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ABSTRACT

Secondary metabolites ofmarine invertebrates continue to attract attention of
organic chemists, biochemists, and pharmacologists due to their interesting struc-
tures and potent biological activities. One such example is cephalostatin 1 (Sche-
me 1) isolated from the Indian Ocean hemichordate Cephalodiscus gilchristi,
which exhibited remarkable cytotoxic activity against a broad spectrum of mali-
gnant tumor cells [5], Similar marine alkaloids (e.g. ritterazine G: Scheme 2) were
found in the lipophilic extract of the tunicate Ritierella tokioka collected off the
coast of Japan [7], These very potent compounds, cephalostatins and ritterazines,
belong to the large family of trisdecacyclic pyrazines consisting of two steroid
units. The two steroid halves of cephalostatin 1 and other highly cytotoxic mem-
bers of the family are different. The biological activity of the dimeric steroid-py-
razine marine alkaloids and their limited availability coupled with the new and in-
triguing structure make them an attractive challenge for the synthetic organic che-
mists [4], A few years ago a group of cholestane glycosides (Scheme 19) was iso-
lated from the bulbs of Ornithogalum saundersiae [8], a species ofthe lily family
without any medicinal folkloric background. The major component of the mix-
ture of saponins, OSW-1, exhibited sub-nanomolar antineoplastic activity [35].
While OSW-1 is exceptionally cytotoxic (Table 1) against various tumor cells, it
showed little toxicity to normal human pulmonary cells. The cytotoxicity profile
of OSW-1 against different cancer cell lines was found to be surprisingly similar
to that of the cephalostatins, which appears to imply a related mechanism of ac-
tion [36], In this review article the synthetic efforts towards these compounds are
described. One ofthe key features of any attempted synthesis of bis-steroidal py-
razines is the central heterocyclic ring. The classical method of pyrazine synthe-
sis (Schemes 3-7) involves the dimerization of a-amino ketones [13], An ob-
vious disadvantage of a-amino ketones dimerizations is their unsuitability for
unsymmetrical cross-coupling. Various methods for preparation of unsymmetri-
cal pyrazines (Schemes 9-10) were developed [21-23], However, the preparation
of suitably functionalized steroid units is still an uphill challenge, although
a significant progress in this endeavor was achieved. This is exemplified among
others by the synthesis of cephalostatin 1 (Schemes 14-17) [26], The highly active
“interphylal” hybrid analogues, ritterostatins and omithostatins (Scheme 18), were
also obtained [42], Since saponin OSW-1 contains a relatively simple steroid
skeleton, it is an attractive synthetic goal. The synthesis of the OSW-1 aglycone
[36, 38], and later the saponin OSW-1 (Schemes 20-24) [37], was successfully
accomplished. The mode of action of OSW-1 and of the cephalostatin family is
not known yet, but it seems that an oxocarbenium ion (Scheme 25), which could
be generated from both types of compounds, is the likely intermediate responsi-
ble for their cytotoxicity [42],
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WPROWADZENIE

Jednym z kierunkéw poszukiwan preparatow przeciwnowotworowych [1]
jest badanie substancji pochodzenia naturalnego. W latach 50. rozpoczeto w USA
systematyczne testowanie [2] ekstraktow pochodzenia roslinnego i zwierzecego
na aktywnosc¢ cytostatyczng. Najbardziej znanym rezultatem tych poszukiwan by-
to odkrycie taksolu w ekstraktach z cisu [3], Przeprowadzone w ramach progra-
mu amerykanskiego National Cancer Institute (NCI) badania wykazaty réwniez
niezwykle silng aktywnos$¢ cytostatyczng ekstraktow z matych (5 mm) morskich
bezkregowcdédw Cephalodiscus gilchristi. Robaczki te zamieszkuja produkowane
przez siebie domki o rurkowatym ksztatcie (coenicium), tworzac kolonie i sg cze-
sto przyczepione do innych organizméw, np. gabek. W warunkach naturalnych
narazone sg na ataki drapieznikdw i prawdopodobnie z tego powodu rozwinat sie
w nich mechanizm obrony chemicznej [4]. Badania nad ustaleniem struktury ak-
tywnych zwigzkéw w ekstrakcie z C. gilchristi trwaty kilkanascie lat i w korcu
doprowadzity (1988 r.) do odkrycia grupy bis-steroidowych pirazyn (cefalosta-
tyn) przez Pettita i wsp. [5]. Badania tych zwigzkdw trwajg nieustannie, a zasa-
dniczg przeszkoda, utrudniajgcg ich prowadzenie, jest brak dostatecznej ilosci
materiatu. Potéw C. gilchristi dokonywany byt przez nurkéw amerykanskich na
gtebokosci kilkudziesieciu metrow w wodach Oceanu Indyjskiego penetrowa-
nych przez rekiny [6], Ze 166 kg mokrej masy tych organizméw udato sie wyo-
drebni¢ zaledwie 139 mg cefalostatyny 1.

Kilka lat temu okazato sie, ze zwigzki o budowie chemicznej bardzo zblizo-
nej do cefalostatyn (ritterazyny) wystepujg rowniez w ekstraktach z ostonie Rit-
terella tokioka ztowionych u wybrzezy Japonii [7], Przypuszczenie, ze te morskie
alkaloidy (cefalostatyny i ritterazyny) mogtyby by¢ produkowane przez symbio-
tyczne mikroorganizmy, okazato sie nieprawdziwe. Mechanizm dziatania cytosta-
tycznego tych zwigzkdw jest obecnie przedmiotem intensywnych badan.

W 1992 r. Sashida ze wsp. opisat grupe glikozydéw cholestanowych wyizo-
lowang ze $niedka Omithogalum saundersiae [8], Wyciagi metanolowe z cebu-
lek tej rosliny, chociaz nie byta ona wykorzystywana w medycynie ludowej, wy-
kazywaty w testach biologicznych niezwykle silng aktywnos¢ przeciwnowotwo-
rowg za sprawg zawartych w niej saponin. Gtéwnym sktadnikiem mieszaniny jest
saponina OSW-1, ktora jest aktywnajuz w stezeniach nanomolowych, podobnie
jak cefalostatyna 1. Testy przeprowadzone na 60 liniach komdrek rakowych wy-
kazaty bardzo podobny profil dziatania cytostatycznego, jak w przypadku bis-ste-
roidowych pirazyn. Sugerowa¢ to moze identyczny mechanizm dziatania biolo-
gicznego saponin cholestanowych O. saundersiae i morskich alkaloidéw pirazy-
nowych. Zwigzki te nie dajg sie przypisa¢ do zadnej z szeSciu grup substancji
przeciwnowotworowych utworzonych przez NCI na podstawie mechanizmu ich
dziatania [9, 10]. Przypuszczalnie reprezentujg one nowy typ aktywnosci, ktéry
jest aktualnie przedmiotem badan. Cechg wsp6lng tych zwigzkow jest niewatpli-
wie ich budowa steroidowa. Trudno jednak jest sie doszuka¢ w tych zwigzkach
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takich wspolnych cech strukturalnych, ktérych obecno$¢ mogtaby decydowaé
o0 ich aktywnosci cytostatycznej. W artykule zostanie przedstawiona budowa che-
miczna cefalostatyn, ritterazyn i saponin O. saundersiae, préby syntezy tych
zwigzkdéw, a takze hipotezy na temat mechanizmu ich dziatania cytostatycznego.

1. CEFALOSTATYNY

Pierwsza probka C. gilchristi zostata zebrana u wybrzezy potudniowowschod-
niej Afryki przez zespét Pettitaw 1972 r., a dwa lata p6zniej stwierdzono wyso-
ka aktywnos¢ cytostatyczng sporzadzonych z niej wodnych i metanolowych eks-
traktow. Do identyfikacji substancji aktywnych zawartych w tych ekstraktach
oraz szczeg6towych badan biologicznych potrzeba byto wiekszej ilosci materia-
tu. Z powodu trudnosci z potowem C. gilchristi prace nad izolacjg i identyfika-
cja najaktywniejszego skfadnika, cefalostatyny 1, trwaty kilkanascie lat. Cefalo-
statyna 1nalezgca do bis-steroidowych pirazyn w testach NCI wykazuje aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowg wielokrotnie przewyzszajgcg aktywnos¢ stosowanych
obecnie chemoterapeutykéw. W tab. 1 przedstawione zostaty $rednie wartosci
pGI150 (G150 - ang. 50% growth inhibition, czyli stezenie, przy ktérym zahamo-
wany jest wzrost komaérek w 50%) uzyskane w tych testach.

Tabela 1. Poréwnanie aktywnos$ci cytostatycznej cefalostatyny 1,
saponiny OSW-1 i stosowanych klinicznie chemoterapeutykéw

pGI150

N iazk
azwa zwiazku ($rednia z 60 linii komérek rakowych)

Cyklofosfamid 3,7
5-Fluorouracyl 4,7
Cis-platyna 57
Adriamycyna 6,9
Taksol 7,9
Cefalostatyna 1 8,3
OSW-1 9,1

Do tej pory odkryto w ekstraktach C. gilchristijeszcze ok. 20 innych przed-
stawicieli tej grupy zwigzkéw [11]. Wszystkie cefalostatyny sg zwigzkami tris-
-dekacyklicznymi, w ktorych dwie podjednostki steroidowe sg potgczone w pozy-
cji 2,3 pierscieniem pirazynowym (schemat 1). Wiekszos$¢ z nich to zwigzki nie-
symetryczne, réznigce sie lewg i prawg (od strony czytajagcego) czescig steroido-
wa. Elementami strukturalnymi wszystkich cefalostatyn jest uktad spirostanowy,
wigzanie podwdjne C(14)=C (15 oraz duza liczba grup hydroksylowych. Cefalo-
statyny 2-9 i 11-15 zachowujg takg samg budowe czesci prawej jak cefalostaty-
na 1, zmiany w strukturze dotyczg tylko czesci lewej. W cefalostatynach 10, 16
i 17 inne sgtakze podjednostki prawe. W zwigzkach 10, 11 i 13 wystepuje pod-
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Schemat 1

stawnik tlenowy (OH lub OMe) w steroidowym pierscieniu A jednej z podjedno-
stek. Zwigzkiem symetrycznym jest tylko cefalostatyna 12. Wyniki badan biolo-
gicznych wskazuja, ze najbardziej aktywne sg cefalostatyny niesymetryczne, ma-
jace w swojej budowie przynajmniej jeden uktad spiroketalowy o konformacji wy-
sokoenergetycznej oraz wolng grupe hydroksylowag w pozycji 12. Zwigzki maja-
ce w pozycji lotpodstawnik metoksylowy sg rownie aktywne jak cefalostatyna 1.

