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15 stycznia 2013 zmarl prof. dr hab. Hubert A. Kolodziej, emerytowany pra-
cownik Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, nasz nauczyciel i przyjaciel.

Hubert Kolodziej urodzil si¢ w 21 lutego 1942 r. w Mokrem koto Mikolowa.
Jego ojciec byl kowalem i prowadzil warsztat, w ktorym synowie, Hubert i Henryk
pomagali zdobywajac pierwsze do$wiadczenia techniczne. Ten etap zycia Profesora
okazal si¢ mie¢ duze znaczenie, bowiem mechanika, obok chemii, byta jego pasja,
a duze umiejetnosci techniczne miaty znaczacy wpltyw na zadania naukowe, ktérym
sie pdzniej poswiecil. Liceum Ogolnoksztalcace im. Karola Miarki w Mikolowie
ukonczyl w 1960 i w tym samym roku podjat studia chemiczne na Wydziale Mate-
matyki Fizyki i Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego. Po ukonczeniu studiéw zostat
zatrudniony na Uniwersytecie Wroclawskim i byl pracownikiem tej uczelni az do
przejscia na emeryture w roku 2012.

Zainteresowania naukowe Profesora Huberta Kotodzieja uksztaltowaty si¢ juz
na poczatku Jego kariery, kiedy to podjat staz w Katedrze Chemii Fizycznej Uniwer-
sytetu Wroctawskiego pod kierunkiem Profesora Lucjana Sobczyka. Poczatkowy
okres dziatalno$ci byl zwigzany z pracami nad udoskonaleniem klasycznych tech-
nik pomiarowych stosowanych w badaniach dielektrycznych. Jest On tworca tzw.
metody skupionej pojemnosci, ktora pozwolita na znaczne udoktadnienie pomia-
réw dielektrycznych prowadzonych w zakresie radiowym i mikrofalowym, za$ jej
wazna zaletg jest niewielka ilo$¢ probki wymaganej do badan. Dzigki opracowaniu
tej metody i skonstruowaniu unikalnych przyrzadéw mogt podja¢ badania lezace
w obrebie zainteresowan Zespotu i Instytutu (a nastepnie Wydzialu) Chemii. Bada-
nia Profesora Kolodzieja dotyczyly zastosowania technik dielektrycznych do pozna-
nia struktury i dynamiki czasteczek w krysztatach molekularnych, w ferroelektry-
kach, w cieczach, jak réwniez analizy anomalii krytycznych w sasiedztwie przemian
fazowych. Badania relaksacji dielektrycznej w krysztalach molekularnych z wigza-
niem wodorowym doprowadzity do rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Pomiary
absorpcji dielektrycznej w zakresie 30 Hz do 24 GHz niektérych krysztatow z wig-
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zaniem wodorowym” obronionej w 1971 roku. Dalsza dzialalno$¢ naukowa doty-
czyla zaréwno kontynuacji pomiaréw dielektrycznych w ukladach statych i cieklych
z wigzaniem wodorowym, jak i badan przemian fazowych w sasiedztwie przemian
tazowych ferroelektryk—paraelektryk. Podjecie tych badan wymagato dalszych prac
nad rozwojem metod pomiarowych i poszukiwaniem algorytméw dostosowanych
do materiatéw o duzych stratnosciach dielektrycznych. Rezultatem tych zainte-
resowan naukowych byla rozprawa ,Dielectric absorption in ferroelctrics of the
order-disorder type, in particular of the K,M"(CN)_-3H,0 type of cyanocomple-
xes’, na ktdrej podstawie uzyskal On w 1987 roku stopient doktora habilitowanego
w zakresie Chemii Fizycznej i Teoretycznej. Kolejny nurt zainteresowan naukowych
Profesora Kotodzieja to badania dynamiki molekularnej w grupie krysztatéw mole-
kularnych z jednoosiowg swoboda reorientacji (faza pseudo-rotacyjna), a réwniez
w rozcienczonych roztworach czasteczek labilnych konformacyjnie: styrylopirydli
i podstawionych di-fenyli. Badania dynamiki tego typu zwigzkow staly si¢ tematem
owocnej wspotpracy z Uniwersytetem w Perugii i Uniwersytetem w Rzymie.

W latach 70. Profesor odbywal staze naukowe w School of Physical and
Molecular Science University College of North Wales w Bangor. Wspoétuczestniczyt
on w opracowaniu nowej metody pomiaru nieliniowego efektu dielektrycznego
(NDE)w roztworach i cieczach o niskiej rezystancji wlasciwej. Zbudowany zestaw
pomiarowy pozwolil na wykonanie, jedynego jak do tej pory, cyklu badan nielinio-
wego efektu dielektrycznego w wodzie i rozworach wodnych. Nastepnie zajmowat
sie modyfikacja ukladu pomiarowego NDE i jego adaptacja do pomiaréw efektu
Falkenhagena-Deby¢’a.

W uznaniu dorobku naukowego, w roku 2002 otrzymat tytul naukowy profe-
sora.

W swojej dziatalno$ci Profesor Kolodziej wiele uwagi poswiecal badaniom
materialowym i stosowanym. Od polowy lat 90. zainteresowal si¢ problemami
kompatybilnosci elektromagnetycznej i inzynieria materialowa wykorzystywana
do tworzenia materialéw o specjalnych wlasciwosciach. Stworzyt on miedzyuczel-
niany zespol, ktory zajmowatl sie poszukiwaniem materialéw pochtaniajacych ener-
gie promieniowania elektromagnetycznego. Zespo! otrzymat kilkadziesigt nowych
kompozytowych materialéw o réznych, w zaleznosci od potrzeb, charakterystykach
czestotliwosciowych, temperaturowych i mechanicznych. Jeden z nich w roku 2000
zostal wdrozony do seryjnej produkeji kabli EMC. Profesor Kolodziej pracowat nad
nowymi technologiami uzyskiwania paliw cieklych na bazie surowcéw roslinnych,
jak réwniez nad suplementami diety o dziataniu przeciwcukrzycowym.

W Profesorze Kolodzieju straciliSmy swietnego naukoweca, przyjaciela, nauczy-
ciela i nie jest prawda, ze nie ma ludzi niezastgpionych - Jego zyczliwosci, facho-
wosci, uémiechu bedzie nam brakowato juz zawsze.

Kazimierz Orzechowski
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Mgr Aleksandra Karczmarska-Wodzka, ukonczyla che-
) mie na Uniwersytecie Mikolaja Kopernika w Toruniu.

fﬁ;.f’.ﬂi_i..ﬁu ! Prace magisterska wykonata w Zakladzie Chemii Orga-
fi ‘ ﬁ,:’ nicznej. Obecnie pracuje w Katedrze i Zakladzie Chemii

Ogolnej Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersy-

_ tetu Mikotaja Kopernika w Toruniu. W ramach pracy dok-

N torskiej zajmuje sie enancjoselektywna redukcja analogéw
nukleozydowych.

Dr Renata Kolodziejska, pracownik Katedry i Zaktadu Che-
mii Ogoélnej Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe
Autorki zwigzane sg z badaniami nad regio- i stereoselektyw-
nymi wlasciwo$ciami biokatalizatoréw oraz modyfikacja ana-
logéw nukleozydéw pirymidynowych.

Dr Renata Studzinska, pracownik Katedry i Zaktadu Che-
mii Ogolnej Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe
Autorki zwigzane s3 z badaniami nad syntezg zmodyfikowa-
nych analogéw nukleozydéw pirymidynowych.

Dr Marcin Wroéblewski, pracownik Katedry i Zaktadu Che-
mii Ogoélnej Collegium Medicum w Bydgoszczy Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu. Zainteresowania naukowe
Autora obejmujg synteze organiczng z wykorzystaniem enzy-
moéw jak réowniez synteze modyfikowanych nukleozydow

pirymidynowych.

Prof. dr hab. Marcin Draminski, kieruje praca w Zakladzie
Chemii Ogdlnej Collegium Medicum. Interesuje si¢ chemia
i stereochemia syntez zwigzanych z analogami nukleozydow
pirymidynowych i dydaktyka przedkliniczng dla studentow
medycyny i kierunkéw pokrewnych.
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ABSTRACT

In asymmetric synthesis of organic compounds more effective solutions are
being looked for which will result in higher yield(s) of product(s) and their high
enantioselectivity [1]. One of such solutions is an use of a multilevel and cheap cata-
lyst. Proline used as a catalyst is a substance of natural origin which was synthetically
obtained by Willstitter who was carrying out research on hygric acid (Scheme 1)
[10]. The cells of many organisms have a suitable enzymatic system essential for
proline biosynthesis [15]. So far, three proline biosynthesis pathways have been
described: from glutamate (Scheme 3 and 4), ornithine (Scheme 5 and 6), and argi-
nine (Scheme 7) [16-28]. Proline which is obtained as a result of biosynthesis or
supplementation is a substrate for many proteins. Characteristic and significant
content (about 23%) of this amino acid was observed in collage. In cells proline can
play an important role of osmoregulator [31-35] — a protective substance regulating
the activity of such enzymes as catalase and peroxidase [36]. Proline as a secondary
amine shows exceptional nucleophilicity facilitating imine and enamine formation.
Used as a catalyst in aldol reaction makes with substrates like imine or enamine
transition state imitating the activity of naturally occurring enzymes for this type
of reaction, that is aldolases. In their research Hajos and Parrish, and Eder, Sauer
and Wiechert used proline in intramolecular aldol reaction obtaining proper eno-
nes (Scheme 9) [60-62]. The process of intramolecular aldol reaction was used for
a separation of racemic mixture of diketones (Scheme 10) [63, 64], cyclization of
ortho-substituted aromatic aldehydes and ketones (Scheme 11) [65], synthesis of
cyclic diketones (Scheme 13) [68] and domino reaction to obtain substituted cyclo-
hexanones from beta-diketones and unsaturated ketones (Scheme 14) [69].

Keywords: proline biosynthesis, mechanism of aldol reaction, intramolecular aldol
reaction

Stowa kluczowe: biosynteza proliny, mechanizm kondensacji aldolowej, wewnatrz-
czasteczkowa reakcja aldolowa
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WPROWADZENIE

W ostatnim dziesigcioleciu zaobserwowano wzrost zainteresowania matoczas-
teczkowymi katalizatorami organicznymi - organokatalizatorami. Katalizatory
tego typu ogdlnie dzieli si¢ na dwie klasy. Pierwsza z nich zawiera zwigzki, ktérych
dziafanie katalityczne opiera si¢ na tworzeniu wigzan kowalencyjnych z reagentami.
W drugiej grupie znalazty sie zwiazki wykorzystujace w akcie katalitycznym wigza-
nia wodorowe i oddzialywania jonowe. Zadaniem badaczy jest poszukiwanie takich
katalizatorow sposréd obu tych klas, dzieki ktorym bedzie mozna otrzymywac wyso-
kie wydajnosci produktow, jak rowniez wysoka enancjoselektywnos¢. Wystepujaca
powszechnie w organizmach zywych prolina okazala si¢ skutecznym katalizatorem
wielu typdw reakcji (np.: kondensacji aldolowej, Mannicha, Michaela). Wigkszo$¢
organokatalizatorow, w tym prolina, stanowia czgsteczki dwufunkcyjne, zawierajace
centra aktywne w postaci kwasu Bronsteda jak i zasady Lewisa. Takie czasteczki
aktywuja zaréwno donor jak i akceptor, co stanowi site napedowa zachodzacych pro-
cesOéw syntezy. We wszystkich reakcjach katalizowanych proling, transfer protonu
z cze$ci aminowej lub grupy karboksylowej proliny powoduje utworzenie imidu lub
alkoksydu, niezbednych do stabilizacji fadunku i utworzenia wigzania wegiel-wegiel
w stanie przejsciowym. Prolina stanowi wydajny, asymetryczny katalizator réznych
reakcji zachodzacych wedlug mechanizmu enaminowego, jak réwniez iminowego
[1-5].

1. SYNTEZA 1 BIOSYNTEZA PROLINY

Sposérdd 21, naturalnie wystepujacych i kodowanych przez odpowiednig tréjke
zasad w DNA, aminokwaséw tylko enancjomer L-proliny (1) posiada unikalng
strukture. Tworzy ja piecioczlonowy pierscien pirolidynowy zawierajacy atom azotu
w postaci drugorzedowej grupy aminowej. W punkcie izoelektrycznym (pK, = 6,3)
prolina wystepuje jako jon obojnaczy (2) (Rys. 1). Podobng strukture ma fragment
czgsteczki pirolizyny (3) (Rys. 2) kodowanej przez kodon ,stop” - UAG, jednak
kwalifikacja pirolizyny jako 22 naturalnie wystepujacego aminokwasu wcigz pozo-

staje dyskusyjna [6-8].
H H
E1\><COOH E’1i1><(jooe
H Wt )

1

Rysunek 1. Struktura proliny
Figure 1. Structure of proline
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OH
H,N

0

CH;
H
N
N
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Rysunek 2. Struktura pirolizyny
Figure 2. Structure of pyrrolysine

L-prolina nalezy réwniez do grupy aminokwaséw endogennych, ktérych obec-
no$¢ w substancjach odzywczych dla organizmdw nie jest niezbedna. Jest to drugi
aminokwas [9], po tyrozynie, otrzymany syntetycznie. Dokonal tego Willstatter
w 1900 roku. Willstattera interesowalo potozenie grupy karboksylowej w kwasie
higrynowym, otrzymanym przez utlenienie naturalnie wystepujacych, halucyno-
gennych alkaloidow: higryny i kuskohigryny [10]. Opierajac sie na fakcie zbadanym
przez Liebermana i Cybulskiego [11], Ze podczas suchej destylacji kwasu higryno-
wego wydziela si¢ latwo dwutlenek wegla, sklonit si¢ do stwierdzenia obecnosci
a grupy karboksylowej w stosunku do atomu azotu pierscienia pirolidynowego.
Willstdtter poddal kondensacji sél sodowa malonianu dietylu (4) z 1,3-dibromo-
propanem (5) otrzymujgc bromopropylomalonian dietylu (6). Nastepnie potrak-
towal ten produkt bromem przeksztalcajagc go w 1,4-dibromopropylomalonian
dietylu (7). Przy udziale amoniakalnego roztworu alkoholu metylowego prze-
ksztalcil ester w amid, ktéry nastepnie poddal zmydlaniu z wodorotlenkiem
baru otrzymujac kwas a.-pirolidynokarboksylowy (8) (Schemat 1) [9].

@

{ga COOEt COOEt
+ /\/\ — B
E0OC” “COOEt Br r\/\)\coom \/\><CO0Et
4 5

iNH3/MeOH
Br. COOEt
N COOH 2 COOEt

H 8

Schemat 1. Schemat otrzymywania kwasu a-pirolidynokarboksylowego wg Willstattera
Scheme 1. Synthesis of a-pyrrolydinecarboxylic acid (according to Willstétter)

W roku 1901 Fischer, jako pierwszy, wyizolowal proline z hydrolizatu kaze-
iny [12]. W 1911 roku razem z Londonem okreslil, Ze prolina jest pierwszym pro-
duktem hydrolizy biatek, zaréwno kwasowej (z zastosowaniem kwasu chlorowo-
dorowego), jak i enzymatycznej (z zastosowaniem sokéw trawiennych). Fischer,
réwniez jako pierwszy zasugerowal uzywanie nazwy prolina dla okreslenia kwasu
a-pirolidynokarboksylowego [13]. Racemiczng proling otrzymywano w latach
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czterdziestych dwudziestego wieku wykorzystujac reakcje addycji Michaela akrylo-
nitrylu (9) do malonianu dietylu (10) (Schemat 2) [8].

0 COOEt . .
+ /\ t 2—»
Et00C” “COOEt 77 CN NC/\)\COOEt aN COOEt

10 9 o
l socl,
H )
O< OH . HCl
N COOH ~HCI NH, Cl N Cl
H of  CooH H COOEt
0

Schemat 2. Schemat syntezy proliny w reakcji addycji Michaela
Scheme 2. Michael addition reaction for the synthesis of proline

Komoérki réznych organizméw posiadajg szlaki enzymatyczne pozwala-
jace zaréwno na biosynteze proliny, jak rowniez jej katabolizm. W zaleznosci od
rodzaju organizmu odkryto trzy szlaki metaboliczne. Organizmy odzywiajace
sie cudzozywnie (m.in. ludzie, zwierzeta) dostarczajg wraz z pozywieniem odpo-
wiednie ilosci tego aminokwasu. Tym samym, przy odpowiedniej suplementacji,
nie wystepuje koniecznos¢ wykorzystywania szlakéw metabolicznych do biosyn-
tezy proliny jako substratu do biosyntezy bialek [14, 15]. Dotychczas opisane trzy
szlaki biosyntezy proliny opieraja si¢ na trzech substratach: kwasie glutaminowym,
ornitynie i argininie. W 1987 roku Leisinger w swojej pracy opisal szlak biosyn-
tezy proliny u bakterii wykorzystujacy kwas glutaminowy (11). Pierwszy etap bio-
syntezy proliny obejmuje fosforylacje grupy y-karboksylowej przy udziale kinazy
y-glutaminianowej (y-GK, EC 2.7.2.11) do y-fosforanu kwasu glutaminowego
(y-GP, 12). Nastepnie produkt ten ulega redukeji do y-semialdehydu kwasu gluta-
minowego (GSA, 13) przy udziale dehydrogenazy y-semialdehydu kwasu glutami-
nowego (GSADH, EC 1.2.1.41). GSA spontanicznie cyklizuje do pirolino-5-karbok-
sylanu (P5C, 14), ktéry dalej przy udziale reduktazy pirolino-5-karboksylanowej
(P5CR, EC 1.5.1.2) zostaje przeksztalcony do L-proliny (1) (Schemat 3) [16, 17].
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Scheme 3.

NADP*

spontaniczna cyklizacja
Q ;
S =
K
an) =}

COOH

NADPH + H"
NH N /

cytoplazma

Szlak glutaminianowy syntezy proliny w komorkach bakterii i drozdzy
Proline biosynthesis pathway from glutamate in bacteria and yeasts

Dehydrogenaza y-semialdehydu kwasu glutaminowego, kinaza y-glutaminia-
nowa i reduktaza pirolino-5-karboksylanowa kodowane sg przez trzy geny: odpo-
wiednio proA, proB i proC wyizolowane po raz pierwszy z mutantéw Escherichia

coli [17].

Prace Stewarta z 1981 roku oraz Hu i in. z 1992 roku pokazaly rdéznice
w syntezie proliny w komdrkach roélin w poréwnaniu do komorek bakterii
i drozdzy. Badania wykazaly istnienie u roélin dwufunkcyjnego enzymu, syntetazy
pirolino-5-karboksylanowej (P5CS), skupiajacego aktywnos¢ kinazy y-GK i dehy-
drogenazy GSADH (Schemat 4) [18, 19].

Schemat 4.
Scheme 4.

NADPH + H" +
NADP™ + P;
COOH ATP ADP COOH H,0 COOH
E<NH2 ;L» NH2 / N

COOH \ spontaniczna cyklizacja
11 013 14

NADPH + H"

NADP*
COOH

NH

cytoplazma 1

Szlak glutaminianowy syntezy proliny w komérkach roélinnych
Proline biosynthesis pathway from glutamate in plant
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Gen kodujacy P5CS, ktéry zostal wyizolowany z fasoli Vigna aconitifo-
lia [19] oraz rzodkiewnika pospolitego Arabidopsis thaliana [19, 20] zawiera
dwie domeny bialkowe P5CS1 i P5CS2 analogiczne z biatkami proB, proA
bakterii E. coli. Turchetto-Zolet i in. [21] zbadali i opisali sekwencje gendw,
odpowiedzialnych za powstawanie tego kluczowego enzymu w biosyntezie
proliny, dla wielu réznych gatunkéw roslin m.in.: Schizolobium parahyba, Bom-
bacopsis quinata, Ceiba pentandra (Puchowiec piecioprecikowy), Cedrela odo-
rata (Cedréwka wonna). Biosynteza proliny odbywa si¢ w cytoplazmie lub
w plastydach; w przypadku roélin zielonych sg to chloroplasty [22, 23].

Rosliny wykorzystuja do syntezy proliny réwniez drugi szlak oparty na ornitynie,
ktorej przemiana w proling odbywac sie moze w dwojaki sposob. Pierwszy polega na
transaminacji grupy o.-aminowej z ornityny (15) w obecnosci a-aminotransferazy
ornitynowej (a-OAT) dajac w produktach kwas a-okso-J-aminowalerianowy (16).
Kwas ten ulega spontanicznej cyklizacji do pirolino-2-karboksylanu (P2C, 17), ktory
po reakcji redukeji przy udziale reduktazy pirolino-2-karboksylanowej (P2CR),
przeksztalcony zostaje do L-proliny. Alternatywna transaminacja grupy 6-aminowej
przy udziale §-aminotransferazy ornitynowej (5-OAT) przeksztalca ornityne w GSA
(13). GSA jako jeden z substratow w szlaku glutaminianowym zostaje przeksztal-
cony rowniez do L-proliny (Schemat 5) [16, 24].

NADP*
COOH COOH COOH COOH

NADPH +H"
éNHz QO spontaniczna cyKlizacja EiN N i EfNH
NH, - NH, 17 1

15 16

NADP"

NH2 spontaniczna cyklizacja N
-

NADPH + H"

cytoplazma \O 13 14

Schemat 5. Dwie drogi szlaku ornitynowego syntezy proliny
Scheme 5. Two routes of proline biosynthesis pathway from ornithine

Procesy, w ktorych ornityna jest prekursorem proliny, odkryto réwniez
w komoérkach: pierwotniaka Tetrahymena pyriformis [25], HeLa wywodzacych sie
z komorek raka szyjki macicy [26]. W komorkach laseczki Clostridium sticklandii
zaobserwowano przemiane ornityny bezposrednio w proline, przy udziale enzymu
cyklodeaminazy ornitynowej (CDO, EC 4.3.1.12) (Schemat 6) [27].
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( COOH COOH |
NH, NH
15
L cytoplazma

Schemat 6.  Bezposrednia przemiana ornityny w proline u C. sticklandii
Scheme 6.  Direct synthesis of proline from ornithine

Trzeci rodzaj przemian zachodzacych w komdrkach, prowadzacy do otrzy-
mania proliny, polega na biochemicznym przeksztalceniu czasteczek aminokwasu
argininy (18). Istnieje kilka sposobow przemiany argininy w proline. Jeden z nich
polega na wykorzystaniu deiminazy argininowej (EC 3.5.3.6), ktora przeksztalca jg
w cytruline (19). Cytrulina w reakcji z nieorganicznym fosforanem daje w produk-
tach karbamoilofosforan i ornityne (20) [27].

COOH COOH karbamoilofosforan COOH

Q\ Q\ Pi NH,
—_—

delmmaza (0] transferaza NH,
argmmowa \f ornityna-karbamoilofosforan
NH2 NH,
19 20

arginaza

Schemat 7.  Przemiana argininy w komérkach
Scheme 7.  Transformation of arginine in cell

\\

W komorkach bakterii Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus licheni-
formis oraz w komorkach grzybow Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae
i Neurospora crassa arginina (18) przy udziale arginazy (EC 3.5.3.1) ulega biotrans-
formacji bezposrednio do ornityny (20) (Schemat 7). Nastepnie ornityna zostaje
wlaczona w szlak przemian prowadzacy do proliny (szlak ornitynowy). U wymie-
nionych bakterii i grzybdw, arginina, a nie kwas glutaminowy jest kluczowym sub-
stratem do syntezy proliny [28].
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2. FUNKCJE PROLINY

Wysoka zawarto$¢ proliny wystepuje w gtéwnym biatku tkanki lacznej —
kolagenie. Charakterystyczna cechg struktury kolagenu jest wystepowanie triad
aminokwasowych zawierajacych glicyne oraz dwa inne aminokwasy w ukladzie
-Gly-X-Y-. Aminokwas X to najcze$ciej prolina, natomiast Y to 4-hydroksypro-
lina. Wystepowanie regularnie powtarzajacych sie triad wplywa na przyjmowanie
$cisle okreslonej konformacji kolagenu, gdzie trzy czasteczki tworzg tropokolagen
w strukturze a-helisy. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze 4-hydroksyprolina powstaje
z proliny w enzymatycznym procesie posttranslacyjnym do czasteczki kolagenu. Na
réznorodnoé¢ typdw kolagenu ma wplyw czestos$¢ wystepowania proliny w pozycji
X 1Y, oraz 4-hydroksyproliny w pozycji Y triad aminokwasowych. Zawarto$¢ pro-
liny i 4-hydroksyproliny w kolagenie oscyluje na poziomie 23% [29, 30].

W komorkach roslin, bakterii, protistow i grzybéw prolina nagromadza sie
w cytoplazmie i petni funkcje osmoregulatora. Charakter osmoregulacyjny przeja-
wia sie u roslin podczas stresu osmotycznego, jakim jest susza lub wysokie zasole-
nie wod i gleby. Aminokwas ten réwniez pelni role regulatora zmian srodowisko-
wych, typu: niska temperatura, promieniowanie UV, wystepowanie metali ciezkich
(kadm) i patogenow roslinnych (wirusy, bakterie), stres metaboliczny zwigzany ze
zmianami zawartosci skladnikéw odzywczych [17, 31-35]. Prolina pelni tez funkcje
ochronne w komorkach, przejawiajace si¢ poprzez regulacje aktywnosci enzymow,
do ktérych nalezg katalaza, peroksydaza czy oksydaza polifenolowa [36]. Znaczaca
role aminokwas ten pelni jako skladnik nektaru kwiatowego. Badania wykazaly,
ze nektar zawierajacy wysokie stezenie proliny (2 mM) byt bardziej atrakcyjny dla
pszczol. Pszczoty wykorzystuja proling jako substrat bioenergetyczny w poczatko-
wej fazie lotu [37]. Pomimo odkrycia licznych, metabolicznych i regulatorowych
funkcji proliny w organizmach ludzi, zwierzat, roélin, grzybow i bakterii, dotychczas
nie poznano szczegétowo mechanizmoéw jej dzialania [38].

3. MECHANIZM REAKCJI KONDENSACJI ALDOLOWE]

Jedng z wazniejszych reakcji syntezy wigzania C-C jest kondensacja aldolowa.
Jest to reakcja pomiedzy wygenerowanym w uktadzie enolem lub enolanem (dono-
rem) a czasteczky elektrofilowg (akceptorem) z utworzeniem aldolu [8, 39-58].

W organizmie zywym tego typu reakcje z utworzeniem wigzania C-C s3
przeprowadzane w obecnosci biokatalizatora. W reakcji enzymatycznej aldolazy
synergicznie aktywuja oba reagenty: donor i akceptor. Dodatkowo stereogeniczna
struktura bialka katalitycznego zapewnia kontrole stereochemiczna reakeji poprzez
odpowiednig orientacj¢ przestrzenng substratéw. Znanych jest okoto 30 aldolaz,
ktore ze wzgledu na mechanizm reakcji mozna najogdlniej podzieli¢ na dwie klasy:
aldolazy typu Ii aldolazy typu II.
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Aldolazy typu I katalizuja reakcje kondensacji aldolowej poprzez utworze-
nie enaminowego produktu posredniego. Kluczowy zwigzek przej$ciowy - zasada
Schiffa - powstaje w reakcji enolizujacego zwigzku karbonylowego z lizyna, ktdra
znajduje si¢ w centrum aktywnym aldolazy. Atak czasteczki elektrofilowej na tak
zaktywowany donor (enamina) prowadzi do powstania iminy, ktéra hydrolizujac
uwalnia ketodiol [48, 54, 55].

Natomiast aldolazy typu II posiadajg w centrum aktywnym kofaktor cynkowy.
W procesie katalitycznym jon cynku wigze si¢ z czgsteczka donora tworzac przej-
$ciowy zwigzek kompleksowy. Utworzony enolan jest podatny na atak czasteczki
elektrofilowej. Ostatecznie jak w przypadku aldolazy typu I, tworzy sie ketodiol
[48, 54, 55].

Aldolazy zaréwno typu I jak i typu II skutecznie katalizujg enancjoselektywna
reakcje syntezy wigzania C-C w ukladzie fizjologicznym, nie majg jednak zasto-
sowania w warunkach laboratoryjnych. W celu przeprowadzenia stereoselektywne;j
kondensacji aldolowej w laboratorium wykorzystuje si¢ male czasteczki organiczne,
ktore swoja budows imituja centra aktywne katalizatoréw biatkowych.

Aldolazy typu II jako pierwsze udalo si¢ zastapi¢ katalizatorami metaloorga-
nicznymi. Do najczesciej stosowanych metaloorganicznych zwigzkéw komplekso-
wych nalezg czasteczki zawierajace jony cynku, baru i lantanowcow.

Jednym z przyktadow katalizatora dziatajacego jak aldolazy typu I jest prolina
tzw. mikroaldolaza typu I. W poréwnaniu z innymi aminokwasami prolina jako
amina II rzedowa wykazuje wyjatkowa nukleofilowo$¢, ktora utatwia formowanie
imin i enamin.

W reakcji kondensacji aldolowej prolina synergicznie aktywuje substraty kar-
bonylowe (donor i akceptor), tworzac w kluczowym etapie enamine jako produkt
przejsciowy (Schemat 8).

Kataliza mikroenzymem (1) rozpoczyna si¢ od ataku grupy aminowej
L-proliny na atom wegla grupy karbonylowej ketonu (aceton). Dehydratacja otrzy-
manego polaczenia prowadzi do jonu iminowego (21). Jon iminowy ulega deproto-
nacji, co powoduje utworzenie enaminy (22). Nastepny etap jest wynikiem reakcji
pomiedzy elektrofilem a enaming z utworzeniem wigzania C-C (23). Na tym eta-
pie istotna role odgrywa grupa karboksylowa proliny. Grupa karboksylowa ufatwia
aminokatalize dziatajac jako kokatalizator typu kwas Bronsteda przez protonowanie
akceptorowej grupy karbonylowej aldehydu. W wyniku ataku lica re aldehydu na
lico si (E)-enaminy powstaje produkt posredni o strukturze odpowiadajacej kon-
formacji krzeslowej cykloheksanu. Dwustopniowa hydroliza produktéw posred-
nich (23 i 25) umozliwia otrzymanie aldolu (26) i zregenerowanego katalizatora (1).
W reakcji kondensacji katalizowanej L-proling preferencyjnie otrzymuje si¢ aldol
o konfiguracji anti [43, 45, 47-58].



812 M. WROBLEWSKI, R. KOLODZIEJSKA, R. STUDZINSKA, A. KARCZMARSKA-WODZKA, M. DRAMINSKI

24
OH R H

R

<—>0--H N

’7\ /\ RCHO
N 0

%0

Schemat 8. Mechanizm kondensacji aldolowej katalizowanej L-proling
Scheme 8.  Mechanism of proline-catalyzed aldol reaction

4. WEWNATRZCZASTECZKOWA REAKCJA ALDOLOWA

W latach siedemdziesiatych po raz pierwszy L-prolina zostala uzyta jako kata-
lizator w wewnatrzczasteczkowej reakcji aldolowej Hajos-Parrish-Eder-Sauer-Wie-
chert [59-61]. W dwdch niezaleznych o$rodkach w wyniku kondensacji triketondw,
otrzymano enony z wysokim nadmiarem enancjomerycznym (Schemat 9). Metoda
IT przez wiele lat byla stosowana w przemysle, w syntezie bicyklicznych ketoli i a-,
B-nienasyconych ketondéw.
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Schemat 9.  Wewnatrzczasteczkowa kondensacja aldolowa Hajos-Parrish-Ender-Sauer-Wiechert
Scheme 9. Hajos-Parrish-Ender-Sauer-Wiechert intramolecular aldol reaction

Innym przykladem wewnatrzczasteczkowej reakcji katalizowanej L-proling
jest reakcja rozdziatu kinetycznego mieszaniny racemicznej diketonow. W zalez-
nosci od zastosowanych warunkoéw i struktury substratow, obok cyklicznego aldolu,
otrzymano czyste optycznie diketony o konfiguracji R lub S (Schemat 10) [62, 63].

CH,

’
‘

R /
O
L-prolina (65 mol%)
S —

DMF

®

o
(RN }="]
N
vy
X
[¢]
o
t o
QT

R-CH; H
46% ee

Schemat 10. Rozdzial kinetyczny mieszaniny racemicznej diketonow
Scheme 10.  Kinetic separation of racemic mixture of diketones

L-prolina umozliwia przeprowadzenie reakcji cyklizacji orto-podstawionych
aromatycznych aldehydéw lub ketondw, prowadzac do otrzymania chiralnych
2,3-dihydro-3-hydroksybenzofuranéw. Reakcja charakteryzuje sie wysoka diaste-
reoselektywnoscig. W wyniku reakeji uzyskuje sie w przewadze cis-izomer (dr =
(93:7) = (>99:1). Czystos¢ optyczna otrzymanych aldoli wynosita 76-87% ee (Sche-
mat 11) [64].
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Schemat 11.  Cyklizacja orto-podstawionych zwiazkoéw dikarbonylowych
Scheme 11.  Cyclization of ortho-substituted dicarbonyl compounds

Obecno$¢ dwodch grup karbonylowych w czgsteczce umozliwia prze-
prowadzenie wewnatrzczasteczkowej  aldolizacji  enolegzo. Na  przyklad
w reakgeji alifatycznych zwigzkéw dikarbonylowych otrzymano anti pochodne
cykloheksanolu o wysokiej czystosci optycznej (Tab. 1) [65].

Tabela 1. Cykloaldolizacja enolegzo zwigzkow dikarbonylowych

Table 1. Enolexo cyclo-aldolization of dicarbonyl compounds
OH
OHC (CHO OHC,,
‘y
L-prolina (10 mol%
— Me,, prolina (10 mo n=) —Me,,
CH,Cl,
m=0-2
Wydajnos¢ dr ee
Numer Produkty (%) (%) (%)
OH
1 OHC/, 95 10:1 99
OH

2 OHC, = 74 >20:1 98

75 >20:1 97
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OH
OHC CHO OHC,,
‘4
L-prolina (10 mol%
—Me,, P ( 2 —Me,,
CH,Cl,
m=0-2
Wydajnos¢ dr ee
Numer Produkty (%) (%) (%)
OH
OHC
4 76 22:5:5:1 75,89,95,8
OH
OHC
5 . 88 1:1 99
OHC,,
6 92 2:1 99

Natomiast w reakcji dialdehydéw pochodnych kwasu winowego wewnatrz-
czasteczkowa 6-enolegzo cykloaldolizacja prowadzi do powstania imino cukru o
przeciwnej konfiguracji syn (dr > 10:1) (Schemat 12) [46].

O 0
\ | 1. L-prolina (15 mol%) o
W
0 CHCIL/DMSO(3:1) w \OH
2. NaBH,, MeOH
>< o NTs aBH,, MeO o' NTs
0\

70%; dr (syn:anti) 10:1

niQ
jant

Schemat 12.  6-enolegzo cykloaldolizacja pochodnych kwasu winowego
Scheme 12.  6-enolexo cyclo-aldolization of tartaric acid derivatives

Cykliczne diketony mozna zsyntetyzowaé w dwuetapowej reakcji aldolowe;.
W pierwszym etapie otrzymuje si¢ triketony z cykloalkano-1,3-dionéw i but-1-en-
3-onu, ktére w nastepnym etapie ulegaja wewnatrzczasteczkowej reakcji cyklizacji
(Schemat 13) [67].
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Schemat 13. Dwuetapowa synteza zwigzkow dikarbonylowych
Scheme 13.  Two-step synthesis of dicarbonyl compounds

Ry 0
R, 0
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Ry = C¢Hs; Ry = C¢Hs 14% 63%:; 58% ce
R, = p-CH;0C4H,; Ry = p-CH;0C(H, 39% 39%; 43% ee
R, = p-CIC¢Hy; R, = p-CIOC4H, 7% 82%; 53% ee
R, =p-BrC¢Hy; R, = p-BrCgHy 7% 85%; 63% ee
R, = p-CIC4Hy; R, = p-CH;0CH, 26% 57%; 67% ee
R =C4H3S; R, = C4H3S 52% 47%; 67% ee
R, =C4H;0; R, = C,H30 35% 52%; 47% ee
R, = CsH,N; R, = C5H,N 0% 81%; 80% ee
R, = CsH,N; R, = p-CH;0C4H, 0% 93%; 50% ee

Schemat 14. Dwuetapowa synteza pochodnych cykloheksanonu
Scheme 14.  Two-step synthesis of cyclohexanone derivatives

W reakeji aldolowej domino Michaela otrzymuje si¢ podstawione cykloheksa-
nony. W obecnosci L-proliny -diketony reaguja z but-1-en-3-onem dajac triketony
(Schemat 14, zwigzek 1), ktore cyklizuja do chiralnych 3-hydroksycykloheksano-
néw (Schemat 14, zwigzek 2) [68].
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UWAGI KONCOWE

Prolina to aminokwas wystepujacy powszechnie w organizmach flory i fauny.
Powszechnos¢ proliny zwigzana jest z réznorodnoscia szlakow jej biosyntezy. Wie-
loletnie badania pokazujg wiele wlasciwosci proliny m.in. budulcowe, ochronne,
regulacyjne i energetyczne. Dzieki specyficznej budowie, z powodzeniem zastepuje
enzymy z klasy aldolaz. Odkrycie jej katalitycznych wlasciwosci spowodowato lawi-
nowe badania nad ich wykorzystaniem do syntezy wigzania wegiel-wegiel w reak-
cji wewnatrzczasteczkowej kondensacji aldolowej. Reakcje te charakteryzuja sie
wysoka stereoselektywnoscig. Otrzymane z duzymi wydajno$ciami produkty cha-
rakteryzujg sie wysoka czystoscig optyczna.
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ABSTRACT

In the enzymatic asymmetric synthesis, the enzyme allows the desymmetri-
zation of achiral compounds resulting in chiral compounds of high optical purity.
Meso compounds (bearing a plane of symmetry) are very important group of com-
pounds used in EEDs (Scheme 1) [1-4]. Similarly to prochiral compounds, selective
acylation or hydrolysis of meso substrates leads to optically active products. Most
lipases preferentially convert the same enantiomers in the above mentioned types of
reaction. This allows the preparation of the both enantiomers of the product in high
chemical and optical yield (Scheme 3-20) [35-58].

An effective enzymatic catalysis should be performed under conditions optimal
for a biocatalyst performance. Hence, it is essential to select an appropriate reaction
medium, the pH, and temperature [6-34].

Optimization of the reaction conditions in terms of an appropriate solvent
selection is effective and most frequently the simplest way to modify the enzyme
selectivity. One of the most important criteria for the solvent selection is its nature
[25]. The enzyme selectivity is conditioned by its conformational rigidity, which
increases in more hydrophobic medium (typical hydrophobic solvents, scCO,).
A hydrophobic solvent decreases biocatalyst lability, which does not allow the
connection between the structurally mismatched substrate and the active side of
an enzyme [10, 26-31]. Ionic liquids are a separate group of solvents which, despite
their high hydrophobicity (logP << 0) and polarity, can constitute an ideal medium
for the biotransformation reactions [18-23].

Keywords: meso compounds, desymmetrization, transesterification, hydrolysis,
lipase
Stowa kluczowe: zwigzki mezo, desymetryzacja, transestryfikacja, hydroliza, lipaza
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WPROWADZENIE

Jak wazna jest czysto$¢ optyczna lekéw nikogo nie trzeba przekonywac,
w historii medycyny jest kilka niechlubnych przykladéw zastoswania leku w postaci
racemicznej z ktdrej tylko jeden z enancjomeréw mial wlasciwosci terapeutyczne,
na przyklad talidomid. Najczesciej dwa enancjomery danego zwiazku wykazuja
odmienne aktywnosci biologiczne w Zywym organizmie. Dlatego tak istotne jest
otrzymywanie zwigzkéw biologicznie czynnych w postaci czystej enancjomerycz-
nie. Jedng z metodg asymetrycznej syntezy, ktora pozwala na otrzymanie zwigzkow
czystych optycznie jest enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja (EED).
Enzymy majg wiele zalet sa chemo-, regio-, diastereo- i enancjoselektywne oraz
przyjazne dla $rodowiska. Ponadto reakcje enzymatyczne przebiegaja w tagodnych
warunkach, dlatego produkty reakcji nie sa narazone na reakcje uboczne na przy-
ktad izomeryzacji, racemizacji, epimeryzacji, przegrupowania. Dodatkowo wiele
reakcji w obecnosci katalizatora enzymatycznego mozna prowadzi¢ w rozpuszczal-
nikach hydrofobowych, co znacznie poszerza zakres zastosowania enzymoéw. Do
grupy enzymow najbardziej eksploatowanych w asymetrycznej syntezie organicznej
nalezg hydrolazy w szczegdlnosci lipazy [1].

Enzymatyczna desymetryzacja polega na modyfikacji achiralnego substratu,
w wyniku ktdrej uzyskuje sie zwigzek chiralny. Istotne w enzymatycznej desyme-
tryzacji jest to, ze enzym dokonuje selektywnej modyfikacji, dlatego otrzymuje si¢
zwiazki wzbogacone enancjomerycznie. Achiralnymi substratami w EED sg najczes-
ciej zwigzki prochiralne lub mezo syntony.

Podobnie jak w przypadku prochiralnych reagentéw ztamanie symetrii w mezo
substratach prowadzi do otrzymania optycznie czynnych produktéw. Na przykltad
selektywna hydroliza jednej z identycznych grup w symetrycznej czasteczce zwigzku
mezo umozliwia uzyskanie chiralnego reagenta. Przykladem takiej reakcji jest enzy-
matyczny proces desymetryzacji mezo estru dikarboksylowego katalizowany karbo-
ksyesterazg (Schemat 1) [2-4].

R, R,
R, X R, Y
—_—
R, X R, X
R, R,
zwiazek mezo, achiralny chiralny produkt
H H esteraza H H
5 = from Gliocladium roseum S S
O O —_—> (@) O
(S>(R) (SN(R)
—O o0— HO o—

80%, >98% ee

Schemat 1. EED mezo diestru katalizowana esteraza
Scheme 1. EED of meso diacetate catalyzed by esterase
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1. WPLYW CZYNNIKOW NA ENANCJOSELEKTYWNOSC REAKCJI
ENZYMATYCZNE]

Kataliza enzymatyczna, aby zostala przeprowadzona efektywnie, powinna by¢
prowadzona w optymalnych warunkach dla dzialania biokatalizatora, dlatego tak
istotny jest dobdr odpowiedniego medium reakcji, pH i temperatury.

