzh

3,4-Dipodstawione azetydyn-2-ony mozna z powodzeniem otrzymac¢ dokonu-
jac [2+2]cykloaddycji azydoketenu do odpowiednio przygotowanej iminy. Ten spo-
sOb postepowania dostarcza zwigzkdw pokrewnych do tych, ktére mozna otrzymac
z penicyliny, ale nie rozwigzuje problemu formowania cis 3,4-dipodstawionego azety-
dyn-2-onu i prowadzi do racemicznych produktéw. W ten sposob badacze z firmy

Merck otrzymali (i)-oksacefalotyne 1 [12] i (2)-oksacefamandol 2 [131 (Sche-
mat 9).
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H=s
NH PO E(2
CO,R
CO,R
0]
Z
1i2 .
Jr—N~.POjEt,
colr co?2r
R - Bn, PMB, Z = OAc,
Schemat 9

1.2. SYNTEZA KLAWAMOW14-OKSAPENEMOW

405

Kontrola stereochemiczna syntezy tlenowych analogéw penicylin stwarza te
same problemy, ktore napotkano przy syntezie 5-oksacefemdw. Pierwszej syntezy
dokonano wykorzystujac, tatwo dostepng z penicyliny, oksazoling 26. Nie podano
jednakze przekonywujacych dowoddéw konfiguracji otrzymanego zwigzku [27]

(Schemat 10).

CIKPh

Schemat 10

Prostej syntezy oksapenicyliny dokonali naukowcy z firmy Beecham [28].
tatwodostepny z penicyliny zwigzek 27 pozbawiono podstawnika zwigzanego
z atomem azotu. Nastepnie dokonano wymiany nukleofilowej przy C-4 otrzymujac
mieszanine diastereomerdw 28 z wydajnoscig 20% i w proporcji cis:trans réwnej
1:1,2 (Schemat 11). Wewnatrzczasteczkowe alkilowanie atomu azotu w diastereo-
merze cis 28 dato dwa C-2 sterecizomery oksapenicyliny 29 w proporcji 2:1.
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W podobny sposob otrzymano zwigzki 30 pozbawione grup metylowych przy
C-3 [28].

PhOCH,COHN ~0k PhOCH2COHN *OAC PhOCHACOH»" A O-A-CHBrCOjBn
- p m J—

27  COjMe 28

Uu
PhOCH2COHKv r : o

30 COzBn z9 COjBn
Schemat 11

Droga wewnatrzczasteczkowej wymiany nukleofilowcj przy C-4 Christensen
i Ratcliffe [29] otrzymali pochodng6-azydo-oksapenicyliny (Schemat 12). Jednak-
ze ich przypisania konfiguracyjne zostaty zakwestionowane [28].

N3, N
Ag2), AgBF4
-N
CO02Bn
Schemat 12
NiRoc
ISM ¢ N, Me N. mX A,O. .
\( ,m YY : <Oftin
¢ \Vk - ~
CO0-Bn COiBn C02Bn 31 COjBn
N, 1 NI (Hoc

BnCOHN r ? BnCOHN

VO cojBn '\q/— s roji
o i O%_W J —nn

Schemat 13
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Racemiczny klawam strukturalnie pokrewny do 30 zostat otrzymany drogg
petnej syntezy z azydoketenu i tioiminoeteru [30] (Schemat 13). Etap wymiany
nukleofilowej przy C-4 dostarczyt mieszaniny izomerow cis:trans 31 w proporcji
ca. 2:3. PierScien oksazolidynowy utworzony zostat drogginsercji karbenu do wig-
zania N-H w obecnosci octanu rodu [30],

Syntezy przedstawione na Schematach 11 i 13 wskazujg na ten sam istotny
problem, ktory napotkano przy syntezie 5-oksacefeméw, a mianowicie selektywne
uzyskanie konfiguracji cis atomoéw wodoru pierscienia czterocztonowego. Identyczny
problem pojawit sie podczas pierwszej proby otrzymania 4-oksapenemu, ktéra
doprowadzita do otrzymania mieszaniny nietrwatych sterecizomerow 32 [6]. Skia-
du tej mieszaniny nie okreslono. Prdba rozdziatu izomeroéw zakorczyta sie niepo-
wodzeniem (Schemat 14).

Jy NH
TriIN.r j* TrHN z 'z .SMe
OH
-N
O
32 C02Mc .
COjMe
Schemat 14

Wyizolowanie w 1976 r. karbapenemdw [4] i synteza penemdw [8], antybioty-
koéw (3-laktamowych o znacznej aktywnosci antybakteiyjnej, zwrocity uwage na
oksapenemy, w ktérych protony pierscienia czterocztonowego sg w wzgledem sie-
bie trans, a konfiguracja mostkowego atomu weglajest R [6]. Zwigzki o takiej struk-
turze, racemiczne i o zdefiniowanej konfiguracji, zostaty otrzymane droga petnej
syntezy [16-18]. Sposob postepowania ilustrujg wybrane syntezy przedstawione
Schematami 15 [17] i 16 [31]. W pierwszej (Schemat 15) otrzymano racemiczny
4-oksapenem, a w drugiej (Schemat 16), dzieki rozpoczeciu sekwencji przemian
z chiralnego substratu o zdefiniowanej konfiguracji, otrzymano zwigzek enancjo-
meiycznie czysty. W obu syntezach pierscien pieciocztonowy tworzony jest w reak-
cji wewnatrzczasteczkowej wymiany nukleofilowej przy atomie C-4 azetydyn-2-
onu (Schemat 1, droga I). 4-Oksapenem o konfiguracji tram dominuje lubjestjedy-

nym produktem.
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Schemat 15
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Schemat 16

Oksapenemy okazaty sie antybiotykami o wysokiej aktywnosci antybakteryj-
nej. Sg one aktywne w obu formach enancjomerycznych [16], niestety ich niska
trwatos¢ spowodowata, ze w przeciwienstwie do penemdw nie znalazly sie, jak do-
tad, nalynku.

2. SYNTEZA KLAWAMOW Z 4-ACETOKSY-AZETYDYN-2-ONU

W 1974 roku Clauss, Grimm i Prossel [32] zaobserwowali, ze 4-acetoksy-azc-
tydyn-2-on tatwo ulega reakcji wymiany nukleofilowej przy atomie C-4. Poniewaz
naturalne klawamy nie majg podstawnika przy atomie C-6 (kwas klawulanowy,
zwiazki 5 i 6), obserwacja ta otworzyta mozliwos¢ syntezy klawamoéw drogg
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wymiany nukleofilowej pomiedzy chiralnym alkoholem i 4-acetoksy-azetydyn-2-
onem [33—35]. Ten sposOb postepowania stat sie najbardziej popularng strategia
syntezy klawamow. Reakcja wymiany przebiega poprzez etap ptaskiego jonu imi-
nowego 33. Niestety, indukcja asymetrycznawtakich reakcjachjest niewielka. Przy-
ktadem moze by¢ synteza klawalaniny 6 wykonana przez firme Hoffman La Roche
[33] (Schemat 17). Kluczowy etap wymiany nukleofilowej przebiega z 43% nad-

miarem diastereomerycznym. Ten sam zesp6t, postepujac w podobny sposéb, doko-
nat syntezy epimeru klawalaniny [34],

HOH-.C r vaAC
OH  NHCbz 3
"C0-iBzh PA(OAC)2

3/ OCBS

de 43%

C02Bzh fq
ypr—NH

0 NHCb? 33

Schemat 17

Znacznie nizszy nadmiar diastereomeiyczny osiagnieto dokonujac syntezy nie-
trwatego naturalnego klawamu 34 [35] (Schemat 18).

OMNB
OAc

r—IlU < o~

MsO

0]

Schemat 18

3. SYNTEZA 5-OKSACEFAMOW Z 4-WINYLOKSY-AZETYDYN-2-ONU

Przedstawione w rozdziale 3 reakcje wymiany nukleofilowej z udziatem
4-acetoksy-azetydyn-2-onu i chiralnego alkoholu przebiegaja z niewielkim stereo-
réznicowaniem. Aby poprawi¢ indukcje asymetryczng postanowiono dokonaé
wymiany nukleofilowej przy C-4 w reakcji wewnatrzczasteczkowej (Schemat 1,
droga IlI). W tym celu nalezato najpierw poddaé¢ alkilowaniu p-laktamowy atom
azotu, a dopiero w kolejnym etapie zamkna¢ drugi pierscien antybiotyku [36—39].
Poniewaz 4-acetoksy-azetydyn-2-on jest nietrwaty w warunkach N-alkilowania,
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wprowadzono 4-winyloksy-azetydyn-2-on 35 [36]. Zwigzek ten uzyskany droga
[2+2]cykloaddycji izocyjanianu chlorosulfonylowego (CSI) do eteru diwinylowe-
go moze by¢ fatwo N-alkilowany. Podstawnik winyloksylowy moze by¢ nastepnie
utleniony do formyloksylowego lub acetoksylowego [36]. Spos6b postepowania
ilustruje Schemat 19 [37], Osiggniety nadmiar diastereomeryczny 70% jest znacz-
nie lepszy od tego, ktéry uzyskano w reakcji wymiany z udziatem 4-acetoksy-aze-
tydyn-2-onu (Schemat 18).

Schemat 19

Schemat 20

Jeszcze lepszy nadmiar diastereomeiyczny uzyskano w syntezie tetracyklicz-
nego P-laktamu 36 [37] (Schemat 20). Warto odnotowac role reszty p-metoksyben-
zylowej, ktdra zabezpiecza grupe hydroksylowg podczas /*-alkilowania, a jest usu-
wana w obecnosci kwasu Lewisa w etapie wymiany nukleofilowej. Okazato sie
rowniez, ze winyloksyl obecny w czasteczce P-laktamu jest grupa opuszczajaca,
w obecnosci kwasu Lewisa [39]. Obserwacja ta upraszcza postepowanie eliminujac
dwa etapy syntezy. Zaprezentowane na Schemacie 21 trzy przyktady a, b i c ilus-
truja wyjatkowg efektywno$¢ strategii wykorzystujgcej 4-winyloksy-azetydyn-
2-on. Okazata sie ona mozliwa do zrealizowania w warunkach syntezy na nosniku
[40, 41], Sekwencje reakcji przedstawione na Schematach 19 i 20 moga by¢ sku-
tecznie wykonane na zywicy Wanga, przy czym reszte p-metoksybenzylowg zaste-
puje terminal nos$nika. Tworzeniu pierscienia szeSciocztonowego towailyszy row-
noczesne zdjecie produktu z zywicy (Schemat 22). Nie obserwowalismy istotnych
roznic (wydajnosé, kierunek i wielko$¢ indukcji) pomiedzy reakcjami w roztworze
i na zywicy.
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Warto zwrdci¢ uwage na jeszcze jeden istotny element omawianej metodolo-
gii. Otdz, o réznicowaniu decyduje konfiguracja centréw chiralnosci we fragmen-
cie, ktory tworzy szesciocztonowy pierscien cefamu. Wida¢ to wyraznie poréwnu-
jac drogi b i ¢ Schematu 21 [42,43], Podstawienie i konfiguracja przy atomach C-2
i C-3 piranozydu nie ma wptywu na wielkos¢ i kierunek indukcji [43]. Niestety, ta
bardzo efektywna metodologia, jak dotychczas, z powodzeniem stosowana byta do
tworzenia zwigzkdéw o szkielecie 5-oksacefamu. Proby zamkniecia pierscienia pie-
ciocztonowego skondensowanego z pierscieniem (5-laktamu nie daty oczekiwa-
nego rezultatu.

Schemat21

L oljftre J r-roi”
aoJC re°e\~n

cvere™"

v AL o,
"o + 36
A W AV

Schemat22
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4. TWORZENIE KLAWAMOW | OKSACEFAMOW DROGA
CYKLOADDYCJI KETENOW DO IMINOETEROW

W przeciwienstwie do dobrze poznanych reakcji cykloaddycji ketenéw lub ich
ekwiwalentéw do tioiminoeteréw, reakcje z udziatem taficuchowych badz cyklicz-
nych iminoeterow doczekaty sie tylko kilku doniesien [44-47] (Schemat 1, droga

V).

V) Claudi z zespotem [44, 45] badat reakcje pomiedzy chlorkami kwasowymi
i iminoeterami w obecnosci Et3N. Zauwazono, ze reakcje cykloaddycji prowadza
wylgcznie do trans dipodstawionego azetydyn-2-onu 37 (Schemat 23). Podobne
obserwacje poczynili naukowcy amerykanscy [46, 47] badajgc addycje iminoete-
row i ketendw w zaleznosci od sposobu generowania ketenéw. Zaréwno otwarte,
jak i cykliczne iminoetery dawaty wytacznie trans podstawione 4-alkoksyazety-
dyn-2-ony lub 5-oksacefamy.

R

Schemat 23

Otrzymywanie wykacznie trans 3,4-dipodstawionych azetydyn-2-ondwjest inte-
resujgcgobserwacja, poniewaz addycja ketendw lub ich ekwiwalentéw do imin pro-
wadzi do cis podstawionych izomeréw [48]. Te wysoka trans selektywno$é thuma-
czono stabilizacjatadunku dodatniego na iminowym sp2atomie wegla przez wolng
pare elektronowgatomu tlenu w dwubiegunowym jonie, ktory jest zwigzkiem przej-
Sciowym cykloaddycji [47], Stabilizacja ta ostabia oddziatywanie pomiedzy wolng
pargatomu azotu i karbokationem utatwiajac obrét wokot wigzania C-N i w konse-
kwencji otrzymywane sg termodynamiczne trwalsze zwigzki trans (Rys. 6). Nie
podejmowano préb zastosowania w tych reakcjach chiralnych iminoeteréw. Wyso-
kie indukcje osiagane w reakcjach [2+2]cykloaddycji izocyjanianéw do chiralnych
eterdw winylowych (Rozdziat 5) moga sugerowac rownie wysokie indukcje w reak-
cjach z udziatem ketendéw i chiralnych iminoeterdw.

L.iOR

Rysunek ¢. Stereochemiczny przebieg reakcji cykloaddycji ketenu do iminocteru
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5. TWORZENIE KLAWAMOW!I 5-OKSACEFAMOW DROGA CYKLOAD-
DYCJI 1IZOCYJANIANOW DO CHIRALNYCH ETEROW WINYLOWYCH

5.1 REAKCJE CYKLOADDYCJI IZOCYJANIANOW DO ETEROW WINYLOWYCH

Etery winylowe ulegaja fatwo [2+2]cykloaddycji z izocyjanianami sulfonylo-
wymi, jednakze tylko w nielicznych przypadkach addukty sg wystarczajgco trwate,
abyje mozna byto wyodrebni¢ [49-51] (Rys. 7). Alkoksylowe grupy obecne w ete-
rze i sulfonylowe w izocyjanianie, ktdre sg niezbedne, aby reakcja mogta mie¢ miej-
sce, powodujg mata trwatosé produktu, utatwiajac heterolityczne rozerwanie wig-
zania N-C-4 azetydyn-2-onu i w konsekwencji utworzenie a,p-nienasyconego amidu
poprzez posrednio tworzacy sie dwubiegunowy zwigzek przejsciowy [49, 50, 52],
W celu otrzymania trwatego |3-laktamu nalezy usung¢ grupe sulfonylowg z atomu
azotu. Jest to mozliwe w przypadku grupy chlorosulfonylowej, ktdrg usuwa wiele
odczynnikoéw redukujacych, takichjak: siarczyn sodowy lub Red-Al [53-56]. Reak-
cje pomiedzy eterami winylowymi i izocyjanianami sulfonylowymi sg odwracalne
[57] i stereospecyficzne [52, 58]. Z-Olefiny tworza cis podstawione |3-laktamy,
a £-olefiny trans. Przedtuzenie czasu reakcji moze powodowaé izomeryzacje ad-
duktu [52] (Rys. 7).

R1 alkil; Rz alkil, silyl; R{=Ts.Cl: R4=S0OjR3, COCX3;, X=CI,F

Rysunek 7. Reakcje 12+2]cykloaddycji z udziatem izocyjaniandw sulfonylowych i trihaloacetylowych

Izocyjaniany acylowe sg mniej aktywne od sulfonylowych z wyjatkiem tri-
chloroacetylowego [59—61] i trifluoroacetylowego [62]. Tworzgone z eterami winy-
lowymi obok [2+2], rowniez [4+2]cykloaddukty. [2+2]Cykloaddukty sg zwykle
produktami kinetycznymi. Przedtuzenie czasu reakcji powoduje zwiekszenie
zawartosci [4+2]cykloadduktu, a nastepnie przegrupowanie go do a,P-nienasyco-
nego amidu. Grupa trichloroacetylowa moze by¢ usunieta z P-laktamowego atomu
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azotu dziataniem pierwszorzedowych amin [59]. Izocyjanian trichloroacetylowy
z prostymi eterami winylowymi tworzy wytacznie [4+2]cykloaddukty [61, 63],
Praktyczne znaczenie majagcykloaddycje z udziatem izocyjanianu chlorosulfo-
nylowego i trichloroacetylowego. Jednakze, handlowo dostepny izocyjanian chlo-
rosulfonylowy CSI, ze wzgledu na zanieczyszczenie kwasne (HC1, S03), wymaga
odkwaszenia. Mozna tego dokonaé przechowujgc CSI nad bezwodnym weglanem
sodu lub potasu, oraz dodajac tych zasad do srodowiska reakcji [64]. Nieodkwaszo-
ny CSI dziatajak katalizator kwasny powodujac oligomeryzacje eteru lub rozktad

adduktu.

5.2. REAKCJE CYKLOADDYCJI IZOCYJANIANU TRICHLOROACETYLOWEGO
| CHLOROSULFONYLOWEGO DO GLIKALI

Glikale szesciocztonowe zabezpieczone podstawnikami benzylowymi lub sili-
lowymi ulegajg [2+2]cykloaddycji z izocyjanianem trichloroacetylowym [59] i CSI
[64,65], glikale pieciocztonowe tworzgaddukty jedynie z izocyjanianem trichloro-
acetylowym [66]. Czasteczka izocyjanianu podchodzi do glikalu wytacznie irnti do
podstawnika przy atomie C-3. Konfiguracja pozostatych centréw stereogenicznych
glikali, ani obecnos$¢ terminalnego podstawnika, nie ma znaczenia dla kierunku
i wielkosci indukcji asymetrycznej [59, 60]. Kontrole stereochemiczng nowo-
tworzonych centréw stereogenicznych mozna zatem uzyskaé przez dobér glikalu
(Rys. 8).

D-Glukal, D-Galaktal, |.-Ramnal, o-Arabinal,
D-Ksylal, L-Arabinal I-Ksylal, i-Fukal, n-Allal

Rysunek 8. Kontrola stereochemiczna [2+2]cykloaddycji izocyjanianéw do glikali

Brak podstawnika przy atomie C-3 glikalu powoduje znaczne obnizenie stere-
oselektywnosci cykloaddycji [50]. Odbezpieczenie grup hydroksylowych przy ato-
mach C-3 i C-4, a nastepnie rozciecie glikolowe pomiedzy tymi atomami otwiera
droge do stereokontrolowanej syntezy klawaméw lub 5-oksacefamdw. Warto przy
tym podkreslié, ze ten sposéb postepowania prowadzi wytgcznie do cis podstawio-
nych azetydyn-2-onéw. Schematy 24,25 i 26 ilustrujamozliwosci zastosowania tej
strategii [67, 68, 65], Schemat 24 przedstawia synteze klawamu 38 [671 ktory jest

strukturalnie zblizony do naturalnego zwiazku 39 o wiasciwosciach przeciwgrzy-
bicznych [69].
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AcO
OAc

38
Schemat 24

Synteza 5-oksacefemu z D-arabinalu pokazanajest na Schemacie 25 [68]. Pier-
Scien szesciocztonowy tworzony jest w wyniku wewnatrzczasteczkowej reakcji
Wittiga. Zasadowe warunki reakcji Wittiga sprzyjajg czeSciowej epimeryzacji przy
C-7 5-oksacefemu.

OH cl
ONH ONCHCOJjt-Bu ONCHCOjt-Bu
SOCl2 TPP
TMSO TMSO TMSO TMSO
TMSO TMSO TMSO TMSO
W ©
PPhjCI
-ONCHCOjt-Bu
D R \: = 2=
JP—Ns~ 2. Acjo. Py
IMSO 1¢ TMSO |-
TMSO TMSO CO02t-Bu
@t I H
AcO
COjt-Bu CO02t-Bu
Schemat 25

Kolejna synteza 5-oksacefemu 40, ktdiy strukturalnie przypomina aktywna
oksacefalospoiyne 9, przedstawiona jest na Schemacie 26 [65]. Istotnym proble-
mem w syntezach przedstawionych na Schematach 25 i 26 jest rozréznienie grup



416 R.LYSEK, B FURMAN, K BORSUK, M CHMIELEWSKI

aldehydowych, ktére powstajg podczas rozciecia glikolowego. W syntezie przed-
stawionej na Schemacie 25 [68] r6znicowanie osiggane jest przy pomocy reakcji
Wittiga, a w syntezie przedstawionej na Schemacie 26 w wyniku tworzenia laktonu

os$miocztonowego [65].

CO-iBn

TMSCTp-ONH " HOMS-r'°Vv al

OH
OTMS OTMS C02Bn

Schemat 26

5.3. REAKCJE [2+2)CYKLOADDYCJ! IZOCYJANIANU CHLOROSULKONYLOWK-
GO DO CHIRALNYCH ETEROW WINYLOWYCH

[2+2]Cykloaddycja CSI do prostych eteréw winylowych, otrzymanych stan-
dardowymi metodami z estrow metylowych kwaséw: (S)-jabtkowego, (A)-mleko-
wego i (i?)-3-hydroksymastowego, prowadzi do azetydyn-2-onéw z dobra indukcjg
asymetryczng (Schemat 27) [70].

Kierunek i wielkos$¢ indukcji asymetrycznej zalezy od sferycznych wymagan
obu podstawnikow alkilowych zwigzanych z centrum stereogenicznym. Zwieksze-
nie rozmiaru jednego podstawnika wzgledem drugiego powoduje poprawe stereo-
réznicowania. Konfiguracje nowo utworzonego centrum chiralnosei (C-4 pierscie-
nia azetydyn-2-onu) ustalono po przeksztatceniu 4-alkoksy-azetydyn-2-onéw
w klawamy 41,42, badz 5-oksacefamy 43,44 dokonujgc wewnatrzczasteczkowego
alkilowania atomu azotu [70] (Schemat 27).
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Schemat 27
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Badanie [2+2]cykloaddycji CSI do réznych 1,2-0-izopropylideno-3-0-winy-
lo-a-D-ksylo- i glukofuranoz wykazalo, ze stereoselektywnosc reakcji moze byc
znakomita [71] (Schemat 28).

R-HR=Ts
R'= A. R2= TIBS
R*-H, R2-SiPh,

R '-ni20Ts. R2=Ts
R1- CHiOTBS. R2- Ts

1 CSI/NaZCO.i
2. Red-Al

Schemat 28
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de >95%
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Analizujac kierunek indukcji asymetrycznej mozna przyjac, ze konformacja eteru
winylowego w stanie przejsciowym jest s-trans, a duzy podstawnik w pozycji C-4
pierscienia furanozowego blokuje dostep czaste-czki izocyjanianu do strony re wig-
zania podwdjnego i w konsekwencji z wysoka stereoselektywnos$cig powstaje dia-
stereomer 4°R (Rys. 9).

Rysunek 9. Stereochemiczny model [2+2]cykloaddycji CSI do 3-O-winylo-a-D-ksylo- i glukoluranoz

Otrzymane w wyniku cykloaddycji do 3-0-winylo-a-D-ksylofuranoz P-lakta-
my przeksztatcono w diastereomeiyczne cefamy 45 i 46, ktérych budowe okreslono
na podstawie eksperymentu NOE i analizy rentgenostrukturalnej [71,72]. Wewnatrz-
czasteczkowego alkilowania atomu azotu dokonano w warunkach dwufazowych.
W przypadku alkilowania drugorzedowym atomem wegla, stosowano mieszaning
1.1 rownowaznika BUNHS04i 2.2 rownowaznika «-BuLi w THF [36, 73]. Otrzy-
many 5-oksacefam 47 przeksztatcono nastepnie w 5-oksacefem 48 [73] (Rys. 10).

47 48

Rysunek 10. Bi- i tetracykliczne b-laktamy otrzymane na drodze [2+2]cykloaddycji CSI
do 3-O-winylo-cc-D-ksylo- i glukofuranoz

[2+2]Cykloaddycja (CSI/Na2C03) do eterow (Z) 3-O-prop-I -enylowych, ete-
row (Z) i (£) 3-0-but-I "-enylowych, eteréw (2Z) i (E) 3-0-(4’-TMS-but-r-enylo-
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wych) i eterow 2’-sililowinylowych pochodnych 1,2-O-izopropylideno-a-D-ksy-
lofuranozy, przebiega nie tylko z wysokaindukcjgasymetryczna, ale réwniez stere-
ospecyficznie [58,75] (Schemat 29). Olefrna o konfiguracji (Z) 49 w wyniku [2+2]cy-
kloaddycji CSI tworzy jako wytgczny produkt c/s-3,4-dipodstawiony azetydyn-2-
on 50, podczas gdy olefina o konfiguracji (£) 51 daje wytgcznie produkt trans 52.
Zwiazki 50 i 52 w standardowy sposéb przeprowadzono w tetracykliczne cefamy
[58, 75] (Schemat 29).

RTPVWG°

49

R Mc, ELCH2CH2TMS. TMS, TBS, PhMe2Si

T°l n

51

R P.t.CIJCIIjTMS
Schemat 29

Stereospecyficznos$¢ [2+2]cykloaddycji izocyjaniandw do eteréw winylowych
postuzyta Effenbergerowi [52] do postawienia tezy o uzgodnionym mechanizmie
tych reakcji. Teza ta zostata pdzniej wsparta obliczeniami ab initio wykonanymi
przez grupe hiszpanska [74],

Whprowadzenie podstawnika sililowego do czasteczki eteru winylowego
(np. 49, R = TBS) prowadzi do zwigkszenia wydajnosci otrzymywanych adduktow,
w poréwnaniu z prostymi eterami enoli, daje mozliwo$¢ otrzymania ,,sila-p-lakta-
mow"lo potencjalnej aktywnos$ci mikrobiologicznej i umozliwia dalsze modyfika-
cje struktury czasteczki poprzez specyficzne wprowadzenie grupy hydroksylowej
lub przeprowadzenie reakcji indukowanych dziataniem jonu fluorkowego [75,76].

ArCHO
1M BUANF/THF

53 Ar= QH 54-BrC(,Hj, 4-NO;CiH; 54

Schemat30
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Cefam 53 poddany alkilowaniu aldehydami aromatycznymi wobec bezwodne-
go TBAF, w bezwodnym THF, dostarcza 3’-(cc-hydroksybenzylowanych) P-lakta-
mow 54 z dobrymi wydajnosciami [75] (Schemat 30).

Otrzymane p-laktamy 54 majg trans 3’,4’-dipodstawiony pierscierr azetydyn-
2-onu i tworzg mieszanine epimeréw, w stosunku ca. 3:1. Takie same mieszaniny
stereoizomeréw 54, w stosunku ca. 3:1, ale z nizsza wydajnoscia, daje cefam 45
pod dziataniem mocnych zasad («-BuLi, LDA) w THF [75].

Whyniki uzyskane dla reakcji [2+2]cykloaddycji CS1 do 5-¢Mvinylo-<x-D-glu-
kofuranoz wskazuja, ze stereoselektywnos¢ reakcji moze by¢ kontrolowana nawet,
jezeli eter winylowy znajduje sie w tancuchu bocznym (Schemat 31) |77]. Maly
podstawnik przy atomie wegla C-3 glukofuranozy, albo duzy /lokalizowany poni-
zej pierscienia (konfiguracja allo), daje wysoka indukcje asymetryczng. Niewielki
podstawnik R przy C-3 umozliwia tatwy dostep CS1 do strony rc oleimy tworzac
w przewadze diastereoizomeiy o konfiguracji (4°<S. W przypadku zwigzku 3-dco-
ksy i zwigzku o konfiguracji allo, produktami byty wylgcznie azetydyn-2-ony
o konfiguracji 4°S (Schemat 31).

tibso- TIBSO- 11BSO-
H p - ll, O_
1 CSI/Na2CcQ3
2 Red-Al
o
t o M a M a
R'= OBzh, RJ= H d.e. 8%
r'=ochach3rMi de. 38%
r'=och,, r2=h de. 92%
r'=r2-h d.e. 97%
R'-H, R2= OCHjSCHj de. 97%
CH, CH. cll,
H a ’
A p ™
(o]
55 56 il c 40% \(
Schemat 31

Usuniecie duzego podstawnika z pozycji C-6 (zwigzek 55) spowodowato
odwrdcenie kierunku indukcji w [2+2]cykloaddycji. Powstajacy w przewadze aze-
tydyn-2-on 56 ma konfiguracje R na atomie C-4’ [77], Azetydyn-2-ony otrzymane
w reakcji [2+2]cykloaddycji do 5-0-winylo-glukofuranoz przeksztatcono w zwigz-

i 0 strukturze klawamoéw 57-61 (Rys. 11) dokonujac wewnatrzczasteczkowego
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alkilowania w warunkach PTC. Konfiguracje absolutng atomu C-5 w klawamach
57-61 ustalono przy pomocy pomiaréw NOE i CD [71, 78].

r'=0CH2SCH3 R2=H
r'=0CH,, R2=H
r'=r2=H

r'=H, R2= OCH2SCII3

Rysunek 11. Klawamy otrzymane na drodze [2+2]cykloaddycji CSI do 5-0-winylo-glikofuranoz

Wynik [2+2]cykloaddycji CSI do eteréw przedstawionych na Schemacie 31
wskazuje, ze piersciert furanozowy moze by¢ zamieniony na inny pierscien piecio-
czlonowy. W celu udowodnienia tej tezy otrzymano z kwasu L-winowego zwigzek
62 posiadajacy zamiast pierScienia furanozowego, grupe 1,3-dioksolanowg [74]
(Rys. 12). [2+2]Cykloaddycja CSI do eteru 62 data mieszanine adduktow 63 i 64
w stosunku 95,5:4,5. Po alkilowaniu w standardowych warunkach, otrzymano dwa
klawamy 65 i 66. Gtdwny produkt 65 miat konfiguracje R przy atomie C-5 i wyka-
zywat znaczng aktywnosc¢ jako inhibitor p-laktamazy [79].

0] ]
TIBSO-  H. TIBSO—i Hf.. _ny
-0 —o/
Lo vV _
63 64
- o- H o-
0. o o
N Ny
0 H 0
65 66

Rysunek 12. Zwigzki otrzymane z kwasu L-winylowego
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Poréwnanie réwnowagowych wspdtczynnikow NOE zmierzonych dla winylo-
podstawionych izopropyloeterdw i obliczonych dla konformacji generowanych przy
pomocy programu mechaniki molekularnej, umozliwito oznaczenie konformacji
stanu podstawowego eteru (Rys. 13) [80]. Biorac pod uwage, iz dla reakcji egzoter-
micznych, do ktérych nalezaomawiane [2+2]cykloaddycje, konformacja stanu przej-
Sciowego powinna byc¢ zblizona do konformacji stanu podstawowego, mozna byto
zaproponowa¢ model stereochemiczny reakcji. Model ten charakteryzuje diastereo-
meiyczna ptaszczyzna zerowa, na ktérej lezy ugrupowanie eteru w konformacji
s-trans, centralny atom reszty izopropylowej i grupa metylowa. Atom wegla z pod-
stawnikiem i centralny atom wodoru reszty izopropylowej znajduja sie po obu stro-
nach plaszczyzny i decydujg o stereoréznicowaniu [80] (Rys. 13). Przyjety model
thumaczy fakty do$wiadczalne i umozliwia zaplanowanie syntezy w taki sposéb,
aby uzyskiwac¢ petng kontrole stereochemiczng etapu cykloaddycji.

R¢r1y

0CNSo02C1

R =CO,CH3>0TIBS, OTs, OSiPh,
Rysunek 13. Stereochemiczny model [2+2Jcykloaddycji CSI do eteréw winylowych

W trakcie badan nad syntezg oksabicyklicznych b-laktamdw drogg [2-t2|cy-
kloaddycji CSI do prostych eterow winylowych skonfrontowano otrzymane wyniki
z alternatywng metoda syntezy tych samych zwigzkéw, ktéra wykorzystuje kon-
densacje alkoholi z 4-acetoksy-azetydyn-2-onem [81] (Schemat 1, droga Nb). Do
badan poréwnawczych uzyto cztery chiralne alkohole 67-70 (Rys. 14).

TIBSO— T1BSO— TIBSO—
TsO RO— «-OR
OR
67 R=H 0R H
71 R = CH=Cl1- 72: R = CH=CH 73: R=CH CH 74 R- CH CH

Rysunek 14. Chiralne alkohole i etery winylowe wybrane do poréwnania drogi Ilb i V na Schemacie 1
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Alkohole 67—0 poddano reakcji kondensacji z 4-acetoksy-azetydyn-2-onem.
Te same alkohole wykorzystano takze jako chiralne zwigzki wyjsciowe w syntezie
eterow winylowych 71-74, ktére w reakcji z CSI tworzyly P-laktamy o wysokiej
czystosci optycznej (Tabela 1, metoda A). Reakcje kondensacji racemicznego
4-acetoksy-azetydyn-2-onu z alkoholami 67—0 prowadzono w roztworze tolueno-
wym, stosujac octan palladu jako katalizator (Metoda B). Wyniki indukcji asyme-
trycznej dla reakcji kondensacji przedstawia Tabela 1 Jak wida¢ [2+2]cykloaddy-

cja CSl do chiralnych eteréw winylowych zapewnia wyzszg indukcje na nowo two-
rzonym centrum chiralnosci P-laktamoéw [81].

Tabela 1. Poréwnanie diastcreoselektywnos$ci w alternatywnych metodach syntezy
4-alkoksy-azetydyn-2-onéw

Nadmiar Nadmiar
Alkohol diaslereomeryczny Eter winylowy diastereomeryczny
(%) (%)
67 75 71 9
68 >97 72 82
69 >97 73 20
70 91 74 44

W rozdziale 4 zaprezentowaliSmy zalety syntezy 5-oksacefaméw z 4-winylo-
ksy-azetydyn-2-onu (Schemat 1, droga Ill) [37,38,42,43], Warto poréwnac wyniki
lej metody z alternatywng metoda [2+2]cykloaddycji CSI do eteréw winylowych
(Schemat 1, droga V).

Synteza eterow winylowych polega na przeprowadzeniu reakcji transeteryfi-
kacji w obecnosci katalizatora kwasnego. Ze wzgledu na obecno$¢é w testowanych
zwigzkach kwasolabilnych ugrupowan acetalowych, proste etery winylowe zastg-
piono eterami Z-propcnylowymi [42, 43].

Etery propenylowe otrzymuje sie dokonujac przegrupowania wiazania podwoj-
nego w eterze allilowym dziataniem $wiezo sublimowanego i-BuOK w DMSO [82].
Reakcje cechuje wysoka (Z) selektywnos¢, ktérg ttumaczono koordynacja atoméw
tlenu i terminalnego atomu wegla uktadu allilowego przez kation potasu [82]. Bio-
rac pod uwage, iz konfiguracja olefiny nie ma wptywu na kierunek indukcji, areak-
cje sg stcreospccyficzne, podejmujac modelowe badanie [2+2]cykloaddycji nie ma
znaczenia, czy do reakcji stosowano proste etery winylowe, czy Z-propenylowe.

Komplementarny charakter metodologii [2+2]cykloaddycji i metodologii wyko-
rzystujacej 4-winyloksy-azetydyn-2-on demonstrujg Schematy 21 i 32 [43].

Poréwnanie kierunku indukcji asymetrycznej w reakcjach przedstawionych na
Schemacie 21 i w reakcjach przedstawionych na Schemacie 32 dostarcza kolejnych
przyktadéw komplementarnosci obu metod [42, 43]. Poréwnujac te metody warto
zauwazy¢, ze w metodzie cykloaddycji otoczenie wigzania podwojnego ijego prze-
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strzenna aranzacja decydujg o wielkosci i kierunku indukcji. Na przyktad. Sche-
mat 32 b i ¢ w poréwnaniu ze Schematem 21 b i ¢ pokazuje, zc w reakcjach cykload-
dycji podstawienie przy C-3 odgrywa istotng role w r6znicowaniu stron wigzania
podwadjnego, powodujac istotne zmniejszenie indukcji asymetrycznej.

i, H

20 NII U ]
« XX
ca Oi-i
Qlin
To TiO || i olin
. 1l BnO i
8‘0 I n Bno(]\/t; r O " OMc
OMc

Schemat 32

5.4. REAKCJE 12+2CYKLOADDYCJI IZOCYJANIANU CIILOROSUI-KONYI,OWEGO
DO ALKOKSYALLENOW

Antybiotyki B-laktamowe majg w sasiedztwie grupy karbonylowej wiele réz-
nych podstawnikdw [83]. Reakcje [2+2]cykloaddycji CS1 do allenéw podstawio-
nych grupami elektronodonorowymi prowadza do R-laktamoéw /. (."*z*-alkilidcnowg
grupgprzy atomie C-3 azetydyn-2-onu. Podstawniki alkilidenowe w lym potozeniu
wystepujg w asparenomycynach i kilku syntetycznych inhibitorach (5-taktamaz
(Rys. 2), moga rowniez postuzy¢ do otrzymania catej gamy grup funkcyjnych po-
przez r6znorodne przemiany wigzania podwaéjnego [84-861 Reakcje pomiedzy OSI
i chiralnymi alkoksyallenami byty przedmiotem badan indukcji asymetrycznej [87].
Aktywne w reakcjach cykloaddycji okazaty sie alleny podstawione przy terminal-
nym atomie wegla dwoma grupami metylowymi lub podstawione reszty trimetylo-
silylowa w sasiedztwie atomu tlenu.

[2+2]Cykloaddycja CSI do alkoksyallenu 75 daje mieszaning dwdch azety-
dyn-2-on6w 76/77, w proporcji ca. 2,5:1. Gtowny diastereomer ma konfiguracje R
przy atomie C-4’ pierScienia azetydyn-2-onu. Drogg wewnatrzezgsteczkowego
alkilowania B-laktamowego atomu azotu zwiazki 76/77 zostaty przeksztatcone
w 5-oksacefamy 78 i 79, ktore rozdzielono na czyste skfadniki [87) (Schemat 33).



STEREOKONTROLOWANA SYNTEZA PENICYLIN | CEFALOSPORYN 425

Schemat 33

Usuniecie grupy trityloksylowej zmniejsza indukcje, ale nie zmienia jej kie-
runku, natomiast usuniecie reszty izopropylidenowej zmienia kierunek indukcji
(Rys. 15). W poréwnaniu do eteréw winylowych, addycja do alkoksyallenéw prze-
biega z nizszg indukcjg. Badania konformacji stanu podstawowego alkoksyallenéw.
wykazaly, ze dominuje zdecydowanie konformacjas-cis [87, 88] (Rys. 15). Konfor-
macja s-cis alkoksyallenu zostata przyjeta w modelu stereochemicznym cykload-
dycji. Model ten probuje wyjasni¢ zardwno kierunek, jak i wielko$¢ indukcji asy-
metrycznej.

R H,OTr
(b)

/-
Rysunek 15 Stereochemiczny model addycji CS1 do alloksylenéw

Wprowadzenie grupy trimetylosilylowej do atomu C-1" allenu zdecydowanie
zwieksza indukcje asymetryczng [87] (Schemat 34).
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de 89%
dc 52%

Schemat 34
Mozliwosci przemian reszty izopropylidenowej w pozycji C-7 ceiamamow 78

i 79 pokazano otrzymujac zwigzki z grupa hydroksylowa izopropylowa, hydroksy-
izopropylowai aminowa [89] (Schemat 35).

hooh y*i P wL ! L yP>
f ~0 u
u H
o011
X- OH, NHAc. ~— Y OH-y Ly
Schemat 35
5.5. REAKCJE [2+2]CYKLOADDYCJI I1ZOCYJANIANU

CHLOROSULFONYLOWEGO DO ETEROW WINYLOWYCH PROWADZONE
NA PODLOZU STALYM

Préba przeprowadzenia na podtozu statym reakcji [2+2]cyklcaddycji izocyja-
nianu chlorosulfonylowego do eteru winylowego wedtug koncepcji przedstawionej
na Schemacie 36 zakoriczylta sie niepowodzeniem [90]. Koncepcja ta byki bezpo-
Srednim przeniesieniem na faze statg sekwencji reakcji wykonanych z powodze-
niem w roztworze. Przyczyna niepowodzen jest prawdopodobnie obecnos$é wol-
nych grup sulfonylowych na zywicy, ktdre nie zostajg wykorzystane w etapie sulfo-
nylowania alkoholu. Grupy takie moga powodowaé rozktad cykloaclduktu CS1 do
eteru winylowego.