2. RITTERAZYNY

Wielkim zaskoczeniem byto wyodrebnienie ritterazyn, zwigzkéw o analo-
gicznej budowie do cefalostatyn, z japoriskich ostonie Ritterela tokioka. R. tokio-
ka nie sg spokrewnione z rodzing Hemichordatae, do ktérej nalezy Cephalodi-
scus. Nie zaobserwowano tez obecnosci tych ostatnich w zebranych probkach.
Oba gatunki C. gilchristi i R. tokioka zyjg w $rodowiskach zamieszkatych przez
morskie drapiezniki i by¢ moze wytwarzanie omawianych alkaloidéw pirazyno-
wych jest formg obrony chemicznej. Do chwili obecnej wyodrebniono 24 rittera-
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zyny (ritterazyny A-Z) [12]. Ich pokrewienstwo chemiczne do cefalostatyn jest
oczywiste (niektdre majg identyczng budowe jednej z podjednostek steroido-
wych), chociaz jak dotad nie wyodrebniono tego samego alkaloidu z obu gatun-
kow. Ritterazyny, podobnie jak cefalostatyny, wykazujg silng aktywnos¢ cytosta-
tyczng w testach NCI. Najwyzszg aktywnoscig charakteryzujg sie ritterazyny
B i G (schemat 2).

3. SYNTEZA PIERSCIENIA PIRAZYNOWEGO
3.1. DIMERY SYMETRYCZNE

Wysoka aktywnos¢ biologiczna omawianych zwigzkéw, a tym samym moz-
liwos¢ ich wykorzystania w medycynie oraz ograniczona dostepnos¢ ze zrodet
naturalnych, sktonity chemikéw organikéw do podjecia préb ich syntezy.

Kluczowym problemem, ktory nalezato rozwigzaé, byta synteza centralnego
pierscienia pirazynowego. Klasyczna metoda syntezy pirazyn polega na konden-
sacji oc-aminoketonéw. Proces przebiega samorzutnie z wykorzystaniem tlenu
z powietrzajako utleniacza. Reakcje te mozna wykorzysta¢ do syntezy steroido-
wych dimeréw o budowie symetrycznej [13, 14], Steroidowe 2a-amino-3-keto-
ny mozna otrzymac przez redukcje odpowiednich hydroksyimino-, azydo-, enami-
no- badz nitroketonéw. Pierwszg synteze symetrycznych dimerdow pirazynowych
przeprowadzono przypadkowojuz w 1971 r. [15]. Katalityczna redukcja 2-hydro-
ksyiminoandrostan-17(3-ol-3-onu prowadzita do otrzymania bis-steroidowej pira-
zyny, chociaz nie byta ona celem syntezy (schemat 3).
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Po ukazaniu sie w literaturze doniesiert o cefalostatynach opracowano ulep-
szone procedury (Fuchs, Winterfeldt) otrzymywania dimeréw [16, 17]. Wyjscio-
wy 3-keton byt bromowany w pozycji a, a po podstawieniu bromu jonem azyd-
kowym powstawata 2ct-azydo-pochodna, ktéra z kolei ulegata dysproporcjono-
waniu pod wptywem zasady (role t¢ moze odgrywac nadmiar odczynnika - azyd-
ku tetrametyloguanidyniowego) do odpowiedniej enaminy i czasteczkowego
azotu. Katalityczna redukcja tego zwigzku prowadzita do otrzymania 2cc-amino-
-3-ketonu, ktdry nastepnie ulegat dimeryzacji (schemat 4).

OH

Dalszym ulepszeniem syntezy bis-steroidowych pirazyn byta metoda opracowa-
naprzez Smitha i Heathcocka[13,18], w ktdrej 2cc-azydoketon, zamiast redukcji ka-
talitycznej, poddaje sie reakcji z trifenylofosfing w obecnosci wody (schemat 5).

Pirazynowe dimery steroidowe mozna tez uzyska¢ z wysokg wydajnoscia
przez redukcje nitroketonéw steroidowych (lub ich enoli) za pomocag cynku
w kwasie octowym [19] (schemat 6). Wadg tej metody, w poréwnaniu do uprzed-
nio omawianych, jest konieczno$¢ stosowania kwasnego Srodowiska reakcji, na
ktére wrazliwe sg uktady spiroketalowe obecne w cefalostatynach.

Wady tej pozbawiona jest nastepna droga syntezy, w ktorej zadane dimery
uzyskuje sie w reakcji 2a-bromoketonéw z amoniakiem, po cze$ciowej hydroli-
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zie pierwotnego produktu reakcji [20], W metodzie tej obok dimeru trans po-
wstaje rowniez jego izomer cis, jako produkt uboczny (schemat 7).

Schemat 7
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3.2. DIMERY NIESYMETRYCZNE

Wystepujace w przyrodzie cefalostatyny i ritterazyny sgw wiekszosci zwigz-
kami niesymetrycznymi, w ktérych lewa czes¢ steroidowa rézni sie od prawej. To
wiasnie dimery niesymetryczne wykazuja najwiekszg aktywnos¢ biologiczna.
Z tego tez wzgledu opracowano kilka metod syntezy dimeréw niesymetrycznych,
w ktorych kondensacji poddaje sie dwa rézne zwigzki steroidowe. Jedng z pierw-
szych prob syntezy dimeru niesymetrycznego byta reakcja 2,3-diketonu z 2,3-di-
aming. Niestety, w tej metodzie powstajg zblizone ilosci dimeréw cis i trans, pod-
czas gdy tylko izomery trans sg aktywne biologicznie (schemat 8).

urc

24 h

Najczesciej obecnie stosowana procedura zostata opracowana przez zespot
Fuchsa [21]. Polega ona na kondensacji 2a-azydo-3-ketonu steroidowego z O-
-metylo-2a-amino-3-oksymem (schemat 9). Oba zwigzki steroidowe do syntezy
Fuchsa otrzymuje sie¢ z odpowiednich 2a-bromo-3-ketondw. 2a-azydoketon
otrzymuje sie w reakcji z azydkiem tetrametyloguanidyny (TMGA). W przypad-
ku syntezy drugiego komponentu, 0-metylo-2a-amino-3-oksymu, 2a-azydoke-
ton przeksztatca sie dalej w 0-metylo-2a-azydo-3-oksym za pomocg chlorowo-
dorku O-metylohydroksyloaminy. Otrzymany zwigzek redukuje sie trifenylofos-
fma w obecnosci wody, uzyskujgc pozadany potprodukt.

Bii2SnCI2
8CTC :

OCH3
Schemat 9

Reakcja Fuchsa otrzymywania niesymetrycznych pirazyn steroidowych za-
chodzi w fagodniejszych warunkach i z wyzszg wydajnosciag niz podobna meto-
da opracowana przez Smitha i Heathcocka [13], Polega ona na kondensacji O-me-
tylo-2a-amino-3-oksymu z 2(3-acetoksy-3-ketonem innego steroidu (schemat 10).
0-metylo-2a-amino-3-oksym otrzymuje sie tak, jak w poprzedniej metodzie.
Drugi reagent powstaje z octanu enolu wyjsciowego 3-ketonu. W reakcji z dime-
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OMe

Schemat 10

tylooksiranem tworzy sie 2a,3a-okso-3(3-octan, ktory tatwo izomeryzuje do
2p-acetoksy-3-ketonu.

W 1996 r. Winterfeldt zaproponowat jeszcze inng $Sciezke syntezy niesyme-
trycznych bis-steroidowych pirazyn, polegajgca na reakcji steroidowego azydku wi-
nylu z enamino-3-ketonem [17, 22], Azydek winylu w trakcie reakcji przeksztatca
sie w aziryne, ktora reaguje insitu z drugim reagentem (schemat 11). Wada tej me-
tody jest koniecznos¢ przeprowadzenia kilkuetapowej syntezy steroidowego azyd-
ku winylu oraz uzycie do sprzegania katalizatora o charakterze kwasnym, ktéry
moze powodowac izomeryzacje labilnego uktadu spiroketalowego.

Kolejng drogg tworzenia niesymetrycznych pirazyn jest proces asymetryza-
cji dimeru symetrycznego opracowany réwniez przez Winterfeldta [23], Idee tej
metody pokazuje schemat 12.

Schemat 11
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Podobne zatozenia ma nastepna synteza, w ktorej do uktadu symetrycznego
wprowadza sie selektywnie w jedng z pozycji gt/as7-benzylowych podstawnik
metoksylowy (schemat 13) [24], Najaktywniejsze biologicznie cefalostatyny (np.
cefalostatyna 10) majg taki wtasnie podstawnik. Synteza wymaga jednak stoso-
wania kwasnych warunkow reakcji, co zmniejsza jej praktyczne znaczenie.

Schemat 13
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4. SYNTEZA CEFALOSTATYNY 1

Rownie ambitnym i skomplikowanym zadaniem, jak opracowanie metod
syntezy centralnego pierscienia pirazynowego obecnego w cefalostatynach
i ritterazynach, byto przygotowanie obu podjednostek steroidowych wyste-
pujacych w tych zwigzkach. Prace zakornczyty sie sukcesem i obecnie jest
juz znana peina synteza cefalostatyny 1 oraz wielu innych przedstawicieli obu
rodzin bis-steroidowych pirazyn [25], Ponizej przedstawiona zostanie przykta-
dowo pierwsza synteza cefalostatyny 1przeprowadzona przez LaCoura, Fuchsa
i wsp. [26],

Aby otrzymac cefalostatyne 1, nalezato przygotowac¢ odpowiednio sfunkcjo-
nalizowane podjednostki steroidowe. Substratem do syntezy zarowno czesci le-
wej, jak iprawej jest octan hekogeniny. Obie syntezy sg wieloetapowe i bardzo
skomplikowane. Jak trudne to byto zadanie syntetyczne, moze Swiadczy¢ fakt, ze
podjednostke prawg uzyskano w 33 etapach z catkowitag wydajnoscia 3%, a lewa
w 35 etapach z wydajnos$cig 1% {vide infra).