1.1. ROZPUSZCZALNIK

1.1.1. Stabilnos¢ i aktywnos¢

Poczatkowo uwazano, ze optymalnym $rodowiskiem do przeprowadzenie sku-
tecznej katalizy jest woda. Woda, jako naturalne $rodowisko ewolucyjne i fizjolo-
giczne enzymow, pozwala na zachowanie odpowiedniej konformacji biatka. Oddzia-
tywania pomiedzy czasteczkami wody, a polarnymi resztami aminokwasowymi
enzymu biorg udzial w stabilizacji jego struktury II- i III-rzedowej. Ze wzgledu na
ograniczenia spowodowane staba rozpuszczalnoscig wigkszosci substancji orga-
nicznych w wodzie, zacz¢to prowadzi¢ reakcje z dodatkiem rozpuszczalnika orga-
nicznego mieszajacego sie w sposob nieograniczony z wodg. Szybko okazalo sie, ze
dodany rozpuszczalnik organiczny nie tylko zwigkszyt rozpuszczalnos¢ reagentow,
ale rowniez wplynal na poprawe stereoselektywnych wiasciwosci biokatalizatora.
Pionierem w tym obszarze badan byl Bryan Jones w latach 1970-1980, ktory jako
pierwszy przeprowadzil selektywna hydrolize katalizowana esteraza ze $winskiej
watroby (PLE) w wodzie z dodatkiem rozpuszczalnikéw organicznych. W reakcji
deacylowania prochiralnego estru kwasu 3-metyloglutarowego w 20% MeOH uzys-
kal R-monoester z najwyzszym 97% nadmiarem enancjomerycznym (Schemat 2)
[4-6].

PLE, H,O, pH = 7,0
rozpuszczalnik organiczny R)

McOOC) COOMe HOOC ~ COOMe
Rozpuszezalnik organiczny (v/v) [%] Temperatura [%] ee [%)]

none 20 79

acetonitryl 5 20 70

aceton 5 20 72

DMSO 5 20 81

metanol 5 20 88

metanol 20 10 97

Schemat 2. Reakcja deacylacji prochiralnego kwasu 3-metyloglutarowego
Scheme 2. The deacylation reaction of prochiral 3-methyl glutarate diester

Reakcje enzymatyczng z ukladéw wodnych po raz pierwszy przeniost do
hydrofobowych rozpuszczalnikéw organicznych Klibanov i wspdtpracownicy. State
preparaty enzymatyczne (immobilizowane lub liofilizowane) zawieszano w $rodo-
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wisku hydrofobowym z dodatkiem niewielkiej ilosci buforu, ktéra miala zapewni¢
aktywno$¢ katalityczng enzymu. Generalnie zmiana medium reakcji enzymatycz-
nych z ukladéw wodnych na rozpuszczalniki organiczne wigze si¢ z szeregiem
nowych mozliwosci, sposrod ktorych jako najistotniejsze wymieni¢ mozna zwiek-
szong rozpuszczalno$¢ substratéw organicznych, zwiekszenie stabilnosci enzymu
oraz ulatwiony w stosunku do wody odzysk produktéw. Dla katalizy enzymatycznej
w rozpuszczalnikach organicznych kluczowe jest zachowanie pewnej ilosci wody
niezbednej do utrzymania prawidlowej konformacji biatka. Czasteczki wody two-
rzg wokdl enzymu warstwe monomolekularng, ktora stabilizuje strukture biatka
i uniemozliwia zachodzenie oddzialywan pomiedzy jego resztami, a czasteczkami
rozpuszczalnika. Zaks i Klibanov w badaniach nad aktywno$cig oksydoreduktaz
w roznych rozpuszczalnikach organicznych stwierdzili, Ze maksymalng enzyma-
tyczng aktywnos¢ uzyskuje sig, jesli do uktadu doda si¢ 1000 czasteczek wody na
czasteczke enzymu, ktdra z grubsza stanowi niezbedng ilo§¢ wody — warstwe mono-
molekularng [6-9].

Umieszczenie biatka enzymatycznego w bezwodnym, z uwzglednieniem mini-
malnej, koniecznej ilo$ci wody, srodowisku, powoduje zwijanie si¢ naladowanych
polarnych reszt do wnetrza biokatalizatora, zmniejszajac tym samym powierzchnie
kontaktu biatka ze srodowiskiem [10, 11]. Konsekwencjg owego zjawiska jest zwigk-
szenie stabilno$ci enzymu w rozpuszczalniku organicznym. Brak oddziatywan mie-
dzy resztami aminokwasowymi, a czasteczkami rozpuszczalnika nie stwarza mozli-
wosci rozwijania sie biatka, jednocze$nie generujac warunki korzystne do powstania
wigkszej ilosci wigzan w obrebie czasteczki biokatalizatora — wigzan wodorowych
i mostkéw solnych, co powoduje zmniejszenie rozmiaréw biatka i zwigksza jego
stabilno$¢ [10]. Cecha rozpuszczalnikéw organicznych wywierajaca istotny wplyw
na zmiane stabilnosci enzymow, jest ich hydrofobowos¢ (log P). Wzrost hydrofobo-
wosci srodowiska wigze sie ze wzrostem sztywnos$ci konformacyjnej biatka.

Drugim istotnym elementem majagcym wplyw na stabilno$¢ biokatalizatora,
a zaleznym od hydrofobowosci, jest dynamiczna sie¢ wodna otaczajaca biatko
[10]. Czasteczki wody stabilizujace konformacje biatka w bezwodnym $rodowisku,
wykazuja mniejszag mobilno$¢ w $rodowisku hydrofobowym. W rozpuszczalni-
kach o wyzszej polarnosci dochodzi do oddzialywan miedzy czasteczkami tychze
rozpuszczalnikow, a czasteczkami wody. Prowadzi to do zwiekszenia ruchliwosci
wodnej warstwy monomolekularnej i sprzyja powstawaniu oddzialywan miedzy
resztami aminokwasowymi, a rozpuszczalnikiem, i tym samym zaburzeniu kon-
formacji biatka. Niekorzystne zmiany konformacyjne biatka katalitycznego w roz-
puszczalnikach hydrofilowych wplywaja na zmniejszenie aktywno$¢ katalitycznej
enzymu, ktéra zgodnie z definicjg jest funkcja utamka molowego wody (c,) i wspét-
czynnika aktywnodci (y, ). Wykazano, ze wraz ze wzrostem hydrofobowosci wzrasta
aktywno$¢ katalityczna enzymu, poniewaz wspotczynnik aktywno$ci maleje. Z tego
wynika, ze w celu uzyskania tego samego poziomu hydratacji enzymu konieczna
jest mniejsza ilos¢ wody w rozpuszczalnikach hydrofobowych niz hydrofilowych
[12-15].
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Typowymi rozpuszczalnikami organicznymi, w ktérych prowadzi si¢ syntezy
enzymatyczne sg gléwnie alkany (heksan, cykloheksan logP > 3), zwigzki aroma-
tyczne (toluen, benzen logP odpowiednio 2,5, 2), halogenoalkany (chloroform,
dichlorometan logP odpowiednio 2, 0,85) oraz etery (eter izopropylowy, tert-buty-
lowometylowy, dietylowy logP odpowiednio 1,9, 1,30, 0,85) [4]. Kataliza enzy-
matyczna staje si¢ w wigkszosci przypadkéw mniej efektywna wraz ze wzrostem
polarnosci rozpuszczalnika. Rozpuszczalniki takie jak dimetyloformamid (DMEF),
czy dimetylosulfotlenek (DMSO) sa w stanie rozpuszcza¢ biatko i denaturowac je
[7,10].

Wybor rozpuszczalnika zastosowanego do enzymatycznej syntezy nie jest jed-
nak taki oczywisty, najcze$ciej jest uzalezniony od preparatu biatkowego. W niekto-
rych przypadkach bardzo dobrze sprawdzajg si¢ rowniez rozpuszczalniki polarne
dla ktérych logP < 0. Na przykiad lipaza B z Candida antarctica (CAL-B) nie tylko
toleruje srodowisko polarne, ale wlasnie w tych rozpuszczalnikach wykazuje wyjat-
kowg stabilno$¢ [4].

Szczegodlnie ciekawymi rozpuszczalnikami stosowanymi w biotransformacji sa
ciecze jonowe oraz ptyny nadkrytyczne. Ciecze jonowe sg organicznymi solami, ktére
skladajg si¢ z duzego niesymetrycznego kationu i nieorganicznego lub organicznego
anionu towarzyszacego [16, 17]. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizyczne, takie jak
wysoka temperatura wrzenia, niska temperatura topnienia, mala preznos¢ par (nie-
lotne), niepalnos¢, termiczna i chemiczna stabilnosé, staly sie atrakcyjng alterna-
tywa dla konwencjonalnych rozpuszczalnikéw organicznych. Ciecze jonowe moga
stanowi¢ idealne mikro$rodowisko dla enzymu, prowadzac do bardziej zwartej kon-
formacji zdolnej wykazywac¢ duzg aktywnos¢ i stabilnos¢. Dodatkowo w reakcjach
enzymatycznych ciecz jonowa immobilizujac enzym poprzez wiazania wodorowe,
sily van der Waalsa, oddzialywania jonowe stabilizuje aktywng konformacje¢ biatka
katalitycznego nawet w niekorzystnych, dezaktywujacych warunkach [18-23].

Plyny w stanie nadkrytycznym (specyficzny stan materii posrednim miedzy
stanem gazowym i ciektym) moga réwniez spelnia¢ role srodowiska reakcji enzy-
matycznych. Stan nadkrytyczny charakteryzuje sie lepkoscia zblizong do gazoéw,
gestoscig do cieczy oraz wysoka dyfuzyjnoscig. W biotransformacjach najczesciej
stosowanym plynem nadkrytycznym jest ditlenek wegla (scCO,), jego hydrofobo-
wos¢ jest porownywalna z heksanem. Rozpuszczalnik ten jest bezpieczny ekologicz-
nie, ponadto fatwo mozna go odzyska i zawrdci¢ do procesu [24].

1.1.2. Selektywnos¢

Optymalizacja warunkéw reakeji pod katem wyboru wlasciwego rozpuszczal-
nika organicznego jest efektywnym i bardzo czesto najprostszym sposobem mody-
fikacji selektywnych wiasciwosci biatek katalitycznych.

Jednym z wazniejszych kryterium doboru wlasciwego rozpuszczalnika jest
ich polarno$¢ [25]. Selektywnos$¢ enzymu warunkowana jest sztywnoscig konfor-
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macyjng, a zwigksza ja bardziej hydrofobowe $rodowisko (typowe rozpuszczalniki
hydrofobowe, nadkrytyczny CO,). Zastosowanie rozpuszczalnikéw hydrofobowych
moze prowadzi¢ do zwigkszenia selektywnosci enzymu, poniewaz zmniejszona
labilnos¢ biokatalizatora nie pozwala na przylaczanie substratéow niedopasowa-
nych strukturalnie do miejsca aktywnego. W rozpuszczalnikach hydrofobowych
dodatkowo mozna ingerowaé w konformacj¢ bialka zmieniajac jego selektywnos¢
na przyktad w reakcji z wykorzystaniem odwracalnego inhibitora. Wiaczenie jego
czasteczki w centrum aktywne enzymu indukuje w jego obrebie zmiany konforma-
cyjne, ktdre wplywajg na selektywno$¢. Usuniecie inhibitora nie powoduje zmiany
polozenia reszt aminokwasowych do pozycji wyjsciowej, poniewaz nie pozwala na
to hydrofobowe srodowisko rozpuszczalnika, ktére promuje zwijanie si¢ polarnych
reszt aminokwasowych do wnetrza enzymu [10].

Ponadto czasteczki rozpuszczalnika moga wigza¢ sie w miejscu aktywnym
enzymu tworzac kompleksy enzym-rozpuszczalnik. Zakldcajg transformacje na
przyklad jednego z enancjomerdw, przyczyniajac si¢ do odmiennej enancjoselek-
tywnosci enzymu [26-31].

1.2. WPLYW pH

Wihasciwosci kwasowo-zasadowe srodowiska w przypadku reakcji w roztworach
wodnych majg réwniez wplyw na katalize enzymatyczng. Z danych doswiadczalnych
wynika, Ze optymalny zakres pH dla wigkszo$ci enzymdw miesci si¢ w przedziale
5,0-9,0, istnieja oczywiscie wyjatki, takie jak np. pepsyna, enzym proteolityczny
wystepujacy w zolagdku. Obserwowany spadek aktywnosci przy skrajnych wartos-
ciach pH tlumaczy sie¢ denaturacjg biatka. Oprécz denaturacji dochodzi¢ moze do
zmian konformacyjnych, ktére réwniez obnizaja aktywno$¢. Przyczyng jest zmiana
fadunku grup aminokwaséw niezbednych do utrzymania aktywnej struktury II-
i III-rzedowej enzymu, co prowadzi do zmian labilnosci. Biatko moze si¢ rozluzni¢
lub sta¢ bardziej zbite, istnieje réwniez mozliwos¢ rozpadu na podjednostki. Z kata-
lizg enzymatyczng w bezwodnym $rodowisku reakcji zwigzane jest pojecie ,,pamieci
pH” enzymu. Bialko wytracone z roztworu wodnego o danym pH i przeniesione
do rozpuszczalnika organicznego, wykazuje taki sam stan jonizacji jaki posiadato
w roztworze wodnym. Ta wlasciwo$¢ pozwala na sterowanie aktywnoscig enzymu
poprzez dobdr optymalnego pH w roztworze wodnym i nastepnie przeniesienie bio-
katalizatora do bezwodnego srodowiska reakgji (4, 7].

1.3. WPLYW TEMPERATURY

Szybkos¢ reakeji chemicznych wzrasta wraz ze wzrostem temperatury. Dzieje
sie tak na skutek zwiekszenia energii kinetycznej czasteczek, a tym samym zwigk-
szenia czestotliwosci efektywnych zderzen. Kataliza enzymatyczna regulowana
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jest rowniez tg zaleznoscig, ale tylko do pewnego zakresu temperatury, charakte-
rystycznego dla danego enzymu. Aktywno$¢ enzymu wzrasta wraz z temperaturs,
odmienna zaleznos$¢ dotyczy jednak selektywnosci procesu. Spadek temperatury
reakcji w wiekszosci przypadkéw sprzyja wzrostowi selektywnosci. W optymalizacji
selektywnych procesow, katalizowanych enzymatycznie, istotne jest takie dobranie
temperatury, aby zaréwno wydajnos¢, jak i selektywno$¢, bylty mozliwie najwyzsze
[32]. W celu okreslenia temperatury optymalnej mozna wyznaczy¢ tzw. temperature
racemizacji. Temperatura racemizacji to taka temperatura, dla ktérej nie ma roz-
nicy w energii swobodnej pomiedzy dwoma diastereoizomerycznymi produktami
przejsciowymi, w wyniku reakeji otrzymuje sie racemat.

A H”
A S”

A G =A H -TA S7;jesli A G* =0 wtedy T=T,_ =

T, - temperatura racemiczna

Jesli temperatura, w ktorej prowadzi si¢ reakcje enzymatyczng jest nizszaod T
to gléwnym czynnikiem determinujacym czysto$¢ optyczna produktu jest zmiana
entalpii. W takiej sytuacji czysto$¢ optyczna produktu maleje wraz ze wzrostem
temperatury. Z drugiej strony jesli temperatura jest wyzsza od T _to gléwnie czyn-
nik entropowy ma wplyw na selektywno$¢ reakcji, dlatego tez wraz ze wzrostem
temperatury zwieksza sie czysto$¢ optyczna produktéw. W syntezie enzymatycznej
prowadzonej w temperaturze wiekszej od T _otrzymuje si¢ z reguly przeciwny enan-
cjomer w poréwnaniu z reakcja prowadzong w temperaturze nizszej od T _[33, 34].

2. PRZYKLADY ENZYMATYCZNE] REAKCJI DESYMETRYZAC]JI MEZO
ZWIAZKOW W OBECNOSCI LIPAZY JAKO KATALIZATORA

Substratami w EED z zastosowaniem lipaz jako biokatalizatoréw obok zwigz-
koéw prochiralnych sg réowniez mezo zwiazki, posiadajace plaszczyzne symetrii.
Podobnie jak w przypadku zwigzkéw prochiralnych, selektywna reakcja acylowania
lub hydrolizy chiralnych mezo substratéw, gléwnie alkoholi, prowadzi do produk-
tow optycznie czynnych. W wiekszo$ci przypadkow lipazy selektywnie przeksztat-
caja grupy funkcyjne o tej samej konfiguracji, dlatego w reakcji acylowania najczes-
ciej otrzymuje si¢ produkt o konfiguracji przeciwnej niz w reakeji hydrolizy. Jest to
zwiazane z okreslong enancjopreferencja zastosowanego katalizatora.

Stereoselektywne wiasciwosci enzymow chetnie wykorzystuje sie w chemo-
enzymatycznych syntezach zwigzkéw biologicznie czynnych. Etap enzymatycznej
syntezy zapewnia wysoka czysto$¢ optyczng koncowego produktu.

Najczesciej zwigzkami mezo selektywnie desymetryzowanymi enzymatycznie
s3 reagenty cykliczne. Z powodzeniem réwniez desymetryzacji ulegaja acykliczne
mezo zwigzki. W przypadku polifunkcyjnych reagentéw reakcja przebiega nie tylko
enancjo- ale rowniez regioselektywnie.
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Jeden z acyklicznych mezo dioli po enzymatycznej modyfikacji katalizowanej
lipazg Candida rugosa (CRL) wykorzystano do syntezy wtdrnego metabolitu wyizo-
lowanego ze skory Dolabrifera dolabrifera. Enzym zapewnil wysoka enancjoselek-
tywnos¢ etapu pierwszego. Otrzymano (2R,3R,5S)-monoester w wyniku selektyw-
nej reakgji acylowania jednej z pierwszorzgdowych grup —~OH (Schemat 3) [35].

CRL, VA
HO 7~ -OH  CRLVA HO\A)\Q_Q/(!)\/OAc
R OR

heksan

Onnr

94%; 97% ee

dorabriferol

Schemat 3. EED mezo 1,5-diolu
Scheme 3.  EED of meso 1,5-diol

Fragment C(19)-C(27) ryfamycyny S naturalnego antybiotyku pozyskiwanego
z bakterii Amycolatopsis mediterranei, z powodzeniem zsyntetyzowano w stereose-
lektywnej reakcji acetylowania mezo polioli z zastosowaniem octanu winylu (VA)
jako rozpuszczalnika i czynnika acylujacego. Lipaza ze $winskiej trzustki (porcine
pancreatic PPL) regioselektywnie acylowala jedng z pierwszorzedowych grup -
OH acyklicznego polialkoholu dajac z wysoka wydajnoscig chemiczng i optyczng
(2R,3R,4S,6R,75,8S)-monoester (Schemat 4) [36].
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PPL, VA

Qnn
Onn
=

OAc H OR OH

76%; >98% ee

ryfamycyna S

Schemat 4.  EED mezo poliolu
Scheme 4. EED of meso polyol

Nastepng wazna grupg optycznie czynnych alkoholi otrzymanych za pomoca
metody EED sg cykliczne alkohole. Ponizej przedstawiono przyklady enzymatycz-
nych reakcji desymetryzacji cyklicznych mezo zwigzkdw zawierajacych od trzech do
dziewieciu atomdw w pierscieniu.

Mezo diole z tréjczlonowym pierscieniem stanowa wazng grupe zwigzkow
budulcowych w syntezie naturalnych reagentéw. Na przyktad jedna z pochodnych
azyrydyny uzyskana w wyniku asymetrycznej reakcji monoacetylowania katalizo-
wanej lipaza Amano PS jest kluczowym zwigzkiem przejsciowym w syntezie anty-
biotyku przeciwnowotworowego FR-900482 (Schemat 5) [37].

HO/V\OH Amano PS HO/V\OAC
VA

i N

L L

Ph Ph

/ 96%; >97% ee

antybiotyk FR-900482

Schemat 5. EED pochodnej azyrydyny
Scheme 5. EED of aziridine derivative

Pieciocztonowe zwigzki heterocykliczne stanowig istotny fragment strukturalny
syntetycznych farmaceutykow i zwigzkow agrochemicznych. Polihydroksylowe
pochodne pirolidyn znane jako imino i azocukry, sg inhibitorami glikozydaz wyka-
zujace terapeutyczne wilasciwosci w leczeniu cukrzycy, AIDS oraz raka. Ponadto
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zwiazki te uzywa sie jako organokatalizatory oraz chiralne zwiazki pomocnicze.
Rézne pochodne N-Boc-2,5-cis podstawione pirolidyn i piroli otrzymano w enzy-
matycznej reakcji desymetryzacji. Niezaleznie od katalizatora zaréwno w reakeji
hydrolizy diestréw jak réwniez w reakcji transestryfikacji pieciocztonowych mezo
dioli uzyskano monoestry o wysokiej czystosci optycznej (Schemat 6) [38].

X

¢
©F—®

®
(S) N

|
HO Boc OAc

le}

n

90%; 97% ee 60%; 90% ee

O
8
@
2.
g

(S)

R; R,
(S)
N o
N HO | OAc
OH(OR)

HO | OA
Boc ¢ (ROYHO | . Boc

65%; 96% ee

70%; 97% ee

(S) (S)

(R) III (R) III
AcO Boc OH AcO Boc OH
85%:; 96% ee 30%:; 94% ee

Schemat 6. EED mezo N-Boc-2,5-cis-dipodstawionych pirolidyn i piroli
Scheme 6. EED of meso N-Boc-2,5-cis-disubstituted pyrrolidines and pyrrolines

Desymetryzacja pigciocztonowych mezo 5-t-butylodimetylosililoksy-2-cyklo-
penteno-1,4-dioli i ich diestrowych pochodnych umozliwia w obecnosci lipazy
Amano AK otrzymanie czystych optycznie monoestrow. Lipaza selektywnie acy-
lowata i hydrolizowala grupe o tej samej konfiguracji, dzieki temu uzyskano izo-
meryczne produkty o konfiguracjach przeciwnych. Oba enancjomery stosuje sie
w syntezie wieloczgsteczkowych chromoprotein — chromoforéw antybiotykow ene-
diynowych (Schemat 7) [39].
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Amano AK ()
VA AO™MRNLS OH
R)

OSBT
99%, >99% ee

(S)
(AcO)HO"™® """"OH(0AC)

OSBT

Amano AK ()
bufor HO“‘(\R) :,,'OA
—_— C
)

OSBT

94%, >99% ee

Schemat 7. EED pochodnej trans-4,5-dihydroksy-2-cyklopentenu
Scheme 7. EED of trans-4,5-dihydroxy-2-cyclopenten deriviative

Nastepng grupa zwigzkow uzywanych jako substraty w asymetrycznej syntezie
w obecnoéci lipaz sg cykliczne alkohole z szesciocztonowym pier§cieniem. Stereo-
selektywna reakcja acylowania mezo tetrahydropiranu w obecnoéci lipazy Candida
antartica (CAL) daje (2R,4S,6S)-monoester o wysokiej czysto$ci enancjomerycznej.
Enancjomer o konfiguracji przeciwnej (25,4R,6R) z réwnie wysokim nadmiarami
enancjomerycznymi uzyskano w reakcji hydrolizy katalizowanej ta samga lipaza
odpowiedniej diacetylowej pochodnej (Schemat 8, zw. 1) [40].

Mezo 3,4,5-podstawione tetrahydropirano-1,6-diole biotransformowano
w obecnodci lipazy Rhizomucr miehei (RML). Otrzymano z wysoka wydajnoscia
i enancjoselektywno$cig monoestry z czterema lub pigcioma centrami stereogenicz-
nymi (Schemat 8, zw. 2) [41].

W stereoselektywnej reakcji acetylowania mezo piperydyn octanem winylu
(rozpuszczalnik i donor acylu) w obecnosci lipazy CAL otrzymuje si¢ mnoestry
z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi. Jeden z nich (25,6R)-hemiester zostal
uzyty jako prekursor w syntezie (55,95)-(+)-indoilyzydyny 209D (Schemat 8, zw. 3)
[42]. Natomiast w reakgji hydrolizy katalizowanej lipazg Aspergillus niger z odpo-
wiednich diestréw uzyskano (2R,6S)-monoestry, ktére zastosowano jako substraty
wyjsciowe w wieloetapowej syntezie obu enancjomeréw piperydyno-2-karboksylo-
wych pochodnych (Schemat 8, zw. 4) [43].

W reakcji enzymatycznej desymetryzacji mezo 1,3,5-trihydroksycykloheksa-
néw syntetyzuje sie czyste optycznie enancjomery, ktore mozna uzy¢é w syntezie
pochodnej 19-nor, des-C,D witaminy D,. Lipaza Alcaligenes sp. (QL) efektywnie
katalizowala reakcji transestryfikacji mezo dioli uzyskujac czyste enancjomerycz-
nie monoestry (1R,3S,5S) (Schemat 8, zw. 5). Natomiast lipaza OF (komercyjnie
dostepna lipaza z CRL) w reakeji hydrolizy z mieszaniny dwdch izomerdw cis/
trans trioctanow selektywnie deacylowala izomer trans umozliwiajac otrzymanie
(1R,3R)-diestru (Schemat 41, zw. 6) [44, 45].
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W reakcji desymetryzacji mezo all cis-3,5-dihydroksy-1-(metylokarbonylo)
cykloheksanu oraz 4-metylo- i etylo- podstawionych analogdw w zaleznosci od zasto-
sowanej lipazy otrzymano dwa enancjomery. Lipaza PPL wykazywala odmienng
enancjopreferencje niz lipaza SAM II (Pseudomonas), w reakeji transestryfikacji
otrzymano odpowiednio (+) i (-) izomery (Schemat 8, (-)-7, (+)-8). Natomiast
hydroliza diestrow kwasu mastowego w obecnosci lipazy PSL jak i SAM II prowadzi
do tych samych izomerdw - enancjomeréw prawoskretnych [46].

OH OAc
K @ W & ‘t,
AcO OAc TBSO OH
84%; 98.5% ee 100%; >99% ee
6 5

: \ OR
& | (S)
' ‘s, R
A0 E OH ! AcO & 8 OH
R 0

(-) R =Me, 92%; >99% ee R =TBS, 70%; >98% ee
(-) R = Et, 67%; >99% ee (RO)HO OH(OR) R =MOM, 68%; >95% ee
7 1

X
COOMe
; HO O ¢ OAc
& I
no™ “0Ac Cbz
(+) 97%; >99% ee 80%; 35% ee
8
OMe R
- @)
® S
AcO. AcO. N
|
Cbz

R =H, 82%: >98% ee

90%: 98% ec R = OMOM, 76%; >98% ce
4

ll (+)-indoilyzydyna 209D
R
(R)
®) + ) Cl
HOH,C /N\ COOH
H H
TBS tert-butylodimetylosilil-
MOMemetgk};;n?:;]-y st R =H, kwas cis-6-(hydroksymetylo)pipecolic
PMB p-metoksybenzyl- R = OH, kwas cis, cis-4-hydroksy-6-(hydroksymetylo)pipecolic

Schemat 8.  EED polihydroksylowych pochodnych z szesciocztonowymi pierscieniami
Scheme 8. EED of polyhydroxylated derivatives of six-membered rings
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Inng pochodng cykliczng zawierajaca szes¢ atomdw w pierscieniu o wlasci-
wosciach biologicznie czynny jest alkaloid (-)-lobelina, zwany tytoniem Indian,
ktora syntetyzowano poprzez stereoselektywna desymetryzacje mezo lobelanidyny
katalizowanej lipaza CAL-B. Enzym umozliwil otrzymanie S-monoestru o wysokiej
czystosci optycznej (Schemat 9) [47].

OAc OH
)\ )\ CALB VA /l\ (S) (R) )\
ph” N & pp ph” 1R phy
Me

Me

70%; >98% ee

!

)\ (S) ®), )J\
Ph N

(-)-lobelina

Schemat 9. EED mezo lobelanidyny
Scheme 9.  EED of meso lobelanidine

Pochodng 2-podstawionego monoestru cykloheksano-1,2,3-triolu otrzyma-

nego na drodze enzymatycznej w obecnosci lipazy CAL uzyto jako substrat wyjs-
ciowy w syntezie antybiotyku aquayamicin (Schemat 10) [48].

H,CCHC, ~ OH H,CCHC_ OH “on

B AL S
AcO,,, WOAC bufor pll 70 AcO,,, WOH
—_— N =
H
HO

80%, >99% ee

o
)
==}

OH O

aquayamycin

Schemat 10. EED pochodnej cykloheksano-1,2,3-triolu
Scheme 10.  EED of cyclohexane-1,2,3-triol derivative

Optycznie aktywne 3-hydroksy-2,2-dimetylocyklohekanony, chiralne bloki
budulcowe, uzyskano w syntezie chemoenzymatycznej. Etap desymetryzacji dia-
stereoizomerow cis/trans 2,2-dimetylocykloheksano-1,3-diolu i jego diestrowej
pochodnej zapewnil wysoka czystos¢ optyczng produktu koncowego. Najlepsze
wyniki uzyskano z zastosowaniem lipaz CAL-B, CRL i BCL. Generalnie w reak-
cji acylowania diolu w obecnosci lipaz otrzymano (1R,3S)-monoester. W reakcji
hydrolizy w zaleznosci od zastosowanego katalizatora selektywnie byta modyfiko-
wana jedna z grup acylowych o konfiguracji R lub S. W obecnosci lipazy CAL-B
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otrzymano izomer (1S,3R), natomiast zastosowanie lipazy BCL prowadzi do pro-
duktu o konfiguracji przeciwnej (Schemat 11) [49].

CAL-B, CRL
®CRLHO,, WOAC HO,, o)
———— ——
(ACO)HO,,, WOH(OA¢)
— CAL-B 94%; >98% ee
CRL 95%; >98% ee
CAL-B/BCL

butor, pii-72  ACOs,, WOHIHO,, wOAc o} WwOH
 — _»»

CAL-B 94%: >98% ee
BCL 99%: >98% ee

Schemat 11. EED 2,2-dimetylocykloheksano-1,3-diolu i jego octanu
Scheme 11.  EED of 2,2-dimethylcyclohexane-1,3-diol and its diacetate

Z sukcesem desymetryzowane s3 rowniez wigksze niz sze$cioczlonowe pier-
$cienie mezo pierwszorzedowych dioli. Na przyktad enancjoselektywna transestry-
tikacja octanem winylu mezo cyklicznych o$mio i dziewieciocztonowych polioli
prowadzi do otrzymania monoestréow z wysoka wydajnoscig i e€’s, ktore moga
zosta¢ uzyte jako zwigzki budulcowe w syntezie D(E) i F pierscieni ciguatoksyny
(Schemat 12) [50].
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Schemat 12.  EED cyklicznych polioli
Scheme 12.  EED of cyclic polyols

Desymetryzacja tetracyklicznych mezo dioctanéw w obecnosci lipazy PPL
prowadzi do (1R,2R,35,4S)-monoestru. Zwigzek ten uzyto do produkeji lignanu
(-)-podofilotoksyny, leku przeciwwymiotnego, wyizolowanego z amerykanskiego
drzewa Podophyllum peltatum (Mayapple) i jego C-2 epimeru (Schemat 13) [51].



836 a. KARCZMARSKA-WODZKA, R. KOLODZIEJSKA, A. TAFELSKA-KACZMAREK, T. PRZYBYEA, M. DRAMINSKI

c OH

OA

(R) (R)

PPL
<O O@ - <O O@
—_—
(6] O

) )

OA

c OAc

66-83%; 95% ee

H;CO OCHj

OCH,4
podofilotoksyna

Schemat 13.  EED mezo tetracyklicznego dioctanu
Scheme 13.  EED of meso tetracyclic diacetate

Mezo bicylkiczne izomeryczne diole bedace mieszaning 38:62 mezo zwigzku
1 oraz racemicznego zwiazku 2 rozdzielono w reakcji enzymatycznej desymetry-
zacji 1 rozdzialu kinetycznego (Schemat 14, zw. 1 i 2). Lipaza CRL desymetryzo-
wala ilosciowo mezo diol, natomiast rozdziat kinetyczny diolu 2 katalizowany ta
lipazg zatrzymywat sie na etapie 50%. Giéwna frakcjg otrzymang po enzymatycz-
nej transformacji byla mieszanina 68:32 zwigzkow 3 i 4. Enzym zapewnit wysoka
enancjoselektywnos¢ reakeji, czystos¢ optyczna chiralnych produktéw wynosita od
80-98% ee [52].

(S) R) (S) (R) (S) (R) (S) R)
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62 100 32 94
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Y Y
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Schemat 14. Rozdzial izomerycznych dioli
Scheme 14.  Separation of isomeric diols

W enzymatycznej desymetryzacji mezo bicyklicznego diolu 7 - 1,1’-metyleno-
di[(1R,1’S,3R,3’S,55,5'R)-3-hydroksy-8-okabicyklo[3.2.1]-okt-6-en-1-ylu otrzymano
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w obecnosci lipazy Candida cylindracea (CCL) monoester z 89% nadmiarem enancjo-
merycznym (Schemat 15) [53].
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Schemat 15. EED 7 - 1,1’-metylenodi[(1R,1°S,3R,3’S,58,5' R)-3-hydroksy-8-okabicyklo[3.2.1]-okt-6-en-1-ylu
Scheme 15.  EED of 7 - 1,I’-methylenedi[(1R,1°S,3R,3’S,58,5'R)-3-hydroxy-8-oxabicyclo[3.2.1]-okt-6-ene-1-yl

W reakcji asymetryzacji syntetyzowano réwniez czyste optycznie inne
pochodne bicykliczne na przykiad bicyklo[2.2.1]heptanu i bicyklo[2.2.1]hepta-2,5-
dienu. Mezo 7-azabicyklo[2.2.1]heptanodiol biotransformowano w obecnosci lipazy
CAL-B, w wyniku reakeji otrzymano (1R,2R,3S,4S)-monoester o wysokiej czysto$ci
optycznej (Schemat 16) [54].

N—Boc N—Boc

CAL-B, VA
OH OAc
OH OH

76%; >98% ee

Schemat 16.  EED mezo 7-azabicyklo[2.2.1]heptanodiolu
Scheme 16.  EED of meso 7-azabicyclo[2.2.1]heptanediol

Natomiast lipaza CCL selektywnie przeksztalca mezo diol i diester
1,4,5,6,7,7-heksachlorobicyklo[2.2.1]hepta-2,5-dienu w monoester o konfigura-
cji (1S,4R) (Schemat 17) [55]. Pochodne zawierajace fragment strukturalny bicy-
klo[2.2.1]heptanu znalazly zastosowanie w chemii medycznej, syntezie organicznej
oraz chemii peptydow.
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Schemat 17. EED mezo pochodnych 1,4,5,6,7,7-heksachlorobicyklo[2.2.1]hepta-2,5-dienu
Scheme 17.  EED of meso 1,4,5,6,7,7-hexachlorobicyclo[2.2.1]hepta-2,5-diene derivatives

Lipazy podobnie jak esterazy selektywnie hydrolizujg réwniez mezo pochodne
kwasow karboksylowych. Na przyktad mezo estry kwas cis-cykloheksano-1,3-dikar-
boksylowe selektywnie hydrolizowano w enzymatycznej desymetryzacji lipazami
z Pseudomonas cepacia (PS-30) oraz Candida rugosa (AY-30). W wyniku reakcji
otrzymano oba enancjomery o wysokiej czystosci optycznej, poniewaz lipazy wyka-
zywaly przeciwng enancjopreferencje w stosunku do grup estrowych (Schemat 18)
[56].

COOH

PS-30
COOR COOR
a 120, pH=7.0 IE - E}B‘iﬁfgnoﬁj ce
COOR COOR

AY-30
a
COOH

R = Et; 96% ee
R =n-Bu; 86% ee

Schemat 18.  EED mezo diestru kwasu cis-cykloheksano-1,3-dikarboksylowego
Scheme 18.  EED of meso cis-cyclohexane-1,3-dicarboxylic acid diester

Dikarboksylowa pochodne cykloheksenu selektywnie deacyluje lipazaz CAL-B
(Novozym 435) uzyskuje sie cis-(1S,2R)-dimetylocykloheks-4-en-1,2-dikarboksy-
lowy. Chiralny monoester jest kluczcowym zwiazkiem przejSciowym w syntezie
lekéw modulujgcych aktywno$¢ receptoréw chemokinin (Schemat 19) [57].
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100%; >99% ee

Schemat 19. EED diestru kwasu cis-dimetylocykloheks-4-en-1,2-dikarboksylowego
Scheme 19.  EED of cis-dimethyl-cyclohex-4-ene-1,2-dicarboxylate

Serie symetrycznych mezo estréw dikarboksylowych modyfikowano enzy-
matycznie za pomocg odpornej na dzialanie wysokich temperatur hydrolazy. Pre-
parat ESPESL 1864 dawal lepsze rezultaty niz esteraza PLE oraz lipaza AY z CRL.
Otrzymano w wyniku reakcji desymetryzacji lewoskretne monoalkilowe pochodne
zwigzkow bicyklo[2.2.1]hept-2,5-dieno-2,3-dikarboksylowych z wysoka chemiczna
i optyczng wydajnoscia (Schemat 20) [58].

E SPESL 1864
bufor, aceton

COOR COOR

COOR COOH

R = Me; 98%, >99% ee
R = Et; 93%, >99% ee
R =n-Pr; 72%, >99% ee

Schemat 20. EED diestru kwasu bicyklo[2.2.1]hept-2,5-dieno-2,3-dikarboksylowego
Scheme 20.  EED of bicyclo[2.2.1]hept-2,5-diene-2,3-dicarboxylate

UWAGI KONCOWE

Lipazy naleza do enzymoéw najczgsciej wykorzystywanych w EED. Reakcje
enzymatyczne w poréownaniu do tradycyjnych metod chemicznych naleza do syntez
przyjaznych dla srodowiska.

Optymalizacja warunkéw reakeji, szczegdlnie dobor ropuszczalnika zastoso-
wanego jako medium reakcji, wpltywa na poprawe selektywnych wiasciwosci enzy-
moéw. Generalnie w rozpuszczalnikach hydrofobowych lipazy wykazuja zwigkszong
selektywnos¢. Obok rozpuszczalnikéw na wlasciwosci enancjoselektywne lipaz ma
wplyw charakter uzytego reagenta, temperatura oraz pH.

W EED najczesciej selektywnej modyfikacji, sposrod zwigzkéw mezo, pod-
daje sie alkohole oraz ich acylowe pochodne oraz estry kwaséw karboksylowych.
W wigkszosci przypadkow lipazy wykazuja okreslong enancjopreferencje, selektyw-
nie acyluja i hyrolizujg grupy o identycznej konfiguracji absolutne;j.
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ABSTRACT

The Mitsunobu reaction has been known since 1967, but the research on its
modifications as well as on the introduction of new reagents, productivity, improve-
ment and methods of post-reaction mixture separation is still being conducted.
The original reaction was used to obtain esters by condensation of carboxylic acids
and alcohols using triphenylphosphine and DEAD mixture. This reaction allows for-
mation of s not only carbon-oxygen bond, but also carbon-carbon, carbon-nitrogen,
and carbon-sulphur to be synthesized. The Mitsunobu reaction is widely applied in
organic synthesis as a way of inversion of configuration of secondary alcohols or of
aryl ethers synthesis. Numerous studies bring the accounts of using this reaction
for the synthesis of steroids, carbohydrates, nucleosides, as well as alkaloids and
other heterocyclic compounds containing nitrogen. The popularity of this reaction
lies in its stereoselectivity and compatibility with a wide range of functional groups
as well as in its moderate requirements considering reaction conditions. However,
an isolation of a desirable product from the used up or surplus reagents still causes
a lot of difficulties.

Keywords: Mitsunobu reaction, condensation, configuration inversion, stereoselec-
tivity

Stowa kluczowe: reakcja Mitsunobu, kondensacja, inwersja konfiguracji, stereose-
lektywnos¢
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WPROWADZENIE

W 1967 Oyo Mitsunobu przedstawil nowa metod¢ otrzymywania estru
w wyniku kondensacji kwasu karboksylowego i alkoholu, przy wykorzystaniu mie-
szaniny trifenylofosfiny i azodikarboksylanu dietylu (DEAD) [1]. Zaobserwowal,
ze w wyniku dehydratacji, mieszanina fosfiny i DEAD tworzy w roztworze in situ
reaktywny produkt posredni - betaine, ktdra jest zdolna do deprotonowania kwaso-
wego pronukleofila, jak rowniez do aktywacji alkoholowego elektrofila (Schemat 1).
Odnotowal takze, ze gdy substratami byly alkohole drugorzedowe, reakcja estryfika-
cji prowadzita do inwersji konfiguracji takiego alkoholu. Metoda ta szybko znalazla
szerokie zastosowanie w syntezie organicznej, a uzycie tej betainy znane jest obecnie
jako ,reakcja Mitsunobu” [2-4]. Do dzi$ reakcja ta doczekala si¢ wielu modyfikacji,
gltownie w zakresie uzywanych reagentow [4-14] i stosowanych katalizatorow [15].

W oryginalnej reakcji Mitsunobu alkohol reaguje z kwasowym reagentem HX
w obecnosci azodikarboksylanu dialkilu (4) lub azodikarboksyamidu (Schemat 1)
i triarylowej lub trialkilowej fosfiny (3) (powszechnie trifenylo- lub tributylofosfiny,
R’= Ph lub Bu). Oprécz produktu 5, ktéry zawiera nowo utworzone wigzanie C-O,
C-N, C-S§, C-X1ub C-C, tworzg sie takze: tlenek fosfiny (6) i ester lub amid kwasu
hydrazynodikarboksylowego (7) [5].