Przyfaczenie eteru winylowego do zywicy moze by¢ osiggniete przy pomocy
linkerap-oksybenzenosulfonylowego [90, 91] (Schemat 37) lub nictylosulfenylo-
wego (Schemat 38). W pierwszym przypadku przytgczenie nastepuje w trzyetapo-
wej sekwencji reakcji i polega na sulfonylowaniu chlorkiem p-piwaloiloksy-benze-
nosulfonylowym grupy hydroksylowej substratu, usunieciu zabezpieczenia piwa-
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loilowego, oraz pofaczeniu z zywicg uwolnionej grupy fenolowej sulfonianu z reszta
hydroksymetylowa zywicy Wanga w warunkach reakcji Mitsunobu. Ten sposéb
postepowania umozliwia potaczenie substratu z zywicgpoprzez reszte sulfonylowg
réwnoczesnie wykluczajac obecnos¢ na zywicy wolnych grup sulfonylowych. Przy-

gotowane w ten sposéb etery winylowe zostaty z powodzeniem wykorzystane do
dalszych badan.

IIN
Cr—sof

Sclicmat36

Sulfonylowanie zwigzku 80 chlorkiem p-piwaloiloksybenzenosulfonylowym
oraz przeprowadzenie katalizowanej Hg(OAc)2 reakcji transeteryfikacji pozwolito
uzyskac eter winylowy z wysokawydajnoscig. W nastepnym etapie usunieto zabez-
pieczenie piwaloilowe (Na/MeOH) i otrzymany fenol potgczono z zywicg Wanga
w warunkach reakcji Mitsunobu (DEAD/PPh3CH2ZCI248 godz.). Eter 81 poddano
reakcji z CS1 i uzyskano mieszanine azetydyn-2-onéw, ktdra po alkilowaniu data
mieszanine diastereomerycznych klawamow oraz 5,6-anhydrocukier (Schemat 37).
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Schemat 37

Na tej samej drodze otrzymano inne klawamy i 5-oksacefamy, ktére powsta-
waly z umiarkowang wydajnoscia i niskim nadmiarem diastereoinerycznyiii [90].

Podobne rezultaty uzyskano przylaczajac eter winylowy do zywicy Merri-
fielda przy pomocy linkera metylosulfonylowego (Schemat 38). W tym celu wyko-
rzystano metode Musickiego i Widlanskiego [92] otrzymywania alkilosullonianéw.
Metodata polega na generowaniu pochodnej litoorganicznej mesy#anu, ktora naste-
pnie poddaje sie alkilowaniu odpowiednim halogenkiem. W cciu przyfaczenia
cukrowego eteru winylowego do zywicy, pochodng mesylowa przeprowadzono
w sol litowa, a nastepnie poddanojg alkilowaniu zywica Merrifield (Schemat 38).
Z wydajnoscia 30% otrzymano mieszaniny cefamoéw 82 i 83 oraz anhydrocukier 84
w proporcji 12:10:0.4 [93].
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©0

Schemat 38

Odmienny przebieg reakcji w roztworze i na zywicy, manifestujacy sie obec-
noscig anhydrocukru i inng proporcja tworzacych sie diastereomeréw, mozna wy-
ttumaczy¢ roznicg szybkosci wewnatrzczasteczkowego alkilowania atomu azotu.
Na zywicy deprotonowany w obecnosci zasady atom azotu ulega wolniej alkilowa-
niu. Reakcja usuniecia pierscienia czterocztonowego i utworzenie jonu alkoksylo-
wego zaczyna konkurowaé. W konsekwencji powstaje zwigzek anhydro [90]
(Rys. 16). Diastereomeryczne P-laktamy utworzone w reakcji cykloaddycji ulegaja
na zywicy obu przemianom z r6zng szybkoscig dlatego wystepuja istotne réznice
pomiedzy reakcjami przebiegajacymi w roztworze i na podtozu statym.

Rysunek 16. Preferowany kierunek zdjecia fragmentu cukrowego z zywicy
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PODSUMOWANIE

Przedstawiony przeglad metod syntezy tlenowych analogéw penicylin i cefa-
losporyn demonstruje r6znorodne mozliwosci syntezy tych zwigzkéw (Schemat 1),
koncentrujgc uwage na kontroli stereochemicznej konfiguracji mostkowego atomu
wegla i wzglednej konfiguracji obu centrow stereogenicznych pierscienia cztero-
cztonowego. Najbardziej uniwersalng metodg okazuje sie metoda cykloaddycji CSI
do chiralnych eteréw winylowych (Schemat 1, V). Umozliwia ona petng kontrolg
stereochemiczna. Stabym punktem tego sposobu postepowania sg ograniczone moz-
liwosci wprowadzania podstawnikow peryferyjnych do podstawowego szkieletu.
Wyijatkowo wysokie indukcje asymetryczne uzyskano stosujac 4-winyloksy-azcty-
dyn-2-on i odpowiednio przygotowane chiralne etery p-mctcksybenzylowe (Sche-
mat 1, I11). Niestety, metoda ta moze by¢ zastosowana tylko w syntezie oksaccfa-
mow.

Syntezy wykorzystujgce pochodne penicyliny dajg dobry rezultat jedynie
w syntezie oksacefamycyn. Uzyskanie pozadanej konfiguracji mostkowego atomu
wegta wymaga rozpoczecia cyklu przemian z pochodnej 6-epipcnicyliny. Utlenie-
nie, w ostatnim etapie, sasiedniego do grupy karbonylowej atomu wegla, umozliwia
wprowadzenie grupy metoksylowej z petng kontrolg konfiguracji.
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ABSTRACT

The hetero-Diels-Alder (HDA) methodology employing cx,(3-unsaturated thiocarbo-
nyl compounds represents a straightforward and efficient approach to sulfur-containing
six-membered heterocycles. This review presents applications ofa,(3-unsaturated thiocar-
bonyl compounds in heterodiene reactions and covers the literature published in the last
two decades.

The a,P-unsaturated thiocarbonyl compounds, formally present 1-tia-1,3-butadiene
system and include the following groups of compounds: thiochalcones, enaminothiones,
a,P-unsaturated thioamides and compounds containing thiocarbonyl groups conjugated
with carbon-carbon double bonds of carbo- and heteroaromatic rings. In general, reac-
tions of 1-tia-1,3-butadiene systems with dienophiles belong to cycloadditions with nor-
mal electron demand, although there are some examples of cycloadditions with inverse
electron demand.

The first chapter concerns the cycloadditions of thiochalcones. Most of them are
synthesized from chalcones in reactions with Lawesson reagent. Thiochalcones are unsta-
ble, at room temperature they are in equilibrium with two dimeric forms: thiopyran and
3,4-dihydro-1,2-dithiin. Both compounds are formed by heterodiene cycloaddition of two
molecules of thiochalcone. At higher temperatures the dimers undergo decomposition to
thiochalcones. Thiochalcones generated in situ by heating the dimers were successfully
used in cycloadditions to acryloamide, styrene and enol ethers as well as in an asymmetric
hetero Diels-Alder (AHDA) reactions with (-) dimenthyl fumarate and in the reactions
catalyzed by ytterbium triflate.

The next chapter deals with the reactions of enaminothiones. These compounds reac-
ted smoothly with dienophiles containing electron withdrawing groups yielding cycload-
ducts in high yields. Some cycloadducts easily eliminated amine furnishing stable 2H-
thiopyran derivatives. Reactions of enaminothiones with substituted P-nitrostyrenes pro-
ceeded in regio- and stereoselective manner.

In contrast to enaminothiones, a,P-unsaturated thioanilides were found to be less
reactive in hetero-Diels-Alder reactions. Two molecules of thiocinnamamide underwent
cycloaddition in acetyl chloride yielding /'/-acylated derivative of 3,4-dihydro-2//-thiopy-
ran. jV-Acylated a,P-unsaturated thioanilides was successfully used in heterodiene reac-
tions with yV-phenylmaleimide, cyclopentene and enol ether. A recent applications of N-
acylated a,P-unsaturated thioanilides deal with intramolecular hetero-Diels-Alder reac-
tions leading to tricyclic thiopyran derivatives.

The compounds containing thiocarbonyl group conjugated with carbon-carbon
double bond of furan or thiophene skeleton undergo cycloaddition with maleic anhydride,
cyclopentene and norbornene yielding fused 2//-thiopyran derivatives in good yield. Some
of the cycloadducts are unstable and spontaneously rearrange to aromatized compounds.
An application of some organometallic reagents e.g. (Me2Al)2S in thionation of aromatic
ketones extended their use to synthesis ofvarious thiopyrans via hetero-Diels-Alder reac-
tions.
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WPROWADZENIE

Reakcja Dielsa-Aldera zwana powszechnie reakcjg dienowg stanowi jedng
z najbardziej uzytecznych metod syntezy zwigzkéw organicznych zawierajacych
w swojej strukturze szesciocztonowe pierscienic karbocykliczne oraz heterocykli-
czne. Nalezy ona do najbardziej cennych reakcji w chemii organicznej. Gtéwnajej
zaletg jest mozliwos$¢ utworzenia w jednym etapie dwoch wigzar chemicznych
w wyniku czego powstajg pierscienie szesciocztonowe. Reakcje dienowe charakte-
ry zuja Si€ regioselektywnoscig i diastereosclektywnoscig oraz bardzo dobrg wydaj-
noscig produktow, dlatego sg szeroko stosowane w syntezie wiciu produktéw natu-
ralnych [1].

Ze wzgledu na mechanizm tworzenia si¢ wigzan pomiedzy reagentami, okre-
Slanymi jako 1,3-dieny i dienofile, reakcje dienowe nalezg do cykloaddycji typu
4c+2tc Jezeli w dienie lub dienofitu znajduje sie jeden lub wiecej heteroatomdw to
reakcje okreslane sg w literaturze mianem hetero-Dielsa-Aldera (HDA). Umozli-
wiajg one synteze czesciowo uwodornionych uktaddw heterocyklicznych, zawiera-
jacych jeden lub wiecej heteroatoméw [2], W$rdd reakcji UDA wyréznié mozna
cykloaddycje z udziatem a,(3-nienasyconych zwiazkéw karbonylowych oraz alke-
now, ktdére stanowig dogodng metode syntezy pochodnych piranu [3]. Ukfad piry-
dyny mozna otrzymywac stosujac 1- lub 2-aza-I,3-butadieny jako heterodieny [4],
ZwigzKi o strukturze tiopiranu mozna zsyntetyzowac¢ w reakcjach cykloaddycji hc-
terodienowej pomiedzy a,fS-nienasyconymi zwigzkami tiokarbonylowymi i alke-
nami lub tez w reakcjach pomiedzy 1,3-butadienami i zwigzkami tiokarbonylowy-
mi. Oba podejscianie sgjednak réGwnowazne. Pomijajac ewentualne reakcje nastep-
cze, pierwsza droga umozliwia otrzymywanie produktow o strukturze 3,4-dihydro-
2//-tiopiranu, druga natomiast prowadzi do 3,6-dihydro-2//-liopiranéw.

W niniejszym artykule przedstawimy reakcje cykloaddycji heterodienowej pro-
wadzace do syntezy pochodnych tiopiranu. Pierwsze doniesienia literaturowe doty-
czace opisywanej dziedziny badar pochodzg z lat siedemdziesigtych. Ze wzgledu
na bogactwo danych, niniejszy artykut zostat opracowany na podstawie oryginal-
nych prac opublikowanych gtéwnie w okresie od 1981 do 2001.

SYNTEZA UKLADU TIOPIRANU W CYKLOADDYCJI
1-TIA-1,3-BUTADIENOW Z ELEKTRONOAKCEPTOROWYMI
ALKENAMI

Zainteresowanie chemikdéw zwigzkami o strukturze tiopiranu wigze sie z ich
potencjalnym zastosowaniem. Uk}ady te wchodza w skiad wielu zwigzkow biolo-
gicznie aktywnych. Szczegdlnie obiecujace sg wyniki badarn nad trwatymi tioanalo-
gami tromboksanu A2 o przewidywanym duzym znaczeniu w medycynie |5, 6J.

a,p-Nienasycone zwiazki tiokarbonylowymi formalnie reprezentujg uktad
I-tia-1,3-butadienu. Reakcje heterodienowe tego typu potaczen z alkenami nalezg
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do cykloaddycji z normalnymi wymaganiami elektronowymi (Rys 1). Zgodnie
z teorig orbitali granicznych (FMO) reakcje cykloaddycji polegajg na nakfadaniu
sie HOMO dienu i LUMO dienofila. Dla ich przebiegu korzystny jest dobér dieno-
fili o silnych wiasciwosciach elektronoakceptorowych, w celu zmniejszenia réz-
nicy energii pomiedzy HOMO dienu a LUMO dienofila. Znane sg takze nieliczne
przyktady reakcji I-tia-l,3-butadiendw, ktdre naleza do cykloaddycji z odwrdcony-
mi wymaganiami elektronowymi.

X X
1-tia-1,3-butadien 3,4-dihydro-2/i-tiopiran

X - grupa clektronodonorowa
Y - grupa elektronoakceptorowa

Zwigzki zawierajgce ukiad I-tia-1,3-butadienu nalezg do jednej z czterech klas
polaczen, sa to tiochalkony oraz pochodne arylideno-I-tiotetralonu, enaminotiony
wraz z enaminoditioestrami, a,(3-nienasyconc tioamidy oraz zwigzki tiokarbonylo-
wc sprzezone z uktadami aromatycznymi. Zgodnie z tym podziatem, prezentowany
materiat zostat podzielony na cztery rozdziaty.

1. SYNTEZA | REAKTYWNOSC UKLADU TIOCHALKONU

Najprostszymi potgczeniami zawierajgcymi ukiad I-tia-1,3-butadienu sgzwigzki
okreslane zwyczajowo jako tiochalkony. Posiadajg one dwa podstawniki arylowe,
w potozeniach 2 i4 sprzezonego ukfadu heterodienowego.

4-CI-Q,Ha4,
4-CH.r C(H4,

Schemat 1
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Badania nad reakcjg tionowania odpowiednich, talwo dostepnych a,p-niena-
syconych zwigzkow karbonytowych przy pomocy odczynnika Lawessona (LR) [7]
doprowadzity do ustalenia, iz powstajace tiochalkony 1 pozostajg w rownowadze
z dwoma réznymi formami dimerycznymi, o strukturze tiopiranu 2, oraz 3,4-dihy-
dro-1,2-ditianu 3. Powstawanie obu produktéw mczna wyjasni¢ na podstawie reak-
cji cykloaddycji, w ktorej jako heterodien stuzy a,P-nicnasycony ukiad tiokarbony-
lowy. Druga czgsteczka tiochalkonu moze natomiast petni¢ role klasycznego dieno-
fila lub tez heterodienofila (Schemat 1).

W temperaturze pokojowej opisany stan réwnowagi przesuniety jest na ko-
rzys¢ obu dimerdw, natomiast wraz ze wzrostem temperatury zwieksza sie ilos¢
wolnego tiochalkonu. Na tej podstawie opracowano metode cykloaddycji polegaja-
cg natermicznym rozkladzie wyizolowanego dimeru 3 w obecnosci odpowiedniego
dienofila. Przeprowadzono w ten sposob szereg reakcji z dienofllami o rdznych
wiasciwosciach elektronowych [8] i potwierdzono wysokg reaktywnos¢ tiochalko-
now wtypowych cykloaddycjach z normalnymi wymaganiami elektronowymi, m.in.
z akryloamidem 4. Stwierdzono ponadto, iz z rownie dobra wydajnoscia zachodza
cykloaddycje z odwréconymi wymaganiami elektronowymi, np. z eterem w-butylo-
wo-winylowym 6. W reakcjach z alkenami nie zawierajgcymi grup aktywujgcych
lub dezaktywujgcych, takimi jak styren 5, uzyskano nieco nizsze wydajnosci. Istot-
ng cechg opisywanych reakcji jest ich regioselektywnos¢. W kazdym przypadku
reakcji tiochalkonu z niesymetrycznym dienofilem wyizolowano tylko jeden regio-
izomer (Schemat 2).

CONII

Dimer Ph

Schemat 2
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Generowanie tiochalkonu in situ poprzez ogrzewanie dimeru 3 zostato wyko-
rzystane w syntezach okreslanych mianem asymetrycznych reakcji hetero-Dielsa-
Aldera (AHDA) [9]. W reakcjach z (-)fumaranem dimentylu jako heterodienofi-
lem, zaobserwowano powstawanie tylko dwdch produktéw endo, oznaczonychjako
718, sposrad czterech mozliwych. ew/o-Selektywno$¢ zaobserwowano juz wcze-
$niej w reakcji z achiralnym dienofilem np. fumaranem dietylu. Gtdwnym celem
przytoczonej pracy byt dobor warunkéw reakcji umozliwiajacych uzyskanie duze-
go nadmiaru jednego z dwdch diasterecizomerdw endo (diastereoselektywnos¢ fa-
cjalna). W przypadku cykloaddycji prowadzonej w chloroformie uzyskano 48%
d.e. Rezultat poprawiono stosujgc AlCl3jako kwas Lewisa katalizujacy reakcije.
Uzyskano w tych warunkach 71% d.e. (Schemat 3).

Znacznie lepsze wyniki osiggnieto przeprowadzajac asymetryczng reakcje he-
tero-Dielsa-Aldera katalizowana triflatem iterbu [10]. Katalizator ten jest twardym
kwasem Lewisa. Dzieki mozliwosci koordynowania substratow, znajduje on zasto-
sowanie w syntezie asymetrycznej. Jako dienofila w reakcji z dimerem tiochalkonu
3 uzyto pochodnej kwasu akrylowego 9 potaczonej z 2-oksazolidynonem stuzacym
jako pomocnik chiralny. Stwierdzono, ze dodatek triflatu iterbu, oprdécz spadku endo-
sclektywnosci, powodowat odwrdcenie diastereoselektywnosci facjalnej. W mie-
szaninie izomerow endo:egzo = 52:48, zamiast izomeru (3S,4S)-endo, tworzacego
sie z 67% d.e. bez dodatku katalizatora, uzyskiwano prawie z ilosciowa wydajno-
Scig drugi izomer (3R,4R)-endo 10 (Schemat 4).

Bardzo podobng reakcje, pomiedzy substratem 3 a achiralnym /'/-akryloilook-
sazolidynonem prowadzono w obecnosci komplekséw kwasow Lewisa z chiralny-
mi katalizatorami, uzyskujac wysokie wartosci nadmiaréw enancjomerycznych (do
98% e.e.) jednego z izomerow endo [11],
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Schemat 4

Do heterodiendw o zblizonych wiasciwosciach do tiochalkonéw mozna zali-
czy¢ a,P-nienasycone ditioestry. Zwiagzki 12, dzieki obecnosci elektronoakceptoro-
wej grupy fosfonianowej, mozna byto uzyskaé w reakcji kondensacji Knocvenagla
pomiedzy substratem 11 a aminalem odpowiedniego aldehydu (Schemat 5). Hetc-
rodieny 12 ulegaty cykloaddycji z odwréconymi wymaganiami elektronowymi, do
eterow winylowych z utworzeniem mieszanin produktéw cis i trans 13 [12].
W wigkszosci reakcji termicznych uzyskano nadmiar diastereoizomerdw cis. W przy-
padku niektorych syntez obnizenie temperatury oraz wzrost cis$nienia spowodowat
odwrdcenie diastereoselektywnosci.

r
CH(— N ok

EtS
H
(EtO)P cI:oo (EtO)P*
6] A1 0]
11 12 13
Ar=Ph, R=Et, f-Bu
4-N02-Ca4,
4-CF3-CaH4,
4-CH30-Ca#4
Schemat 5

W reakcjach z udziatem heterodienu 14, otrzymano produkty 15, ktére powsta-
ty w wyniku cykloaddycji, a nastepnie eliminacji tiofenolu (Schemat 6). Tionowa-
nie grup karbonylowych w 15 doprowadzito do utworzenia nowych ukfadéw hete-
rodienowych 16, ktére ulegaty reakcji tylko z bardzo aktywnymi dicnofilami, two-
rzac cykloaddukty np. z estrem dimetylowym kwasu acetylcnodikarboksylowcgo
(DMAD) [13].
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SPh COOMe»
PhSH
14 R=H, Me 15
COOMe
COOMe
16 17
Schemat 6

2. ZASTOSOWANIE ENAMINOTIONOW W REAKCJACH
HETERO-DIELSA-ALDERA

Enaminotiony stanowig odrebng Idase zwigzkdw zawierajacych ukfad 1-tia-
1,3-butadicnu, odmienng od tiochalkondw. Ze wzgledu na znaczng reaktywnosc¢, s
one szeroko wykorzystywane w preparatyce organicznej, na przyktad jako substra-
ty w syntezie izotiazoli [14, 15]. Metody otrzymywania tych polaczen najczesciej
polegajg na przemianie grup karbonylowych w odpowiednich enaminonach na gru-
py tiokarbonylowc przy pomocy odczynnika Lawessona (LR). W poréwnaniu do
wczeshiej stosowanego pieciosiarczku fosforu reagent ten posiada wiele zalet [16].
Stwierdzono, iz reakcje enaminonéw z LR prowadzace do enaminotiondw zacho-
dza czesto juz w temperaturze pokojowej, z dobrg wydajnoscig [17].

Jednym z prekursoréw zastosowania enaminotionéwjako heterodienéw w reak-
cjach cykloaddycji byt Lawesson [17,18]. Przeprowadzit on serig reakcji enamino-
tiondw zawierajgcych w pozycji P fragment pirolidynowy z DMAD. Uzyskane cy-
kloaddukty posiadaty strukture 4//-tiopiranu.

Enaminotiony 18, podstawione grupa N,N-dimetyloaminowg tatwo reagowaty
z dienofilem 19 o bardzo silnych wiasciwosciach elektronoakceptorowych. W wy-
niku spontanicznej eliminacji dimetyloaminy z powstajacych cykloadduktéw two-
rzyty sie zwigzki 20 o strukturze 2//-tiopiranu. Proces ten zachodzit nawet w tem-
peraturze obnizonej do -25°C. tatwo$¢ eliminacji aminy autorzy wyttumaczyli na
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podstawie rozwazan konformacji tworzacych sie cykloadduktéw [19]. Produkty 20
powstawaly regioselektywnie, przy czym pochodzace od dicnofila podstawniki
o silniejszych wiasciwosciach elektronoakceptorowych byty usytuowane w poto-
zeniu 3 uktadu 2//-tiopiranu (Schemat 7).

MeOOC.

benzen
COOMe -HNMe2
18 20
Ar=Ph,
4-CH30-C6H4,
4-CH3-C6H4,

Schemat 7

Regioselektywnoscig odznaczaly sie takze reakcje enaminotionéw 18 z accty-
loketenem [20], Produkty 22 posiadaty trudngdo uzyskania innymi metodami struk-
ture 3-acetylo-2#-tiopiran~2-onu (Schemat 8). Acetylokcten byt generowany insitu
w wyniku ogrzewania zwigzku 21 bedacego adduktem diketenu i acetonu.

A

____________ >

- Me2CO

-HNMc2

22
Ar=Ph,

4-CH30-C 6H4,
4-CH3-CoH4,

Schemat 8

Studiujac reakcje hetero-Dielsa-Aldera z udziatem enaminotionéw starano sie
tak dobiera¢ warunki, aby reakcjom z klasycznymi dienofilami nic towarzyszyta
eliminacja aminy. Badacze francuscy [21, 22] w reakcji enaminotionu 18 z akryla-
nem metylu w temperaturze -30°C uzyskali mieszanine cykloadduktdéw endo:egzo
o sktadzie 91:9. Wraz ze wzrostem temperatury reakcji, wzrastata zawartos¢ izome-
ru egzo. Niestety, wzrastata takze ilos¢ produktu ubocznego powstajagcego na sku-
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tek samorzutnej eliminacji dimetyloaminy. Poréwnywalne, choc¢ nieco lepsze rezul-
taty uzyskano stosujgc jako dienofil N-akryloilo-oksazolidyn-2-on. W obnizonej
temperaturze wynik byt podobny, natomiast juz w temperaturze 18°C stosunek en-
do. egzo wyniost 28:72 po 10 minutach. Zawarto$¢ trwalszego termodynamicznie
diastereoizomeru zwiekszata sie w miare uptywu czasu, co umozliwito wyizolowa-
nie tego zwigzku w postaci czystej.

Wiekszo$¢ uzyskiwanych 2//-tiopiranéw zawierata w pozycjach 5 i 6 podstaw-
niki alkilowe lub arylowe, co wynikato z budowy heterodiendéw. Tymczasem wyka-
zano, ze enaminotiony posiadajgce dwie grupy elektronoakceptorowe mogg takze
stuzy¢ jako reaktywne heterodieny [23]. Zwigzkiem wyjsciowym dla opisywanego
ciggu syntetycznego byt heterodien 23 o strukturze I-tia-3-azabutadienu. Chemia
tego rodzaju potaczen wykazuje wiele analogii do chemii I-tia-1,3-butadiendw.
W reakcji heterodienu 23 z DMAD powstawat uktad 4H-1,3-tiazyny 24 (Sche-
mat 9). Termiczny rozktad cykloadduktu 24, polegajacy na eliminacji benzonitrylu,
prowadzit do enaminotionu 25 z dwoma ugrupowaniami estrowymi. Zwigzek ten,
poddany ponownie reakcji z DMAD, tworzyt symetryczny cykloaddukt 26 o budo-
wie 4//-tiopiranu, podstawiony czterema grupami metoksykarbonylowymi. Auto-
rzy zaprojektowali ponadto modyfikacjg polegajaca na przeprowadzaniu opisywa-
nej serii eksperymentdw jako reakcji one-pot. Wymagato to zastosowania hadmiaru
DMAD oraz regulacji temperatury w starannie dobranym zakresie.

23 24
j- PhCN
MeOOC -COOMe DMAD
MeOOC COOMe
26 25
Schemat 9

Badania nad zastosowaniem (o-nitrostyrenéwjako dienofili w reakcjach z ena-
minotionami zakonczyly sie powodzeniem [24]. Jako substraty zastosowano 1-tia-
butadieny 27, podstawione w potozeniu 4 pochodnymi pierwszorzedowych amin
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aromatycznych. Ze wzgledu na wystepowanie wigzaniawodorowego pomiedzy grupa
aminowa a tiokarbonylowagheterodieny te posiadajg konfiguracje Z [24, 28]. Reak-
cja enaminotiondw 27 z (o-nitrostyrenami w temperaturze pokojowej prowadzita do
produktéw kinetycznych 28, ktore ulegaty w roztworach powolnej, samorzutnej
izomeryzacji do trwalszych termodynamicznie produktéw 29 (Schemat 10).

® Ph benzen, A p, »
"ot IubAcOHW \V /I V " Ph

NO. U ™

Ar H

Ar=Ph, 29

4-CH3-C6H4,
4-d-CaH#4

Schemat 10

Reakcje enaminotionéw 30 i 31, zawierajacych podstawniki 2-ticnylowe
i 2-fuiylowe, z co-nitrostyrenami byty takze przedmiotem badari prowadzonych
w naszym zespole [25, 26].

Ar-
“N02
30: X =S 32a-c 33a-c: X=S
3L:X=0 34a-c: X = 0
ACOH
a:Ar=C6H5
b:Ar=4-CH3Ca+#
CA=4CHOCaH  30:X=S | 4.
d:Ar=4-0-OaHt sLx=0
e:Ar=4-N020GH N02
35a-e: X =S
36a-c: X=0
Schemat 11

Cykloaddycje enaminotionu 30 do co-nitrostyrendw 32a-c zachodzity podczas
ogrzewania mieszanin reakcyjnych do 50°C, natomiast reakcje z enaminotionem
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31, z grupa 2-furylowa, przebiegaty juz w temperaturze pokojowej. Wyizolowane,
trwalsze termodynamicznie diastereoizomery 33 i 34 w roztworach rozpuszczalni-
kéw polarnych ulegaly reiro-cykloaddycji. Ponadto, pod wptywem kwasu octowe-
goulegaty eliminacji dimetyloaminy, tworzac pochodne 3-nitro-2J7-tiopiranu 35i 36
(Schemat 11). Oprdcz opisanej diastereoselektywnosci, dotyczacej wszystkich reak-
cji z udziatem co-nitrostyrendw, na uwage zastuguje takze catkowita regioselektyw-
nos¢.

W reakcjach enaminotiondw 30 i 31 z kwasem maleinowym oraz fumarowym
tworzyty sie trwate cykloaddukty, nie ulegajace eliminacji aminy nawet pod wpty-
wem kwasu octowego. W przypadku reakcji z kwasem maleinowym uzyskano znacz-
ny nadmiar diastereoizomeru endo (d.e = 80-83%).

W cykloaddycjach enaminotionéw 30 i 31 z bezwodnikiem maleinowym zaob-
serwowano powstawanie produktéw 37 i 38 zawierajgcych ugrupowanie (dimety-
loamino)karbonylowe w pozycji 2 pierscienia tiopiranowego. Budowa regioizome-
réw37 i 38 zostata potwierdzona za pomocaanalizy rengenostrukturalnej [27]. Jako
wyjasnienie obserwowanej regioselektywnosci zaproponowano mechanizm reakcji
polegajacy na cykloaddycji oraz wewnatrzczasteczkowym przegrupowaniu (Sche-
mat 12).

=
X X
T}
X X
Tl
ow

wWw
ow

Schemat 12

Powyzsze rezultaty sg zgodne z wczesniejszymi badaniami nad cykloaddycja-
mi z udziatem bezwodnika maleinowego oraz tt,(3-nienasyconych tionéw z niepod-
stawiong lub monopodstawiong grupa aminowa [28] w ktorych uzyskiwano bicy-
kliczne produkty.

Nietypowy ukiad heterodienowy uzyskano w reakcji alkenu 39 z disiarczkiem
wegla. Otrzymany disiarczek tioacylowy 40, poddano nastepnie reakcji z nadmia-
rem DMAD, otrzymujac mieszanine 2//-tiopirano-2-tionu 41 wraz z produktem
ubocznym 42 [29] (Schemat 13). W celu wyjasnienia powstawania powyzszych
zwigzkdw zaproponowano mechanizm, uwzgledniajacy cykloaddycje dwoch cza-
steczek DMAD do substratu 40 oraz rozpad cykloadduktu z utworzeniem rodnikéw
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sulfanylowych, ktore nastepnie dysocjujg do produktu 41 z odszczepienicm rodni-

ka dimetyloaminowego. Rodnik ten ulega dalszym przemianom uwzgledniajgcym
reakcje z nadmiarem DMAD oraz oderwanie atomu wodoru od rozpuszczalnika.

eZn ci

eZn h
39

Et2N JCOOMe MeOOQOC.

+
))>§00Me MeOOC

42

DMAD

Dostepna literatura zawiera liczne przyktady reakcji cnaminotionéw z dicnofi-
lami zawierajgcymi podstawniki elektronoakccptorowe. Dotychczas nic zostaty nato-
miast opisane udane préby cykloaddycji z odwréconymi wymaganiami elektrono-
wymi z udziatem tych heterodiendw.

3.SYNTEZA | REAKTYWNOSC a,p-NiENASYCONYC11 TIOAMIDOW

Kolejna grupa zwiazkéw zawierajacych ukfad I-tia-1,3-butadicnu sg a,p-nic-
nasycone tioamidy. Wiekszo$¢ powszechnie stosowanych metod otrzymywania tych
potgczen polega na tionowaniu odpowiednich amidéw za pomocg odczynnika La-
wessona [30].

° P4S10/p, AcCl/py

aceton

45

Schemat 14
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Fishwick i wspét. [31, 32] otrzymali amid kwasu tiocynamonowego 44 w wy-
niku bezposredniego dziatania pieciosiarczkiem fosforu na amid 43. Autorzy stwier-
dzili, ze tioamid 44 jest nieaktywnym heterodienem. Dopiero po wprowadzeniu
nadmiaru chlorku acetylu do srodowiska reakcji nastepowata cykloaddycja, w wy-
niku ktorej utworzyt sie tylko jeden produkt o strukturze 45 (Schemat 14).

Uzyskany analogiczng metoda 7V-etyloamid kwasu tiocynamonowego 46 pod
wptywem chlorku acetylu takze tworzyt produkt o strukturze 3,4-dihydro-2//-tiopi-
ranu [31]. Acetylowaniu ulegata wylacznie grupa aminowa w potozeniu 6 pierscie-
nia tiopiranowego. Na podstawie zaawansowanych technik NMR ustalono, ze ba-
dane produkty sa diastereoizomerami endo. Powyzsze przyktady wskazuja ze oprécz
tiochalkonow, takze a,p-nienasycone tioamidy ulegaja dimeryzacji, stuzac zaréw-
no jako heterodieny, jak i dienofile.

Wykorzystanie procedury polegajacej na acylowaniu a,P-nienasyconych tio-
amidéw umozliwito autorom synteze kolejnych potgczen [33].

r N-Mc

4:1 49

51

(OFt

1:4 54

Schemat 15
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W cykloaddycjach z udziatem innych dienofili zawierajgcych podstawniki elek-
tronoakceptorowe, np. z A*-metylomaleimidem 47 uzyskiwano w przewadze pro-
dukt endo 48. Jednak juz w reakcji z cyklopentencm 50 tworzyt sie wytgcznie pro-
duktegzo 51. W cykloaddycji z odwrdconymi wymaganiami elektronowymi, z udzia-
tem eteru etylowo-winylowego 52 uzyskano zwigzki 53 i 54 z niskg wydajnoscia
(Schemat 15). Produkty te tworzyty sie regioselektywnie, z grupg etoksylowa w po-
zycji 2 pierscienia tiopiranowego. Powstawat ponadto czterokrotny nadmiar diaste-
reoizomeru 54.

Wykorzystujac mozliwo$¢ zachodzenia reakcji pomiedzy acylowanymi tioami-
dami a eterami winylowymi, zaprojektowano substraty 55a,b, ktére pod wptywem
chlorku acetylu ulegaty wewnatrzczasteczkowej cykloaddycji (Schemat 16). Uzy-
skano w ten sposob produkty 56a,b, zawierajgce dwa pierscienic heterocykliczne
usytuowane trans wzgledem siebie [34],

H
AcCl/ py
aR=Me
b:R=Et 56a,b
Schemat 16
H AcCl/ py> Ac O
95%
>98 %d.c.
Ph Ph
57 58
Ar = l-naftyl
Schemat 17

Badano takze wptyw pomocnikéw chiralnych na diastercoselcktywno$é cy-
kloaddycji acylowanych tioamidéw zJY-fenylomaleimidem oraz cyklopcntenem [35],
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Przyktadowo, w reakcji substratu 57, podstawionego odpowiednio dobrang chiral-
ng aming i cyklopentenem jako dienofilem otrzymano tylko jeden produkt 58 spo-
§rod czterech mozliwych, z nadmiarem diastereoizomerycznym d.e. > 98% (Sche-
mat 17).

Przeprowadzono ponadto préby cykloaddycji z udziatem tioamidéw acylowa-
nych chiralnymi chlorkami kwasowymi [35]. W reakcjach tych uzyskano jednak
niewielkie wartosci nadmiaru diasterecizomerycznego.

Zespo6t badaczy japoniskich opracowatl metode funkcjonalizacji [5,6]fulle-
renu-C@ wykorzystujacg cykloaddycje heterodienowg z udziatem substratu 59,
0 budowie 1-tiabutadienu, pozbawionego zawady sterycznej [36], Pod wptywem
acylowania chlorkiem acetylu lub benzoilu 60a,b ukiad ten stawat sie na tyle akty-
wny, iz mogt reagowac z fullerenem (Schemat 18). Powstajace produkty 61a,b, jak
twierdzili autorzy, byty pierwszymi potgczeniami, w ktorych atom siarki wigzat sie
bezposrednio z powierzchnig C&0

4. REAKTYWNOSC ZWIAZKOW TIOKARBONYLOWYCH SPRZEZONYCH
Z UKLADAMI AROMATYCZNYMI

Odrebna grupe zwigzkow, ktdra znalazta zastosowanie jako heterodieny w reak-
cjach hetero-Dielsa-Aldera, stanowity polgczeniaz grupami tiokarbonylowymi sprze-
zonymi z karbocyklicznymi lub heterocyklicznymi uktadami aromatycznymi.

Substraty o strukturze niesymetrycznych tionéw 62 i 64 otrzymano w reakcji
odpowiednich ketondw z odczynnikiem Lawessona [37]. Zwiazki 62 ulegaty cyklo-
addycji z bezwodnikiem maleinowym tworzac sterecizomery egzo 63 (Schemat 19).
Analogiczna reakcja z udziatem heterodienéw 64 zawierajacych grupe 2-tienylowg
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prowadzita z niewielka wydajnoscig do cykloadduktow, ktére ulegaty izomeryzacji
do produktéw 65 z odtworzonym aromatycznym uktadem tiofenu.

63
Ar = Ph,
mezytyl
65
Ar= Ph,
4-Cl-CeH4,
mezytyl
Schenet 19
COOR
EI3N  fi
——p <4
Ar=Ph, R=Me, Et,
4-CH30-C 6H4, -CH2-C=CH
mezytyl

Schemat 20
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Hetcrodieny 62 zawierajace grupy 2-furylowe oraz 2-tienylowe poddano row-
niez reakcjom z estrami kwasu cc-bromoakrylowego 66 w obecnosci trietyloaminy
utatwiajacej eliminacje bromowodoru z nietrwatych cykloadduktdw 67 [38], Otrzy-
mane zwigzki 68 zawieraty uklady orto-chinoidowe, ktore znane sg ze znacznej
reaktywnosci (Schemat 20). W niektorych przypadkach produkty 68 ulegaty samo-
rzutnej izomeryzacji z odtworzeniem uktadu furanowego.

Tendencja do odtworzenia uktadu aromatycznego zaznaczata sie jeszcze silniej
w przypadku pochodnych tiofenu 64. Wiekszos¢ utworzonych cykloadduktéw pod
wplywem trietyloaminy, ulegata eliminacji bromowodoru oraz izomeryzacji pole-
gajacej na przesunieciu protonu tworzac produkty 70. Tylko w przypadku tionu
zawierajgcego podstawnik mczytylowy wyizolowano niezmieniony produkt 69
(Schemat 21).

Br\ "COOR
COOR

2. Et3N

64 70
R = Me, r-butyl, Ar = CEH5
—C€Ho-C=CH

Schemat 21

Wykorzystanie reagentdw metaloorganicznych w reakcjach tionowania otwo-
rzyto nowe mozliwosci syntezy a,“-nienasyconych zwigzkdw tiokarbonylowych.
Dzieki zastosowaniu siarczku bis(dimctyloglinu) dostepna stata sie synteza ukia-
déw nieosiggalnych innymi drogami [39]. Przykfadowo, aldehyd cynamonowy pod-
dany dziataniu tego odczynnika ulegat przemianie do pochodnej tiokarbonylowej,
ktora ulegata dimeryzacji z utworzeniem produktu o strukturze 1,2-ditianu. W reak-
cji tionowania furfuralu 71 w analogicznych warunkach nie nastepowata dimeryza-
cja, jednak tioaldehydu furylowego 72 takze nie udato sie wyizolowac. Stwierdzo-
no, ze tioaldehyd 72, powstajacy jako produkt posredni, moze reagowac zardwno
jako heterodicn, jak i hetcrodienofil. Generowanie tioaldehydu 72 in situ w obecno-
$ci cyklopentadienu prowadzito do cykloadduktu 73. W reakcji z norbomadienem
tioaldehyd 72 reagowat jako hetcrodienofil tworzac cykloaddukt 74, zawierajgcy
czesciowo uwodorniony uktad furanu skondensowany z pierscieniem tiopiranowym
(Schemat 22). Zwiagzek 74, pod wptywem kwasu tatwo ulegat izomeryzacji do pro-
duktu 75 z odtworzonym uktadem heteroaromatycznym. W analogiczny sposéb
uzyskano pochodne aldehydu 2-tienylowego.
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75

Schemat 22

Odczynnik metaloorganiczny umozliwit ponadto uzyskanie z acetalu akro-
leiny 76 tioakroleiny 77, kt6ra spontanicznie ulegata dimcryzacji prowadzacej do
mieszaniny regioizomerow 78 i 79. Podczas prob reakcji z norbornadienem otrzy-
mano jedynie niewielkg ilos¢ oczekiwanego cykloadduktu 80, poniewaz gtéwnymi
sktadnikami mieszaniny poreakcyjnej okazaty sie dimery tioakroleiny 78 i 79 (Sche-
mat 23).