4.1. SYNTEZA LEWEJ PODJEDNOSTKI

Dwa zasadnicze problemy w syntezie czesci lewej cefalostatyny 1 to prze-
budowa pierscieni E/F z uktadu [5/6], wystepujacego w zwigzku wyjsciowym, do
odpowiednio sfunkcjonalizowanego uktadu pierscieni [6/5] oraz wprowadzenie
wigzania podwojnego C(i4)-C(15) do pierscienia D. W pierwszej kolejnosci opra-
cowano metode otrzymywania odpowiedniego uktadu spiroketalowego. W syn-
tezie lewej podjednostki substratem byt octan hekogeniny 1 (schemat 14), ktéry
po degradacji Markera przeksztatcat sie w diketon 2. Zwigzek ten nastepnie re-
dukowano do alkoholu 3, a grupe 18-metylowg funkcjonalizowano metodg pod-
jodynowgMeystre’a. Po utlenieniu przejsciowego hemiacetalu odczynnikiem Jo-
nesa otrzymano lakton 4. Dalszym etapem byta redukcja laktonu do triolu 5.
Przed jej wykonaniem nalezato zmieni¢ grupe zabezpieczajgcg OH w pozycji 3
z octanu na eter sililowy. W celu skonstruowania 6-cztonowego pierscienia E,
triol 5 poddano reakcji z diazofosfonianem dietylu, ktéry wbudowywat sie selek-
tywnie w ugrupowanie pierwszorzedowego alkoholu, a po utlenieniu drugorze-
dowych grup hydroksylowych ulegat wewnatrzczgsteczkowej reakcji Wadswor-
tha-Emmonsa [27], Powstaty ester 6 w zwykty sposéb przeksztatcony zostat w al-
dehyd 7, ktory poddano reakcji z metyloallilotributylocyng, otrzymujac dwa
diasterecizomeryczne alkohole w proporcji 2,7: 1 (przewazat potrzebny
diastereoizomer 8). Konfiguracje w epimerycznym alkoholu odwrécono w reak-
cji Mitsunobu. W nastepnym etapie zabezpieczono grupe OH w postaci eteru
benzylowego i zredukowano grupe karbonylowaw pozycji 12 do diastereoizome-
rycznych alkoholi 9. Alkohole te poddano kolejno reakcji z czterotlenkiem osmu
i czterooctanem otowiu, otrzymujac keton 10. Zwigzek ten reagowat z bromkiem
metylomagnezowym, a produkt 11 poddano spiroketalizacji w obecnosci kwasu
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Schemat 14

(+)-kamforosulfonowego (schemat 15). Reakcja prowadzita do trzech stereoizo-
meréw 12a, 12b, 12c w proporcji 1:15: 1. Zwigzki 12b i 12c miaty witasciwa
konfiguracje na C-20 i C-22, réznity sie tylko konfiguracjgna C-12, co nie mia-
to wiekszego znaczenia, poniewaz w kolejnym etapie grupe OH w pozycji 12



Schemat 15
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utleniono do ketonu 13. Konfiguracje na C-20 i C-22 w zwigzku 12a mozna by-
o czesciowo odwrdci¢ na wasciwg pod wptywem kwasu (+)-kamforosulfonowe-
go [28]. Zwigzek 13 jest dihydropochodng lewej czesci cefalostatyny 1i naleza-
to jeszcze do tego uktadu wprowadzi¢ wigzanie podwojne C(14)=C (15). W tym ce-
lu zastosowano procedure Welzla polegajacg na fotolizie [29] wigzania C(]2)-
C(I3), reakcji Prinsa z utworzonym aldehydem 14 i utlenieniu. W wyniku
opisanych przeksztatcen uzyskano nienasycony keton 15, a z niego metoda wcze-
$niej przedstawiong 2a-azydo-3-keton, ktory zostat nastepnie uzyty do reakcji
sprzegania z odpowiednio przygotowang prawg podjednostkg steroidowsg.

4.2. SYNTEZA PRAWEJ PODJEDNOSTKI

Synteza prawej czesci cefalostatyny 1, podobnie jak czesci lewej, polegata na
konstrukcji odpowiednio sfunkcjonalizowanego uktadu pierscieni spiroketalo-
wych i wprowadzeniu wigzania podwojnego do pierScienia D. Przeksztatcenie
uktadu pierscieni E i F z [6/5] na [5/5] przedstawiono na schemacie 16.

m-CPBA - kwas m-chloroperoksybenzoesowy;
TFAA - bezwodnik trifiuorooctowy; diamina Coreya m JO ‘0

Schemat 16

Dioctan 16, otrzymany z octanu hekogeniny 1 poddano zmodyfikowanej
procedurze Markera w celu otwarcia pierscienia F [30, 31]. Ester kwasu dichlo-
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rooctowego 17 selektywnie zhydrolizowano, a wolny alkohol poddano dehydra-
tacji, uzyskujac olefrne 18. Zwigzek ten, traktowany fenylometylosulfotlenkiem
aktywowanym przez bezwodnik trifluorooctowy [32, 33], przeksztatcat sie
w mieszanine diasterecizomerycznych trifluorooctanéw 19 w proporcji 2,2 : 1,
ktére zostaly rozdzielone. Wiasciwy diastereoizomer zhydrolizowano, a otrzy-
many 23-alkohol zabezpieczono w postaci eteru sililowego. W nastepnym eta-
pie zwigzek 20 poddano stereospecyficznej dihydroksylacji przy uzyciu chiral-
nej diaminy Coreya [34], Dalsze dziatania miaty na celu konstrukcje uktadu spi-
rostanowego [5/5]. Po usunigciu eteru TBDPS ze zwigzku 21 powstajacy triol
ulegat cyklizacji w $rodowisku kwasnym, dajgc mieszanine produktow 22 i 23
o pierScieniach E i F odpowiednio [5/5]- i [5/6]-cztonowych. Zwigzek 23 prze-
chodzit w 22 po zastosowaniu bardziej drastycznych warunkéw. Niestety, oba te
produkty miaty niewtasciwg konfiguracje na C-20. Przypuszczalnie elektrofilo-
wy atak na wigzanie podwojne odbywalt sie z mniej zattoczonej strony, dajac
20P-metylowg pochodng. W warunkach réwnowagowych oczekiwana epimery-
zacja nie zachodzita. To niepowodzenie spowodowato, ze zaistniata koniecznos¢
znalezienia innej drogi zamkniecia pier$cienia. Udato sie tego dokonac przez
bromowanie za pomocg NBS (schemat 17). W tych warunkach tworzyt sie tyl-

0-metylo-2a-amino-3-oksym  lewa podjednostka
. Cefalostatyna 1
(prawa podjednostka)

Schemat 17

ko spiroketal [5/5], Jego redukcja wodorkiem trifenylocynowym prowadzita do
zwigzku 25 o odpowiedniej konfiguracji na C-20. W dalszych etapach syntezy
prawej czesci cefalostatyny 1 wprowadzono wigzanie podwdjne do pierScienia
D. Wykonano to w analogiczny sposob jak w przypadku czesci lewej. Wolng
grupe hydroksylowg w pierscieniu F zabezpieczono eterem sililowym, a mniej
zattoczony octan w pozycji 3 selektywnie zhydrolizowano, utleniono do 3-keto-
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nu 26 i przeksztatcono w <9-metylo-2a-amino-3-oksym w znany spos6b. Fuchs
i wsp. (1998 r.) poddali ten zwigzek sprzeganiu z 2a-azydo-3-ketonem lewej
podjednostki otrzymujac, po usunieciu grup ochronnych, cefalostatyne 1 [26].

5. RITTEROSTATYNY

Do chwili obecnej udato sie wyizolowaé blisko pie¢dziesiat cefalostatyn i rit-
terazyn. Sktadajg sie one z roznych podstawowych uktadéw steroidowych. Najcze-
Sciej powtarzajace sie uktady to: 1IN, Is, 7Si GN. Oznaczenia liczbowe odnoszg sie
do kolejnych cefalostatyn, literowe za$ do ritterazyn; indeksy dolne oznaczaja cze$é
lewa i prawg (,,potudniowg” i ,,p6tnocng”, ang. South i North, stad S i N). Mozna
z nich utozy¢ 6 kombinacji niesymetrycznych dimeréw, z ktorych tylko 4 wykryto
w badanych zrédtach i nalezg one do uktadéw najbardziej aktywnych biologicznie
(np. uktad IN1S, czyli cefalostatyna 1). Brakujgce dwie kombinacje GNINi GN1S,
zawierajace podjednostki z roznych organizmow (tzw. ritterostatyny), otrzymano
syntetycznie w celu sprawdzenia ich aktywnosci biologicznej. Okazato sie [26], ze
jedna z nich, ritterostatyna GNIN, w testach NCI wykazuje bardzo wysoka aktyw-
nos¢ cytostatyczna, a w stosunku do niektérych komérek rakowych (leukemia, rak
piersi, nerek) nawet wyzszg niz cefalostatyna 1 (schemat 18). Fakt ten jest wazny
nie tylko ze wzgledu na odkrycie jeszcze jednego bardzo aktywnego zwigzku, ale
takze i ze wzgleddw praktycznych. Podjednostke GN mozna otrzymaé znacznie
krotszg drogg i z duzo wiekszg wydajnoscig w poréwnaniu do Is.

Schemat 18
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6. GLIKOZYDY CHOLESTANOWE SNIEDKA
ORNITHOGALUM SAUNDERSIAE

Bogactwo Swiata roslin jest od lat zrédtem substancji biologicznie aktyw-
nych i stanowi inspiracje dla chemikéw. Szczeg6lnie doktadnie badane sg rosli-
ny wykorzystywane w medycynie ludowej. Okazuje sie jednak, ze interesujgce
dla farmakologii zwigzki mozna takze znalez¢ wsrod roslin ozdobnych, ktérych
biologiczna aktywno$¢ nie byta wczesniej znana. W 1992 r. grupa badaczy ja-
ponskich pod kierunkiem Sashidy wyekstrahowata z cebulek $niedka Ornitho-
galum saundersiae grupe glikozydéw cholestanowych (schemat 19). Kilka lat
pdzniej okazato sie, ze saponiny te wykazujg niezwykle silne dziatanie cytosta-
tyczne [35],

)

H p-metoksybenzoil (OSW-1)
H 3,4-dimetoksybenzoil

H fEJ-cynamoil

Gic p-metoksybenzoil

Gic  (Ej-cynamoil

Schemat 19

Z chemicznego punktu widzenia saponiny O. saundersiae sg 16-<2-|3-D-ksy-
lopiranozylo-(1—>3)-2'-<2-acetylo-a-L-arabinopiranozydami 3P,16P,17a-trihy-
droksycholest-5-en-22-onu. Réznig sie one podstawnikami przy atomach tlenu
w pozycji 2" disacharydu i przy C-3 czesci steroidowej.