R' (0] R'

\ | o
R—OH + Nu—H 4+ P—R + "/l\ Z_N O — » Nu—R + R—P=0 + )J\
hd R SN

|
R'/ R N | ! N\fo
R" R |

HoOR

H

1 2 3 4 5 6 7

Schemat 1. Reakcja Mitsunobu. 4 R” = EtO (DEAD); iPrO (DIAD); tBuO (DBAD); 5-norbornen-2-ylomety-
loksy (DNAD); CF, (CF,) (CH,) O (FDEAD); Me,N (TMAD); C(CH,).N (ADDP) [5]

Scheme 1. Mitsunobu reaction. 4 R” = EtO (DEAD); iPrO (DIAD); tBuO (DBAD); 5-norbornen-2-ylomety-
loxy (DNAD); CF, (CF,),(CH,),0 (FDEAD); Me,N (TMAD); C(CH,),N (ADDP) [5]

Reakcja ta zachodzi generalnie w fagodnych, neutralnych warunkach, z tego
wzgledu uklad ten moze by¢ wykorzystany w syntezie i transformacji réznych klas
naturalnych produktéw [3]. Reakcja Mitsunobu jest szeroko stosowana w syntezie
organicznej celem inwersji konfiguracji alkoholi drugorzedowych lub w syntezie
arylowych eteréw. Wiele opracowan przedstawia rowniez jej zastosowanie w syn-
tezie steroidow, weglowodandw i nukleozydéw, alkaloidow i wielu uktadéw hetero-
cyklicznych zawierajacych azot 3, 14, 16]. Reakcja zawdziecza swojg popularnosé
przede wszystkim stereoselektywnosci i kompatybilno$ci z szerokim zakresem grup
funkcyjnych oraz temu, ze przebiega ona w umiarkowanych warunkach. Jednakze
wyodrebnienie pozadanego produktu ze zuzytych i nadmiarowych reagentéw nadal
przysparza wiele trudnosci [5].
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1. MECHANIZM REAKCJI MITSUNOBU

Bezposrednia reakcja migdzy czynnikiem nukleofilowym a alkoholem jest nie-
mozliwa, poniewaz grupa —OH jest bardzo zlg grupa opuszczajaca. W reakeji Mit-
sunobu grupe hydroksylowa alkoholu aktywuje sie, przeksztalcajac ja w sol alkoksy-
fosfoniowg pod wptywem trifenylofosfiny i azodikarboksylanu dietylu (DEAD) lub
diizopropylu (DIAD) [17].

Mechanizm reakeji Mitsunobu byt tematem wielu opracowan, gtéwnie sku-
piajacych sie nad identycznoscig produktéw posrednich i pelnionej przez nie roli
(3, 12, 18-22]. Ustalono, ze kluczowym posrednim etapem tej reakcji jest tworzenie
soli alkoksyfosfoniowej [16].

Reakcje Mitsunobu mozna prowadzi¢ w kilku wariantach. Najczedciej sto-
sowany polega na dodaniu odczynnika pronukleofilowego na samym poczatku
do mieszaniny pozostalych substratow [17]. Taka reakcja (Schemat 2) przebiega
w kilku etapach:

a) addycja trifenylofosfiny do azodikarboksylanu dialkilu dajaca czwartorze-

dowg s6l fosfoniowg o strukturze betainy (A);

b) transfer protonu z czasteczki kwasu (Nu-H) do centrum anionowego beta-

iny (A) generujacy jego anion;

c) tworzenie soli alkoksyfosfoniowej (C) w reakcji alkoholu z kationem soli

(B) (reakcja przebiega wolno-wymiana ligandéw na atomie fosforu);
d) dealkilacja soli C przez anion nukleofilowy z utworzeniem tlenku trifenylo-
fosfiny oraz produktu podstawienia [3, 17].

Ph3P: e
COOR ® ® O o
}_N/ PPhs £O PPh; 10: HNu PPhy O g
=N — N_ _C N_ ~C N_ .C
rood Rooc” \_N;/) ~or Rooc” N7 ToR Rooc” TNH OR
= © Nu:
A
ROH
R_ _O R™BH
NH _.COOR + "~ A"np8 PPh; O
ROOC”  °NH . A PPhy <« Lol
u: .
C rooc” NH  OR
Nu:
wolno

R™Nu + PhP=0
D

Schemat 2.  Mechanizm reakcji Mitsunobu [17, 23]
Scheme 2.  Mitsunobu reaction mechanism [17, 23]
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Sila napedows tej reakc;ji jest ukiad redoks, a dokladniej utworzenie wigzania
P=0 o wysokiej energii (E,_, ~ 120-150 kcal/mol). W uktadzie tym trifenylofosfina
jest utleniana do tlenku trifenylofosfiny a azodikarboksylan dietylu jest redukowany
do hydrazynodikarboksylanu dietylu [3, 17].

Inng wersjg mechanizmu Mitsunobu jest wariant Zbirala (Schemat 3), gdzie
kwasowy komponent (Nu-H) dodaje si¢ na koncu, czyli do utworzonego wczesniej
dialkoksyfosforanu. Reakcja ta przebiega szybko, a uwolniona czgsteczka alkoholu
(R-OH) reaguje wedlug wspomnianego juz wczesniej mechanizmu [17].

Tphs ﬁ R-OH oR
N C PhsR dialkoksyfosforan
ROOC”™ \.N_/ \OR \ ( Yy )
°© OR
A
OR

szybko

®
ph  +  NuH [Ph;P-OR]NuS + R-OH

OR

Schemat 3. Mechanizm reakcji Mitsunobu — wariant Zbirala [17]
Scheme 3. Mitsunobu reaction mechanism - Zbiral’s wariant [17]

Reakcja Mitsunobu, jak juz wspomniano, zachodzi w umiarkowanych, neutral-
nych warunkach (w temperaturze pokojowej lub ponizej) w bezwodnych i apro-
tycznych rozpuszczalnikach takich jak eter i tetrahydrofuran (stosuje sie réwniez
chlorek metylenu, toluen, octan etylu, acetonitryl i DMF) z uzyciem 1-1,5 molowej
ilosci zaréwno trifenylofosfiny jak i azodikarboksylanu dialkilu. Zaleznie od struk-
tury reagentow czas reakcji waha si¢ od 30 minut do 12 godzin. Jego przedtuzanie
w temperaturze pokojowej nie wplywa znacznie na podwyzszenie wydajnosci ocze-
kiwanych produktow [3].

Reakcja Mitsunobu zachodzi dla réznych grup funkcyjnych z tym, ze wartos¢
pK, czynnika pronukleofilowego musi by¢ nizsza niz pK  powstajacej betainy (~13).
Jesli alkohol o niskiej reaktywnodci jest tylko nieznacznie rozpuszczalny w uzytym
rozpuszczalniku, roztwor azodikarboksylanu dietylu (lub DEAD i kwasowy kompo-
nent) jest dodawany przez okres 1-1,5 h, aby znie$¢ niepozadang reakcj¢ uboczna,
jaka w tym przypadku jest kondensacja kwasowego komponentu. Réwniez uzycie
triamidu heksametylofosforowego jako rozpuszczalnika moze w niektérych przy-
padkach prowadzi¢ do wzrostu wydajno$ci produktu [3].

W przypadku, gdy w mieszaninie reakcyjnej nie ma pronukleofila lub, gdy beta-
ina nie jest zdolna do wychwycenia protonu prekursora nukleofilowego (pK, > 13),
cze$¢ hydrazyny reaguje z alkoholowym substratem, jak pokazano na Schemacie 4

[4].
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/'\ PPh, ERT
———— A _N
R” NOH DEAD R/\l?l/ “CO,Et
CO,Et

Schemat 4.  Reakcja alkoholu z Ph,P i DEAD, gdy pK_ > 13 [4]
Scheme 4.  Reaction of alcohol with Ph,P i DEAD, when pK_ > 13 [4]

2. ZASTOSOWANIE REAKCJI MITSUNOBU

Reakcje Mitsunobu charakteryzuje duza uniwersalno$¢ w zakresie wyboru
odczynnika pronukleofilowego i w konsekwencji produktu reakeji. Najpowszech-
niej stosowane przeksztalcenia realizowane za pomocg reakcji Mitsunobu zesta-
wiono ponizej.

2.1. TWORZENIE WIAZAN WEGIEL-TLEN

2.1.1. Synteza pochodnych estrowych

Jednym z najczestszych zastosowan reakcji Mitsunobu jest wykorzystanie
jej w epimeryzacji optycznie czynnych estréw drugorzedowych alkoholi. Reakcja
ta zachodzi przez konwersje alkoholu drugorzedowego w ester, a nastepnie przez
hydrolize estru (Schemat 5).

©)

>:

) R
DEAD, PPhs, E
RCOOH z hydroliza
(inwersja) N (retencja)
R1 RZ J
OH OH
R‘I R2 \ o )J\ R R1 /\ R2
hydroliza DEAD, PPh;,

(retencja) J\ RCOOH
(inwersja)

R! R?

Schemat 5. Konwersja alkoholu drugorzedowego [23]
Scheme 5. Conversion of secondary alcohol [23]
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W procedurze tej optycznie czynny alkohol reaguje z kwasem karboksylo-
wym w obecnosci trifenylofosfiny i DEAD w temperaturze pokojowej. Wazna role
odgrywa tu natura aniondéw otrzymywanych z kwasowych komponentow i struk-
tura alkoholi. Estry otrzymywane sg z wydajnoscig 34-90% (Tab. 1) [3].

Tabela 1. Estryfikacja alkoholi [3]

Table 1. Alcohol esteryfication [3]
H-X + R-OH + DEAD + PPh, > R-X + (C,H,0-CO-NH), + Ph,P=O
H-X R-OH Wydajnos¢ [%]
H-OOC-CH, H,C=CH-CH,-OH 35
H-OOC-CH, C,H,-OH 34
H-OOC-CH, i-C;H ~OH 43
H-OOC-CH, H,C=CH-CH,-OH 85
H-OOC-CH, C,H,-OH 85
H-OOC-C,H, i-C;H ~OH 90
H-OOC-CH, (8)-(+)-C,H ,-CH(CH,)-OH 20
H-OOC-C,H, H,C=CH-CHD-OH 92

Najczesciej stosowanymi kwasami w tej reakcji sa kwas octowy i benzoesowy,
chociaz dajg one niska wydajnos¢ z ostonietymi alkoholami drugorzedowymi. Uzy-
wane s3 takze: kwas mréwkowy lub monochlorooctowy. W wigkszosci przypadkow
moc kwasu nie jest czynnikiem determinujacym przebieg reakcji, ale dla przestrzen-
nie ostonietych alkoholi preferowane s3 mocne kwasy (z niska wartoscig pK ). Kiedy
alkohol jest przestrzennie rozbudowany, wyzsza kwasowos¢ pronukleofila podnosi
wydajno$¢ inwertowanych produktéw. Jezeli ester nie jest docelowym produktem
syntezy, wymagana jest jego hydroliza. W przypadku zwigzkéw wrazliwych na dzia-
tanie kwasow lub zasad, jako odczynnik nukleofilowy reakcji Mitsunobu, mozna
stosowaé kwas 2-karboksypirydynowy, ktérego estry hydrolizowane sg w tych
warunkach z wysokg wydajnoscig [13, 21].

Dodge i wspotpracownicy w reakcji Mitsunobu z ostonietymi alkoholami dru-
gorzedowymi zastosowali kwas 4-nitrobenzoesowy (zamiast benzoesowego lub
octowego). W wyniku tej procedury zwigkszyla si¢ znaczaco wydajno$¢ inwertowa-
nych produktéw (dla mentolu wyniosta 65-75% — Schemat 6) [24].

OH K 0
4-NO,C4H,CO,H
PPh;, DEAD, THF K
O,N

Schemat 6. Wykorzystanie kwasu 4-nitrobenzoesowego w inwersji przestrzennie ostonietych alkoholi [24]
Scheme 6. The use of 4-nitrobenzoic acid in inversion of secondary alcohols [24]

i Q
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Rekcja Mitsunobu znalazta réwniez zastosowanie w estryfikacji nukleozy-
dow [25, 26]. Reakeji poddawano tymidyne [25] oraz urydyne i adenozyne [26].
W pierwszym przypadku przeprowadzano acylowanie grupy hydroksylowej przy
atomie wegla 5’ otrzymujac 5’-O-benzoilotymidyne z wydajnoscia 55%, produktem
ubocznym byla 3°5’-di-O-benzoilotymidyna. Natomiast w reakcji tymidyny z kwa-
sem benzoesowym w warunkach Mitsunobu otrzymano 5’-O-benzoilotymidyne
z wydajnosciag 78%. Takze w tym przypadku produktem ubocznym byta 35’-di-O-
-benzoilotymidyna (Schemat 7) [25]. W reakcji tej uzywano triamidu heksamety-
lofosforowego jako rozpuszczalnika (HMPA), ktéry poprawial wydajno$¢ reakeji
i redukowat powstawanie produktu ubocznego. W podobnych warunkach uzyskano
takze 5’-O-p-nitrobenzoilo- i, 5-p-metoksybenzoilowe pochodne z duza wydaj-
noscig [25].

o o

\Ifj\NH \kaH
L O X
O DEAD, PPh

R

OH

OH

(¢}

Schemat 7.  Acylowanie grupy 5’-hydroksylowej tymidyny[25]
Scheme 7. Acylation of 5-hydroxyl group of thymidine [25]

Reakcje Mitsunobu stosowano réwniez w celu polaczenia kwaséw benzoeso-
wych z fenolami [26]. W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze
najskuteczniejszym rozpuszczalnikiem w tej reakeji jest THE a optymalng tempe-
raturg 65°C. Otrzymano w ten sposob wiele ciekawych estrow, ktore przedstawiono
w Tabeli 2. Warto zaznaczy¢, Ze wspomniana metoda estryfikacji okazata sie sku-
teczniejsza, niz powszechnie stosowana reakcja — z uzyciem 4-dimetyloaminopiry-
dyny (DMAP) w obecnosci 1,3-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) [26].

Tabela 2. Otrzymywanie estréw fenylowych w reakeji Mitsunobu [26]
Table 2. Preparation of phenyl ester in Mitsunobu reaction [26]
o] OH o] @
R
DIAD. Ph;P o
e
Kwas benzoesowy Fenol Produkt Wydajnos¢ [%]

0 OH

©fl\0H
CH

3 CHs

CH,
T
CH,
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Reakgji z azodiakarboksylanem dietylu i trifenylofosfing ulegaja takze diole.
W reakgji tej alkohole posiadajace dwie grupy hydroksylowe o réznej rzgdowosci
tworza estry tylko z pierwszorzedowa grupa hydroksylowa. W tych warunkach
reaguja takze diole posiadajace dwie pierwszorzedowe lub dwie drugorzedowe
grupy, dajac w efekcie monoestry (Tab. 3) [3].

Tabela 3. Estryfikacja dioli [3]
Table 3. Esterification of diols [3]
R! R? R! R?
CH——(CH,),—CH _DEAD.PPh; CH——(CHg),—CH
x'0 \OH X20 0—CO—CgHs
Wydajno$¢

n R’ R’ X' X Y : (%J) ]
1 |H H H H/COC H, 65/12
2 H H H H/COCH, 66/15
1 |cCH, H H H/COC H, 70/7
1 CH, H COCH, COCH, 63
0 |clcH, H H H/COCH, 47/7
0 CICH, H COCH, COCH, 81
0 CH, H H H/ COCH, 47/5
0 |cH, CH, H H 8
1 |CH, CH, H H/COC,H, 57/20
2 CH, CH, COCH, COCH, 75
0 -(CH,),- (cis) H H (trans) 22
0 -(CH,),- (trans) COCH, COCH, (cis) 60

2.1.2. Otrzymywanie laktonow

Protoko! Mitsunobu zostal rozszerzony rdwniez o warianty wewnatrzczastecz-
kowe, dostarczajace dogodng droge syntezy laktondéw zaréwno o malych, jak i bar-
dzo duzych pierscieniach [4, 14, 17, 23].

Vederas i wspolpracownicy wykazali, ze wlasciwie zabezpieczona L-seryna
moze by¢ przeksztalcona w (S)-3-amino-2-oksetanon w dwdch etapach, dajac cenny
prekursor strukturalnie réznorodnych aminokwaséw (Schemat 8) [4].

I ° 7 I
PPh, DEAD  O—/ TsOH o

HsC S e ———— - - > R OH

THF, -78°C TFA, 0°C OTs
HN 40% NH,
~BOC ’ NH—BOC M
Schemat 8.  Przeksztalcenie zabezpieczonej L-seryny w odpowiedni aminokwas [4]
Scheme 8.  Transformation of protected L-serine into the corresponding amino acid [4]
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2.1.3. Synteza eteréw

Zdolno$¢ do tworzenia wigzania estrowego w warunkach Mitsunobu sugeruje,
ze moze by¢ tworzony takze inny rodzaj wigzania C-O. Tworzenie alifatycznych ete-
réw jest niestety utrudnione, poniewaz produkt posredni — betaina nie jest wystar-
czajaco zasadowa, by skutecznie deprotonowac stabo kwasowa grupe hydroksylows.
Mozliwe jest natomiast tworzenie eteréw cyklicznych dzieki wewnatrzczasteczko-
wej kondensacji [13].

Takze w przypadku deoksynukleozyddéw mozliwe sg takie wewnatrzczastecz-
kowe przemiany. W reakcji Mitsunobu tymidyna przeksztalcana jest w cykliczng
pochodng, ktdra dalej stuzy do syntezy AZT (Schemat 9) [23]. Reakcje otrzymy-
wania z adenozyny i guanozyny odpowiedniego N’,5’-cyklicznego nukleozydu jako
gtéwnego produktu arylacji grupy 5°-hydroksylowej, opisat takze Juni Kiura [27, 28].

OMe
(@]

OMe
o)
HN |
)\ DIAD, PPh, HN | HN |
HO 07 °N 4-MeOCgH,COOH, O )\ LiN;, DMF O O)\N
o DMF, 45 min 20°C b O N° 1as°c.sh o)
—_—
/o: §°j

OH

MeONa, MeOH,

20°C, 12 h
HN
;\JT
O

HO N
@
N3

Schemat 9.  Otrzymywanie AZT [23]
Scheme 9.  Synthesis of AZT [23]

Bittner i Manhas opublikowali natomiast wykorzystanie azodiakarboksylanu
dietylu i trifenylofosfiny w syntezie eteréw alkilowo-arylowych z fenoli i alkoholi.
Przyktady podano w Tabeli 4 [3]. Tworzenie takich eteréw zachodzi dobrze dzigki
wyzszej kwasowosci protonu w fenolu. Podobng synteze wykorzystujacg N-zabez-
pieczone aminoalkohole z trifenylofosfing zwigzang z nosniku polimerowym, opisat
Lizarzaburu (Tab. 5) [21].
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Tabela 4. Alkilowanie fenoli [3]
Table 4. Alkylation of phenols [3]
OR
Z | + R—oH DEAD, PPh; 7 |
— s s,
<K <
X X
X R Wydajnos¢ [%]

H CH, 98

H CH, 90

4-HO CH, 92

3-HO CH, 89

4-H,CO CH, 98

4-Cl CH, 91

4-Br CH, 90

4-ON CH, 88

4-ON t-C,H, 52
Tabela 5. Synteza eteréw arylowych z aminoalkoholi przy uzyciu polimerowej trifenylofosfiny. Metoda A:

trifenylofosfina zwigzana z polistyrenem + DEAD + roztwoér N-Boc-aminoalkoholu i fenolu.
Metoda B rozni sie tylko dodaniem trietyloaminy do mieszaniny aminoalkoholu i fenolu [29]

Table 5. Synthesis of aryl ethers from amino alcohol with the use of polymer triphenylphosphine.

Method A: triphenylphosphine on polystyrene + DEAD + N-Boc-amino alcohol and phenol solu-

tion. Method B differs in triethylamine adding to amino alcohol and phenol solution [29]

(—rpn,

1. DEAD (1,5 eq.), CH,Cl,, rt,5min.

/F’
@ (1.0 eq),
Q/@Mz

HO OH Ho OH
1

o

(1,0 eq.), NEt, (1,5€q.), 1t, 16 h @ QMZ

a

2 3 4
Aminoalkohol Fenol Metoda Konwersja %

1 5 A 72
1 6 A 64

5 A 68
2 6 A 98
3 5 B 61
3 6 B 75
4 5 B 75
4 6 B 99
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2.2. TWORZENIE WIAZANIA WEGIEL-AZOT

Synteza wigzania wegiel-tlen nie jest jedynym zastosowaniem reakcji Mitsu-
nobu. Na uwage zastuguje takze tworzenie wigzania wegiel-azot, szczegolnie w syn-
tezie pochodnych nukleozydow, azydkéw, amin czy imidow.

2.2.1. Synteza amin

Juz w 1972, Mitsunobu opublikowal, metode syntezy amin z alkoholi przez fta-
limid i nastepujaca potem redukcje z hydrazyng (Schemat 10) [30]. Zastosowanie
ftalimidu znalazto pézniej szerokie zastosowanie w chemii Mitsunobu.

(6]
OH NH,
+ N _ DEAD, PPhy N,H, =
CeH13 THF © N o ro C6H13/\
Y -
CeH4 3/\

79%
Schemat 10. Synteza amin z ftalimidem jako substratem w warunkach Mitsunobu [30]

Scheme 10.  Synthesis of amines from phthalimide under Mitsunobu conditions [30]

Cykliczne i acykliczne imidy s3 odpowiednio kwasowymi reagentami, dzieki
czemu reakcja alkilowania z ukladem azodikarboksylan dietylu/trifenylofosfina
zachodzi z dobra wydajnoscig (Tab. 6).

Tabela 6. Otrzymywanie N-alkiloimidéw [3]

Table 6. Synthesis of N-alkylimide [3]
Imid Alkohol Wydajnos¢ [%]
o C,H,-OH 91
n-C,H,-OH 83
NH
n-C,H,0H 81
° (+) C,H.-CH(CH,)-OH 75

2 i-C,H.-OH 83
NH

n-C,H,OH 76

P n-C,H,-OH 66
NH

i-C,;H.-OH 73
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Imid Alkohol Wydajnos¢ [%]
n-C,H.-OH 66
7 n-C,H,0H 68
CeHsH,CO—C_
ONH C,H.CH,-OH 35
CoHs—¢ :
Y i-C;H,-OH 85
(+) C,H_-CH(CH,)-OH 82
CgH. —(I:I
° N i-C,H -OH 74
CeHs—C
\
o]
O
/]
CeHs—Co
> i-C,H7-OH 90
PR

W 1989 Weinreb i wspolpracownicy wykazali, Ze zabezpieczone sulfonamidy
moga rowniez ulega¢ reakcji Mitsunobu, dostarczajgc réznorodnych amin trzecio-
rzedowych (Schemat 11) [4].

Ts._ _Boc

_Boc N

PPh3, DEAD, THF
86%

Schemat 11. Reakcja sulfonoamidéw wedtug procedury Mitsuobu [4]
Scheme 11.  Reaction of sulphonamide according to Mitsunobu procedure [4]

Tetsuto Tsunoda wykazal natomiast, Ze p-toluenosulfonamid, znany z two-
rzenia fosfino imidéw, moze by¢ alkilowany w obecnosci cyjanometylenotributy-
lofosforanu (CMMP) dajac z doskonala wydajnoscia N-podstawiony sulfonamid.
Reakcja ta moze by¢ zastosowana do syntezy symetrycznych i niesymetrycznych
N,N-dwupodstawionych amidéw. Kiedy polaczono tg reakcje z desulfuryzacja,

otrzymano nowa dogodng metode tworzenia amin pierwszo- i drugorzedowych,
(Tab. 7) [31].
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Tabela 7. Reakgja p-toluenosulfonamidu z alkoholami w obecnosci CMMP [31]
Table 7. Reaction of p-toluenesulphonamide with alcohols in the presence of CMMP [31]
(EtOOCN),—PPh; NCHC=PBujs
TsN—PPh; <————— ROH + TsNH, ———> TsNHR + TsNR,
1 2
Wydajnos¢ Wydajnos¢
% %
R-OH Teimp. (%) R.OH Teimp. (%)
4©) 4©)
1 2 1 2
temp. temp.
N VS
OH pok. 93 0 Ph OH pok. 70 22
D
temp. \ temp.
12
/\/\/Y oH
T 80 89 0 Ph)\/\/\OH 100 0 46

2.2.2. Synteza azydkow

Inng droga przeprowadzenia bezposredniego aminowania alkoholu w reakcji
Mitsunobu, jest wykorzystanie wlasciwosci azydku. Aminy otrzymywane sg wow-
czas przez redukcje Staudingera odpowiednich azydkéw. Azydki otrzymywane sa
z doskonatg wydajnoscig w warunkach reakeji Mitsunobu, gtéwnie w reakcji z kwa-
sem azotowodorowym (HN,) [13]. Najczesciej wykorzystywanymi w tej przemianie
nukleofilami sg oprécz wspomnianego kwasu, azydek cynku w kompleksie z piry-
dyng lub azydek estru difenylowego kwasu fosforowego (DPPA) (Schemat 12) [23].

DEAD, PPh;,
HNj; lub ZnN;+2Py N
HO lub DPPA 2 [H] HoN
inwersja /\
R1 RQ R1 R2 R1/\ R2

Schemat 12.  Synteza azydkow [23]
Scheme 12.  Synthesis of azides [23]

Taber i Deker, zaprezentowali reakcje alkoholu z azydkiem, zachodzaca z dobra
wydajnoscig w obecnosci difenylofosorylu (DPPA). Alkohol ulega tu przeksztalce-
niu w azydek o przeciwnej konfiguracji (Schemat 13) [4].
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i
XN PhO—P PhO o EtO,C CO,Et
~ 2 A 1,
Pho/ Ns PhO:}l? 2 \NiN,H 2! /1,
_—mm — —-

HO/. 0y, Ri b N3 N

PPh;, DEAD, THF |/ PhsP' N,
nCizHzs 83% R 1C1oHas

nCiaHas

Schemat 13. Zastosowanie DPPA w syntezie azydkéw z inwersja konfiguracji [4]
Scheme 13.  Application of DPPA in azides synthesis with inversion of configuration [4]

Grupe azydkowg wprowadzi¢ mozna takze w miejsce grupy hydroksylowej
cukru w nukleozydach. Loibner i Zbiral opisali, ze reakcja kwasu azotowodorowego
z nukleozydami przebiega tatwo z inwersja konfiguracji. Na przykltad 5’-O-trytylo-
tymidyna lub 5’-O-trytylodeoksyadenozyna reaguje dajac zwiazek a lub b z wydaj-
noscig odpowiednio 90% i 65% (Schemat 14) [3].

B B
DEAD, PPh
(CeHs5)3C—0 s (CeHs5)3C—O o
0 HN;
N3
H
OH 0

NH,
HsC N
NH S
aB- | . bB= (/f\)“
N"70 N">N7
|

Schemat 14. Reakcja Mitsunobu nukleozydéw z kwasem azotowodorowym [3]
Scheme 14.  Mitsunobu reaction of nucleosides with hydrazoic acid [3]

Poniewaz grupa azydkowa moze by¢ szybko przeksztalcona w grupe aminowa,
reakcja ta stanowi dogodng i skuteczng metode otrzymywania aminonukleozydéow
i aminocukrow [3].

W reakeji Mitsunobu nukleozydy 2)3’-O-alkilidenopirymidynowe moga by¢
przeksztalcane w odpowiednie cykliczne nukleozydy, na przyklad 233’-O-alkilideno
pochodne O°, 5°-cyklourydyny, N*,5’-cykloizocytydyny, N*-benzoilo- 0,5 -cyklo-
cytydyny, i $°,5-cyklo-2-tiourydyny. Shibuya opisywal miedzy innymi dogodna
metode otrzymywania niezabezpieczonych nukleozydéw cyklopirymidynowych,
w ktérej urydyna, izocytydyna, lub 2-tiourydyna reagowata z DEAD i Ph,P, a nastep-
nie ulegata hydrolizie dajgc z dobra wydajnoscig odpowiednie cykliczne nukleozydy
(Schemat 15) [3].
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Schemat 15. Synteza cyklicznych nukleozydéw w warunkach Mitsunobu [3]
Scheme 15.  Synthesis of cyclic nucleosides under Mitsunobu conditions [3]

2.2.3. Tworzenie wigzania N-glikozydowego

Poczawszy od odkrycia syntezy Mitsunobu obserwowano wiele reakeji,
w wyniku ktérych otrzymywano wigzanie N-glikozydowe. W 1981 roku Mitsu-
nobu zebral i opublikowal [3] wiele takich syntez. Miedzy innymi reakcj¢ Jurczaka
przedstawiong na Schemacie 16, w ktdrej otrzymano zaréwno «- jak i 3-N-gli-
kozydy z odpowiednio 5% i 25% wydajnoscia, wraz z ~2% iloscig pochodnych 2 i 3.
W podobny sposéb otrzymano takze kilka N-glikozyloftalimidow. Zamiast DEAD
mozna takze uzy¢ azodikarboksylanu dibutylu, ktory zwieksza wydajnos¢ produk-
tow (40-80%) [3].

H;C_ O H3C><O HsC_ O
H;C O o DEAD, PPhs, HC O o HsC O o
ftalimid -+
C._CH > C._CH C__CH
3L - 3
O'\O 3 OH 30\0 3 NPht OYO 3
X
1 2 X =C,Hs00CO-

3 X = C,H;00C-NH-NI-COOC,Hs

Schemat 16. Synteza a- i f-N-glikozydow [3]
Scheme 16.  Synthesis of a- i f-N-glucosides [3]

Natomiast Szarek opisal synteze purynowych nukleozydéw aldoz i ketoz,
w ktdrej zabezpieczone cukry, posiadajace wolng, anomeryczng grupe hydroksy-
lowg reagowaly z 6-chloropuryng, DEAD i difenylometylofosfina (Tab. 8) [3].
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Tabela 8. Otrzymywanie nukleozydéw purynowych. R-zasada purynowa [3]

Table 8. Preparation of purine nucleosides. R-purine base [3]
Substrat Produkt
Struktura
Konfiguracja Konfiguracja Wydajnos¢ [%)]
OCHj
o
OCHj R A B 66
OCHj
OCHs
OCHj
O, 34
OCH; OC R A f{ 37
OCHj
OCH;
O,

Tworzenie nukleozydéw i ich analogéw uzywajac protokotu Mitsunobu staje
sie coraz bardziej popularne. Wiele pozyciji literaturowych opisuje miedzy innymi
otrzymywanie za po$rednictwem tej metody karbocyklicznych analogéw nukleozy-
dow [32-36]. Wedtug Jenny [32] powodzenie reakeji Mitsunobu zalezy od struktury
zasady nukleozydowej dzialajacej w reakcji jako nukleofil oraz od warunkéw reak-
cji, natomiast nie zalezy w znacznym stopniu od struktury alkoholu. Wydajnosci
i uzyskane zwiazki przedstawione sg na Schemacie 17 i Tabeli 9 [32, 33].

/\/O/ b
Cl Cl o 0]

N X N X R
N N N NBz
{ ¢ ) T
% |
Z
N N) N N)\CI <N /) N/go
HoN H
1 4: R =CH,4
2 3 5:R=H
o) o] o)
\O/ ~ \0 \O
OH OH OH Q
OR O'BDPS OH
A B:R=Tr D
C: R ='BDPS

Schemat 17.  Synteza nukleozydéw karbocyklicznych [32, 33]
Scheme 17.  Synthesis of carbocyclic nucleosides [32, 33]
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Tabela 9. Synteza nukleozydéw karbocyklicznych [32, 33]

Table 9. Synthesis of carbocyclic nucleosides [32, 33]
Pierscien Pochodna zasady Czas reakgji T Wydajnos¢
karbocykliczny nukleozydowej [h] [°C] [%]
A 1 18 25 80
A 2 96 -20 81
A 3 18 25 69
A 4 18 -50 52
A 5 18 -50 47
B 3 18 25 71
C 1 18 25 78
D 1 18 25 44
E 3 18 25 53

Metode syntezy Mitsunobu wykorzystano réwniez do otrzymania innych kar-
bocyklicznych nukleozydéw, miedzy innymi karbocyklicznych L-2’-deoksynukle-
ozydow, czy D- i L- karbocyklicznych 4’-fluoro-233’-dideoksynukleozyddw [34].

Yin i Li opisali metode Mitsunobu zmodyfikowang na potrzeby syntezy karbo-
cyklicznych pochodnych adeniny [36]. Adenina jest stabym substratem w reakcji
Mitsunobu prowadzacej do nukleozydéw karbocyklicznych, jednakze odpowiednio
zabezpieczona ulega pomyslnie tej reakcji (Schemat 18). Jest to wynikiem wzrostu
rozpuszczalnosci adeniny i zmniejszenia konkurencyjnoéci nukleofilowej grupy
aminowej wolnej adeniny [36].

N(Boc), N(Boc),

N AN N X
N N
</ | ) + Rron TPRuDIAD. </ | )
N = N =
R

Schemat 18. Reakcja zabezpieczonej adeniny z alkoholem w warunkach Mitsunobu [36]
Scheme 18.  Reaction of protected adenine with alcohol under Mitsunobu conditions [36]

Reakcje Mitsunobu wykorzystano takze do otrzymania innych karbocyklicz-
nych nukleozydéw, jak na przyklad selektywnych agonistéw receptora A, adeno-
zyny [36]. Reakcje prowadzono z 6-chloropuryng, PPh, i DEAD w THE, otrzymujac
z dobrg wydajnos$cig odpowiednie analogi nukleozydow (Schemat 19) [37].

Barral i wspdtpracownicy opisali, synteze izomerdéw cis, ktére byly pomyslnie
otrzymane przy uzyciu dwoch kolejnych reakeji Mitsunobu obejmujacych inwersje
konfiguracji i kondensacje cukier-zasada [29]. W reakcji Mitsunobu otrzymano
takze (£) cis-podstawione cykloheksenylo i cykloheksanylo pochodne nukleozydow
(Schemat 20) [38].
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Schemat 19. Synteza karbocykliczynych analogéw nukleozydéw. Odczynniki: (a) 6-chloropuryny, Ph,P,
DEAD, THF; (b) NH, lub 40% MeNH,, MeOH; (c) 3N HCI, THF [37]

Scheme 19.  Synthesis of carbocyclic nucleosides analogues. Reagents: (a) 6-chloropurine, Ph,P, DEAD, THF;
(b) NH, or 40% MeNH,, MeOH; (c) 3N HCI, THF [37]

OH TBDMSO OH TBDMSO \OBz TBDMSO WOH
U s U T O 93% O

(*) - cis ) - cis (*) - cis (%) -trans
¢ d
45%  55%
I6) NHBz
B
| N/ z | \/N&
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Schemat 20. Reagenty: a) TBDMSCI, imidazol, DMF; b) DEAD, PPh,, BzOH, THF; ¢) NH,/MeOH, NaOH 2N;
d) N'-benzoilocytocyna, DEAD, PPh,, THF; e) N*-benzoilotymina, DEAD, PPh,, THF [38]

Scheme 20.  Reagents: a) TBDMSCI, imidazole, DMF; b) DEAD, PPh,, BzOH, THF; ¢) NH,/MeOH, NaOH
2N; d) N*-benzoylcytosine, DEAD, PPh,, THF; e) N’-benzoylthymine, DEAD, PPh,, THF [38]
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Synteza wiazania nukleozydowego wykorzystywana byta dla wielu celow, mie-
dzy innymi do otrzymywania nukleozydéw 1,5-anhydroheksitolowych, pochod-
nych 5-jodouracylu, 5-etylouracylu, wykazujacych wysoka i selektywng aktywno$é
inhibitorowa wzgledem kinazy tymidynowej HSV-1 i HSV-2 [39]. Réwniez inne
zwigzki, jak seria acyklicznych analogéw nukleozydéw 5’-O-trytylotymidyny,
przedstawione juz wezesniej jako skuteczne inhibtory tego enzymu réwniez synte-
tyzowane byly ta metoda [40, 41]. W reakcji Mitsunobu otrzymano takze acykliczne
pochodne uracylu, ktore okazaly si¢ skutecznymi inhibitorami dUTPazy (deoksy-
urydyno 5’-trifosforan nukleotydohydrolazy) Plasmodium faliciparum [39]. Proce-
dura Mitsunobu stala sie takze dogodng metoda syntezy wielu zwigzkéw wykazu-
jacych wlasciwosci przeciwwirusowe, szczegdlnie poszukiwanych przeciw wirusom
HIV-1 i HCMV - pochodnych 3-(3,5-dimetylobenzylo) uracylu, podstawionych
w pozycji N-1 pierscienia pirymidynowego (Schemat 21) [42].

H;C

o o HsC o
CH,
HsC \
HN ’ N C'iij
)\ | e He )\ | HC )\ |
3
07 N HsC o~ N HCI N
_— ——
H
o DIAD, PPh;, THF o
reagent
Lawenssona Metoda 1
Iub
Metoda 2
HsC HsC
S S
Cﬂ2 Metoda 1 lub Cﬂz HaG
-~ N o

HsC )N\ | Metoda 2 H,C )\ | Cljz
0”7 "N N
| o L]

R Z=01ubS O

| Metoda 2 CQZ
B —

= o 1]
e )

Schemat 21.  Synteza pochodnych 3-(3,5-dimetylobenzylo)uracylu. Metoda 1: R-Hal, K,CO,, DMF; Metoda
2:R-OH, reagenty Mitsunobu, Metoda 3: HOCH,C H,Me2-3,5, azobis(N,N-dimetyloformamid),
PPh,, THF [42]

Scheme 21.  Synthesis of 3-(3,5- dimethylbenzoyl)uracil derivatives. Method 1: R-Hal, K,CO,, DMF; Method
2:R-OH, Mitsunobu reagents, Method 3: HOCH,CH Me,-3,5, azobis(N,N-dimethyloforma-
mide), PPh,, THF [42]
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Schemat 21.  Ciag dalszy
Scheme 21.  Continuation

Reakcja Mitsunobu znalazla réwniez zastosowanie w chemii nukleozydoéw.
W 1998 roku Frieden i wspotpracownicy opublikowali na przyklad reakcje, w ktdrej
trans-3-(benzoilometylo)cyklobutan-1ol (b) reagowat z pochodng pirymidynowa
(a) w pozycji O-2 dajgc zwiazek ¢, ktory nastepnie byt przeksztalcany z dobra wydaj-
nos$cig w 2-[cis-3-(hydroksymetylo)-cyklobutoksy]pirymidyn-4(3H)-on (e) (Sche-
mat 22) [43].
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Schemat 22.  Odczynniki: i, DEAD, Ph,P, THFE; i, (a) [2-(HO,C)C H,CO,],Mg, EtOH; (b) MeC(=0)C(=NOH)
Me, (Me,N),C=NH, MeCN; iii, 10% Pd/C, HCO,H, Mech [43]

Scheme 22.  Reagents: i, DEAD, Ph,P, THF; ii, (a) [2-(HO,C)C,H,CO,],Mg, EtOH; (b) MeC(=0)C(=NOH)
Me, (Me,N) C=NH, MeCN; iii, 10% Pd/C, HCO,H, Mech [43]

W literaturze przedstawiono takze synteze hipnotycznie aktywnych 4-tio
analogéw N’-podstawionych urydyn wykorzystujacg warunki reakcji Mitsunobu.
Reakcjg posrednig do ich otrzymywania byla przebiegajaca z dobra wydajnoscig
kondensacja tri-O-acetylourydyny z (+)-1-fenyloetanolem lub alkoholem 3,5-dime-
tylobenzylowym (Schemat 23) [44].
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Schemat 23.  Synteza hipnotycznie aktywnych 4-tio analogéw N’-podstawionych urydyn [44]
Scheme 23.  Synthesis of hypnotic N°-substituted uridine 4-tio analogues [44]

W reakeji N°-benzylouracylu i N-hydroksymetyloftalimidu z reagentami Mit-
sunobu otrzymywano takze hydrazylometylouracyle. Kozai, Takaoka i Maruyama
[45] opisali, Ze w wyniku reakcji pochodnej uracylu z N-hydroksymetyloftalimidem
powstaja dwa zwigzki: pochodna 1-hydrazylometylowa (2) i/lub produkt konden-
sacji, N-(3-benzylo-2,4-diokso-1,2,3,3-tetrahydropirymidyn-1-ylo)metyloftalimid
(3) (Schemat 24) [45]. Mozna zatem otrzyma¢ zamiast oczekiwanego produktu
kondensacji prawie wylacznie pochodng hydrazylouracylu.