OEt

Schemat 23

Znane sg takze nieliczne przyktady wykorzystania jako heterodienéw zwigz-
kow tiokarbonylowych sprzezonych z kaibocyklicznymi uktadami aromatycznymi
[40]. Przyktadowo zwigzek 81 w reakcji z norbomenem tworzyt trwaty cykload-
dukt 82 z dobra wydajnoscia. Na podstawie badan krystalograficznych ustalono, iz
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produkt 82 jest diastereoizomerem egzo. Podobnej reakcji ulegat ditiotakton83 (Sche-
mat 24), jednak powstajacy cykloaddukt 84 w wyzszej temperaturze ulegat izome-
ryzacji z odtworzeniem uktadu naftalenu.

.............. >.
A, 80°C
0.,
A, 80°C
Schemat 24
BUNN
86 85 ® ®OTT
A
il il 1
R
87a,b H A KA
w 0+ VvV o*
a: Ar = 4-CH3-C6H4, R = CH3 R R
88a,b 89a,b
Schemat 25

Stwierdzono, ze pochodne tiobenzofenonu ulegajgréwniez reakcji hetero-Diel-
sa-Aldera [41]. Reaktywnym dienofilem uzytym w tych cykloaddycjach byt ben-
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zyn 86, generowany in situ z substratu 85 pod wptywem fluorku tetrabutyloamo-
niowego. Benzyn reagowat z hetcrodienami 87a,bjuz w temperaturze 0°C, tworzac
niewielkie ilosci cykloadduktow 88a,b. Gtdwnymi produktami byly i/omeryczne
zwigzki 89a,b o strukturze dibenzo-2//-tiopiranu. W wyzszych temperaturach uzy-
skiwano wytgcznie produkty izomeryzacji 89a,b (Schemat 25).

Stwierdzono, ze pochodne tiobenzofenonu nie zawierajgce podstawnikdw akty-
wujacych nie ulegaty cykloaddycji. Reakcji tych nie udato sie tak/e powtdrzyc¢ przy
wykorzystaniu innych dostepnych prekursoréw benzynu.

PODSUMOWANIE

Przedstawiony przeglad literaturowy wskazuje, iz najbardziej efektywng me-
toda konstrukcji pierscienia tiopiranowego jest cykloaddycja heterodienowa z udzia-
tem I-tia-1,3-butadiendw. Zaletg tej metody jest mozliwos¢ uzyskania w jednym
etapie reakcji zwigzkow zawierajacych podstawniki o przeciwnych wiasciwosciach
elektronowych. Reakcje z udziatem niesymetrycznych dienofili cechujg sie bardzo
wysokaregioselektywnoscia. Wysoka diastereoseleklywnos¢ cykloaddycji umozli-
wia ich zastosowanie w syntezie asymetrycznej. Zwigzki o strukturze tiopiranu sta-
nowig ponadto cenne substraty w syntezie wiclopodstawionyeh pochodnych tiofe-
nu, cyklopentenu oraz uktadéw policyklicznych.
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Abstract

Wykaz skrétow

Wprowadzenie

1. Choroba Alzheimera, udziat peptydu P-amyloidowego w procesach neurodegene-
racyjnych.

2. Sekwencje i konformacje fragmentéw PAP obecne w patogenezie choroby Alzhei-
mera

3. Postulowane przyczyny neurotoksycznosci PAP

4. llipoteza wolnorodnikowcgo mechanizmu toksycznosci pAP. Korelacja pomiedzy
obecnos$cig metioniny w czasteczce peptydu i kompleksowaniem miedzi a neuro-
toksycznoscia.

Podsumowanie

*Cze$¢ materiatu przedstawionego w pracy byta prezentowana podczas konferencji I\b/\errﬁai,lmrosl(plrrdddarq
Szkota Fizykochemii Organicznej organizowanej przez Wydziat Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz Sekcje Fizykoche-
mii Organicznej Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Karpacz 10-15 czerwca 2002.
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ABSTRACT

This short review gives an overview over the oxidation mechanism of methio-
nine (Met) relevant for processes which may lead to the oxidation of amyloid
B-peptide (PAP) involved in the pathogenesis of the Alzheimer disease. The PAP-
structurc dependent Cu"-catalyzed oxidation of C-terminal Met3 seems to be the

key to the known propensities of this peptide to form reactive oxygen species and
free radicals.
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AD

APP
PAP

CD

CJD
2D-NMR

EPR

ESI-TOF MS

FALS

FDMR

FR
hGH
MD
PrP
PrPc
PrP&
ROS
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WYKAZ SKROTOW

Alzheimer s disease, choroba Alzheimera (chA)

amyloidprecursor protein, biatko prekursor amyloidu

beta amyloidpeptide, amyloidalny bela peptyd

circular dichroizm, dichroizm kotowy

Creutzfeldt-Jakob disease, choroba Jakoba-Creutzfeldta (CMC)

two dimensional nuclear magnetic resonance, dwuwymiarowy magne-
tyczny rezonans jadrowy

electron paramagnetic resonance - ESR  electron spin resonance,
elektronowy rezonans paramagnetyczny (liRP)

electrospray ionization time-of-fliglit mass spectrometiy, spektrometria
masowa oparta na pomiarze czasu przelotu jonéw (TO!; MS) ?elektro—
rozpylaniem (ESI) jako metoda jonizacji

familial amyotrophic lateral sclerosis, rod/inne stwardnienie boczne
zanikowe

fluorescence detected magnetic resonance, rezonans magnetyczny
z detekcja fluorescencyjng

free radicals, wolne rodniki (WR)

human growth hormone, ludzki hormon wzrostu

molecular dynamics, dynamika molekularna

prion protein, biatka prionu

prion protein cellular isoform, biatko prionowc forma ,,prawidtowa”
prionprotein scrapie isoform, biatko prionowc forma ,,nieprawidtowa”
reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu (RIT)
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WPROWADZENIE

Przedstawiona ponizej praca nie pretenduje do catosciowego podsumowania
stanu wiedzy na temat patogenezy neurodegeneracyjnej choroby Alzheimera. Od-
nosniki do szerszych i przeprowadzonych pod innym katem opracowan, ukazuja-
cych sie corocznie w ogromnej liczbie, mozna znalez¢ w intemecie pod adresami:
www.alzheimers.org,www.alzheimers.org.uk,www.alzhforum.org, www.alzhei-
mer.pl, a przede wszystkim w bazie danych MEDLINE/PubMed prowadzonej przez
National Library of Medicine (USA) pod adresem www.nlm.nih.gov. Kilka z nich,
ktére ukazaty sie w ostatnich latach, pozwalamy sobie wskazaé czytelnikowi
[1-29]. Celem pracy jest natomiast pokazanie wjaki sposob informacje struktural-
ne oraz koncepcje mechanistyczne opracowane przez fizykochemikoéw z wykorzy-
staniem wspdtczesnych metod badawczych moga pomdc w zrozumieniu przyczyn
i mechanizmu lej choroby. Znaczna cze$¢ pracy zostata poswiecona utlenianiu gru-
py tioeterowej w metioninie, ktére, jak sie przypuszcza, moze miec istotne znacze-
nie w inicjacji proceséw rodnikowych w chorobie Alzheimera. Poznanie tego me-
chanizmu w uktadach modelowych nie bytoby mozliwe bez uzycia zaawansowa-
nych metod spektroskopowych, takich jak radioliza impulsowa, fotoliza laserowa,
techniki izolacji matrycowej, spektroskopia EPR Cy spektroskopia ramanowska.

1. CHOROBA ALZHEIMERA, UDZIAL PEPTYDU p-AMYLOIDOWEGO
W PROCESACH NEURODEGENERACYJNYCH.

Choroba Alzheimera (AD, Alzheimer s disease) jestjednym z gtéwnych powo-
doéw otepienia starczego (demcncji). Ocenia sie, ze u okoto pietnastu procent oséb
powyzej szeS¢dziesigtego pigtego roku zycia, ktore cieipiaz powodu otepienia, ponad
potowa przypadkow chorobowych jest zwigzana z AD. Przy czym, og6lny procent
przypadkow otepienia podwaja sie wraz z wiekiem mniej wiecej co dwadziescia lat
[14, 15, 24], Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, kluczowym dla patogenezy AD
jest powstawanie i pozakomérkowa agregacja peptydu P-amyloidowego ((3AP) [30]
(poli-peptydu o0 masie czasteczkowej rzedu4-4,5 kDa [31]), ktdrej towarzyszy pod-
wyzszona ilos¢ PAP obserwowana we wszystkich dziedziczonych formach choro-
by. Agregacja PAP w rejonach mézgu szczegdlnie podatnych na procesy neurode-
generacyjne jest jednym z podstawowych kryteriéw diagnostycznych tej choroby.
Przewazajaca liczba badan wskazujgcych na fakt, ze PAP jest toksyczny wobec
neurondéw i klonowanych kultur linii komérkowych [32—34], prowadzi do szeroko
podzielanego przekonania o szczeg6lnej roli pAP w patogenezie AD [35].
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2. SEKWENCJE | KONFORMACJE FRAGMENTOW pAP OBECNE
W PATOGENEZIE CHOROBY ALZHEIMERA

Peptyd pAPI-42 (sekwencja w kodzie jednoliterowym: DAEFRH((DSGY-
EVH,3H ,QKLVFFAEDVGZENKGAIIGLA/BV GGV VAAR) zostat zidentyfiko-
wany jako gtowny sktadnik ztogéw pozakomoérkowych podczas gdy fragment PAP1-
40 jest gtdwng sekwencja cyrkulujaca w ptynie médzgowo-rdzeniowym [36, 37].
Inne fragmenty petnej sekwencji PAP25-35 oraz pAP31-35, dla ktdrych metodami
putapek spinowych/EPR stwierdzono zdolnos¢ do tworzenia wolnych rodnikow
(¥R,free radicals) lub/i tzw. reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species
[38]), potaczong z neurotoksycznoscia/« vitro [39], okazaty sie by¢ mniej znaczace
in vivo. Badania strukturalne PAP1-40 i pAPI-42 w uktadach micclarnych metoda
2D-NMR/MD [40, 41], pokazaty, ze rodzimy pAP pomiedzy resztami aminokwa-
sowymi 1-14 i 37-40(42) ma strukturg nieuporzadkowana, posiada tez dwa odcinki
a-helikalne 15-24 i 28-36 rozdzielone przez zagiecie okoto reszt 25-27 [40, 42],
Stwierdzono ponadto, ze utlenienie Met®do sulfotlenku w PAP 1-40 zaburza struk-
turg C-koncowej helisy [43]. Podobne badania strukturalne wykonane dla N-kon-
cowego fragmentu peptydu PAP 1-28 w rozcieficzonym roztworze wodnym
(< 300 fiM, pH 5,6) [44], pokazaty kompletny brak helikalnosci, ktdra pojawia sie
dopiero po przejsciu do innych rozpuszczalnikow [45 -47]. Co wielce znamienne,
wprowadzenie kationéw Cu2+i Zn2+do ujemnie natadowanego $rodowiska lipido-
wego indukuje w pAPI-28 i pAPI-42 zmiany konformacyjnc od P-kartki do a-hc-
lisy, ktérym towarzyszaoligomeiyzacja peptydu i pojawienie sie zdolnosci do prze-
nikania przez membrany [48].

3. POSTULOWANE PRZYCZYNY NEUROTOKSYCZNOSCI pAP

Jako przyczyny neurotoksycznosci PAP wymienia sie (i) oddziatywanie z re-
ceptorami powierzchniowymi komérek [49] lub niektérymi receptorami neuropep-
tyddw [50] (ii) uszkodzenie membran komaérkowych [16, 51] i/lub tworzenie kana-
t6w jonowych [17, 52] i zwigzane z tym (iii) naruszenie homeostazy jonowej ko-
morki [28, 34, 53], (iv) tworzenie wolnych rodnikow i/lub reaktywnych form tlenu
prowadzgce do utleniania lipidow i biatek [26, 39, 49, 54].

4. HIPOTEZAWOLNORODNIKOWEGO MECHANIZMU
TOKSYCZNOSCI p-PEPTYDU KORELACJA POMIEDZY OBECNOSCIA
METIONINY W CZASTECZCE PEPTYDU | KOMPLEKSOWANIEM
MIEDZI ANEUROTOKSYCZNOSCIA-

Hipoteza wolnorodnikowego mechanizmu toksycznosci P-pcptydu wydaje sie
by¢ bardzo racjonalna gdyz mdzg chorego na AD charakteryzuje sie wieloma symp-
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tomami stresu oksydacyjnego i wysokim poziomem redoksowo-aktywnych metali
przejéciowych takich jak CuiFe [7,9,20-23,29,35,53,55-72] (chelatowanie kt6-
rych byto nawet proponowanejako metoda terapii AD [18,73,74]). Jakkolwiek nie
opracowano jeszcze szczeg6towego mechanizmu chemicznego powstawania wol-
nych rodnikéw i reaktywnych form tlenu zaleznego od (1AP [60], to przedstawiono
dowody na ,,spontaniczne” utlenianie i fragmentacje pAPI-40 w roztworze buforo-
wym z jednoczesnym powstawaniem wolnych rodnikéw, ktore zidentyfikowano
metoda putapek spinowych [58], W istocie, zalezne od (3AP powstawanie wolnych
rodnikéw i reaktywnych form tlenu zostato zidentyfikowane jako potencjalnie zna-
czaca droga patologii AD, gdyz przynajmniej czesciowo, neurotoksycznos¢ PAP
wydaje sie korelowac ze zdolnoscig PAP do samorzutnej redukcji Cu" komplekso-
wanej przez ten peptyd (zawartos¢ Cu w ztogach siega 400 jaM [75]) i tworzenia
wolnych rodnikéw [72, 76J.

Ostatnio pokazano [77], zc Cu" kompleksowana przez pAPI-16, pAPI-28,
PAP 1-40, ktéra w obecnosci fizjologicznego stezenia kwasu askorbinowego
(ca 720 |.IM) anacrobowo redukuje sie do Cul(w reakcjach przedstawionych sche-
matycznie jako 1i2, gdzie AH , A" i A oznaczajgaskorbinian, anionorodnik askor-
bylowy i dehydroaskorbinian),

Cu" rAH ==& Cul+ A-+ H+ (1
Cu"+A” - w Cul+A 2

moze w obecnosci tlenu lub H,0, katalizowa¢ wolnorodnikowe utlenianie peptydu
w procesie Fentona [8, 38, 69, 78-81] podobnie jak to ma miejsce w przypadku
innych biatek [8, 78, 79, 82-84] jak np. ludzki hormon wzrostu (hGH) [85] czy
biatko PrPss ktdre gromadzi sie w tkance mozgowej chorych dotknietych przez
chorobe Jakoba-Creutzfeldta [23, 86].

Zidentyfikowane metodg (ESI-TOF) MS/MS produkty utleniania PAP tj.
2-0kso-His wskazujg, ze gtbwnym obiektem ataku generowanego w procesie Fen-
tona rodnika "OH sg przede wszystkim aminokwasy HisB3i His}4 a w drugiej kolej-
nosci His6 i Tyrl0[77]. Jest to réwniez posredni dowdd na to, ze to wiasnie reszty
His13 His}4 His0i Tyrl0komplcksujg Cu, co jest zgodne z wynikami badan spektro-
skopii 1iPR [48, 76] i Ramana [87]. Mniejszg podatnos¢ His6niz HisB3i His4na
utlenianie wyjasniono sugerujac, z¢ His(ma obnizong gestos¢ elektronowa w wyni-
ku tworzenia mostka z drugim kompleksem Cu"-PAP podobnie jak to zaobserwo-
wano dla His@ltgczacej jony Cu" i Znllw wotowej dysmutazie ponadtlenkowej [88].
Z drugiej strony, zwigzanie Tyrl0z jonem Cu poprzez tlen fenolowy obniza gestos¢
elektronowg w pierscieniu aromatycznym co obniza statg szybkosci hydroksylacji
(utleniania) tak, zc kompleksowana Tyr niejest w stanie konkurowaé z resztami His
[77].

Ostatnio odkryto silng tendencje rodzimego PAP do redukcji kompleksowa-
nej przez peptyd Cu" [72, 76], Co wazne, ani skrocona na C-koncu sekwencja



466 D. POGOCK.I, K. SERDIUK

(LAP1-28, ani skrdcona na N-korcu sekwencja PAP25-35 nie redukujg Cu". Na tej
podstawie postuluje sie, ze zwigzana przez reszty His na N-koncu pcptydu Culljest
redukowana przez elektron pochodzacy z C-koncowej reszty Met [72,76, 89], Brak
redukcji jonu Cullprzez (3AP1-42 podstawiony w pozycji 35 sulfotlcnkicm metioni-
ny (MetO) lub norleucyng (Nie) [72] wydaje sie potwierdzac te hipoteze.

Jednakze, réznica pomiedzy ..V [76] a potencjatem anodowym utlenia-
nia Met » 1,5 V [90-94] wynoszaca ® 1,0 V, w normalnych warunkach powinna
zapewni¢ przesuniecie rownowagi reakcji 3 w lewg strone, a wiec nie powinno
dochodzi¢ do redukcji Cull

MetS + Cu" 55=*= MetS'f + Cul ©))
ki

Z drugiej jednak strony, obydwa produkty reakcji, MctS' 1i Cul moga by¢ wydajnie
usuwane z réwnowagi 3 a w rezultacie rownowaga ta moze by¢ przesunieta w pra-
wo. W swojej pracy przegladowej [95] Schoncich zacytowat przyktad podobnej
sytuacji majacej miejsce podczas utlenianiap-ksylenu przez Celv, gdzie réwnic nie-
korzystne termodynamicznie przeniesienie elektronu napedzane jest przez nastepu-
jacg po nim silnie egzoenergetyczna reakcje deprotonacji prowadzaca do powstania
rodnika 4-metylobenzylowego [96]. Kationorodniki MctS'1takze ulegajg szybkiej
deprotonacji (reakcje 4a i 4b) [97], z szacowang pA~*MetS']) ~ -6 (zblizona do
ArCH*+wp-ksylenie) dla deprotonacji w pozycji y (reakcja 4a) i p/*MctS") ~-2
dla deprotonacji w pozycji e (reakcja 4b) [89].

MetS'++ B Mct(-'CHSCH.,) + BH' (4a)
MetS*+B -> Met(-CH2SCH*) + BH* (4b)

Stad przez analogie do uktadu/;-ksylcn/Celv, jednoelektronowe utlenianie Met®
w PAP przez Cullnie powinno by¢ uwazane za niemozliwe, jakkolwiek jego prze-
bieg jesli jest ,,napedzany” reakcjami 4a i 4b, wiasciwie nic powinien zaleze¢ od
struktury peptydu.

Zalezne od obecnosci O, powstawanie HD, podczas inkubacji PAP 1-42 [76]
sugeruje ze Culjest usuwana z rownowagi 3, najprawdopodobniej przez tworzenie
komplekséw Cur/ponadtlenkowych (reakcja 5) [98, 99], ktdre moze prowadzi¢ do
powstawania anionorodnika ponadtlenkowego ulegajgcego dysmutacji z wytwo-
rzeniem H,0, [38].

Cu'+02 m Cull.O™ 5)

ki
Istniejg takze inne przyczyny, mogace wptywac na rbwnowage 3, wspierajac pow-
stawanie MetS'+ W ogdlnosci procesy jednoelektronowego utleniania tioeteréw orga-
nicznych przebiegajg z udziatem grup sasiadujacych, ktore kinetycznie i termody-
namicznie stabilizujg kationorodnik tioeterowy (jak np. MctS") poprzez tworzenie
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komplekséw typu kationorodnik-nukleofil [100-103], Mozna to przedstawi¢ ogol-
ng reakcja 6, w ktorej X reprezentuje heteroatomy S, Se, Te, O, N, P, Cl, Br, i |
(L = ligand organiczny, m =0-2; n=0,1).

RS- + (L X)- [RSXLI<*>+ (6)
ki,

Stabilizacja utlenionego centrum siarkowego moze zachodzi¢ poprzez naktadanie
obsadzonego orbitalu/; (HOMO) heteroatomu z pojedynczo obsadzonym orbitalem
p siarki (SOMO) prowadzace do powstania wigzania trojelektronowego typu
2d\o\ w ktérym stany dwoch elektrondw sg opisywane przez orbital molekularny
typu ¢ (wigzacy) ajednego elektronu przez orbital antywigzacy o' [100,104,105],
Co w przypadku Met moze obniza¢ potencjat redukcji MetS'+[90] zwiekszajac kz
i odpowiednio zmniejszajac k'y Wigzania typu 2c/lc*, jakkolwiek stabsze od wia-
zania pojedynczego [106, 107] (AE dysocjacji rzedu 100 Id mol'1[89, 101, 104,
108-111]), sa trwate w roztworach wodnych w skali czasowej od nano- do submili-
sekundowej. Rodniki z wigzaniem 20/Ic* charakteryzuja sie absorpcja w zakresie
UV-Vis, z reguty wystepujacajako szerokie i pozbawione struktury pasmo (w pierw-
szym przyblizeniu przypisane przejsciu elektronowemu gh>c’ [112]), ktérego po-
to-Zenie silnie zalezy od czynnikdw wptywajgcych na gestosé elektronowgna orbi-
talu antywigzacym o* takich jak elcktrodonorowos$¢ podstawnikéw przy siarce
[104, 113] czy ograniczenia przestrzenne w naktadaniu sie orbitali donora i akcep-
tora [100, 104, 114, 115).

Obserwacje powstawania krdotkozyjacych komplekséw z wigzaniami trojelek-
tronowymi umozliwiajg techniki czasowo-rozdzielcze spektroskopii, takie jak ra-
dioliza impulsowa z detekcjg UV-Vis [116] lub FDMR [117] i fotoliza laserowa
[118], pracujace w rezimie submikrosekundowym, a takze w ukladach kriogenicz-
nych, dla ktérych stosuje sie metodamy izolacji matrycowej z detekcjagUV-Vis [115].
Oprocz tego niesparowane elektrony w wigzaniach typu 2g/1c* absorbuja promie-
niowanie elektromagnetyczne o czestosciach mikrofalowych dajac sygnat w wid-
mie EPR [119 126]. Ukazaly sie ponadto nieliczne prace wykorzystujgce spektro-
metrie masowg [127 129], oraz spektroskopie ramanowskg [130, 131] do detekcji
wigzan 2c/lct.

W przypadku [JAP jedynym nuklcofilcm w bezposrednim otoczeniu MetZjest
wigzanie peptydowe. Ostatnio przedstawiono eksperymentalne dowody oddziaty-
wania pomiedzy kationorodnikiem tioeterowym a tlenem wigzania peptydowego
podczas jednoeleklronowcgo utleniania Met w modelowym amidzie N-acetylome-
tioniny [132], oraz peptydacli glicylo-metionylowych [133]. Wyniki te, otrzymane
metoda radiolizy impulsowej z detekcjg UV-Vis i konduktometryczng, potwierdza-
ja potencjalng role tego rodzaju mechanizmu we wspomaganiu utleniania Met
w PAP. Poniewaz w kilku przypadkach pokazano, iz podobne wigzania moga pro-
mowac jcdnoclektronowc utlenianie zwigzkéw modelowych [134], pojawito sie przy-
puszczenie ze podobny mechanizm moze towarzyszy¢ utlenianiu PAP.
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Opierajac sie na rezultatach badarn wykonanych dla modelowych peptydow
przedstawiono hipoteze, ze jednoelektronowe utlenianie Met3 w PAP jest ulatwia-
ne przez efekt grupy sasiadujacej, gdyz w a-helikalnym C-koncowym fragmencie
PAP lledljest potozonabardzo blisko Met® (Srednia odlegtosé S-O pomiedzy Metd
i 11e3l-C=0 w optymalizowanych strukturach « 3,6 A [42], jest bliska sumie pro-
mieni Van der Waalsa tych atoméw = 3,3 A [135]). Dzieki temu tworzenie wigzania
trojelektronowego siarka-tlen moze stabilizowac powstajacy w procesie jednoelek-
tronowego utleniania Met® kationorodnik MetS™',

Poniewaz bezposrednia detekcja eksperymentalna powstawania wigzania
(S-O) w PAP z uzyciem czasowo-rozdzielczej spektroskopii jest utrudniona ze
wzgledu na niewielka rozpuszczalnos¢ peptydu, hipoteza ta zostata czeSciowo po-
twierdzona z uzyciem metod modelowania molekularnego. Modelowanie pokaza-
fo, ze dzieki specyficznym wihasnosciom strukturalnym fragment pAP26-40, repre-
zentatywny dla rodzimego PAP 1-42, przejawia wiekszg tendencje do tworzenia wig-
zania (S-O) pomiedzy 11e3C=0 i MetHniz modelowy PAP26-36, czy peptyd o od-
wréconej sekwencji pAP40-26 [136]. Obliczenia wykonane dla peptydu PAP26-
40(11e3IPro) pokazaty tez, ze peptyd PAPI-40(lIc3Pro) w ktérym lleH zastapiono
przez Pro (naruszajac strukture a-helisy), powinien by¢ daleko mniej toksyczny niz
rodzimy pAP, gdyz mutacja taka obniza ,,czesto$¢ spotkan” pomiedzy centrum siar-
kowym a tlenami wigzan peptydowych [136]. W ostatnim czasie wyniki tych obli-
czen zostaty potwierdzone w eksperymencie, ktdry jednoznacznie pokazat, ze muta-
cja lle3Pro w PAP1-42 prowadzi do zmniejszenia stresu oksydacyjnego i komplet-
nie znosi neurotoksycznos¢ peptydu [137], Kluczowy dla procesu wydaje sie fakt,
ze w rodzimym pAP reszty Metdi lledl nalezg do C-koricowego odcinka a-helisy,
ktorej topologia zapewnia bliski kontakt centréw aktywnych [42], podczas gdy
w pAPI-42(1le3Pro) otoczenie Met® nie ma struktury hclikalnej, na co wskazujg
wyniki spektroskopii dichroizmu kotowego (CD) [137], Jest to tym bardziej intere-
sujace, ze stosunkowo silne oddziatywania ,,niewigzace” pomiedzy siarkg a tlenem,
podobne do obserwowanych w szeregu bioczastcczek [138-140], mogg dodatkowo
stabilizowa¢ a-helise w pAP, jednoczes$nie promujac jego neurotoksycznosc.

Nalezy podkresli¢, ze jednoelektronowe utlenienie Met do MetS™ stanowi do-
piero poczatek taincucha przemian rodnikowych jakie moga zachodzi¢ z udziatem
PAP [39, 95]. Kationorodnik MetS% lub jego kompleks z nukleofilem ostatecznie
ulega deprotonacji w praktycznie nieodwracalnych reakcjach 4a i 4b [89], co
w obecnosci tlenu otwiera droge powstawania rodnikow ponadtlonkowych (reak-
cja 7).

R-S-CH-R +02  R™-S--CH(-00) R )

Rodniki ponadtlenkowe sa klasycznymi inicjatorami peroksydacji lipidéw [38], zja-
wiska silnie zwigzanego z utlenianiem pAP [26,39,141], Inna, alternatywng drogg
zaniku MetS“+in vivo moze by¢ utlenianie endogennych antyutleniaczy takich jak
kwas askorbinowy czy tiole [142], prowadzace do powstawania rodnikdw sulfany-
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lowych (RS, ktére same moga uczestniczy¢ w tancuchowych procesach utleniania
lipiddw i cukrow [143-164]. Wydajnos¢ tych reakcji zalezy od stezenia zreduko-
wanego glutationu GSH, ktory wc wszystkich komdrkach eukariotycznych wyste-
puje w dos¢ wysokim stezeniu, rzedu 1-10 mM [38, 165] (np. w komdrkach pobra-
nych z mdzgu szczura wynosi ono okoto 2 mM, przy czym moze ono by¢ rézne
w réznych obszarach komérki [165], wyzsze w cytosolu nizsze w membranach).
Ponadto, zwiekszony poziom homocysteiny (metabolicznego prekursora GSH) ob-
serwowano w surowicy krwi chorych na AD [166-168]. Mozliwa tez jest bardzo
szybka reakcja 8 (kH~ 5 x 108 M~s') [169, 170] z anionorodnikiem ponadtlenko-
wym, zrédlem ktoérego moze by¢ kompleks powstajacy w reakcji 5, prowadzaca do
powstawania sulfotlenku metioniny (MetO) wykrytego w ztogach amyloidu [171].

MctS*4+0'- -» 2MetO (8)

Oczywiscie, dla “AP taki mechanizm powinien zaleze¢ od odlegtosci pomiedzy
kompleksem ponadtlcnkowym Cu"..O;" a MetS* Proces ten zachodzitby z pomijal-
nic matg energig aktywacji jesli dynamika peptydu pozwolitaby na kolizje pomie-
dzy Cuu..0* a MetS' 1w skali czasowej rzedu nanosekund (tj. znacznie krétszej niz
Sredni czas zycia MetS™ lub jego komplekséw z nuldeofilami [97, 132]). Przepro-
wadzone ostatnio przez nas badania z uktadami modelowymi zawierajacymi Met
pokazaty, ze reaktywne produkty przejsciowe Met moga oddziatywac z oddalony-
mi grupami funkcyjnymi dzieki duzej gietkosci i dynamice tancucha peptydowego
[172]. MetO moze oczywiscie powstawaé w reakcji Met z H70 2generowanym pod-
czas inkubacji PAP [75] (/« vivo, zrodlem H2, moga by¢ np. pobudzone komorki
glejowe, otaczajace ,,rdzen” amyloidu [165], szczegdlnie w obecnosci wykrytych
w ztogach glinokrzemianow [38, 70, 173-177]). Pojawifa sie takze hipoteza, ze
dzieki stosunkowo niskiej energii dysocjacji wigzania Ca-H (ca 361 kJ mol') w Gly
potozonej w antyréwnoleglej p-kartce wodor ten moze by¢ odrywany przez MetS't
z wytworzeniem reaktywnych rodnikéw alkilowych [89, 178], Nie znalazta ona
jednak jak dotychczas potwierdzenia eksperymentalnego.

PODSUMOWANIE

Zgromadzony w wielu o$rodkach naukowych materiat doswiadczalny zdaje
sie potwierdzac szczeg0lng role jakg w patogenezie AD petnig Met®b i komplekso-
wane przez pAP redoksowo-aktywne kationy metali przejSciowych. Konsekwencje
istnienia proponowanego mechanizmu wolnorodnikowego moga nie ograniczac sie
tylko do AD, ale dotyczy¢ mechanizmédw innych chor6b neurodegeneracyjnych,
takich jak CJD (choroba Jakoba-Creutzfeldta) czy FALS (rodzinne stwardnienie
boczne zanikéwec,familial amyotrophic lateral sclerosis). Intrygujacy jest fakt, ze
jak ostatnio pokazano, biatko APP bedace prekursorem neurotoksycznego peptydu
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pAP, oraz PrPc (prekursor PrPS biatka ktére gromadzi sie w tkance mozgowej do-
tknietej przez CJD) petnig podobnarole w organizmie. Rola la polega na posredni-
czeniu w transporcie toksycznej Cu2+na zewnatrz komérki [179-181J.

Ciekawe, ze biatkate, biorgce udziatw detoksykacji komorek nerwowych, moga
w specyficznych, ,,sprzyjajacych” warunkach stanowi¢ dla nich $Smiertelne zagro-

zenie.
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ABSTRACT

Uronic acid are widely encountered in many important biopolymers of plant and
animal origin in the form of glycosiduronic acids. Because degradation takes place during
the hydrolises ofthe polymers only chemical synthesis can afford the great variety of pure
oligosaccharides, needed to explore the structure-activity relationship or to mimic the bio-
logical properties ofthese domains. Due to a low reactivity of uronic acids towards glyco-
sidation an alternative methods ofsynthesis of oligosaccharides containig uronic acid units
are used.

The selective oxidation of carbohydrates derivatives has been intensively studied in
the last decades and continues to be an area oftimely interest. This holds especially for the
conversion to uronic acid. Some common oxidation method for sugar hydroxymethyl
group are collected in this brief review.

Perhaps the most common transition metal in oxidation reagents is chromium. Chro-
mic acid (Jones oxidation) is already so common that the classic version does not deserve
any further comments. The development of milder version of the Jones oxidation began
with the introduction of the Collins oxidation protocol. It has gained very wide use be-
cause of its simplicity (CrO, is added into a dichloromethane solution of pyridine, and
then the alcohol to be oxidized is added). Pyridinium chlorochromate (PCC) is a useful
oxidant for the conversion of alcohols to carbonyls. The reagent is slightly acidic in cha-
racter and the yields are usually better than with Collins'oxidation. The use of aprotic
solvents led to the development of pyridinium dichromate (PDC) as a neutral counterpart
to the Collins oxidation. The advantages ofthis reagent include that only a small excess is
needed (large cxcess of reagents makes large scale work difficult). Some examples of use
of chromic oxidants in sugar chemistry are described in this paper.

In the oxidation of very sensitive molecules, the use of dimethyl sulfoxide together
with a suitable electrophilic compound has proven to be very profitable. A synthetically
important and often used method is the Swem oxidation, where DMSO is activated with
oxalyl chloride. The reaction is performed at low temperature in dichloromethane solu-
tion. The low temperature is essential, since at higher temperature the DMSO-(COCI)2
complex decompose explosively. In order to tie up the HC1 formed during the reaction and
to liberate the alcohol complex, one commonly uses triethylamine as the base. The addi-
tional carbonyl group formed in the oxidation of sugar derivatives is particularly useful
functionality in sugar synthesis. It can function as an electrophilic site or it can be induced
to behave as a nucleophile. Its subsequent over-oxidation with NaC102 leads to uronic
acid. These aspects of use of Swern oxidation are described.

Recently catalytic methods using stable organic nitroxyl radicals like 2,2,6,6,-tetra-
methyl(piperidin-1-yloxyl) [TEMPQ] as mediator have been developed. Reaction with
TEMPO and its derivatives are of industrial interest. Substituted nitroxyl radicals are pre-
pared in large amounts in high yield starting from the inexpensive basic chemicals. Addi-
tionally the mediator TEMPO can be easily recovered in quantitative yield after the oxida-
tion of saccarides.
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WPROWADZENIE

Liczba publikacji ukazujacych sie w ostatnich latach dotyczacych kwasow ura-
nowych ciggle rosnie, co niezbicie Swiadczy o rosngcym nimi zainteresowaniu.
WSsrdd nich szczegdlne miejsce zajmujg prace dotyczace di- i oligosacharydow za-
wierajacych jednostki kwaséw uranowych. Niestety uzyskanie takich fragmentéw
na drodze hydrolizy naturalnie wystepujacych polisacharydow jest bardzo trudne
ze wzgledu na zachodzgce w warunkach reakcji procesy uboczne. Jedyng alternaty-
wajest wiec synteza chemiczna. Ze wzgledu na matg reaktywnos¢ kwasow urano-
wych jako dawcdw glikozylu [la, b] coraz czesciej stosuje sie synteze posrednia,
polegajaca na otrzymaniu odpowiedniego oligosachaiydu, a nastepnie selektyw-
nym utlenieniu terminalnej grupy hydroksymetylowej do karboksylowej. Metoda
ta legta u podstaw naszych zainteresowan i zaowocowata, miedzy innymi niniejsza
praca.

Kwasy uronowe mozna traktowac jako pochodne monosacharydow, w ktorych
utleniona zostata terminalna grupa hydroksymetylowa bez naruszenia grupy karbo-
nylowej. Aby przeprowadzic¢ taki zabieg nalezy wczesniej zabezpieczy¢ grupe kar-
bonylowa przeprowadzajac jg w odpowiedni acetal, czyli glikozyd. Uzyskany gli-
kozyd, w zaleznosci od metody, mozna poddac utlenieniu bezposrednio lub po odpo-
wiednim przygotowaniu (czasami konieczne jest wprowadzenie oston drugorzedo-
wych grup hydroksylowych). Sposrdd wielu metod utleniania zdecydowalismy sie
wybra¢ trzy najczesciej wykorzystywane i przedstawi¢ jc w kolejnosci chronolo-
gicznej.

1. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

Ac - acetyl

DMSO - dimetylosulfotlenek

OAl1 - grupa O-allilowa

OBn - grupa O-benzylowa

OLev - grupa O-lewulinowa

OMOM - grupa O-metoksymetylowa

OTr - grupa O-tritylowa (O-trifenylometylowa)
PCC - chlorochromian pirydyniowy

PDC - dichromian pirydyniowy

TBS, TBDMS - grupa i-butylodimetylosililowa
TEMPO - 2,2,6,6-tetrametylo(piperydyn- 1-yloksyl)

2. UTLENIANIE ZWIAZKAMI CHROMU(VI)

Utlenianie zwigzkami chromu na széstym stopniu utlenienia, ze wzgledu na
swojg prostote i niezawodnos$¢, nalezy do czesto stosowanych metod. Niestety po-
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siada ona réwniez wady. Wszystkie odczynniki utleniajagce musza by¢ uzyte w du-
zym nadmiarze, co szczego6lnie w reakcjach na duza skale stanowi istotne utrudnie-
nie. Nie sposob tez nie wspomnie¢ o wysokiej toksycznosci zwigzkdw chromu.
Mimo to, wiele z nich znalazto zastosowanie w chemii weglowodandw.

CrC8+ H2504 + H20 CXO 3+ pirydyna K2Cr20 7 + H2SO4
(odczynnik Jonesa) (odczynnik Collinsa) kwas dichromowy
[Cr03Cl] [Ccro 7]

chlorochromian pirydyniowy

(PCC) dwuchromian pirydyniowy
(PDC)
Rysunek 1
rodzaj utleniania odczynnik
R-CH2-OH R-CHO PCC, Collinsa, PDC (w CH2C12)
R-CHj-OH R-COOH Jonesa, kwas dichromowy, PDC (w DMF)

Przyktady reakcji utleniania terminalnej grupy hydroksymetylowej z wykorzysta-
niem niektorych z nich zostang przedstawione ponizej.

Metoda Jonesa [2-5] nalezy do jednych z najstarszych metod utleniania alko-
holi do kwaséw karboksylowych. W metodzie tej srodkiem utleniajgcym jest tzw.
odczynnik Jonesa, ktéry stanowi mieszanina tlenku chromu(V1) i wodnego roztwo-
ru kwasu siarkowego. Reakcje najczesciej prowadzi sie w acetonie. Wihasciwym
czynnikiem utleniajagcym jest kwas chromowy tworzacy sie zgodnie z reakcja:

o)

Il
Cr03+B>0 --—---- » HO-Cr-OH

]

0]

Mechanizm reakcji utleniania przedstawia ponizszy schemat:
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~ H 0]
H H+ | Il
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Schemat 1

Identyfikacja produktow analizy oligo- i polisacharyddw zawierajgcych jed-
nostki kwaséw uronowych wymaga posiadania odpowiednich zwigzkéw wzorco-
wych. Takimi wzorcami sg czesciowo O-mctylowanc glikopiranouronozydy mety-
lu. Bezposrednie O-metylowanie pochodnych kwaséw uronowych zc wzgladu na
zachodzacaw czasie reakcji B-eliminacjqdajc niezadowalajgce rezultaty [6,7]. Bar-
dzo dobre wyniki udato sie uzyskac poddajac utlenieniu metoda Jonesa odpowied-
nie mieszane pochodne O-benzylo-O-metylowe D-glukopiranozydu metylu z wol-
ng grupa C-6-OH. Tak uzyskane zwiazki po usunieciu oston benzylowych poprzez
wodorolize stanowity idealny materiat poréwnawczy. W ten sposéb udato sie otrzy-
ma¢: 2-, 3-, 4-mono-, 2,3-di-, 2,4-di- i 3,4-di-O-mctylo-a-D-glukopiranouronozydy
metylu [8].