W testach NCI, przeprowadzonych na 60 liniach komorek rakowych ludz-
kiej leukemii, saponiny O. saundersiae wykazujg aktywno$¢ cytostatyczng
w stezeniach nanomolowych (IC50 = 0,1-0,3 nM) i przewyzszajg pod tym
wzgledem znane chemoterapeutyki, takie jak cis-platyna, adriamycyna czy tez
taksol, co przedstawiono w tab. 1. Najaktywniejszg substancjg, sposréd wydzie-
lonych z O. saundersiae, okazata sie saponina OSW-1, ktéra jest jednoczes$nie
gtownym sktadnikiem jej cebulek. Saponina OSW-1, oprocz niezwyktych wiasci-
wosci cystostatycznych w stosunku do réznych ztosliwych komérek nowotwo-
rowych, charakteryzuje sie niewielkg toksycznos$cig wzgledem normalnych ko-
morek ptucnych (IC50 = 1500 nM). Zainteresowanie saponing OSW-1 wyraznie
wzrosto, odkad okazato sig, ze profil cytostatycznego dziatania przeciwko réz-
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nym komorkom rakajest bardzo zblizony do cefalostatyn. W zestawieniu z fak-
tem, ze budowa OSW-1 przypomina potowe cefalostatyny, sugerowac to moze
identyczny mechanizm dziatania biologicznego. Do takiego wniosku doszli
badacze z NCI, a takze grupa Fuchsa, ktora w 1998 roku otrzymata po raz
pierwszy steroidowy aglikon saponiny OSW-1 [36].

7. SYNTEZY SAPONINY OSW-11 JEJ AGLIKONU

Zwigzkiem wyjsciowym w syntezie Fuchsa (schemat 20) byt androst-5-en-
-3p-ol-17-on, ktéry poddano olefinacji Wittiga, a nastepnie diastereoselektyw-
nej reakcji enowej. Kolejnym etapem byta epoksydacja wigzania podwdjnego
C(i¢)= C(i7). Grupe hydroksylowg przy C-22 utleniono do karbonylu metodg
Jonesa. Okazato sie jednak, ze otwarcie epoksydu w obecnosci kwasnych lub za-
sadowych katalizatordw nie prowadzito do otrzymania pozadanego tra/is-diolu.
Z powodu trudnosci z otwarciem epoksydu, w miejsce epoksydacji podjeto
proéby dihydroksylacji. Po utlenieniu 22-alkoholu do ketonu ijego zabezpiecze-

Schemat 20
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niu w postaci ketalu, przeprowadzono utlenianie za pomoca 0s04 (1 rownowaz-
nik). Reakcja zachodzita regio- i stereoselektywnie przy wigzaniu podwdjnym
C(l6e€(17). W otrzymanym irans-diolu nalezato odwréci¢ konfiguracje grupy hy-
droksylowej przy C-16. W tym celu grupe te utleniono metodg Swema, a nastep-
nie zredukowano za pomocg CeCls/NaBH4 do produktu o wasciwej konfigura-
cji (takiej jak w saponinie OSW-1). Otrzymany w ten sposdb aglikon z zabez-
pieczong grupg karbonylowa mozna zastosowa¢ w reakcjach glikozylacji. Proby
uzyskania niezabezpieczonego aglikonu prowadzity do pochodnej furanu. Wol-
ny aglikon ma tendencje do natychmiastowej cyklizacji, a cykliczny hemiacetal
w kwasnym srodowisku reakcji tatwo ulega dehydratacji.

Bardzo podobng strategie syntezy aglikonu saponiny OSW-1 zastosowali rok
pdzniej badacze chifscy (schemat 21) [37]. Jedyna roznica polegata na tym, ze
reakcja enowa zostata przeprowadzona z paraformaldehydem, otrzymany alkohol
pierwszorzedowy zostat utleniony do aldehydu, ktéry z kolei reagowat z odczyn-
nikiem Grignarda. Powstaty w ten sposéb drugorzedowy alkohol byt dalej prze-
ksztatcany w aglikon, podobnie jak w metodzie Fuchsa.

Schemat 21
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Budowa aglikonu saponiny OSW-1 nie jest bardzo skomplikowana, a jedy-
nym problemem syntetycznym jest uzyskanie odpowiedniej konfiguracji grup hy-
droksylowych w pierscieniu D. W obu opisanych procedurach uktad trans diolu
uzyskiwano na drodze okreznej ibardzo kosztownej, uzywajac ponadto toksycz-
nej substancji, jakg jest 0s04. Opracowana zostata niedawno nowa metoda
syntezy aglikonu pozbawiona tych niedogodnosci [38], W metodzie tej kluczo-
wym etapem jest otwarcie pierscienia 16a,17a-epoksydowego za pomoca
HiOi/LiOH. Jak juz wspomniano, epoksyd ten jest odporny na atak nukleofilo-
wy. Nawet zastosowanie takich odczynnikow nukleofilowych, jak 1“, RSe~ czy
HOO~, nie prowadzito do otwarcia epoksydu. Okazato sie jednak, ze obecnos¢
grupy karbonylowej (zaréwno ketonowej, jak i estrowej) w pozycji 22 umozliwia
przeprowadzenie reakcji z wodoronadtlenkiem litu. Atak odczynnika nukleofilo-
wego zachodzi wowczas na grupe karbonylowa, a otwarcie epoksydu ma charak-
ter reakcji wewnatrzczasteczkowej. Synteze aglikonu saponiny OSW-1 przy za-
stosowaniu tej procedury przedstawia schemat 22.

Synteze czesci cukrowej, a takze jej przytaczenie do steroidowego aglikonu
opisanow 1999 r. [37], a-D-Ksylopiranozyd benzylowy (schemat 23) regioselek-

Schemat 22
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tywnie 4-metoksybenzoilowano w pozycji 2, a nastepnie grupy 3- i 4-hydroksy-
lowe zamaskowano w postaci eteru trietylosililowego (TES). Po odbezpieczeniu
grupy OH przy anomerycznym atomie wegla otrzymano pochodng trichloroacet-
iminylowa [39], ktdrej uzyto do przytaczenia do arabinozylowego akceptora. Ten
ostatni zostat przygotowany w czterech prostych etapach z L-arabinozy. Synteza
akceptora obejmowata benzylowanie przy C-I, izopropylidenowanie grup 3- i 4-
-OH, acetylowanie przy C-2 i usuniecie grupy ochronnej 3,4-diolu. Chociaz tak
przygotowany akceptor miat dwie grupy hydroksylowe, mozliwa bytajego selek-
tywna glikozylacja przy ekwatorialnej grupie 3-hydroksylowej przy uzyciu dono-
ra ksylozowego. Uzyskany disacharyd zabezpieczono w postaci eteru TES, a na-
stepnie otrzymano aktywng pochodng trichloroacetiminylowg. W kornicowym sta-
dium syntezy disacharyd przytgczono do steroidowego aglikonu (schemat 24)
w reakcji katalizowanej trifluorosulfonianem trimetylosililowym [40], a nastep-
nie odbezpieczono wszystkie grupy ochronne w obu czes$ciach za pomoca
Pd(MeCN)2CI2 w acetonie [41],

Schemat 24

Przeprowadzono rowniez syntezy analogoéw cefalostatyn zawierajgcych
w jednej czesci dihydro aglikon saponiny OSW-1 (schemat 18). Okazato sie jed-
nak [42], ze otrzymane zwigzki (omitostatyny) wykazywaly aktywnos$¢ biolo-
giczng znacznie mniejszg niz cefalostatyna 1i OSW-1.
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8. MECHANIZM AKTYWNOSCI CYTOSTATYCZNEJ - HIPOTEZY

Opisane uprzednio bis-steroidowe alkaloidy pirazynowe i saponiny O. saun-
dersiae nie maja grup funkcyjnych zazwyczaj zwigzanych z aktywno$cig cytosta-
tyczng. Zwiazki te nie majg witasciwosci alkilujgcych, interkalujgcych DNA,
nie generujg wolnych rodnikéw, nie sg akceptorami Michaela ani chinonami
o wysokim potencjale oksydoredukcyjnym. Grupa badawcza J.N. Weinsteina
z NCI przeprowadzita niedawno analize warto$ci G150 oznaczonych dla kazdego
ze 141 zwigzkow o znanym mechanizmie dziatania cytostatycznego na 60 liniach
wybranych komorek rakowych [9, 10, 43-45], Okazato sie, ze zwigzki o podob-
nym mechanizmie dziatania wykazujg podobne profile aktywnosci. Wyr6znio-
nych zostato 6 mechanizméw dziatania (MOA, ang. mechanism ofaction): czyn-
niki alkilujgce, inhibitory topoizomerazy I, inhibitory topoizomerazy 11, antyme-
tabolity RNA/DNA, antymetabolity DNA i czynniki antymitotyczne. Przeprowa-
dzona analiza pozwala przewidywa¢ MOA z bardzo duzg dozg prawdopodo-
bieAstwa na podstawie warto$ci GI150uzyskanych w testach NCI. Profil dziatania
cytotoksycznego omowionych w tej pracy zwigzkoéw nie pasuje do zadnego ze
znanych MOA, a jednoczes$nie stwierdzono uderzajgce podobienstwo profilu
dziatania cefalostatyn, ritterazyn i saponin Ornithogalum saundersiae. We wcze-
snym stadium badan alkaloidow pirazynowych zaproponowano hipoteze, ze
zwiazki te taczg dwuwarstwe lipidowa (cefalostatyna 1 ma 30 A diugosci), de-
formujgc w ten sposob btony komdérkowe. Hipoteza ta byta o tyle uzasadniona,
ze aktywno$¢ biologiczng wykazywaly tylko zwigzki dimeryczne (otrzymane
syntetycznie podjednostki steroidowe nie przejawiaty aktywnosci cytostatycznej).
Jednak po odkryciu saponin O. saundersiae, ktére przypuszczalnie wykazujg
podobny mechanizm dziatania, nalezato odrzuci¢ te koncepcje. Nieco pozniej
wysunieto hipoteze, ze cefalostatyny moga by¢ inhibitorami enzyméw, tworzac
wigzania wodorowe ze specyficznym uktadem docelowym. Sugerowano tez, ze
in vivo moze tworzy¢ sie reaktywny zwigzek przejsciowy o charakterze elektro-
filowym z wykorzystaniem wigzania podwdéjnego w pierscieniu D cefalostatyn.
Kiedy jednak okazato sie, ze obecno$¢ tego wigzania nie jest niezbedna do ak-
tywnosci cytostatycznej tej grupy zwigzkow, i ta koncepcja musiata upas¢. Zna-
mienny jest fakt, ze wszystkie najbardziej aktywne pirazyny zawierajg przynaj-
mniej jeden wysokoenergetyczny ukiad spiroketalowy. Oznacza to, ze aktywne
biologicznie sa izomery o nizszej trwatosci termodynamicznej (co wynika z obli-
czen i danych doswiadczalnych). Poniewaz istniejg przestanki, ze pokrewne ste-
roidy, takie jak saponina OSW-1, ktéra moze by¢ uwazana za strukturalnie zbli-
zong do spirostanéw, czy azaspirostan - solasodyna, wykazujg aktywnos¢ biolo-
giczna dzieki reakcjom uktadu spiro, pojawita sie koncepcja ,,nabitego rewolwe-
ru”. Zgodnie z nig za aktywnos$¢ biologiczng tych zwigzkéw moze odpowiadac
gwattowne wydzielenie nadmiaru energii przy konwersji spirostanow do trwal-
szych izomerdw czy tez przy cyklizacji towarzyszgcej odtgczeniu czesci cukro-
wej z saponiny OSW-1. Cechg charakterystyczng nowych cytostatykow jest tak-
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Schemat 25
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ze obecnos$¢ grupy 17(X-hydroksylowej. Zwigzki pozbawione tej grupy okazaty
sie zdecydowanie mniej aktywne, a jej znaczenie dla inhibicji nowotworow zo-
stato réwniez udokumentowane w przypadku steroidow angiostatycznych, takich
jak 17a-hydroksyprogesteron ijego analogi. Prowadzone sg dalsze badania w ce-
lu okre$lenia minimalnego farmakoforu. Wspdélny mechanizm dziatania cytosta-
tycznego saponin O. saundersiae i cefalostatyn mozna wyttumaczy¢é w oparciu
o tworzenie sie in vivo reaktywnych jondw oksoniowych (schemat 25). Takie
przejsciowe jony, cykliczne lub acykliczne, mogtyby powstawac z obu tych grup
zwigzkow iniedawno zostaty zaproponowane jako potencjalne farmakofory [42].