N COR H,C o

PPh; | [¢] )
N COR R N N
TR
o H 0

Schemat 24. Otrzymywanie hydrazylometylouracyli w reakcji Mitsunobu. (TMAD, R=NMe, DIAD,
R=OPr-i) [45]

Scheme 24.  Preparation of hydrazilmethyluracil in Mitsunobu reaction. (TMAD, R=NMe, DIAD,
R=OPr-i) [45]
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W wyniku reakcji Mitsunobu mozna otrzymac¢ takze anhydronukleozydy lub
nukleozydy cykliczne, w ktorych zasada nukleozydowa jest dodatkowo polaczona
z resztg cukrowq. Chun, opisal synteze 5,9-anhydro-izo ksantozyny (1) i jej izome-
réw pozycyjnych, 3,5-anhydro-ksantozyny (2) jako potecjalnych lekéw przeciw
HCV (Schemat 25) [46].

o o o
Br B ILNH HZNfL </N
URYDYNA —> N’go -2~ N N
N o 2% (g Q
2<Q <0 O
d 156% lel% 164%
o o
Y S ST
NH™ N™ 7O NH” N7TO N”*N"o
o < :o; Q ;o;
HO OH Ho  OH Hd ~ OH

1

Schemat 25. Reagenty: (a) PPh,, THE, NH,OH; (b) 1. NaNO,, HCI, THF-H,0, 2. NaHCO,, 3. Zn, HCI], MeOH,
4. NaHCO;; (c) octan dietoksymetylu, DMF; (d) HCI, H,0 [46]

Scheme 25.  Reagents: (a) PPh,, THF, NH,OH; (b) 1. NaNO,, HCI, THF-H, 0, 2. NaHCO,, 3. Zn, HC], MeOH,
4. NaHCO;; (c) octan dietoxymethyl acetate, DMF; (d) HCI, H,O [46]

Shatila i Bouhadir przeprowadzili poréwnanie dwdch prostych drég otrzymy-
wania zasad nukleozydowych podstawionych grupa dialliloaminoetylenowa [47].
Za pomoca dwoch réznych procedur zsyntetyzowali trzy pirymidynowe i jedng
purynowy zasade z grupa 2-alliloaminoetylowa. Pierwsza metoda obejmowata reak-
cje zasady nukleozydowej z cyklicznym weglanem etylenu (1,3-dioksolan-2-onem),
a nastepnie prowadzila przez chlorowanie i podstawienie nukleofilowe diallilo-
aming, podczas gdy druga procedura przebiegala przez zabezpieczanie pierscienia
heterocyklicznego, reakcje Mitsunobu i nukleofilowe podstawienie dialliloaming
oraz koficowe usuniecie grup zabezpieczajacych z produktu (Schemat 26). Wydaj-
noséci uracylowych i tyminowych pochodnych byly wigksze ponad trzykrotnie w
reakcji Mitsunobu, z kolei pochodne cytozyny byly otrzymywane z poréwnywalng
wydajnoscig w obu procedurach. Natomiast pochodne adeniny otrzymano z wyzsza
wydajnoscig w reakcji przebiegajacej zgodnie z pierwsza metoda [47].
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Schemat 26. Poréwnanie metod syntezy wigzania C-N pochodnych dialliloaminoetylenowych zasad nukle-
ozydowych [47]
Scheme 26.  Comparison of methods for C-N bond formation of diallylaminoethylene nucleoside bases [47]

Mozliwe jest takze tworzenie wigzania podwdjnego miedzy weglem a azotem
wedlug procedury Mitsunobu. Nukleofile zasad azotowych generowane ze zwiaz-
kow karbonylowych przy pomocy azodikarboksylanu dietylu i trifenylofosfiny
stanowig bardzo dobre zrédto réznorodnych produktéw [48]. Przedstawiona przez
Otte reakcja jest uzytecznym narzedziem syntezy zwigzkow zawierajacych wigzanie
C=N (Tab. 10) [48].

Tabela 10.  Zwigzki otrzymane z ketonéw w warunkach Mitsunobu [48]

Table 10. Compounds obtained from ketones under Mitsunobu conditions [48]
Keton Produkt Wydajnos¢ [%]
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2.3. TWORZENIE WIAZANIA WEGIEL-SIARKA

Reakcja Mitsunobu jest szeroko stosowana takze w syntezie wigzania C-S.
Kwasowymi reagentami w tej reakgji sg zwykle kwas tiooctowy i heterocykle zawie-
rajace grupe SH-. Aktywowane pronukleofile siarkowe daja w tej reakcji tioestry
i tioetery z inwersja konfiguracji.

Nagasawa i Mitsunobu [48] zaprezentowali, miedzy innymi, metodg alkilowa-
nia pochodnych tiomocznika. Alkilowano nukleofile posiadajace grupe tiokarbony-
lowa przy uzyciu alkoholi, azodikarboksylanu dietylu i trifenylofosfiny. Selektywna
S-alkilacja miala miejsce w przypadku N-benzoilo-N’-mono- i dwupodstawionych
tiomocznikéw (Schemat 27) a selektywna N-alkilacja zachodzita w reakcji N-fenylo-
-N,N’-dietylotiomocznika (Schemat 28). Natomiast 1-metoksymetylo-2-tiouracyl
dawal produkty zaréwno N-alkilacji, jak i S-alkilacji (Schemat 29) [49].

o} S o) SR
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Schemat 27.  Selektywne S-alkilowanie N-benzoilo-N'-mono- i dwupodstawionych tiomocznikéw [49]
Scheme 27.  Selective S-alkylation of N-benzoyl-N’-mono and disubstituted thioureas [49]

s S NHCO,Et
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Schemat 28. Selektywna N-alkilacja N-fenylo-N,N’-dietylotiomocznika [49]
Scheme 28.  Selective N-alkylation of N-phenyl-N,N’-diethylthiourea [49]
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DMF 64% 19%
THF-DMF (4:1)  60% 17%
benzen-DMF(4:1) 66% 18%

Schemat 29. Reakcja 1-metoksymetylo-2-tiouracylu w warunkach Mitsunobu [49]
Scheme 29.  Reaction of 1-metoxymethyl-2-thiourea under Mitsunobu conditions [49]
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2.4. SYNTEZA POCHODNYCH HALOGENOWYCH

Podstawienie alkoholu halogenkiem wedlug protokotu Mitsunobu nie jest sze-
roko opisywane w literaturze. Jedng z nielicznych metod takich syntez opracowat
Falck. Wykazal on, ze zwiazki posiadajace grupe hydroksylowa moga ulega¢ substy-
tucji dajac alkilowane halogenki z réwnoczesng dehydrogenacja (Schemat 30) [4].

. 50%, X=F
OH LiX >
6 — " > | s X 979% X=Cl
PPh;, DEAD, THF 97%, X =Br
91%, X =1

Schemat 30. Otrzymywanie alkilowych halogenkéw metoda Mitsunobu [4]
Scheme 30.  Synthesis of alkyl halides with Mitsunobu’s method [4]

Joullié i wspotpracownicy pokazali natomiast, Ze pochodne proliny dajg z dobra
wydajnoscig epimeryczny jodek w dwuetapowej reakcji (Schemat 31) [4]. Depro-
tonacja 4-hydroksyproliny betaing Mitsunobu utatwia przylaczenia jodometanu.
Pozostala trifenylofosfina aktywuje otrzymany eter, nastepnie zachodzi podstawie-
nie jodu z inwersja konfiguracji. Jodek ten zostal otrzymany jako kluczowy produkt
posredni w syntezie naturalnych morskich produktéw (astyn) [4].

+ PPhg I
/
HO, MeQ,
Mel, THF 7 —_—
N CO,Me  PPh;, DEAD I N CO,Me |

! |
Boc

Schemat 31. Synteza jodku pochodnej proliny z inwersja konfiguracji [4]
Scheme 31.  Synthesis of iodide proline derivative with inversion of configuration [4]

2.5. TWORZENIE WIAZANIA WEGIEL-WEGIEL

Utworzenia wigzania C-C w warunkach Mitsunobu jest mozliwe pod warun-
kiem niskiej wartosci pK, pronukleofila, co w wiekszosci przypadkéw ogranicza
zakres weglowych pochodnych do 1,3-podstawionych zwiazkéw metylenowych
o pK, < 11. Struktura i wydajno$¢ produktéw sg takze silnie uzaleznione od reagen-
tow i warunkow reakeji [3].

Tworzenie wigzania wegiel-wegiel w reakcji Mitsunobu jest opisane w nie-
wielkiej ilo$ci komunikatéw naukowych. Miedzy innymi Falck przedstawit synteze
z zastosowaniem cyjanku litu, ktéry moze podstawi¢ alkohol aktywowany przez
betaine Mitsunobu, prowadzac do otrzymania nitrylu. Szantay i wspotpracownicy
wykazali natomiast, ze cyjanohydryna acetonu wptywa na podstawienie nitrylu
w warunkach Mitsunobu, ale ogranicza si¢ to tylko do alkoholi pierwszorzedowych
i drugorzedowych bez przeszkdd przestrzennych (Schemat 32) [4].
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OH

i %\CN
PN LiCN 1lub PN

R OH > R CN
PPhy, DEAD,

THF lub Et,0

Schemat 32.  Wykorzystanie cyjanku litu w reakcji tworzenia wigzania wegiel-wegiel w warunkach
Mitsunobu [4]

Scheme 32.  The use of lithium cyanide in reaction of carbon-carbon bond creation under Mitsunobu condi-
tions [4]

Falck zaprezentowal takze inne zastosowanie tej metody, w otrzymywania
a-nitrocyklopropanu (Schemat 33) [4].

A\OH PPhy, DEAD
-
NO, PhH

92%

H

N~ 1
N

R\

NO,

Schemat 33.  Otrzymywanie a-nitrocyklopropanu wedtug procedury Mitsunobu [4]
Scheme 33.  Preparation of a-nitrocyclopropane according to Mitsunobu procedure [4]

Tworzenie wiazania wegiel-wegiel wedlug protokotu Mitsunobu opisal takze
Kurihura. Prezentowana przez niego synteza przebiegala w obecnosci typowych
reagentéw Mitsunobu (DEAD i PPh,), alkoholu oraz cyjanooctanu etylu i prowa-
dzita do odpowiednich alkilowanych produktéw z wydajnoscig 30-80%. Przykltad
takiej reakeji przedstawiono na Schemacie 34, gdzie cyjanooctan etylu reaguje z (S)-
(-)-2-hydroksy-3-fenylopropionianem etylu z doskonalg wydajnoscia i oczekiwana
inwersjg konfiguracji [13, 50]. Niestety, ta sama reakcja z zastosowaniem n-propa-
nolu dawala zlozona mieszanine produktéw, wlaczajac mono- i di- alkilowane pro-
dukty i alkilowany dietylowy hydrazynodikarboksylan. Stwierdzono wowczas takze,
ze malonian dietylowy nie reagowat w tych warunkach [13, 50].

)
0
It )kﬂ DEAD, PPh; g0 Ph
Nc\)l\OEt T Eo” Y ph I
EN - Ot
88% )

Schemat 34. Reakcja cyjanooctanu etylu z (S)-(-)-etylo-2-hydroksy-3-fenylopropionianem w warunkach
Mitsunobu [13]

Scheme 34. Reaction of cyanoacetate with (S)-(-)-ethyl-2-hydroxy-3-phenylpropanoate under Mitsunobu
conditions [13]

W ostatnich latach pojawilo si¢ rowniez wiele ciekawych sposobow tworze-
nia wigzania wegiel-wegiel z wykorzystaniem reakcji Mitsunobu. Miedzy innymi
Tsunoda [51, 52], opisywal reakcje z wykorzystaniem innych reagentéw niz stan-
dardowy uklad DEAD i PPh,. Zaobserwowal, ze polaczenie tributylofosfiny
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i reagentéw azowych 4,7-dimetylo-3,5,7-heksahydro-1,2,4,7-tetraazyno-3,8-dionu
(DHTD) byto skuteczne dla zwigzkéw metylenowych z wartosciami pK, powyzej
ogolnie akceptowanego poziomu dla pronukleofili w tej przemianie (Schemat 35)
[4]. Odkryto, ze takze malonian dietylu i dwie pochodne sulfonowe ulegaja C-alki-
lowaniu w warunkach Mitsunobu, dajac rézne pierwszo- i drugorzedowe produkty
4, 6, 53].

R, SO,Ph
— PhOZS\/CN pKa 12,0
SN N~ Ry CN
(0] o

R CO,Et

R4 N=N (DHTD) EtOZCvcozEt pKa 133 1 2
Ry OH PBuyn R,  COEt

TolO,S SMe

2o\~ pKa234 R4 SO, Tol

R, SMe

Schemat 35. C-alkilowanie malonianu dietylu i nukleofili sulfonowych w warunkach Mitsunobu [4]
Scheme 35.  C-alkylation of diethyl malonate and sulphonic nucleophile under Mitsunobu conditions [4]

Szukaniem innych reagentéw w syntezie Mitsunobu, dzieki ktérym tworzenie
wigzania C-C byloby skuteczne, zajat si¢ tez Hiller [34]. Jego eksperyment polegat
na wykorzystaniu trimetylofosfiny (PMe,) i azodikarboksylanu bis(2,2,2-trichloro-
etylu) (TCEAD) w otrzymywaniu cykloalkilo[b]indoli. Stosowali oni stereoselek-

tywne podstawienie S 2 alkoholowego substratu (indolu) weglowym nukleofilem
uzyskujac z dobrg wyda]nosaq zamierzone produkty (Schemat 36) [53].

X )
\ OH Mltsunobu //C(CO Et); > ,//CO H
N\ HC(COzEt)g
v Bn

n=1,2

Schemat 36. Zastosowanie PMe, i TCEAD w reakgji otrzymywania cykloalkilo[b]indoli [53]
Scheme 36.  The use of PMe, and TCEAD in reaction of cycloalkyl[b]indoles obtention [53]

Reakcja Mitsunobu wykorzystywana jest takze do syntezy i transformacji wielu
naturalnych produktéw. Oprécz wspomnianej juz syntezy nukleozyddw, obejmuje
reakcje cukréw, otrzymywanie ftaloiloaminocukréow czy azydocukrow. Wsréd
zwiazkow syntetyzowanych ta metoda wymieni¢ mozna takze makrolidy i steroidy
[3]. Jak wida¢ rekcja Mitsunobu jest powszechnie uzywana i wcigz modyfikowana
w celu poszerzenia juz i tak ogromnej ilosci zastosowan.
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wym, majacych na celu zwigkszenie transportu dokomérkowego tych lekow.
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ABSTRACT

Natural nucleotide antibiotics such as Agrocin 84, Dinoguellin, Microcin C
and Phosmidosine have a N-acylphosphoramidate linkage at the 5’-hydroxyl of the
adenosine derivatives (Fig. 1, 2) [1-3]. They exhibit interesting antifungal, antie-
metics and anticancer properties. To synthesize these products, the construction
of the N-acylphosphoramidate linkages seems to be a key step. Many groups have
described the preparation of such a type of analogues but none of those methods
was general. Grandas has for the first time reported the synthesis, of N-acylpho-
sphoramidate peptide-oligonucleotide hybrids via condensation of N-phosphityla-
ted carboxyamides with alcohols in the presence of 1H-tetrazole [9]. Based on this
strategy Sekine synthesized aminoacyl adenylate (aa-AMP) analogues which could
be useful in the studies on the recognition mechanism of the aminoacylation of
tRNA and other biochemical reactions [10]. Since aa-AMPs are extremely unstable
under aqueous conditions more stable analogues were required. Aminoacyl-adeny-
late analogues having an N-acylphosphoramidate linkage (aa-AMPN) could behave
as potent, selective asparagine synthetase (AS) inhibitors because of its structural
similarity to S-aspartyl-AMP (8 AspAMP) which is natural product of AS [17].

Among natural N-acylphosphormiadates, Phosmidosine which connects
a nucleoside analogue, 8-oxoadenosine, with an L-proline residue is unique because
of its significant antitumor activities and property of stopping cell growth at the G1
phase in the cell cycle (Fig. 2) [2, 13]. The main difficulty during the synthesis of
this compound is an extreme instability under weak basic conditions which exclu-
des the use of labile protecting group of basic properties [14]. Stability studies have
shown that under basic conditions phosphoryl group of Phosmidosine underwent
rapid N-N migration (Scheme 9) [16]. Many modifications have been introduced
to improve Phosmidosine properties [16]. Analogues such as demethylated species
(Phosmidosine B) have proven to be stable under both basic and acid conditions
and are also potential candidates for antitumor drugs [14].

Keywords: N-acylphosphoramidate function, aminoacyl adenylate analogues,
nucleoside analogue, Phosmidosine

Stowa kluczowe: ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe, analogi aminoacyloade-
nylanéw, analogi nukleozydéw, Fosmidozyna
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ATP
AMP
DIEA
DBU
Fm
Boc
Tr
MMT
Bn

Bz
TBTr
TSE
CNE
AZT
D4T

WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

adenozyno-5’-trifosforan
adenozyno-5’-monofosforan
N,N-diizopropyloetyloamina
1,8-diazabicyklo[5.4.0]-undecen-7
grupa 9-fluorenometylowa

grupa tert-butoksykarbonylowa
grupa trytylowa

grupa monometoksytrytylowa
grupa benzylowa

grupa benzoilowa

grupa 4,4,4”-tris(benzoiloksy)trytylowa
grupa 2-(trimetylosililo)etylowa
grupa 2-cyjanoetylowa

- 3’-azydo-2,3’-dideoksytymidyna
- 233’-dideoksy-23’-didehydrotymidyna



BIOAKTYWNE N-ACYLOAMIDOFOSFORANOWE POCHODNE NUKLEOZYDOW 881

WPROWADZENIE

N-Acyloamidofosforanowe ugrupowanie stanowi bardzo wazny motyw struk-
turalny réznych bioaktywnych produktéw naturalnych i farmaceutykéw takich jak
Agrocyna 84 [1] i Fosmidozyna [2], ktére wykazujg przeciwgrzybiczne, przeciwwy-
miotne i przeciwnowotworowe wlasciwosci.

W latach osiemdziesigtych ubieglego wieku opublikowano prace dotyczace
naturalnych antybiotykéw posiadajacych w swej strukturze takie ugrupowanie.
Nalezaly do nich Agrocyna 84 (1, wytwarzana przez bakterie szczepu K-84 Agrobac-
terium radiobacter i wykorzystywana jako $rodek ochrony roélin) oraz Dinoguen-
llina (2, toksyczny fosfolipid wyizolowany z ikry morskich ryb gatunku Stichaeus
grigorjewi), zawierajace funkcje N-acyloamidofosforanowa w pozycji 5 analogu
adenozyny (Rys. 1) [1].

HO |c|) NH,
HO 0 R-C-0 N
© N o OHO % =N
OH " O—P—0 I < | /)
NH 0—P—0 N N
| O\I
OH ’TIH
N
9 N 0=C
P\‘ CH HO OH
(0] CI;H
CONH,
Agrocyna 84 Dinogunellina
1 2
NH,
N
o6\ <1
NH-Met-Arg—Thr-Gly—Asn- Ala% J\ o NN

|l

P

O
% +

N

Mikrocyna C H3

3

Rysunek 1. Struktury naturalnych antybiotykéw zawierajacych ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe
Figure 1. Structures of natural antibiotics containing an N-acylphosphoramidate linkage

Z kolei Mikrocyna C (3, Rys. 1) bedaca antybiotykiem syntezowanym przez
bakterie nalezace do rodziny Escherichia coli zbudowana jest z heptapeptydu pola-
czonego za pomocg wigzania N-acyloamidofosforanowego z modyfikowanym AMP
[3]. Peptydowy fragment zwigzku utatwia transport do wnetrza komorki, w ktdrej
droga enzymatycznej hydrolizy nastepuje jego usuniecie i uwolnienie aktywnego
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zwiazku wykazujacego silne dzialanie biologiczne zwigzane z hamowaniem syntezy
bialek.

Szczegdlnie atrakcyjnym zwigzkiem okazala sie by¢ Fosmidozyna (4, Rys. 2)
wyizolowana w 1991 roku przez Uramoto i Isono z hodowli Streptomyces durh-
meusie. Ten naturalny antybiotyk laczac w swej strukturze fragment aminokwasu
- proliny z analogiem nukleozydu hamowal tworzenie zarodnikéw Botytis cinerea,
chorobotwoérczych grzybdw, owocow i warzyw [2].

NH,
§
H o N
N I I O:< | /J
C—NH—P—O\‘ N"NN
H | (6]
OMe j Z
HO OH

Fosmidozyna

4

Rysunek 2. Struktura Fosmidozyny
Figure 2. Structure of Phosmidosine

Interesujace wiasciwosci biologiczne N-acyloamidofosforanowych pochod-
nych sktonily badaczy do poszukiwania dogodnej metody otrzymania tego typu
polaczen.

1. SYNTEZA N-ACYLOAMIDOFOSFORANOW

Nalezy zauwazy¢, iz N-acylowane amidofosforany juz w latach 60. minionego
wieku byty rozpatrywane jako potencjalne odczynniki fosforylujace. W 1962 roku
Zioudrou zaproponowal synteze polegajaca na estryfikacji kwaséw N-acyloamido-
fosforowych lub chloroacyloamidofosforanéw przez odpowiednie alkohole (Sche-
mat 1, droga 1) [4]. Jednakze podstawowa jej wade stanowil fakt, iz substraty do tej
reakcji mogly by¢ otrzymane jedynie z aromatycznych karboksyamidéw lub alifa-
tycznych amidéw posiadajacych podstawniki elektronoakceptorowe przy « atomie
wegla.
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Schemat 1. Metody otrzymywania N-acyloamidofosforanowych pochodnych
Scheme 1. Methods used for the preparation of N-acylphosphoramidate derivatives

Nastepnie Desmarchelier w reakcji fosforynu trialkilowego z cyklicznymi
N-halogenoamidami lub halogenoiminami otrzymal odpowiednie N-acyloamido-
fosforany (Schemat 1, droga 2) [5]. Inny sposob otrzymania tego typu polaczen
obejmowal reakcje anionéw pierwszo- i drugorzedowych karboksyamidéw z chlo-
rofosforanem (Schemat 1, droga 3) [6]. Jednakze zadna z wyzej przedstawionych
reakcji nie miala charakteru ogélnego. Najprostsza metodg syntezy N-acyloamido-
fosforanéw wydawala sie by¢ reakcja bezposredniego arylowania amidofosforanéw.
Niestety proces ten okazal si¢ by¢ mato wydajny ze wzgledu na towarzyszace roze-
rwanie wigzania P-N i tworzenie karboksyamidéw (Schemat 1, droga 4) [7].

Badania dotyczace bezposredniego benzoilowania amidodiestréw fosforo-
wych prowadzone w latach 90. ubiegtego wieku w Zakladzie Chemii Bioorganicz-
nej CBMM PAN pozwolily wyjasni¢ mechanizm tej reakcji [8]. Jej pierwszy etap
stanowi N-benzoilowanie prowadzace do utworzenia odpowiedniego N-benzoilo-
-0,0-dialkiloanilidofosforanu (7, Schemat 2), ktory nastepnie ulega wolnemu prze-
grupowaniu do mieszanego bezwodnika O,O-dialkilofosforo-N-fenyloiminobenzo-
esowego (8) na skutek wewnatrzczasteczkowego ataku karbonylowego atomu tlenu
na atom fosforu z jednoczesnym rozerwaniem wigzania P-N. Zaobserwowano, iz
przegrupowanie to katalizowane jest przez odczynniki elektrofilowe takie jak chlo-
rek benzoilu. Solwoliza bezwodnika 8 zachodzita z atakiem N- oraz O-nukleofili
na karbonylowy atom wegla fragmentu benzoilowego w konsekwencji prowadzac
do utworzenia kwasu O,O-dialkilofosforowego (9) oraz odpowiedniego karboksy-
amidu 10.
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Schemat 2. KatalizowaneodczynnikamielektrofilowymiprzegrupowanieN-benzoilo-O,0-dialkiloanilidofosforanow
Scheme 2. Rearrangement of N-benzoyl-O,0-dialkyl phosphoranilidates catalysed by electrophilic reagents

Gloéwnie ze wzgledu na duzg ilo$¢ reakeji ubocznych zadna z przedstawionych
metod syntezy nie mogta znalez¢ zastosowania w otrzymywaniu takich zwigzkow
jak koniugaty peptyd-oligonukleotyd, ktére byly polaczone kowalencyjnym wig-
zaniem N-acyloamidofosforanowym. Stad tez zesp6t Grandas opublikowal w 1995
roku metode oparta na reakcji pierwszorzedowych karboksyamidéw z P(III)
pochodnymi [9].

Pierwszy etap tej syntezy obejmowal fosfitylacje grupy karboksyamidowej
asparaginy znajdujacej si¢ na C-koncu blokowanego peptydu 12 za pomocg chloro-
amidofosforynu w obecnosci zasady (Schemat 3A). Otrzymang amidofosforynowg
pochodng 13 kondensowano wobec tetrazolu z 5’-hydroksylowa grupg przyltaczo-
nego do stalego podtoza oligonukleotydu 14, a nastepnie w otrzymanym koniuga-
cie utleniono P(III) atom fosforu za pomoca wodoronadtlenku tert-butylowego.
W koncowym etapie reakcji stosujac roztwér amoniaku w dioksanie usunigto grupy
ochronne otrzymujac pozadany koniugat 15 (Schemat 3B).



BIOAKTYWNE N-ACYLOAMIDOFOSFORANOWE POCHODNE NUKLEOZYDOW 885

1 Ac,0 Cl—P(OCNE)NiPr,
—Qer-Glv—NH—C—CH—CH—
Ac-Ser-Gly—NH—C CHZQH NHZ?EX* N:Sm Gly—NH— C CHy CH NH, e
?ZO OCOCH ? (0]
0 9
1 CH, 12 CH,
0
Ac—?er—GIy— NH—C—CHz—(IZH—NH—IID—NiPr2
OCOCH, ?:O OCNE
?
13 CH,
DIEA - N,N-diizopropyloetyloamina
CiBu o ADmf lo) O iBu Dmf T

)
I I I I ||

o[-0 [For0 |- 04 [0 ¢ ¢ .
OCNE OCNE OCNE OCN NE OCNE

14

i) Ac-Ser(Ac)-Gly-Asp(OFm)-NH-P(OCNE)NiPr, (13)
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Schemat 3.  Synteza koniugatu peptyd-oligonukleotyd Ac-Ser-Gly-Asp-NH-p”CATCAT
Scheme 3. Synthesis of the peptide-oligonucleotide conjugate Ac-Ser-Gly-Asp-NH-p”CATCAT
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2. SYNTEZA ANALOGOW AMINOACYLOADENYLANOW (aa-AMP)

R
Il - -
R—?H—C—O o—||3—o—|r—o—ll3—0 o Adenina
NH,+ o o o
aminokwas ATP
\( OH OH
Il ICI)
R—(|3H—C— O—I|3—O o Adenina
NH, o + PPi
aminoacylo-AMP
OH OH
EtRNA
TRNA AMP
7
0O=P—0O Adenina
| _ o}
O
(l) OH
g0
HlC—R
NH.+ aminoacylo-tRNA

3

Schemat 4.  Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntetaze aminoacylo-tRNA
Scheme 4.  Mechanism of the reaction catalyzed by aminoacyl-tRNA synthetase

Analogiczng metodologie syntezy nieopisanych wliteraturze chemicznej analo-
gow aminoacyloadenylanéw (aa-AMP) zaproponowat Sekine. aa-AMP s3g waznymi
zwigzkami posrednimi w reakcjach z udzialem syntetaz aminoacylo-tRNA (aaRS),
katalizujacych dwuetapowg reakcje przeniesienia aminokwasu na tRNA. W pierw-
szym etapie zachodzi aktywacja aminokwasu poprzez przylaczenie pochodzacego
z czasteczki ATP fragmentu AMP (Schemat 4). Z utworzonego aa-AMP syntetaza
przenosi aminokwas na 3’(lub 2’) hydroksylowa funkcje¢ rybozy znajdujacej si¢ na
koncu 3’ fanicucha tRNA, prowadzac do utworzenia aminoacylo-tRNA.

Aminoacyloadenylany bedac pochodnymi bezwodnikéw fosforowokarboksy-
lowych sg zwigzkami bardzo niestabilnymi w §rodowisku wodnym. Majac na uwa-
dze badanie proceséw aminoacylowania tRNA poszukuje sie trwalszych analogow
zawierajacych takie ugrupowania jak: aminoalkilofosforylowe, aminofosfonylowe
czy N-acylosulfonamidowe (Rys. 3). Jednakze struktury tych analogéw réznia si¢ od
aa-AMPs, gdyz nie posiadaja podwdjnego wigzania C=0, maja dodatkowy fadunek
ujemny badz utracily tadunek pochodzacy z ugrupowania fosforowego.
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Rysunek 3. Struktury aminoacyloadenylanéw oraz ich analogow
Figure 3. Structures of aminoacyl-adenylates and their analogues

Sekine zaprojektowal stabilny w warunkach fizjologicznych analog aa-AMP
zawierajacy ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe, ktore pozwala, aby zwiazek
zachowal strukture jonu zwitterionowego i w ktérym zachowana jest podobna odle-
glo§¢ miedzy atomem fosforu a grupami aminowymi (Rys. 4) [10].

0}
+ | I I
H3N—CH—C—ITI—IT—O—Ade

H O

aminoacyloamido-AMPN

Rysunek 4. Struktura aminoacyloamidoadenylanéw zaprojektowanych przez Sekine
Figure 4. Structure of aminoacyl-adenylates designed by Sekine

Odpowiednig 5°-O-amidofosforynowa pochodng adenozyny (17) otrzymywano
w reakcji N°,0°,0°-tribenzoiloadenozyny (16) z 2-(trimetylosililo)etylo-N,N,N’,N'-
tetraizopropyloamidofosforynem wobec tetrazolidku diizopropyloamoniowego
(Schemat 5) [11]. Jako grupe ochronng funkcji aminowej aminokwasu zastosowano,
ulatwiajaca rozpuszczalnos¢ w rozpuszczalnikach organicznych, lipofilows, zasa-
dolabilng grupe 4,44”-tris(benzoiloksy)trytylowa (TBTr). Kondensacje N-TBTr
pochodnej aminokwasu (18) z 5’-O-amidofosforynowa pochodng adenozyny (17)
prowadzono w obecnosci 5-(3,5-dinitrofenylo)-1H-tetrazolu, nast¢pnie utleniano
amidofosforynowy zwigzek posredni nadtlenkiem fert-butylowym. W koncowym
etapie reakcji usuwajgc grupy ochronne otrzymano pozadany produkt 22, ktory
oczyszczano chromatograficznie na kolumnie wypelnionej silikazelem C-18. Omo-
wiona metoda umozliwita otrzymanie serii aminoacyloamidoadenylanéw pochod-
nych L-fenyloalaniny, L-izoleucyny, L-waliny, L-metioniny, L-proliny oraz formy
L- i D-tyrozyny.
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Rysunek 5. Struktura $-aspartylo-AMP oraz jego amidofosforanowego analogu
Figure 5. Structure of 3-aspartyl-AMP and its phosphoramidate analogue

3. SYNTEZA FOSMIDOZYNY ORAZ JE] ANALOGOW

Opisana metoda syntezy aminoacyloamidoadenylanéw postuzyta zespotowi
Sekine do otrzymania Fosmidozyny oraz jej analogéw [12]. Czasteczka tego nukle-
otydowego antybiotyku sktada sie z 8-oksoadenozyny oraz L-proliny polaczonych
ugrupowaniem N-acyloamidofosforanowym. Przestanka do poszukiwania wydaj-
nej metody otrzymywania analogéw Fosmidozyny byly doniesienia literaturowe
japonskiego zespolu Osady, ktory odkryt jej szczegélng wlasciwos$¢ zwigzang ze
zdolnoscig do hamowania wejscia w faze S cyklu komoérkowego i zatrzymywania jej
progresji w fazie G, [13].
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3.1. FOSMIDOZYNA I FOSMIDOZYNA B

Fosmidozyna B (28) stanowiaca zdemetylowang pochodng Fosmidozyny
zostala zsyntezowana w reakcji N-acetylo-8-oksoadenozyno-5’-O-amidofosforyno-
wej pochodnej 23 z N-blokowanym prolinamidem (24) w obecnosci 5-(3,5-dinitro-
fenylo)-1H-tetrazolu pelnigcego funkcje kwasowego katalizatora (Schemat 6) [14].
Jako funkcje ochronng ugrupowania fosforanowego wykorzystano grupe 2-(trime-
tylosililo)etylowa (TSE), ktéra mogta by¢ selektywnie usuwana za pomoca fluorku
tetra-n-butyloamoniowego.

,Ac JAc
HN HN
H
TBTr TBTr N A N
TSEO. =< )
,P—0 Qv —NH, S Qv i
(i-Pr),N k
BzO OBz J— 2s:R=TsE  BzO
23 26:R=H
,Ac
HN NH,
H H
H |-{ 0 N SN H '_{ 0 N SN
~ N
N T Q o:< | /) Iy N_ 9 O=< | )
C—NH-P-0 NN — C—NH-P-0 NN
H | _ O\I H | _ (0]
(0] O
HO OH Fosmidozyna B HO OH

28

i) 5-(3,5-dinitrofenylo)-1H-tetrazol/CH;CN
ii) ‘BuOOH

iii) TBAF*H,O, AcOH, THF

iv) stez. NHj/dioksan (1:1, v/v)

iv) 1M NaOH

Schemat 6. Synteza Fosmidozyny B
Scheme 6. Synthesis of Phosmidosine B

Synteza Fosmidozyny droga selektywnego metylowania grupy N-acyloamido-
fosforanowej Fosmidozyny B (28) za pomocg diazometanu nie powiodla si¢
z powodu niskiej rozpuszczalnosci tego zwigzku w rozpuszczalnikach organicz-
nych oraz wystepowania w formie zwitterjonu [15]. Inne podejécie polegalo na
wprowadzeniu grupy metylowej na etapie fosfitylacji pochodnej 8-oksoadenozyny
za pomocg bis-(N,N-diizopropyloamido)fosforynu metylowego. Mimo, iz obser-
wowano tworzenie si¢ pozadanego produktu kondensacji 5’-O-amidofosforynowej
pochodnej nukleozydu z N-blokowanym aminokwasem to warunki prowadzenia
nastepczej reakcji usuniecia grupy acetylowej z 6-aminowej funkcji pochodnej
adenozyny prowadzily do rozkladu tego zwigzku. O ile Fosmidozyna B byla trwata
zaréwno w warunkach kwasowych jak i zasadowych to jej metylowana pochodna
okazala sie by¢ wyjatkowo niestabilna w §rodowisku zasadowym.
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Schemat 7.  Synteza Fosmidozyny
Scheme 7.  Synthesis of Phosmidosine

Ostatecznie wykorzystanie kwasolabilnej grupy tert-butoksykarbonylowej
(Boc), pozwolito autorom oming¢ problemy zwigzane z niestabilno$cig Fosmido-
zyny. Pochodna 8-oksoadenozyny zablokowang w pozycjach 2’- i 3°- grupg izopro-
pylidenowa oraz grupa tert-butoksykarbonylowa w pozycji N-7 (29) poddano reak-
cji z bis-(N,N-diizopropyloamido)fosforynem metylowym w obecnosci tetrazolidku
diizopropyloamoniowego (Schemat 7). Oddzialywania steryczne i elektrostatyczne
wynikajace z obecnosci grupy Boc zablokowaly fosfitylacje funkcji egzoaminowej
nukleozasady. Finalna kondensacja otrzymanej 5’-O-amidofosforynowej pochod-
nej adenozyny (30) z N-Tr-prolinamidem, nastepcza reakcja utlenienia i deprotek-
cja grup ochronnych w srodowisku kwasowym prowadzity do otrzymania Fosmido-
zyny (4) w formie mieszaniny dwdch diastereoizomerdw, ktore zostaly rozdzielone
technikg HPLC.

Badania aktywno$ci inhibitorowej otrzymanych zwiazkéw wobec linii komor-
kowych raka zotadka, ptuc, krtani oraz odbytu wykazaly wysoka aktywno$¢ prze-
ciwnowotworowg Fosmidozyny B [14]. W przypadku Fosmidozyny wtasciwosci
inhibitorowe obu wyizolowanych diastereoizomeréw byly zblizone i okoto 10-krot-
nie wyzsze niz w przypadku Fosmidozyny B.
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3.2. TRWALOSC FOSMIDOZYNY

Sekine i wsp. przeprowadzili réwniez eksperymenty majace na celu poznanie
przyczyn niestabilnosci Fosmidozyny podczas jej izolowania [16]. Wiadomo byto,
iz w pH 7 Fosmidozyna wystepuje w formie zwitterjonu (Schemat 8, forma II),
za§ w warunkach zasadowych ulega szybkiej wewnatrzczasteczkowej demetylacji
(forma IIT) natomiast w srodowisku kwasowym reszta prolinowa ulega protonowa-
niu (forma I). Sekine i wsp. wykazali, ze trwato§¢ Fosmidozyny nie zalezy wylacz-
nie od pH roztworu, lecz na jej stabilnos¢ ma rowniez wplyw stezenie roztworu,
w jakim jest ona rozpuszczona.

H, o 0 H, o o
o 0 @ON° T N9 9
QVC—NH—F;—OR QVC—N—IT—OR QvC—N—P—OR
H OMe H OMe H @ -
formal formall formal lll
$rodowisko kwasne $rodowisko obojetne $rodowisko zasadowe

NH,

H

N Sy
o<
ol N/)

HO OH

Schemat 8. Prawdopodobne struktury Fosmidozyny w $rodowisku kwasnym, obojetnym i zasadowym
Scheme 8.  Possible structures of Phosmidosine under acidic, neutral, and basic conditions

W stezonych roztworach obserwowano miedzyczasteczkowe przeniesienie
grupy metylowej prowadzace do mieszaniny metylowanych i zdemetylowanych
pochodnych (Schemat 9, droga a). Niestabilnos¢ Fosmidozyny spowodowana byta
réwniez przez atak drugorzedowej grupy aminowej reszty prolinamidu na atom
fosforu (droga b) oraz wewnatrzczasteczkowego przeniesienia grupy metylowej

(droga c).
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Schemat 9.  Mechanizm rozkladu Fosmidozyny w steZonym roztworze
Scheme 9.  Mechanism of the decomposition of Phosmidosine in concentrated solution

3.3. ANALOGI FOSMIDOZYNY

Autorzy poszukujac stabilniejszych pochodnych Fosmidozyny zsyntezowali
seri¢ analogow, w ktorych grupe metylowa w ugrupowaniu amidofosforanowym
zastgpiono dluzszymi podstawnikami alkilowymi.Zwigzki te otrzymano kondensu-
jac N-(N-trytyloprolilo)amidofosforanowa pochodng 32 z blokowang kwasolabil-
nymi grupami ochronnymi pochodng 8-oksoadenozyny (29) wobec 5-merkapto-
-1-metylo-1H-tetrazolu (MMT) (Schemat 10). Spoérdd otrzymanych pochodnych
O-etylowa pochodna 35a byla wystarczajaco stabilna w roztworze wodnym, nato-
miast w warunkach zasadowych (0,1 M NaOH) okazala si¢ by¢ 1,5-krotnie stabil-
niejsza niz Fosmidozyna. W analogiczny sposéb przeprowadzono synteze analogu
Fosmidozyny zawierajacego ugrupowanie N-proliloamidotiofosforanowe (34a).
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Schemat 10. Synteza analogéw Fosmidozyny
Scheme 10.  Synthesis of Phosmidosine analogues

Zespol Sekine otrzymal takze seri¢ pochodnych, w ktérych grupe prolinowa
zastgpiono aminoacylowymi fragmentami aminokwaséw jak L- i D- izoleucyna,
L-alanina oraz L-metionina.

Badania aktywno$ci przeciwnowotworowej zsyntezowanych analogéw Fosmi-
dozyny wykazaly, iz zastgpienie fragmentu L-proliny innym L-aminokwasem badz
D-proling wyraznie obniza aktywno$¢ biologiczng tych zwigzkéw [16]. W przy-
padku N-proliloamidotiofosforanowej pochodnej nie obserwowano istotnej zmiany
aktywnos$ci w stosunku do niemodyfikowanej Fosmidozyny, natomiast w serii
pochodnych O-alkilowych oba diastereoizomery kazdego z analogéw Fosmidozyny
posiadaly podobne wlasciwosci biologiczne.

4. SYNTEZA -ASPARAGINYLOADENYLANU
- POTENCJALNEGO INHIBITORA SYNTETAZY ASPARAGINOWE]

W 2002 roku Richards przedstawil synteze [-asparaginyloadenylanu jako
potencjalnego inhibitora syntetazy asparaginowej [17]. Enzym ten nalezacy do
amidotransferaz, pelni funkcje katalizatora syntezy asparaginy z kwasu asparagino-
wego, glutaminy i ATP [18]. Przypuszczano, iz otrzymany f3-asparaginyloadenylan
(38, Rys. 5) bedac bliskim analogiem p-aspartylo-AMP (3-AspAMP, 37), natural-
nego produktu reakcji katlizowanej przez syntetaze asparaginowa, moze wykazywac
aktywno$¢ przeciwnowotworowa wobec komorek biataczki.
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Rysunek 5. Struktura -aspartylo-AMP oraz jego amidofosforanowego analogu
Figure 5. Structure of -aspartyl-AMP and its phosphoramidate analogue

Pierwszy etap syntezy obejmowal reakcje blokowanej L-asparaginy (39)
z dichlorofosforynem O-benzylowym prowadzong w obecnosci diizopropyloetylo-
aminy (Schemat 11). Otrzymany monochlorofosfinowy zwigzek posredni 40 kon-
densowano z N°,0°,0’-tribenzoiloadenozyna (16). Kolejny etap syntezy, jakim byto
utlenianie otrzymanej pochodnej 41 za pomoca ‘BuOOH, nie wymagal oczyszczenia
substratu i byl przeprowadzony bezposrednio w tym samym naczyniu w obnizonej
temperaturze. W koncowym etapie reakcji usunigto grupy ochronne przylaczone
do grupy fosforanowej i aminowej otrzymujac pozadany N-acyloamidofosforan 38
z calkowitg wydajanoscig 18%.
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i) BnOPCI,, (iPr),NEt, CH,Cl,
ii) (iPr),NEt, CH,CI,
jii) tBUOOH, CH,Cl,
iv) 10% Pd/C, 1,4-cykloheksadien, MeOH/EtOH
v) stez. NH,OH

Schemat 11.  Synteza f3-asparaginyloadenylanu
Scheme 11.  Synthesis of -asparaginyladenylate
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5. N-ACYLOAMIDOFOSFORANOWE POCHODNE NUKLEOZYDOW

W Zakladzie Chemii Bioorganicznej CBMM PAN w Lodzi zaprojektowano serie¢
5’-0-(N-acylo)amidofosforanowych pochodnych nukleozydéw o wiasciwosciach
przeciwwirusowych. Przestankg do otrzymania tego typu potencjalnych pronukle-
otydéw byta stosunkowo niska stabilno$¢ wigzania P-N w medium komérkowym
mogaca prowadzi¢ do uwolnienia wewngtrz komdrki aktywnego monofosforanu
nukleozydu. Kluczowymi zwigzkami w tej syntezie byly N-2-tiono-(1,3,2-oksatia-
fosfolanowe) pochodne karboksyamidéw aminokwaséw (45). W tym celu prolina-
mid, alanyloamid oraz fenyloalanyloamid, ktérych grupy aminowe zablokowane
byty grupg acetylowa badz grupa trytylowa poddawano reakcji z 2-chloro-1,3,2-
-oksatiafosfolanem (44) w obecnosci siarki elementarnej w pirydynie tworzgc odpo-
wiednie produkty 45. Zwigzki 45 reagowaly z 5’-hydroksylowa grupa wybranych
pochodnych nukleozydéw tj. AZT oraz d4T wobec silnej zasady DBU, co w rezul-
tacie prowadzito do powstania N-acylo-O-nukleozydoamidotiofosforanéw (46).
W koncowym etapie syntezy zwiazki 46 utleniano za pomoca jodoksybenzenu do
analogéw N-acylo-O-nukleozydoamidofosforanowych (47).