Utlenianie tlenkiem chromu(V1) nic nalezy do reakcji selektywnych iwymaga,
przed przystapieniem do jego wykonania, wczesniejszego zablokowania pozosta-
tych grup hydroksylowych. Poniewaz utlenianie tg metoda przebiega w obecnosci
wodnego roztworu kwasu siarkowego przyjeta sie opinia, ze nic mozna uzywac
oston labilnych w srodowisku kwasnym. Opinia ta nie jest jednak w petni uzasad-
niona. Przyktadem moze by¢ synteza przedstawiona ponizej. Kwas cellobiourono-
wy [jednostki monosacharydowe potgczony wigzaniem B-(1—3)] stanowi istotny
fragment polisacharydowej otoczki Streptococcus pneumoniae typu 3. Jego prostg
synteze z odpowiednio otrzymanego 2,3,6,2\3’-penta-0-acctylo-R-u-ccllobiozydu
allilu zaproponowat Chemyak ijego wspétpracownicy [9].
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Schemat 2

Jak wida¢ reakcja przebiega z bardzo wysoka wydajno$cia. Warto réwniez zwrécié
uwage na uzyty przez autordw aglikon. Grupa 0-allilowa, obok cennej wiasciwosci
umozliwiajgcej usuniecie tej ostony, czesto stanowi tzw. linker, Zdpomoca ktérego,
po reakcji z cysteaming, przeznaczone do badan biologicznych zwigzki przytaczane
sgdo BSA lub HSA (ang. Bovine Serum Albumin, Human Serum Albumin) [10], Co
bardzo wazne w warunkach utleniania metodg Jonesa grupa ta nie ulega zmianie.

W wielu naturalnych polisacharydach, obokjednostek kwasu uranowego, wys-
tepuja rowniez fragmenty 2-acctamido-2-dcoksy-D-glikopiranozy. Przyklad moze
stanowi¢ hialouronian, bedacy polisacharydem wchodzacym w skfad $cian komor-
kowych wielu ssakow. Jest on polimerem zbudowanym z powtarzajacego sie frag-
mentu disacharydu (JIcN Ac-(p, 1—4)-GIcA. Synteza takich fragmentow stawia, obok
wyboru odpowiednich oston grup hydroksylowych, réwniez koniecznos$¢ wihasci-
wego sfunkcjonalizowania grupy aminowej. Synteze takiego fragmentu zawieraja-
cego aglikon ¢7-melylowy przedstawili Carter i wsp. [11].

aljoac Ci10%

«OVe 2 ClliN* eicr Owve

58%
Schemat 3

Poniewaz docelowy zwigzek zawiera¢ miat grupe Af-acctamidowa wydawato-
by sie, ze najprosciej bytoby uzy¢ substrat zawierajacy taka wiasnie grupe. Niestety
nic zawsze najkrotsza droga jest najlepsza. Zwiagzki zawierajgce acetylowa ostone
grupy aminowej obok obnizonej reaktywnosci, wykazujg zmniejszong rozpuszczal-
nos¢ w powszechnie stosowanych w syntezie wigzania O-glikozydowego rozpusz-
czalnikach. Dlatego tez w projektowanych syntezach disacharyddw zawierajgcych
jednostke glikozaminy wybiera si¢ inne niz N-acctylowe ostony. Podobnie byto
wprzypadku omawianej pracy. Poczatkowo autorzy wybrali ostoneAf-sulfonylowa,
niestety prébyjej usuniecia prowadzity do degradacji disacharydu. Ostatecznie udato
sie otrzyma¢ docelowy disacharyd stosujac ostone AT-ftaloilowa. Podobnie jak we
wczesniej omawianym przykiadzie, réwniez i tu obecnos¢ grup O-acetylowych nie
utrudniata syntezy.

Znane sg jednak przypadki, kiedy obecnos$¢ grupy O-acetylowej powoduje
znaczne zmniejszenie wydajnosci reakcji utleniania odczynnikiem Jonesa. Przykia-
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dem moze by¢ praca opublikowana przez Reja i wsp. [12]. Stwierdzili oni, ze utle-
nianie zwigzkow zawierajace taka grupe w sasiedztwie pierwszorzedowej grupy
hydroksylowej zachodzi z niskg wydajnoscia, co spowodowane jest czesciowa mi-
gracja acetylu. Znacznie lepsze wyniki uzyskali stosujgc ostone O-lewulinowagru-
py 5-OH (fiiranozy) i 4-OH (piranozy), w przypadku ktérej nic obserwowano mi-
gracji.

Utlenianie terminalnej grupy hydroksymetylowcj w aminocukrach, prowadzg-
ce do otrzymania pochodnych kwaséw aminouronowych, moze by¢ wykorzystane
nie tylko do syntezy oligosacharydow. Kitagawa i wsp. [13] przedstawili przykiad
bardzo ciekawej syntezy heksaacetylo-streptaminy z D-glukozaminy.

CHiOH A
BnO-~-0 a°3
_ H2S 04

AN ber g7

CII.,NO2 NaOMc/MeOH

OAc OH
AGQATAA- c . BnO-ATA-Ar-NO-.
ACOONA= %c A
AcHN AcHNbB
n
Schemat 4

1,2-0-Cyjanoetylidenowe pochodne kwasdw uronowych znajdujg zastosowa-
nie w syntezie oligosacharyddw zawierajacych jednostki takich kwasow. Synteze
takich pochodnych o konfiguracji D-gluko, D-galakto i D-manno zaproponowali
Betaneli i wsp. [14].

CH20Ac CH,OH n Mm
AcO — \  MeOH/pirydyna HO—
AO~A —-t—~A-------mm- » HO~\ "t-A
Hx c¢n h3c cn
COOH CHIiOTr
Ac? 'X VL ~° t Croi A
Roahy ZA Hs04 ~ A o™~ A
H3C CN HjC CN

Schemat 5
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Na schemacie przedstawiono przyktadowg synteze pochodnych kwasu uronowego
o konfiguracji D-gluko. Godny podkreslenia w tej syntezie jest fakt, ze autorzy pod-
dali utlenieniu bezposrednio pochodne 6-O-tritylowe. Wymagato to jednak zasto-
sowania nietypowych warunkéw. Po pierwsze trzeba byto uzy¢ znacznie wieksze-
go niz zazwyczaj nadmiaru tlenku chromu(V1). Istotng trudno$¢ stanowifa nienaj-
lepsza rozpuszczalno$é uzywanych pochodnych O-tritylowych w acetonie, co powo-
dowato znaczne obnizenie wydajnosci. Duzo lepsze rezultaty udato sie uzyskaé sto-
sujgc mieszanine rozpuszczalnikéw aceton-dichlorometan. Ostatecznie utlenianie
w zaleznosci od konfiguracji zwigzku przebiegato z wydajnosciag od 55 do 77%.

Z podobnego pomystu, a wiec préby utlenienia terminalnej grupy bez wcze-
$niejszego usunigcia tym razem ostony sililowej, prébowali skorzysta¢ Tabeur i wsp
[15].

Schemat 6

Niestety, utlenianie metodgJonesa nie przyniosto spodziewanych efektéw. Co prawda
utlenianie terminalnej grupy przebiegato pomysinie, to jednak zachodzace ubocz-
nie utlenianie aglikonu powodowalo, ze oczekiwangpochodng kwasu udato sie wyi-
zolowac¢ tylko z 26% wydajnoscia. Sktonito to autoréw powyzszego eksperymentu
do uprzedniego usuniecia grupy ostonowej, a nastepnie uzyciatagodniejszego srodka
utleniajgcego (dichromian pirydyniowy, PDC) co w efekcie pozwolito otrzymaé
pochodng kwasu L-idouronowego z 52% wydajnoscia.

Wydaje sig, zc rozwigzanie problemu utleniania 1-tioglikozydéw do odpowied-
nich kwas6éw uronowych bez naruszenia aglikonu stanowi praca opublikowana przez
Allansona i wsp. [16]. Poddali oni utlenianiu w warunkach opracowanych przez
Jonesa 1-tioglikozydy zawierajgce selektywnie odblokowang grupe terminalng lub
takie, ktore obok tej grupy posiadaty jeszcze wolne grupy drugorzedowe. Innowa-
cje stanowito wykorzystanie ultradzwiekdéw. Pozwolito to na skrdcenie czasu reak-
cji oraz uzycie mniejszego nadmiaru szkodliwego dla srodowiska Cr03 W trakcie
tej przemiany utleniane byly selektywnie pierwszorzedowe grupy hydroksylowe,
a tiofenylowy aglikon pozostat nienaruszony.

Za bardzo podobne do metody Jonesa uzna¢ mozna utlenianie dwuchromia-
nem sodu lub potasu w obecnosci kwasu siarkowego. Obie metody sa bardzo sku-
teczne ale mato selektywne. W obu przypadkach stosuje sie nadmiar $rodka utlenia-
jacego. Ciekawa prace dotyczacy selektywnego utleniania przedstawili Signorelta
i wsp. [17]. Utleniali oni dichromianem potasu a-D-gluko- i a-D-mannopiranozy-
dy metylu. Reakcje prowadzili przy niedomiarze $rodka utleniajacego.
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Schemat 7

Produktem powstajacym w wyniku reakcji byt odpowiedni (a-D-gluko- i a-D-
mannopiranozyd metylu)urono-6,3-lakton. Mechanizm tworzenia sie tego produk-
tu przedstawia powyzszy schemat. W pierwszym etapie tworzy sie powoli odpo-
wiedni ester cykliczny (litera ,,w” oznacza czasteczkg wody), z ktérego tworzy sie
a-D-gliko-heksodialdo-6,3-furanoza-1,5-piranozyd metylu. Pochodna ta nastepnie
ulega szybkiemu utlenieniu do wtasciwego laktonu.

tagodniejszym $rodkiem utleniajacym jest juz wcze$niej wspomniany PDC
[15]. Jest on czynnikiem bardziej zasadowym niz odczynnik Jonesa (bardziej zasa-
dowy réwniez niz PCC, a mniej niz odczynnik Collinsa). Najczesciej reakcje utle-
niania za pomocg PDC prowadzi sie w dichlorometanie. Wiadomo, zc dodatek do
mieszaniny reagujacej bezwodnika kwasu octowego znacznie przyspieszajego dzia-
fanie [18] (przyspiesza tez dziatanie PCC [19]). Metoda jest bardzo korzystna
w przypadku kiedy dalsza synteza wymaga zabezpieczenia powstajgcej w wyniku
utlenienia grupy karboksylowej. Dodatek do mieszaniny reakcyjnej wczesniej wspo-
mnianego bezwodnika i alkoholu (najczesciej tert-b\itytowego) powoduje utworze-
nie estru jako produktu utleniania [20, 21],

3. UTLENIANIE METODA SWERNA

Mimo, ze wkasciwosci utleniajace aktywowanego (najczesciej chlorkiem oksa-
lilu) dimetylosutfotlenku znane byty juz wczesniej, to metoda wykorzystujaca je
nazywana jest metodag Swema od nazwiska amerykanskiego chemika (urodzonego
w Nowym Jorku w 1916 roku). To on w roku 1978 opublikowat prace [22], w ktorej
zaproponowat mechanizm reakcji utleniania alkoholi do aldehydéw za pomoca ak-
tywowanego DMSO.

Przedstawiony schemat, zgodnie z tematem artykutu, zaweziliSmy do utlenia-
nia alkoholi pierwszorzedowych. Oczywiste jest jednak, zc réwniez alkohole dru-
gorzedowe ulegajg utlenieniu w omawianych warunkach.

Metoda Swema wykorzystywanajest w chemii weglowodanow w dwojaki spo-
s6b. Po pierwsze, do otrzymywania dodatkowej grupy karbonylowej (najczesciej
wykorzystywanej do przytgczenia innych zwigzkow), po drugie w potgczeniu z chlo-
ranem(l11) sodu do otrzymywania kwasow uranowych. W zwigzku z tym przykfady
jej wykorzystania zostang réwniez oméwione w dwdch grupach.
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Reakcje addycji do grupy karbonylowej sa powszechnie znane. Wykorzystuje
sieje réwniez w preparatyce pochodnych cukrow. Od pewnego czasu zainteresowa-
nie chemikow zwrdcito sie w kierunku otrzymywania analogéw nukleotydow, ktd-
re zjednej strony opieratyby sie dziataniu enzymdw, a z drugiej strony posiadatyby
wiasciwosci antywirusowe i przeciwrakowe. Przyktadami takich zwiazkéw moga
by¢ analogi nukleotyddw, w ktdrych przy atomie wegla C-5 znajduja sie grupy fos-
foranowe potgczone nie tradycyjnie wigzaniem P-O-C ale wigzaniem P-C.

(C2H50)2F

Si tC4Hg(C 6H5)2

Rysunek 2

Zwigzki takie zostaty otrzymane z odpowiednio chronionych nukleozyddéw za-
wierajacych wolne terminalne grupy hydroksylowe, ktore poddano utlenieniu me-
todg Swerna a nastepnie nukleofilowej addycji szeregu estrow kwasu fosforowego
otrzymujac pozadane produkty [23].

Ciekawym przyktadem wykorzystania grupy aldehydowej, otrzymanej w wy-
niku utleniania metodg Swema, jest syntezajednego z fragmentéw mukocyny.
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Schemat 9

Ten niecukrowy zwiazek, zgodnie ze schematem, otrzymano [24] z dwoch odpo-
wiednio przygotowanych substratéw. W obu przypadkach substratami byty pochodne
cukréw. Zwigzek 1 otrzymano na drodze szeregu przemian 2,3,4,6-tetra-O-bcnzy-
lo-D-galaktono-1,5-laktonu.

OBn

Schemat 10

Drugi z substratéw 2 otrzymano z 2,5-anhydro-D-mannitolu.

Schemat 11

Potaczenie obu otrzymanych substratow jest przyktadem addycji do grupy karbo-
nylowej. Zwiazek 2 w obecnosci butylolitu (n-BuLi) staje sie silnym nuklcofilcm
i w wyniku jego ataku na karbonylowy atom wegla powstaje zwigzek, ktory po
Kilku przemianach daje oczekiwany produkt. Obie wspomniane tu reakcje sg bar-
dzo dobrym przyktadem wykorzystania metody Swerna do utleniania pierwszorze-
dowych grup alkoholowych po to aby wykorzysta¢ tak otrzymane grupy aldehydo-
we do przyfaczenia kolejnych fragmentéw syntezowanego zwigzku.
Otrzymywanie i badanie aktywnosci analogdéw zwiazkéw czynnych biologicz-
nie czesto prowadzi do uzyskania zwigzkoéw o silniejszym dziataniu inhibujagcym
lub przeciwbakteryjnym. Zwigzkiem inhibujgcym syntaze CMP-Kdo jest m.in. kwas
2,6-anhydro-3-deoksy-D-g/zce/-0-D-to/o-oktonowy (Kdo).
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Rysunek 3

Poddajgc utlenieniu metodg Swemajego odpowiednio zabezpieczong pochod-
ng udato sie, wykorzystujac wiasciwosci grupy karbonylowej, otrzymac kilka C-8
analogéw Kdo [25].

a)X =F2
b) X = HNH2
) X =CH2

Schemat 12

W pierwszym przypadku dziatajac na grupe karbonylowaDAST-em udato sie otrzy-
macé zwigzek (a na schemacie 12) zawierajacy przy atomie wegla C-8 dwa atomy
fluoru. Aminowanie redukcyjne pozwolito otrzymac¢ odpowiednig aming, a reakcja
Wittiga prowadzita do powstania zwigzku z wigzaniem podwdjnym, ktéry postuzyt
do dalszych modyfikacji.

Grupy karbonylowe i karboksylowe powstajace w czasteczkach celulozy
w procesie produkcji papieru (podczas wybielania) odpowiedzialne sg za mniejszg
wytrzymato$¢ widkien celulozy oraz za szybsze z6tkniecie papieru. Najwiekszym
problemem z jakim borykajg sie laboratoria okreslajace iloSciowy udziat utlenio-
nych fragmentéw jest powtarzalno$¢ wynikéw pomiaréw. Na nowy sposéb podej-
Scia wpadt Réhrling ze wspotpracownikami [26] uzywajac znacznika fluorescen-
cyjnego grup karbonylowych. Na zwigzki modelowe, majace imitowa¢ celuloze,
wybrali 4-O-metylo-B-D-glukopiranozyd metylu oraz 4-O-metylo-R-D-glukopira-
nozylo-(1—4)-R-D-glukopiranozyd metylu. Zwigzki te po przeprowadzeniu w odpo-
wiednie pochodne poddali utlenianiu metodg Swema. Otrzymali pochodne zawie-
rajgce grupy 6-aldehydo, 3-keto i 2,3-diketo, ktére po fimkcjonalizowali tak aby
mogty stanowi¢ punkt odniesienia w pomiarach.

Od pewnego czasu duzym zainteresowaniem cieezg sie zwigzki karbocyklicz-
ne. Ciekawy sposob ich otrzymywania ze zwigzkdw cukrowych poprzez utlenianie
metodg Swema i sprzeganie redukcyjne prezentuja dwie kolejne prace.
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Chiara i Valle [27] opublikowali prace, w ktorej przedstawili metode otrzymy-
wania kc/zz'ro-inozytolu i (-)-konduritolu F z powszechnie dostepnego D-glukitolu.

HO- CHO OTBDPS OTBDPS
o 0. JL .OH x/°.. A,
HO-
—OH o" 'Y' “OH O~YMOH
—OoH OTBDPS OTBDPS
—OH
(L-chiro) (94 : 6) (mio)
OAc OAc
AcO, .OAC AcO.
AcO' Y "0Ac
OAc OAc
per-O-acetylo-L-cAj/ro-Inozytol (-)-per-O-acetylo-konduritol F
Schemat 13

Odpowiednio ostonieta pochodng D-glukitolu, z wolnymi terminalnymi gru-
pami hydroksylowymi, poddali oni utlenianiu metodg Swcma, uzyskujac odpowiedni
dialdehyd. Tak otrzymany zwigzek poddali wewnatrzczgsleczkowemu sprzeganiu
redukcyjnemu w obecnosci Sml,, otrzymujgc mieszanine cyklitoli z duzg przewagg
produktu o konfiguracji I-chiro. Jego acctylowanic prowadzito do pcr-O-acctylo-
wej pochodnej. Stanowit tez on substrat do otrzymania odpowiedniej pochodnej
konduritolu F.

Analogiczne podejscie, tym razem do otrzymywania cyklitoli o pierscieniu pie-
ciocztonowym, zaprezentowali w swojej pracy Andinolfi wraz ze wsp. [28],

-OBn A OBnN
BnO, OH BnO.. BnO.,,
gno A WCH20H BnoX Y~ m BnO'
2BN 'OBn
60
Schemat 14

W syntezie uzyto pochodnych alditoli, ktore autorzy otrzymywali poprzez redukcija
odpowiednich pochodnych monosacharydéw. Reakcje przeprowadzili dla zwigz-
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kéw o konfiguracji D-gluko, D-galakto i D-manno uzyskujac w dwoch pierwszych
przypadkach mieszanine czs-cyklitoli w stosunku 3 :2 i4: 1, aw trzecim wylgcznie
pojedynczy produkt. Analizujagc konfiguracje otrzymanych produktow stwierdzili,
ze decydujacy wptyw na budowg powstajacych dioli ma czynnik stcryczny- grupy
hydroksylowe lokujg sig po tej stronie gdzie mniej jest duzych podstawnikow.

Ciekawym przyktadem wykorzystania utleniania metodg Swema jest praca
Junga i Xu [29]. Od pewnego czasu zainteresowanie biologéw i biochemikdw skie-
rowato sig ku L-analogom powszechnie wystepujacych zwigzkow (w miejsce cukru
okonfiguracji D wystepuje jego enancjomer), w szczegolnosci L-nukleozydom oraz
L-DNA i L-RNA. Jak wiadomo cukry o konfiguracji L sg niezwykle rzadkie w na-
turze i trzeba je najczesciej otrzymywac syntetycznie. Przyktad takiej syntezy sta-
nowi wczesniej wspomniana praca.

CH20Ac CH20Ac

Schemat 15

Poniewaz utlenianie metodg Swcma przebiega w tagodnych warunkach wyko-
rzystywana jest ona réwniez w potgczeniu z chloranem(l11) sodu do otrzymywania
kwaséw uronowych. Niektdre aglikony, szczegdlnie w tioglikozydach, sg wrazliwe
na utlenianie w drastycznych warunkach. W takich przypadkach dobrym utlenia-
czem okazuje sie by¢ DMSO [30].

CHO COOH
B n O _AN R _____ Brio_ll/\_lox
Et —SEt
OBn OBn
Schemat 16

Mistra i Roy poddali utlenieniu 2,3 ,4-tri-O-benzylo-I-tio-p-D-glukopiranozyd ety-
lu mieszaning DMSO i bezwodnika kwasu octowego, a uzyskany w ten sposob
aldehyd bez dalszego oczyszczania przeprowadzili w pochodng kwasu uronowego
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dziatajac chloranem(l11) sodu. W tej samej pracy opisanyjest inny przyktad utlenie-
nia, w analogicznych warunkach, grupy C-2-OH do ketonowej w zwigzku, ktory
przy atomie wegla C-3 posiadat podstawnik 0 -allilowy nic ulegajacy zmianie
w warunkach prowadzonej reakcji.

Na przetomie lat osiemdziesiatych i dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku Na-
kahara i Ogawa opublikowali szereg interesujagcych prac dotyczacych homooligo-
sacharydowych potgczen kwasu D-galaktouronowego. Poczgtkowo otrzymali deka-
sacharyd zbudowany z czasteczek D-galaktozy z wolnymi terminalnymi grupami
hydroksylowymi [31]. Tak otrzymany zwigzek poddali oni utlenianiu za pomocg
DMSO w obecnosci chlorku oksalilu a nastepnie zastosowali NaC102 uzyskujac
oczekiwany polimer. Na koncu redukujgcym zawierat on grupe 0-allilowg. Préby
jej usuniecia przy uzyciu katalizatora Wilkinsona [(Ph3P)RhCI] niestety zakoriczy-
ty sie niepowodzeniem, prowadzac do powstania ugrupowania 2-oksopropylowe-
go. Taki wynik sktonit autoréw do zmiany zabezpieczenia. Tym razem wybrali gru-
pe i-butylodifenylosililowajako tatwa do usuniecia. Jako zwigzki modelowe, przed
przystapieniem do syntezy dtuzszych fragmentéw, uzyli dwa trisacharydy zbudo-
wane z jednostek kwasu D-galktouronowego potgczonych wigzaniem a lub (3-(1->4)
glikozydowym [32],

Rysunek 4

Oba te zwiazki otrzymali poprzez utlenianie odpowiednich trisacharydowych sub-
stratow z wolnymi terminalnymi grupami OH. Tym razem usuniecie oston, wiacz-
nie z grupgsililowa na redukujgcym koncu, przebiegto bez trudnosci. Wykorzystali
w ten sposéb zdobyte doswiadczenie w syntezie dodekasacharydu zbudowanego
zjednostek kwasu D-galaktouronowego potgczonych wigzaniem (1—4) o konfigu-
racji a. Na podstawie przedstawionych przyktadéw mozne uzna¢, ze metoda Swcr-
na i dalsze utlenianie za pomocg NaC102 przebiega w tagodnych warunkach nic
naruszajac wrazliwych oston (O-Ac, O-All czy O-sililowej) ijest na tyle skuteczne,
ze nadaje sie do utleniania uktaddéw o znacznej masie czgsteczkowej.
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4. UTLENIANIE W OBECNOSCI TEMPO

Stabilne rodniki nitroksylowe znane sgjuz od poczatku ubiegtego wieku. Ich
trwato$¢ wynikata zc stabilizacji poprzez efekt mezomeryczny (zwigzek 1).

Rysunek 5

Pierwszy stabilny rodnik nitroksylowy, w ktérym niesparowany elektron zde-
lokalizowany byt wytgcznic na wigzanie azot-tlen (2) otrzymali w roku 1960 Lebe-
dev i Kazarnovskii [33], Zwiazek ten [2,2,6,6,-tetrametylo(piperydyn-I-yloksyl),
TEMPO] doczekat sig wielu analogdw, z ktorych szersze zastosowanie znalazly
jego modyfikacje w pozycji C-4. Istotnym warunkiem stabilnosci tego typu rodni-
kow jest brak atomu wodoru w potozeniu a w stosunku do atomu azotu. +atwosc¢
zjaka ulegajg one zaréwno utlenieniu jak i redukcji spowodowala, ze znalazty sze-
rokie zastosowanie, w tym réwniez do utleniania alkoholi. Najbardziej praktyczng
i uzyteczng metoda utlenianiaalkoholi pierwszo- i drugorzedowych opracowat Anelli
ze wspotpracownikami [34-36]. Reakcja prowadzona jest w dwoch niemieszajg-
cych sie rozpuszczalnikach (dichlorometan-woda).

1) OoCl' + Br' -----—-- » CI' + oBr
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Zwigzkiem regenerujgceym czynnik utleniajacy (jon oksoamoniowy) jest wtej
metodzie chloran(l) sodu. Warto$¢ pH w granicach 8,5-9,5 zapewnia obecnos¢ wo-
doroweglanu lub wodorotlenku sodu. Mechanizm tej reakcji nic jest jednoznaczny
ale najczesciej przyjmowanajest wersja prezentowana ponizej.

Zgodnie z przedstawionym mechanizmem reagujg zaréwno alkohole pierw-
szo-jak i drugorzedowe, przy czym te drugie znacznie wolniej, co czyni z tej meto-
dy selektywne narzedzie utleniania pierwszorzedowych grup hydroksylowych. Rola
jaka odgrywa w reakcji TEMPO okre$lana jest niejako katalizator lecz mediator.
Utlenianie utworzonych z alkoholi aldehydéw przebiega w jego obecnosci wolno,
co pozwala zatrzymac je na etapie zwiazkdw karbonylowych. Warto tutaj zwrdci¢
uwage na wklad Polakéw w poznanie mechanizmu tej reakcji. R. Siedlecka wraz
ze wsp. [37] jako jedni z pierwszych badali wykorzystanie rodnikéw nitroksylo-
wych do utleniania alkoholi pierwszo- i drugorzedowych oraz dioli. Stwierdzili oni
wptyw podstawnika przy C-4 mediatora. Zauwazyli, ze uzycie TEMPO w migjsce
wczesniej uzywanego 4-okso-TEMPO powoduje w znacznej mierze zatrzymanie
reakcji na etapie aldehydu. Dalsze jego utlenienie do kwasu wymaga obecnosci
katalizatora przeniesienia fazowego (najczesciej sg to czwartorzedowe sole amo-
niowe dlatego, ze przebiega ono w wodzie).

OH
RCHO + H20 « > R-6-OH
H

Schemat 18

Jak poprzednio utlenieniu ulega grupa hydroksylowa #tvH-diolu, znajdujgcego sie
w rownowadze z formg aldehydowa, co przedstawiono na schemacie 18. Na prze-
bieg tego ostatniego etapu, jak wskazuje mechanizm, istotny wptyw ma hydrolilo-
wos¢ zwigzku. Im fatwiej rozpuszcza sie on w wodzie tym fatwiej ulega utlenieniu
do kwasu. Dlatego tez znacznie tatwiej utleni¢ tg metoda nic w petni ostoniete cu-
kry (zawierajgce wolne grupy hydroksylowe) niz te w petni zablokowane, szcze-
gélnie z ostonami zmniejszajacymi rozpuszczalno$¢ w wodzie.

Historia wykorzystania metody opracowanej przez Anelliego w preparatyce
weglowodandwjest bardzo krotka. Do utleniania cukréw TEM PO/NaCtO jako pierw-
si uzyli Davis i Flitsch [38]. Poddali oni reakcji czesciowo ostoniete lub wolne gli-
kozydy uzyskujac odpowiednie kwasy uronowe. Stwierdzili przy tym, ze w warun-
kach prowadzonej reakcji drugorzedowe grupy hydroksylowe ulegaty utlenieniu
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tylko w nieznacznym stopniu, a grupy OAc, OBn i O-izopropylidenowe nie ulegaty
naruszeniu. Poréwnujac utlenianie glikozydow metylu i w-oktylu nie stwierdzili wpty-
wu wielkosci aglikonu na przebieg reakcji.

Wspomniana wyzej praca stanowita wstep do badania mozliwosci wykorzysta-
nia tej techniki w syntezie bardziej ztozonych uktadéw. Ci sami autorzy rok pdzniej
[39] opublikowali prace, w ktérej otrzymywali disacharydy zawierajace jednostki
kwaséw uronowych.

DDA Crh CH20H COOMe
A”oSjr-\/Owe #» AASAVOM e HWcOMMA/ M
0OBn OBn OBn
Schemat 19

W tak otrzymanym disacharydzie usuwali oni grupy ostonowe a powstate gru-
py hydroksylowe poddawali Osiarczanowaniu. Analogiczne pochodne otrzymali
utleniajac pochodne L-idpiranozydu metylu. Otrzymane siarczanowe pochodne sta-
nowity analogi wystepujace w disacharydowych fragmentach heparyn.

Szczeg6lnym zainteresowaniem chemikdw i biochemikdw cieszg sie analogi
naturalnie wystepujacych zwigzkow. Wsrod nich poczesne miejsce zajmujg analogi
kwasow nukleinowych. Ciekawa prace dotyczaca tej tematyki opublikowat Good-
now wraz ze wspotpracownikami [40]. Zajmowali sie oni syntezg liniowego poli-
meru zbudowanego z jednostek D-glukozaminy zawierajacych zasady purynowe
i pirymidynowe zwigzane z glikozydowym atomem wegla.

Rysunek 6
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Otrzymanie odpowiedniego polimeru wymagato uprzedniego zsyntczowania po-
szczeg6lnych monomerow. Ich synteza skiadata sie z cztcrcch etapéw, a) otrzyma-
nia odpowiednich glikozylowanych zasad nukleinowych, b) wymiany grup ostono-
wych, c) selektywnego uwolnienia terminalnej grupy hydroksylowej i d) jej utle-
nienia. Fragment syntezy przedstawia ponizszy schemat.

OH

Schemat 20

Utlenianie glikozylowanych zasad azotowych (w tym takze nukleinowych) wyma-
ga stosowania fagodnych warunkéw. W pierwszej fazie przebiegato ono w obecno-
§ci TEMPO/NaCIO, a nastepnie uzyto NaC10r

Dotychczas przedstawione przyktady dotyczyty wykorzystania TEMPO do
utleniania prostych uktadéw. W omawianych warunkach Séderman i Widmalm pod-
dali utlenieniu trisacharyd [41].

Schemat 21

Sprawa, na ktdrgwarto zwrocic uwage w tej synteziejest fakt utleniania terminalnej
grupy hydroksylowej dopiero po usunieciu wiekszosci oston. Zgodnie /. przedsta-
wionym wczesniej mechanizmem, aby zaszto utlenianie do kwasu uranowego, zwia-
zek musi by¢ wystarczajgco dobrze rozpuszczalny w wodzie. Im wyzsza jego roz-
puszczalnos¢ tym wieksza wydajnos¢ procesu utleniania.

Mimo tego, ze utlenianie w obecnos$ci TEMPO zachodzi w tagodnych warun-
kach takze iw tym przypadku mozna natrafi¢ na procesy uboczne. Przyktadem moze
by¢ nieoczekiwany wynik eksperymentu na jaki natknat sie Attolino ze wsp. Pod-
dali oni utlenieniu odpowiednio przygotowang pochodna laktozy [42J.
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Schemat 22

Niestety podczas jej utleniania zamiast oczekiwanego kwasu uronowego otrzymy-
wali pochodng 5-ulozy. Okazato sie, ze w warunkach tej reakcji szybciej niz utle-
nianie zachodzi migracja grupy acetylowej z drugorzedowego atomu wegla do pierw-
szorzedowego. Autorom udato sie rozwigzaé ten problem stosujac wstepne utlenia-
nie zwigzkami rutenu do odpowiedniego aldehydu, a nastepnie TEMPO/NaCIO do
kwasu.

Analiza mozliwosci wykorzystania TEMPO w procesach utleniania weglowo-
danéw wskazuje, zc odczynnik ten znajduje szczegélnie zastosowanie do utleniania
naturalnie wystepujacych oligo- i polisacharydéw. Zwiazki te bez uprzedniego prze-
prowadzania w pochodne mozna poddawac reakcji utleniania pierwszorzedowych
grup hydroksylowych wykorzystujac znaczng selektywno$¢ tej metody. Przykia-
dem moze by¢ praca Frachiniego i Vignona dotyczgca utleniania P-cyklodekstiyn
[43]. Udato sie im otrzymac i udowodni¢ budowe szeregu pochodnych cyklicznych
oligosacharyddw zawierajacych od jednej do siedmiu grup karboksylowych.

Alginiany sg naturalnie wystepujacymi nierozgatezionymi koopotimerami kwa-
s6éw P-D-mannouronowego i a-L-gulouronowego potgczonych wigzaniem 1—4.
Naturalnie jest on syntezowany w ten sposéb, ze najpierw powstaje polimer kwasu
P-D-mannouronowego, w ktérym pod wptywem C-5-epimerazy cze$¢ jednostek
sacharydowych ulega izomeryzacji do kwasu a-L-gulouronowego (zmiana konfi-
guracji atomu wegla C-5 w nomenklaturze weglowodanéw wyraza sie zmiang na-
zwy i konfiguracji z D na L, a takze konsekwentnie zmiang oznaczenia anomeru).
Zawarto$¢ kwasu P-L-gulouronowcgo w alganach moze sie waha¢ w zakresie od 33
do 66% co ma konsekwencje w ich wiasciwosciach fizykochemicznych (m.in. zdol-
no$¢ do tworzenia zeli). Podobnej do tej naturalnej przemiany dokonali Chang
i wsp. [44] na 11 wybranych polisacharydach. Poddali utlenieniu m.in. skrobie
z ziaren pszenicy, amyloze i amylopektyne z ziemniaka przy uzyciu TEMPO/Na-
ClO. Tak uzyskane polimery poddali dziataniu C-5-epimerazy. Zawarto$¢ powsta-
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fego w ten sposob kwasu L-idouronowego siegata od 33 do 87 /o, co znalazto swoje
odbicie w tatwosci tworzenia zeli oraz szybkosci hydrolizy (wigzania (3-O-glikozy-
dowe hydrolizujg znacznie wolniej).

W czasie utleniania polisacharydéw omawiang metodg moga tez jednak zacho-
dzi¢ niekorzystne procesy. Nie wynika to jednak z samej metody ale, jak wykazali
Jiang i wsp., z natury powstajgcego produktu [45]. Badali skutki utleniania hialo-
uronianu czyli naturalnie wystepujgcego polimeru zbudowanego z czasteczek
N-acetylo-D-glukozaminy i kwasu D-glukouronowego potgczonych wigzaniem
P_(1_>4). Je powtarzajgce sie disacharydowe fragmenty potgczone sg wigzaniem

P~(I >3)

Schemat 23

Aby unikng¢ reakcji ubocznych wybrali tagodne warunki utleniania, za jakie nie-
watpliwie nalezy uznac utlenianie w obecnosci TEMPO/NaClO. Analizujgc produ-
kty reakcji utleniania stwierdzili, ze w powstatych zwigzkach utlenieniu ulegty wy-
facznie grupy hydroksymetylowe. Autorow zaskoczy! wynik eksperymentu ponie-
waz masa czasteczkowa powstajagcych produktow byta prawie dwukrotnie nizsza
niz substratu. Wskazywato to na zachodzace w czasie utleniania procesy degrada-
cji. Poniewaz zmiany stezenia NaClO nie wptywaly na przebieg reakcji doszli oni
do wniosku, ze proces degradacji wydaje sie mie¢ podtoze we wiasnosciach pow-
stajacego produktu utleniania. Stwierdzili natomiast wptyw grup karboksylowych
substratu i powstajgcego produktu na przebieg reakcji. Oddziatywanie anionow
kaboksylanowych z aktywnym w procesie utleniania kationem oksoamoniowym
powoduje najprawdopodobniej zmiane stezenia czynnika utleniajgcego, a co zatyra
idzie ma wptyw na szybkos¢ reakcji.

Mozliwos¢ selektywnego utleniania grup hydroksymetylowych w cukrach moze
w przysztosci znalez¢ zastosowanie do otrzymywania pochodnych kwasu D-gluko-
uronowego ze skrobi. Przyktad otrzymywania takich pochodnych z trudnodostep-
nych a- i P-glukopiranozylo-1-fosforanéw oraz fluorkéw oc-D-glukopiranozylu
przedstawili Heeres wraz ze wsp. [46]. Odpowiednio otrzymane na drodze enzyma-
tycznej hydrolizy fosforany oraz fluorki glukopiranozylu, otrzymane poprzez hy-
drolize skrobi za pomocgHF, poddali oni utlenianiu TEMPO/NaClO uzyskujgc dobre
rezultaty. Za istotny, szczeg6lnie w przypadku syntezy na duza skale, uznali oni
problem odzyskiwania ze srodowiska reakcji mediatora jakim jest TEMPO. Powo-
dowatoby to z jednej strony mozliwo$¢ jego powtdrnego uzycia, co zmniejszytoby
koszty, z drugiej strony usuwatoby najprawdopodobniej toksyczny rodnik. Stwier-
dzili oni, ze TEMPO mozna odzyskiwaé poprzez azeotropowe oddestylowanie. Jcd-
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nak znacznie ciekawsze wydaje sie wykorzystanie pochodnych TEMPO i mozli-
wosC¢ ich przytaczenia do fazy stacjonarnej, ktorg odzyskiwatoby sie poprzez filtra-
cje. Zaproponowali oni przytgczenie 4-oksy-TEMPO do odpowiedniej krzemionki.

0] 0]
—0—ii-0 —Si-OH
O O

-0-ii-0 -4i—0(CH2)3NH2 + 0 = Q -0 . - aBHi(CN>

—O—ii- 0O—Si- OH

6 6

Schemat 24

Wydajno$¢ procesu utleniania przy uzyciu odzyskanego z faza statg TEMPO nie
byla w petni zadowalajgca ale mimo to rezultaty byty obiecujace. Na tyle obiecuja-
ce, ze wkrotce metoda ta doczekata sie innowacji opracowanej przez Ciriminne ze
wsp. [47]. Do osadzenia TEMPO na no$niku statym wykorzystali technike zol-zel.

Schemat 25

Osadzony w ten sposdb na nosniku statym mediator wykazuje znacznie bardziej
zblizone parametry do mediatora homogenicznego (nie osadzony na nosniku). Uzy-
skiwane przy jego uzyciu rezultaty sg lepsze, a w wydajnosciach przy kolejnych
uzyciach nie odnotowano duzego spadku.
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Obok matryc krzemionkowych takze inne polimery znalazty zastosowanie przy
osadzaniu TEMPO. Przyktad moze stanowi¢ mediator zwany PIPO. Otrzymano go
z handlowo dostepnego polimeru Chimassorb 944 na drodze utleniania nadtlen-
kiem wodoru w obecno$ci Na2W 04-2H2D .

Wyyn N (@ °N

NH{fert-oktyi)
Chimassorb 944

Schemat 26

Uzycie tego mediatora zaprezentowali Dijksman, Arends i Sheldon [48], Z dobrymi
rezultatami utlenianiali oni alkohole mono- i poliwodorotlcnowe (w tym a-D-glu-
kopiranozyd metylu) stwierdzajac selektywno$¢ poréwnywalng do wynikow z zas-
tosowaniem nie osadzonego na no$niku TEMPO oraz mniejsza niz 5% utrate wy-
dajnosci odzyskanego mediatora (zwigzang raczej z mechanicznym odzyskiwaniem
PIPO niz z utratgjego wtasciwosci).

Zauwazono, ze ultradzwieki powodujg przyspieszenie reakcji z odczynnikiem
TEMPO/NaCIO [49, 50], podobnie jak w analogicznej przemianie metodg Jonesa.
Poddajac utlenianiu a-D-glukopiranozydmetylu oraz sacharoze w tazni ultradzwie-
kowej udato sie otrzymac odpowiednie kwasy. W przypadku utleniania sacharozy
otrzymano zwigzek zawierajacy trzy grupy karboksylowe.

Schemat 27

Warto odnotowaé, ze stopniowe dodawanie NaClIO do mieszaniny reagujacej za-
wierajgcej sacharoze powodowalo jej selektywne utlenianie zgodnie ze schematem
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27 i proces zachodzit z dobrg wydajnoscig. Natomiast jednorazowe wprowadzenie
$rodka utleniajgcego powodowato utlenianie drugorzedowych grup hydroksylowych
wjednostce fruktozy obnizajac tym samymwydajnosé procesu. Obserwowany wynik
reakcji potwierdza wczesniejsze spostrzezenia [51, 52] o tatwiejszym utlenianiu
drugorzedowych grup OH w pierscieniu furanozowym niz piranozowym. Jednak
ultradzwigki nie tylko przyspieszaty proces utleniania (tak byto w przypadku stan-
dardowej procedury kiedy dodawano KBr). Powszechnie uwaza sig, ze dodatek soli
bromkowej jest niezbedny, co wynika z wcze$niej prezentowanego mechanizmu
(schemat 17). Jednak w przypadku mieszaniny poddawanej dziataniu TEMPO/Na-
ClO iultradZzwiekow stwierdzono, ze reakcja zachodzi nawet przy braku KBr. Zda-
niem autoréw rzuca to nowe $wiatto na role KBr w tym procesie i powoduje, ze
staje sie ona nie tak jednoznacznajak to sie wczesniej wydawato.