Praca czesciowo finansowana przez Komitet Badan Naukowych w ramach
projektu badawczego nr 3 TO9A 054 17.
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ABSTRACT

Cyclitols constitute important structural elements of a variety of biologically
active compounds, such as aminoglycoside antibiotics, phospholipid inositols
referred to as ,,secondary messengers”, and coordination compounds with metals,
e.g. platinum, arousing interest in many areas of natural sciences. In spite ofthe fact
that cyclitols have been known since the 19th century, the majority of significant
achievements in this field is seen during the late 90s of the 20th century.

The first section of this review deals with general informadon on the nomen-
clature, structural features ([2-6]; Schemes 1 and 2), configuration ([6, 7];
Schemes 3 and 4) and conformation ([8]; Scheme 5; Tablel) of the cyclitols.

The second section is concerned with the occurrence (Table 2) and biologi-
cal properties of the inositols, in particular of myo-inositol and its derivatives
(Schemes 7 and 8). A mechanism of action of myo-inositol 1,4,5-triphosphate
(1,4,5-1P3) as a secondary messenger has been outlined in Scheme 9.

The third section discusses the occurrence and biological activity ofthe other
cyclitols of structures illustrated by the formulae in Schemes 10 through 15.

The fourth section is confined to aminoglycoside, antibiotics. Their names,
occurrence, mode of action and formulae of main representatives of this class of
compounds are summarized in Table 3 and in Figs. 1through 8.

The last section describes common methods of preparation of the cyclitols.
These are as follows:

(i) syntheses using sugar precursors ([40, 48]; Schemes 16-21);
(i) syntheses utilizing the Diels-Alder cycloaddition ([52]; Schemes 20
and 22);
(iii) hydrogenation of polyhydroxybenzenes [53, 54];
(iv) molecular modification of known cyclitols ([55]; Scheme 24).
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WSTEP

Cyklitole sg niezmiernie waznymi elementami strukturalnymi wielu aktyw-
nych biologicznie zwigzkow, m.in. antybiotykéw aminoglikozydowych, fosfoli-
pidoinozytoli zwanych ,,drugimi postaficami” czy tez zwigzkdw kompleksowych
z metalami (Pt) o wiasciwos$ciach cytostatycznych. Dlatego tez zwigzki te cieszg
sie duzym zainteresowaniem wielu dziedzin nauk przyrodniczych. I chociaz cy-
klitole znane sa juz od potowy XIX w., to wiekszo$¢ dotyczacych ich odkry¢
przypada na ostatnie lata XX w.

Aby zilustrowaé wystepowanie réznic w budowie i whasciwosciach cyklito-
li, moznaje podzieli¢ na wiele podgrup. Dla przejrzystosci prezentowanych w tej
pracy problemow proponujemy podziat cyklitoli na nastepujace grupy:

- zawierajgce tylko wolne grupy hydroksylowe

inozytole - zawierajg sze$¢ grup hydroksylowych,

cykloheksanopentole (kwercytole) - zawierajg pie¢ grup hydroksylowych;
- majace wigzanie podwojne C=C

konduritole - zawierajgjedno wigzanie podwdjne C=C,

konduraminy —aminowe pochodne konduritoli;

- zawierajgce grupe hydroksymetylowg (5-C-pochodne cyklitoli)

pseudocukry- zawierajgjedng grupe —CH?20H [1],

cyklofellitole - zawierajg grupe —CH20H oraz pierScien oksiranowy, ktére

sgsiadujg ze sobg [1];

- inne pochodne cyklitoli

cykloheksanony - inozozy,

aminocyklitole - inozaminy,

pochodne O-metylowe np. kwebrachitol, sekwoitol, ononitol, pinitol,

pochodne fosforanowe, np. 1,4,5-tris-fosforan-m/o-inozytolu, 1,2,3,4,5,6-

-heksis-fosforan-inozytolu (fitynian).

1. CYKLITOLE

1.1. STRUKTURA I NAZEWNICTWO

Cyklitole to zwiazki karbocykliczne, ktére zawierajg grupy wodorotlenowe
potgczone z atomami wegla pierscienia. Wsrdd nich szczegdlne miejsce zajmujg
1,2,3,4,5,6-cykloheksanoheksole nazywane ogo6lnie inozytolami. Budowe prze-
strzenng wybranej czasteczki inozytolu w sposob ogdélny przedstawia wzor A,
a w formie bardziej uproszczonej wzory B i C. Zak}ada sie, ze we wzorach tych
pierscien jest ptaski i prostopadty do ptaszczyzny kartki, a atomy wodoru i gru-
py hydroksylowe znajdujg sie nad lub pod jej ptaszczyzng (schemat 1).

Nomenklatura tych zwigzkow jest dos¢ ztozona. W 1900 r. Maquenne [2] za-
proponowat notacje wg konwencji utamkowej, w ktorej cyfry podane w liczniku
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OH (?H
WA Aly
JAPH /M
k i
B C
Schemat 1

wskazujg grupy hydroksylowe lub inne grupy rézne od atomow wodoru, lezace
nad ptaszczyzng pierscienia, a cyfry w mianowniku grupy hydroksylowe lub in-
ne grupy bedace pod ptaszczyzna pierscienia. W taki sposob zwigzek A ma ste-
reochemiczny przedrostek 1,2,4,5/3,6. Maguenne nie podat jednak doktadnie,
w jaki spos6b nalezy przypisywaé cyfry poszczegdlnym pozycjom i dlatego
w wielu pracach dotyczacych inozytoli przypisania te byty dokonywane w rézny
sposab.

Proponowano wiele systeméw nomenklatury [3, 4], jednak najbardziej lo-
giczny i spOjny jest system opracowany przez Postemaka [5]. Obecnie najczesciej
poszczegOllne inozytole i ich pochodne rozroznia sie, stosujac pisane kursywg
przedrostki z tgcznikiem [6] (schemat 2).

c¢/s-inozytol e/N-inozytol allo-inozytol m/o-inozytol
w«A-0-inozytol neo-inozytol scy/Zo-inozytol
1D-c/»>0-inozytol IL-c/2zro-inozytol

Schemat 2
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1.2. KONFIGURACJA ABSOLUTNA

W celu okreslenia konfiguracji absolutnej cyklitolu przedstawia sie go w ry-
sowanej pionowo projekcji Fischera-Tollensa, w ktérej atom C-I znajduje sie
u gory. a atomy C-2 i C-3 na przedniej krawedzi pierscienia. Zwigzek ma konfi-
guracje D, jezeli grupa hydroksylowa zwigzana z centrum chiralnosci o najniz-
szym lokancie (lub inny podstawnik, jezeli w tym miejscu brak grupy hydroksy-
lowej) jest skierowana w prawo, ajako L, jesli w lewo (schemat 3). Przedrostek

Schemat 3

D lub 1 z tgcznikiem umieszcza sie przed nazwg zwigzku i mozna go poprzedzic¢
lokantem okre$lonego centrum. Zwigzki racemiczne okre$la sie przedrostkiem
d1. Brak przedrostka 4, 1 lub a1 oznacza, ze zwigzek ma konfiguracje mezo.
Konfiguracje mozna okresli¢ prosciej, postepujac w nastepujacy sposob. Wzor
iysuje sie tak, by podstawnik na asymetrycznym atomie wegla o najnizszym lo-
kancie lezat powyzej ptaszczyzny piersScienia ijesli numeracja biegnie w kierun-
ku zgodnym z ruchem wskazéwek zegara, to zwigzek ma konfiguracje 1, a jeze-
li w kierunku przeciwnym, to D (przyktadowo L- i D-cA/ro-inozytole na schema-
cie 2). Powyzszg zasade ilustrujg wzory zwigzkOw na schemacie 4.