I O~ (|)| IO i
R—C—NH, + CI—P_ | == R—C—NH-P. j + NUcOH —=
s s
43 44 45

Il | I |
R—C—NH—P—ONuc L R—C—NH—P—ONuc
s © ar ©

NucOH = AZT, d4T
R = —CH-NH-Ac —CH-NH-Ac
/Q /Q CH, éHzPh
Ac T

i) Sg, Py
i) DBU, CH,CN
jii) PhlO,, H,0

Schemat 12.  Synteza 5’-O-(N-acylo)amidofosforanowych pochodnych nukleozydéw
Scheme 12.  Synthesis of nucleoside 5’-O-(N-acyl) phosphoramidates

Zsyntezowane 5-O-(N-acylo)amidofosforany wykazaly aktywno$¢ inhibito-
rowa wobec wirusa HIV-1 oraz HIV-2 poréwnywalng z niemodyfikowanymi nukle-
ozydami [19].
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PODSUMOWANIE

Otrzymanie zwigzkow zawierajacych ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe
stanowi nadal duze wyzwanie dla syntetykow. Liczne grupy badawcze koncentrujg
sie na poszukiwaniu wydajniejszych i efektywniejszych metod pozyskiwania tego
typu pochodnych. Stosunkowo niska stabilno$¢ N-acyloamidofosforanéw wymu-
sza takie dobranie warunkéw reakeji, aby zapobiega¢ ich rozktadowi. Jednoczesnie
majac na uwadze stabilizowanie czasteczki oraz poprawe wilasciwosci aktywnych
biologicznie N-acyloamidofosforanéw wprowadza si¢ réznego rodzaju modyfikacje
w obrebie ich struktury.

Ugrupowanie N-acyloamidofosforanowe poza obecnoécia w naturalnych anty-
biotykach, stanowi wazny element strukturalny analogéw aminoacyloadenylanéw.
Dzigki zachowaniu struktury zwitterjonu oraz niemal identycznej odlegtosci mie-
dzy atomem fosforu a grupami aminowymi aminoacyloamidoadenylany naleza do
potencjalnych inhibitoréw enzymoéw bioracych udzial w biosyntezie biatek.

Wyjatkowa wlasciwos¢ Fosmidozyny wynikajaca ze zdolnosci do hamowa-
nia wejscia w faze S cyklu komoérkowego i zatrzymywania jej progresji w fazie G,
potwierdza, iz N-acyloamidofosforanowe analogi Fosmidozyny nalezg do obiecu-
jacych zwigzkow o szerokim spektrum aktywnosci inhibitorowej wobec komérek
nowotworowych.
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ABSTRACT

Liquid chromatography and electrophoresis techniques are very often applied
in contemporary laboratory practice. These techniques usually show different sepa-
ration selectivity. It is due to various separation mechanisms involved in these two
modes. In the former, partition of solutes between stationary and mobile phases
influences on separation selectivity and retention contrary to the latter in which
electrophoretic effect is involved in separation mechanism. The features mentio-
ned are very useful for combination of these two techniques into two-dimensional
separation of complicated samples of biomedical and environmental origin. Deve-
lopment of such approach is a very promising for contemporary separation sciences.

The paper presents an overview of two-dimensional separation techniques, in
which both liquid chromatography and electrophoresis have been involved espe-
cially in continuous mode.

Keywords: two dimensional separation, electrophoresis, electrochromatography,
liquid chromatography, continuous two-dimensional separation

Stowa kluczowe: separacja dwuwymiarowa, elektroforeza, elektrochromatografia,
chromatografia cieczowa, rozdzielanie dwuwymiarowe ciggte
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WPROWADZENIE

Metody chromatograficzne i elektroforetyczne sg bardzo szeroko wlaczone
w proces analizy farmaceutycznej i biomedycznej oraz do mikropreparatywnego
i preparatywnego izolowania oraz oczyszczania skladnikéw mieszanin substancji
chemicznych. Pierwszy zakres zadan jest realizowany za pomocg takich technik jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid Chroma-
tography, HPLC), chromatografia gazowa (ang. Gas Chromatography, GC), chro-
matografia cienkowarstwowa/planarna (ang. Thin Layer Chromatography/Planar
Chromatography, TLC), elektroforeza kapilarna (ang. Capillary Electrophoresis, CE),
elektrochromatografia kapilarna (ang. Capillary Electrochromatography, CEC) oraz
klasyczna elektroforeza zelowa plytkowa. Drugi obejmuje chromatografie cieczowa
preparatywna i mikropreparatywng, wykonywane technikami: chromatografii gazo-
wej, chromatografii cieczowej kolumnowej elucyjnej (np. HPLC), chromatografii
kolumnowej elucyjnej z faza ruchoma w stanie nadkrytycznym (ang. Supercritical
Fluid Chromatography, SFC), chromatografii cienkowarstwowej, elektroforezy zelo-
wej, chromatografii planarnej ci$énieniowej (ang. Overpressured Layer Chromatogra-
phy, OPLC).

W poszukiwaniu coraz lepszych efektywnosci i selektywnos$ci rozdzielenia
techniki chromatograficzne sa laczone ze soba, dajac procesy dwuwymiarowe, ktdre
moga by¢ prowadzone jednoczes$nie lub kolejno jeden po drugim przy wykorzysta-
niu takich metod jak chromatografia planarna, gazowa oraz cieczowa, elektroforeza
zelowa, elektrochromatografia planarna cisnieniowa itp.

Oproécz faczenia klasycznych metod chromatograficznych bardzo cennymi sa
techniki oparte na polgczeniu chromatografii z innymi technikami instrumental-
nymi analizy chemicznej, a szczegélnie ze spektrometrig mas. W literaturze facho-
wej mozna juz fatwo znalez¢ doniesienia o polaczeniu wszystkich technik chroma-
tograficznych z spektrometria mas.

1. TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE WYKORZYSTYWANE
DO CELOW PREPARATYWNYCH

W badaniach naukowych oraz przemysle chromatografia zajmuje bardzo wyso-
kie miejsce jako technika stosowana do rozdzielania, oczyszczania i zatezania sub-
stancji, wchodzacych w sktad mieszanin prostych i/lub skomplikowanych. Czesto
spotykanymi zastosowaniami chromatografii preparatywnej sg izolacja i rozdziela-
nie mieszanin: bialek i enzyméw, produktéw naturalnych pochodzenia roélinnego
oraz zwierzecego, izomerdw optycznych, produktéw syntezy lekow, oraz lantanow-
cOw i transuranowcow.

Najczedciej stosowang technika chromatograficzna preparatywna jest wyso-
koci$nieniowa chromatografia cieczowa kolumnowa, ktora charakteryzuje sie naj-
wiekszym zakresem zastosowan. Wadg tej metody jest brak mozliwosci ciggtego
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dozowania probki. Niedogodnos¢ ta zostala wyeliminowana dzigki zastosowaniu
technik chromatografii cieczowej z faza stalg (zlozem) ruchoma (ang. True Moving
Bed, TMB) lub pseudo-ruchomym ztozem (ang. Simulated Moving Bed, SMB) [1].
Niestety, w takim przypadku nie mozna wykorzystywa¢ elucji gradientowej. SMB
nadaje si¢ do rozdzielania malej liczby skladnikow, najlepiej dwdch. Technika ta
polega na réownoleglej pracy od kilku (minimum 8) do kilkunastu kolumn. Kazda
z nich, w procesie rozdzielania, znajduje si¢ w innej fazie elucji, a poszczegdlne frak-
cje eluentu, zawierajace rozdzielone substancje, sa zbierane w sposdb ciagly.

Do rozdzielania preparatywnego wykorzystywana jest rowniez chromatogra-
tia gazowa. Jej uklady charakteryzuja si¢ wysoka sprawnoscia. Niestety, powazna
niedogodnoscig tej metody jest utrudnione odzyskiwanie substancji ze strumienia
gazu nos$nego oraz ograniczona ilos¢ dozowanej probki. Przy jej zwiekszaniu spada
znaczgco sprawnos$¢ kolumny chromatograficznej. Ten rodzaj chromatografii pre-
paratywnej stosuje si¢ najczesciej do izolacji skltadnikéw olejkow eterycznych oraz
izolacji substancji zapachowych.

Jedna z nowocze$niejszych metod jest chromatografia z faza ruchoma w sta-
nie nadkrytycznym. W tej technice substancje chromatografowane daja si¢ dos¢
tatwo oddzieli¢ od fazy ruchomej w niskich temperaturach. Zmieniajac tempera-
ture i gesto$¢ fazy ruchomej mozna kontrolowac retencje. Rozdzielane substancje
sg zbierane do naczyn ci$nieniowych, wypelnionych gazem obojetnym lub powie-
trzem. Za pomocy tej techniki rozdzielane sa zwigzki chemiczne o malej trwatosci
termicznej, matej lotnosci i stosunkowo duzych masach czgsteczkowych. Wadg tej
metody jest dos¢ skomplikowana aparatura oraz konieczno$¢ uwzgledniania duzej
liczby parametréw podczas realizowania procesu rozdzielania.

Najszybsza metoda do otrzymywania niewielkich ilosci substancji jest chroma-
tografia cienkowarstwowa/planarna. Metoda tg mozna rozdziela¢ mniej skompliko-
wane mieszaniny, od kilku do kilkunastu sktadnikéw, w zaleznosci od rozmiaru
plytki chromatograficznej. Po rozwinieciu chromatogramu przeprowadzana jest
detekcja, najczesciej promieniowaniem ultrafioletowym, rozdzielonych stref sub-
stancji, pozostajacych w/na warstwie adsorbentu. Nastgpnie strefy adsorbentu,
zawierajace substancje rozdzielone, s3 zdrapywane z plytki i w kolejnym etapie,
eluowane odpowiednio dobranym rozpuszczalnikiem. Technika ta jest najczesciej
wykorzystywana do pozyskiwania skladnikéw ekstraktéw roslinnych. Zaleta TLC
jest mozliwo$¢ rozdzielania jednocze$nie wielu réznych probek. Poza tym technika
ta umozliwia $ledzenie stopnia rozdzielenia skltadnikéw na kazdym etapie procesu
separacji, a takze pozwala na zatrzymania procesu separacji w dowolnej i dogodnej
dla operatora chwili. Czgsto probki z rozdzielanymi skladnikami nie musza by¢ pod-
dawane wstepnemu oczyszczaniu. Ponadto istotng zaletg tej techniki jest mozliwos¢
prowadzenia procesu rozdzielania zaréwno w laboratoriach wysokobudzetowych,
zaopatrzonych w specjalistyczng aparature, jak i o niskim finansowaniu.
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2. CHROMATOGRAFICZNE TECHNIKI DWUWYMIAROWE

Dwuwymiarowe techniki chromatograficzne polegaja na jednoczesnym lub
kolejnym zastosowaniu, co najmniej, dwdch réznych mechanizméw i/lub metod
rozdzielania skladnikéw mieszaniny. Jednakze o dwuwymiarowej separacji przy
jednoczesnym zastosowaniu dwoch mechanizméw, i/lub metod, mozna moéwi¢
tylko wtedy, gdy te mechanizmy/metody s skierowane w réznigce sie kierunki, np.
ortogonalnie.

2.1. CHROMATOGRAFIA PLANARNA DWUWYMIAROWA

Technika TLC dwuwymiarowa jest wykorzystywana do rozdzielania substancji
o podobnych wiasciwo$ciach chemicznych. Probke mieszaniny substancji nanosi
sie na warstwe adsorbentu w jednym jej rogu i nastepnie rozwija chromatogram
w pierwszym kierunku (Rys. 1). Po rozwinieciu chromatogramu, osusza si¢ warstwe
adsorbentu, obraca plytke chromatograficzng o 90° i ponownie rozwija chromato-
gram, tym razem w drugim kierunku, przy uzyciu roztworu fazy ruchomej o innym
skladzie jakosciowym i/lub ilosciowym. Po odparowaniu rozpuszczalnika uzyskuje
sie tzw. chromatogram dwuwymiarowy [2]. W niektérych wariantach, ptytke chro-
matograficzng mozna ponownie obroci¢ i rozwingé kolejny chromatogram fazg
ruchomg o zmienionym skladzie. W ten sposéb otrzymuje sie tréjwymiarowsa lub
czterowymiarowq [3, 4] mape skladnikéw (Rys. 2). Gléwnymi zaletami TLC sa:
wszechstronno$¢, szybkos$¢ oraz niskie koszty. Wadg natomiast mozliwo$¢ zmiany
sktadu fazy ruchomej w czasie rozwijania chromatogramu oraz wzrastajace rozmy-
cie stref substancji, powodowane zmniejszeniem szybkosci przeptywu fazy rucho-
mej w trakcie procesu chromatografowania.

1 2 3
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Rysunek 1. Schemat dwuwymiarowego rozdzielania technikg chromatografii cienkowarstwowej; 1 — plytka
chromatograficzna z naniesiong strefg startowg prébki, 2 — chromatogram po rozwijaniu w pierw-
szym wymiarze, 3 - chromatogram po rozwijaniu w drugim wymiarze

Figure 1. The scheme of two dimensional separation with planar chromatography: 1 — chromatographic
plate with start solute zone, 2 — chromatogram after the development in the first dimension,
3 - chromatogram after the development in the second dimension
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Rysunek 2.

Figure 2.

Plytka chromatograficzna (HPTLC CN, Merck) po procesie dwuwymiarowego rozwijania
chromatogramu (ang. Two Dimensional Separation, 2D) zwiazkéw fenolowych (ekstrakt z Flos
Samuci). I faza ruchoma 60% acetonu w n-heksanie, II faza ruchoma 50% metanolu w wodzie;
1 - myrycetyna, 2 — naryngenina, 3 - luteolina, 4 — apigenina, 5 — akacetyna, 6 — hiperozyd,
7 — kwercetyna, 8 — naryngina, 9 - rutyna, 10 - hesperetyna, 11 — kwercytryna, 12 - astragalina [5]
Chromatographic plate (HPTLC CN, from Merck) after two dimensional separation (2D) of pheno-
lic compounds (extract of Flos Sambuci), I dimension 60% acetone in n-hexane, and II dimension
50% methanol in water; 1 — myricetin, 2 - naringenin, 3 - luteolin, 4 - apigenin, 5 - acacetin,
6 - hyperoside, 7 — quercitrin, 8 - naringin, 9 - rutin, 10 - hesperetin, 11 - quercetin, 12 - astra-
galin [5]

2.2. CHROMATOGRAFIA CIECZOWA KOLUMNOWA DWUWYMIAROWA

W chromatografii kolumnowej dwuwymiarowo$¢ polega na tym, ze czes¢
eluatu z pierwszej kolumny jest wprowadzana do drugiej (Rys. 3) [6-9]. W taki
proces mozna wlaczy¢ wiecej niz dwie kolumny [10]. Separacja taka moze prze-
biega¢ metoda ,off-line” lub ,on-line” W metodzie ,off-line” poszczegdlne frak-
cje sg zbierane ,recznie” lub automatycznie do specjalnych pojemnikow kolektora
i nastepne wprowadzane (dozowane) do drugiej kolumny [11, 12]. Metoda ta jest,
niestety, czasochtonna oraz wystepuje duze ryzyko zanieczyszczenia badanej probki
[13]. Posiada ona jednak rowniez zalety takie jak: mozliwo$¢ przygotowania kilku
probek oraz charakteryzuje si¢ prostym wyposazeniem aparaturowym. W zestawie
aparatury metody ,on-line” wystepuje zawor przelaczajacy, ktory umozliwia bez-
posrednie przeniesienie wybranej frakcji eluatu do kolejnej kolumny [12]. Zaleta
tej techniki jest znaczaca poprawa precyzji oraz skrécenie czasu analizy [11, 12].
Niestety, specjalna aparatura wykorzystywana w tej technice jest do$¢ droga.
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Rysunek 3. Schemat zestawu do prowadzenia procesu dwuwymiarowego rozdzielania technika HPLC: 1 -
pierwsza kolumna, 2 — zawor dozujacy pierwszy, 3 — probka, 4 — pierwsza pompa, 5 — druga
pompa, 6 — Scieki, 7 - komputer, 8 - detektor UV, 9 - druga kolumna, 10 - druga petla,
11 - pierwsza petla, 12 - zawor dozujacy drugi [6]

Figure 3. The scheme of a device for two-dimensional separation with HPLC technique : 1 - 1st column,
2 - Ist injection valve, 3 — sample, 4 - 1st pump, 5 - 2nd pump, 6 - waste, 7 — PC, 8 - detector UV,
9 - 2nd column, 10 - 2nd loop , 11 - 1st loop, 12 - 2nd injection valve [6]

2.3. POLACZENIE TECHNIK CHROMATOGRAFII CIECZOWE]
WYSOKOCISNIENIOWE] I CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWE]

Rozdzielanie sktadnikéw badanej mieszaniny za pomocg polaczonych technik
chromatografii cieczowej wysokoci$nieniowej i cienkowarstwowej mozna przepro-
wadzi¢ z wykorzystaniem dwdch ukladéw chromatograficznych z réznymi fazami
stacjonarnymi. Eluat z kolumny HPLC (np. ukladu faz odwrdconych) jest bezpo-
$rednio nanoszony na plytke chromatograficzng z zelem krzemionkowym (Rys. 4).
Wzrost efektywnosci rozdzielenia uzyskuje sie dzigki polaczeniu dwdch ukladow,
faz odwroconych (ang. Reverse Phase, RP) i normalnych (ang. Normal Phase, NP),
ktore posiadajg rozne charakterystyki selektywnosci [14].

:

Rysunek 4. Schemat zestawu polaczenia technik HPLC i TLC w dwuwymiarowym procesie rozdzielania:
1 - pompa, 2 — dozownik, 3 - mikrokolumna, 4 - detektor UV, 5 - termostat, 6 — dozownik aero-
zolowy, 7 — plytka chromatograficzna [14]

Figure 4. The scheme of a device for two-dimensional separation with HPLC and TLC techniques: 1 - pump,
2 - injection valve, 3 — microcolumn, 4 - detector UV, 5 — thermostat, 6 — aerosol applicator,
7 - chromatographic plate [14]
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2.4. CHROMATOGRAFIA GAZOWA DWUWYMIAROWA

W dwuwymiarowej chromatografii gazowej (2D GC) anality opuszczajace
kolumne sg zbierane w sposdb ciggly i stopniowo dozowane do drugiej kolumny,
ktora charakteryzuje si¢ inng selektywnoscig rozdzielenia [15-20]. Kolumny sa
polaczone specjalnym facznikiem (modulatorem) (Rys. 5), ktory pobiera frakcje
z I kolumny a nastepnie okresowo wstrzykuje je do II kolumny, z odpowiednia cze-
stotliwoscia, zapobiegajaca ponownemu pofaczeniu sie stref substancji z réznych
frakcji. ,Sercem” takiej techniki jest modulator. Wyrdznia sie¢ dwa rodzaje modu-
latoréw: termiczne (z ogrzewaniem i/lub z chtodzeniem) oraz zaworowe [15]. Do
zalet dwuwymiarowej chromatografii gazowej mozna zaliczy¢ podwyzszong zdol-
no$¢ rozdzielczg oraz czulosé.

Rysunek 5. Schemat zestawu do dwuwymiarowej chromatografii gazowej (2D GC) z modulatorem zaworo-
wym, 1 - dozownik, 2 — kolumna rozdzielcza wymiaru pierwszego, 3 — zawor, 4 — kolumna roz-
dzielcza wymiaru drugiego, 5 — detektor, 6 — sterownik zaworu, 7 - termostat, 8 — dzielnik prze-
plywu, 9 - dostarczanie helu [21]

Figure 5. The schematic view of a device for two-dimensional separation with gas chromatography tech-
nique (2D GC) with valve modulator, 1 - injector, 2 — column of the first dimension, 3 - valve,
4 - column of the second dimension, 5 - detector, 6 — valve controller, 7 - GC oven, 8 - flow split,
9 —helium supply [21]

2.5. ELEKTROFOREZA ZELOWA DWUWYMIAROWA

Elektroforeza zelowa dwuwymiarowa jest jedng z podstawowych technik wyko-
rzystywanych w proteomice i genomice. Metoda ta swoja atrakcyjno$¢ zawdziecza
wysokiej rozdzielczo$ci oraz selektywnosci rozdzielenia ze wzgledu na dwie nieza-
lezne od siebie cechy bialek: punkt izoelektryczny (zaleznos$¢ tadunku makrocza-
steczek od pH $rodowiska) oraz mase czasteczkowa (Rys. 6) [22]. Przy wykorzysta-
niu jednej warstwy zelu mozna rozdziela¢ nawet do 10 000 biatek. Zel, na ktérym
nastgpita separacja, nalezy sfotografowa¢, poniewaz do$¢ szybko zmienia on swoje
wlasciwosci. Komputerowa analiza obrazu ulatwia ustalenie polozenia stref protein
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rozdzielonych. W kolejnym etapie z plytki zelowej wycinane sa strefy z rozdzielo-
nymi biatkami w celu poddania ich dalszym badaniom. Operacja ta moze by¢ wyko-
nana recznie lub przy uzyciu specjalnych robotdéw. Metoda ta wymaga jeszcze wielu
udoskonalen, dotyczacych pelnej automatyzacji, czy lepszego (dokladniejszego)
oprogramowania do analizy dwuwymiarowych elektroferograméw na zelu.
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Rysunek 6. Schemat eksperymentu dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Skiadniki probki sa rozdzie-
lane w pierwszym wymiarze za pomocg metody ogniskowania izoelektrycznego (ang. Isoelectric
Focusing, IEF), w drugim wymiarze rozdzielanie nastepuje ze wzgledu na zréznicowanie wielkosci
czgsteczek i ich tadunku elektrycznego [23]

Figure 6. The diagram of a two-dimensional gel electropherogram. In the first dimension a sample mixture
is separated by the method of isoelectric focusing (IEF). In the second dimension separation is due
to differences in particle size and electrical charge [23]

2.6. POLACZENIE TECHNIK ELEKTROCHROMATOGRAFII PLANARNE]
CISNIENIOWE] I CHROMATOGRAFII CIENKOWARSTWOWE]

Technika elektrochromatografii planarnej ci$nieniowej (ang. Pressurized Pla-
nar Electrochromatography, PPEC) charakteryzuje sie wysoka sprawnoscig, krotkim
czasem prowadzenia procesu rozdzielania oraz inng selektywnoscig w stosunku
do chromatografii cieczowej i elektroforezy [24]. Dlatego polaczenie jej z wysoko-
sprawna chromatografiag cienkowarstwowa (planarng) w dwuwymiarowy proces
separacji (2D HPTLC/PPEC) jest bardzo atrakcyjne [25, 26]. W pierwszym etapie
moze by¢ przeprowadzony proces rozwijania chromatogramu cienkowarstwowego,
a nastepnie elektrochromatogramu technikg PPEC. Rysunek 7 przedstawia plytke
chromatograficzng po procesie dwuwymiarowego rozdzielania technikami HPTLC
i PPEC. Technika PPEC jest stosunkowo nowa i innowacyjna metods, ktdra jest
réwniez przedmiotem badan naszego zespolu [27-32]. Zgodnie z wspotczesnym
stanem badan metoda ma pewne ograniczenia: brak plytek elektrochromatograficz-
nych, dedykowanych wylacznie tej technice, oraz brak aparatury komercyjnej, ktéra
obecnie istnieje tylko w postaci konstrukcji prototypéw, opracowanych w laborato-
riach badawczych, zajmujacych si¢ rozwojem PPEC.
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Rysunek 7. Plytka chromatograficzna (HPTLC RP-18W, Merck) po procesie dwuwymiarowego rozdzielania
technikami HPTLC i PPEC; 1 - rodamina 6G, 2 - PAR, 3 - blekit patentowy, 4 — zielen S, 5 — azo-
rubina, 6 - blekit brylantowy, 7 — czerwien Allura, 8 — czern brylantowa [25]

Figure 7. The picture of the chromatographic plate (HPTLC RP-18W, Merck) after two-dimensional separa-
tion with HPTLC and PPEC techniques; 1 - rhodamine 6G, 2 - PAR, 3 - patent blue, 4 — green S,
5 — azorubine, 6 - brilliant blue, 7 - allura red, 8 - brilliant black [25]

3. ELEKTROFOREZA I CHROMATOGRAFIA CIECZOWA POLACZONE
ORTOGONALNIE W JEDNOETAPOWY PROCES SEPARAC]I

Zasada prowadzenia jednocze$nie dwdch proceséw separacji z wykorzystaniem
przeptywu roztworu fazy ruchomej wzgledem fazy stacjonarnej i pola elektrycznego
prostopadlego do tego przeplywu w procesie rozdzielania mieszaniny substancji
zostala po raz pierwszy zaproponowana przez Svennsona i Brattstena [33]. Zasade
procesu przedstawia Rysunek 8. Pole elektryczne byto przykltadane w kierunku
prostopadlym do przeptywu fazy ruchomej. Strefy substancji migrowaly, w zalez-
nosci od znaku tadunku elektrycznego ich jonéw, w kierunku anody lub katody.
Sktadniki mieszaniny substancji byly rozdzielane na frakcje, tworzace pasma, ktore
byly odchylane od kierunku przeplywu fazy ruchomej pod réznymi katami. Jezeli
w ukladzie byl utrzymywany staty przepltyw przy stalej wartosci natezenia pradu,
wtedy katy poszczegdlnych frakeji nie zmienialy sie w czasie procesu rozdzielania.
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Rysunek 8.  Zasada dzialania dwuwymiarowego rozdzielania z wykorzystaniem ciaglego i jednoczesnego
biegu dwoch proceséw ortogonalnych: chromatografii cieczowej i elektroforezy; A - kierunek
pola elektrycznego, B - kierunek przeptywu buforu (fazy ruchomej), C - wprowadzanie probki
(33]

Figure 8. Principle of an action of continuous two-dimensional separation with orthogonally combined and
simultaneously performedliquid chromatographyand electrophoresis; A - direction of electric field,
B - direction of buffer (mobile phase) flow, C - sample introduction [33]
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3.1. TECHNIKA Z PRZEPLYWEM FAZY RUCHOME] WYWOLANYM DZIALANIEM
SIE KAPILARNYCH W WARSTWIE FAZY STACJONARNE]

W poczatkowym etapie rozwoju tej techniki rozdzielanie substancji przepro-
wadzano w uktadach, w ktorych faze stacjonarnag stanowita warstwa papieru lub
bibuty. Zatem w tej technice chromatografia podzialowa i elektroforeza byty dwoma
ortogonalnie i jednoczesnie biegnagcymi procesami.

W latach 50. XX w. badania nad takg technikg rozdzielania prowadzili Hau-
gaard i Kroner [34]. Separacje przeprowadzali z zastosowaniem bibuly, do kto-
rej podiaczali z obu stron elektrody aluminiowe, niklowe lub platynowe (Rys. 9).
W takim ukladzie proces przebiegal, niestety, bardzo dlugo, trwal okoto 16-18 godz.
przy roznicy potencjaléw 100 V. Rozdzielana probka zawierata mieszanine amino-
kwasow.

Rysunek 9. Dwuwymiarowy elektrochromatogram otrzymany przez Haugaarda i Kronera; 1 - lizyna,
2 — kwas asparginowy, 3 - seryna, 4 — glicyna, 5 — kwas glutaminowy, 6 — arginina, 7 — alanina [34]

Figure 9. Two-dimensional electrochromatogram obtained by Haugaarda and Kroner; 1 - lysine, 2 - aspar-
tic acid, 3 - serine, 4 - glycine, 5 - glutamic acid, 6 - arginine, 7 - alanine [34]

Do budowy pierwszego urzadzenia do rozdzielania preparatywnego z cig-
glym dozowaniem probki i odbieraniem frakcji, opartego na powyzszej zasadzie
dziafania, Svensson i Brattsten uzyli ztoza z rozdrobnionego szkfa, umieszczonego
w ramie z plexiglasu (Rys. 10) [33]. Elektrolit oraz prébke dostarczali za pomoca
kolb Marriote’a. Elektrody przemywali kwasami i zasadami, aby unikng¢ zmian
pH, spowodowanych elektroliza. Pierwsze proby rozdzielania barwnikéw ukazaty
potrzebe dopracowania urzadzenia pod wzgledem stabilno$ci warunkéw prowa-
dzenia procesu (nat¢zenia pradu oraz temperatury). Mould i Synge rozdzielili kilka
kompleksow jodkéw skrobi, przy wykorzystaniu urzadzeniu tego typu [35]. Gras-
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smann i Hanning skonstruowali urzadzenie (Rys. 11) bardzo podobne do urzadze-
nia Svenssona i Brattstena. Jedyng roznice stanowilo zastosowanie bibuly zamiast
rozdrobnionego szkta [36]. Elektrody byly zaci$niete na bokach bibuly, ktérej konce
miaty ksztalt wypustek (jezyczkow). Kazdy ,jezyczek” odbieral inng frakcje z uktadu.
Probke mozna bylo dostarcza¢ do uktadu rozdzielczego w trzech réznych miejscach:
na $rodku oraz po bokach, w poblizu elektrod. Autorzy rozdzielali bialka surowicy
ludzkiej, aminokwasy oraz barwniki [37]. Firma Bender and Hobein sprzedawata
powyzsze urzadzenie pod nazwg Elphor V.

Kolejnym etapem rozwoju badan nad konstrukcja tego typu urzadzen byta apa-
ratura Straina i Sullivana (Rys. 12) [38, 39]. Autorzy zastosowali w niej bibule okoto
3 mm grubo$ci, umieszczong wraz z elektrodami pomiedzy dwiema szklanymi ply-
tami. Boki bibuly pokryli parafing. Miejsce dozowania probki umiescili centralnie
w gornej czesci urzadzenia. Zamontowane w dolnej cze¢séci aparatury paski bibuly
stuzyly do odprowadzania poszczegolnych frakcji skltadnikéw rozdzielanej miesza-
niny. Zaletg tej aparatury byto znaczace ograniczenie odparowania rozpuszczalnika
oraz ulepszony system chlodzenia, co umozliwilo stosowanie wiekszego natezenia
pradu. Badania dowiodty, Ze optymalng faza ruchomg w eksperymentach byt roz-
twor octanu amonu. Za pomoca tej aparatury autorzy rozdzielali mieszaniny katio-
néw metali [39].

Dotychczasowe urzadzenia do jednoczesnego i ortogonalnego prowadzenia
procesu elektroforezy i chromatografii posiadaly elektrody umieszczone wzdluz
przeciwleglych brzegéw fazy stacjonarnej. Durrum umiescil elektrody w dwoéch
dolnych rogach warstwy bibuly, stanowigcej faze stacjonarng (Rys. 13) [40]. W tym
przypadku linie sit pola elektrycznego mialy ksztalt tukow. Takie rozmieszczenie
elektrod mialo wyeliminowa¢ lub znacznie ogranicza¢ zanieczyszczenie otrzymy-
wanych frakeji sktadnikéw rozdzielanej mieszaniny przez substancje wydzielajace
sie na elektrodach. Urzadzenie Durruma wykorzystal Grasmman do rozdzielania
aminokwaséw (Rys. 14) [41].

Rysunek 10. Aparatura Svenssona i Brattstena [33]
Figure 10.  Apparatus after Svensson and Brattsten [33]
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Rysunek 11.

Figure 11.

Rysunek 12.

Figure 12.

Aparatura (Elphor Va) Grassmanna i Hanniga oferowana przez Bender and Hobein (Monachium)
- zaprojektowana do zbierania 48 frakcji [37]

The Elphor Va apparatus of Grassmann and Hanning commercialized by Benderand Hobein
(Munich) - apparatus designed to give 48 fractions [37]
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Schemat urzadzenia Straina i Sullivana; 1- bibuta, 2 - obszar bibuly zaimpregnowany parafing,
3 - kontur plytki szklanej, 4 - zbiornik na bufor (roztwor fazy ruchomej), 5 - zbiornik roztworu
probki, 6 — knot z bibuty, 7 - platynowe elektrody, 8 — wypustki bibutowe do zbierania frakeji [38]
Conceptual view of a device by Strain and Sullivan; 1 - filter paper, 2 - regions of paper impreg-
nated with paraffin, 3 - outline off glass plate, 4 - reservoir of buffer solution (mobile phase),
5 — solute mixture reservoir, 6 — paper wick, 7 — platinum electrodes, 8 — paper strips for fraction
collection [38]
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Rysunek 13.  Schemat urzadzen z dwoma sposobami usytuowania elektrod; a) zakrzywione pole — metoda
Durruma, b) pole jednorodne - metoda Svensonna i in. [40]

Figure 13.  Diagram showing two modes of electrode arrangement; a) curved field - method of Durrum,
b) linear field - method of Grassmann et al. [40]

Rysunek 14. Aparatura zaprojektowana przez Durruma i oferowana przez Shandon Scientific (Londyn) [41]
Figure 14.  The apparatus designed by Durrum and commercialized by Shandon Scientific (London) [41]

3.2. TECHNIKA Z PRZEPEYWEM FAZY RUCHOME] WYMUSZONYM CISNIENIEM
ZEWNETRZNYM

Duzym postepem w rozwoju dwuwymiarowych technik separacyjnych, wyko-
rzystujacych prostopadte pole elektryczne do kierunku przeptywu fazy ruchomej
w warstwie adsorbentu, bylo skonstruowanie urzadzenia, w ktérym faza ruchoma
przemieszczala si¢ pod cisnieniem wzgledem fazy stacjonarnej. Aparatura tego typu
zostala skonstruowana i opatentowana przez E.L. Karlsona (Rys. 15) [42]. W urza-
dzeniu tym faze stacjonarng stanowila bibula filtracyjna lub ziarno adsorbentu
umieszczone pomiedzy dwoma szklanymi plytami. Faza ruchoma byta dostar-
czana do zbiornika umieszczonego tuz nad gérnym brzegiem fazy stacjonarnej.
Gorna czes¢ komory ci$nieniowej stanowila specjalna poduszka powietrzna, stu-
zaca do tloczenia fazy ruchomej przez zloze. Szklane plyty z poduszky powietrza
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byly umieszczone w specjalnej ramie, wyposazonej w elektrody. W gornej czesci
urzadzenia umieszczona zostata rurka, przez ktdrg za pomocg specjalnej pompy, w
sposdb ciagly, dostarczano roztwdr probki skladnikéw rozdzielanych. Rozdzielone
skladniki mieszaniny zbierano do pojemnikéw, umieszczonych w dolnej czesci apa-
ratu (Rys. 15).
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Rysunek 15. Urzadzenie do ciaglej dwuwymiarowej elektrochromatografii wg Karlsona; 1, 2 — szklane plyty,
3 - zloze (faza stacjonarna), 4, 5 — metalowe kanaly, 6, 7 - tkanina zabezpieczajaca, 8, 9 - kol-
nierze, 10 — zbiornik gorny, 11 - rurka doprowadzajaca probke, 12 - filtr, 13 — pompa eluentu,
14 - zaw6r kontrolny, 15-18 — pasma rozdzielanych sktadnikéw probki, 19, 20 - paski przepusz-
czalne dla roztworu fazy ruchomej, 21 - gniazda, 22 -lejki do zbierania frakeji [42]

Figure 15.  Apparatus for continuous two-dimensional electrochromatography by Karlson; 1, 2 - glass
sheet, 3 - bed (stationary phase), 4, 5 — metal channels, 6, 7 - webs, 8, 9 - flanges, 10 - header
box, 11 - sample tubing, 12 - filter, 13 - eluent pump, 14 - control valve, 15-18 - separated
solute zones, 19, 20 - fluid transfusable strips, 21- slots, 22 - funnels for collecting the separated
components [42]

3.3. ELEKTROCHROMATOGRAFIA PIERSCIENIOWA CIAGEA

Przyklad urzadzenia, do dwuwymiarowej ciaglej separacji z wymuszonym
przeptywem fazy ruchomej i polem elektrycznym prostopadlym do tego prze-
plywu, w ktéorym faza stacjonarna tworzy forme cylindryczng, jest przedsta-
wiony na Rysunku 16. [43] Metoda ta zostala nazwana elektrochromatografia
pierscieniowa ciagly (ang. Continuous Annular Electrochromatography, CAEC).
Urzadzenie sklada si¢ z dwodch elektrod w ksztalcie cylindréw oraz dwoch cylin-
drycznych $cianek, migdzy ktorymi byla umieszczona faza stacjonarna. Przestrzen
pomiedzy $ciankami i elektrodami sluzyla, jako miejsce, do ktérego wprowa-
dzano ciecz chlodzaca. Podczas procesu elektrochromatograficznego elektrody,
zardbwno wewnetrzna, jaki i zewnetrzna, pozostawaly w miejscu, rotowalo jedy-
nie zloze adsorbentu. Eluent podawano od gory. Po przeplynieciu mieszaniny
przez uklad chromatograficzny poszczegdlne frakcje zbierano do pojemnikow
kolektora frakcji. W omawianym przykladzie istniata mozliwos¢ sterowania szyb-
ko$cia przeptywu eluentu. Do regulacji szybkosci przeptywu fazy ruchomej uzy-
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wano gazu, ktéry doprowadzano do gdérnej czesci urzadzenia (nie widocznej na
Rysunku 16). Kazdy sktadnik mieszaniny rozdzielanej posiadal okreslone miejsce
opuszczania kolumny, opisane przez kat, 6, i dystans, r, (odlegto$¢ od osi kolumny),
ktore zalezg od powinowactwa substancji rozdzielanych do faz ukladu i wlasciwosci
elektrokinetycznych. Podczas separacji mieszaniny bardziej zlozonej nalezy zwiek-
szy¢ liczbe odbieralnikéw, ktorych miejsce zamontowania bylo wyznaczane przy
wykorzystaniu odpowiednich réwnan. Opisane urzadzenie zostalo wykorzystane
do rozdzielania hemoglobiny wolowej oraz skrobi.

Rysunek 16. Schemat urzadzenia do ciaglej elektrochromatografii pierécieniowej; 1 — miejsce wprowadzenia
probki, 2 - eluent, 3 - elektroda wewnetrzna, 4 - elektroda zewnetrzna, 5 - pasma substancji roz-
dzielanych, 6 - zbiornik na ciecz chtodzaca, 7 - ztoze adsorbentu [43]

Figure 16.  Apparatus for continuous annular electrochromatography; 1 — sample feed, 2 - eluent, 3 - inner
electrode, 4 - outer electrode, 5 - solute zones, 6 — cooling liquid reservoir, 7 - adsorbent [43]

3.4. ORTOGONALNA ELEKTROCHROMATOGRAFIA PLANARNA CISN}ENIOWA
- POLACZENIE TECHNIK ELEKTROCHROMATOGRAFII PLANARNE] CISNIENIOWE]
ORAZ CHROMATOGRAFII PLANARNE]J CISNIENIOWE]

Ortogonalna elektrochromatografia planarna ci$nieniowa (ang. Orthogonal
Pressurized Planar Electrochromatography, OPPEC) jest nowa technikg elektrochro-
matograficzng, ktéra stanowi polaczenie dwodch technik rozdzielczych, elektrofo-
rezy, a wlasciwie elektrochromatografii planarnej ci$nieniowej, oraz chromatogra-
tii planarnej ci$nieniowej, przy czym procesy elektroforezy/elektrochromatografii
i chromatografii przebiegaja rOwnoczesnie i ortogonalnie wzgledem siebie. Technika
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ta zostala po raz pierwszy zaprezentowana przez nasz zespol podczas 29. Miedzy-
narodowego Sympozjum Chromatografii w 2012 r. w Toruniu. Poniewaz jest ona
polaczeniem technik PPEC i OPEC, wigc zostang one wstepnie omdwione przed
podaniem informacji o technice OPPEC.