Uzycie TEMPO w reakcjach utlenianiawymaga uzycia czynnika utleniajgcego
powodujacego tworzenie sie jonu oksoamoniowego (najczesciej jest nim NaOCI).
Utlenianie tej klasy zwigzkow moze rowniez zachodzi¢ na drodze elektrochemicz-
nej. Przyktadem takiego podejsciajest praca Schnatbauma i Schafera [53].

anoda

Anodowe utlenianie szeregu cukrow (w tym réwniez disacharyddw i polisa-
charydéw) w obecnosci TEMPO daje czesto lepsze rezultaty niz utlenianie che-
miczne. Prostota tej metody, zdaniem autordw, rokuje nadzieje jej przemystowego
zastosowania.
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ABSTRACT

Sweet tasting food-stuffs have been always, in all probability, an integral part
ofhuman diet. This problem concentrate scientific interest of dietetics but also che-
mists and biologists. In the article actual knowledge on the natural and synthetic
non-saccharidc sweeteners is reviewed. The sweeteners presented here are divided,
depending of their origins, on the compounds isolated from natural sources and
compounds synthesized from simple organic precursors.

One of the most important groups of naturally devided sweeteners are peptides
[6, 7, 11, 15]. Some of them, particularly thaumatins find practical application as
additives to a tooth-paste, food, drinks and drugs [5-7] The majority of intensely
sweet naturally occurring compounds belong to the family of terpenoids comprise
monoterpenoids [1, 19, 20], sesquiterpenoids [21] as well as di- and triterpenoids
[20, 23-25, 29, 30]. Their most prominent representatives such as perillartine, ste-
vioside and glycyrrhizin arc presented more detaily. Other groups of sweet tasting
naturally occurring substances, mentioned in this paper are steroidal saponins
[39, 41], dihydroisocumarins [43, 44], flavanoids and related compounds [47-49,
51-53] and less common species such as haematoxylin [56, 57], telosmosides [58]
and monatin [59, 60],

The second part of the article is devoted to synthetic sweeteners [1-3]. The
well known representatives such as saccharin [61], cyclamates [62], Acesulfame-K
[66], aspartame [1,2], alitame [71,72], neotame [73, 74] and sucralose [65,75] are
presented more detaily and methods of their synthesis are briefly reported.

Organolcptic properties of the most compounds are characterized and related
to the molecular structure of sweetener is discussed. New trends and perspectives of
application non-saccharide sweeteners are formulated.
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WSTEP

Odczuwanie smaku jest procesem ztozonym i wciaz nie do korica zbadanym.
Pojawia sie w wyniku oddziatywania czasteczek substancji wywotujacej smak,
z odpowiednim receptorem. Uktad sensoryczny u cztowieka zawiera kilka rodza-
jow receptoréw smakowych, znajdujacych sie w réznych strefach jezyka. Dziatanie
odpowiednich substancji na te receptory wywotuje cztery podstawowe smaki: kwa-
$ny, stony, gorzki i stodki. Receptory znajdujg sie w grzybkowatych pecherzykach
zwanych kubkami smakowymi, a informacje o ich roli w odczuwaniu réznych sma-
kéw sg wcigz fragmentaryczne. Receptory powodujace pojawianie sie stodkiego
smaku znajdujg sie w przedniej czesci jezyka i wiedza dotyczaca wiasnie tych re-
ceptorow jest najobszerniejsza [1], Zwigzane jest to z faktem, ze substancje stodkie
sgjednymi z podstawowych sktadnikéw, stosowanych od dawna przez cztowieka,
do polepszania waloréw smakowych wielu produktow spozywczych i lekdw.

Ze wzgledu na duzg roznorodnos¢ wystepowania, budowy i sktadu substancji
stodkich, przez dhugi czas, naukowcy nie potrafili znalez¢é wspélnych cecti wywo-
tujacych reakcje receptora. Dopiero w 1963 roku, hipoteza Shallenhergera, posze-
rzona o spostrzezenia Kiera, Temussicgo oraz Jasiczaka i Zalewskiego 11 3], poz-
wolita na wyttumaczenie wzajemnych oddziatywan miedzy substancjg, a recepto-
rem. Fundamentalne znaczenie miato zdefiniowanie przez Shallenhergera, podsta-
wowego warunku jaki powinna spetniaé substancja oraz centrum aktywne recepto-
ra. Przyjat on, ze przyczyng stodkiego smaku we wszystkich substancjach z tej gru-
py, jest wystepowanie uktadu AH,B, zardwno w czasteczce substancji jak i w cen-
trum aktywnym receptora. Wedtug tej hipotezy, A i 13sg atomami elektroujemnymi,
znajdujacymi sie blisko siebie w czasteczce, AH jest grupg kwasowg, natomiast B
jest akceptorem protonu, oddziatujgcym jak zasada. Uktad AH,B substancji stod-
kiej moze sie wigza¢ wigzaniem wodorowym, z innym znajdujagcym sie w poblizu
uktadem AH,B receptorowego biatka. Powstajacy dwurdzeniowy kompleks wodo-
rowy wywotuje wrazenie stodkiego smaku, a trwato$¢ wigzania wodorowego decy-
duje o intensywnosci odpowiedzi.

Rozpoczete w latach sze$¢dziesigtych XX wieku i prowadzone do chwili obec-
nej, proby ilosciowego powiazania zaleznosci struktura smak, prowadzone miedzy
innymi metodgQSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship), wcigz nie dajg
petnej odpowiedzi na pytanie, jakie funkcje w strukturze zwigzkoéw organicznych
sg odpowiedzialne za ich smak.

Stodki smak uwaza sie zajedng z najwazniejszych cech wielu weglowodandw,
ktore sg podstawowymi, wysokoenergetycznymi sktadnikami budulcowymi orga-
nizmoéw zywych, zaréwno zwierzecych jak i roslinnych. Wtasnie ze wzgledu na ich
przyjemny, stodki smak staty sie wszechobecnymi dodatkami stosowanymi w prze-
mysle spozywczym, farmaceutycznym iw codziennej diecie cztowieka. Jednak nad-
mierne spozycie produktow zawierajgcych weglowodany, powoduje otytos¢, roz-
woj arteriosklerozy, prochnice zebdw, wzrastajgca liczbe zachorowan na cukrzyce.
Z tego powodu coraz wiecej uwagi poswieca sie potrawom niskokatorycznym i die-
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tetycznym, a to pociaga za sobg potrzebe poszukiwania niskokalorycznych sub-
stancji stodkich, o strukturze catkowicie odmiennej od weglowodanéw.

Pomimo, obszernej literatury Zrodtowej dotyczacej nowych stodkich substan-
cji organicznych, zaréwno izolowanych z produktéw naturalnych, jak i otrzyma-
nych syntetycznie, do chwili obecnej ukazato sie zaledwie kilka opracowan o cha-
rakterze przegladowym [1-3], przy czym stracity juz one na aktualnosci.

W niniejszym artykule, bedacym rozszerzeniem i uzupetnieniem wczesniej-
szych opracowan, prezentujemy wyniki badan ostatnich kilkunastu lat, dotyczace
poszukiwania nowych naturalnych oraz syntetycznych substancji organicznych,
wywotujacych badz posiadajgcych stodki smak.

Sposréd opisanych zwigzkdéw organicznych, nie bedacych weglowodanami
i charakteryzujacych sie bardzo dobrymi walorami smakowymi, tylko niewielka
liczba znalazta praktyczne zastosowanie jako zastepcze Srodki stodzace. Wiekszos¢
z nich charakteryzuje sie nietrwatym stodkim smakiem, albo ma niskg zdolnos¢
stodzaca, badzjest toksyczna. Tc cechy dyskwalifikujgje jako substytuty weglowo-
dandw.

Wyjasnienia wymaga jeszcze sposdb pomiaru intensywnosci stodkiego smaku.
Dotychczas nie istnieje zadna metoda instrumentalna do pomiaru stodkosci. Wzgled-
ng intensywno$¢ stodkiego smaku ocenia sie przez odniesienie smaku rozcienczo-
nego roztworu substancji stodkiej do smaku wzorcowego roztworu sacharozy o usta-
lonym stezeniu [4J. Oceniona w ten sposéb zdolno$¢ stodzgca, zaréwno natural-
nych jak i syntetycznych niccukrowych substancji stodkich, jest od 100 do 8000
razy wieksza od zdolnosci stodzacej sacharozy.

1. SUBSTANCJE StODKIE POCHODZENIA NATURALNEGO

W potowie zesztego stulecia zainteresowanie substancjami stodkimi pocho-
dzenia naturalnego wynikneto z potrzeby wprowadzenia na rynek niskokalorycz-
nej, bardzo stodkiej, a zarazem bezpiecznej dla cztowieka, substancji, mogacej za-
stapi¢ wysokokaloryczny cukier. Wczesniej uzywane syntetyczne substytuty cukru
typu sacharyna, dulcyna, cyklaminiany czy P-4000, zostaty wycofane z rynku spo-
zywczego i medycznego jako substancje podejrzane o kancerogenno$é. Powr6t do
natury wydawat sie rozwigzaniem najbardziej wiasciwym ze wzgledu na to, ze wie-
le roslin, drzew, zidt i owocdw zawiera stodkie substancje organiczne pochodzenia
naturalnego, nie bedace cukrami. Problemem podstawowym stato sie wiec izolowa-
nie tych substancji oraz zbadanie ich wiasnosci fizycznych, chemicznych i organo-
leptycznych. Do chwili obecnej znanych jest kilka grup zwigzkéw organicznych
pochodzenia naturalnego, posiadajacych stodki smak, a zarazem nie wykazujacych
wiasciwosci toksycznych i kancerogennych. Nalezg do nich stodkie biatka, terpe-
noidy, steroidy, dihydroizokumaryny czy flawanoidy, réznigce sie zasadniczo struk-
turg, jak réwniez posiadajgce walory smakowe o réznej intensywnosci stodyczy.
Glicyryzyna, stewiozyd, taumatyna i filodulcyna to zwiazki, ktdre sg aktualnie sto-
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sowane jako srodki stodzace w przemysle spozywczym i farmaceutycznym oraz
w codziennej diecie cztowieka.

1.1. BIALKA

W latach sze$édziesigtych dwudziestego wieku nastapit przetom w poszukiwa-
niu zastepczych srodkéw stodzacych, bedacych naturalnymi biatkami. Nasuwa sie
pytanie - ,,Dlaczego biatka?” Odpowied? jest prosta. Zc wzgledu na ich niska war-
tos¢ energetyczng oraz dlatego, ze moga by¢ metabolizowane w organizmie czlo-
wieka w wyniku enzymatycznej hydrolizy. Wiekszo$¢ biatek o wysokiej masie mo-
lowej, stanowigcych podstawowy budulec organizméw zywych, nic posiada walo-
row smakowych i nie wptywa na smak. Istnieje jednak niewielka liczba biatek cha-
rakteryzujacych sie dobrymi walorami smakowymi. Do grupy biatek wywotujg-
cych stodki smak nalezg: taumatyna, monelina, mabinlina oraz brazcina. Innggrupe
biatek mogacych wywotac stodki smak, stanowig glikoproteiny, zawierajace, dodat-
kowo, w swojej budowie jednostke cukrowa. Nalezg do niej mirakulina i kurkulina.
Wszystkie te biatka sg wielokrotnie stodsze od cukru, w wigkszosci nieszkodliwe
dla cztowieka i moga by¢ stosowane jako niskokalorycznc koncentraty stodzace,
dodawane do zywnosci i lekéw. Ich uzycie znacznie obniza ilos¢ spozywanego
cukru.

Taumatyna

Taumatyna - bardzo stodkie biatko, o posmaku lukrecji, jest najlepiej pozna-
nym biatkiem w tej klasie zwigzkéw. Znajduje sie w roslinie o nazwie Thaumato-
coccus daniellii Benth z rodziny Maranthaceae. Roslina ta rosnie na obszarze Za-
chodniej Afiyki, od Zairu po Sierra Leone. Hodowana jest rowniez w szklarniach
Wielkiej Brytanii. Mieszkancy Afryki nazywaja j g katemfc i wykorzystujajej owo-
ce do maskowania kwasnego smaku wina palmowego oraz napojéw owocowych.
Taumatyna zawartajest w miesistej ostonce, otaczajacej nasiona owocow tej rosli-

ny. Po raz pierwszy izolowalijej dwie formy, taumatyne 1i Il, van der Wel i Loeve
[5] w 1972 roku. W siedem lat pdzniej lyengar i wsp. [6J ustalili sekwencje amino-
kwasow, ktére wchodza w skiad taumatyn I i Il i okreslili ciezar czasteczkowy

(ok. 22 kDa) tych biatek. Lancuchy polipeptydowe taumatyn zbudowane sg z 207
reszt aminokwasowych i r6znig sie miedzy sobg w pieciu miejscach. Kazdy 7. nich
posiada osiem wewnatrzczasteczkowych mostkéw disulildowych. Badania ostat-
nich lat wykazaty, ze taumatynajest 1600 razy stodsza od cukru [7] i ogrz.ewana do
temperatury 75°C nie traci swoich stodkich wiasciwosci.

Jeszcze bardziej stodka substancjgjest jonowy addukt taumatyny i soli glinu,
wprowadzony na rynek przez Tate & Lyle Ltd pod nazwa Talin, jako dodatek do
past do zebow [1], Addukt ten jest 3000 razy stodszy od 10% roztworu sacharozy.
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Talin bardzo dobrze rozpuszcza sie w wodzie, jest rozpuszczalny w etanolu, 2-pro-
panolu, glicerynie i glikolu propylenowym. Nie rozpuszcza sie w acetonie, eterze
i toluenie. Wodny roztw6r Talinu jest stabilny w zakresie od 2 do 10 jednostek pH.

Intensywna stodycz, brak wiasciwosci powodujacych préchnice zebdw oraz
brak przeciwwskazan w uzywaniu taumatyn w okresie cigzy, stawia je w grupie
nowych, oryginalnych dodatkéw do zywnosci, past do zebdw i innych Srodkéw
leczniczych [I],

Monelina

Monelina, drugie poznane stodkie biatko, znajduje sie w migzszu czerwonych
jagod rosliny Dioscoreophyllum cumimnsii z rodziny Menispermaceae, rosnacej
w Zachodniej Afrycc. Po raz pierwszy Morris i Cagan [8,9] oraz van der Wel [10]
izolowali i oczyscili to biatko oraz nadali mu nazwe monelina. Biatko jest 2000-
2500 razy stodsze od sacharozy [7], Zbudowane jest z dwdch tancuchoéw, z ktérych
kazdy zawiera odpowiednio 44 i 50 reszt aminokwasowych, ajego masa molowa
wynosi 11 kDa [11], Dtuzszy faincuch zawiera tylko jedngjednostke cysteiny, nato-
miast w sekwencji tancucha krétszego nie ma w ogole tego aminokwasu. Wynika
z tego, ze w strukturze obu tancuchéw nie ma wewnatrzczasteczkowych wigzan
disulfidowych Na podstawie analizy rentgenograficznej, Kim i wsp. [12] opisali
strukture trzeciorzedowa tego biatka. W 1991 roku Kohmura i wsp. [13] zsyntezo-
wali oba tancuchy krystalicznej moneliny metoda wielostopniowego przedtuzania
fancucha biatka na podtozu statym. Kurihara [14] ustalit, ze odpowiednia kombina-
cja obu tancuchéw nadaje monclinie intensywnie stodki smak. Jednak podwyzszo-
na temperatura, enzymatyczna hydroliza czy denaturacja, powodujg zanikanie stod-
kiego smaku biatka. Monelina nic jest toksyczna, jednak ucigzliwa uprawa Diosco-
reophyllum cumimnsii oraz niewielka trwato$¢ waloréw smakowych moneliny, czyni
mato prawdopodobnym wprowadzenie jej na rynek spozywczy.

Mabinlina

Trzecie stodkie biatko mabinling ekstrahowano z nasion rosliny Capparis ma-
saikai Lev., z rodziny Capparidaceac, rosnacej na potudniu prowincji Yunnan
w Chinach [7]. Mabinlina wystepuje w postaci pieciu homologoéw, z ktorych kazdy
jest 10 razy stodszy niz sacharoza. Kohmura i Ariyoshi [15], wydzielili i scharakte-
ryzowali jeden z homologdw - mabinline Il. Jej ciezar czgsteczkowy oszacowali na
ok. 12,4 kDa. Udowodnili, ze zbudowanajest ona z dwdch taricuchéw polipeptydo-
wych A i B, z ktérych kazdy zawiera odpowiednio 33 i 72 reszty aminokwasowe.
Ustalili, ze tancuch B zawiera dwa wewnatrzczasteczkowe wigzania disulfidowe
ijest potgczony z fancuchem A poprzez dwa mostki disulfidowe. Mabinlina Il ogrze-
wana do 80°C, nic traci swoich waloréw smakowych. Przypuszcza sie, ze faczniki
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disutfidowe stabilizujg wtasnosci smakowe biatka i majg wptyw najego odpornosé
cieplng [15]. Jego whasno$ci chemiczne i termiczne wskazuja, ze moze by¢ ono wy-
korzystywane w przemysle spozywczym i farmaceutycznym.

Pentadyna i brazeina

W ostatnim dziesiecioleciu izolowano dwa inne, stodkie biatka, pentadyne
i brazeing, z owocow afrykanskiej rosliny Pentadiplandra hrazzeana R. nalezacej
do rodziny Pentadiplandraceae [16,17]. Obabiatka sg odpowiednio 500 i 2000 razy
stodsze niz sacharoza. Smak tych biatek jest bardziej zblizony do sacharozy niz
smak taumatyny. Smak brazeiny, ogrzewanej w temperaturze 80°C, nie ulega zmia-
nie nawet po 4 godzinach. Brazeina stanowi kompozycje 54 reszt aminokwasowych
i zawiera cztery wewnatrzczasteczkowe wigzania disutfidowe, ajej ciezar czastecz-
kowy wynosi 6 kDa. Poniewaz oba biatka majg w przyblizeniu podobny sktad ami-
nokwasowy, nasuwa sie przypuszczenie, ze pentadyna jest indukowang cieptem
pochodng brazeiny [18]. Do chwili obecnej nic ukazaly sie doniesienia na temat
praktycznego wykorzystania brazeiny.

Poréwnanie trwatosci waloréw smakowych przedstawionych powyzej bialek,
nasuwa przypuszczenie, ze obecnos¢ mostkéw disulfidowych w ich strukturze ma
zasadniczy wptyw na trwatos¢ ich stodkiego smaku. Taumatyna, mabinlina i braze-
ina posiadajg wewnatrzczasteczkowe wigzania oraz mostki disutfidowe i odznacza-
ja sie znaczna trwatoscig walorow smakowych. Stodycz moneliny, ktdra nie posia-
da takich wigzan, zanika zaréwno ze wzrostem temperatury, jak i podczas hydrolizy
enzymatycznej.

1.2. TERPENOIDY

Wiekszos¢ wystepujacych w naturze intensywnie stodkich substancji, nalezy
do rodziny terpenoidéw. Wiele z nich to glikozydy zawierajace jedng lub wiecej
jednostek cukrowych, polepszajacych rozpuszczalno$¢ tych zwigzkéw w wodzie.
Do wystepujacych w przyrodzie terpenoidéw nalezg mono-, seskwi-, di- oraz triter-
penoidy.

1.2.1. Monoterpenoidy

Aldehyd perilowy (la) - jestjednym ze skfadnikéw olejku eterycznego, wy-
dzielonego w 1920 roku z roéliny Perilla nankinesis nalezacej do rodziny Labia-
teae. Jest jedynym znanym naturalnym monoterpenem posiadajgcym stodki smak,
ktorego intensywnos¢ jest 12 razy wieksza niz cukru.
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OH

. X

la Ib Ic

Perilartyna (Ib) - (£)-oksym aldehydu perilowego, nazywany perilartyna,
nalezy do chemicznie modyfikowanych naturalnych substancji stodkich i jest
350-370 razy stodszy od sacharozy, jednak zawiera lekki posmak goryczy. Jej struk-
turg ustalono na podstawie analizy widm 'H NMR. Prosta budowa perilartyny oraz
tak znaczne polepszenie jej waloréw smakowych przez wprowadzenie oksymu
w miejsce grupy aldehydowej, a takze perspektywa znalezienia analogéw lepiej
rozpuszczalnych w wodzie oraz wyeliminowanie gorzkiego posmaku, zachecity ba-
daczy do dalszych modyfikacji tej czasteczki. W tym celu zsyntezowano 80 roz-
nych analogéw perilartyny. Najlepszym okazat si¢ (£)-4-(metoksymetylo)-1,4-cy-
kloheksadieno-1-karbaldoksym (Ic), ktoryjest 450 razy stodszy i lepszy smakowo
od sacharozy. Stodki smak tego zwigzku jest trwaly w Srodowisku kwasnym
(pH=13), w wiekszosci produktow spozywczych oraz stodkich koncentratow. Po raz
pierwszy jego synteze opatentowano w 1975 roku, a wieloetapowy schemat syn-
tezy z izoprenu, jako substratu, opublikowano w 1985 roku [1]. Badania wykazaly,
zc wiekszg intensywnos$¢ stodkiego smaku maja zwigzki, w ktorych wystepuje uto-
zenie E-a,/3-aldoksymu lc. Cykliczny fragment czasteczki rowniez zwigksza ak-
tywnos$¢ glukoforyczng, natomiast uktady bicykliczne czy aromatyczne oraz tarcu-
chy proste zmniejszaja intensywnos$¢ stodkiego smaku badz potegujg gorycz. Obec-
nos$¢ tlenu grupy mctoksylowcj przy weglu C-4 powoduje zwiekszenie rozpusz-
czalnos$ci zwigzku, kosztem obnizeniajego stodkosci. Zalezno$¢ wiasnosci smako-
wych od struktury, dalszych 49 analogdw perilartyny, ustalit jedenascie lat pdzniej
Iwamura [ 19] stosujac analizg QSAR. Testy Amesa wykonane na szczurach wyka-
zaty, zc perilartyna nic powoduje zmian mutagennych bakterii, po jednorazowym
doustnym jej podaniu.

W Japonii perilartyna jest uzywana do polepszania smaku tytoniu, byta row-
niez stosowana w zastepstwie syropu klonowego oraz syropu z lukrecji [20].
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1.2.2. Seskwiterpenoidy

Hernandulcyna (2a)

W roku 1985 Kinghom i wspotpracownicy izolowali z Lippia dulcis Trev.
z rodziny Verbenceae, ziota uzywanego od wiekdw przez Indian z plemienia Azte-
kow, silnie stodki seskwiteipenoid - hemanduleyne (2a). Roslina ta ro$nie w okoli-
cach miasta Meksyk i jest nazywana przez Indian tzonpelic xihuill czyli ,,stodkie
zioto”. Po raz pierwszy opisatjg w swojej ksigzce, w latach 1570-1576, hiszpanski
lekarz Francisco Hemandez. Stodkg substancjg izolowano metoda ekstrakcyjng
z lisci i kwiatdéw Lippia dulcis Trev. doczyszczono metodg chromatograficzng. Dla
uhonorowania Francisco Hemandeza, wydzielony stodki zwigzek nazwano hernan-
dulcyna. Jest to bezbarwny olej, ktdrego strukturg potwierdzono przy pomocy ana-
lizy widm IR, UV, MS oraz 'H i I13C NMR. Jest ona seskwitcrpcnoidcm, 6-(1°,5-
dimetylo-r-hydroksy-4’-heksenylo)-3-metylo-2-cyklohcksenoncm (2a, bisabolan)

[21}

2a 2b

Ustalona absolutna konfiguracja naturalnie wystepujacej hernandulcyny to 65,
VS[I, 22], (6S, 1’iS)-(+)-Hemandulcyna(2a) jest az 1200 razy stodsza od sacharo-
zy,jednak po pewnym czasie traci przyjemny i czysty smak i staje sig wrecz gorzka,
podobnie jak pozostate jej izomery, z ktérych zaden nie odznacza sig stodkim sma-
kiem. Rozpuszczalno$¢ hernandulcyny w etanolu jest staba i wynosi zaledwie
0,l1g/100 ml. Pomimo, ze wykazuje ona niska toksycznos¢ (LDJX = Ig/kg masy
ciata myszy), to nie znalazta wiekszego zastosowaniajako substancja poprawiajgca
smak zywnosci, ze wzgladu na nietrwatos¢ stodyczy, ktdra zanika po pewnym cza-
sie, nabierajgc nieprzyjemnego posmaku i naturalnej goryczy oraz ze wzgledu na
jej staba rozpuszczalnosé.

(+)-4/3-Hydroksyhernandulcyna

W 1995 roku Kinghom i Konnelly [23] izolowali w $ladowych iloSciach,
z lisci i kwiatow tej samej rosliny Lippia dulcis Trev., ale rosnagcej w Panamie, druga
stodka substancje (+)-4/3-hydroksyhemandulcyne (2b). Pomimo matych ilosci, zwia-
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zek tenjest godny uwagi z dwdch powoddw: po pierwszeJest on drugim izolowa-
nym, naturalnym stodkim seskwiteipenoidem, a ponadto jego struktura wskazuje,
ze obecnos$¢ grupy metylenowej przy weglu C-4 nie jest konieczna do uzyskania
stodkiego smaku.

1.2.3. Diterpenoidy

Stewiozyd i jego pochodne

W roslinie o nazwie Stevia rebaudiana Bertoni, nalezacej do rodziny Astera-
ceac, znajduje sie kilka ditcrpenoglikozyddw 3a-i, nalezacych do grupy eni-kaure-
noglikozydow. Roslina tajest stodkim ziotem rosngcym w gdrzystych terenach pét-
nocno-wschodniej czesci Paragwaju i sasiedniej Brazylii oraz w Japonii, Chinach
i Korci. Lokalnie nazywana jest yerba dulce. Najbogatsze w stodkie glikozydy sg
jej liscie oraz ekstrakty, natomiast kwiaty zawierajg ich o wiele mniej. Zawarto$¢
eH/-kaurcnoglikozyddw jest w duzej mierze zalezna od miejsca, w ktérym rosnie
zioto oraz od metody wydzielania.

Z suszonych lisci rosliny pochodzacej z Paragwaju izolowano metoda ekstrak-
cyjng mieszanineg stodkich glikozyddw z wydajnoscig 10%, w odniesieniu do su-
chej masy lisci. Gtéwnym skfadnikiem tej mieszaniny byt stewiozyd (3a). Z lepsza
wydajnoscig izolowano diterpcnoglikozydy z suchych lisci Stevia rebaudiana po-
chodzacych z (’hin. Rozdzielono je metodawysokocisnieniowej chromatografii cie-
czowej (HPLC), uzyskujac odpowiednio: 6,6% stewiozydu (3a), 3,7% rebaudio-
zydu A (3d), 2,1% rebaudiozydu C (3f) oraz 0,53% dulkozydu A (3i).
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Zwiazek Nazwa zwyczajowa R1 R-
3a Stewiozyd P-Clc P-GIé-P-G\c
3b Stewiolbiozyd H 3-G1c24/3-Glc
3c Stewiol H H
3d Rebaudiozyd A P-Glc 8-G1c2/3Glc
3
P-Glc
3e Rebaudiozyd B H jak A
3f Rebaudiozyd C P-Glc /3-Glc2a-Rha
3
P-Glc
39 Rebaudiozyd D j3-Glc30-Glc jak A
3h Rebaudiozyd E P-Gc2P-Gc P-GkI-P-G\c
3i Dulkozyd A P-Glc j3-Glc2a-Rha
3k Rubuzozyd H P-Gic

Gic = D-glukopiranozyl-; Rha = L-ramnopiranozyl-

Nie powiodty sie proby wydzielenia, metodg chromatografii nadci$nicniowej
(OPLC), pozostatych dwdch rebaudiozydéw D i E (3g i 3h). Natomiast opatento-
wana w 1987 roku przez japonskich uczonych metoda izolowania stewiozydu i rc-
baudiozydu A, pozwala na uzyskanie wydajnosci nawet do 17,5% (76,4% stewio-
zydu, 1,4% rebaudiozydu A) [1],

Stewiozyd 3a, gtéwny sktadnik mieszaniny glikozydow, jest biatym, krystali-
cznym, higroskopijnym proszkiem o temperaturze topnienia 196 -198°C, jest bar-
dzo dobrze rozpuszczalny w wodzie, rozpuszcza sie réwniez w etanolu i glikolu
propylenowym. Stewiozyd jest stodszy od sacharozy, jego mata ilos¢ umieszczona
na jezyku ma przyjemny stodki smak, natomiast wieksza ilo$¢ najpierw smakuje
stodko, by po pewnym czasie uzyska¢ zraco-gorzki smak [24J. Jest on zwigzkiem
catkowicie nietoksycznym, wodne roztwory stewiozydu nie zmieniajg swoich wias-
nosci smakowych w zakresie pH od 3 do 9, oraz podczas ogrzewania do wrzenia
przez 1godzine. Dopiero w silnie zasadowym Srodowisku (pH > 10) traci on 50%
wartosci smakowych. Ostatnie badania Brandle iwsp. [25], dotyczace miedzy inny-
mi wihasnosci organoleptycznych stewiozydu wykazaty, zc réznice w intensywnosci
jego stodkiego smaku (moze by¢ od 30 do 80 razy stodszy od sactiarozy), zwigzane
sg zarOwno z metodg pomiaru organoleptycznego, jak i zalezg od stezenia wzorco-
wych roztwordw sacharozy. W wyniku enzymatycznej hydrolizy stewiozydu, uwol-
nione zostajg 3 mole glukozy i 1 mol stewiolu (3c), ktory jest aglikonem stewio-
zydu i nie posiada zadnych waloréw smakowych [1],

Sposrod zaprezentowanych diterpenoglikozydow, jedynie stewiozyd uzywany
jestw Japoniijako stodki dodatek do przypraw, stosowanych do zaprawy pikli oraz
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solonych potraw [24]. Pozostate eni-kaurenoglikozydy, ze wzgledu na niewielkie
ilosci w jakich sieje izoluje, nie znalazty praktycznego zastosowania.

Innym intensywnie stodkim e«/-kaurenoglikozydem jest rubuzozyd, pochodna
stewiolu (3k), ktéry w znacznych ilosciach (5%) znajduje sie w lisciach rosliny
Rubus snavissimus z rodziny Rosaceae, uprawianej w Chinach i uzywanej przez
miejscowg ludnosc¢, jako tradycyjny ludowy lek. Rubuzozyd jest 114 razy stodszy
od sacharozy, jednak posiada nieco goryczy [20].

Bajnozyd

W korzeniu chinskiego ziela Phlomis betonieoides Diels, z rodziny Labiateae,
zwanego bai-yim-shen, znajduje sie aktywna substancja - bajnozyd (4), stosowana
od dawna w ludowej medycynie do leczenia choréb kobiecych. W roku 1985 bajno-
zyd zostat wydzielony w czystej postaci przez Tanaka i wsp. [26], ktorzy stwier-
dzili, zc jest on 250 razy stodszy od cukru. Dziesie¢ lat pozniej zsyntezowano race-
miczng forme aglikonu bajnozydu - bajunol [27],

Na podstawie widm 'H NMR i MS, aglikonom przypisuje sie strukture mono-
hydroksyditerpenoidéw z rodziny labdanolidéw, posiadajacych przy weglu C-13
A-podstawiony pierscien furanowy [1],

R = 2-¢>-/3-ksylopiranozylo-D-glukopiranozyl-

Gaudichaudiozyd A

W ostatnich kilku latach izolowano jeszcze jeden stodki diterpenoglikozyd
0 nazwie gaudichaudiozyd A (5), z leczniczej rosliny Baccharis gaudichaudiana
DC., nalezacej do rodziny Compositae, rosngcej na terenach Paragwaju [23].

Strukture tego zwigzku ustalono na podstawie analizy widm ‘H oraz I3C NMR.
Gaudichaudiozyd A jest doskonale rozpuszczalny w wodzie oraz 55 razy stodszy
od sacharozy. Jego wodne roztwory posiadajg przyjemny stodki smak, z lekkim

odcieniem goryczy.
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W aktualnej literaturze zrodtowej, poza informacjami o wiasciwosciach leczni-
czych, nie ma informacji o wykorzystaniu waloréw smakowych ostatnich trzech
diterpenoglikozydéw w przemysle spozywczym czy farmaceutycznym.

1.2.4. Triterpenoidy

Glicyryzyna (6a, kwas glicyryzynowy) - jeden z lepiej poznanych oleanopo-
dobnych triterpenoglikozydow, znajduje sie w korzeniu i pedach lukrecji gladkiej,
zwanej Glycyrrhiza glabra L. Z rodziny Leguminosae, matego krzewu rosngcego
na terenach Chin, Rosji, Srodkowowschodniej i potudniowej Europy. Jej lecznicze
wiasciwosci byly dobrze znanejuz w starozytnej medycynie i farmacji [20]. Stoso-
wana jest w leczeniu niezytu drog oddechowych.

Glicyryzyna - substancja o stodkim smaku, jest diglukuronidein kwasu glicy-
retynowego (6b, R=H), ktéry sam w sobie nic posiada stodkiego smaku. Po raz
pierwszy zostata wydzielona w czystej postaci w 1907 roku [29]. W korzeniach
lukrecji znajduje sie od 6 do 14% glicyryzyny, natomiast pedy zawierajajej az 23%.
Glicyryzyna znajduje sie w nich w postaci soli wapniowo-potasowej wraz z innymi
sktadnikami, takimi jak skrobia, cukry, biatka, flawanoidy, asparagina i zywice.

Zwiagzek Nazwa zwyczajowa R
6a Glicyryzyna
(Kwas glicyryzynowy) /5-GlcCOOH-/J-GIcCOOlI 1 (2<-1)
6b Kwas glicyretynowy 1
6¢ Apioglicyryzyna p-apioFur(2<—1)-/3-GIcCOOl |
6d Araboglicyryzyna a-L-Ara(2<-1)-/3-GleOtV)H

/3-GIcCOOH = /J-D-glukuronopiranozyl-; /3-apioFur = /3-D-apiofuranozyl-;
cc-L-Ara= a-L-arabinopiranozyl-
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30

Czysta glicyryzyna jest bezbarwng krystaliczng substancja, bardzo stabo roz-
puszczalng w zimnej wodzie, natomiast dobrze rozpuszcza sie w niej na goraco.
Rownie dobrze rozpuszcza sie w etanolu. Wolny kwas glicyryzynowy (6a) i jego
sole wapniowe tworzg, po oziebieniu gorgcych wodnych roztwordw zele, ktore kry-
stalizujg z lodowatego kwasu octowego i etanolu jako hydraty. Hydroliza soli pota-
sowej przy uzyciu rozciefczonego kwasu siarkowego daje krystaliczny kwas glicy-
retynowy 6b - aglikon glicyryzyny, catkowicie nierozpuszczalny w wodzie i bez
smaku. Badania struktury kwasu 6b, prowadzone przez wiele grup badawczych,
potwierdzity, zc nalezy on do grupy oleanopodobnych triterpenoidéw [1],

Najbardziej przydatng w przemysle spozywczym i farmaceutycznym pochod-
na kwasu glicyretynowego jest sdl amonowa, ktéra w postaci krystalicznej jest
100 razy stodsza od sacharozy, natomiast w roztworach, intensywnosc jej stodyczy
zalezy od stezenia wzorcowego roztworu sacharozy. | tak w odniesieniu do roztwo-
ru sacharozy o stezeniu 20 mg/1 00 ml, jest ona 70 razy stodsza, natomiast w stosun-
ku do roztworu sacharozy o stezeniu 10 mg/100 ml, jej stodyczjest 93 razy silniej-
sza [20],

So6l amonowg kwasu glicyretynowego tatwo otrzymuje sie z ciektych ekstrak-
tow, pozyskiwanych przez ekstrakcje przeciwpradowagkorzeni lukrecji. Jest ona trwa-
fa w temperaturach normalnych, rozpuszczalna na zimno i na gorgco w wodzie
i w glikolu propylenowym. Znajduje wiele uzytecznych zastosowar jako dodatek
poprawiajacy smak oraz zapach zywnosci i lekoéw, przy produkcji wyrobow cukier-
niczych, do nadawania stodkiego smaku papierosom i tytoniom fajkowym orazjako
Srodek pienigcy [20].

W Stanach Zjednoczonych Ameryki, sl amonowa glicyryzyny uzyskata sta-
tus bezpiecznej substancji, stosowanej do celow spozywczych [23].

Natomiast w Japonii, jako spozywczy $rodek stodzacy, stosowany jest od kil-
ku lat ekstrakt lukrecji (EHLE), uzyskany przez enzymatyczna hydrolize z uzyciem
/3-glukuronidazy [24]. W 2001 roku Lin i wsp. [30] izolowali gtéwne sktadniki eks-
traktu EHLE i okreslili ich strukture. Ekstrakt EHLE nie jest toksyczny i nie powo-
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duje mutagenezy flory bakteryjnej, co daje mu status bezpiecznego dodatku do zyw-
nosci.

Prosta metoda otrzymywania soli amonowej oraz jej dobre walory smakowe
zachecity badaczy do modyfikacji czasteczki kwasu glicyretynowego. W ciggu ostat-
nich kilku lat zsyntezowano rdzne 3-O-glikozydy kwasu glicyretynowego i przeba-
dano ich wiasnosci smakowe. Mizutani i wsp. [31] otrzymali szereg glikozydéw
zawierajacych rozne jednostki cukrowe. Badania waloréw smakowych tych zwigz-
kow wykazaty, ze monoglikozydy sg stodsze niz diglikozydy, a sposrdd nich mono-
glukuronid kwasu glicyretynowego okazat sie najstodszy (941 razy stodszy od sa-
charozy) [24, 31].

Apioglicyryzyna i araboglicyryzyna

Z metanolowych ekstraktow suszonych na powietrzu korzeni innej rosliny,
Glycyrrhizapunctata BATAL, nalezacej takze do rodziny Leguminosae, Kitagawa
i wsp. [32] wydzielili oprécz znanych flawanoglikozydéw, niewielkie ilosci glicy-
ryzyny (1,5%) oraz dwa nowe stodkie triterpenooligoglikozydy - apioglicyryzyne
(6¢c, 0,32%) oraz araboglicyryzyne (6d, 0,14%). W wyniku catkowitej melanolizy
ekstraktow otrzymali jeszcze aglikon - kwas glicyrctynowy (6b).

Na podstawie danych fizykochemicznych i reaktywnos$ci chemicznej ustalono,
ze apioglicyryzyna (6¢) jest triterpenooligoglikozydem o strukturze kwasu 3-0-[R3-
D-apiofuranozylo(l-»2)-3-D-glukuronozylo]glicyrctynowcgo, a araboglicyryzyna
(6d) zostata zidentyfikowanajako kwas 3-0-[ct-L-ara-binopiranozylo(I—2))-/3-D-
glukuronozylo]glicyretynowy.

Badania waloréw smakowych tych glikozydoéw wykazaty, ze apioglicyryzyna
jest dwa razy stodsza od glicyryzyny, natomiast stodko$¢ araboglicyryzyny jest
poréwnywalna ze stodyczg glicyryzyny.

Periandryny

Glicyiyzyne izolowano tez w niewielkich ilosciach (0,38%) z korzeni stodkie-
go drzewa Periandra dulcis Mart., brazylijskiej rosliny nalezacej do rodziny Legu-
minosae [33], Jednak szczegdtowa analiza wykazata, ze zasadniczym zrodtem sto-
dyczy, w pozyskiwanym ekstrakcie, byta mieszanina czterech oleanopodobnych tri-
terpenoglikozydow nazwanych periandrynami I, I, Il i 1V (7, 8). Znajdujg sie one
w niewielkich ilosciach, w korzeniach tego stodkiego drzewa. Z 30 kg suchych
korzeni Periandra dulcis izolowano zaledwie 300 mg periandryny | (7a), 170 mg
periandryny 1l (8a), 23 mg periandryny 1l (7b) oraz 9 mg periandryny IV (8b). Sg
one 90-100 razy stodsze od sacharozy, ich stodyczjest poréwnywalna z glicyryzy-
ng, jednak w przeciwienstwie do niej wrazenie stodyczy pojawia sie o wiele szyb-
ciej.
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7 8
Zwiazek Na/.wa zwyczajowa R1 R2
7a Peiiandryna | /3-GIcCOOH-jS-GIcCOOH(2<-1) CH=0
8a Pcriandryna Il /3-GIcCOOH-/?2-GIcCOOH(2*-1) CH=0
7b Pcriandryna Ill /"GIcCOOH-j3-GlcCOOH(2<—1) CH20H
8b Pcriandryna IV /3-GIcCOOH-/3-GIcCOOH(2<- 1) CH20H

/3-GlcCOOH = /3-D-glukuronopirano/.yl-

Pcriandryny nic sg mutagenne, a ich wspdtczynnik toksycznosci LD3wynosi
2 g/kg masy ciata myszy [20]. Strukturg periandiyny | (7a) ustalono na podstawie
analizy widm rentgenowskich.