1 DL -1-0-mety lo-w//Y>-inozytol

Schemat 4

W wigkszosci przypadkéw centrum chiralnosci o najnizszym lokancie jest
pozycja 1 Dlatego tez przedrostki konfiguracyjne D lub L powinny by¢ poprze-
dzone lokantem tylko wtedy, gdy bytby on inny niz 1. System R, S stosuje sie do
opisu uwzgledniajgcego konfiguracje centréw chiralnych [7].
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1.3. KONFORMACJA inozytoli

Inozytole jako zwigzki o pierscieniach szesciocztonowych mogg mie¢ wszy-
stkie charakterystyczne dla tego typu pierscieni konformacje, tj. t6dkowa, krze-
stowg, potkrzestowsq, skreconej todki. Jednak najczesciej wystepujg w najtrwal-
szej konformacji krzestowej. Zwigzki te ze wzgledu na potozenie grup hydroksy-
lowych (lub innych grup) moga mieé rézne elementy symetrii, a co za tym idzie
wykazywac lub nie czynnos$¢ optyczng [8], Na schemacie 5 przedstawione sg
wzory wszystkich dziewieciu inozytoli oraz ich elementy symetrii [8] (schemat 5).
Jedynie «//o-inozytol jest catkowicie asymetryczny. Pozostate inozytole majg
jeden lub wiecej elementéw symetrii. D-C/j/ro-inozytol oraz L-cA/ro-inozytol ma-
ja o$ symetrii C2i sg zwigzkami chiralnymi. Czasteczki mio-, epi- i muko-inozy-
toli charakteryzujg sie wystepowaniem ptaszczyzny symetrii 8. Sg to zwigzki nie-
chiralne, podobnie jak wszystkie pozostate inozytole* A'eo-inozytol ma dwie osie
symetrii S2i C?oraz plaszczyzne 8 prostopadta do osi S2. W czasteczce cri-ino-
zytolu wystepuja trzy ptaszczyzny 8 przecinajace sie na osi C3. Najwiecej ele-
mentow symetrii znajduje sie jednak w czasteczce .vcv//o-inozytolu. Czasteczka
taka posiada trzy ptaszczyzny 8 przecinajace sie na osi C3 przedzielajace katy
utworzone pomiedzy trzema osiami G>

Schemat 5
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1.4. TRWALOSC CZASTECZEK INOZYTOLI

Trwato$¢ czasteczki inozytolu w danej konformacji moze by¢ okreslona
przez oszacowanie jej energii swobodnej. Energie swobodng czgsteczki kazdego
cyklitolu w danej konformacji mozna okresli¢ stosujgc nastepujace przyblizenia:

- szesSciocztonowy piersciert analizowanej czasteczki ma takg sama geome-
trie jak pierscien cykloheksanu;

- podstawniki, ktére znajduja sie przy pierscieniu, nie majg wptywu na geo-
metrie;

- zaniedbuje sie wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe;

-jeden rodzaj oddziatywan nie wptywa na inne rodzaje oddziatywan;

-wzgledne wartosci energii swobodnej konformeréw otrzymuje sie przez
zsumowanie oddziatywan niewigzacych i oddziatywan elektronowych.

W czasteczkach inozytoli mogg wystepowac trzy rodzaje oddziatywan nie-
wigzacych [8] (schemat 6):

a) oddziatywanie 1,3-syn aksjalno-aksjalne (a : a) typu Oa: Ha, ktérego ener-
gia wynosi ok. 0,45 kcal/mol;

b) oddziatywanie 1,3-syn aksjalno-aksjatne (a : a) typu Oa: Oa, ktérego ener-
gia wynosi ok. 1,50 kcal/mol;

¢) oddziatywanie 1,2-gauche aksjalno-ekwatorialne (a:e) i ekwatorialno-
ekwatorialne (e : e) typu Oj : 02 o energii rownej ok. 0,35 kcal/mol.

a) b)
OH —------ »H OH —------ « OH

Schemat 6

Wyznaczona w ten sposob eneigia np. czasteczki w/o-inozytolu w konforma-
cji krzestowej wynosi:

oddziatywanie 1,2-gauche (O!:02)=0,35 kcal/mol x5 = 2,10 kcal/mol

oddziatywanie 1,3-syn (Oa: Ha) = 0,45 kcal/mol x2 = 0,90 kcal/mol
oddziatywanie 1,3-syn (Oa: Oa) - nie wystepuja
Suma =3,0 kcal/mol

Obliczone w podobny sposdb wartosci wzgledne energii swobodnej trwato-
$ci konformacji krzestowej dla innych inozytoli podane sg w tab. 1
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Tabela 1. Wzgledna energia swobodna inozytoli w konformacji krzestowej [8]

Energia oddziatywan (kcal/mol)

Wzgledna

Konfiguracja inozytolu © Og (Oa:Ha (0a:0a RTlao RT\n2 dla enifgia
pary d1

swobodna
mio- 2,10 0,90 - - 3,00
scyllo- 2,10 - - 1,10 - 3,20
DL-chiro- 1,75 1,80 - 0,40 -0,40 3,65
D-chiro lub L-chiro 1,75 1,80 ~ 0,40 - 3,95
neo- 2,10 1,80 - 0,40 - 4,30
epi- 2,10 0,90 1,50 : : 4,50
allo- 1,75 1,80 1,50 - -0,40 4,65
muko- 1,40 1,80 1,50 - - 4,70
cis- 2,10 - 4,50 0,65 - 7,25

T= 300 K

2. INOZYTOLE - WYSTEPOWANIE W PRZYRODZIE

| AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Niektére z wymienionych wczesniej inozytoli (schemat 2) sg dostepne w na-
turze, i to zarbwno w postaci czystego inozytolu, jak i w postaci pochodnej ino-
zytolu (etery metylowe inozytol- fityniany inozytoli i fosfolipidy). | tak, L-chi-
ro-inozytol stanowi 12,3% suchej masy Cymodocea rotundata, muko-inozytol -

ok. 8,5% suchej

masy Thalassodendron ciliatum, natomiast mio-inozytol —3,6%

suchej masy Zostera nolbii [9]. Szczegétowo dostepno$¢ inozytoli w naturze

przedstawia tab.

Inozytol
mioinozytol

L-cni>o-inozytol

D-chiro-inozytol

scyllo-inozytol

2.

Tabela 2. Wystepowanie inozytoli w naturze [6, 9, 56]

Zrodio wystepowania w naturze

wiekszo$¢ zywych organizmdw zaréwno roslinnych, jak i zwierzecych m.in.
w ziarnach kukurydzy (w postaci fitynianéw), w soczewce ludzkiego oka,
W mozgu szczura, u przedstawicieli szczepdéw Zostera nolbii, Macrozamia rie-
dlei, Sarcocephallus diderrichii z rodziny Rubiaceae (L-bomezytol), Lirioden-
dron tulipifera (D-liriodendritol), w sekwoi kalifornijskiej (Sequoia sempervi-
rens), w palmie (Caryota urens - D-bomezytol), w kauczuku drzew Dyera lo-
wii (D-bomezytol), a takze u dikotyledon6éw (D-ononitol, sekwoitol, damboni-
tol), gymnosperm oraz rodzin Magnoliaceae (D-liriodendritol) i Apocyana-
ceae (L-bomezytol)

Artemisia dracunculus z rodziny Compositae (L-pinitol), Cymodocea rotun-
data, drzewo kauczukowe (Hevea brasiliensis - L-kwebrachitol)

Afrormosia elata z rodziny Legaminosae, przedstawiciele rodzin, zielone algi
z rodziny Chlorella, w syropie sosny (Pinus lambertiana - D-pinitol)

czerwone algi, przedstawiciele rodziny angiosperm, mocz ssakéw, tyby plas-
togiostomiczne oraz u niektoiych przedstawicieli insektow
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cd. tab. 2
Inozytol Zrédio wy stepowania w naturze
»mAo0-inozytol Thalassodend, on ciliatum. przedstawiciele rodzin Conifera. Tayopsida,
ICistaceae (ID-I-O-metylo-wi/Aoinozytol)
neo-inozytol w ziarnach niektdérych roslin (w postaci fitynianéw)
ep/-inozytol lniedostepne w naturze, otrzymywane wytacznie syntetycznie
«/lo-inozytol i
cAs-inozytol

Najlepiej poznanym zwigzkiem spos$rdd inozytoli jest m/o-inozytol, ktéry, jak
widac¢ z danych zawartych w tab. 1, charakteryzuje sie najnizszg spo$rod wszy-
stkich inozytoli wzgledng energig swobodng. Mo-inozytol znany jest chemikom
juz od 1850 r., ale zainteresowanie tym zwigzkiem wzrosto, gdy stwierdzono, ze
jest on sktadnikiem aktywnych biologicznie fosfolipidéw'. W zwigzkach tych jest
on potgczony wigzaniem estrowym z resztg fosforanowg kwasu fosfatydow'ego,
gdzie R| i R2 —to reszty kwasow' ttuszczowych (schemat 7). Dla organizméw'
zwierzecych sg to przewaznie: kwas arachidowy (R2) i kw'as stearynowy (R,),
a dla roslinnych kwas linoleinowy.

OH OPQ;H,
ch,o- Fi: o
OH
kwas fosfatydowy 1,4,5-trisfosforan m/o-inozytolu
Schemat 7

W trakcie badan udato sie wyizolowac trzy rdézne fosfolipido-inozytole
(schemat 8):

a) fosfatydylo-/mo-inozytol (PI),

b) 4-fosforan fosfatydylo-m/o-inozytolu (P1-4P),

c) 4,5-bisfosforan fosfatydylo-m/o-inozytolu (P1-4,5P2).

Zwigzki te stanowig wazny element w procesie przekazywania sygnatéw i in-
formacji w organizmie. Przekazywanie informacji do komorki moze odbywac sie
réznymi drogami. Do najwazniejszych z nich zaliczy¢ mozna [10],

A) bezposrednie przekazywanie informacji przy uzyciu lipofilowych hormo-
now, ktdre z tatwoscig pokonujg zbudowana z lipidow btone komorkowsa,

B) przekazywanie informacji poprzez zmiane stezenia jonow wewnatrz ko-
morki przy uzyciu kanatéw jonowych,

C) wykorzystanie znajdujacej sie w btonie komorkowej kinazy tyrozynowej,
ktéra przez fosforylacje odpowiedniego biatka powoduje uzyskanie odpowiedzi
komorkowej,
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Schemat 8

D) wykorzystanie zwigzkow posredniczacych w przekazywaniu informacji -
tzw'. ,,drugich postancow”.

W 1958 r. odkryto istnienie 3\5'-cyklicznego adenozynomonofosforanu -
(3',5'-cCAMP), ktory ze wzgledu na swoje specyficzne wiasciwosci biologiczne
nazwano ,,drugim postancem” - ,,przekaznikiem drugiego rzedu” [11]. Zwigzek
ten petni funkcje ,,przekaznika” informacji otrzymanej na zewnatrz komorki (od
pierwszego przekaznika, np. hormonu) do retikulum endoplazmatycznego w ko-
morce, skad uwalniane sgjony wapnia. Podobne witasciwosci jak cAMP wyka-
zujg rowniez 3',5'-cykliczny guanozynomonofosforan (cGMP) oraz diacylogli-
cerol. Odkrycie to okazato sie bardzo wazne w badaniach nad w/o-inozytolem,
gdyz niektére jego fosforanowe pochodne takze wykazuja wiasciwosci ,,przeka-
znikow drugiego rzedu”.