3.4.1. ELEKTROCHROMATOGRAFIA PLANARNA CISNIENIOWA

Pierwsza praca dotyczaca techniki elektrochromatografii planarnej cisnienio-
wej (elektrochromatografii planarnej w ukladzie zamknigtym) ukazala si¢ w 2004 r.
[44]. Zatem PPEC jest wzglednie nowg techniky rozdzielcza, w ktdrej do separo-
wania substancji wykorzystywane sg procesy elektroforezy i podzialu substancji
pomiedzy dwie fazy, ruchomg i nieruchoma. Proces rozdzielenia prowadzony jest
w specjalnej komorze (Rys. 17), w ktdrej na warstwe adsorbentu plytki chroma-
tograficznej, przykrytej folig teflonowa, wywierane jest ci$nienie za pomoca spe-
cjalnej przykrywy. Przeptyw fazy ruchomej jest generowany dzialaniem pola elek-
trycznego, ktore powstaje po przylozeniu potencjalu do elektrod znajdujacych si¢
przy przeciwleglych brzegach ptytki chromatograficznej. W najnowszym prototypie
urzadzenia oba procesy, zwilzanie warstwy adsorbentu plytki chromatograficznej
i rozwijanie elektrochromatogramu, s3 realizowane w jednej komorze urzadze-
nia do PPEC [45]. Wczeéniej te procesy byly wykonywane w odrebnych urzadze-
niach [30]. Przedstawiona konstrukcja urzadzenia do PPEC pozwala na szczelne
zamkniecie warstwy adsorbentu, i dzigki temu, wyeliminowanie udziatu fazy gazo-
wej z procesu rozdzielania, w przeciwienstwie do tego, jak to ma miejsce w chro-
matografii cienkowarstwowej. Proces rozdzielenia technika PPEC jest prowadzony
w plaskiej kolumnie i jest analogiczny do procesu separacji realizowanego technika
elektrochromatografii kapilarnej. Wyniki zaprezentowane w opublikowanych pra-
cach pokazuja, ze technike PPEC charakteryzuje wyzsza powtarzalno$¢ uzyskiwa-
nych wartosci dystansu migracji rozdzielanych stref substancji w stosunku do tych,
otrzymywanych za pomoca wczesniejszej wersji tej techniki, wykonywanej w ukta-
dzie otwartym, i znanej pod nazwg elektrochromatografii planarnej (ang. Planar
Electrochromatography, PEC). Ponadto, w poréwnaniu do zwyktej chromatografii
cienkowarstwowej, PPEC charakteryzuje si¢ duzo krotszym czasem separacji oraz
wiekszg sprawnoscig [24].
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Rysunek 17.  Uproszczony schemat zestawu do elektrochromatografii planarnej ci$nieniowej; 1 - komora do
PPEC, 2 - kabina zabezpieczajaca, 3 - plytka chromatograficzna, 4 - elektroda, 5 — zbiornik fazy
ruchomej, 6 — amperomierz, 7 — zasilacz wysokonapieciowy

Figure 17.  Conceptual view of a device for pressurized planar electrochromatography: 1 - chamber for
PPEC, 2 - cabinet for PPEC chamber, 3 - chromatographic plate, 4 - electrodes, 5 - reservoir of
the mobile phase, 6 — ammeter, 7 - high voltage power supply

3.4.2. Chromatografia planarna cisnieniowa

W chromatografii planarnej ci$nieniowej faza ruchoma jest tloczona przez
zloze adsorbentu na plytce chromatograficznej za pomoca pompy wysokocisnie-
niowej, np. do HPLC [46]. W chromatografii planarnej ci$nieniowej, podobnie jak
w elektrochromatografii planarnej ci$énieniowej, zostata wyeliminowana faza gazowa
z ukladu separacyjnego. Proces rozdzielenia technikg OPLC mozna przeprowadzaé
stosujac niskie (2-5 atm.), srednie (10-30 atm.) badZ wysokie (50-100 atm.) ci$nie-
nie. Stosowane ci$nienie zalezy gléwnie od rodzaju fazy stacjonarnej oraz zastoso-
wanej fazy ruchome;j. Strefy rozdzielonych sktadnikéw mieszaniny moga pozostaé
w warstwie adsorbentu plytki chromatograficznej, lub moga by¢ eluowane poza
uklad separacyjny tak, jak to jest prowadzone w typowych technikach kolumno-
wych. W sprzedazy dostepny jest aparat Personal OPLC Basic System 50 (Rys. 18)
[47], ktory jest wykorzystywany do separacji analitycznych oraz preparatywnych.

Rysunek 18. Urzadzenie do chromatografii planarnej ci$nieniowej, Personal OPLC Basic System 50 [48]
Figure 18.  Device for overpressurized layer chromatography,Personal OPLC Basic System 50 [48]
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3.4.3. Ortogonalna elektrochromatografia planarna cisnieniowa

Nie ma jeszcze doniesien literaturowych na temat urzadzenia wykorzystujacego
jednoczesne i ortogonalne prowadzenie proceséw elektrochromatografii planarne;
ci$nieniowej i chromatografii planarnej ciénieniowej. Natomiast znane sg przyklady
kolejnego zastosowania technik PPEC i TLC do dwuwymiarowego rozdzielania mie-
szanin substancji [25, 26]. Takie podejscie charakteryzuje sie wysoka efektywnoscia,
wynikajaca gtéwnie z odmiennej selektywnosci rozdzielenia zastosowanych ukladow
PPEC i TLC. W celu powigkszenia tej efektywno$ci nasz zespot podjat badania nad
skonstruowaniem urzadzenia, ktére umozliwialoby jednoczesne prowadzenie dwu-
wymiarowej separacji przy wykorzystaniu technik PPEC i OPLC. W nowej technice
roztwor fazy ruchomej jest tloczony w jednym kierunku poprzez ztoze fazy stacjo-
narnej (warstwe adsorbentu ptytki chromatograficznej), a pole elektryczne jest przy-
tozone w kierunku prostopadtym do kierunku migracji fazy ruchomej. Mieszanina
sktadnikéw rozdzielanych moze by¢ wprowadzana, impulsowo lub ciagle, do ukladu
rozdzielczego w poblizu brzegu warstwy adsorbentu, do ktdérego jest dostarczany
roztwor fazy ruchomej. W ten sposob tworzy sie uklad separacyjny, dwuwymiarowy,
w ktérym przebiegaja jednocze$nie dwa procesy ortogonalne, chromatografia cie-
czowa (chromatografia planarna ci$nieniowa) i elektroforeza, wplywajace w rézny
sposob na selektywno$¢ rozdzielenia. Mechanizm rozdzielania substancji w pierw-
szym procesie (chromatografii planarnej ci$nieniowej) odbywa si¢ przy wykorzysta-
niu zréznicowanego podzialu sktadnikéw probki pomiedzy dwie fazy, stacjonarng
i ruchoma. Natomiast w drugim kierunku do mechanizmu rozdzielenia wlaczony
jest proces elektroforezy (efekt elektroosmozy fazy ruchomej jest tu zablokowany
z powodu zamkniecia uktadu w kierunku zgodnym z liniami sit pola elektrycznego).
Schemat urzadzenia i jego zasade dziatania ilustrujg Rysunki 19 i 20, odpowiednio
do celéw rozdzielania analitycznego i preparatywnego.

Nasz zespot skonstruowal prototypowe urzadzenie do OPPEC, ktérego glowny
element, komora ci$nieniowa, jest pokazany na Rysunku 19. W sklad urzadzenia
wchodzg ponadto zasilacz wysokonapieciowy, pompa wysokoci$nieniowa, dozow-
nik petlowy, pompa hydrauliczna, ultratermostat. Nalezy przyznaé, ze gléwna
trudnoscig konstruowania urzadzenia bylo zaprojektowanie uszczelnienia warstwy
adsorbentu oraz komor elektrodowych, ktore zapobiegatyby migracji fazy rucho-
mej w niepozadanym kierunku. Mamy nadziej¢, ze czytelnicy zrozumiejg brak
szczegolow na ten temat, poniewaz nasze opracowanie jest przedmiotem prac nad
zgloszeniem patentowym. Na Rysunku 21. jest przedstawiony przyktad rozdzielania
pasmowego mieszaniny dwusktadnikowej barwnikdow.
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Rysunek 19. Schemat urzadzenia OPPEC do pracy w trybie analitycznym; 1 - sitownik hydrauliczny, 2 - przy-
krywa, 3 — margines uszczelniajacy warstwe adsorbentu ptytki chromatograficznej, 4 - pompa
tloczaca faze ruchomag, 5 - podstawa, 6 — anoda, 7 - katoda, 8 — dozownik probki, 9 - ptytka chro-
matograficzna, 10 - odbieralnik fazy ruchomej, 11 - rozdzielone strefy sktadnikéw probki

Figure 19.  The schematic view of a OPPEC device for application to analytical separation; 1 — hydraulic press,
2 - cover, 3 - special sealing margin of adsorbent layer of the chromatographic plate, 4 - mobile
phase feed pump, 5 - base, 6 — anode, 7 - cathode, 8 - sample injector, 9 - chromatographic plate,
10 - mobile phase collector, 11 - separated zones of sample component
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Rysunek 20. Schemat urzadzenia OPPEC do pracy w trybie preparatywnym,; 1 - katoda, 2 - ptytka chromatogra-
ficzna, 3 - pompa tloczaca faze ruchomag, 4 — dozownik probki 5 - pasma substancji rozdzielanych,
6 — anoda, 7 - zbiorniki kolektora frakcji
Figure 20.  The schematic view of a OPPEC device for application to preparative separation; 1 — cathode,
2 - chromatographic plate, 3 — mobile phase feed pump, 4 — sample injector, 5 - separated solute
bands, 6 - anode, 7 — reservoirs of fraction collector
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Rysunek 21.  Pasmowe rozdzielenie dwuskladnikowej mieszaniny barwnikéw metodg OPPEC
Figure 21.  Zone separation of two dyes mixture with OPPEC technique

4. TECHNIKI ,,PSEUDO-DWUWYMIAROWE”

W literaturze fachowej sa opracowania na temat technik rozdzielczych, ktdre
przypominajg, swoim efektem separacji, proces dwuwymiarowy ciagly, ale w rze-
czywisto$ci nim nie s3.

4.1. ELEKTROCHROMATOGRAFIA ZE ZMIANA MIEJSCA DOSTARCZANIA PROBKI

Interesujgcg koncepcje urzadzenia do elektrochromatografii przedstawili
Laskowski i in. z Uniwersytetu Technicznego w Kaiserslautern [49].

W poczatkowym etapie badan, w celu sprawdzenia zasady dzialania techniki,
autorzy zbudowali urzadzenie z warstwg adsorbentu, podobna do tej, jaka wystepuje
na zwyktej plytce chromatograficznej. Faza stacjonarna zostala umieszczona pomig-
dzy dwoma plaskimi plytami szklanymi. Z umieszczonego na gorze zbiorniczka,
do zloza sptywal elektrolit (faza ruchoma), ktorego migracja wzgledem zloza byla
powodowana przez pole elektryczne, generowane przytozonym do elektrod napie-
ciem polaryzujacym. Elektrody znajdowaly si¢ przy krawedziach gornej i dolnej
warstwy adsorbentu. Do gornej czesci warstwy fazy stacjonarnej byla dostarczana,
w sposob ciagly, mieszanina rozdzielanych substancji. Przy czym, podczas procesu
separacji miejsce dostarczania tej mieszaniny byto przemieszczane wzdluz gorne;j
krawedzi ztoza. W dolnej cze$ci ukladu separacyjnego byly umieszczone kapilary
do odprowadzania frakcji fazy ruchomej ze sktadnikami rozdzielanej mieszaniny.
Podczas procesu rozdzielania strefy substancji formowaly si¢ w pasma, skierowane
pod réznymi katami do kierunku przeplywu elektroosmotycznego fazy ruchome;j.
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Obecnie badania zespolu autoréw sg prowadzone przy wykorzystaniu urzadzenia
z fazg stacjonarng uformowang w ksztalcie cylindra, co przedstawia Rysunek 22.
Autorzy nazwali te technike elektrochromatografia pierscieniows ciagly. Nazwa jest
identyczna z wczesniej podang [43] i przedstawiong w rozdziale 3.3. Nalezy jednak
pamietac, ze proces rozdzielenia badanej mieszaniny w obydwu urzadzeniach prze-
biega inaczej.

Rysunek 22. Schemat urzadzenia do elektrochromatografii pierscieniowej ciaglej; 1 - katoda, 2 - adsorbent,
3 - anoda, 4 - elektrolit, 5 - probka, 6 — pasma rozdzielanych substancji, 7 - detektor UV/VIS,
8 - kolektor frakeji [49]

Figure 22.  The schematic view of a device for continuous annular electrochromatography; 1 - cathode, 2 -
adsorbent, 3 - anode, 4 - electrolyte, 5 — sample, 6 — separation bands, 7 — detector UV/VIS, 8 -
fraction collector [49]

4.2. MIKRO-ELEKTROFOREZA SWOBODNA DWUWYMIAROWA

W dwuwymiarowej elektroforezie swobodnej (ang. Two Dimensional Free
Flow Electrophoresis, 2D FFE) probka jest wprowadzana pod cisnieniem do plaskiej
komory separacyjnej. Pole elektryczne jest przykladane prostopadle do kierunku
przeptywu fazy ruchomej, co powoduje odchylanie pasm analitéw pod réznymi
katami do tego przeptywu [50]. W przeciwienstwie do elektroforezy kapilarnej,
probka moze by¢ dostarczana w sposéb ciagly do uktadu rozdzielczego. Technika
ta ma zastosowanie do separacji preparatywnej peptydéw [51], komoérek [52, 53],
sktadnikow komorek [54], enzyméw [55, 56], biatek [57-59]. Najwigkszym pro-
blemem, zakt6cajacym separacje preparatywna ta technika jest wydzielane cieplo
Joule’a w trakcie procesu. Ten problem jest zminimalizowany w uktadach miniatu-
rowych, tzw. mikroczipach.

Urzadzenie do takiej techniki, dwuwymiarowej mikro-elektroforezy swobod-
nej (ang. Two Dimensional Microchip Free Flow Electrophoresis, 2D UFFE), posiada
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nastepujace zalety: bardzo mate wymiary uktadu separacyjnego (co minimalizuje
niekorzystne efekty generowanego ciepta Joule’a) bardzo kroétki czas separacji, mini-
malne zuzycie odczynnikéw, bardzo mate ilosci probek analizowanych. Wydaje sie,
ze najbardziej istotnym problemem prowadzenia procesu 2D pFFE jest gromadzenie
sie pecherzykow gazu na/przy elektrodach (Rys. 23) [60]. Pecherzyki te moga zakto-
ca¢ przeplyw strumienia analitu oraz pole elektryczne. W urzadzeniach do rozdzie-
lania analitycznego problem ten byl rozwiazywany, m.in., poprzez zastosowanie
membran jonowymiennych do oddzielania przestrzeni elektrodowej od pozostalej
cze$ci ukltadu rozdzielczego. Natomiast w urzadzeniach mikro zastosowanie takich
bton bylo praktycznie niemozliwe ze wzgledéw technicznych. Prébowano w rézny
sposob oddzieli¢ pecherzyki od uktadu rozdzielczego. Byly to, miedzy innymi, spe-
cjalne przegrody oslaniajace elektrody. Rozwigzanie to powodowalo ograniczanie
przedostawania sie pecherzykow do przestrzeni uktadu separacyjnego, ale prowa-
dzilo do zwigkszenia oporu elektrycznego przy elektrodzie, co skutkowato spad-
kiem napiecia polaryzujacego pozostalej czesci roztworu (ukladu rozdzielczego)
[61]. Inne warianty rozwigzywania problemu pecherzykow gazu przy elektrodach
zostaly opisane w pracach [62-66]. Przyktad urzadzenia do 2D pFFE, z przegrodami
oddzielajacymi przestrzen elektrodowa od uktadu rozdzielczego, jest przedstawiony
na Rysunku 23, a na Rysunku 24 jest pokazany elektroferogram, uzyskany przy
wykorzystaniu tego urzadzenia [60].

(a)

(k)

Rysunek 23. Schemat urzadzenia do uFFE; a) przekrdj poziomy urzadzenia z portami polaczenio-
wymi, b) przekréj wzdluzny urzadzenia z powigkszonym fragmentem, przedstawiaja-
cym komore elektrodowa z przegroda; 1 — porty polaczeniowe, 2 — przegrody, 3 - elektrody,
4 - komora separacyjna, 5 — kanaly elektrodowe, 6 — pecherzyki gazu [60]

Figure 23.  Schematic view of uFFE device; a) top view of a device with connection ports, b) longitudinal
cross section of a device and expanded view of the electrode compartment with the partition;
1 - connecting ports, 2 - partitioning bars, 3 — electrode, 4 — separation chamber, 5 - electrode
channel, 6 - gas bubbles [60]
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Rysunek 24. Rozdzielanie pasmowe fluoresceiny (dolne pasmo) oraz rodaminy 6G (gérne pasmo) technika
2D UFFE [60]

Figure 24.  Zone separation of fluorescein (lower band) and rhodamine 6G (upper band) with 2D pFFE tech-
nique [60]

4.3. OGNISKOWANIE IZOELEKTRYCZNE Z CIAGEYM PRZEPLYWEM

Zasada dzialania techniki ogniskowania izoelektrycznego z ciggtym przeply-
wem fazy ruchomej (ang Free-flow Isoelectric Focusing, FF IEC) jest pokazana na
Rysunku 25. Polega na zastosowaniu przeptywu hydrodynamicznego roztworu
fazy ruchomej w ukladzie separacyjnym, utworzonym w plaskim pojemniku i pola
elektrycznego prostopadlego do tego przeptywu. Przy czym roztwor fazy ruchome;j
charakteryzuje si¢ gradientem pH w kierunku prostopadtym do przeplywu hydro-
dynamicznego, a réwnoleglym do linii sif pola elektrycznego [67]. Roztwdr probki
rozdzielanych sktadnikéw moze by¢ wprowadzany, do takiego uktadu, punktowo,
lub nawet na calej dlugosci krawedzi wejsciowej do uktadu separacyjnego. Sklad-
niki roztworu prébki sa rozdzielane dzieki réznicy wartosci ich pl (punkt izo-
elektryczny), a nastepnie zbierane do naczynek u wyjscia z ukladu rozdzielczego.
W takim ukfadzie roztwor na catym swym obszarze znajduje sie pod wplywem jed-
nakowego napiecia polaryzujacego.



924 E. LOPACIUK, T.H. DZIDO

Rysunek 25. Schemat urzadzenia do FF IEF; 1 - katoda, 2 - pole elektryczne,3 — kanaly wejéciowe, 4 - bufor,
5 — prébka, 6 — anoda, 7 — pasma sktadnikéw rozdzielanych, 8 — kanaty wyjsciowe [67]

Figure 25.  The scheme of a device for FF IEF; 1 - cathode, 2 - electric field, 3 - input channels, 4 - buffer,
5 — sample, 6 — anode, 7 — separation bands, 8 — outer channels [67]

W kolejnym etapie rozwoju FF IEC zostata opracowana technika izoelektrycz-
nego ogniskowania z rozbieznym przeplywem fazy ruchomej (ang. Divergent Iso-
electric Focusing, DF 1EF) [68], ktora polega na wytworzeniu plaskiego rozbieznego
przeptywu fazy ruchomej i rozdzielanych stref substancji, wchodzacych w sklad
probki badanej. Zostalo to uzyskane poprzez zastosowanie réznej szerokoséci uktadu
separacyjnego, tzn. waskiej przy wejsciu do ukladu i szerokiej przy wyjsciu z ukladu
(Rys. 26). Urzadzenie zostalo tak zaprojektowane, aby napigcie polaryzujace uklad
separacyjny ulegalo zwigkszeniu wraz ze zwigkszaniem jego szerokosci. W urza-
dzeniu zastosowano material nosny fazy ruchomej w postaci specjalnej wtékniny
(PEGAS), ktoéra, w poréwnaniu do papieru i podobnych materialéw, wyréznia sie
wiekszg odpornoscig mechaniczng i chemiczng, malymi oporami wobec przeptywu
fazy ruchomej. Pierwsze proby rozdzielania zostaly wykonane przy wykorzystaniu
wzorcowej mieszaniny, zawierajacej substancje rézniace si¢ barwa i wartosciami pl:
3,3; 4,7; 6,25 7,6; 11,0. Jako anolitu i katolitu uzyto odpowiednio roztworéw 0,05 M
H,PO, o przewodnosci wlasciwej 5,2 mS/cm, i 0,05 M NaOH o przewodno$ci wlasci-
wej 11 mS/cm. Zastosowany no$nik (wtoknina) charakteryzowat sie odpowiednimi:
hydrofilowoscia, aby utrzymac wodny roztwor pomiedzy wtdknami, i przepuszczal-
noscia, aby umozliwi¢ przeptyw fazy ruchomej pod minimalnym hydrostatycznym
ci$nieniem (Rys. 27). Zostala tu wykorzystana zasada ciaglosci strugi przy odpo-
wiedniej roznicy wysokosci pomigdzy wejsciem i wyjsciem uktadu. Ukazalo sie sze-
reg nowych prac na temat usprawnien urzadzenia do DF IEF [68-70].
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Rysunek 26. Schemat urzadzenia do DF IEF; 1 - trapezoidalny obszar separacji, 2 — anolit, 3 - amfolit, 4 - kato-
lit, 5 - anoda, 6 - katoda, 7 - wyjécie uktadu rozdzielczego, 8 - obszar o wysokiej przewodnosci,
9 - obszar o niskiej przewodnosci [68]

Figure 26.  The scheme of a device for DF IEFE, 1 - trapezoidal separation area, 2 — anolyte, 3 — amfolyte,
4 - catholyte, 5 - anode, 6 - cathode, 7 - exit of separation system, 8 — area of high conductivity,
9 - area of low conductivity [68]

Rysunek 27. Widok urzadzenia do DF IEF [68]
Figure 27.  View of a DF IEF device [68]

PODSUMOWANIE

Techniki wykorzystujace do rozdzielenia sktadnikéw mieszanin substancji
dwa procesy elektroforezy i chromatografii, ktore s3 prowadzone jednoczesnie
i ortogonalnie, stanowig obiecujacy kierunek rozwoju metod elektromigracyjnych
separacyjnych, zaréwno do celéw rozdzielania analitycznego, jak i preparatywnego.
Wydaje sig, ze szczegolnie ortogonalna elektrochromatografia planarna cisnieniowa,
dzieki zastosowaniu wysokiego ci$nienia, moze by¢ ta technika, ktdra przyczyni sie
do znacznego zwigkszenia efektywnos$ci prowadzenia takiego procesu rozdzielania.
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ABSTRACT

We present the sources of uncertainty in the evaluation of grain size in nano-
material. The calculations are made for the same diffraction pattern using Scherrer
and Williamson-Hall methods. As an example we use the CoCr,O, nanocrystal. The
comparison of results from different calculations, methods and programs is made
just to show how important is the (correct) choice of a method and its internal para-
meters. The data from well known Scherrer formula, show that the difference in
obtained results exceeds 100% up to even about 350%. This indicates that in any
case the Scherrer formula could not give the correct and reliable value for crystallite
size. As a consequence, the wide use of this formula is a great error providing the
incorrect results.

Keywords: Scherrer formula, nanomaterials, diffraction studies, grain size
Stowa Kkluczowe: Wzor Scherrera, nanomaterialy, badania dyfrakcyjne, rozmiar kry-
stalitéw
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W dniu 26 lipca 1918 r. Peter Debye (1884-1966) przedstawil, na posiedzeniu
Krélewskiego Towarzystwa Naukowego w Getyndze, krotka prace Paula Scherrera
(1890-1969) z Instytutu Fizyki miejscowego Uniwersytetu [1], w ktorej znalazto sie
zdanie, ze teoria przewiduje iz szerokos$¢ potéwkowa linii dyfrakcyjnej zalezy od
wielko$ci krystalitow (doktadniej — od dtugosci krawedzi kostki szesciennej) wedtug
podanego wzoru. Dzi$ ten stynny wzdr znany jest dobrze wszystkim krystalografom
i badaczom nanomateriatéw, i stosowany do rutynowego obliczenia wielkos$ci kry-
stalitow' w preparacie proszkowym na podstawie dyfraktogramu rentgenowskiego.
Wspolczesny zapis mowi, ze

D, = (K 1)/(,cos®)

gdzie: B oznacza szeroko$¢ poldwkows refleksu lezacego pod katem 20, K jest
stalg Scherrera przyjmujaca arbitralne wartosci (w wersji oryginalnej K = 0,93945),
A oznacza dtugosc¢ fali promieniowania, D,, - objetosciowo wazong wielko$¢ krysta-
litéw w kierunku prostopadlym do plaszczyzny odbijajacej promieniowanie.

Autorytet obu badaczy oraz niemozno$¢ zwerytikowania poprawnosci poda-
nego wzoru przez dziesi¢ciolecia, spowodowaly niemal bezkrytyczne przyjecie go
jako poprawnej miary wielkosci krystalitow. W oryginalnej pracy nie byto wypro-
wadzenia wzoru. Wprawdzie prébowano opisa¢ rézne warianty wzoru i opracowa¢
konieczne poprawki, ale nie zmienilo to istoty rzeczy — wzoru nie da si¢ stosowac
w praktyce do$wiadczalnej. Wzoér Scherrera zawdzigcza swoja wyjatkowa popu-
larno$¢ modzie na badania nanomaterialéw, jaka zapanowata w ostatnich latach.
Badacze wlasnoéci nanomaterialéw potrzebuja bowiem jakiego$ parametru, ktory
w sposob mozliwie prosty, czy nawet prymitywny, pozwoli scharakteryzowaé
badany material przy pomocy jednej liczby, najlepiej o wymiarze dlugo$ci. A wzor
Scherrera spelnia to oczekiwanie — daje wielkos¢ ,,pasujacg” do wyobrazen o wiel-
kosci krystalitow w granicach - od kilku do kilkudziesigciu nanometréw. Do tego
rozwdj programow obliczeniowych wyliczajacych (czesto blednie!) m. in. ,wielkos¢
ziaren” pozwala na bezkrytyczne podejscie do otrzymanych wartosci. Tymczasem
nawet pobiezna analiza wzoru wskazuje, Ze nie jest mozliwe otrzymanie dobrego
wyniku. Gorzej, nie da si¢ nawet oszacowa¢ bledu takich wyliczen!

Zobaczmy, jak przebiegaja obliczenia wielkosci krystalitow i co autorzy podaja
w swoich publikacjach. Przypomne, ze mam na uwadze prace, w ktdrych nie jest
analizowana charakterystyka mikrostruktury ziaren nanoproszku, a tylko podana
wielko$¢ krystalitow jako pewien ,,techniczny” parametr badanego materiatu.
o Problem zaczyna si¢ juz na etapie definicji mierzonej czy tez obliczanej wiel-

kosci. W publikacjach spotykamy nazwy: rentgenowski rozmiar ziarna, pozorny

1 Wielu autor6w zamiennie stosuje termin ,,ziarno” odnoszacy si¢ jednak do obiektu, ktory moze by¢ ztozony
z kilku krystalitow. W niniejszej pracy zaktadam, ze ziarno ma tylko jeden krystalit, a wigc mozna oba ter-
miny uzywac zamiennie.
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rozmiar krystalitu, prawdziwy rozmiar krystalitu, efektywny sredni rozmiar
krystalitu czy standaryzowany rozmiar krystalitu, przy czym najczesciej nie
wiadomo, co si¢ pod dang nazwg kryje.

Zazwyczaj mowi sie o jakiejs wielkosci ,,sredniej’, ale bez sprecyzowania o jaka
srednig chodzi. A jest kilka rodzajow srednich zwigzanych z rozktadem wielko-
$ci ziaren w preparacie proszkowym, np. $rednia arytmetyczna, srednia wazona
powierzchniowo, $rednia wazona objetosciowo, mediana i dominanta. Poda-
wana w publikacjach warto$¢ nie jest najczesciej zadng z tych $rednich mate-
matycznych, a tylko pewnym wygodnym wyobrazeniem. Warto zauwazy¢, ze
pomiary dyfrakcyjne dla typowego rozkladu (z ,,ogonem” po stronie wiekszych
ziaren) daja wartosci duzo wigksze od $redniej najbardziej prawdopodobne;
(dominanty) uzyskiwanej np. z analizy w mikroskopie elektronowym (patrz
Rys. 1). Tylko dla ziaren o tych samych rozmiarach (co praktycznie nie jest
spotykane) obie wartosci pokrywaja sie.
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Rysunek 1. Rozbiezno$¢ w ocenie wielkosci ziaren ro$nie wraz z temperaturg otrzymywania nanokrystalicz-

nego zelaza (dane liczbowe z pracy Nattera [2]). D, - $rednia wazona powierzchniowo, D,, - §red-
nia wazona objetosciowo

Figure 1. The difference between grain size calculated as a surface weighted mean (D,), a volume weighted

mean (D,) and a median, grows with the temperature of producing of nancrystalline iron (data
taken from [2])

Zazwyczaj w probce mamy ziarna nie tylko o réznych rozmiarach, ale i o réz-
nych ksztaltach. Ale nawet dla ziaren tego samego ksztaltu nie podaje si¢ w pra-
cach informacji o rodzaju ,rozmiaru”. Jest bowiem kilka definicji rozmiaru,
np. $rednica Fereta, srednica Martina, $rednica réwnowaznika kotowego czy
réwnowaznika kuli [3]. Dla konkretnego ksztattu ziarna wielkosci te znacznie
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mogga sie roznic. Jedli krystalit ma posta¢ zblizong do ptytki, to ktéry z nasuwa-
jacych si¢ w sposdb oczywisty rozmiardw jest tym wilasciwym? Tzw. ,standa-
ryzowany”~ rozmiar krystalitu tez nie rozwigzuje problemu; przyblizanie pre-
cikéw czy plytek przez szescian (a wiec réznych rozmiaréw przez taka jedna
liczbe) jest zbyt grubym ,,przyblizeniem”. A pamietajmy, ze metoda Scherrera
daje tylko jedng liczbe! Spotykane czasem twierdzenie, ze z réznic w wynikach
mozna odtworzy¢ ksztalt ziarna jest tylko w czgsci uzasadnione. Nie wolno
zapomina¢ o pomijanym elemencie — deformacjach, ktére moga réwnie dobrze
wyjasnia¢ rozbieznosci w ,,rozmiarach” wyznaczonych metodg Scherrera z roz-
nych reflekséw (patrz dalej).

Zauwazmy, ze we wzorze Scherrera mamy jeden parametr — stala Scherrera K.
Jej wartos¢ zalezy od tak wielu czynnikéw, ze dla badanego materiatu w prak-
tyce jest nieznana badaczowi, a wigc arbitralnie przyjmuje sie jakas wartos¢.
Prowadzi to oczywiscie do wynikéw, ktdre moga mie¢ niewiele wspdlnego
z rzeczywistym rozmiarem Kkrystalitow. W literaturze spotyka sie zasadniczo
dwie warto$ci: K= 0,9 lub K = 1, ale trudno w konkretnej pracy znalez¢ uzasad-
nienie dla takiego a nie innego wyboru. Sg prace pokazujace, Ze tak na prawde
parametr K moze przybiera¢ wartosci od okoto 0,62 do okoto 2,08. Bfad pocho-
dzacy tylko od takiej a nie innej warto$ci K moze wiec siegac... 335%.
Zauwazmy, ze we wzorze Scherrera mamy zalezno$¢ od kata dyfrakcji. Prowa-
dzi to do prostego wniosku - wyliczenia rozmiaru krystalitéw z réznych linii
dyfrakcyjnych dajg rézne wyniki. Ktéry jest poprawny? Czy w ogdle mozna
mowic¢ o jakim$ jednym poprawnym wyniku? Czesto wybiera sie do obliczen
najsilniejszg linig, co nie ma zadnego uzasadnienia fizycznego. Jesli dodatkowo
taka linia jest lekko rozszczepiona (jako zlozona z kilku linii zgodnie z symetria
krysztalu), to wynik bedzie zafalszowany (ziarna mniejsze niz sg w rzeczywi-
stosci). Sg zwolennicy wyboru linii przy najnizszym kacie i tacy preferujacy
najwiekszy kat braggowski. Znowu bez jakiegokolwiek uzasadnienia. A moze
policzy¢ $rednig arytmetyczng z wszystkich (czy tylko z kilku wybranych?) linii
dyfrakcyjnych? Na ile taka $rednia jest miarodajna? Czy cho¢ powie co$ o rze-
dzie wielkosci krystalitow? Problem probowali rozwigza¢ w 1953 r. G.K. Wil-
liamson i W.H. Hall [4] dopisujac do wzoru na wielko$¢ krystalitow (a wlasciwie
na poszerzenie linii dyfrakcyjnej) sktadnik deformacyjny opisany zaleznos$cia
Taylora: 3, = 4etg®, gdzie & oznacza $rednie wazone odksztalcenia sieciowe.
Zaproponowali, by wykona¢ wykres zaleznosci (B-b)cos® od 4esin® dla kazdej
linii dyfrakcyjnej (B oznacza zmierzong szerokos¢ linii, b — poszerzenie apa-
raturowe linii lub szerokos¢ linii dla krysztalu wzorcowego czy tez dla probki
wzorcowej). Ekstrapolacja do zera prostej aproksymujacej wyliczenia dla wielu
refleksow (czyli dla 4esin® = 0) daje jedng wartos¢ m = A/D, czyli to, czego zwy-
kty badacz potrzebowal — rozmiar krystalitow D. Natomiast nachylenie prostej
pokazuje wielko$¢ deformacji krystalitow. Im wigksze nachylenie, tym wyni-
kowa wielkos¢ krystalitow jest wigksza od wartosci wyliczonych z poszczegdl-
nych linii dyfrakcyjnych. Tylko dla sytuacji bezdeformacyjnej (prosta aprok-
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symacyjna lezy poziomo na wykresie) wartosci dla poszczegdlnych linii sa
poréwnywalne z warto$cig z ekstrapolacji. Pisz¢ ,,poréwnywalne’, bo rzadko
kiedy punkty doswiadczalne lezg doktadnie na prostej aproksymacyjne;.

We wzorze Scherrera mamy wielko$¢ zdefiniowang jako szerokos¢ potéwkowa
linii dyfrakcyjnej. W praktyce stosuje si¢ takze tzw. szerokos¢ catkowa linii
(zwang tez szerokoscig Lauego), ktdra jest zazwyczaj wigksza od potéwkowe;.
A wiec znowu mamy zrédto niepewnosci co do poprawnosci naszych wyliczen.
Zeby bylo ciekawiej, spotkalem sie niedawno z praca bioraca do obliczen...
potowe szerokosci potéwkowej (bo autor myslal, ze ,,szerokos¢ potéwkowa” to
»potowa szerokosci™!).

Najpowazniejszym Zrédtem niepewnosci i bledow jest sam profil linii dyfrak-
cyjnej. Wiadomo, ze az kilka czynnikéw wplywa na ksztalt linii i wydobycie
z niej wkiadu pochodzacego od probki jest zadaniem bardzo skomplikowanym.
Dla wygody przyjmuje sie, ze linia dyfrakcyjna jest splotem czesci pochodzacej
od proébki i czesci aparaturowej. W praktyce stosuje si¢ kilka podej$¢ do zagad-
nienia. Pierwsze - zakladamy, ze poszerzenie aparaturowe jest znikome i obli-
czen dokonujemy dla calej zmierzonej szerokosci potéwkowej linii dyfrakcyj-
nej B (wynik jest wigc zanizony: wielko$¢ ziaren mniejsza niz w rzeczywistosci).
Takie podejscie jest uzasadnione, gdy krystality sa bardzo male, a wiec linie bar-
dzo szerokie. Drugie — to zastosowanie najprostszej poprawki wprowadzonej
przez Wooda i Rachingera w 1949 r. — zwykle odjecie szerokosci polowkowe;j
wzorca od szerokosci badanej linii (szeroko$¢ potéwkowa linii czystej, fizycz-
nej lub inaczej poszerzenie linii pochodzace wylacznie od wielkosci krystalitow
wynosi: 8 = B-b). W tym przypadku wyliczona wielkos$¢ krystalitow jest naj-
wieksza i tez zta. Trzecie podejscie to zastosowanie poprawki Warrena i Biscoea
21938 1. (B = VB*-b®) lub poprawki Haldera-Wagnera z 1966 r. (8 = (B>-b*)/B).
Takie poprawki powodujg, zZe otrzymane wartosci zblizone sa do tych bez sto-
sowania poprawki (por. Rys. 3.). Nalezy zauwazy¢, ze przyjecie modelu, w ktd-
rym poszerzenie linii dyfrakcyjnych pochodzi zaréwno od wielkosci krystali-
tow (ich ,,malosci”) jak i deformacji ziaren (a tak jest w wigkszosci badanych
nanomaterialéw), ma powazne konsekwencje. Przede wszystkim opis profilu
powinien by¢ robiony przy pomocy funkeji pseudo-Voigta — splotu funkcji
Gaussa i Lorentza. Wymusza to na badaczu stosowanie wzordéw dotyczacych
tylko takiej wlasnie sytuacji, a wiec poprawki Haldera-Wagnera. Nie wolno
wigc stosowac innych poprawek zakladajacych, ze profil linii dyfrakcyjnej jest
opisywany tylko funkcjg Gaussa lub tylko funkcjg Lorentza. Nalezaloby wigc
usuna¢ z przedstawionej ponizej analizy wyniki otrzymane z uwzglednieniem
»ztych” poprawek. Niestety, wiele osob publikujacych wyniki badan zupelnie
sie tym nie przejmuje i w ich publikacjach znajdujemy wyniki z zalozenia
bledne. Takie rutynowe (czy raczej bezmyslne?) stosowanie metody Scherrera
z dowolng z podanych wyzej poprawek sprawia, ze w oméwionym ponizej
przykladzie stalo si¢ konieczne pokazanie wynikéw dla wszystkich rodzajow
poprawek.
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o Nie jest to koniec klopotéw. Aby dobrze wyznaczy¢ szerokos¢ potéwkows linii
dyfrakcyjnej nalezy profil linii mozliwie dobrze dopasowa¢ do jakiego$ wzorca,
najczesciej do funkeji pseudo-Voigta. Zaawansowane programy komputerowe
pozwalajg na taka analize i w efekcie uzyskujemy potrzebne parametry. Wyda-
waloby sie, ze aproksymacja powinna by¢ jednoznaczna, a wiec nie powinna
wplywac na warto$¢ wyznaczonej szerokosci potéwkowej. Niestety, kazdy pro-
gram pracuje inaczej, kazdy pozwala na do$¢ duzg swobode w doborze para-
metrow aproksymacyjnych. W efekcie mozna uzyskac rézne szerokosci potow-
kowe prowadzgce do réznych warto$ci wielkosci krystalitow. I na to nie ma
rady! (patrz dalej!) Warto zauwazy¢, ze program XPowder [5] generuje wykresy
Williamsona-Halla dla réznych profili (Gauss, Lorentz i pseudo-Voigt), poka-
zujac w ten sposob jak rézne wyniki mozna otrzymac dla rozmiaru krystali-
tow! Nie wolno tez zapominad, ze dla nanokrysztatéw szerokosci potéwkowe
moga by¢ istotnie rézne dla réznych linii dyfrakcyjnych w przeciwienstwie do
obrazu dla klasycznego preparatu proszkowego (pomijajgc stabg zaleznos¢ od
kata dyfrakcji, szerokosci linii sg poréwnywalne). W krystalografii klasycznej
obserwowane poszerzenie jest wynikiem nalozenia si¢ kilku (wezszych) linii
lezacych pod niewiele réznigcymi sie katami.

L e e o o o o o e L I o s o s o s o o B e B B B B
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Rysunek 2.  Dyfraktogramy nanokrysztaléw CoCr,0O,. Gérny - dla probki wygrzewanej w 900°C i opisanej
w pracy, dolny - dla probki wygrzewanej w 230°C

Figure 2. X-ray diffraction patterns for CoCr,0O, annealed at 900°C and analyzed in the paper (upper
curve), and annealed at 230°C (bottom curve)
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Zobaczmy teraz, jak wyglada sytuacja w konkretnym przypadku dyfraktogramu
nanomateriatu. Analiza dotyczy nankorysztaléw CoCr,O, otrzymanych metoda
hydrotermalng a nastepnie wygrzewanych w kilku temperaturach. Dyfraktogramy
zostaly wykonane na dyfraktometrze X’Pert firmy PANalytical z zastosowaniem
monochromatycznego promieniowania CuKa, (A = 1,54056 A). Na Rysunku 2
przedstawiono dwa dyfraktogramy dla skrajnych temperatur wygrzewania; dalszej
analizie poddano tylko dyfraktogram dla prébki wystarzonej w 900°C.

Badany krysztal CoCr,0, ma 6 wyraznych linii dyfrakcyjnych dostepnych
w zakresie katéw 20 od 18 do 63 stopni. W analizie wynikéw wykorzystane zostaly
trzy procedury recznego dopasowania profili dyfrakcyjnych: X'Pert, XPowder [5]
i WinPLOTR [6]. Cho¢ dopasowanie bylo dobre we wszystkich przypadkach, to
otrzymane szerokosci potéwkowe - rézne, prowadzac do réznych wyliczonych wiel-
kosci krystalitow.

Program dostepny w dyfraktometrze X' Pert pozwalal na wyliczenie wielkosci
ziaren bez poprawki na poszerzenie aparaturowe lub z prostg poprawka (r6znicg);
w kazdym przypadku mozliwe bylo zastosowanie dwoch wartosci stalej Scherrera
(K =0,9iK =1). Jak wida¢, dla kazdej linii dyfrakcyjnej mozna otrzymac cztery
rézne warto$ci na wielko$¢ krystalitow!

Opracowany zostal program pozwalajacy na wyliczenie dwoch pozostatych
rodzajow poprawek na poszerzenie aparaturowe. Otrzymalismy wiec osiem réznych
warto$ci dla kazdej linii dyfrakcyjnej (cztery rodzaje podejscia do poprawki apara-
turowej po dwie wartosci parametru K). W ten sposéb uzyskalismy 48 warto$ci na
rozmiar krystalitow w badanej probce (8 wartosci dla kazdej z 6 linii dyfrakcyjnych).

Ale to nie wszystkie mozliwosci. Zastosowanie analizy Williamsona-Halla dato
kolejne 4 wartosci pochodzace z aproksymacji danych dla poszczegoélnych linii
dyfrakcyjnych przy czterech zalozonych rodzajach poprawek na poszerzenie apara-
turowe i po dwie mozliwosci dla statej K (0,9 1 1). Razem - osiem nowych warto$ci.

Podsumowujac powyzsze wyliczenia mamy ,,do wyboru” 56 wartosci uwaza-
nych za ,rozmiar krystalitow”. Nie zapominajmy, ze taka sama liczbe mozliwosci
dostajemy dla kazdego typu dopasowania profili dyfrakcyjnych (w naszym przykia-
dzie - dla X'Pert, XPowder i WinPLOTR). W efekcie mamy... 168 wartosci.

Wszystkie wymienione wyzej mozliwoéci pokazalismy na ponizszych wykre-
sach z analiz Williamsona-Halla dla danych pochodzacych z programu X'Pert
(Rys. 3a), XPowder (Rys. 3b) i WinPLOTR (Rys. 3c¢). Dla ulatwienia poréwnania
wszystkie trzy rysunki wykonane zostaly w tej samej skali. Roznice w wynikach
sa dobrze widoczne. Ze wzgledu na klarownos¢ obrazu, na rysunkach pominigte
zostaly wartosci otrzymane dla K = 9,0.
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Wykres Williamsona-Halla dla nanokrysztaléw CoCr,0O,. Zespot krzywych odpowiada oblicze-
niom z programu X Pert. Rézne krzywe odpowiadaja wynikom uzyskanym z zastosowaniem
roznego rodzaju poprawek na poszerzenie aparaturowe linii dyfrakcyjnej (A - bez poprawki,
B - z poprawka Warrena-Biscoe, C - z poprawka Haldera-Wagnera, D - z poprawka Wooda-
Rachingera). Skrajne punkty na wykresie opisane zostaly liczba bedacg wartoscig rozmiaru kry-
stalitow wyliczong wedtug wzoru Scherrera przy zalozeniu, ze K = 1,0. Liczby z lewej strony ry-
sunku sg warto$ciami otrzymanymi metodg W-H. Strzatka pokazuje wyniki dla najsilniejszej linii
dyfrakcyjnej.