Mogrozydy (stodkie kukurbitanoglikozydy)

Lo han kuo jest owocem rosliny Thladiantha grosvenori (Swingle) C. Jeffrey,
z rodziny Cucurbitaccac, uprawianej w potudniowych Chinach, zawierajgcym stod-
ka substancje, o smaku podobym do stewiozydu i glicyryzyny. W medycynie ludo-
wej uzywa sie suszonych owocow tej rosliny do leczenia przezigbien, choréb gar-
dia i w zaburzeniach trawiennych. Stodka substancje z owocu lo han kuo otrzymuje
sie przez ekstrakcje wnetrza, badz tupiny owocu wodg albo 50%-owym roztworem
etanolu, przy czym w tupinie jest jej wiecej. Po raz pierwszy stodkg substancje
z owocu lo han kuo oczys$cit Lee w 1975 roku [34]. Kilka lat pdZniej, Tekamoto
i wsp. [35] opisali struktury trzech izolowanych z tej substancji triteipenoglikozy-
doéw - najbardziej stodkiego i wystepujacego najobficiej mogrozydu V (9) oraz mo-
grozyddéw IV i VI. Z suchych owocow wyizolowano i oczyszczono przez zastoso-
wanie wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) 0,81-1,29% czyste-

go mogrozydu V.
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Mogrozyd V: R1=/~Glc-"Glc (6<—1); R2=/?-Glc-/"Glc (6<-1)-/J-Glc-/K31c (2<-1)
Gic = D-glukopiranozyl-

Najczystsza postac tego glikozydu jest 400 razy stodsza od sacharozy, nato-
miast w odniesieniu do wzorcowego wodnego roztworu sacharozy, o stezeniu
20 mg/100 ml, stodycz mogrozyddéw V i VI jest odpowiednio 256 i 125 razy inten-
sywniejsza. Czyste mogrozydy majg o wiele przyjemniejszy smak niz nieoczysz-
czony ekstrakt. Mogrozyd V jest dobrze rozpuszczalny w wodzie, a w wodnych
roztworach, ogrzewanych nawet do wrzenia, nie ulega rozktadowi i nic traci swoich
waloréw smakowych [36].

Poza wiasciwosciami leczniczymi, nie ma do tej pory w literaturze doniesien
o wykorzystaniu tego glikozydu do celéw spozywczych.

Karnozyflozydy (stodkie kukurbitanoglikozydy)

Chinskie tubylcze ziele Hemsleya carnosiflora, nalezace do rodziny Cucurbi-
taceae, zawiera rowniez stodkie substancje, ktre oczyszczono i zidentyfikowano
jako triterpenoglikozydy, nadajac im nazwy karnozyflozydy V i VI (10) [37], Rdz-
nig sie one jedynie jednostka cukrowg R2

W doniesieniach literaturowych nie majeszcze informacji na temat ich wiasci-
wosci oraz intensywnosci i charakteru ich stodkiego smaku.

10
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Zwigzek Nazwa zwyczajowa R1 R2
10a Karnozyflozyd VV /3-Glc /3-Glc-j3-Glc(2? 1)
10b Karnozyflozyd VI /3-Glc /3-Glc-j3-Glc(6? 1)

Gic = D-glukopiranozyl-

Brujodulkozyd

W korzeniach roéliny Bryonia dioica Jacq., nalezacej do rodziny Cucurbita-
ccae, znajduje sie takze stodka substancja o nie poznanej jeszcze strukturze, nazwa-
na brujodulkozydcm [20]. Przypuszcza sig, ze jest ona nowym triterpenoglikozy-
dem z rodziny kukurbitanéw.

Abruzozydy (11, stodkie cykloartanoglikozydy)

Z n-butanolowego ekstraktu uzyskanego z lisci rosliny Abrusprecatorius, nale-.
zacej do rodziny Fabaceac rosnhacej na Florydzie, Kinghom i wsp. [23,38] wydzie-
lili stodkg substancje, ktora okazata sie mieszaning czterech nowych cykloartano-
podobnych tritcrpcnoglikozydow, ktére nazwali odpowiednio abruzozydami A, B,
CiD(11).

2, P f
(13 js - k //
24
9 f
H1 /
1 10 28
13 5
R
o< ooy
11
Zwigzek Nazwa zwyczajowa R
Ha Abruzozyd A jS-D-Glc
b Abruzozyd B JS-D-GIcCOOH-6-CH2-j5-D-Glc
lic Abruzozyd C /3-D-Glc2/3-D-Glc
lid Abruzozyd D }-D-GLcCOOH-/}-D-Glc

Gic = glukopiranozyl-; GIcCOOH = glukuronopiranozyl-
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Wodne roztwory soli amonowych tych glikozydow sg 30-100 razy stodsze od
wzorcowego roztworu sacharozy. Sa one odporne termicznie, nie sg mutagenne
w stosunku do bakterii i nietoksyczne w stosunku do myszy.

1.3. STEROIDOWE SAPONINY

Ostadyna (12a)

Kiacze paproci Polypodium vulgare, nalezacej do rodziny Polypodiaceae, po-
pularnie zwanej paprotka zwyczajna, paprocig lesna, stodyczka czy lukrecja cygan-
ska, rosnacej wraz z mchami w zacienionych lasach i skatach Europy, Azji i Amery-
ki, zawarta jest stodka substancja, bedaca od dawna w centrum zainteresowania
zaréwno farmaceutdw jak i chemikéw [1). W latach siedemdziesigtych zesztego
stulecia przez ekstrakcje suchych kiaczy tej paproci otrzymano w niewielkich ilos-
ciach (0,03%) nowego typu steroidowa saponine, nazwang ostadyng (12a).

Przed kilku laty Nishizawa i Yamada [39,40] opisali metode wydzielania czy-
stej ostadyny z kigczy Polypodium vulgare oraz ustalili jej strukture, na podstawie
analizy widm rentgenograficznych.

Zwiazek Nazwa zwyczajowa R1 R2 Inne
12a Ostadyna j3-Glc2-a-Rha a-Rha
12 Polipodosyd A j3-Glc-a-Rha (2<—1) a-Rha AT

Gic = glukopiranozyl-;
Rha = L-ramnopiranozyl-

Ponadto zsyntezowali ostadyne wychodzac ze steroidowego aldehydu [40].
Czysta ostadyna jest az 500 razy stodsza od sacharozy, co wskazuje, ze jest ona
rzeczywistym zrodtem stodyczy paproci zwyczajne;j.



NATURALNE ISYNTETYCZNE NIECUKROWE SUBSTANCJE St ODKIE 525

Polipodozyd A

Inna odmiana paproci Polypodium glycerrhiza DC., Eaton, nalezaca do rodzi-
ny Polypodiaccac, rosngca w P6tnocnej Ameryce, byla obiektem zainteresowania
Kinghorna i wsp. [41]. Izolowali oni z ekstraktu suszonych na powietrzu kigczy,
z niewielkg wydajnoscia (0,29%), czysta posta¢ nowej saponiny nazwanej polipo-
dozydem A (12b). Struktura tego zwiazku ustalono na podstawie analizy widm 'H
i 3CNMR [27]. Badania wihasnosci organoleptycznych wykazaty, ze jest on az 600
razy stodszy od sacharozy, i ic jest mutagenny w stosunku do szczepu bakterii Sal-
monella typhimurium TM 677 i nie jest toksyczny w odniesieniu do myszy.

Pterokariozydy A i B (13)

Z lisci oraz pnia chinskiego drzewa Pterocarya palinrus z rodziny Juglanda-
ceae, zwanego przez miejscowa ludnos¢ lianye shu, co znaczy drzewo o stodkich
lisciach, izolowano jeszcze inny rodzaj saponin - 3,4-secodamaranoidosaponiny,
ktore nazwano pterokariozydami A i B (13).

Pterokariozyd B: L-Arab = L-arabinozyl-

Wodnc roztwory tych saponin sg 50-100 razy stodsze od sacharozy. Pteroka-
riozydy A i B nic sg toksyczne w stosunku do myszy i nie wywotujg mutagenezy

bakterii [42].

1.4. DIHYDROIZOKUMARYNY (1//-2-BENZOPIRAN-1-ONY)

Filodulcyna

Filodulcyna (14a) jest naturalng pochodng dihydroizokumaryny, po raz pierw-
szy wydzielonej w czystej postaci w 1916 roku, z lisci roslin Hydrangea macro-
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phylla SERINGE, var. Thunbergii (Siebold) Makinr, nalezacej do rodziny Saxifra-
gaceae, znanej jako herbata amacha. W 1929 roku Asahino i Asano [43] ustalili
strukture filodulcyny, a 30 lat pdZniej Arakawa i Nakazaki [44], przez identyfikacje
kwasu 2-hydroksybutanodiowego, otrzymanego z ozonowanej filodulcyny, przypi-
sali asymetrycznemu centrum C-3 absolutng konfiguracje 3R. W pdzniejszych la-
tach rézne grupy badaczy podejmowaly préby syntezy tej naturalnej izokumaiyny.
Racemiczne formy filodulcyny zsyntezowano stosujac jako materiat wyjsciowy, albo
[ra«i-3-(3-benzyloksy-4-metoksy-fenylo)-2-propenal, badz kwas [2-(3-hydroksy-
2-karboksyfenylo)]-3-metoksy-4-hydroksyfenylopropenowy [1].

14
Zwigzek Nazwa zwyczajowa R
1l4a Filodulcyna H
14b 8-0/3-D-glukozyd filodulcyny B-D-Qlc

Gic = glukopiranozyl-

Pierwszg enancjoselektywng synteze filodulcyny przeprowadzili w 1996 roku
Ramacciotti, Fiaschi i Napolitano [45]. Kluczowym jej etapem byto wygenerowa-
nie centrum asymetrii przez zastosowanie asymetrycznej dihydroksylacji metodg
Sharplessa, oraz wprowadzenie grupy alkilowej w pozycje (5pierscienia aromaty-
cznego metodg litowania. Natomiast pierwszg biosynteze filodulcyny z kwasu szi-
kimowego, przeprowadzili Takcuchi i wsp. w 1980 roku [46]. Enzymatyczna hydro-
liza glikozydu filodulcyny (14b), réwniez powoduje uwolnienie zwigzku 14a [1].

Pomimo, ze filodulcynajest 400 razy stodsza od sacharozy, to jej zastosowanie
jako substancji stodzacej, jest ograniczone (uzywana tylko w Japonii), ze wzgledu
na stabg rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz fakt, ze stodki smak rozciefnczonych roz-
twordw ustala sie bardzo powoli, by uzyskac ostatecznie nieprzyjemny posmak [20].

W celu ustalenia zalezno$ci pomiedzy strukturg czasteczki, a wystepowaniem
i intensywnoscig stodkiego smaku, zsyntezowano szereg dihydroizokumaryn 15 -
pochodnych filodulcyny. Na podstawie przeprowadzonych badan organoleptycz-
nych tych zwigzkéw stwierdzono, ze miedzy innymi, obecnos$¢ grupy 3’-hydroksy-
4’°-metoksyfenylowej poteguje stodki smak zwigzku (Tabela 1).
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Zwiazek
15a
15b
15¢
15d
15¢
Isr
159
15h
15i
ISj
15k

151

*w odniesieniu do sacharozy, ktdrej stodko$¢ * 1
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Sposrod wszystkich syntetycznych analogdw filodulcyny, najstodszym okazat
sie 2-(3-hydroksy-4-mctoksyfenylo-I,3-benzodioksan (15h) [46]. Jest on az 3000
razy stodszy od sacharozy, posiada staby posmak lukrecji ijest odczuwalny juz po
2-3 sekundach (Tabela 1). Jest on jednak nieprzydatny jako $Srodek stodzacy, ze
wzgledu na nictrwato$¢ waloréw smakowych. W roztworze wodnym zwigzek ten
ulega powolnej hydrolizie i w ciggu 7 dni, w temperaturze pokojowej traci catkowi-
cie swoj stodki smak. Zmiana potozenia atomu tlenu w pierscieniu heterocyklicz-
nym (15k; 1,4-benzodioksan), powoduje znaczne ostabienie intensywnosci stod-
kiego smaku. Analog tenjest tylko 450 razy stodszy od sacharozy i réwniez posiada
staby posmak lukrecji [1]. Natomiast stodki smak tego zwigzkujest odczuwalny juz
po 2—3 sekundach i jest bardzo trwaty, utrzymuje sie nawet po 1 miesiacu. Jego
wadgjest jednak staba rozpuszczalno$¢ w wodzie.
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Benzodioksanowe pochodne 15h i 15k majg konformacje podobna do filodul-
cyny i ich oddziatywanie z receptorami smaku tez jest podobne.

Czysta filodulcyna nie wywotuje mutagenezy floiy baktciyjnej oraz jest nie-
toksyczna w stosunku do myszy.

1.5. FLAWANOIDY, CHALKONY, DIHYDROCHALKONY | DIHYDROFLAWANOLE

Flawanono-7-glikozydy

Gorzkie i gorzko-stodkie substancje, nadajgce charakterystyczny orzezwiajacy
smak r6znym owocom cytrusowym, izolowano po raz pierwszy ponad sto lat temu.
Znaczng grupe tych substancji stanowig flawanono-7-glikozydy (16).

Poszczeg6lne zwigzki z tej grupy, réznig sie albo podstawnikami (R1i R2
w pozycjach 3”14’ czasteczki flawanonu, albo jednostkami cukrowymi w pozycji 7
(R3 tabela 2).

16

Te ostatnie sg dwucukrami: fi-rutynozg (6-¢?-a-L-ramnopiranozylo-/?-D-glu-
kopiranozg) badz /3-neohesperydozg (2-0-a-L-ramnopiranozylo-/?-D-glukopirano-
z3). Szczego6towe badania flawanoidéw 16 wykazaty, zc za gorzki smak zwigzku
odpowiedzialny jest fragment sacharydowy. | tak, flawanono-7/J-rutynozydy nie
majg smaku (16b,d,f,h), natomiast grupa flawanono-7/J-ncohcsperydozydow
(16a,c,e,g) charakteiyzuje sie gorzkim smakiem (Tabela 2).

Flawanony i flawanonoglikozydy sg szeroko rozpowszechnione w $wiecie ros-
linnym, w postaci pigmentéw obecnych w lisciach, kwiatach i owocach. Stanowig
one wazny i tatwy do izolowania surowiec, znajdujacy sie w duzych stezeniach
w skdrkach pomaranczy, cytryn i grejpfrutdw, stosowany w przemysle spozywczym,
farmaceutycznym i kosmetycznym.



Tabela 2. Zalezno$¢ smaku od struktury czasteczki naturalnych flawanono-7-glikozydéw 16

Zwigzek
16a
16b
16¢
16d
16¢
161
169
161]

"w odniesieniu do sacharozy, ktérej stodkos¢ = 1
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Nazwa zwyczajowa
Neohesperydyna
Hesperydyna
Naringina
Naringinorutynozyd
Poncyryna
I1zosakuranotynorutynozyd
Neocriocytryna

Eriocytryna

R1
OCH,
OCHj
oh
OH
OCH,
och3
OH

OH

R2

OH

OH

OH

OH

R3
O-/J-nechesperydozyl
O-I3-rutynozyl
0-/3-neohesperydozyl
0-/3-rutynozyl
0-/J-neohesperydozy!l
0-/3-rutynozyl
0-/3-neohesperydozyl
Oy utynozy!

R4
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH
OH

Smak*
gorzki
brak
gorzki
brak
gorzki
brak
gorzki

brak
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Hesperydyna (16b) stanowi gtowny sktadnik flawanoidowy pomaranczy (Ci-
trus sinensis) i cytryn (Citrus limon), podczas gdy naringina (16c) wystepuje gtow-
nie w grejpfrutach (Citrus paradisi Macfad). Neohespeiydyna (16a) znajduje sie
w pomaranczach hiszpanskich (Citrus aurantilum L.) a poncyryna (16e) w cytry-
nach (Poncirus trifoliata) [47].

Gaffield i wsp. [1] udowodnili, ze naringina (16c), izolowana ze skorek grejp-
fruta, wystepuje w dwoch enancjomerycznych formach 2R i 2S. Wykazali, ze chi-
ralno$¢ naringiny jest niejako funkcjg dojrzatosci owocu, poniewaz stosunek izo-
merdw 2S do 2R w naringinie izolowanej z niedojrzatego owocu grejpfruta wynosi
9:1, natomiast w owocu dojrzatym zmienia si¢ on na 2 : 3, przy czym izomer 2R
charakteryzuje sie bardziej gorzkim smakiem niz izomer 2S.

Schemat 1
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Przy okazji badania wptywu struktury flawanoidéw 16 na ich smak, zsyntezo-
wano szereg pochodnych 16i-n (Tabela 3), stosujagc metodg kondensacji 2,6-dihy-
droksyacetofenonu badZz 2-hydroksyacetofenonu z izowaniling i jej pochodnymi
w Srodowisku zasadowym (Schemat 1) [49]. Badania wiasnosci organoleptycznych
tych zwiazkéw wykazaty, ze sg one stodkie badz nie posiadajg smaku. Natomiast
nie obserwowano zwiazkéw o smaku gorzkim, co mozna kojarzy¢ z faktem, ze
wszystkie pozbawione byty reszt glikozydowych w pozycji 7 pierscienia A (R3=H,;
Tabela 2).

Zastgpienie grupy OMe (R) grupg OEt lub O-n-Pr, wptywato na obnizenie
intensywnosci stodkiego smaku (16j-k), natomiast brak funkcji hydroksylowych
w pozycjach 5i 3’ (R2i R4 powodowat catkowity zanik smaku (161,m,n).

Tabela 3. Wplyw struktury czasteczki na smak pochodnych flawanonu 16

Zwiazek R1 R2 RJ R" Stodkos¢"
161 OMe OH H OH 350
16§ OEt OH H OH 150
lik O-n-Pr OH H OH 150
161 OMe OH H H 0

16m OH OMe H OH 0
16n OH H H OH 0

*w odniesieniu do sacharozy, ktdérej stodkos$¢ - |

Potsyntetyczne dihydrochalkony

Horowitz i Gentili [48] w 1963 roku, zaobserwowali ciekawg zalezno$¢. Stwier-
dzili oni, ze naturalne flawanoidy owocow cytrusowych 16, poddane katalityczne-
mu uwodornieniu w $rodowisku zasadowym, tworzg zwigzki posiadajace mniej lub
bardziej stodki smak. Sg to chalkony 17 i dihydrochalkony 18 - otwarto-pierscic-
niowe pochodne flawanonéw 16 (Schemat 2).

Materiatem wyjsciowym do produkcji najstodszego dihydrochalkonu - neohe-
sperydylodihydrochalkonujest neohesperydyna (16a) uzyskiwana przez ekstrakcje
niedojrzatych skorek pomarariczy Sevilla oranges.

Do chwili obecnej znane sgjedynie dwa wystepujace w naturze dihydrochal-
kony: floiyzyna i floretyna - glikozydy izolowane z korzeni drzew jabtoni, Sliw
i wishi.
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neohesperydylochalkon 17

H2 Pd/C
neohespcrdyna 16a

R‘= OMc

r2=oh

R3= O-b-ncohcsperydyl
R4= OH

neohesperydylodihydrochalkon 18

Schcmat 2

Badania waloréw smakowych otrzymanych dihydrochalkondw pozwolity ustali¢
nastepujace zaleznosci: stodkimi dihydrochalkonami okazaly sie te, otrzymane
z gorzkich flawanoiddw: naringiny i nechespeiydyny (16c i 16a) - majgone inten-
sywnie stodki smak i sg odpowiednio 300 i 1800 razy stodsze od sacharozy. Dihy-
drochalkon otrzymany z gorzkiej neocriocytryny (16g) charakteryzuje sie lekko stod-
kim smakiem. Natomiast uzyskany z poncyryny (16e) ma gorzki smak, podobnie
jak wyjsciowy flawanoid [1, 48].

W nastepnych lalach, w celu znalezienia zalezno$ci miedzy budowa czasteczki
ajej smakiem [1, 50], zsyntezowano jeszcze wiele pochodnych dihydrochalkondw.
Przez analogie do wczesniej opisanych glikozyddw, stewiozydu (3a) i glicyryzyny
(6a), ktdre zawierajg dwie jednostki glikozydowe, zsyntezowano szereg pochod-
nych dihydrochalkondw 18, w ktérych podstawnikiem R byty rézne bis(glikozydy)
[51]. Intensywnos¢ stodkiego smaku tych zwigzkdw byta rézna, od 400 razy stod-
szych od sacharozy, przez stabo stodkie i niestodkie do pochodnych o smaku gorz-
kim. Zaobserwowano nastepujace zalezno$ci: intensywno$¢ smaku stodkiego wzra-
stata jesli czagsteczka dihydrohalkonu zawierata jedng lub dwie jednostki mono-
sacharydowe. Wprowadzenie do czasteczki dihydrochalkonu réznych L-cukréw,
w miejsce grupy a-L-ramnopiranozylowej, nie obnizato stodkosci, natomiast zasta-
pienie reszt L-monosacharydowych D-cukrami, zdecydowanie ostabiato uczucie
stodkiego smaku.

Dihydrochalkony sg stabo rozpuszczalne w wodzie. W temperaturze pokojo-
wej, rozpuszczalno$¢ naringinylodihydrochalkonu wynosi zaledwie 0,94 g/l, a neo-
hcsperydylodihydrochalkonu —0,5 g/l. Wodne roztwory dihydrochalkonéw zawie-
rajacych fragmenty cukrowe, sg stabilne w Srodowisku kwasnym i nie ulegajg hy-
drolizie nawet przy pH ponizej 2. Buforowane roztwory sa w temperaturze 10°C
stabilne przez 8 godzin w szerokim zakresie pH [1, 52]. Badania farmakologiczne
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tych zwigzkow wykazaty, ze sg one catkowicie nietoksyczne w dawkach 0,2-1,0
g/kg masy ciata myszy i pséw i nie powodujg zmian zadnych parametréw bioche-
micznych w organizmie. Nie sg one mutagenne, kancerogenne oraz kariogenne. Te
wiasciwosci stawiajaje w rzedzie bardzo bezpiecznych, srodkéw stodzacych.

Potsyntetyczne dihydrochalkony charakteryzujg sie $wiezym mcntolowo-stod-
kim smakiem. Przy ich smakowaniu, wrazenie smaku stodkiego utrzymuje sie znacz-
nie dluzej (ponad 10 minut), niz w przypadku sacharozy, dlatego maskujg one sku-
tecznie nieprzyjemny gorzki smak wielu lekéw i napojow. Ich walory smakowe sg
wielokrotnie silniejsze od niektdrych syntetycznych substancji stodzacych, i tak
dihydrochalkony sg 2,5 do 7 razy stodsze od sacharyny i 25 do 40 razy stodsze od
cyklaminianu sodu.

Neohesperydylodihydrochalkon - jeden z najstodszych dihydrochalkondw
(1800 razy stodszy od sacharozy), zostat dopuszczony, w wiciu krajach, do stoso-
wania w przemysle spozywczym i farmaceutycznym, jako bezpieczny $rodek sto-
dzacy. Jego podstawowg zaletgjest to, ze uzywa sie go w bardzo matych dawkach
rzedu 20-50 ppm, jako dodatek do zywnosci, napojow bezalkoholowych, gum do
zucia, stodyczy oraz lekow.

Dihydroflawanole (19,2,3-dihydro-2-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-
-3,5,7-tri-hydroksy-4//-1-benzopiran-4-ony)

Z pakow lekarskiego ziela Tessaria dodoneifolia nalezgcego do rodziny Aste-
raceae, rosngcego w Paragwaju i nazywanego przez miejscowg ludnos¢ hierba dul-
ce czyli ,,stodkim ziotem”, Kinghom i wsp. [53] izolowali w 1988 roku nowg stod-
kg substancje - octan 3-dihydrokwercetyny (19a), ktéry okazat sie 400 razy stod-
szy od sacharozy. W tym samym roku Kasai i wsp. [54] izolowali z bardzo malg
wydajnoscig (0,01%), z suchych lisci chinskiego lekarskiego ziela Engelhardtia
chrosolepis, zwanego huang-qi, stodkg substancje, ktéra byta pierwszym stodkim
dihydroflawanotoglikozydem 3-0-a-L-ramnozylo-(25',35)taksyfoling (19b).
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Zwigzek Nazwa zwyczajowa R1 R2
19a Octan 3-dihydrokweicytyny H ch%=o
19b 3-0-c-L-ramno2ylotaksyfolina H a-L-Rha
19¢c octan 4'-metoksy-3-dihydrokwercytyny CHa CHI=0

W rok pézniej, Kinghom i Soejarto [55] zsyntezowali, z tatwo dostepnego
2,4,6-trihydroksyacctofcnonu i izowaniliny, octan 4’-metoksy-3-dihydro-kwercy-
tyny (19c¢) oraz scharakteryzowalijego walory smakowe. Czysta stodycz tego zwigz-
ku, nic zabarwiona posmakiem goryczy, jest porownywalna ze stodyczg naturalne-
go zwigzku 19a. Jednak generowanie uczucia stodkiego smaku odbywa sie bardzo
powoli. Prawdopodobnie grupa hydroksylowa w pozycji 4’ dihydroflawanolu 19,
jest niezbedna do szybkiego wigzania substancji z receptorem stodkiego smaku.
Zastgpienie jej grupg metoksylowa utrudnia tworzenie kompleksu receptor-sub-
stancja stodka i powoduje dtuzsze w czasie, uwalnianie wrazenia stodyczy.

Wyniki badar toksykologicznych dihydroflawanoli nie zostaty dotychczas opu-
blikowane.

1.6. INNE SUBSTANCJE St ODKIE POCHODZENIA NATURALNEGO

Hematoksylina

W znanej od dawna ro$linie, Haematoxylon campechianum, nalezacej do ro-
dziny Leguminosae, rosnacej w Meksyku, Potudniowej Ameryce i Zachodnich In-
diach, zawarta jest stodka substancja- hematoksylina (20).

OH

W 1991 roku Masuda i wsp. [56] badali walory smakowe ekstraktow tej rosli-
ny. Stwierdzili oni, ze stodki smak ekstraktowjest 120 razy silniejszy od sacharozy.
Naturalny cnancjomer (+)-hematoksylina (pentahydroksydihydrobenzynydenopi-
ran) (20), w ktérym pierscienie, cyklopentanowy i piranowy zajm uja wzgledem sie-
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bie potozenie cisJest optycznie aktywng pochodng dibenzo[b,d]Joksocyny, charak-
teryzujaca sie stodkim smakiem.

W celu ustalenia zaleznosci pomiedzy konfiguracjg a smakiem, Amoldi i wsp.
[57] zsyntezowali, w 1995 roku, drugi enancjomer (-)-hematoksyline, ktéry okazat
sie gorzki. Stwierdzili rowniez, ze oddziatywanie, chiralnych czasteczek obu enan-
cjomerdw z centrum aktywnym receptora smaku jest rézne.

Telosmozydy (stodkie polioksypregnanoglikozydy)

Azjatycka roslina Telosma procumbens z rodziny Asclepiadaccae rosnaca
w Wietnamie, stosowana jest w miejscowej medycynie ludowej, w zastepstwie lu-
krecji, ze wzgledu na jej intensywnie stodki smak. W 2001 roku izolowano z tej
rosliny stodkie pregnanoglikozydy, bedace nowg klasg naturalnych, silnie stodkich
substancji. Jednym z izolowanych zwigzkow jest telosmozyd A5 (21) [58].

21

Jest on 1000 razy stodszy o sacharozy. Jego strukture i mase czgsteczkowg
ustalono na podstawie analizy widm ‘H i 83 NMR oraz FAB-MS.

Monatyna

Korzenie krzewdw Schlerochilon ilicifolius zawierajg inng stodkg substancje-
monatyne (22). l1zolowano jg po raz pierwszy w 1992 roku przez ekstrakcje wodg
suszonych na powietrzu korzeni tej rosliny [59]. Ekstrakty traktowano nastepnie
wodnym roztworem amoniaku i sél amonowa monatyny zakwaszano kwasem octo-
wym, uzyskujac czystajej postac.
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22

Na podstawie analizy widm 'H oraz ,3C NMR przypisano monatynie strukture
kwasu 4-hydroksy-4-(indol-3-metylo)glutaminowego. Jej stodycz jest 1200-1400
razy silniejsza od sacharozy [59]. W roku 2001 Oliveira i Coelho [60] opisali dia-
stereoselektywng metode tworzenia czwartorzedowego centrum w piroglutamino-
wej pochodnej monatyny oraz synteze A'-Boc-iV’-Boc monatyny, ktorg mozna ta-
two przeksztatci¢ w czystg monatyne.

2. SYNTETYCZNE NISKOKALORYCZNE SRODKI SLODZACE

Badania syntetycznych srodkéw stodzacych rozpoczeto w roku 1879, kiedy to
Fahlbcrg stwierdzit, zc sacharyna ma intensywnie stodki smak. W 1883 roku opisa-
no 4-etoksyfcnylomocznik, a do dnia dzisiejszego zsyntezowano juz setki orga-
nicznych zwiazkéw o stodkim smaku. Zapotrzebowanie na substancje smakowe
0 Scisle wymaganych wiasnosciach gwattownie wzrosto wraz z rozwojem przemy-
stu spozywczego. Wzgledy ekonomiczne (wzrastajace zapotrzebowanie na cukier)
oraz zdrowotne (wzrastajgca liczba diabetykdw, ludzi otytych, préchnica zebow),
zwrécity uwage naukowcow na poszukiwanie i synteze coraz lepszych Srodkéw
stodzacych, o przewidzianych wiasciwosciach. Badania ostatnich czterdziestu lat,
bardzo wzbogacity wiedze na temat chemorecepcji, zwtaszcza stodkiego smaku
[1,3]. Opublikowane teorie i informacje o wzajemnych oddziatywaniach miedzy
receptorem smaku a substancjg wywotujacg smak, pozwolity naukowcom na pro-
jektowanie nowych struktur zwigzkéw chemicznych, dla ktérych sg w stanie prze-
widzie¢ wiasnosci smakowe.

O ile cukry stuzajako pozywienie, o tyle syntetyczne Srodki stodzace sajedy-
nie niskokalorycznymi dodatkami, dziatajgcymi sensorycznie, uzywanymi do nada-
wania smaku zywnosci i lekom, do przygotowywania zywnosci dietetycznej i dla
diabetykdw. Dlatego substancjom syntetycznym, wprowadzanym narynekjako srod-
ki stodzace, tak zwane ,,stodziki”, stawiane sg bardzo wysokie wymagania, zwigza-
ne z ich wiasciwosciami, zardwno sensorycznymi, fizycznymijak i chemicznymi.

Ich wiasciwosci sensoryczne, decydujgce o stosowaniu ich w zywnosci, napo-
jach i lekach musza ujawniaé sie w ciggu 1do 2 sekund, poniewaz wtedy nadajasie
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do maskowania gorzkiego i nieprzyjemnego posmaku. Srodki te musza by¢ chemi-
cznie bierne wobec wszelkich naturalnych skfadnikéw i innych chemicznych do-
datkéw, znajdujacych sie w produktach, w ktérych majg by¢ uzyte. Muszg byc¢ ter-
micznie odporne, poniewaz podczas przygotowania zywnosci, stosuje sie wiele pro-
cesow technologicznych, jak ogrzewanie, zamrozenie czy liofilizacja. Dlatego po-
winny by¢ one trwate w zakresie temperatur od -30 do +260°C. Syntetyczne Srodki
stodzace powinny byé réwniez trwate w roztworach wodnych, w szerokim zakresie
wartosci pH, poniewaz pH zywnosci zmienia sie od 2,5 do 8jednostek. Najwazniej-
szym jednak wymogiem, stawianym tym zwigzkom, jest ich nieszkodliwos¢ dla
zdrowia, muszgby¢ one nietoksyczne, niekancerogenne, niemutagenne, itp.

Z ogromnej liczby zsyntezowanych zwigzkow, posiadajacych stodki smak, tyl-
ko nieliczne spetniajg te wymogi. | tak stosowanie sacharyny w zywnosci i napo-
jach jest ograniczone ze wzgledu najej gorzki posmak. Kilka innych srodkéw sto-
dzacych, uzywanych w przesztosci, zostato wycofanych z uzycia ze wzgledu na ich
toksyczne dziatanie (dulcyna, P-4000, perilaldoksym).

W Swietle aktualnej wiedzy o substancjach stodkich, interesujgcym wydaje sie
fakt, ze pierwsze syntetycznie otrzymane $rodki stodzgce (sacharyna, cyklamat, aspar-
tam), zostaty odkryte przez przypadek.

Sacharyna

Sacharyna [1,1-ditlenek 1,2-benzoizotiazol-3(2/7)-onu] (23) jest najwczesniej
poznanym syntetycznym $rodkiem stodzacym, 300-500 razy stodszym od sacha-
rozy.

23

Jej stodkie wiasciwosci odkryt przez przypadek, niemiecki chemik Constantin
Fahlberg w 1878 roku. Po utlenieniu o-toluenosulfonamidu, przeniost on produkt
reakcji na bibute, na ktérej chciat go zwazy¢. Niewielka ilos¢ biatego proszku pozo-
stata najego palcach. Uczony polizat palec i zaskoczony stwierdzit, ze jest on stod-
ki [1,3]. W roku 1879 synteza sacharyny zostata opatentowana, a rok pozniej opu-
blikowana w czasopismach naukowych W roku 1884 sacharyne zaczeto produko-
wac na skale przemystowa.
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Chemiczna stabilno$¢ sacharyny oraz niski kosztjej produkcji spowodowaty,
ze do chwili obecnej znajduje ona wszechstronne zastosowanie jako dodatek do
zywnosci, napojow i lekdéw. Sacharyna posiada stodki smak z odrobing goryczy,
czasami jest wyczuwalny staby metaliczny posmak. Jest stabo rozpuszczalna
w wodzie. Najczesciej uzywana w postaci soli sodowej lub wapniowej. Dos¢ szyb-
ko przechodzi przez uktad trawienny ijest wydalana z moczem az w 98%. Sachary-
na jest jedynym syntetycznym $rodkiem stodzacym, ktory zostat dopuszczony do
produkcji, przed zbadaniem jego wtasciwosci toksycznych i kancerogennych. Jedy-
nym testem sprawdzajgcym, wykonanym pod koniec XIX stulecia, byto skonsumo-
wanie przez Fahlberga 10 g sacharyny, przed dopuszczeniem jej do produkcji. Do-
piero 100 lat p6zniej, w wyniku szczegdtowych badan, stwierdzono, ze istnieje
zwigzek miedzy systematycznym stosowaniem sacharyny, a powstawaniem raka
pecherza moczowego u szczuréw [1], W ostatnich 20 latach stosowanie sacharyny
zostato ograniczone do bardzo matych dawek (od 5 do 15 mg/kg produktu spozyw-
czego). Nic zaleca sie obccnic uzywania sacharyny w codziennej diecie przez dtuz-
szy okres czasu.

Aktualnie sg stosowane dwie metody syntezy sacharyny: metoda Fahlberga
wykorzystujgca utlenianie o-tolucnosulfonamidu oraz metoda Maumee, ktéra pole-
ga na podstawieniu grupy aminowej w kwasie antranilowym, przez reszte sulfona-
midowag [1],

Do chwili obecnej zsyntczowano i przebadano wiasnosci smakowe ponad 80
pochodnych sacharyny [1, 3], Wyniki tych badarh pozwolity na sformutowanie kil-
ku, majacych znaczenie 0g6lne, wnioskéw, ktére pozwolity Rossy’emu i wsp. [61],
w 1980 roku, zaplanowac strukture i zsyntezowac¢ tiofenowa pochodng sacharyny.
Pochodnatajest 1000 razy stodsza od sacharozy i nie posiada nieprzyjemnego gorz-
kiego posmaku.

Calkowity zanik stodkiego smaku obserwowano, kiedy w miejsce protonu gru-
py imidowej wprowadzono podstawniki alkilowe, cykloalkilowe i heterocykliczne
oraz gdy zastgpiono atom siarki grupy sulfonowej, w pierscieniu benzoizotiazolo-
nowym podstawnikiem dimetylosililowym Si(CH32lub atomem selenu. Obnizenie
intensywnosci stodkiego smaku obserwowano tez, kiedy proton grupy imidowej
zastepowany byt kationami innymi niz Na+ NH*, Ca2+ Zwiekszenie intensywnosci
stodkiego smaku powodowaty podstawniki elektronodonorowe w pierscieniu ben-
zenowym oraz zamiana pierscienia benzenowego na pierscien tiofenowy (znaczny
wzrost intensywnosci smaku stodkiego). Natomiast wprowadzenie podstawmkow
clektronoakceptorowych do pierscienia benzenowego powodowato uwalnianie gorz-

kiego smaku.

Cyklaminiany

Cyklaminiany (24) sg solami kwasu cykloheksyloaminosulfonowego. Stodkie
wiasciwosci cyklaminianow zostaty odkryte przypadkowo, podobnie jak sachary-
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ny. W 1937 roku, jeden z naukowcow Stanowego Uniwersytetu w Illinois, M. Sve-
da, badajac przeciwgoraczkowe wiasnosci organicznych pochodnych kwasu ami-
nosulfonowego, stwierdzit, ze jego papieros, zanieczyszczony jedng z nich - kwa-
sem cyklaminowym, smakuje stodko. W 1940 roku kwas cyklaminowy ijego sole
zostaty opatentowanejako syntetyczne niskokaloryczne srodki stodzace [1,3]. Pierw-
szy artykut na ten temat ukazat sie dopiero w 1944 roku [ 62].

NHSOs' Na*

-2 Caztx 2H2

23

Sol sodowa kwasu cyklaminowego, nazywana czesto cyklamatcm, jest najbar-
dziej rozpowszechnionym w przemysle spozywczym i farmaceutycznym stodzikiem.
Jest ona 30 razy stodsza od sacharozy. Jest biatym krystalicznym, bezwonnym prosz-
kiem i ma przyjemny stodki smak. SOl wapniowajest stosowanajako dodatek sma-
kowy szczegOlnie w dietach, ktore wymagajg niskiej zawartosci Na'. Cyklaminiany
sg dobrze rozpuszczalne w wodzie, sg stabilne w szerokim zakresie pH (2-10)
i temperatury (trad = 260°C).

Najwiekszymi producentami cyklaminiandw sg Stany Zjednoczone Ameryki,
Kanada i Japonia. Uzywane sg one gtéwnie do stodzenia napojéw, sokéw owoco-
wych, kompotow, produktéw spozywczych, takichjak pieczywo i stodycze oraz do
polepszania smaku lekow.

Badania toksykologiczne i kancerogenne cyklaminianéw, podobnie jak sacha-
ryny, rozpoczeto dopiero na przetomie lat siedemdziesiatych i osiemdziesiatych
XX wieku. Poczatkowo nie obserwowano zadnych szkodliwych oddziatywan cy-
klaminian6éw na watrobe, nerki i inne narzady. Duze dawki cyklaminianéw poda-
wane w zywnosci nie wywotywaly u szczuréw dziatania kancerogennego. Metabo-
lity byty w krotkim czasie wydalane z organizmu, gtdéwnie z moczem [1]. Stwier-
dzono jednak, ze niewielka ich ilos¢ (0,1-0,9%) jest metabolizowana do wyjscio-
wej cykloheksyloaminy, ktdrajest silnie toksyczna, a takze do dicykloheksyloami-
ny, ktorajest kancerogenna [63]. Obserwowano réwniez powstawanie raka peche-
rza moczowego u szczuréw, ktérym wczesniej podawano nickancerogenng, pod-
progowga dawke //-metylonitrozomocznika [64], Wyniki tych badan, byty powo-
dem, ze najaki$ czas zakazano uzywania cyklaminianow w produktach spozyw-
czych. Od kilkunastu lat trwa spor wokot rakotworczego dziatania cyklaminianéw
i pomimo ze wiekszo$¢ przeprowadzonych badan potwierdza opinie o ich nieszko-
dliwosci [1, 3], jednak nie zaleca sie ich spozywania przez mate dzieci i kobiety
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ciezarne. Aktualnie, firmy spozywcze i farmaceutyczne, ktdre stosujgcyklaminiany
jako dodatki do zywnosci i lekow, sg zobowigzane do umieszczania na opakowaniu
informaciji, ze produkty zawierajg wlasnie te zwigzki. Na skale techniczng otrzymu-
je sie cyklaminiany na drodze 7V-sulfonowania cykloheksyloaminy, przy uzyciu
kwasu sulfaminowego, badz tritlenku siarki [1, 65].