W 1975 r. Michell wysunat hipoteze, ze 1,4,5-trisfosforan mzo-inozytolu
(1,4.5-1P3) (schemat 7), powstajacy podczas wewngtrzkomorkowego metaboli-
zmu fosfatydylo-inozytolu, wywotuje w komorce zmiany, podobnie jak 3',5'-
-CAMP, ktérym towarzyszy wydzielanie sie duzych ilosci jonéw wapnia [12]. Hi-
poteza ta zostata potwierdzona w 1983 r. przez Streba, ktéry udowodnit ze 1,4.5-
-IP3 uwalnia jony wapnia zmagazynowane w retikulum endoplazmatycznym,
dziatajgc jako ,,drugi postaniec” [13, 14]. Mechanizm tego dziatania zostat przed-
stawiony na schemacie 9.

W pierwszej kolejnosci hormon (H) albo neurotransmiter wigze sie z recep-
torem znajdujacym sie na powierzchni komarki. Ten z kolei, poprzez dzialajace
stymulujgco biatko G, aktywuje specyficzng fosfolipaze C (fosfodiesteraza PI-
-4,5P2), ktéra powoduje rozktad 4,5-bisfosforanu fosfatydylo-mzo-inozytolu (PI-
-4,5P2) do 1,4,5-trisfosforanu mio-inozytolu (1.4,5-1P3) i diacyloglicerolu (DAG).
Diacyloglicerol pozostaje w btonie komorkowej, gdzie aktywuje kinaze biatko-
wg C, 1,4,5-1P3 za$ dyfunduje z cytozolu do retikulum endoplazmatycznego,
gdzie taczy sie ze znajdujagcym sie w btonie retikulamej receptorem. Ten za$
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uwalniajony wapnia do cytozolu. Widac tu wyraznie, ze bez udziatu 1,4,5-1P3nie
jest mozliwe przestanie informacji od hormonu do retikulum endoplazmatyczne-
go. Dalsze przemiany 1,4,5-IP3oraz DAG prowadzg, w drodze wielu reakcji, do
ponownego powstania P1-4,5P2.

Z badan przeprowadzonych przez niemieckich naukowcéw wynika, ze ak-
tywnos$¢ biologiczna 1,4,5-1P3wigze sie z obecnoscig grup fosforanowych w po-
zycjach 1i5 [15, 16]. Syntetycznie otrzymany przez nich cis,cis-1,5-hisfosforan
cykloheksano-1,3,5-triolu (schemat 10) wykazywal aktywnos$¢ poréwnywalng
z 1,4,5-1P3 (badania przeprowadzono na wakuolach mikroorganizmu Neurospo-

cis,cis-1,5-bisfosforan
cykloheksano-1,3,5-triolu

Schemat 10
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ra crassa). Z kolei aktywno$¢ zwigzkdw,, przedstawionych na schemacie 11,
w ktérych w pozycji 1 lub 5 brak byto grupy fosforanowej, byta znikoma.

Warto rdwniez doda¢, ze podobne witasciwosci wykazujg takze monosacha-
rydy, m.in. adenofostyna. Obecnie trwajg dalsze prace nad synteza aktywnych
zwiagzkow o wiasciwosciach ,,drugich postancow” [17-20],

irans-bisfosforan
D-1.4-1P2 cykloheksano-I,2-diolu D-I-IPj D-4,5-1P2

Schemat 11

3. INNE CYKLITOLE - WYSTEPOWANIE W PRZYRODZIE
| AKTYWNOSC BIOLOGICZNA

Oprécz inozytoli w srodowisku naturalnym znanych jest wiele innych cykli-
toli. Bogatym zrodtem naturalnych cyklitoli sg O-metylo inozytole [21, 22], Sa
to zar6wno pochodne mono-O-metylowe, jak i poli-O-metylowe. Z mio-inozy-
tolu mozna otrzymac cztery rozne mono-O-metylowe etery: symetryczne 2- lub
5-O-metylowe pochodne oraz enancjomeryczne 1- lub 4-O-metylowe pochodne.
Trzy z nich zostaty znalezione w naturze:

sekwoitol (5-O-metylo-mro-inozytot) (schemat 12) po raz pierwszy znalezio-
ny w sekwoi kalifornijskiej (Sequoia sempervirens), ale takze w syropie sosny
(Pinus lambertiana) oraz w Macrozamia riedlei,

OMe OH OH OH oH OH
R R S
OMe J
HIEH hAV | vl 3
b " b
L-bornezytol sekwoitol D-ononitol
OMe OH OH
OH OoH
dambonitol L-kwebrachitol

Schemat 12
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prawoskretny (-)-ononitol (1D-4-0 -metylo-/n/o-inozytol) odkryty przez
Plom iera oraz

(+)-bomezytol (11-1-O-metylo-w/o-inozytol) znaleziony w kauczuku drzew
Dyera lowii rosnacych na Borneo. Z drzew tych wyizolowano réwniez damboni-
tol (1,3-di-O-metylo-OTz'o-inozytol). We wszystkich prébkach O-metylowych po-
chodnych /n/o-inozytolu znalezionych w naturze znajdowaty sie Sladowe ilosci
m/o-inozytolu. co $wiadczy¢ moze ojego udziale w biosyntezie tych zwigzkow.
Charakterystyczny jest takze fakt, ze wszystkie etery metylowe /mo-inozytolu
uzyskane drogg naturalng majg grupe metylowgjedynie w pozycji ekwatorialnej.
Moze to by¢ zwigzane z probg wyeliminowania przez enzym odpowiedzialny za
metylowanie napie¢ sterycznych miedzy aksjalnymi podstawnikami. Najbardziej
obfitym zrodtem pochodnych cyklitolowych dostepnych w naturze jest kwebra-
chitol (1L-(-)-2-0-metylo-c/?//'0-inozytol), ktéry jest sktadnikiem (1-1,5%) wod-
nego roztworu otrzymywanego podczas koagulacji zywicy drzew kauczukowych
(He' ea brasiliensis) [23]. W procesie produkcji kauczuku roztwér ten traktowa-
ny jest jako odpad poprodukcyjny. Tysigce ton kwebrachitolu sg co roku marno-
wane, mimo ze mogtby on by¢ dogodnym substratem w licznych syntezach orga-
nicznych. Na przyktad Paulsen wykorzystat kwebrachitol do otrzymywania
optycznie czynnych cyklitoli i cyklitoli o rozgatezionych taricuchach (pseudocu-
kry) [24], a Ogawa zastosowat go do syntezy O-metylo-aminocyklitoli i diami-
nocyklitoli [25]. Jest on rowniez uzytecznym substratem w syntezie innych ak-
tywnych biologicznie zwiazkdw [26, 27], W do$¢ prosty sposéb mozna z niego
takze otrzymac cukry proste szeregu D i L [23],

Kolejng grupg zwigzkow karbocyklicznych cennych pod wzgledem wyko-
rzystania w syntezach organicznych sg konduritole i ich aminowe pochodne kon-
duraminy (schemat 13) [28], Konduritol to 1,2,3,4-tetrahydroksycykloheks-5-en,

OH OH OH
HO~”/~-\ ..OH hoN A~ . .oh HO...
h2N*“*
konduritol C (-) - konduramina Ci (+) - konduramina C
Schemat 13

w konduraminie natomiast jedna z grup hydroksylowych konduritolu jest zasta-
piona przez grupe aminowg. Zwigzki te sg podstawowymi substratami w synte-
zach monoamino- i diaminocyklitoli. Szczeg6lng role odgrywa mozliwos¢ trans-
formacji konduraminy w streptamine (1,3-diamino-Acy//o-inozytol), 2-deoksy-
streptamine (2-deoksy-1,3-diamino-scv//o-inozytol) oraz streptydyne (1,3-guani-
dyno-scv//o-inozytol) (schemat 14) [29], Zwiazki te stanowig wazne elementy
strukturalne licznej grupy antybiotykdw aminoglikozydowych. Mozliwos$¢ syn-
tezy réznorodnych pochodnych konduritoli i konduramin stwarza szanse na po-
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znanie mechanizmu dziatania tych antybiotykéw, a ich modyfikacja moze znacz-
nie zw iekszy¢ aktywnos$¢ antybakteryjng. Ostatnio doniesiono réwniez o cytosta-
tycznych wiasciwosciach pewnych zwigzkow kompleksowych Pt(ll) z diamino-
cvklitolami [30]. Wzory takich potaczen (I-V) ilustruje schemat 15.

lth
NHy NH2 NH-C-NHr
T
HO.... OH /N, ,,,0H HO,.,..,OH
HN ~ Y ~ >OH OH HIN A~ 7on
OH OH HN=G OH
NH2
streptamina 2-deoksy-streptamina streptydyna
Schemat 14
Schemat 15

4. ANTYBIOTYKI AMINOGLIKOZYDOWE

Do zwigzkoéw karbocyklicznych o szczeg6lnie duzym znaczeniu nalezy za-
liczy¢ wspomniane wczes$niej antybiotyki aminoglikozydowe. W$réd nich istnie-
je liczna grupa antybiotykow charakteryzujacych sie obecno$cig w czasteczce,
oprécz czesci sacharydowej, takze karbocyklicznego poliolu (cyklitolu) [31]. Mo-
ze to by¢ zaréwno inozytol, jak ijego pochodne: aminoinozytol, diaminoinozy-
tol, np. streptamina, 2-deoksy-streptamina lub streptydyna. Antybiotyki te, ze
wzgledu na obecno$¢ w ich strukturze cyklitolu, mozna by wiec nazwac cyklito-
lowymi.

Przy opisie grupy antybiotykdw aminoglikozydowych zawierajgcych w swo-
jej strukturze pochodng cyklitolu wydaje sie uzasadniony podziat na 6 podgrup,
u ktdrego podstaw lezy wiasnie budowa czesci cyklitolowej rozwazanych zwigz-
koéw. Wedtug tych zatozen antybiotyki te mozna podzieli¢ na zawierajgce jako
aglikon:

- 4,5-dwupodstawiong 2-deoksy-streptamine,

- 4,6-dwupodstawiong 2-deoksy-streptamine,
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- jednopodstawiong 2-deoksy-streptamine,

- aminocyklitol,

- diaminocyklitol,

- inozytol.