Williamson-Hall plot for nanocrystalline CoCr,0O,. The set of data is from diffraction line appro-
ximation made by X’Pert program. Different curves correspond to different types of correction
for instrumental broadening of diffraction line (A - without any correction, B - Warren-Biscoe
correction, C — Halder-Wagner correction and D - Wood-Rachinger correction). Each experi-
mental point on W-H plot is described by the value of grain size calculated by Scherrer formula
with K = 1.0. Numbers on the left side of figure correspond to data from W-H method. The arrow
shows the data for the strongest diffraction line
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Rysunek 3b.

Figure 3b.
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Rysunek 3c.

Figure 3c.
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Wykres Williamsona-Halla dla nanokrysztaléw CoCr,O,. Zespo6t krzywych odpowiada oblicze-
niom z programu XPowder. Oznaczenia — jak w opisie Rysunku 3a
Williamson-Hall plot for nanocrystalline CoCr,O,. The set of data is from diffraction line appro-
ximation made by XPowder program. See comments on Figure 3a
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Wykres Williamsona-Halla dla nanokrysztaléw CoCr,O,. Zespo6t krzywych odpowiada oblicze-
niom z programu WinPLOTR. Oznaczenia - jak w opisie Rysunek 3a
Williamson-Hall plot for nanocrystalline CoCr,O,. The set of data is from diffraction line appro-
ximation made by FullProf program. See comments on Figure 3a
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Jako podsumowanie powyzszych analiz warto spojrze¢ na wartosci rozmiaru
krystalitow w funkeji kata dyfrakcji, a wiec w zaleznosci od linii dyfrakcyjnej uzy-
tej do obliczen. Dla uproszczenia na Rysunku 4 pokazano wyniki tylko dla danych
z programu WinPLOTR.
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Rysunek 4. Zaleznos$¢ wyznaczonych rozmiaréw krystalitow od wykorzystanej do obliczen linii dyfrakcyjnej
dla nanokrysztatéw CoCr,0,. Zesp6t krzywych odpowiada obliczeniom z programu WinPLOTR.
Oznaczenia, jak w opisie Rysunku 3a

Figure 4. The diffraction angle dependence of calculated crystallite size for nanocrystalline CoCr,O,. The
set of data is from diffraction line approximation made by WinPLOTR program. See comments
on Figure 3a

Na koniec warto zastanowi¢ sie, jak zmienia si¢ wielkos$¢ ,,bledu” czyli rozrzut
wartosci w zaleznosci od wielko$ci ,,rzeczywistej” krystalitow. W tym celu przeana-
lizowano dyfraktogramy dla serii probek CoCr,O, o réznej zaktadanej wielkosci
krystalitow. Wiadomo, ze wygrzewanie probek w réznych temperaturach prowadzi
do zmiany wielko$ci ziaren. Dla kazdego dyfraktogramu sporzadzona zostala ana-
liza podobna do opisanej wyzej. Okazalo sie, ze rozrzut wielkosci krystalitow zmie-
nia si¢ od 100% dla najmniejszych ziaren (wyznaczonych jako 3-6 nm) az do 335%
dla ziaren o rozmiarze oszacowanym na 64-212 nm. Rozrzut ten przedstawiono na
Rysunku 5.
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Rysunek 5. Rozbiezno$¢ w ocenie wielko$ci krystalitow ro$nie wraz z temperaturg otrzymywania nanokry-
stalicznego CoCr,0O,. Na wykresie podano skrajne wartosci otrzymane zgodnie z zasadami opisa-
nymi w podpisie do Rysunku 3

Figure 5. The difference between crystallite size grows with the temperature of producing of nancrystalline
CoCr,0,. The extreme values taken from Figure 3 are plotted, only.

Problem rozbieznosci w wynikach uzyskiwanych réznymi metodami jest
znany od dawna. Ukazalo si¢ szereg publikacji pokazujacych jak wielkie moga by¢
roznice, gdy do tego samego dyfraktogramu zastosujemy rézne metody analizy
danych doswiadczalnych. I to wydaje si¢ by¢ zrozumiate w swietle przedstawionych
w niniejszej pracy zrédel niepewnosci. Dlatego badacze zazwyczaj stosuja tylko
jedng metode uznajac (blednie), ze pomijaja w ten sposob problem takiej rozbiezno-
$ci. Niestety, rozbiezno$ci w uzyskanych wynikach majg glebsza przyczyne i wyste-
puja takze dla tej jednej wybranej metody, co staralem si¢ pokaza¢ w niniejszej pracy.

O ile wiem, nikt nie analizowal rozbiezno$ci w wynikach otrzymanych tg sama
metoda, np. przy pomocy wzoru Scherrera, przy zastosowaniu réznych wariantow
poprawek, réznych metod aproksymacji profili, itp. Znana analiza ,,okraglostotowa”
przeprowadzona w latach 2000-2004 przez Swiatowg Unie Krystalograficzng [8] nie
jest w petni miarodajna, bo poréwnywano wyniki pomiaréw i obliczent wykonanych
w réznych laboratoriach i réznymi metodami, cho¢ dla takich samych probek.

Pokazane w pracy wyniki wyraznie wskazujg, ze stosowanie wzoru Scher-
rera lub jego rozwinigcia w metodzie Williamsona-Halla, nie moze prowadzi¢ do
dobrych wynikéw; ich warto$¢ jest bez znaczenia wobec tak wielkiego rozrzutu
wyznaczonych wartosci liczbowych. Gorzej, mamy do czynienia z wprowadzaniem
czytelnikéw publikacji w blad, czyli z pewnego rodzaju falszowaniem rzeczywisto-
$ci. Wzdr jest poprawny tylko na poziomie bardzo ogélnej teorii. Niestety, w prak-
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tyce laboratoryjnej’ jest po prostu ,niestosowalny”. Wielo$¢ zrédet bledéw oraz
koniecznych zalozen modelowych sprawiaja, Ze nawet nie jest mozliwe oszacowa-
nie bledu obliczenia jakiego$ ,,$redniego rozmiaru” krystalitu. Spotykane w publi-
kacjach szacowanie btedéw czy nawet podawanie wartosci rozmiaru krystalitu z
dwoma miejscami znaczacymi po przecinku (np. [9]), $wiadczy tylko o niewiedzy
autorow i, niestety, recenzentéw. W tej sytuacji wzoér Scherrera, niezaleznie od
ewentualnych jego modyfikacji, nalezy uwaza¢ za jedno z wigkszych nieporozumien
stulecia. I co wazniejsze — nie powinien by¢ w ogole stosowany! Niestety, prostota
(zgubna!) metody Scherrera nie daje nadziei na zastgpienie jej innymi metodami,
bardziej pracochlonnymi. Jedyny ratunek jest w dzialaniach oséb i firm tworzacych
oprogramowania samodzielne lub dotaczone do dyfraktometréw proszkowych -
powinni zastgpi¢ metode Scherrera w tych programach inng metoda lub zestawem
metod, jak to zrobit Jose Daniel Martin Ramos z Granady w programie XPowderl12
[5]. Do tego czasu jedynym sensownym rozwigzaniem problemu (nalezy przeciez
w publikacji podawa¢ jakies wartosci!) jest nie tylko dokladny opis zastosowanej
metody obliczeniowej, uwzglednionych poprawek, ale przedstawienie pelnego
zakresu wyznaczonych wartosci — wlasnie w postaci wykresu Williamsona-Halla,
jak na Rysunku 3. Kazde inne pokazanie rozmiaru krystalitow wprowadza czytel-
nika w blad!
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W 2010 roku rozpoczat studia doktoranckie w dziedzinie biotechnologii,
ktére realizuje w Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wrocla-
wiu. Prowadzi badania w zakresie syntezy oraz biotransformacji y-laktonow
z podstawnikiem fenylowym za pomocag catych komorek drobnoustrojow
oraz komercyjnie dostgpnych preparatéw enzymatycznych.

dr inz. Witold Gladkowski w roku 2001 ukonczyt Wydziat Technologii Zywno-
éci i Zywienia Cztowieka Akademii Rolniczej we Wroctawiu. W roku 2006 ukon-
czyt Studium Doktoranckie na Wydziale Nauk o Zywnosci uzyskujac stopien dok-
tora nauk biologicznych w zakresie biotechnologii. Od 2006 roku jest adiunktem
w Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Jego zaintereso-
wania naukowe obejmuja synteze i optycznie czynnych laktondéw z pierScieniem
aromatycznym, enzymatyczne modyfikacje fosfolipidow oraz identyfikacje zwigz-
kéw organicznych metodami spektroskopowymi.
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ABSTRACT

Biological activities of lactones are predominantly determined by different sub-
stituents on a lactone ring. y-Lactones with aromatic substituents have interesting
biological activities and serve as useful intermediates in the synthesis of many natu-
ral and synthetic products. Pulvinic and vulpinic acids exhibit antimicrobial, antio-
xidant and anticancer activity [1-3]. Paraconic acids have anticancer and antibac-
terial activity [4, 5]. The interesting biological activities i.a. antileukemic, anti-HIV
and cytostatic, have been found for dibenzyl-y-lactones [8].

This review covers some examples of synthetic and biotechnological methods
leading to either racemic or optically active y-lactones with aromatic substituents.
The racemic a-benzylidene lactones can be produced from Baylis-Hillman acetates
[9]. The multicomponent synthesis of the paraconic acid analogs is performed by
a fourfold metallation-conjugate addition-aldol addition-intramolecular transeste-
rification sequence [4]. Suzuki-Miyaura reaction is the key step in the synthesis of
asymmetric pulvinic acids [1]. Some other examples of synthetic strategies invo-
lving the reactivity of ylides, vicinal dianions, ozonolysis or Claisen rearrangement
are also presented [10-13].

Production of optically active y-lactones with aromatic substituents involves
application of biotechnological and chemical methods. The first one includes using
commercially available enzymes [16, 17] or whole cells of microorganisms [18-20].
Chemical methods involve application of chiral starting materials like malic acid
esters or the derivatives of succinic acid [14, 15] or chiral catalysts like BINAP-Rh
or Ru complexes [7].

Keywords: y-lactones, aromatic rings, Suzuki-Miyaura reaction, enzymatic hydro-
lysis and acetylation, microbial reduction of a carbonyl group, diastereoselective
alkylation, enantioselective hydrogenation of olefinic substrates

Stowa kluczowe: y-laktony, pierscienie aromatyczne, reakcja Suzuki-Miyaury, enzy-
matyczna estryfikacja i hydroliza, mikrobiologiczna redukcja grupy karbonylowej,
diastereoselektywne alkilowanie, enancjoselektywne uwodornienie podwoéjnego
wigzania
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WPROWADZENIE

y-Laktony sa szeroko rozpowszechnione w naturze. Biologiczna aktywnos¢
tej grupy zwigzkow jest w duzym stopniu zwigzana z obecnos$cia réznych pod-
stawnikow w pierscieniu laktonowym. Przykladem sa kwasy pulwinowe i wul-
pinowe (estry metylowe kwaséw pulwinowych), ktére wykazuja aktywnosé
antymikrobiologiczng, antyoksydacyjng oraz antynowotworowa. Zwiagzki te sg
a,B-nienasyconymi y-laktonami posiadajacymi grupe hydroksylowa w pozycji f3
oraz grupe karboksylowa przylaczong za pomoca grupy metylenowej w pozycji y
piecioczionowego pierscienia laktonowego [1-3]. Inng grupa zwigzkéw nalezacych
do y-laktonow sa kwasy parakoinowe, posiadajace grupe karboksylowa w S-pozyciji
w stosunku do grupy karbonylowej pierscienia laktonowego. Kwasy parakoinowe
wykazujg przede wszystkim aktywno$¢ antywnowotworowg oraz przeciwbakte-
ryjna [4, 5]. Z kolei a-metyleno-y-laktony sa znane ze swoich wilasciwosci cyto-
toksycznych [6]. y-Laktony stosuje sie rowniez jako syntony w syntezie zwigzkow
posiadajacych aktywnos¢ biologiczng oraz farmakologiczng [4, 5, 7].

W ostatnich latach uwage naukowcow przyciagnely y-laktony posiadajace
w swojej strukturze podstawniki aromatyczne. Najszersze spektrum wiasciwosci
biologicznych posiadajg dibenzylo-y-laktony, ktére cechuja sie aktywnoscig prze-
ciwnowotworowa, anty-HIV, przeciwzapalng, antybakteryjng oraz grzybobdjcza [8].

Wiasciwosci biologiczne omawianych polaczen wzbudzily zainteresowanie
chemikoéw i zaowocowaly opracowaniem licznych metod syntezy tych zwigzkow.

1. SYNTEZA RACEMICZNYCH y-LAKTONOW

1.1. SYNTEZA a-BENZYLIDENO-y-LAKTONOW Z OCTANOW BAYLISA-HILLMANA

Jedng z powszechnie wykorzystywanych reakcji w syntezie racemicznych lak-
tondw z pierScieniem aromatycznym jest addycja zwigzku Grignarda do octanéw
Baylisa-Hillmana la-c. Otrzymane w jej wyniku estry 2a-c poddaje si¢ nastepnie
laktonizacji w srodowisku kwasnym (H,SO,) w temperaturze pokojowej, uzyskujac
a-benzylideno y-laktony 3a-c z wydajno$cig 70-76%. Z kolei reakcja estrow 2a-c
z kwasem m-chloronadbenzoesowym (m-CPBA) w chloroformie umozliwia otrzy-
manie a-benzylideno-§-hydroksy-y-laktonéw 4a-c (wydajnos¢ 56-84%) (Sche-
mat 1) [9]. W drugiej z omawianych reakcji niekiedy konieczny jest dodatek katali-
tycznych ilosci kwasu trifluorooctowego.
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Schemat 1. Synteza y-laktonéw z podstawnikiem aromatycznym 3a-c oraz 4a-c z octanéw Baylisa-Hillmana
la-c (adaptowano z pracy [9])

Scheme 1. Synthesis of aromatic lactones 3a-c and 4a-c from Baylis-Hillman acetates la-c (adapted from
Ref. [9])

1.2. SYNTEZA ANALOGOW KWASOW PARAKOINOWYCH

Floch i in. [4] opracowali synteze 4,5-dipodstawionych-y-laktonéw, ktore
sa analogami kwaséw parakoinowych. W jednoetapowym procesie diester mety-
lowy kwasu itakonowego 5, aromatyczny aldehyd 6 oraz bromek arylowy 7 reaguja
w obecnosci katalizatora (Schemat 2). Reakcja bromku 7 z cynkiem powoduje
wytworzenie in situ zwigzku metaloorganicznego o wlasciwosciach nukleofilo-
wych, ktory nastepnie ulega addycji typu 1,4 do podwdjnego wigzania w czgsteczce
zwigzku pelnigcego role akceptora Michaela - czyli kwasu itakonowego (5). Powsta-
jacy w trakcie reakeji enolan I reaguje z aldehydem 6 tworzac alkoholan II, ktérego
cyklizacja prowadzi do utworzenia laktonu 8. W wyniku opisanej procedury otrzy-
mano laktony z réznymi podstawnikami z pierscieniu aromatycznym z wydajnos-
ciami 41-99% (Schemat 2) [4].
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Schemat 2. Jednoetapowa synteza 4,5-dipodstawionego-y-laktonu 8 (adaptowano z pracy [4])
Scheme 2. One-pot synthesis of 4,5-disubstituted-y-lactone 8 (adapted from Ref. [4])
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1.3. ZASTOSOWANIE REAKC]JI SUZUKI-MIYAURY

W literaturze jest wiele opracowanych metod syntezy tzw. ,,symetrycznych”
kwasow pulwinowych i wulpinowych posiadajacych w pozycjach 4 i 5 pier$cienia
y-laktonowegotakiesamepodstawnikiaromatyczne.Bourdeauxiin.[1]otrzymali,, nie-
symetryczne” analogitych zwigzkéw na drodze kilkuetapowej syntezy przedstawione;j
na Schemacie 3. Pierwszym kluczowym etapem byla reakcja benzylowej pochodnej
kwasu tetranowego (9) z a-fenylo-a-oksooctanem metylu w obecnoéci n-butylolitu
w temperaturze —78°C. Umozliwilo to powstanie zwigzku 11, z ktérego po dehy-
dratacji w obecnosci 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyny (DMAP) otrzymywano
y-lakton 12 zawierajacy fragment typowy dla kwaséw pulwinowych i wulpino-
wych. Drugim etapem syntezy byto wprowadzenie atomu jodu w pozycje a w sto-
sunku do grupy karbonylowej piecioczlonowego pierécienia laktonowego w reak-
cji przeprowadzonej przy udziale azotanu cerowo-amonowego (CAN). Powstala
jodopochodna 13 przereagowala z arylowa pochodng estru kwasu boronowego
w obecnosci katalizatora palladowego PACL(PPh,),. Reakcja ta, zwana reakcja
Suzuki-Miyaury, umozliwita wprowadzenie podstawnika aromatycznego w pozycje
« pierscienia laktonowego 15 z wydajnoscig 71%. Ostatnim etapem syntezy bylo
usuniecie grupy benzylowej w wyniku wodorolizy przeprowadzonej przy udziale
katalizatora palladowego na weglu aktywnym. Produktem syntezy byly ,niesyme-
tryczne” kwasy wulpinowe (np. zwigzek 15, Schemat 3) z ré6znymi podstawnikami
aromatycznymi, z ktérych w wyniku hydrolizy mozna réwniez uzyska¢ odpowied-
nie kwasy pulwinowe.
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Schemat 3. Synteza kwasu wulpinowego 15 z wykorzystaniem reakcji Suzuki-Miyaury jako jednego z klu-
czowych etapow syntezy (adaptowano z pracy [1])

Scheme 3. Synthesis of vulpinic acid 15 by Suzuki-Miyaura reaction as one of key steps in the synthetic route
(adapted from Ref. [1])
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1.4. OTRZYMYWANIE LAKTONOW W REAKCJI YLIDOW Z OLEFINAMI

Wu i in. [10] opracowali jednoetapowa synteze f,y-dipodstawionych
y-laktonow z olefin oraz ylidéw tworzacych sie in situ pod wplywem reakgji sil-
nej zasady z bromkiem 2-furoiloometylotrifenyloarsenu 16a lub bromkiem 2-tio-
furoilometylotrifenyloarsenu 16b. Przebieg reakcji w znacznym stopniu zalezal od
rodzaju podstawnika w pierscieniu aromatycznym. Jesli zastosowano olefiny z pod-
stawnikami znaczaco zwigkszajacymi gesto$¢ elektronowa w pierscieniu aromatycz-
nym, otrzymywano trans-f,y-dipodstawione-y-laktony (18) z wydajnoscia 74-90%
(Schemat 4). Natomiast zastosowanie w tej samej reakcji olefin z podstawnikami
stabo aktywujacymi lub zmniejszajacymi gestos¢ elektronowa w pierscieniu aroma-
tycznym powodowalo powstanie produktéw z pierscieniem cyklopropanu o konfi-
guracji trans (19). W reakeji w ukladzie aceton/woda w temperaturze 60°C zwigzki
te ulegaly przeksztalceniu do pozadanych laktonow (18) [10].
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Schemat 4.  Synteza f3,y-dwupodstawionych-y-laktonéw 18 z wykorzystaniem reakcji olefin 17 i ylidow 18
(adaptowano z pracy [10])
Scheme 4. Synthesis of ,y-disubstituted y-lactones 18 from olefins 17 and ylides 18 (adapted from Ref. [10])
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1.5. SYNTEZA LAKTONOW Z WYKORZYSTANIEM REAKCJI OZONOLIZY

Hon i in. [11] zaproponowali synteze f3-fenylo-y-winylo-y-laktonéw 22, 23
z y,6-nienasyconego estru 20, ktéry poddano ozonolizie. Otrzymany aldehyd 21
reagowal nastepnie z odczynnikiem Grignarda, w wyniku czego powstawala miesza-
nina diastereoizomerdw cis i trans y-laktonow 22, 23, ktoéra rozdzielono za pomoca
chromatografii kolumnowej (Schemat 5) [11].

COOEt COOEt
10, CHOI, -78C N Mng
BN EtN

Schemat 5. Synteza f3-fenylo-y-winylo-y-laktonéw 22, 23 z y,5-nienasyconego estru 20 (adaptowano z pracy

(11])
Scheme 5. Synthesis of S-phenyl-y-vinyl-y-lactones 22, 23 from y,5-unsaturated ester 20 (adapted from
Ref. [11])

1.6. OTRZYMYWANIE LAKTONOW Z POCHODNYCH KWASU BURSZTYNOWEGO

Pohmaktor i in. [12] opracowali synteze a,f,y-tripodstawionego-y-laktonu 27
z estru dietylowego pochodnej kwasu bursztynowego 24 posiadajacego grupe ben-
zoilowa w pozycji a« w stosunku do jednej z grup estrowych [12]. W wyniku dziata-
nia silnej zasady organicznej, diizopropyloamidku litu (LDA) otrzymano wicynalny
dianion 25. Reakcja otrzymanego dianionu z benzaldehydem w obecnosci ZnCl,
prowadzita do powstania -hydroksypochodnej 26. Reakcja jest wysoce regioselek-
tywna, addycji nukleofilowej do grupy karbonylowej benzaldehydu ulega jedynie
B-karboanion (Schemat 6). Dehydratacja hydroksyestru 26 za pomocg HCI prowa-
dzi do uzyskania a,f,y-tripodstawionego laktonu 27 z wydajnoscig 60%. Opraco-
wana synteza umozliwia otrzymanie wielu a-arylideno-y-laktonéw réznigcych sie
podstawnikiem aromatycznym w pozycjach « oraz y [12].
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Schemat 6. Synteza a,f3,y-tripodstawionego-y-laktonu 27 z wicynalnego dianionu 25 (adaptowano z pracy

(12])
Scheme 6. Synthesis of a,f,y-trisubstituted-y-lactone 27 from vicinal dianions of 25 (adapted from Ref. [12])

1.7. SYNTEZA LAKTONOW Z ALDEHYDOW AROMATYCZNYCH
Z WYKORZYSTANIEM KONDENSACJI ALDOLOWE]J I PRZEGRUPOWANIA CLAISENA

Laktony z pierscieniem aromatycznym mozna réwniez uzyska¢ w piecioetapo-
wej syntezie z benzaldehydu lub jego pochodnych. Pierwszym etapem jest krzyzowa
kondensacja aldehydu aromatycznego 28 z acetonem. Powstaly a,3-nienasycony
keton 29 jest redukowany do alkoholu allilowego 30, z ktorego po przegrupowaniu
Johnsona Claisena z udzialem ortooctanu trietylowego i hydrolizie utworzonego
estru otrzymuje sie y,0-nienasycony kwas 32. Ostatnim etapem jest jodolaktonizacja
wukladzieeterdietylowy/wodoroweglansodu,prowadzacadootrzymaniamieszaniny
y i d-laktondéw (33-35) (Schemat 7). Z kwasu mozna rdwniez otrzymac chloro-
i bromolaktony, stosujac jako reagenty odpowiednio N-bromoimid kwasu bursz-
tynowego (NBS) i N-chloroimid kwasu bursztynowego (NCS). W opisany sposob
zostaly otrzymane halogenolaktony z aldehydu anyzowego [13].
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Schemat 7.  Synteza jodolaktonéw z aldehydéw aromatycznych wykorzystujaca reakcje kondensacji aroma-
tycznego prekursora z acetonem

Scheme 7. Synthesis of iodolactones from aromatic aldehydes started by condensation of an aromatic precur-
sor with acetone

2. SYNTEZA OPTYCZNIE CZYNNYCH y-LAKTONOW

Ze wzgledu na wielokrotnie udokumentowang prawidlowos¢, iz aktywnos¢
biologiczna zwigzkéw zalezy od konfiguracji centréw chiralnosci obecnych w czas-
teczce, wcigz opracowywane sg metody otrzymania laktondw z pierscieniem aroma-
tycznym w postaci optycznie czystych stereoizomeréw. Metody te mozna podzieli¢
na trzy rodzaje. W pierwszej z nich substratem w syntezie jest chiralny prekursor
natomiast dwie pozostate zakladajg transfer chiralnosci do czgsteczki w wyniku
dzialania chiralnych katalizatoréw chemicznych lub biokatalizatoréw w postaci
enzymow zawartych w organizmach zywych lub stosowanych w postaci wyodreb-
nionych preparatow.

2.1. SYNTEZA LAKTONOW Z CHIRALNYCH PREKURSOROW

Przykladem pierwszej z metod jest synteza optycznie czynnych
a-hydroksy-a,B-diarylo-y-laktonéw z komercyjnie dostepnych estrow kwasu jabt-
kowego (Schemat 8). Kluczowym etapem jest tej syntezy jest stereoselektywne
alkilowanie substratdéw w pozycjach C-2 oraz C-3 z wykorzystaniem amidku
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N,N-bis(trimetylosililo)litu (LiHMDS). Wydajnos¢ prowadzonej reakcji zalezala
gltéwnie od rodzaju zastosowanego substratu. Ester metylowy ulegal reakcji wol-
niej oraz z mniejszg selektywnoscig niz ester izopropylowy kwasu jabtkowego (36).
Otrzymang alkilowg pochodng estru izopropylowego kwasu jablkowego (37) pod-
dano hydrolizie. Uzyskano dikarboksylowa pochodna, ktéra w nastepnym etapie
przeprowadzono w cis-1,3-dioksolan-4-on (38). Zwigzek 38 ponownie alkilo-
wano diastreoselektywnie w pozycji C-2 wedtug tej samej procedury. Otrzymany
produkt 39 zostal nastepnie przeksztalcony w optycznie czynny a-hydroksy-
a,3-difenylo-y-lakton (40) w wyniku redukcji kompleksem boranu z siarcz-
kiem dimetylowym (BH,-Me,S) i laktonizacji indukowanej jonami H" (Sche-
mat 8). Opracowana metoda syntezy umozliwia otrzymanie optycznie czynnych
a-hydroksy-a,B-diarylo-y-laktonéw zawierajacych rézne podstawniki aromatyczne
w pierscieniu laktonowym [14].

éo

Pri0,C”(s) LIHMDS : 2) t-BuCHO, \~—O H 38

36 37 D TsOH 7\

©/\Br j LiIHMDS

oH ©/\B, OH o COH
. /'\(@/COZIPr 1) KOH, EtOH (s).,(S)
COZIPF —_— PriOZC (S) Y

Schemat 8. Synteza enancjomerycznie wzbogaconych a-hydroksy-a,f-difenylo-y-laktonu (40) w wyniku ste-
reoselektywnego alkilowania estru kwasu jabtkowego (36) (adaptowano z pracy [14])

Scheme 8. Synthesis optically enriched a-hydroxy-a,B-diphenyl-y-lactone (40) by stereoselective alkylation
at C-2 and C-3 position of malic acid ester (36) (adapted from Ref. [14])

Reakcja alkilowania zostala réwniez zastosowana przez Pohmaktora
iin. [15] do otrzymania optycznie czynnych a- oraz ff-benzylo-y-laktonéw (45, 46)
(Schemat 9). W wyniku diastereoselektywnego alkilowania chiralnej pochodnej
kwasu bursztynowego 41 uzyskano zwiazek 42 o konfiguracji R nowego powstalego
centrum stereogennego. Jego hydroliza doprowadzita do otrzymania enancjome-
rycznie wzbogaconej pochodnej kwasu bursztynowego (43), ktéra nastepnie zostata
przeksztalcona w bezwodnik 44. Redukcja bezwodnika 44 prowadzita do powstania
optycznie czynnych a- oraz 3-benzylo-y-laktondw (45, 46) [15].
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Schemat 9.  Synteza (R)-a- oraz f3-benzylo-y-laktonéw (45, 46) z chiralnej pochodnej kwasu bursztynowego
(41) (adaptowano z pracy [15])

Scheme 9. Synthesis of (R)-a and f-benzyl-y-lactones (45, 46) from chiral succinic acid derivative (41)
(adapted from Ref. [15])

2.2. ZASTOSOWANIE CHIRALNYCH KATALIZATOROW CHEMICZNYCH

Przykladem zastosowania chiralnych katalizatoréw chemicznych w synte-
zie laktondw z pierscieniem aromatycznym jest enancjoselektywne uwodornienie
substratow olefinowych z udzialem chiralnych komplekséw 2,2’-bis(difenylofos-
fino)-1,1’-binaftylu z rodem (BINAP-Rh) oraz rutenem (BINAP-Ru) prowadzace
do otrzymania optycznie czynnych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej. Stosujac
ta metod¢ Donate i in. [7] zaproponowali synteze enancjomerycznie wzbogaco-
nych a-fenylo-y-laktondéw 48, 49 z «,f-nienasyconego-y-laktonu 47 z podstawni-
kiem fenylowym w pozycji a. Asymetryczne uwodornienie laktonu 47 za pomoca
BINAP-Rh doprowadzito do otrzymania cis-y-laktonu 48, z kolei zastosowanie
BINAP-Ru skutkowato utworzeniem trans-izomeru 49 (Schemat 10) [7].
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Schemat 10. Enancjoselektywne uwodornienie a,f3-nienasyconego-y-laktonu 47 (adaptowano z pracy [7])
Scheme 10.  Enantioselective hydrogenation of a,f-unsaturated-y-lactone 47 (adapted from Ref. [7])

2.3. OTRZYMYWANIE LAKTONOW Z WYKORZYSTANIEM ENZYMOW

Stosunkowo najliczniej wliteraturze opisane sg metody otrzymywania optycznie
czynnychlaktonowz podstawnikiem aromatycznymz wykorzystaniem proceséwbio-
transformacji. Caroiin. [16] zaproponowali chemoenzymatyczng synteze obu enan-
cjomerdw f-benzylo-y-laktonu (54, 55) z zastosowaniem lipaz. W pierwszym etapie
zostala przeprowadzona enzymatyczna transestryfikacja racemicznego f-benzylo-
y-hydroksy estru 50 z wykorzystaniem octanu winylu jako rozpuszczalnika oraz
dawcy grupy acylowej. Najlepszy wynik osiggnieto stosujac jako biokatalizator lipaze
z Pseudomonas cepacia (Amano PS). Otrzymano nieprzereagowany (S)-(+)-y-
hydroksyester 52 (ee = 94%) oraz octan jego drugiego enancjomeru 51 z nadmia-
rem enacjomerycznym 69% (Schemat 11). W celu zwigkszenia nadmiaru enancjo-
merycznego octanu 51 przeprowadzono jego hydroliz¢ przy udziale lipazy Amano
PS, uzyskujac (R)-(-)-y-hydroksyester 53 z nadmiarem enancjomerycznym 96%.
Optycznie czyste yp-hydroksyestry 52, 53 poddano nastepnie laktonizacji przy
udziale kwasu p-toluenosulfonowego w benzenie, otrzymujac enancjomerycznie
wzbogacone 3-benzylo-y-laktony 54, 55 (ee odpowiednio 94 i 96%) [16].
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Schemat 11. Kinetyczny rozdzial racemicznego y-hydroksyestru 50 przy uzyciu lipazy Amano PS oraz synteza
optycznie czystych -benzyl-y-laktonéw 54, 55 (adaptowano z pracy [16])

Scheme 11.  Kinetic resolution of racemic y-hydroxy ester 50 by lipase Amano PS and synthesis of optically
pure B-benzyl-y-lactones 54, 55 (adapted from Ref. [16])

Jedng z metod prowadzacych do otrzymania optycznie czynnych y-laktondw
jest enzymatyczny rozdzial mieszanin racemicznych tych zwigzkéw. Berti i in.
[17] otrzymali optycznie wzbogacone kwasy parakoinowe posiadajace podstawnik
a-benzylowy w pozycji « pierScienia y-laktonowego. Do enancjoselektywnej hydro-
lizy estrow etylowych y-laktonu 56 zastosowano komercyjnie dostepne enzymy.
Najwiekszg enancjoselektywno$cig charakteryzowaty sie a-chymotrypsyna (a-CT)
oraz lipaza z trzustki wieprzowej (PPL). Otrzymano (-)-(3S,4R)-y-lakton 57 z grupa
karboksylowa w pozycji 8 (ee > 99%, E > 200) (Schemat 12). Na uwage zasluguje
réwniez fakt, iz zadowalajacy wynik enzymatycznej hydrolizy trans izomeru lak-
tonu 56 uzyskano jedynie przy zastosowaniu a-CT jako biokatalizatora. Otrzymano
(-)-y-lakton z nadmiarem enancjomerycznym > 92% a enancjoselektywnos¢ reakeji
wynosifa 29. W obu przypadkach stopien konwersji oraz nadmiar enancjomeryczny
nieprzereagowanych estréw byl niski [17].

EtOOC HOOC EtOOC.,, N
0]

O bufor fosforanowy 0 o} 0 O

56 (3S,4R)-57 (3R,45)-58

Schemat 12. Enancjoselektywna hydroliza estru etylowego kwasu a-benzylo parakoinowego 56 (adaptowano

z pracy [17])
Scheme 12.  Enantioselective hydrolysis of ethyl ester of a-benzyl paraconic acid 56 (adapted from Ref. [17])
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2.4. PROCESY BIOTRANSFORMAC]JI Z UZYCIEM CALYCH KOMOREK
DROBNOUSTROJOW

Optycznie czynne y-laktony z podstawnikiem aromatycznym moga zostaé
otrzymane w wyniku biotransformacji z udzialem calych komoérek drobnoustro-
jow. Koul i in. [18] zredukowali a,B-nienasycone aldehydy 59, 61 za pomocg calych
komorek drozdzy piekarskich Saccharomyces cerevisiae (Schemat 13). Zauwa-
zono, iz jesli do reakcji zastosowano aldehyd zawierajacy podstawnik 3,4-dime-
toksyfenylowy (59), wyizolowano enanjomerycznie wzbogacony hydroksyester
60 bedacy produktem redukcji wiazania podwojnego oraz grupy karbonylowej.
Jego laktonizacja w $rodowisku kwasnym umozliwila otrzymanie optycznie czyn-
nego B-benzylo-y-laktonu 62 (ee = 47%). Z kolei redukcja aldehydu z pod-
stawnikiem para-metoksyfenylowym (61) za pomoca tego samego biokataliza-
tora prowadzita bezposrednio do powstania enanjomerycznie wzbogaconego
B-benzylo-y-laktonu 63 (ee = 46%). W tym przypadku nie wyizolowano pro-
duktu posredniego transformacji czyli optycznie czynnego alkoholu, co $wiadczy
o tym, ze reakcje redukcji, hydrolizy i laktonizacji zachodzg z bardzo duza szybko-
$cig [18].

CH,0

3 H .
= COOCH; Saccharomyces CH,O ”’(\COOCHa HCI cHO E>:O
_—— >
CH,0 cero i CH,0H o
3 cerevisiae CH,0 CH,O
59 (-)-(R)-60 (+)-(R)-62
X COOCH, Saccharomyces
_—
CHO cerevisiae /©/ E>:O
CH,0 CH,0 o
61 (+)-(R)-63

Schemat 13.  Synteza enancjomerycznie wzbogaconych f3-benzylo-y-laktonéw 62,63 z a,8-nienasyconych alde-
hydéw 59, 61 (adaptowano z pracy [18])

Scheme 13.  Synthesis of enantiomerically enriched f-benzyl-y-lactones 62, 63 from of a,-unsaturated alde-
hydes 59, 61 by baker’s yeast (adapted from Ref. [18])

Ribeiro i in. [19] zredukowali grupe karbonylowa a-benzylo-a-acetylo-y-
laktonu 64 za pomocg calych komoérek drozdzy oraz grzybow strzepkowych. Stereo-
specyficzno$¢ prowadzonej reakeji zalezala od rodzaju zastosowanego mikroorgani-
zmu. Jedli jako biokatalizatora uzyto szczepow Geotrichum candidum, Kluyveromyces
marxianus lub Aspergillus niger, obserwowano powstawanie hydroksylaktonu anti
(65). Z kolei uzycie Hansenula sp. jako biokatalizatora powodowalo powstawanie
stereoizomeru syn (66) (Schemat 14) [19].
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Schemat 14. Mikrobiologiczna redukcja a-benzylo-a-acetylo-y-laktonu 64 (adaptowano z pracy[19])
Scheme 14.  Microbial reduction of a-benzyl-a-acetyl-y-lactone 64 (adapted from Ref. [19])

Mikrobiologiczna hydroliza 2-fenylo-4-pentenonitryli stosowana jest do otrzy-
mywania optycznie czynnych kwaséw karboksylowych, ktére moga by¢ bezposred-
nimi prekursorami y-laktonéw. Wang i Zhao [20] przeprowadzili biotransformacje
2-fenylo-4-pentenonitryli z réznymi podstawnikami w pier§cieniu aromatycznym.
Jednym z nich byt 2-(4-metylofenylo)-4-pentenonitryl 67. Mikrobiologiczna
hydroliza nitrylu 67 za pomocg calych komorek szczepu Rhodococcus sp. AJ270
posiadajacego enzymy hydrataze nitrylowa oraz amidaze, prowadzila do otrzy-
mania amidu 69 oraz kwasu 70 z nadmiarami enancjomerycznymi wynoszacymi
odpowiednio 97 i 99% (Schemat 15). (S)-(+)-Kwas 70 poddano jodolaktonizacji
otrzymujac optycznie czynne §-jodo-y-laktony 71, 72 [20].
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Schemat 15. Hydroliza nitrylu 67 przy udziale Rhodococcus sp. AJ270 oraz laktonizacja enanjomerycznie czy-
stego kwasu 70 (adaptowano z pracy [20])

Scheme 15.  Hydrolysis of nitrile 67 conducted by Rhodococcus sp. AJ270 followed by lactonization of enantio-
merically enriched acid 70 (adapted from Ref. [20])

UWAGI KONCOWE

Przytoczone przyklady ilustrujg rézne strategie syntezy laktonéw zawierajacych
pierécien aromatyczny. Synteza tej grupy polaczen cieszy si¢ wzrastajacym zainte-
resowaniem chemikow ze wzgledu na fakt, iz obecnos¢ podstawnikéw aromatycz-
nych zwigksza lipofilowo$¢ omawianej grupy zwiagzkéw. Moze to miec¢ szczegdlne
znaczenie w przypadku zwigzkow o aktywnos$ci antynowotworowej, z uwagi na ich
ulatwiony transport do docelowych komoérek. Przedmiotem szczegdlnego zainte-
resowania jest tez synteza tych zwigzkéw w postaci pojedynczych enancjomeréw
o §cisle zdefiniowanych centrach chiralnosci.
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W szkicu tym chcemy przedstawi¢ pewna nowa hipotez¢ na temat przewodniej
idei znakomitej powiesci naszego o$wieceniowego pisarza i uczonego Jana Potoc-
kiego. Krotko méwigc, chcemy tu pokazaé, ze gldwna osig tej ksigzki jest historia
wzrostu i upadku Zakonu Rézokrzyzowcow, ktérych bezposrednim $wiadkiem byt
pisarz. W jego wspanialym dziele wiele jest nawigzan i odwolan do doswiadczen
wlasnego Zycia. Na szereg takich, zauwazalnych w dziele nawigzan zwrdcili ostat-
nio uwage autorzy obszernej biografii Jana Potockiego [1]. Oczywiscie wyobraznia
pisarza ukrywa takie momenty w gaszczu alegorycznych odniesien, co sprawia, ze
sg one nietatwe do odczytania. Oto maly przyklfad takiego stanu rzeczy. Gtéwnym
narratorem jest w powiesci naczelnik Cyganéw, Avadoro. On to gtéwnie wprowadza
na kolejne stronice powiesci coraz to nowe postacie, opowiadajace swoje przygody.
Sam za$, opowiadajac o swoim dziecinstwie i ojcu, don Felipe de Avadoro, infor-
muje, ze ten, niepocieszony po stracie maltzonki, zaczal uczgszczaé do teatru, gdzie
wlasnie wystawiano sztuke, ,podtrzymywang przez stronnictwo Polaccos”, ktora
wygwizdywalo stronnictwo Sorices. Latwo si¢ mozna domysle¢, ze miano Sori-
ces jest prostym anagramem miana Rosices [2]. Taka identyfikacja tych oznaczen
natychmiast przenosi nas w lata Sejmu Wielkiego, kiedy Potocki osobiscie wziat
czynny udzial w dzialalnosci politycznej, wspomagajac Stronnictwo Patriotyczne
(Polaccos). W tych sporach wazng, jak wiadomo, rol¢ odegral teatr i zgodnie z ta
wskazdwka powieSciowy Avadoro staje si¢ namietnym teatromanem, przeciwni-
kiem Rosicos (to jest oczywiscie partia prorosyjska, przeciwna modernizacji ustroju
kraju). Podczas rozmowy z literatami ,,u ksiegarza Moreno” (az sie prosi, by tu pod-
Yozy¢ nazwisko warszawskiego ksiegarza Grolla) dowiedzial si¢ Avadoro, ze cierpia
oni na brak dobrego inkaustu. Postanowil wiec uruchomi¢ w swoim domu wytwor-
ni¢ atramentu, na uzytek potrzebujacych. Taka wigc fantazyjna postac przybrata na
stronicach ,,Rekopisu” znana dzialalnos¢ Potockiego, ktéry w roku 1788 uruchomit
na rzecz stronnictwa patriotycznego wlasng Drukarnie Wolna, gdzie wydat kilkaset
drukéw wlasnych i innych autoréw i drukowat gazete sejmows, ,,Journal Hebdoma-
daire de la Diete”. Zyciorys ojca Naczelnika Cyganéw obdarzyt wiec pisarz wtasnymi
przezyciami. Nie znaczy to, by ich mialo zabrakng¢ w wizerunku samego Naczelnika.
Jak niegdys Jan Potocki stuzy on jakis czas na galerach Rycerzy Maltanskich [3].