W ciagu ostatnich trzydziestu lat zsyntezowano wiele pochodnych cyklaminia-
néw, réznie modyfikowanych. Niewiele z nich charakteryzowato sie stodkim sma-
kiem, a nieliczne miaty intensywno$¢ stodkiego smaku poréwnywalng badz wyzsza
od cyklamatu [1,3].

Acesulfam-K

W 1973 roku Clauss i Jensen [66] opisali nowa grupe zwigzkéw o stodkim
smaku, bedacych podobnie jak sacharyna i cyklaminiany, pochodnymi sulfamido-
wymi. Sato podstawione 2,2-ditlenki 3,4-dihydro-1,2,3-oksatiazyno-4-onu. Wyra-
znie stodkim smakiem odznaczajg sie w tej grupie sole sodowe i potasowe 6-mety-
lopochodnych tych ditlenkéw. Najwiecej uwagi poswiecono soli potasowej nazwa-
nej acesulfamcm-K (25). Ma onabardzo przyjemny stodki smak, jest 130 razy stod-
sza od sacharozy, dobrze rozpuszcza sie w wodzie, jest odporna na hydrolize
w szerokim zakresie pH (3-7), nie zmienia smaku nawet w kwasnych napojach
orzezwiajacych ijest trwala do temperatury 120°C.

25

Na skale przemystowa otrzymuije sie acesulfam-K z chloro- lub fluorosulfony-
loizocyjanianu i estru ieri-butylowego kwasu 3-ketobutanowego. Uzyskany A*-chlo-
ro- lub Ar(fluorosulfonylo)acetamid cyklizuje nastepnie, w metanolowym roztwo-
rze wodorotlenku potasu do koncowego produktu [66].

Acesulfam-K jest nietoksyczny, nie posiada wtasciwosci kancerogennych i nie
stwierdzono jego dziatania mutagennego i teratogennego [1]. W organizmie czio-
wieka, jest szybko rozktadany. W pierwszej kolejnosci nastepuje rozerwanie pier-
Scienia i powstanie acetamidu kwasu //-sulfonowego, ktéry w wyniku dalszej de-
gradacji rozktada sie do substancji fizjologicznie nieszkodliwych [65].

Ze wzgledu na przyjemny stodki smak acesulfamu-K, jest on wszechstronnie
wykorzystywany jako dodatek do napojéw i sokow, do galaretek owocowych, do
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polepszania smaku napojoéw alkoholowych takich jak piwo, wina i mocne trunki.
W kompozycji z cukrami ksztattuje typowy aromat i smak réznych wyrobdéw cu-
kierniczych, moze by¢ dodawany do gum do zucia. Jest réwniez uzywany w prze-
mysle kosmetycznym do produkcji pomadek do ust i past do zebéw. Jego stodki
smak maskuje nieprzyjemny smak réznych komponentéw w tych kosmetykach.
Podobng maskujaca funkcje spetnia acesulfam-K w przemysle farmaceutycznym,
szczegOlnie w lekach dla diabetykow.

Aspartam

Odkrycie stodkiego smaku aspartamu - estru metylowego L-a-aspartylo-L-fe-
nyloalaniny (26), byto tak samo przypadkowe jak odkrycie stodkiego smaku sacha-
ryny i cyklaminianéw. W grudniu 1965 roku, J. Schlatter, pracownik laboratorium
firmy G.D. Searle & Company (Skokie, Illinois), krystalizowat ester metylowy di-
peptydu L-a-aspartylo-L-fenyloalaniny, ktéry byt produktem przejsciowym w syn-
tezie C-terminalnego tetrapeptydu Trp-Met-Asp-Phe-NH,, bedacego sktadnikiem
hormonu gastryny. Podczas ogrzewania Schlatter oblat sobie reke metanolowym
roztworem tego dipeptydu. Nie umyt rak, wiedzac, ze aminokwasy nie sg szkodli-
we. Po jakim$ czasie polizat palec i stwierdzit, ze ma on bardzo przyjemny, inten-
sywnie stodki smak. | to wkasnie firma G.D. Searle & Company, byla pierwsza,
ktéra wyprodukowata stodki dipeptyd - aspartam na skale przemystowa.

26

Od tego czasu ukazato sie bardzo wiele prac poswieconych syntezie i poszuki-
waniu zaleznosci pomiedzy strukturg analogdw aspartamu, a ich wtasciwosciami
smakowymi. Czasteczka aspartamu postuzyta Temusiemu i wsp. [1,2], jako mode-
lowa forma molekularna, do opracowania wstepnej wersji ksztattu (mapy) recepto-
ra stodkiego smaku. W latach p6zniejszych otrzymano wiele dipeptydéw, pochod-
nych aspartamu i badano ich walory smakowe oraz toksyczno$¢. Wsrdd nich na
szczegblng uwage zastuguja bardzo stabilne amidy [67] oraz estiy [68, 69].

Aspartam jest 160-180 razy stodszy od sacharozy i wykazuje takie wiasciwo-
$ci, jakie powinien posiada¢ doskonaty Srodek stodzacy: charakteryzuje sie czy-
stym intensywnie stodkim smakiem, jest nietoksyczny i niskokaloryczny, nie po-
woduje prochnicy zebéw, posiada umiarkowang stabilnos¢, nie dziata przeczysz-
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czajaco, fatwo jest metabolizowany w organizmie cztowieka. No i rzeczg najbar-
dziej istotngjest fakt, ze jest on tatwo dostepny i stosunkowo tani. Pod nazwgNutra
Sweet, opanowat przemyst spozywczy i farmaceutyczny na catym Swiecie [1].

Wiekszo$¢ opisanych w literaturze syntez aspartamu wykorzystywata do t3-
czenia dwdch reszt aminokwasowych, ktére miaty odpowiednio chronione grupy
funkcyjne, tradycyjne metody otrzymywania peptydow [70].

Na skale przemystowa aspartam otrzymuje sie poprzez dehydratacje kwasu
asparaginowego do jego bezwodnika, ktdiy reaguje nastepnie z fenyloalaning lub
jej estrem metylowym, dajac kofAcowy produkt. W zaleznosci od rodzaju uzywane-
go odczynnika, stuzgcego do ochrony grupy aminowej kwasu asparaginowego, sto-
sowane sg dwie metody przemystowe, Z i F, syntezy aspartamu.

W pierwszej zwanej metodg Z, grupg ostaniajacajest grupa benzyloksykarbo-
nylowa, ktorg usuwa sie¢ w ostatnim etapie procesu, przez katalityczne uwodornie-
nie, w obecnosci katalizatora Pd/C.

W drugiej metodzie F, udogodnieniem jestjednoetapowe one pot odwodnienie
i ostanianie grupy aminowej przez grupe formylowa, w wynikujednoczesnego trak-
towania kwasu asparaginowego bezwodnikiem kwasu octowego w obecnosci kwa-
su mréwkowego. W koricowym etapie, grupa formylowa usuwana jest w sposéb
prosty przez kwasowa hydrolize [65].

W ostatnich latach trwaty intensywne poszukiwania biotechnologicznych me-
tod syntezy aspartamu z zastosowaniem biokatalizatoréw. Opracowano metody enzy-
matycznego usuwania grupy ostaniajacej, enzymatycznej estryfikacjii L-c-asparty-
lo-L-fenyloalaniny, czy enzymatycznej hydrolizy syntetycznego polipeptydu -
(Asp-Phe),, [65],

Alitam

Wynikiem poszukiwan stodkich peptydéw, jest pochodna aspartamu - alitam,
otrzymany przez Pfizera w 1983 roku tradycyjnymi metodami, uzywanymi do syn-
tezy peptydow [71, 72]. Alitam jest N-tetrametylo-tietanoimidem L-aspartylo-D-

alaniny (27).

*COOH

27

Ma przyjemny stodki smak ijest 2000 razy stodszy od sacharozy. Wyniki ba-
dan ostatnich lat potwierdzaja, ze alitam, podobnie jak aspartam, wykazuje syner-
gizm z sacharyna, cyklamatem i acesulfamem-K [73].
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Neotam

Ogromna teoretyczna wiedza, poparta wieloletnimi doswiadczeniami, zwiagza-
nymi z poszkiwaniem zaleznosci miedzy strukturg zwiazku, a jego smakiem, po-
zwolity na zaprojektowanie struktury, i zsyntezowanie w 1999 roku, nowego stod-
kiego dipeptydu - A¢(3,3-dimetylobutylo)pochodnej estru metylowego L-a-aspar-
tylo-L-fenyloalaniny (28) - nazwanej neotamem [74],

COCH

28

Neotam jest syntetycznym Srodkiem stodzacym nowej generacji. Posiada czy-
sty stodki smak ijest az 8000 razy stodszy od sacharozy.

Zostat otrzymany przez redukcyjne alkilowanie aspartamu przy uzyciu meta-
nolowego roztworu 3,3-dimetylobutyroaldehydu, w obecnosci katalizatora (Pd
lub PY).

Neotam jest rozpuszczalny w wodzie, bardzo dobrze rozpuszczalny w alkoho-
lach oraz polarnych rozpuszczalnikach organicznych. Podobnie jak aspartam, jest
stabilny w r6znych warunkach, nie jest toksyczny i kancerogenny.

Ze wzgledu na doskonate wiasnosci smakowe, jak i tatwy sposob produkciji,
neotam jest aktualnie najlepszym kandydatem, jako syntetyczny Srodek stodzacy
nowej generacji [73].

Sukraloza

Odpowiednio modyfikowane cukty, stanowigjeszcze jedng grupe syntetycz-
nych srodkéw stodzacych, ktére znalazty zastosowanie w przemysle spozywczym.

29
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Sukraloza ma przyjemny stodki smak, jest 600 razy stodsza od sacharozy
i wykazuje staby syncrgizm z cyklamatem, acesulfamem-K oraz neohesperydylo-
chalkoncm [73].

Jest bardzo dobrze rozpuszczalna w wodzie i stabilna w szerokim zakresie pH
i temperatury.

Synteza sukralozy wymaga serii przejs¢, majacych na celu selektywne bloko-
wanie i odblokowanie, w taki sposéb zeby grupa hydroksylowa, znajdujaca sie
w pozycji 4, mogta by¢ podstawiona atomem chloru z inwersjg konfiguracji [76].
Do otrzymywania produktéw posrednich, potrzebnych do syntezy sukralozy, uzy-
wano réwniez innych motod, takich jak: regioselektywne acylowanie i deacylowa-
nie, czy biokatalityczne transformacje [65].

PODSUMOWANIE

Podsumowujac stan aktualnej wiedzy o mozliwosciach izolowania i wykorzy-
stania naturalnych substancji stodkich oraz o projektowaniu i syntezie stodkich zwigz-
kéw na drodze chemicznej, bez watpienia mozna stwierdzié, ze projektowanie
i synteza nowych struktur substancji stodkich, niekalorycznych, azarazem bezpiecz-
nych dla cztowieka, sa w petni realne. Jest to mozliwe dzieki ogromnej liczbie in-
formacji, ktérych dostarczajg badania korelujace strukture zwigzku chemicznego
zjego wiasnosciami smakowymi.

Sposréd naturalnych substancji stodkich, zastosowanie, jako zastepcze Srodki
stodzace w przemysle spozywczym, farmaceutycznym oraz w codziennej diecie
cztowieka, znalazty nieliczne. Nalezg do nich: stodkie biatko - taumatyna (3000
razy stodsza od sacharozy), substancje z grupy terpenoidéw (perilartyna, stewio-
zyd, glicyryzyna), ostadyna wsrod steroidéw, oraz filodulcyna, flawanoidy i pot-
syntctyczne dihydrochalkony.

W grupie syntetycznie otrzymanych substancji stodkich na szczeg6lng uwage
zastuguja stodkie dipeptydy, a w$rdd nich aspartam, alitam, czy najnowszy neotam
- az 8000 razy stodszy od sacharozy.

Przeglad najnowszej literatury, dotyczacej omawianego problemu, dowodzi,
z¢ nadal prowadzone sg intensywne badania, ukierunkowane zwilaszcza, na poszu-
kiwanie nowych syntetycznych substancji stodkich, ktore posiadatyby cechy ideal-
nego $rodka stodzacego, tzn. dobrze rozpuszczalnego, trwatego termicznie i che-
micznie, niskokalorycznego, nietoksycznego i nie powodujacego prochnicy zebdw.

Mozna sie spodziewac, iz w najblizszym czasie dostepne beda, produkowane
przemystowo, nowe syntetyczne Srodki stodzace o nieujawnionych dotychczas struk-

turach.
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Pisatemjuz kiedy$ w tych notatkach o wazkiej roli, jaka ma konstruowanie ana-
logii w procesie poznawania Swiata. Ale dopiero niedawno siegnagtem do madrej pra-
cy Wiadystawa Biegariskiego, stawnego niegdy$ metodologa nauki, pracy noszacej
tytut: Wnioskowaniez analogii. ,,GdybySmy - czytamy tam - nie postugiwali sie ana-
logia, postep nauki, oparty na samej tylko indukcji i obserwacji, bytby wzglednie bar-
dzo ograniczony. Nauka w takich warunkach dochodzitaby co najwyzej do uogélnien
w postaci praw empirycznych i co najwazniejsze, bytaby rozbita na dziaty zupeinie
odosobnione, niczcm ze soba nic powigzane. Dopiero z analogii pomiedzy rozmaitymi
uogélnieniami empirycznymi jesteSmy w stanic wyprowadzi¢ wyzsze, ogolniejsze
prawa naukowe” [1]. I nieco dalej:,,Cate znaczenie heurystyczne analogii polega na
tem, zc analogia stosunki og6lne, prawa, znane nam w pewnym zakresie zdarzen,
przenosi na zdarzenia inne, odrebne od nich, gdzie stosunki pomiedzy zjawiskami sg
nam dotychczas nieznane” [2],

Jako za$ przyktad ,,wielkiej analogii” przytacza Bieganski wielkie odkrycie Lavo-
isiera, iz procesy spalania ciat i oddychania organizmdw zywych, sg co do swej istoty
tozsame. Bez watpienia dla wspdtczesnych uczonego byta to konstatacja intelektual-
nie porazajgca. Mozna przypuszczac, ze whasnie to odkrycie wywarto tak silng presje
naumysty ludzkie, iz w chemii ijej ustaleniach zaczeto szuka¢ wyjasnienia dla szere-
gu innych fenomenoéw przyrody. Takie proby sgbowiem charakterystyczne dla prze-
tfomu XVIII i XIX wiekéw. Nic znaczy to, by te proby miaty by¢ zawsze udane.
Analogia petni w procesie badawczym role roboczej hipotezy, a hipotezy, jak wiemy,
bardzo rzadko sie sprawdzajg. Chce tu wiec opowiedzie¢ o nieudanych prébach
wykorzystania analogii chemicznych do wyjasnienia rozmaitych zjawisk Przyrody.

W systemie chemii lavoisicrowskicj centralne miejsce zajmowat tlen, ,,kwaso-
rod” albo ,,kwasoczyn”, wczesniej nazywany ,,powietrzem najzdrowszym” albo ,,po-
wietrzem zywotnym”. (,,Powietrze najzdrowsze” - ten termin brzmi do$¢ szczegdl-
nie dla nas, ktérzy wiemyjuz wiele o szkodliwych dla zywej tkanki postaciach tlenu

i owalce, jakg prowadzi ta tkanka z nimi). Dzigki za$ odkryciom Priestleya i Ingen-
Housza wiedziano tez, ze rosliny wydzielajgpodczas reakcji asymilacji tlen do atmos-
fery i ze proces ten biegnie tym intensywniej, imjest wieksze nastonecznienie. Stad
bytjuz tylko krok do hipotezy, iz mierzac zawartos$¢ tlenu w atmosferycznym powie-
trzu mozna ocenia¢ jako$¢ pogody. Dobra pogoda - wiecej stonca - wiecej tlenu
w powietrzu. Na wielka wiec skale rozwinety sie badania nad zawartoscig tlenu
w atmosferze. Do badan tych uzywano specjalnych przyrzadéw, eudiometrow (na-
zwe ta ukuto od greckich stdw: edSioc- dobra pogoda i [XETpeiv - mierzy¢, byty to
wiec po prostu ,,mierniki dobrej pogody”). Wymyslono bardzo szybko caty szereg
rozmaitych eudiometréw. Byt wiec eudiometr Cavendisha, udoskonalony przez Volte,
w ktérym to przyrzadzie wodor gazowy spalano w okreslonej objetosci powietrza,
inicjujgc proces iskrg elektryczna. Byt eudiometr Priestleya, znany szeroko w wersji
opracowanej przez Magellana, w ktérym wykorzystywano reakcje tlenku azotu
z tlenem powietrza. Byt eudiometr Grena. Ten byt ze wszystkich najprostszy. Tlen,
zawarty w okreslonej objetosci powietrza, byt w nim pochtaniany przez biaty fosfor.
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Byt wreszcie eudiometr Scheelego, gdzie do tego samego celu uzywano siarczku
potasu. Dwa takie urzadzenia, Magellana i Grena, przedstawia zatgczona tu rycina
(Rys. 1), wzieta ze starego podrecznika fizyki J.H. Osinskiego, ,,pomnozonego” przez
Jana Bystrzyckiego [3]. Jak widzimy, eudiometr Grena by#rzeczywiscie bardzo pro-
sty. Bardziej skomplikowany byt eudiometr Magellana. Na rysunku przedstawiony
jest on w dwaoch pozycjach: wyjsciowej i roboczej. W dwdch pojemnikach o znanej
objetosci, zaznaczonych na rysunku literami a i b umieszczano powietrze i tlenek
azotu. Pozostate czeSci aparatu wypetnione byty woda. Kiedy aparat byt ustawiony
w roboczej pozycji, gazy mieszaty sie ze sobg, nastepowata reakcja a ubytek objeto-
§ci gazdw informowalt o zawartosci tlenu we wzietej do oznaczenia objetosci powie-
trza.

Rysunek 1. Eudiomcry Magellana (w pozycjach wyjsciowej i roboczej) i Grena, wedtug podrecznika:
»Fizyka X. Jézefa Osinskiego S.P. przerobiona i naynowszemi odkryciami pomnozona pr/cz
X. Jana Bystrzyckiego S.P.”, T. 1, w Warszawie 1810

Trzeba tu dodac, ze ksigdz Bystrzycki, ktéry w 1810 roku ,,pomnozy}” podrecz-
nik Osiriskiego, sam byt zapalonym eudiometra. ,,Z doSwiadczen - odnotowat
w tekscie - ktdre robitem w Warszawie biorgc do eudiometru powietrze z ogrodéw
w czasie rozmaitym, z ulic, domdw, teatru, kosciotow, itd. okazato sie, iz zimowg
pora, gdy stonce Swieci i wysoko$¢ barometru jest znaczna, na ten czas wiecej jest
powietrza zywotnego anizeli latem, ze w ogrodach latem wiecej jest gdy stonce Swie-
ci, anizeli gdy jest dzieri pochmurny, ze daleko wiecej anizeli na ulicach lub w do-
mach, mniej zas$ po zachodzie storicaw kilka godzin a najmniej w miejscach, gdzie sie
Swiatto pali, albo wielu ludzi znajduje” [4].
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Komentarz, jaki sie tu nasuwa, to stwierdzenie, ze Bystrzycki musiat bardzo
chcie¢ zauwazyc te réznice. Bo nadzieje ,,determinowania dobrej pogody” przy po-
mocy pomiaréw eudiometrycznych szybko sie skoriczyly. Caty ten rozdziat,,chemii
meteorologicznej” ulegt szybkiemu zamknieciu. Kiedy w 1823 roku ten sam Bystrzycki
uswietnit popis publiczny uczniéw konwiktu Pijaréw wyktadem pt. ,,Rzecz o meteo-
rologii” [5] nic wspomniatjuz w nim ani o eudiomctrach, ani o eudiometrii.

Nieco dtuzej utrzymywaly sie natomiast siegajagce zamierzchtych czaséw prze-
konania, ze przyczynag epidemii cholery i dzumyjest ,,zepsute powietrze”. ,,Niewiel-
ka, chemicznie nawet nicstwierdzalna zmiana atmosferyczna - pisat stawny filozof
niemiecki Artur Schopenhauer - powoduje cholere, z6ttg febre, czarng Smieré, itd.,
ktore sprzatnety miliony ludzi; nieco wieksza wyplenitaby wszelkie zycic” [6]. Scho-
penhauer byt osobiscie dotkniety wielkim strachem przed zarazg. W 1831 roku po-
rzucit Uniwersytet Berlifski, gdzie pracowat, i uciekt przed cholerg do Frankfurtu nad
Menem. Mozna powiedzieé, ze wyczutpismo nosem. Nie mniej, a moze nawet wte-
dy bardziej stawny Hegel pozostat w Berlinie, gdzie skosita go zaraza. Zwr6émyjed-
nak uwage na sformutowanie Schopenhauera, iz zmiany powietrza w czasie zarazy
sg,,chemicznie niestwierdzalne”. Znaczy ono, ze wykonywano wowczas chemiczne
na te okoliczno$¢ préby i ze ich wyniki docieraly do filozofa. | tak wtasnie byto.
W roku 1847 podjat np. takie préby Mikotaj Laskowski, Polak urodzony w Malborku,
uczen Liebiga i profesor chemii Uniwersytetu Moskiewskiego. Badania swoje prowa-
dzit w szczytowym momencie epidemii cholery, kontrolujac co kilka dni zawarto$¢
tlenu i azotu w powietrzu pobieranym na podwdrcu uniwersyteckim. Analizy La-
skowskiego nic wykazaty, by powietrze ,,czasu zarazy” miato sie roznic sktadem od
,hormalnego” powietrza [7],

Jak widzimy, chemie usitowano wtedy zaprzac do préb wyjasnien bardzo roz-
maitych spraw. Koncypowano wiele chemicznych wyjasnien dla zjawisk meteorolo-
gicznych i rozmaitych fenomenéw napowietrznych. Jak choéby pioruny i grzmoty.
Nie wystarczaty juz przeciez wiary Starozytnych. Bo to przeciez Jowisz, u Etruskow
Tin, byt whadca btyskawicy. Miat ich zreszta trzy rodzaje: jedna przewiercata, druga
rozrywata a trzecia spopielata ugodzony nig obiekt [8]. Na przetomie XVIII i XIX
wiekdw zaczeto sadzié, ze grzmoty i btyskawice sgwynikiem zapalenia nagromadzo-
nego w chmurach gazowego wodoru. Otojak zjawiska te objasniatJ.C. Hautepierre,
autor popularnego i ttumaczonego najezyk polski ,,Zbioru encyklopedycznego wszyst-

kich umiejetnosci”: ... ,,gazowi wodorodnemu przypisa¢ nalezy ten gatunek ognio-
wych twordw; gdy ten gaz zapala sie przez Elektryczng Materya, w Powietrzokregu,
tworzy owe spadaigce gwiazdy, owe kule ogniste, owe strumienie Swiatla, ktore sie
spostrzegac daig w czasie wielkich upatow” [9].

Warszawski profesor fizyki, wspomniany juz wyzej ks. Osinski, takze byt po-
dobnego zdania. Rozwijajgc w artykule opublikowanym w ,,Rocznikach Towarzy-
stwa Warszawskiego Przyjaciot Nauk” panorame osiggnie¢ naukowych XVI111 wieku
i przedstawiajac tam wiasnosci wodoru napisat:... ,,zapalony od materyi elektrycznej
hukiem swoim toskot grzmotow powieksza, tgczy sie z kwasoczynem powietrza
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zwyczajnego i tworzy wode; dla tej to przyczyny po btyskawicy i grzmocie czesto-
kro€ rzesistszy deszcz padac zaczyna” [10].

Wiedzianojuz wtedy, ze wyladowania elektryczne, zachodzace w powietrzu atmo-
sferycznym, powodujg powstawanie tlenkdw azotu. | ze tlenek azotu tgczac sie z tle-
nem daje barwny ditlenek azotu. Nic dziwnego, ze szybko pojawita sie mysl, iz zorza
po6tnocnato nic innego jak chmura tego wiasnie potaczenia chemicznego. A przeciez,
wedtug mitologii dobrze znajacych zjawisko zorzy polarnej Battdw, miat to by¢ od-
blask ptomienistych mieczy walczacych ze sobg duchéw! [11]. Wspomniany juz
wyzej Hautpierre klarowat wiec: ,,Kiedy iskra elektryczna przechodzi przez mieszani-
ne Gazu saletrorodnego i Gazu kwasorodnego, dostrzegac sie daje wyziew zbyt czer-
wony i nader lotny, podobny do tych, iakie w $wiattach pdtnocnych ku stronie pét-
nocnej pokazywac sie zwykly, dostrzegamy” [12],

Jako autora tej koncepcji Osiriski wymienia B. Libesa. Byta ona powszechnie
uznawana na poczatku XI1X wieku. Ale kiedy w roku 1820 wielce ceniony fizyk
francuski J.B. Biot (1774-1862) dyskutowat sprawe zorzy p6tnocnej na posiedzeniu
potaczonych wydziatow Instytutu Francuskiego, ten chemiczny obraz zjawiska scho-
dzitjuz ze sceny. ,,Strumien elektrycznosci - mowit Biot - wpuszczony do przestrze-
ni prozney, albo rzadkie tylko powietrze zamykaigcey, sprawia ciggte Swiecenie iréz-
ne rzuty $wiatta, ktére przybiegajac wszystkie kolory teczy przechodza, badzto na-
gle, badZ stopniami cale nieznacznemi, z nayciemnicjszego fioletu do nayswictnicjszcj
biatosci” [13]. Podobnie miaty by sie tworzy¢ ,,kolumny Swiatta” zorzy polarnej. Tc
.kolumny $wiatta” miaty, wedtug Biota, powstawac przez Swiecenie ,,0statecznej drob-
nosci czastek metalicznych”. Polskie ttumaczenie referatu Biota, jakie zamiescit ,,Dzien-
nik Wilenski”, nic jednak nie méwi o tym, skad miaty by sie bra¢ owe ,,czastki meta-
liczne” powietrza.

Nie mniejsze od chemicznej teorii zorzy polarnej wziecie miaty chemiczne teorie
trzesienia Ziemi i erupcji wulkanicznych. Takie ,,teorie” zaczety sie zresztg rodzi¢
jeszcze w czasach chemii flogistonowej, a francuski chemik N. Lcmery (1645-1715)
zbudowat nawet sztuczny wulkan chemiczny. ,,Niektorzy Fizycy - pisat krakowski
profesor fizyki, Andrzej Trzcinski - wykladaja wzniecanie podziemnych zapalen
i Wolkanow przez stawne owo doswiadczenie, ktore sie winno Panu Lcmcremu.
Zmieszawszy réwne czesci siarki i opitkdw zelaznych z dwoma czesciami wody iza-
kopawszy w ziemi te mase, woda powoli wpaia sie w nig i wkrotce potym cata mieg-
szanina zagrzewa sie i wzdyma sie i wydaie pary wilgotne i bardzo cieple, ktdre za-
pach siarczysty uczuwac daig. Po tych waporach nastpuig inne, ktdre sie same przez
sie zapalaig i oraz cata mieszanina zaymuie sie, ogien wzbudza i rozlewa kwaskowa-
tos¢ siarczystg. Taka mieszanina wydaie (...) w pewnym czasie widok sztucznego
trzesienia Ziemi i takze Wolkanu” [14]. Wprawdzie inny francuski chemik, Rouelle,
krytykujac te poglady wskazywat, ze takiej ilosci czystego zelaza nic ma we wnetrzu
Ziemi, by mogto ono by¢ przyczynajej trzesien, bo wystepuje tam przeciez ,,zelazo
zmineralizowane”, ale mimo to poglady takie miaty przeciez duze wziecie. Sam Trzcin-
ski krytykowalt te poglady, gdyz uwazal, ze ,trzesienie ziemijest piorunem podzicm-
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nym”, wzbudzonym przez wytadowania elektryczne, ale za chemicznymi przyczyna-
mi trzesien Ziemi i zjawisk wulkanicznych opowiadali sienp. bracia Sniadeccy. Przed-
kfadajac w 1806 roku KoHatajowi uwagi do jego dzieta O poczatku naroddw, Jan
Sniadecki zauwazat: ,,Zyczytbym sobie do poprawienia niektérych tylko wyrazéw
0 wulkanach przeczytaé artykut w Teorii jestestw organicznych mego brata, gdzie ta
teoriajest wytozona przez najpewniejsze dzi$ poczatki fizyki” [15].
Spojrzmy wiec co napisat na omawiany temat mtodszy bratJana, Jedrzej: ,, Tak
wielkie - pisze on - mnoéstwo ciat thustych i zapalnych, pomiedzy warstami ziemi
ukrytych, a szczegolnicy piritéw, ktére wszedzie w takowych poktadach nader sg
obfite, zapaleniu sig niekiedy podpada¢ moze. Poniewaz albowiem woda, wszedzie
sie pomiedzy takowemi poktadami saczy i zbiera, musi nakoniec samarozktadowi ze
strony piritdbw podpas¢. Tym sposobem kwasorod przechodzac do zwigzku z siarka
opuszcza znaczng czes¢ materyi ciepla, przez co cate takowe poktady rozgrzewaig
sie zwolna. Wzbudzone ciepto, tym bardzicy rozpoczety rozktad wody przyspiesza
1przyspieszony tym wieksze i gwaltownieysze wzbudza ogrzanie. Wszystkie te od-
miany nieznacznemi wzmagaig sie stopniami, az na koniec ogromne owe istot zapal-
nych magazyny rozgrzewaig sie mocno; catg znayduigca sie przy sobie wode albo
rozktadaig, albo zamieniaigw pare wody, i iezeli na 6w czas otworzg sobie komunika-
cyaz morzem i ieziorami, lub znacznemi rzekami, rozpalenie ich, rozktad i zamiana
w pare wody posuwaig sie nagle do naywyzszego stopnia. Na dwczas uformowana
niezmierna gazu wodorodnego i pary wodney ilos¢ nie mogac sie w zadnych pod-
ziemnych wydrazeniach, rozpadlinach i iaskiniach pomiescié, nieopisanym, nieogra-
niczonym, zaledwo poietym gwattem na wszystkie sie strony rzuca i rozpiera... (...)
Pierwsze takowe gazu wodorodnego i pary wodney do wybuchnienia usitowania daig
poczatek trzesieniom ziemi, samo wybuchnienie wolkanom. Do trzesienia zatem zie-
mi dosyC iest, azeby woda, warsty piritdbw lub wegla ziemnego w pirit bogatego,
obmywaigca, roztozylta sie po czesci i poczatek gazowi wodorodnemu data; do wol-
kandw i przystep powietrza iest potrzebny. | poniewaz rzadka iest cze$¢ ziemi, ktora-
by w gtebszych swoich warstach piritow i wegla ziemnego nie miata, dlatego itrze-
sienia ziemi wszedzie sie zdarzy¢ moga i wolkany albo sie w kazdey czesci ziemi
znaydowaty, albo pokazac si¢ na przysztos¢ moga” [16].

Trzebatu powiedzieé, ze rozwijane przez Sniadeckigo poglady nie byty oryginal-
ne. Byly raczej wéwczas powszechnie akceptowane. Bardzo podobne rozwazania
znajdziemy np. w programowym referacie E.L.M. Patrina, jaki éw uczony wygtosit
w Instytucie Narodowym Francji 1-go Ventose’a roku 8-go (wedtug rachuby czasu,
jaki wprowadzita nie na dtugo Wielka Rewolucja Francuska) [17].

Chemiczne interpretacje zjawisk przyrodniczych nie dotyczyly zresztgjedynie
Ziemi, siegaty nawet i Nieba. Na przyktad plam na stoicu. Takie, nieoczekiwane
zreszta i dlamnie samego, objasnieniatych plam znalaztem w pamiegtnikach mtodsze-
go brata Ignacego Jozefa Kraszewskiego, Kajetana. Kajetan Kraszewski byt dziedzi-
cem Romanowa na Podlasiu. Byttez troche literatem, jak starszy brat. Alejako ama-
tor zajmowat sie tez meteorologig i astronomig. W swoim dworze urzadzit obserwa-
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torium astronomiczne, miat tam biblioteke ztozong z 6 tys. toméw. Jego publikacije
mozna znalez¢ w paryskim czasopi$mie Cosmos. Revue hebdomadaire de progres de
Sciences. O plamach na Stoncu, zaobserwowanych w grudniu 1872 roku, pisze:
»Plam na stoncu wiele iwielkich, palgsie wyptywajgce na powierzchnie gazy, jak sie
przekonano ze spostrzezen spektroskopicznych, sg to gory magnezjum” [18],

Nie mogtem ustali¢ skad zaczerpnat Kraszewski te wiadomosci, musiatje po-
wtorzy¢ zajakimi$ doniesieniami naukowymi. Ale, przyznajmy, niecodzienna to pré-
ba chemicznego wyjasnienia wielkich zjawisk natury. Metaliczny magnez odkryt
H. Davy, i wydzielit w postaci amalgamatu. ,,Davy - pisat w swoich Poczatkach
chemii Jedrzej Sniadecki - zrobit to amalgama, puszczajac pare potasu na naygwat-
towniey rozpalona w platynowey rurce magnezya a potem z massg tg mocno zywe
srebro ogrzewajac. Po wypedzeniu tego ostatniego przez ogien otrzymat cienka bion-
ke ciemno-popielatg, wyraznie metaliczna, ktora sie nic data topi¢, a szkto w punkcie
zetkniecia czarno farbowata. Btonkata, za mocnem ogrzaniem palita sie ptomieniem
czerwonym” [19]. Wybuchowa zapalnos¢ metalicznego magnezu stwierdzono nieco
pozniej. Berzelius, w swoim wydanym w 1844 roku podreczniku chemii napisze
0 magnezie: ,,W temperaturze, przy ktérej szkto mieknie spala sie z wielkim blaskiem
do ziemi magnezjowej” [20],

Jak widaé z przytoczonych przyktadéw, wielkie odkrycia chemii, jakie maty
miejsce na przetomie XVIII i XIX wiekéw, ogromnie oddziataty na tworczg wyo-
braznie wspdtczesnych przyrodnikdw. Ba, oddziataty rowniez na uczonych z innych,
nawet humanistycznych, dyscyplin. To przeciez nic przypadek, ze odwotania do che-
mii znajdziemy np. w dzietach dwczesnych filozoféw. Miaty one stuzy¢ lepszemu
objasnieniu rozwijanych w tych dziatach pogladow. Ale miaty tez pewnie Zrodto
w swoistym snobizmie. Wypadato da¢ czytelnikowi odczué, ze znamy sie na chemii.
Ogranicze sie tu do trzech tylko przyktadéw, odnoszacych sie do trzech kolejnych
rozdziatow historii chemii. Pierwszy zaczerpniemy z gtéwnego dzieta A. Schopen-
hauera, noszacego tytut Swiatjako wola i przedstawienie. Jest tam tyle wzmianek
o chemii ijej odkryciach, zc mozna sie zdumieé. Ale zacytuje tu tylko jedng taka
wzmianke. Schopenhauer wyrdzniat dwie podstawowe wiadze psychiczne cztowie-
ka: umyst i wole. | ot6z, zastanawiajac sie nad istotg geniuszu uznat, ze jest to naru-
szenie rownowagi pomiedzy tymi wladzami. ,,Geniusz —-zawyrokowat polega na
nienormalnym nadmiarze umystu (...) Mozna by to wyjasni¢ na przyktadzie chemicz-
nym: zasada i kwas rdznig sie wjakiejs soli tym, ze podstawowy pierwiastek znajduje
sie w kazdym z nich w przeciwnym stosunku do tlenu. W zasadzie, w atkalium
mianowicie, pierwiastek podstawowy ma przewage nad tlenem, w kwasie natomiast
przewage matlen. Dok}adnie tak samo majgsiedo siebie zwykty cztowiek igeniusz
jesli idzie o umystiwole” [21].

Juz na pierwszy rzut oka kazdy rozpozna tu $lady tzw. dualistycznej koncepcji
budowy zwigzkéw chemicznych. Dok}adnie w czasie jej panowania Schopenhauer
pisat swoje dzieto. Kiedy natomiast Marks pisat pierwszy tom Kapitatu (1867) rodzity
siejuz zreby strukturalnej teorii budowy tych zwigzkéw. Ich poczatkow nalezy m.in.
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szuka¢ w koncepcji szeregéw homologicznych zwiazkéw organicznych. | otéz, roz-
wazajac proces przerastania Sredniowiecznego majstra cechowego w kapitaliste, za-
uwaza Marks, iz decyduje o nim ,,minimalna suma wartosci, ktérg musi rozporza-
dzac pojedynczy posiadacz towaru lub pieniedzy”. | wyjasniajac te mys$l w przypi-
sach zaznacza: ,,Na tym wiasnie oparta sie teoria molekularna, majaca zastosowanie
w nowoczcsncj chemii, a rozwinieta po raz pierwszy w formie naukowej przez Lau-
renta i Gerhardta” [22], Kiedy Engels przygotowywat trzecie wydanie Kapitatu (1883)
dodatkowo wyjasnit w przypisach, ze Marks miat tu na mysli szeregi homologiczne.

Ostatni nasz przyktad bedzie dotyczyt schytku X1X wieku i dzieta twoércy nau-
kowej socjologii, Emila Durkhcima. Dzieto to nosi tytut: Les regels de la methode
sociologique. W dziele tym Durkheim rozwinat m.in. koncepcje spotecznej $wiado-
mosci zbiorowej, na ktorej opart swojgteorie religii i moralnosci. Wedle tej koncepcji
dusze indywidualne ludzi, oddziatywujac na siebie, tworzajaka$ zbiorowa istote psy-
chiczna, o pewnej nowej indywidualnosci. ,,Dzieje sieto- powtdrzytza Durkheimem
nasz biochemik i etyk, Augustyn Wréblewski - jak w syntezie chemicznej, gdzie
zroznych pierwiastkow powstaje ciato o wkasnosciach swoistych, zmienionych. Dusza
spotecznajest w stosunku do swoich elementéw osobnikowych synteza tego rodza-
ju” [23], (Tak sie ztozyto, ze nic mam pod rekg oryginatu pracy Durkhcima, ktorakie-
dys czytatem. Musze wiec zacytowac jego poglady z drugiej reki).

Poprzestanmy na tych tylko przykfadach. Wyrazne upodobanie myslicieli X1X
wieku do chemicznych paraleli, ktérymi ubarwiajg swoje wywody, dobitnie Swiad-
czy o wielkim wptywie chemii na umystowosci tego wieku. Rozmiarami spotecznego
i myslowego oddziatywania chemii wiek ten znacznie, jak sadze, przewyzszat nasze
czasy, kiedy chemia ijej przedstawiciele podlegajg nieustannemu atakowi ze strony
rozwydrzonego dziennikarstwa.
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Wspomnienie
0 profesorze Jézefie Wiadystawie Rohlederze
moim nauczycielu, mistrzu i przyjacielu

Urodzony w Krakowie, w Krakowie wyksztatcony (dyplom magistra filozofii w
zakresie chemii Uniwersytetu Jagiellonskiego - 1949 r.) poswieca sie pracy we Wro-
ctawiu (,,na zachodzie” jak wéwczas méwiono). Pod opieka Prof. Kazimierza Gumin-
skiego i posréd zyczliwych przyjaciét Profesoréw Krzysztofa Pigonia i Zdzistawa Ru-
ziewicza, rozpoczyna sie kariera naukowa mojego Mistrza.

Trescig zycia Profesora Jozefa Rohledera byto gtebokie umitowanie nauki i po-
kora wobec tajemnic Natury. Szczeg6lnie skromna osobowo$¢ Mistrza nie postrzegata,
ze akademicka kariera wiodta przez wiele stanowisk, jak : zastepcy asystenta, mtod-
szego asystenta, starszego asystenta itp., oraz stopnie naukowe doktora (1958), wow-
czas stopiefi naukowy docenta (1964), potem oba tytuty profesorskie (1971, 1979).
Widze te stanowiska, stopnie i tytuty mojego Mistrzajak kamienie przy obranej dro-
dze, napotykane niejako przy okazji Jego podrézy, a nie bedace przystankami czy
celem podrézy.

Doktorat z tezami na temat ,,Wiasnosci krysztatéw chlorku potasu, zawierajacych
centra talu metalicznego”, stat sie poczatkiem poszukiwania odpowiedzi na pytanie:
czy ijak mozna przewidywac wihasnosci ciata statego z whasnosci czasteczki. Mysle, ze
byto to credo naukowe Mistrza, apotem kierunek podrézy w $wiat krysztatow moleku-
larnych.

Kariera naukowa Profesorarozpoczeta sie od badania wtasno$ci optycznych i mag-
netycznych krysztatow metodami, ktére pozostangjuz ,,znakiem firmowym” Profe-
sora Rohledera: spektroskopia nadtonéw (bliskiej podczerwieni) w Swietle spolaryzo-
wanym, klasyczna optyka krysztatéw oraz ,,wahadtowa” metoda badania tensora
podatnosci diamagnetycznej (Krishana). Wtedy tez rozpoczeta sie moja z Nim wspot-

praca i przyjazn.
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Mistrz byt po habilitacji a metody badawcze, ktérymi przyjdzie sie i nam postugi-
wac, dobrze juz opanowane. Musze z najwiekszym szacunkiem pizyzna¢, zc kiedy,
po latach czytasic ro2praw ¢ habilitacyjngProfesora ,,Oddziatywania miedzyczastecz-
kowe w modyfikacjach ct i @krysztatow A-nitrofenolu —to stwierdzam, zc niewiele
mozna doda¢ wspotczesnie do opisanego tam prostego modelu reakcji fotochemicznej
w ciele statym. Profesor J6zef Rohleder posiadat niezwykty talent eksperymentator-
ski, od pewnych inwencji pomystow aparaturowych, po zadziwiajace zdolnosci manu-
alne w czasie eksperymentow.

Podsumowaniem wielu opublikowanych prac oraz wiciu niepublikowanych
pomiar6w i obserwacji z zakresu optyki i magnetyzmu krysztatow molekularnych jest
ksigzka Magnetism and Optics ofMolecular Crystals (J. Wilcy and Sons, 1992) napi-
sana wespot z R.W. Munnem. Ksigzkajest wspanialg ilustracjg poszukiwan odpowie-
dzi na podstawowe pytanie o przewidywanie wtasnosci krysztatow z wiasnosci czaste-
czki, credo dociekan Mistrza. Szczeg6lng pozycje w zainteresowaniach i osiagnie-
ciach Profesora Jozefa Rohledera stanowi spektroskopia molekularna a doktadniej spek-
troskopia krysztatow molekularnych w Swietle spolaryzowanym w bliskiej podczer-
wieni. Ta metoda badawcza pozwolita na powigzanie anizotropii absorpcji krysztatu
(dichroizmu) z orientacjg molekularnych momentdw przejsScia oraz rozmieszczeniem
czasteczek w komérce elementarnej. Popularnemu modelowi tzw. ,,gazu zorientowa-
nego” nadano sens fizyczny poprzez uwzglednienie ztozono$ci wiasnosci optycznych
krysztatu. Badania te skierowaty uwage Prof. Rohledera na wydawatoby sie klasyczny
problem dwdjtomnosci krysztatdw, szczegolnie o niskiej symetrii. Znalazt w nim zr6-
dto informacji o czasteczkach i ich rozmieszczeniu w krysztale, dzieki postrzeganiu
wiasnosci krysztatu poprzez tworzace go czasteczki. Wiele prac opublikowanych na
temat molekularnych podstaw absorpcji w zakresie bliskiej podczerwieni, wraz z ilo-
§ciowg ich analizg oraz prace nad wiasnosciami optycznymi i magnetycznymi zostaty
zebrane w monografii Fizyka chemiczna krysztatdw molekularnym+ wydanej przez PWN
w 1989 r. Symetria krysztatéw, zardwno ta postrzegana makro a gtownie ta postrzega-
na mikro, zawsze jak pamietam, fascynowata Profesora Rohledera. Byta Swietnym
»harzedziem” faczenia czasteczek w krysztat, ale tez zaspokajata Jego zamitowania do
estetyki. Do metod badawczych z zakresu optyki, spektroskopii, magnetochemii do-
chodzi rentgenografia a potem i dylatometria. Rozpoczat sie okres badari nad mecha-
nizmami molekularnymi przemian fazowych, polimorfizmem krysztatow molekular-
nych.

Waznym elementem pracy uczonego byto w opinii Profesora Rohledera recenzo-
wanie prac, rozpraw oraz czynny udziat w zyciu stowarzyszen. Napisat duzo, ponad
60 recenzji i wazne, ze uczyt nas tego z taka samg pasja jak naukowego warsztatu.
Uczyt nas, ze prawda naukowa jest najwyzszaracjag i wedtug tej maksymy postepo-
wat.

Prof. Rohleder byt wy$smienitym nauczycielem, nie tylko przez talent jaki w tym
wzgledzie posiadat, ale i przez swoj stosunek do nauczania. Od 1962 roku do chwili
przejscia na emeryture, wykitadat fizyke dla studentow Wydziatu Chemicznego.
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Konsekwencjg wyktaddw byt skrypt i podrecznik fizyki dla studentow Wydziatu
Chemicznego pt. Fizyka Chemiczna. W uznaniu Mistrz otrzymat prestizowa nagrode
Senatu Politechniki Wroctawskiej. Wyktadat réwniez chemie fizyczng, fizyke i che-
mige metali oraz prowadzit seminarium z termodynamiki statystycznej i mechaniki
kwantowej. W ramach szeroko rozumianych obowigzkéw dydaktycznych starat sie
przybliza¢ takze literature obcg mtodym adeptom nauki. Stad uczestniczyt w ttuma-
czeniu dwdch monografii: F. Kaptana - Fizyka Jadrowa (1957) oraz AJ. Kitajgorod-
skiego - Krysztaly Molekularne (1976).

Pomimo, ze trescig zycia Mistrza zawsze byta nauka, Profesor niekiedy podejmo-
wat sie petnienia niewdziecznych obowigzkéw administracyjnych. W latach 1963-64
byt prodziekanem Wydziatu Chemicznego, w latach 1964-71 kierownikiem i wspot-
tworcg Centralnego Laboratorium Wydziatu Chemicznego, w latach 1975-81 zas-
tepcg a potem dyrektorem Instytutu Chemii Organicznej i Fizycznej.

W latach 1978-81 byt Rzecznikiem Dyscyplinarnym dla Uczelnianej Komisji
Dyscyplinarnej ds. Pracownikéw Nauki. Autorytet naukowy Mistrza znalazt tez uzna-
nie w powotaniu Go na cztonka Rad Naukowych Instytutu Chemii Uniwersytetu Wro-
ctawskiego oraz Instytutu Fizyki Molekularnej PAN w Poznaniu, Komitetu Spektro-
skopii i Komisji Krystalografii PAN.

ProfesorJ6zefRohleder zawsze upominat sie o sprawy najszerzej rozumianej nauki,
a umitowanie prawdy naukowej wiodto Go czesto do bezkompromisowej dbatosci
0 godno$¢ pracownika nauki. Zdobycie uznania poza granicami kraju jest czesto
fatwiejsze niz we wiasnym. Tej prawdy doswiadczyt nasz Mistrz gdy nie pozwolono
aby objat obowigzki cztonka Rady Gtéwnej Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pomimo
desygnowania przez Senat Politechniki Wroctawskiej. A przeciez cieszyt sie juz
wtedy wielkim uznaniemjako uczony dzieki rozpoczetej w 1970 r. niestychanie owoc-
nej wspotpracy z Profesorem Jeanem Meinnclem. Zastugi Profesora Rohledera dla tej
wspotpracy, Jego osiggniecia naukowe, postawe jako Cztowieka i Uczonego dostrze-
gto Srodowisko nauki Republiki Francuskiej, czego wyrazem bylto wreczenie Mistrzo-
wi w dniu 23 czerwca 1988 roku tytutu i insygniéw Doktora honoris causa Uniwersy-
tetu w Rennes.

Odczulismy rados¢, zc odbierajac godno$¢ doktora honoris causa Uniwersytetu
w Rennes, nasz Mistrz otrzymat czastke tego uznania, najakie zastuzyt swym praco-
witym zyciem naukowym, swym bez reszty oddaniem si¢ nauce, swa etyczng postawg
Nauczyciela i Mistrza.

Tadeusz Luty

Wroctaw, dnia 24 maja 2003 r.
w dzier pogrzebu Mistrza
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NOWE WYDAWNICTWA

Peter W. Atkins, Podstawy chemiifizycznej, ttumaczenie z jezyka angielskiego Krzysztof Pigon,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1999, 643 s., okfadka miekka.

Naktadem Wydawnictwa Naukowego PWN ukazato sie polskie ttumaczenie ksigzki szeroko zna-
nego autora podrecznikéw chemii fizycznej, Petera W. Atkinsa. Wersja oryginalna zostata wydana przez
Oxford University Press w roku 1996 (wydanie 2) pt. The Elements o fPhysical Chemistry. Podrecznik
byt wydany po raz pierwszy w 1992 roku.

Podstawy chemiifizycznejto mniej znanaksiazka brytyjskiego wyktadowcy Uniwersytetu Oxfordz-
kiego, ktéry Swiatowe uznanie zdobyt przez swéj inny, monumentalny podrecznik chemii fizycznej.
Polskiemu przektadowi Podstaw dodatkowego smaku dodaje osoba ttumacza: profesor KrzysztofPigon,
fizykochemik i autor szeroko znanego polskiego podrecznika chemii fizycznej. Podrecznik ktdry powstat
jest wartosciowy i oryginalny, lecz wéréd akademickich podrecznikéw chemii fizycznej stanowi zjawi-
sko raczej wyjatkowe. Bezkrytyczne korzystanie z niego mogtoby przynie$¢ rozczarowania zaréwno stu-
dentom, jak wyktadowcy.

Ze wzgledu na prezentowany materiat ksigzka obejmuje szeroki zakres zagadnieri wspotczesnie
wyktadanych w kursie przedmiotu chemia fizyczna w Polsce, lecz nie reprezentuje typowej zawartosci
wyktadu tego przedmiotu. Rozpoczyna sie od teorii kinetycznej - $wietnie przedstawionej, wzbogaconej
0 przemawiajace i przeliczone przyktady, jak np. poruszanie si¢ czasteczek w ciepte i zimne dni, prawo
efuzji Grahama. Pominieto statystyke zderzen czasteczek gazu. Podstawy termodynamiki wytozone sg
przystepnie w kolejnym rozdziale, z wieloma ciekawymi ilustracjami obrazujacymi efekty cieplne reak-
cji. Wywdd prawa Kirchofla podano bez uzycia catkowania, cojest pierwszai doskonatgilustracja zasto-
sowanej metody prezentacji: jak najmniej matematyki! Podejscie to w zdecydowany sposéb ksztattuje
dalszy materiat. Il zasade podano bez wyprowadzenia, lecz autor nie cofnat sie przed dyskusja samorzut-
nosci proceséw. Wprowadzenia statej rownowagi dokonano ryzykownie bez wcze$niejszego definiowa-
nia potencjatow chemicznych.

W kolejnym rozdziale o fazach autor bytjednak zmuszony potencjat chemiczny przelotnie zdefi-
niowaé. Rozdziat ten jest ubogi w materiat, bardziej przypominajacy prezentacje zagadnienia w podrecz-
nikach chemii og6lnej, gdzie réwnowagi parowania i krzepniecia tez bywajg wyktadane. Przy okazji
omawiania réwnowag w roztworach nie pominieto miareczkowania oraz i roztworéw buforowych.
W tym samym rozdziale zamieszczonajest ciekawa dyskusja reakcji sprzezonych, cho¢ wydawatoby sie,
ze czytelnik jest do takiego zagadnienia zupetnie nieprzygotowany.

Kolejne rozdziaty przynosza trzy tematy wchodzace do kanonu zagadnieri chemii fizycznej. Elek-
trochemia—osobliwos$cig prezentacji Atkinsajest brak odrebnego oznaczenia dla potencjatéw standardo-
wych pétogniw i brak w ogéle tego pojecia. Z tego powodu, reakcje w pétogniwach nie sg dyskutowane.
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W przeciwienstwie do elektrochemii, rozdziat po$wiecony kinetyce jest wyczerpujacy i siega do tak
specjalistycznych zagadnien jak reakcje taricuchowe, opis wybuchu raz reakcje fotochemiczne. Bardzo
liczne przyktady (to kolejna cecha szczeg6lna tego wyjatkowego podrecznika) zblizajg czytelnika do
materialnej rzeczywistosci, ktorej wyktadany materiat ma stuzy¢. Widoczny jest tu jednak brak oparcia
réwnan kinetycznych na wyniku teorii zderzeniowej, przekidj czynny na zdeizenia wpiowadzony jest
tylko intuicyjnie, choC zostat szczeg6towo przedyskutowany w egzotycznym mechanizmie reakcji har-
punowej. Teoria kompleksu aktywnego oméwionajest tylko pogladowo i nie dostarcza wtasciwego opar-
cia dla obszernej dyskusji katalizy.

Ostatnim jest rozdziat poswiecony spektroskopii molekularnej. Wiaczenie go do podiecznika, kto-
rego autor postanowit nie siega¢ do matematyki jest zdumiewajgce. Tym wiecej, zc w iozdziale tym
pominieto zupetnie opis do$wiadczalnych obserwacji zjawisk spektroskopowych. W iczultacie rozdziat
ten zawiera zdroworozsadkowe wyjasnienie zjawisk spektroskopowych od najpiostszych (prawo Lam-
berta-Beera) do zaawansowanych (diagramy Jabtorskiego). Dobrg ilustracja niespodzianek czekajacych
na nieprzygotowanego czytelnikajest efekt Ramana. Brak opisu zjawiska (nietuzinkowego przeciez) ale
sg reguly wyboru w zjawisku Ramana, nawet dla czasteczek wieloatomowych! W podobnym duchu
omoéwione sa rowniez specjalistyczne dzialy spektroskopii: fotoclektronowa, rezonanse magnetyczne,
zeugmatografia.

Rozdziat zatytutowany ,,Kohezja i struktura” (r. 10) jest najbardziej niezwykty w catej ksigzce.
Zawiera przystepne oméwienie oddziatywar miedzyczasteczkowych, lecz znalazto sie tu miejsce row-
niez na powierzchowngdyskusje dyfuzji, lepkosci, czastek koloidalnych i podwojnej warstwy elektrycz-
nej. Blisko potowe rozdziatu (10.3) zajmuje przejrzysty wyktad podstaw krystalografii i rentgenografii,
zagadnienia pozostajace poza typowym wyktadem chemii fizycznej.

W ksigzce zamieszczono dwa $wietnie napisane rozdziaty, ktére w chemii fizycznej mozna uzna¢
za nadmiarowe: ,,Budowa atomu” (r. 8) oraz ,Wiazania chemiczne” (r. 9). W programie studiéw che-
micznych te dwa wazne zagadnienia pojawiajg sie zazwyczaj w ramach wyktadu chemii nieorganicznej,
raz dlatego, ze bez nich trudno postgpi¢ dalej w studiowaniu chemii, a po wtére poniewaz tematy te
weszty juz do programu licealnego w jego wersji rozszerzonej. Prezentacja Atkinsa jest ambitna chyba
ponad miare w zestawieniu z nie-matcmatyczng metoda pozostatych rozdziatéw. Tu pojawia sie, ilvux vx
machina, wyrazenie Einsteina na pojemnos¢ cieplng krysztatu, tu autor nie wid/i nic /droznego w zaprc-
zento-waniu, a nawet rozwigzywaniu réwnania Schrodingera. Mimo zc w termodynamice autor oszcze-
dzat czytelnikowi nawet znaku catkowania, tu bez wahania pokazuje catkowanie w rozwigzywaniu kwan-
towego zagadnienia czastki w pudle, a na innym miejscu swobodnie dyskutuje catke nakrywania.

Ze wzgledu na tytut ksigzki, wazna jest rowniez lista zagadnien, ktérych w podreczniku nic zamie-
szczono. Najpowazniejszym brakiem sg zjawiska i oddziatywania powierzchniowe, dla ktérych w ksigz-
ce nie starczyto miejsca. Tylko raz, omawiajac katalize, autor wspomina o adsorpcji. Drugim nieobec-
nym tematem sg rownowagi w uktadach tréjsktadnikowych. O ile wykresy w tréjkatach (iibbsa rzeczy-
wiscie mogty zosta¢ bez szkody pominiete, to nieobecno$¢ zjawiska podziatu i ekstrakcji w kursie chemii
fizycznej, nawet podstawowym, jest trudne do wytlumaczenia.

Do ksigzki dotaczony jest dodatek, w ktétym zebrano zaréwno metody matematyczne (rozwiagzy-
wanie réwnania kwadratowego, logarytmowanie, catkowanie), elementy elektroslatyki, ale takze: pro-
mieniowanie elektromagnetyczne, teoria Lewisa wigzania walencyjnego oraz rozktad Doltzmannn. Ten
dobdr materiatu wyglada na nieporozumienie, by¢ moze wynikat z adresowania oryginalnego podreczni-
ka dla szczegdlnej grupy studiujacych, poniewaz we wstepie autor wspomina o studentach nauk przyrod-
niczych. Zagadnienia fizykochemiczne mogly z pozytkiem pojawi¢ sie we wiasciwym miejscu podrecz-
nika, a przypomnienie podstaw matematycznych na zenujaco niskim poziomie sugeruje, zc czytelnikowi
wiedza ta nie jest konieczna od poczatku.

Cho¢ autor nie formutuje takiego zamiaru, jego podrecznik stal sie wyjasnianiem chemii fizycznej
w prostym jezyku, siega do zaawansowanych zagadnien, lecz nic zada od czytelnika ich przyswojenia do
poziomu uzytkowego, raczej tylko informacyjnego. Bardzo liczne i sugestywnie proste ilustracje sg wiel-
ka wartoscig ksigzki; tracg nieco w stosunku do angielskiego oryginatu przez c/nrno-hiuty druk i maty
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format, dodatkowo rozdzielony na kolumny. Ogromna liczba zadan éwiczen rachunkowych pojawiaja-
cych sie w tekscie oraz dotaczona do kazdego rozdziatu jest Swietnym polem do popisu dla studenta,
sprawdzajgcego swoje umiejetnosci. Zagadnienia rachunkowe sg udato sie utrzymaé na poziomie fizyko-
chemicznego realizmu pofaczonego z prostotg opisu.

Podrecznik Atkinsa to ksigzka nowoczesna, rzadka i warto$ciowa. Studiujacym na kierunkach przy-
rodniczych lecz nie chemicznych (od biologii i medycyny do geologii i ochrony srodowiska) mozna go
poleci¢ jako wiasciwg lekture, cho¢ niekoniecznie w przedmiocie chemia fizyczna; przedmiot ten nie
zawsze wystepuje w programie tych studidw, czesciej j est to wyktad chemii ogélnej. Moga siegnaé po ten
podrecznik réwniez studenci chemii, jesli potrzebuja ratunku i pojeciowego wsparcia do wyktadu prowa-
dzonego w powazniejszej, zmatematyzowanej formie. Podstawy beda nieoceniong pomocg dla ambitne-
go nauczyciela chemii w liceum lub wyktadowcy chemii og6lnej na | roku dowolnego kierunku studiow.
Wydajac ksigzke w niewielkim formacie, w miekkiej oktadce, PWN nadatjej ksztatt podrecznika popu-
larnego, ktérym rzeczywiscie powinna sie sta¢ dla wielu studiujacych.

Ludwik Komorowski

Peter W. Atkins, Podstawy chemiifizycznej, tumaczenie z jezyka angielskiego przez zesp6t z Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego: Dorota Jamrdz, Andrzej Kotarba, Zbigniew Sojka, Joanna Kowal oraz prof. dr hab.
Jan Najbar (redaktor naukowy). Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 2001,937 s., oktadka twarda,
do ksigzki dodano CD-ROM.

P.W. Atkins, C.A. Trapp, M.P. Cady, C. Giunta, Chemiafizyczna. Zbiér zadan z rozwigzaniami. Ttuma-
czenie z jezyka angielskiego; tematy zadan - zesp6tjw.; rozwigzania - Krzysztof Pigon. Wydawnictwo
Naukowe PWN, Warszawa 2001, 790 s., okfadka miekka.

Publikacja stynnego w $wiecie podrecznika Atkinsa oraz towarzyszacych mu zadan jest wydarze-
niem na rynku wydawniczym w zakresie chemii. Obejmuje one bowiem obszar fizykochemii wykracza-
jacy poza typowa zawarto$¢ przedmiotu chemia fizyczna, stuzebny dla studiowania wszystkich dziatow
nowoczesnej chemii.

Podrecznik gtéwny oraz zadania wydane zostaty stusznie jako niezalezne pozycje, inaczej niz
w angielskim oryginale, gdzie tematy zadan pojawiaty sie w rozdziatach podrecznika gtéwnego, a ich
rozwigzania zebrano w odrebnej ksigzeczce, bezuzytecznej, jesli pozbawionej towarzystwa macierzyste-
go podrecznika. Chemiafizyczna oraz Zbi6r zadan pozostajajednak i w polskiej wersji zwigzane; dane
liczbowe, czesto wykorzystywane w zadaniach, wystepuja wytgcznie w tabelach zamieszczonych pod-
reczniku.

Peter William Atkins, wyktadowca (lecturer) Uniwersytetu w Oxfordzie jest dzi$ najbardziej zna-
nym autorem anglojezycznym w obszarze fizykochemii. Stat sie nim m.in. dzieki podrecznikowi Physi-
cal Chemistry po raz pierwszy wydanemu w roku 1978 i poddawanemu nieustannym modyfikacjom
przez okres lat 20 (wydanie VI z roku 1997, ktére byto podstawa ttumaczenia, w niewielkim stopniu
przypomina swdj pierwowzo6r z roku 1978). Nowatorski uktad podrecznika, staranny dobér zagadnien
specjalistycznych oraz szereg pomystowych sposobéw prezentacji materiatu odrézniajg ten podrecznik
od innych, ktérych wiele na rynku anglojezycznym. Miarg sukcesu i rozpowszechnienia tej ksigzki niech
bedzie fakt, ze przyjat sie on szeroko nawet na tynku amerykanskim, jako jedyny podrecznik podstawo-
wego przedmiotu chemicznego rodem z Europy! | to pomimo, ze istniejg tam conajmniej trzy powazne
podreczniki chemii fizycznej od lat obecne w amerykanskich uniwersytetach (znane réwniez w Polsce:

Moora, Alberty & Silbeya oraz Beriy, Rice i Rossa).
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Ksigzka zawiera trzy czesci pod oryginalnymi, wiele méwigcymi tytutami: ,,Réwnowaga’, ,,Struk-
tura” i ,,Przemiana”. Autor zrywa z klasycznym podziatem materiatu chemii fizycznej na termodyna-
mike, elektrochemie, kinetyke itd. Podziat ten odkrywamy w rozdziatach ksigzki, lecz nawet w tytutach
kazdego z 29 rozdziatéw, szczegéblnie w czesci pierwszej, wskazana jest stuzebna rola chemii fizycznej
w stosunku do zasadniczego celu przedmiotu chemii: zrozumienia i opisania reakcji chemicznych. Ko-
nieczne, teoretyczne i trudne dla studenta rozdziaty z termodynamiki rozdzielone sg na cze$ci: osobno
podstawy (concepts), osobno formalizm i pogtebienie (machinery). Zawarto$¢ ksigzki reprezentuje roz-
wazny kompromis w selekcji materiatu fizykochemicznego, przekraczajgcego znacznie ramy jednego
przedmiotu czy podrecznika. Oméwiono nastepujace zagadnienia, ukryte w trzech wspomnianych cze-
Sciach ksigzki: termodynamika fenomenologiczna, statystyczna oraz nawet elementy termodynamiki nie-
rébwnowagowej (r. 1-5, 19-20); zarys rownowag chemicznych i fazowych (r. 6-9); zarys elektrochemii,
(r. 10 29); znakomicie przedstawiona, obszerna i nowoczesna kinetyka, w tym dynamika molekularna,
reakcje oscylacyjne, chaos chemiczny oraz reakcje na powierzchni fazy statej (r. 24-28); elementy che-
mii kwantowej (r. 11-15); wybdr zagadnien spektroskopowych, w tym techniki fotoelcktronowe oraz
impulsowe techniki NMR (r. 16-18); wyboér zagadnien strukturalnych, w tym rentgenografia, oddziaty-
wania miedzyczasteczkowe oraz koloidy (r. 21-23). Dob6r materialu dowodzi, ze ksigzka jest przezna-
czona jako podrecznik do rocznego, klasycznego wyktadu przedmiotu chemia fizyczna, w programach
studiéw obejmujacych réwniez chemie nieorganiczng (gdzie na og6t wyktadana jest np. rozpuszczal-
nos¢) oraz chemie organiczng (gdzie studenci na og6t poznajg interpretacje widm). Zastosowana selekcja
materiatu pozwala uniknaé powtérzen i odpowiada zakresowi chemii fizycznej wyktadanej w Polsce,
cho¢ tu chemia kwantowajest wyodrebnianajako oddzielny przedmiot, a rozmiary prezentowanych dzia-
tow, szczegolnie tak specjalistycznychjak spektroskopia, wyktadowca temperuje stosownie do wymiaru
godzin i wlasnych zainteresowan. Atkins rozwigzat po mistrzowsku problem réwnowagi miedzy tenden-
cja do uog6lniania wnioskdw (synteza), a rozwazaniem zagadnieri w najdrobniejszych szczegotach (ana-
liza). Kazda sekwencjajego tekstu zawiera sformutowane zagadnienie og6lne, jego szkicowg analize,
przyktady doswiadczalne (w obrazach i wykresach) i rachunkowe (w ramkach). Istotne terminy sg wy-
thuszczone i zostaty objasnione w oddzielnym przewodniku, ktéry sam stanowi skarb literatury fizyko-
chemicznej, dostepny juz po polsku jako odrebna pozycja ksigzkowa. Podrecznik Atkinsa stuzy réwnie
dobrzejako pomoc w systematycznym studiowaniu przedmiotu, jak i w formie akademickiego odnosni-
ka, dorywczo uzywanego dla rozpoznania zagadnien specjalistycznych. Imponujaca jest lista nowocze-
snych zagadnien, dotychczas obecna specjalistycznej literaturze, ktére dzieki podrecznikowi Atkinsa
zostang by¢ moze wiaczone do standardéw studiowania w chemii fizycznej, np.: dyfrakcja neutronéw,
dyfrakcja elektrondw, lasery chemiczne, spektroskopia w silnym strumieniu fotonéw, mikroskopia tune-
lowa, reakcje fotochemiczne, techniki fourierowskie, woltampcrometria i wiele innych.

Kazdy z 29 rozdziatéw podrecznika zaopatrzony jest w zadania zamieszczone w ksigzce Zbiér
zadan z rozwigzaniami. Zadania podzielone sg na cztery grupy: ¢wiczenia, problemy, zadania rachunko-
we i zagadnienia teoretyczne. Zadania te, oryginalnie opracowane dla celéw tego podrecznika przez
zesp6t wspotpracownikdw z catego $wiata, sg niezwykle warto$ciowa pomocg w nauczaniu przedmiotu
chemii fizycznej w warunkach polskich, gdzie powaznemu wyktadowi zawsze towarzysza ¢wiczenia
rachunkowe. Zadania wystepujg w dwdéch zestawach (a) - rozwigzane oraz (b) - nie rozwigzane, lecz
analogiczne do poprzednich, co daje studiujgcemu mozliwo$¢ testowania umiejetnosci po wykonaniu
analizy metody rozwigzywania problemu. Odpowiedzi zaréwno do jednych, jak drugich zebrano w kon-
cowej czesci ksigzki. Rozwigzania zostaty przejrzane i skorygowane przez ich ttumacza, znanego pol-
skiego fizykochemika, ktory (jak zaznacza w notce) poprawit nie tylko btedy drukarskie, lecz i pomy#ki
rzeczowe, a nawet catkowicie zmienit rozwigzania kilku zadan, uznajac wersje oryginalng za btedna.

Wykonywanie ttumaczenia przez wiele os6b w dwdéch osrodkach odbija sie w tek$cie ksigzek
w postaci niespéjnosci nomenklaturowych pomiedzy podrecznikiem gtéwnym a rozwigzaniami zadan.
Kilka charakterystycznych przyktadéw warto przytoczy¢, ku przestrodze studentéw i wyktadowcow.
Zalecana i zatwierdzona do uzytku w Polsce nazwa sita elektromotoryczna (patrz Wiad. Chem. 1989,43
379), stosowana w rozwigzaniach, nie znalazta sie w podreczniku gtéwnym. Skomentowana zostatajako
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nazwa ,,wczesniejsza i wcigz jeszcze powszechnie uzywana”. Uzywana w zastepstwie nazwa napiecie
ogniwa jest zrozumiata i niesprzeczna cho¢ nie znajduje oparcia w nazewnictwie zatwierdzonym do
uzytku w Polsce. Zamiast przyjetego powszechnie w Polsce terminu iloczyn rozpuszczalnosci (nazwa
uzywana w Zbiorze zadan) podrecznik gtéwny uzywa nazwy stata rozpuszczalnosci, okre$lajac iloczyn
rozpuszczalno$ci nazwa przestarzata (bezpodstawnie). Podrecznik gtéwny uzywa egzotycznej nieco na-
zwy diagram fazowy, taki tez tytut nosi rozdziat 8 Zbioru zadan. Jednak w tresci tego rozdziatu, mowa
jest wylacznie o wykresach fazowych - ta nazwa jest w polskiej literaturze typowa, a dwoisto$¢ nazw
bedzie dla czytelnika ktopotliwa.

Podobnie jak w angielskim pierwowzorze, w Zbiorze zadan wystepuje ré6znorodnos¢ jednostek,
zaréwno zalecanych w uktadzie Sl jako jednostki pochodne, jak ijednostek bardziej egzotycznych. W
podreczniku stosuje sie powszechnie stopnic Celsiusza [°C] obok Kelwinéw [K], nawet na wykresach.
Uwazny czytelnik znajdzie réwniez flinty, cale i galony! Wydaje sie, ze stosowanie rozmaitych jednostek
miato w zamysle autoréw stuzy¢ jako dodatkowe ¢wiczenie praktyczne dla studiujacych chemie fizycz-
ng, dla ktérych ksigzka tajest przeznaczona. Ani ttumacze, ani wydawca nie uznali za stosowne dostoso-
wywac tego stanu do polskich standardéw, chociaz znajomos$¢ anglosaskiego systemu miar bywa wéréd
polskich studentéw raczej wyjatkowa. Podobnie przesadna wiernos$¢ angielskiemu oryginatowi wykazali
ttumacze w Chemiifizycznej. Literature cytowangw podreczniku zachowano $cisle w wersji oryginalnej
i niestety nic wzbogacono bibliografii o pozycje autoréw polskich, badZ pozycje spolszczone, licznie
wystepujace w bibliotekach polskich, ktére wjakim$ wyborze powinny sie byty pojawi¢ w podreczniku
akademickim tej miary.

Podrecznikowi Chemiafizyczna towarzyszy CD-ROM. Obok tekstu zawiera przejrzyscie wykona-
ne rysunki, wykresy dwu- i tréjwymiarowe. Niestety caty materiatjest wjezyku oryginatu, nie ttumaczo-
ny najezyk polski ijego gtéwny walor - dydaktyczny - pozostanie nie wykorzystany. Jest przeznaczony
przede wszystkim dla wyktadowcoéw, lecz poniewaz celem wyktadu jest, miedzy innymi, przekazanie
stuchaczom regutjezyka wiasciwego dla nauczanej dyscypliny, wiec oparcie polskiego wyktadu wytacz-
nie na ilustracjach z angielskim opisem bytoby metodycznym btedem. CD-ROM bedzie natomiast Swiet-
ng pomoca dla studiujacych chemie fizyczna samodzielnie, szczego6lnie jesli znajgjuz podstawy termino-
logii fizykochemicznej zaréwno wjezyku polskimjak angielskim. Do takiej grupy bedgw Polsce naleze-
li doktoranci oraz pracownicy naukowi w obszarze nauk przyrodniczych - dla nich podrecznik Atkinsa
powinien by¢ lektura obowigzkows.

Ksigzka Atkinsa jest waznym i znakomitym podrecznikiem akademickim, nieodzownym dla stu-
dentéw chemii lub fizyki oraz dla doktorantéw wszelkich specjalnosci, szukajacych pomocy w studiowa-
niu zagadnien fizykochemicznych. Ksigzka jest rdwniez skarbnice wiedzy dla czynnych pracownikéw
naukowych, zawiera bogate odnosniki do wspoétczesnych Swiatowych pozycji literaturowych, zaréwno
podrecznikdw jak prac przegladowych i oryginalnych doniesiefi naukowych.

Ludwik Komorowski






REGULAMIN DLA AUTOROW

»Wiadomos$ci Chemiczne” publikujg artykuty referatowe, nie oryginalne prace do$wiadczal-
ne, dotyczace wszystkich dziedzin chemii i nie drukowane przedtem w innych czasopismach. Ar-
tykuty publikowane w ,,Wiadomosciach Chemicznych” nie moga by¢ bez zgody Redakcji druko-
wane w innych czasopismach. Tre$¢ artykutow powinna odpowiada¢ stanowi wiedzy w chwili pi-
sania artykutu. Pismiennictwo cytowane powinno uwzglednia¢ najnowsze prace krajowe i zagra-
niczne z dziedziny, ktérej dotyczy artykut.

Maszynopisy (wydruki komputerowe) nalezy nadsyta¢ Redakcji w dwéch egzemplarzach:
oryginat i kopia lub kserokopia pisanajednostronnie, z zachowaniem podwaéjnej interlinii i margi-
nesu szerokos$ci 5 cm z prawej strony; pierwszy wiersz akapitu nalezy zaznaczy¢ wcieciem na
5 uderzen w klawisz.

Na pierwszej stronie pod tytutem polskim nalezy umiesci¢ tytut w jezyku angielskim, adres
autora oraz spis rozdziatdw. Praca powinna zawiera¢ obszerne streszczenie w jezyku angielskim
(do 1,5 strony maszynopisu z cytowaniem pismiennictwa i odsytaczami do tabel i rysunkéw w tek-
$cie). Na osobnej kartce prosimy o krétkg (do 150 wyrazéw) notke z informacjgo uprawianej przez
Autora tematyce naukowej i przebiegu pracy. Prosimy o podanie tytutu naukowego i miejsca pracy
oraz o dotaczenie aktualnego zdjecia. Przystanie tych informacji bedziemy traktowac jako zgode
na ich publikacje.

Artykuty nalezy opracowywac zwiezle i nie zamieszczaé¢ szczeg6téw, odsytajgc czytelnika
do pi$miennictwa oryginalnego. Maszynopis nie powinien przekracza¢ 25 stron wraz z tabelami
i wykazem piSmiennictwa lub 100 stron, je$li jest monografig przeznaczong do druku w ,,Bibliote-
ce Wiadomos$ci Chemicznych”. Artykuty powinny by¢ napisane za pomocg komputera. Redakcja
prosi o dotaczenie dyskietki z tekstem pracy i ilustracjami wraz z wyczerpujgca informacjgo uzy-
wanym edytorze. Pozadany edytor Word (co najmniej wersja 6).

Rysunki (moga by¢ kolorowe, ale za doptatgdo druku) nalezy nadsyta¢ w dwéch egzempla-
rzach (oryginaty i kopie lub kserokopie). Oryginaty rysunkéw muszamie¢ taka forme graficzna, by
nadawaty sie do reprodukcji. Na odwrotnej stronie nalezy podac¢ otéwkiem nazwisko autora i nu-
mer rysunku i ten sam numer zaznaczy¢ w odpowiednim miejscu maszynopisu. Na osobnym arku-
szu dotgczy¢ podpisy pod rysunki. Wzory chemiczne i schematy reakcji chemicznych, ktérych
nie mozna w prosty sposob napisa¢ na maszynie lub komputerze, powinny by¢ wpisane recznie,
w odpowiednich miejscach tekstu. Niezaleznie od tego do pracy nalezy dotgczy¢ jeden komplet
wzordéw i schematéw narysowanych oddzielnie w formie nadajacej sie do reprodukcji.

Tabele nalezy ponumerowaé cyframi arabskimi oraz podac ich tytuty.

PiSmiennictwo zestawia sie w kolejno$ci cytowania w tekscie: powinno ono zawierac kolej-
no inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy. Wykaz skré6téw wazniejszych czaso-
pism chemicznych jest podany w ,,Wiadomos$ciach Chemicznych”, 1989, 43, 979. Jesli cze$¢ pis-
miennictwa zebranajest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie nalezy podawaé szcze-
gétowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cytowaé odnosne wydawnictwo.

0} przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Maszynopisy nie odpowiadajg-
ce podanym warunkom nie beda przez Komitet rozpatrywane. Artykuty nie zakwalifikowane
do druku Redakcja zwraca, zachowujac kopie maszynopisu. Autorzy przeprowadzajgjedng korek-
te tekstu. Po zakwalifikowaniu pracy do druku nie beda uwzgledniane zadne poprawki rysunkow.

Honoraria za wydrukowane prace sg wyptacane wytgcznie tym Autorom, ktérych artykuty
zostaty zamoéwione przez Redakcje. Autorzy wydrukowanych prac otrzymuja bezptatnie 20 nadbi-

tek.



Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych” informuje, ze sg u nas do nabycia nas-

tepujace pozycje ,,Biblioteki Wiadomos$ci Chemicznych”:

Nomenklatura steroidéw (Zalecenia 1989), thum. J.W. Morzycki i W.J. Szczepek,
cena 3 zt

J. Pottowicz, T. Miodnicka, Metaloporftrynyjako katalizatory proceséw utlenia-
nia, cena 3 z

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

Z. Kluz, M. Po6zniczek, Nomenklatura zwigzkéw chemicznych. Poradnik dla
nauczycieli, cena 10 zt

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

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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekut zamknietych w zeolitach i zol-zelach,
cena 18 zt

Praca zbiorowa, Uporzadkowane materiaty mezoporowate, red. B. Burczyk,
cena 18 zt

Skorygowana nomenklatura rodnikéw, jonéw, jonorodnikéw i podobnych indywi-
dudéw chemicznych. Zalecenia 1993, red. T. Sokotowska i A. Wisniewski,
cena 15 z¢

I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes$¢ pierwsza,
cena 18 zt

Bibliografia ,,Wiadomosci Chemicznych ” za lata 1988—1997, cena 3 zt

Ksigzki wysytamy na koszt zamawiajgcego. Zamodwienia prosimy kierowaé
pod adresem: Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”, ul. F. Joliot-Curie 14,
50-383 Wroctaw. Optaty nalezy wnosi¢ na konto: BPH SA | O/Wroctaw,
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”, NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597.

Do nabycia jest rdwniez ksigzka Z. Ruziewicza Ludzie i dzieta. Studia nad
historig chemii na ziemiach polskich, wyd. Instytut Chemii Fizycznej i Teoretycz-
nej Politechniki Wroctawskiej, cena 10 zt.



DO CZYTELNIKOW
LJWIADOMOSCI CHEMICZNYCH?”

Redakcja miesiecznika PTCh ,,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze wy-
sokos$¢ prenumeraty rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 2003 r. wynosi od
1 stycznia 2003 r. 96 zt dla instytucji i nie zrzeszonych prenumeratoréw indywidu-
alnych oraz 48 zt dla bibliotek szkot srednich i podstawowych. Nalezno$é za pre-
numerate prosimy przekazywac na konto:

Bank Przemystowo-Handlowy S.A.
Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstancow SI. 9, 53-316 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomos$ci Chemicznych”
NRB 83 1060 0076 0000 3200 0040 0597

Prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, pofaczona
z oplatg sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujaco:

- prenumerata,Wiadomos$ci Chemicznych” narok 2003 wraz ze sktadkaczton-
kowska, w ramach ktorej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 85 zt (sktadka - 75 zt,
prenumerata - 10 z4);

- emeryci, nauczyciele szkoét $rednich i podstawowych oraz studenci ptacg
35 zt (sktadka - 25 zt, prenumerata - 10 z});

Cztonkowie PTCh, ktérzy zechca zaprenumerowac ,,Wiadomosci Chemicz-
ne” na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie opfat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Millennium BIG BG SA, Nr 5711602202-0000000027202458

Redakcja ,, Wiadomos$ci Chemicznych”
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