Osia powiesci Potockiego, wokot ktorej owinal on dziesigtek indywidualnych
opowiesci, jest tajemnica Gomelezéw. Ten siegajacy czaséw wladztwa muzulman-
skiego w Hiszpanii rod, jest posiadaczem tajnej kopalni zlota, z ktérej od lat czer-
pie na wiasny uzytek solidne dochody. To jest wlasnie owa tajemnica rodu. Chcac,
wobec braku meskich potomkéw, dopusci¢ do niej odleglego kuzyna, kapitana
gwardii walonskiej Alfonsa van Wordena i skloni¢ go do przediuzenia rodu, jego
czlonkowie poddaja go probom, by sprawdzi¢ czy jest nalezycie odwazny, i czy
dochowuje tajemnicy, a kiedy po zlozeniu tego egzaminu jest wreszcie dopuszczony
do sekretu, okazuje sig, ze kopalnia si¢ wyczerpala i nie bedzie nadal dawata zyskow.
Zawdd, jaki musiat dotkna¢ van Wordena, ostadzaja wprawdzie mitosne stosunki
z siostrami-blizniaczkami, Eming i Zibelds, i pozadane nastepstwa tych zwigzkow,
ale przeciez, nie ukrywajmy, caly trud poszed!l na marne. Nie ma ztota! A co si¢ stalo
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z potezng i wplywowa organizacja Gomelezoéw, tego powies¢ nie ujawnia, ograni-
czajac si¢ do pobieznego zarysowania dalszych loséw pojedynczych jej cztonkow.
W kazdym razie, zwolane doraznie posiedzenie kierownictwa rodu zarzadza zakon-
czenie prac wydobywczych i wysadzenie w powietrze resztek kopalni.

Otoz, jak powiedzialem na wstepie, organizacja Gomelezéw wydaje si¢ by¢ lite-
racky transpozycja Zakonu Rézokrzyzowcow. Podstawa dlugiego trwania Zakonu
bylo poszukiwanie tajemnicy przetwarzania metali nieszlachetnych w zloto. Zgod-
nie z wyznawang poddwczas powszechnie doktryng taka transmutacja miata by¢
w pelni mozliwa. Bardzo wiele majatkéw i srodkdw utopiono w tych poszukiwa-
niach, wspomagajac prace laboratoryjne praktykami kabalistycznymi i spirytystycz-
nymi oraz $cile zachowujac tajemnice wobec profanéw. Wiara w mozliwos¢
transmutacji byla wtedy powszechna. Poczatki natomiast zorganizowanego ruchu
Rézokrzyzowcow odnoszg sie do pierwszych lat XVII wieku i do dziatan kregu pro-
testanckich intelektualistow, skupionych w Tybindze. Za twodrce ruchu uwaza si¢
protestanckiego pastora, Johanna Valentina Andredgo. Poczatkom ruchu, a zwlasz-
cza wytworzonej przez ten ruch doktryny, obszerne i zdumiewajace swoja erudy-
cja studium poswigcit niedawno T. Cegielski [4]. Cegielski upatruje w organizacji
Rézokrzyzowcoéw poprzednikéw wolnomularstwa i uwaza, iz ,,cz¢$¢ swoich zasad
ideowych, ale réwnoczes$nie wszystkie swoje funkeje, a takze symboliczny jezyk
i inicjacyjny charakter, wolnomularstwo przejelo bezposrednio lub posrednio od
ruchu Rézokrzyzowcow” [5]. Dorzuémy tutaj jeden szczegdl, $wiadczacy o polskim
udziale w tworzeniu towarzystw, taczacych poszukiwaczy kamienia filozoficznego.
Wsrdéd drukowanych, a przypisywanych naszemu alchemikowi, Michatowi Sedzi-
wojowi, pism, znalez¢ mozna wydane w roku 1691 ,,Statuty Stowarzyszenia Nie-
znanych Filozoféw”, bedace wezwaniem do utworzenia migdzynarodowego towa-
rzystwa poszukiwaczy tego kamienia [6]. Polskie ttumaczenie tekstu tych statutow
znajduje sie w dziele pt ,Woda, ktora nie moczy rak. Alchemia Michata Sedziwoja”
Z. Szydty [7]. Pewne dane wskazuja, ze organizacja taka istotnie zaistniala. Pracujac
nad wydaniem tlumaczenia ,,Chemii filozoficznej” Jakuba Barnera [8] znalaztem
w innym, wydanym w Gdansku w roku 1683, druku tego autora wzmianke, iz pod-
czas podrdzy do Lipska napotkal on studenta, ktéry mu opowiadat o swoich kon-
taktach z ,,Synami Sedziwoja” (Filii Sendivogii), odprawiajacymi ,,biate msze” [9].

Historia Zakonu Roézokrzyzowcow na przetomie XVII i XVIII wiekéw nie
jest jasno zaznaczona. Jednakze prawdziwy renesans ruchu i jego rozkwit nastapit
w polowie wieku XVIII. W calej zachodniej Europie powstaly komorki tej orga-
nizacji, ktéra dzialala niezaleznie od rozkwitajacego poddéwczas wolnomular-
stwa. W latach 1756-1757 konfraternia rézanego krzyza opanowala cale Niemcy,
a w 1767 oglosila ostateczng redakcje swojej konstytucji. Szczegdlnego znaczenia
nabrato berlinskie odgalezienie stowarzyszenia. Jego zwierzchnicy, J.R. Bischo-
tswerder i Woelner, stali blisko nastepcy tronu pruskiego, Fryderyka Wilhelma, i po
jego wstapieniu na tron zostali nawet jego ministrami. [10]. W Warszawie dzialaly
w latach 80. XVIII wieku dwa kota Rézokrzyzowcéw. Do stowarzyszenia nalezal
nawet krdl. Dzialali tam m.in. stolnik koronny, przyjaciel kréla, August Moszyn-
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ski, kurlandzki baron Karol Henryk Heyking, dwaj gdanszczanie, baron Scheffler,
krolewski dyrektor gorniczy, i Antoni Schroder, probierz Skarbu Koronnego, lekarz
Czartoryskich Paul Goltz, (ten mial sidédmy stopienn wtajemniczenia w Zakonie
Roézokrzyzowym) i inni. O warszawskich Rézokrzyzowcach pisat nie tak dawno
R. Bugaj [11]. Kronikarz czaséw stanistawowskich Warszawy, Antoni Magier, tak
pisal o prawdziwej manii alchemicznej, jaka opanowata wéwczas miasto: ,,zaprza-
tano sobie glowe dochodzeniem i wyszukiwaniem sposobu robienia ztota pod
nazwiskiem kamienia filozoficznego” (...). Byli panowie, ktérzy lozyli na to cale
majatki. Moszynski, stolnik koronny, zwierzyt si¢ krolowi, ze duzo nad tym wyna-
lazkiem pracuje, i ze mu tylko brakuje wiecej pienigdzy. Wida¢ byto po ulicach ster-
czace na dwor po réznych domach rury zelazne dla ,odchodu dymu” [12] W latach
osiemdziesigtych XVIII wieku zarysowat si¢ jednak stopniowy upadek towarzystwa.
Zawiedzeni brakiem rezultatow prowadzonych prac, a zwiedzeni mozliwoscig
poznania tajemnic, rzekomo posiadanych przez Zakon, jego cztonkowie wycofywali
sie z czynnej dziatalno$ci. Do takich nalezal Jerzy Forster, przez krotki czas profesor
historii naturalnej Szkoly Gléwnej Litewskiej. Zostawil on swoja prace nauczyciel-
ska w Kassel i powoli jechat do Wilna, przez Lipsk, Freiberg, Prage, Wieden, Kra-
kéw i Warszawe. Byt to rok 1784. W Kassel, byt Forster czynnym Rézokrzyzowcem
w sidédmym stopniu wtajemniczenia. Popadl w diugi i odzegnal si¢ od Towarzystwa.
Doktadniej mdéwigc, odrzucil on calg mistyczno-kabalistyczng oprawe prac alche-
micznych, i traktowal kwestie transmutacji metali jako kwestie czysto badawcza,
uwazajac nadal, ze transmutacja jest mozliwa. Jadac do Wilna, odwiedzat po drodze
kolejne komorki towarzystwa, prowadzil rozmowy, nie ujawniajac jednak swojego
sceptycyzmu. Obraz, jaki rysuje sie stad w jego listach do przyjaciél i w dzienniku
podrdzy, to obraz napotykanego niemal powszechnego zwatpienia. W Wiedniu, jak
stwierdzil, Kota Rézokrzyzowcow catkowicie zawiesity prace. Warszawa byta wtedy
jeszcze aktywna. Tak wiec, podréz Forstera daje nam poznaé Zakon Rozokrzyzow-
cow w stanie wyraznego kryzysu [13]. Jeste$my zresztg juz bliscy kresu dziatalnosci
Zakonu. Bo oto w styczniu 1787 roku zwierzchnictwo Zakonu, usytuowane wtedy
w Berlinie, zarzadzilo zawieszenie, az do odwolania, prac Zakonu, we wszystkich
jego ogniwach. To odwotanie nigdy nie mialo nastapic [14].

Miedzy losami kopalni ztota rodu Gonzalezdw, a losami Zakonu Rozokrzyzow-
cow rysuje sie wiec wielka paralela. Nieodparcie nasuwa si¢ wniosek, ze losy kopalni
mogly by¢ dla Potockiego obrazem loséw Zakonu, ktérych byl przeciez bezposred-
nim $wiadkiem.

W tym miejscu musi si¢ nasuwac pytanie o przyczyny, ktére sprawily, ze tak
bujnie rozwijajacy si¢ Zakon Rézokrzyzowcow gwaltownie zszed! ze sceny. Bylo to
niewatpliwie spowodowane dokonujacg si¢ wlasnie wtedy rewolucja naukowg che-
mii, ktéra zdyskredytowala ostatecznie mrzonki alchemiczne, calg idee transmuta-
cji. Spdjrzmy bowiem na zadziwiajaca koincydencje wydarzen. Giéwnym sprawcg
rewolucji w chemii byl francuski uczony, Antoine Laurent de Lavoisier (1743-1794).
Jak sam pisal, prace nad nowa teorig spalania, ktéra byta gtéwng osig nowej che-
mii, rozpoczal w roku 1772. Nie znaczy to, aby nowe idee natychmiast si¢ przyjely.
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Przeciwnie, napotkaly one zywy opdr, zwlaszcza w krajach niemieckich. Dopiero
w potowie lat osiemdziesigtych koncepcje Lavoisiera znalazly uznanie i poparcie
wérod wybitnych chemikéw francuskich. W pazdzierniku 1786 roku chemik mtod-
szego pokolenia, A.F. Fourcroy, wydal w Paryzu podrecznik pt ,,Elements d’histoire
naturelle et de chimie”, w ktorym obok dawnej teorii flogistonowej przedstawil teorie
spalan Lavoisiera, dajac tej ostatniej wyraznie pierwszenstwo. Rok pézniej Lavoisier,
wraz z trzema innymi popierajacymi go uczonymi (L.B. de Morveau, C.L. Bertholet
i A.E. Fourcroy) wspdlnie wydali zarys nowej naukowej nomenklatury chemiczne;j
- »Methode de Nomenclature Chimique”. Zostala ona oparta na koncepcjach Lavoi-
siera. W koncu, w 1789 roku, sam Lavoisier wydat podrecznik nowej chemii, ,,Traite’
elementaire de chimie, presente’ dans un order nouveau et d’apres les decouvertes
modernes”. Obszerne fragmenty tego historycznego dziela ukazaly si¢ niedawno
w polskim przekladzie R. Mierzeckiego [15] Byly to daty oznaczajace definitywne
rozstanie z dawng tradycja chemiczna.

W tym kontekscie fakt, Ze to w roku 1787 kierownictwo Rézokrzyzowcow oglo-
sifo ,,Silentium” dla swoich kétek, wydaje sie by¢ odpowiedzia towarzystwa na doko-
nania nauki. Ogloszeniem kapitulacji. Dodajmy, ze pierwsza, rekopismienna wersja
»Rekopisu” datowana jest na rok 1794. To nie moze by¢ zbieg okolicznosci. Wersja
ta zawiera kompletny plan powiesci, podzial na dni, stanowiace kolejne rozdziaty,
a takze wszystkie najwazniejsze postacie: Szejka Gomelezéw, Avadoro, naczel-
nika Cyganoéw, Kabaliste, Rebeke i Velasqueza [16]. Jak sie wiec wydaje, ,,Rekopis”
mogl by¢ rodzajem komentarza pisarza do dokonujacych sie wydarzen. Nie mamy
wprawdzie danych, ze pisarz osobiscie uczestniczyt w praktykach Rézokrzyzowcow.
Nie mozna jednak wykluczy¢, by nie moégh miec zachet ze strony chocby kréla Sta-
nistawa Augusta.

W biografii Potockiego, napisanej przez Rosseta i Triairego, znajdujemy infor-
macje, ze w czasie swojego dtuzszego pobytu w Warszawie (lata 1788-1791), dwu-
krotnie wypozyczal z biblioteki krélewskiej ceniony w wieku XVIII podrecznik che-
mii ,, Dictionaire de chimie” P. Macquera [17]. A wiec Potockiemu znana byla dawna
chemia we flogistonowym ujeciu. W ogdle ten urodzony humanista zdradzal duze
zainteresowanie naukami przyrodniczymi. Pisatem o tym krétko w innym miejscu
[18]. Nasuwa si¢ wiec tutaj przypuszczenie, ze Potocki mdgl w jakiej$ mierze uczest-
niczy¢ w pracach warszawskich Rozokrzyzowcéw. Po c6z mu bowiem byl potrzebny
dykcjonarz Macquera? Jesli tak bylo na prawde, to nadawalo by to ,Rekopisowi”
interesujacy odcien autobiograficzny.

Jak wiadomo, gtéwna nowoscia w koncepcjach Lavoisierera byl nowa teoria
spalan, przekreslajaca istnienie postulowanego czynnika palnosci, flogistonu. Nie
ona jednak odegrala pierwszorzedna role w upadku prac Rézokrzyzowcow. Waz-
niejsze tu bylo, jak si¢ wydaje, nowe rozumienie istoty pierwiastka chemicznego.
~Wszystkie substancje — pisal Lavoisier - ktorych dotychczas zadnymi srodkami nie
potrafilismy roztozy¢, sa dla nas pierwiastkami; nie dlatego, Ze mozemy zapewnic,
iz te ciala, ktére uwazamy za proste, nie sa same ztozone z dwu, lub nawet z wigk-
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szej liczby poczatkow, lecz poniewaz te poczatki nigdy si¢ nie rozdzielajg, lub raczej
poniewaz nie mamy zadnego sposobu, by je rozdzieli¢, dziataja one na nas w sposéb
cial prostych i nie mozemy ich uwaza¢ za ztozone, poki doswiadczenie i obserwacja
nie dostarczg nam na to dowodu” [19]. Bylo to wlasciwie powtdrzenie definicji pier-
wiastka, jaka podal Robert Boyle. Nie przeszkadzalo to temu uczonemu osobiscie
uczestniczy¢ w poszukiwaniach kamienia filozoficznego. U Lavoisiera definicja ta
nabrala mocy aksjomatu naukowego, na ktérym oparta si¢ nowa chemia. W ten
sposdb na sporzadzonej przez niego liScie ,,substancji prostych metalicznych, daja-
cych sie ukwasorodni¢” znalazly sie obok siebie zloto, srebro, rte¢, otéw. A przeciez
to wlasnie rtec i otéw byly przedmiotem wiekowych préb alchemikow nad pozyski-
waniem szlachetnych metali z nieszlachetnych. Dla takich dzialan nie byto miejsca
w nowej chemii.

Pewne szczegoly tekstu ,,Rekopisu” sugerowaé moga, zZe Potocki maégl tez mie¢
na mysli okolicznosci zwigzane z dziataniami sekty iluminatéw awinionskich hra-
biego Tadeusza Grabianki. Grabianka byl wlascicielem ziemskim z Podola, a wiec ze
stron darzonych przez Jana Potockiego szczegdlng atencjg. Dzialalnoséci Grabianki,
J. Ujejski poswiecit specjalne opracowanie monograficzne [20]. Opracowanie to jest
naszym przewodnikiem w tej partii naszego tekstu. Grabianka w latach 1779-1782
przeszed! inicjacj¢ w Berlinie u dwoch zawzigtych poszukiwaczy kamienia filozo-
ficznego, Don Antoniego Jozefa Pernetyego i niejakiego Brumorego. Tego pseu-
donimu uzywal Jozef Filibert de Morveau, zresztg brat wybitnego francuskiego
chemika, Ludwika Bernarda, ktdry, jak juz mowitem, stal si¢ czynnym zwolenni-
kiem tez Lavoisiera. Jak widzimy, stara i nowa chemia czesto rosty tuz obok sie-
bie. Prace berlinskich nauczycieli Grabianki przesycone byly mistyka i elementami
kabaly. Obydwaj byli goracymi zwolennikami rewelacji gloszonych przez szwedz-
kiego proroka tamtych lat, Svedenborga. Pernety uwazal, ze Starozytni zaszyfrowali
dla potomnych swoje tajemnice alchemiczne w postaci legend i bajek egipskich
i greckich. Jest on autorem dziet, w ktérych usiluje odgadnac¢ te zagadki, Znalez¢
je zreszta mozna w zbiorach naszego Ossolineum [21]. Jeszcze w 1760 roku zalozyt
Pernety w Awinionie towarzystwo Les Ilumines, ktéremu nadal ryt hermetyczny.
Mialo ono poszukiwa¢ na drodze eksperymentéw wspomaganych praktykami spi-
rytystycznymi i kabalistycznymi owego kamienia filozoficznego. Potem byl Per-
nety bibliotekarzem krolewskim w Berlinie, a nastepnie odbudowal w Awinionie
swoja dawna loze. Hrabia Grabianka okazal si¢ by¢ wiernym i oddanym uczniem.
Uczestniczyl w poszukiwaniach mistrza. Prowadzil jakie$ eksperymenty, wraz ze
wspomnianym Brumorem, takze w swoich dobrach na Podolu. W koncu zostat
nastepca mistrza, jako zwierzchnik lozy awinionskiej. W dzialalnosci lozowej uto-
pil wlasny majatek. W latach 90-tych jego organizacja przezywala kryzys, wlasciwie
sie rozpadala. W poszukiwaniu jakiejs pomocy Grabianka udal si¢ do Petersburga.
Podrézowal jednak bez pospiechu, wstepujac po drodze do dwordw polskiej arysto-
kracji. Jesienig 1804 roku przebywal dos¢ dtugo na dworze Szczesnego Potockiego,
tescia Jana Potockiego, w Tulczynie. Gospodarz chcial mu nawet podobno poplaci¢
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diugi i wykupi¢ jego majatek z rak wierzycieli, ale przeszkodzita mu w tym wlasna
$mier¢. Wiosng 1805 roku Grabianka przybyl do stolicy cesarstwa. Tutaj, w kwietniu
1807 roku zostal aresztowany i osadzony w twierdzy, jako podejrzany o szpiegostwo
na rzecz Napoleona. Zwolniony po péirocznym uwiezieniu, zmart w pazdzierniku
1907 roku na apopleksje.

Jak widzimy, zyciowe drogi Jana Potockiego i Grabianki wyraznie si¢ krzyzo-
waly. Nie wiemy, czy mieli okazj¢ osobiscie si¢ spotkaé. Autor ,,Rekopisu” byt czlo-
wiekiem bardzo ruchliwym. Mieli jednak taka okazje w Petersburgu. Jan Potocki
wiekszo$¢ 1803 roku, spedzil z rodzing we Wtoszech. Potem wrdcil pospiesznie
do Petersburga, gdzie w styczniu 1806 roku zostal powotany do Akademii Nauk.
W czerwcu tegoz roku wzigl udziat w nieudanym poselstwie do Chin, jako szef sek-
cji naukowej personelu poselstwa. W roku 1807 przebywal w Petersburgu, gdzie
rozpoczal wydawanie czasopisma pt. ,,Journal de Nord”. Sprawa uwiezienia Gra-
bianki byta zapewne glosna i Potocki mogt si¢ zainteresowac jego osoba.

Grabianka zjawil sie w Awinionie w 1786 roku, i rychto zajal miejsce Perne-
ryego. Jego przywddztwo zaznaczylo si¢ wyraznym zwrotem kierunku prac, tej
swojego rodzaju religijnej sekty, w strone teurgii i magii. Moglo to by¢ zwigzane
z ksztaltowaniem si¢ nowej chemii, ktéra zdyskredytowata mrzonki alchemiczne.
A przeciez za rzadéw Pernetyego w $wiatyni zgromadzenia obok dwoéch salo-
néw byto laboratorium, w ktérym kazdy z jego cztonkéw magl eksperymentowac
i poszukiwa¢ filozoficznego kamienia. W latach 1794-1795 uksztaltowal sie osta-
teczny ustr6j zgromadzenia. Sekta dzielita si¢ na cztery zakony: najwyzszym byl
zakon Sw. Ducha, drugim zakon Tréjcy Swietej, trzecim zakon Stowa Wcielonego,
a ostatnim zakon Domu Bozego. Na czele sekty stat Wielki Mistrz, jego za$ wspo-
magali Wielka Matka, Wielki Kanclerz (zarzadzajacy codziennymi sprawami sekty),
Wielki Prorok, Wykladacz Snow i dwaj przedstawiciele wybrani przez ogot.

Rzuca si¢ w oczy, ze podobng strukture miala organizacja Gomelezow. Jej
tworca wybral szesciu naczelnikéw rodzin ,ze swego pokolenia”. Razem tworzyli
siedmioosobowa grupe kierownicza. W grupie, ktéra podjeta decyzje o zamknie-
ciu kopalni ztota i wysadzeniu w powietrze jej resztek byli, obok Szejka, jego corka
Rebeka, naczelnik Cygandw, Velasquez, Kabalista, trzech braci Zotéw i kilkunastu
mahometan z trzech wtajemniczonych rodzin. Zwraca uwage ta okolicznos¢, ze
w gremium tym jest tylko jedna kobieta. To Rebeka, wyraznie odpowiadajaca Wiel-
kiej Matce Grabianki. Idgc tym tropem moglibysmy Naczelnika Cygandw uznac za
odpowiednik Wielkiego Kanclerza, Velasqueza - Wielkiego Proroka a Kabaliste za
Wyktadacza Snéw. W sekcie Grabianki wymienieni czterej cztonkowie Rady byli
naczelnikami czterech zakonéw. Wielka Matka przez koncowy miesigc roku miata
zastepowaé Wielkiego Mistrza w zwierzchnictwie nad najwyzszym zakonem sekty.

Opowiadajgc van Wordenowi dzieje organizacji chronigcej tajemnice kopali,
szejk Gomelezéw informuje go, Ze w pewnym okresie wyloniono w niej zespodt czte-
rech rodzin, do ktdérych nalezal szczegolny nadzor nad kopalnig. Do tego zespolu
nalezala rodzina Jezydéw na Libanie, Chaliléw w Egipcie, Ben-Azaréw w Afryce
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i Gomelezéw w Hiszpanii. Czy nie przypomina nam to czterech zakondéw hrabiego
Grabianki?

Inne podobienstwo dotyczy pierwszych rozdzialéw ksigzki, w ktorych przed-
stawia pisarz okres do§wiadczania pozadanych cnét van Wordena. Zgodnie z pow-
szechnym wtedy obyczajem réznorodnych organizacji wolnomularskich, spraw-
dzano, czy kandydat do zgromadzenia jest osobiscie dostatecznie odwazny, i czy
umie dochowa¢ tajemnicy. Takie doswiadczanie w przypadku van Wordena trwa
w powiesci siedem dni. Siddmego dnia nastepuje jego polgczenie z blizniaczkami,
Eming i Zibelda, co mozna uzna¢ za akceptacje przez organizacje. Odtad bohater
powiesci zamieszkal w zamku Uzedéw. Otdz, siedem dni trwala inicjacja w ,,nie-
widzialnym bractwie,, Starych Rozokrzyzowcow [22]. Tak wiec, przygody, ktorych
w pierwszych ,dniach” doswiadcza van Worden przypominajg rytualy stosowane
wobec profanéw przez organizacje wolnomularskie. Zakonczenie tego okresu proby
nie oznacza, by delikwent mial by¢ szybko dopuszczony do tajemnic zgromadze-
nia. Cze$¢ tajemnicy pozna on dopiero w dniu trzydziestym pierwszym, ale dopiero
w dniu 61-ym pozna ja w caloéci. Okres ,,nowicjatu”, pomiedzy dniem siédmym
a 61-ym stuzy do poglebienia edukacji van Wordena w sprawach zgromadzenia
i w gruncie rzeczy zaprezentowaniu mu elementéw ideologii stowarzyszen wolno-
mularskich, w czym wielki udzial majg opowiesci Zyda Wiecznego Tutacza i Velas-
queza — Geometre. Ale jest to juz sprawa do odrebnego traktowania.

Posta¢ Zyda Wielkiego Tutacza mogta zresztg sie znalez¢ na stronicach powie-
$ci Potockiego prosto z praktyki tajnych stowarzyszen hermetyczno-alchemicznych.
W latach 80. XVIII wieku jako Zyd Wieczny Tutacz przedstawiat sie ,,hrabia” Caglio-
stro, ,Wielki Kopta’, to jest wielki mistrz utworzonego przez siebie rytu egipskiego
wolnomularstwa. Odpowiednio tez swdj wiek obliczal na 1400 lat. Mozna si¢ dziwi¢,
ale te jego opowiesci wielu traktowalo wtedy powaznie [23].

Trzeba tu zaznaczy¢, ze organizacja Grabanki miata w owym czasie duze wzig-
cie w sferach towarzyskich. W pewnym okresie do sekty nalezal byly rosyjski poset
w Warszawie, ksigze Mikolaj Repnin. Nalezal do niej ksigz¢ wirtemberski Ferdy-
nand, wraz z malzonka, ktérzy podczas obrzadkéw na kolanach stuzyli Wielkiemu
Mistrzowi [24]. Dzialalno$¢ sekty musiata wiec by¢ przedmiotem dysput towarzy-
skich. Potocki, jako czlowiek w towarzystwie bywaly, mogt wigc i z tej strony z nig
sie zetknac.

Tak wiec, stawna powies¢ Jana Potockiego rysuje si¢ nam jako wielki alego-
ryczny obraz wzrostu i upadku tajnych stowarzyszen hermetyczno-alchemicznych
w XVIII wieku. Co jest szczegdlnie ciekawe, na taka kolej rzeczy wplynal w pierw-
szym rzedzie rozwoj nauki, swojego rodzaju rewolucja w chemii, ktéra poddwczas
zachodzifa.
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INFORMACJE REDAKCJI ,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

CENY PRENUMERATY NA ROK 2014

Redakcja miesigcznika PTCh ,Wiadomosci Chemiczne” zawiadamia, ze wyso-
kos¢ prenumeraty rocznej ,Wiadomosci Chemicznych” za 2014 r. bedzie wynosita
200 z1 + 5% VAT dla instytucji i niezrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych.
Dla czlonkéw PTChem 20 zl. Nalezno$¢ za prenumerate prosimy przekazywaé na
konto:

Bank PEKAO SA
Oddzial we Wroctawiu
pl. Powstaricéw Sl. 9, 50-950 Wroctaw
Redakcja ,Wiadomosci Chemiczne”
NRB 48 1240 6670 1111 0000 5649 8781

Prenumerata ,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, potaczona

z oplatg skladek czlonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia si¢ nastepujaco:

- prenumerata ,Wiadomos$ci Chemicznych” na rok 2014 wraz ze sktadka

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

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

rata — 20 zl); a nauczyciele szkoél $rednich i podstawowych placa 40 zi
(sktadka - 20 zt, prenumerata - 20 z1).

Cztonkowie PTCh, ktorzy zechcg zaprenumerowaé ,Wiadomosci Chemiczne”
na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
Bank BGZ
542030 0045 1110 0000 0261 6290
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Wyrdznione prace doktorskie lub habilitacyjne

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

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

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

Serdecznie zapraszamy doktoréw habilitowanych oraz doktoréw, ktérych prace
zostaly wyrdznione w ciagu ostatniego roku do nadsylania swoich prac.



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

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

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

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

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

K. Maruszewski, Fizykochemia molekul zamknigtych w zeolitach i zol-zZelach,
cena 18 zt

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

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

cena 15 zt
I.Z. Siemion, Lutum sapientiae, czyli Notatek chaotycznych czes¢ pierwsza,
cena 18 zt
M. Zabtocka-Malicka, Ruchliwos¢ jonow w podwojnych uktadach stopionych
soli,
cena 8 zk.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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



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

1. Informacje ogolne

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

o O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny.

o Prace, ktore Komitet Redakcyjny na podstawie uzyskanych recenzji stwierdzil, ze nie nalezy przyja¢ do
druku w czasopi$mie, po uwzglednieniu sugestii recenzentéw moga by¢ powtérnie przestane do czaso-


http://www.dbc.wroc.pl/
http://www.dbc.wroc.pl/
http://old.pages.wchuwr.pl/wiadchem.html
https://pbn.nauka.gov.pl/journals/24384
https://pbn.nauka.gov.pl/journals/24384
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf
http://www.nauka.gov.pl/fileadmin/user_upload/ministerstwo/Publikacje/20110216_MNISW_broszura_210x210.pdf

pisma. W takim przypadku praca traktowana jest jako nowy tekst i ponownie przechodzi pelng proce-
dure recenzowania.

« Ponadto Komitet Redakcyjny informuje, Ze tzw. ,,ghostwiting” (kto$ wnioést znaczacy wklad w powstanie
publikacji, a nie zostal przedstawiony jako wspotautor lub tez nie zostal wymieniony w podziekowaniu
zamieszczonym w publikacji) lub ,,guest authorship” (udziat autora jest znikomy lub tez w ogéle nie miat
miejsca, a mimo to jest wspotautorem publikacji) s3 przejawem nierzetelnosci naukowej. Wszelkie prze-
jawy nierzetelnosci naukowej, tamania i naruszania zasad etyki obowigzujacej w nauce beda ujawniane,
wiacznie z powiadomieniem jednostek zatrudniajacych autoréw.

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

3. Koszty

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

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

W przypadku prac w serii ,,Biblioteka Wiadomosci Chemicznych” oraz ,,Habilitacje”, Redakcja nie posiada
$rodkéw na finansowanie i zastrzega sobie prawo negocjacji kosztow druku z autorami lub Instytucjami zleca-
jacymi druk.

4. Informacje szczegotowe dotyczace przygotowania maszynopisu do druku

4.1. Wymagania merytoryczne

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

4.2. Wymagania techniczne skladu tekstu

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

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

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

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

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

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

o Pierwsza strona pracy powinna zawiera¢ kolejno:

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

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

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

- spis tresci pracy z zastosowaniem nastepujacego podziatu:



Abstract

Wykaz stosowanych symboli i oznaczen

Wprowadzenie

1. Tytul rozdzialu

1.1. Tytut podrozdziatu itp.

Uwagi koncowe

Podziekowanie

Pi$miennictwo cytowane

« Kolejne strony pracy powinny zawierac:

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

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

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

- dalszy tekst pracy zgodny z podawanym wczesniej spisem tresci.

o Tabele, rysunki, fotografie

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

artykulu, w innym przypadku wymagane jest dotaczenie oryginalnych plikdw.

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

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

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

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

kazda zapisa¢ w oddzielnym pliku o rozdzielczo$ci co najmniej 300 dpi.

« Pi$miennictwo cytowane

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

wylacznie pozycje istotne dla tresci pracy w sposob precyzyjny.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

dostepu, np.

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

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

4.3. Materialy jakie nalezy przygotowac w celu przeslania pracy do Redakcji
Przed podjeciem decyzji o zakwalifikowaniu pracy do druku w celu oceny merytorycznej nalezy przestaé
jeden plik kompletnej pracy zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakcji.
Po uzyskaniu pozytywnej recenzji i po ustosunkowaniu si¢ do uwag Recenzenta oraz Redakcji nalezy prze-
sta¢ ostateczng wersje pracy w nastepujacej postaci:
o 1 plik tekstu zredagowany zgodnie z wymaganiami Redakji;
« 1 plik zawierajacy krétkie notki biograficzne o autorach nadestanej pracy (kazda notka do 150 wyra-
zOw powinna zawiera¢: tytul naukowy, miejsce pracy oraz inne wazne informacje o autorze);


1.Tytul
Wiad.Chem

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

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

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

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

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

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

Redakcja ,Wiadomosci Chemicznych”


mailto:?subject=
mailto:?subject=
mailto:?subject=




WIADOMOSC] 2013 67.9-10
chemiczne

SPIS TRESCI

Kazimierz ORzZECHOWSKI: Wspomnienie o Profesorze Hubercie Kolodzieju .................... 799

Marcin WROBLEWSKI, Renata KOLODZIEJSKA, Renata STUDZINSKA, Aleksandra KARCZMARSKA-
-Wébpzka, Marcin DRAMINSKI: Prolina - pospolity aminokwas wyjatkowy katalizator. Cze$¢ I.
Biosynteza proliny. Wewnatrzczasteczkowa kondensacja aldolowa .......................... 801

Aleksandra KarczmARSKA-WODZKA, Renata KOLoDZIEsKA, Agnieszka TAFELSKA-KACZMAREK, Tomasz
PrzyBYLA, Marcin DRAMINSKI: Enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja katalizowana

lipazami. Czg$¢ I1. Optymalizacja warunkow reakeji. Zwiazki mezo ....................... 819
Joanna D. KITkowska, Zaneta A. TABACZYNSKA, Marcin DRAMINSKI: Reakcja Mitsunobu — mechanizm

1ZaSTOSOWAIIIE . . ..o ottt 843
Katarzyna KuLik: Bioaktywne N-acyloamidofosforanowe pochodne nukleozydéw ............... 877
ERryYk Loraciuk, TADEUsz H. Dzipo: Dwuwymiarowa separacja technikami chromatografii i elek-

troforezy ze szczegélnym uwzglednieniem polaczenia ich w proces jednoetapowy ............. 899
Pawel E. TomaszEwsKL: WzoOr Scherrera - stulecie blednych praktyk ............... ... ..., 929
Andrzej SKROBISZEWSKI, Witold GEADKOWSKI: Synteza y-laktondw z podstawnikami aromatycznymi 943
Felieton naukowy
I.Z. Siemion: Okruchy XXX. O tajemnicy zawartej w ,,Pamietniku znalezionym w Saragossie” Jana

POtOCKIEZO . . ettt e 961
Informacie .. ... ... .o 971

W NASTEPNYM ZESZYCIE UKAZA SIE:

Ewa Rapzikowska: Modyfikowane oligodeoksyrybonukleotydy zawierajace w wigzaniu internukleo-
tydowym, w pozycji mostkowej atom azotu

Anna JaAkuBowsKA: Wspolczesne surfaktanty i ich struktury micelarne tworzone w roztworach wod-
nych

Renata Koropzigjska, Marcin WROBLEWSKI, Aleksandra KARCZMARSKA-WODZKA, Renata STUDZINSKA,
Marcin DRAMINSKI: Prolina — pospolity aminokwas wyjatkowy katalizator. Cze¢s$¢ II. Miedzyczas-
teczkowa kondensacja aldolowa

Wanda WEIss-GRADZINSKA, Wojciech KRZEMPEK, Lilianna TRYNDA-LEMIESZ: Mechanizm opornosci
na leki platynowe oraz strategie pokonywania tego zjawiska

Anna Wojcicka: Syntezy pochodnych uktadu pirazolo[4,3-c]heterocyklicznego

WICHAP 67 (9-10) (2013) Indeks 38111



	Prolina - pospolity aminokwas wyjątkowy katalizator. Część I. Biosynteza proliny. Wewnątrzcząsteczkowa kondensacja aldolowa. (Marcin Wróblewski, Renata Kołodziejska, Renata Studzińska, Aleksandra Karczmarska-Wódzka, Marcin Dramiński)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Synteza i biosynteza proliny
	2. Funkcje proliny
	3. Mechanizm reakcji kondensacji aldolowej
	4. Wewnątrzcząsteczkowa reakcja aldolowa 
	Uwagi końcowe
	Piśmiennictwo cytowane

	Enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja katalizowana lipazami. Część II. Optymalizacja warunków reakcji. Związki MEZO. (Aleksandra Karczmarska-Wódzka, Renata Kołodziejska, Agnieszka Tafelska-Kaczmarek,Tomasz Przybyła, Marcin Dramiński)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Wpływ czynników na enancjoselektywność reakcji enzymatycznej
	1.1. Rozpuszczalnik
	1.1.1. Stabilność i aktywność
	1.1.2. Selektywność

	1.2. Wpływ pH
	1.3. Wpływ temperatury

	2. Przykłady enzymatycznej reakcji desymetryzacji MEZO związków w obecności lipazy jako katalizatora
	Uwagi końcowe
	Piśmiennictwo cytowane

	Reakcja Mitsunobu - mechanizm i zastosowanie (Joanna D. Kitkowska, Żaneta A. Tabaczyńska, Marcin Dramiński)
	Abstract
	Wykaz stosowanych skrótów
	Wprowadzenie
	1. Mechanizm reakcji Mitsunobu
	2. Zastosowanie reakcji Mitsunobu
	2.1. Tworzenie wiązań węgiel-tlen
	2.1.1. Synteza pochodnych estrowych
	2.1.2. Otrzymywanie laktonów
	2.1.3. Synteza eterów

	2.2. Tworzenie wiązania węgiel-azot
	2.2.1. Synteza amin
	2.2.2. Synteza azydków
	2.2.3. Tworzenie wiązania N-glikozydowego

	2.3. Tworzenie wiązania węgiel-siarka
	2.4. Synteza pochodnych halogenowych
	2.5. Tworzenie wiązania węgiel-węgiel


	Piśmiennictwio cytowane

	Bioaktywne N-acyloamidofosforanowe pochodne nukleozydów (Katarzyna Kulik)
	Abstract
	Wykaz stosowanych skrótów
	Wprowadzenie 
	1. Synteza N-acyloamidofosforanów
	2. Synteza analogów aminoacyloadenylanów (aa-AMP)
	3. Synteza fosmidozyny oraz jej analogów
	3.1. Fosmidozyna i fosmidozyna B
	3.2. Trwałość fosmidozyny
	3.3. Analogi fosmidozyny

	4. Synteza β-asparaginyloadenylanu - potencjalnego inhibitora syntetazy asparaginowej
	5. N-acyloamidofosforanowe pochodne nukleozydów
	Podsumowanie
	Piśmiennictwo cytowane

	Dwuwymiarowa separacja technikami chromatografii i elektroforezy za szczególnym uwzględnieniem połączenia ich w proces jednoetapoey (Eryk Łopaciuk, Tadeusz H. Dzido)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Techniki chromatograficzne wykorzystywane do celów preparatywnych
	2. Chromatograficzne techniki dwuwymiarowe  
	2.1. Chromatografia planarna dwuwymiarowa
	2.2. Chromatografia cieczowa kolumnowa dwuwymiarowa
	2.3. Połączenie technik chromatografii cieczowej wysokociśnieniowej i chromatografii cienkowarstwowej
	2.4. Chromatografia gazowa dwuwymiarowa 
	2.5. Elektroforeza żelowa dwuwymiarowa
	2.6. Połączenie technik elektrochromatografii planarnej ciśnieniowej i chromatografii cienkowarstwowej

	3. Elektroforeza i chromatografia cieczowa połączone ortogonalnie w jednoetapowy proces separacji
	3.1. Technika z przepływem fazy ruchomej wywołanym działąniem sił kapilarnych w warstwie fazy stacjonarnej
	3.2. Technika z przepływem fazy ruchomej wymuszonym ciśnieniem zewnętrznym
	3.3. Elektrochromatografia pierścieniowa ciągła
	3.4. Ortogonalna elektrochromatografia planarna ciśnieniowa - połączenie technik elektrochromatografii planarnej ciśnieniowej oraz chromatografii planarnej ciśnieniowej
	3.4.1. Elektrochromatografia planarna ciśnieniowa
	3.4.2. Chromatografia planarna ciśnieniowa
	3.4.3. Ortogonalna elektrochromatografia planarna ciśnieniowa


	4. Techniki "Pseudo-dwuwymiarowe"
	4.1. Elektrochromatografia ze zmianą miejsca dostarczania próbki
	4.2. Mikro-elektroforeza swobodna dwuwymiarowa
	4.3. Ogniskowanie izoelektryczne z ciągłym przepływem
	Podsumowanie
	Piśmiennictwo cytowane


	Wzór Scherrera – stulecie błędnych praktyk (Paweł E. Tomaszewski)
	Abstract
	Piśmiennictwo cytowane

	Synteza γ-laktonów z podstawnikami aromatycznymi (Andrzej Skrobiszewski, Witold Gładkowski)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Synteza racemicznych γ-laktonów
	1.1. Synteza α-benzylideno-γ-laktonów z octanów Baylisa-Hillmana
	1.2. Synteza analogów kwasów parakoinowych
	1.3. Zastosowanie reakcji Suzuki-Miyaury
	1.4. Otrzymywanie laktonów w reakcji ylidów z olefinami
	1.5. Synteza laktonów z wykorzystaniem reakcji ozonolizy
	1.6. Otrzymywanie laktonów z pochodnych kwasu bursztynowego
	1.7. Synteza laktonów z aldehydów aromatycznych z wykorzystaniem kondensacji aldolidowej i przegrupowania Claisena

	2. Synteza optycznie czynnych γ-laktonów
	2.1. Synteza laktonów z chiralnych prekursorów
	2.2. Zastosowanie chiralnych katalizatorów chemicznych
	2.3. Otrzymywnie laktonów z wykorzystaniem enzymów
	2.4. Procesy biotransformacji z użyciem całych komórek drobnoustrojów

	Uwagi końcowe
	Piśmiennictwo cytowane

	Felieton naukowy. Okruchy XXX. O tajemnicy zawartej w "Pamiętniku znalezionym w Saragossie" Jana Potockiego (Ignacy Z. Siemion)
	Pismiennictwo cytowane

	Informacje
	Wyróżnione prace doktorskie lub habilitacyjne
	Regulamin i informacje dla autorów publikujących w czasopiśmie "Wiadomości chemiczne"
	Spis treści