Antybiotyki te sg naturalnymi zwigzkami organicznymi wytwarzanymi przez
drobnoustroje - promieniowce i bakterie. Wysoka i wybiércza aktywnos¢ prze-
ciwbakteryjna oraz niska toksycznos¢ tych antybiotykow pozwolity na wykorzy-
stanie ich w lecznictwie do zwalczania choréb zakaznych o duzym znaczeniu epi-
demiologicznym. O wielkiej roli, jakg odgrywaja antybiotyki cyklitolowe, moze
Swiadczy¢ tab. 3 (rys. 1-8).

Tabela 3. Antybiotyki aminoglikozydowe zawierajace pochodng cyklitolu [32-39, 57]

Aglikon
cyklitolowy

Dziatanie antybiotyku

Antybiotyk na drobnoustroje

Zrédto antybiotyku

antybiotyki zawierajgce 4,5-dwupodstawiong 2-deoksy-streptamine

Neomycyna B

Streptomycesfradiae

Gram-dodatnie (Staphylococcus sp.)

(rys. 1) (Waksman, NH, i Gram-ujemne (Neisseria gonnorhoe-
Lechevalier) ae, Pseudomonas aeruginosa, Salmo-
nella typhi, Escherichia coli, Aerobac-
ter sp., Proteus vulgaris, Shigella sp.),
szczepy Mycobacterium tuberculosis
H37RV i H37RVR
Paromomycyna |  Streptomyces rimosus NH. szeroki zakres antybakteryjny (Proteus
(Monomycyna) paramoycinus ' vulgaris, Escherichia coli, Micrococcus
(rys. 1) (Coffey) Streptomyces pyogenes, Aerobacter aerogenes, My-
chrestomyceticus = cobacterium tuberculosis var. hominis),
(Canevazzi, Scotti) a takze Entamoeba histolytica, Taenia
saginata, Hymenolepis nana
Liwidomycyna B Streptomyces lividus nh2 drobnoustroje Gram-dodatnie i Gram-
(rys. 1) nov. sp. ATCC-21178 -ujemne, Mycobacterium tuberculosis
(Munataka) H37Rv, Pseudomonas aeruginosa A3
Mycobacterium 607, E. coli IR66/
AVG677
Rybostamycyna  Streptomyces ribosidi- NH, drobnoustroje Gram-dodatnie i Gram-
(rys. 2) ficus nov. sp. SF 733 -ujemne (Staphylococcus aureus, Diplo-
coccus pneumoniae. Neisseria sp., Hae-
mophilus sp., E. coli) dziatanie podob-
ne do kanamycyn
Hybrymycyna A] mutant szczepu NH, drobnoustroje Gram-dodatnie i Gram-
(rys. 1) Streptomycesfradiae ujemne; dziatanie podobne do gentamy-

(Skier)

cyn i neomycyn; dziata na Mycobacte-
rium tuberculosis. Aktywno$¢ wieksza
niz dla neomycyny i rybostamycyny



Antybiotyk

Butyrozyna A
(rys. 2)

Gentamycyna A
(rys. 3)

Kananiycyna B
(rys. 3)

Tobramycyna
(rys. 3)

Sysomycyna
(rys. 3)

Hygromycyna B
(rys. 4)

Destomycyna A
(rys. 4)

$S-56 D
(rys. 4)

CYKLITOLE

Zrédio antybiotyku

mutant MCLR 5004 nh2
szczepu Bacillus RO\ \ o

circulons (Takeda)
V—e (H
CH

Aglikon cyklitolowy

(OR" WC-ECHZHNH

837

Dziatanie antybiotyku
na drobnoustroje

szerokie dziatanie na drobnoustroje
Gram-dodatnie i Gram-ujemne

antybiotyki zawierajace 4,6-dwupodstawiong 2-deoksy-streptamine

Micromonospora pur-
purea
i Micromonospora
echinospora

Q

(Weinstein,
Luedeman-Brodsky) or2
Streptomyces
kanamyceticus n. sp.
(Umezawa)

or2

Streptomyces tenebra-
rius (Higgens, Kast-

ner) (po hydrolizie
w $rodowisku zasado-
wym) or2

Micromonospora
inyoensis
(Weinstein, Cooper)

or2

OO

Gram-dodatnie (Staphylococcus au-
reus); Gram-ujemne (Klebsiella sp.,
E. coli, Pseudomonas sp., Aerobacter
sp., Proteus sp.); dziatanie bakterioboj-
cze i bakteriostatyczne; nie jest wrazli-
wa na inaktywujace enzymy wytwarza-
ne przez bakterie enterokokowe

Gram-dodatnie i Gram-ujemne (Aero-
bacter aerogenes, Proteus sp., Klebsiel-
la pneumoniae, Diplococcus pneumo-
niae, Micrococcuspyogenes, Salmonel-
la typhi i paratyphi)-, pratki gruzlicy,
Leptospira sp.

aktywne wobec Gram-dodatnich z wy-
jatkiem Diplococcus pneumoniae i pa-
ciorkowcéw, oraz Gram-ujemnych
(Pseudomonas sp., Aerobacter sp.. Pro-
teus sp., Klebsiella sp.)

szeroki zakres dziatania (Serratia sp.,
indolo ujemne i dodatnie szczepy Pro-
teus sp.. Pseudomonas aeruginosa)

antybiotyki zawierajace jednopodstawiong 2-deoksy-streptamine

Streptomyces higrosco-

picus (Mann, Bromer)

Streptoverticillum eu-
rocidicus (Shoji)

: Q

Streptomyces NH.
rimofaciens
H
Streptoverticillum NH,

eurocidicus No SS56
(Inoue)

hch3

dziata na drobnoustroje Gram-dodatnie
i Gram-ujemne, na wiele grzyb6w oraz
na pasozyty jelitowe u $win (np. glisty)

szeroki zakres dziatania antybakteryj-
nego i przeciwgrzybowego (Alienaria
tennis, Pythium ultimum, Pelicularia
sasakii, Cladosporium herbarian, Fu-
sarium graminealum)

dziatanie bardzo podobne do destomy-
cyn
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Dziatanie antybiotvku
na drobnoustroje

antybiotyki zawierajace aminocyklitol

Hygromycytia A Streptomyces » Gram-dodatnie i Gram-ujemne. na nie-
Ins. 5) hygmscopicus * ktére promieniowce, pratki kwasoodpor-
(P'tenger) RHf* (A ne oraz na Pleiiro-pncuinoniae sp.. Lep-
Streptomyces \ /k tospira pomona. Entamoeba histolytica,
noboriloensis i Micrococc us pyogenes var. aureus
(Sumiki)
Bluensomyeyna Streptomyces bluensis \i; oo\ h; dziata na bakterie Gram-dodatnie i na
Irys. 7) \ niektére Gram-ujemne
lohu-A
V ns
V— for
Minozamino- Streptomyces H gtéwnie dziata na mykobakterie
mycyna No MA 514-Al HOJ----\OH
OH

antybiotyki zawierajgce diaminocyklito!

Fortimycyna A Micromonospora

(rys. 6) olivoasterospora H\ / )
\
MK-70 Y Oy

xR

Sporarycyna A Sciccharopolyspora

o

oo

Gram-dodatnie i Gram-ujemne (Pseu-
domonas aeruginosa. Escherichia coli.
Klebsiella pneumoniae. Shigella sonei.
Bacillus subtilis. Staphylococcus au-
reus. Streptococcusfaecalis)

Gram-dodatnie i Gram-ujemne (Kleb-

(rys. 6) hirsuta s. kobensis siella pneumoniae, Proteus mirabilis.
H.kijy Staphylococcus aureus) oraz myko-
i & -bakterie
Streptomycyna  Streptomyces griseus NH bardzo szerokie dziatanie na bakterie
A (rys. 7) (Waksman, Curtis) NH \H-C-NH. Gram-dodatnie, Gram-ujemne i pratki
HN-C-H\y1 1 kwasoodpome; réznorodny mechanizm
dziatania: hamuje synteze biatka, wpty-
é)—l wa na przepuszczalno$¢ btony komér-
kowej. blokada cyklu rybosomalnego
Aktynospektacy- Streptomyces _ dziata in vitro i in vivo na drobnoustro
na (Spektyno- spectcibilis (Mason) | Ror \ je Gram-dodatnie i Gram-ujemne; ha-
mycyna) (rys. 8) . Streptomyces firn 0- \' Auu muje selektywnie synteze biatka w ko-
I persicus (Oliver) cHmToh morkach E. coli

antybiotyki zawierajgce inozytol

Kasugamycyna
(rys. 8)

Streptomyces kasu-
gaensis nor. sp.
szczep M.-338

(Umezawa)

OoH

ldziata na grzyby chorobotwércze roslin
(Pincularia oryzae, Pseudomonas sp.),
Ibakterie chorobotwércze zwierzat (Pro-
teus vulgaris. Shigellaflexneri. Bacillus
melitensis, Salmonella paratyphi)’, dziata
takze na rdze ryzow's
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Streptomycyna R= NH%NH; Ri =CHO
Bluensomycyna R = OCONH2 Ri - CH:OH

Rys. 7

5. WYBRANE METODY OTRZYMYWANIA CYKLITOLI

Cyklitole mozna otrzymacé, wykorzystujac ich naturalne zrédta lub tez w dro-
dze chemicznej syntezy. Do najwazniejszych metod syntetycznych nalezg:

- synteza z prekursoréw cukrowych,

- synteza z wykorzystaniem cykloaddycji Dielsa-Aldera,

- wodorowanie polihydroksybenzenow,

- modyfikacja juz istniejgcych cyklitoli.

Syntezy z prekursoréw cukrowych opieraja sie gtownie na karbocyklizacji
6-deoksy-6-nitroheksoz opracowang przez Grosheintza-Fishera oraz na karbocykli-
zacji heks-5-eno-piranozydow opracowanej przez Ferriera [40, 41]. Synteza de-
oksynitroinozytoli metodg Grosheintza-Fishera stanowita przedmiot intensyw-
nych badan wielu grup naukowcow [42-47]. Najlepiej obrazujgja badania prze-
prowadzone przez Baera i Kovara [48]. Metoda ta obejmuje dwa etapy. Pierwszy
polega na transformacji D-glukozy w 6-deoksy-6-nitroheksoze na drodze kolej-
nych reakcji (schemat 16): di-O-izopropylidenowanie D-glukozy => O-metylowa-
nie zw. 1 => selektywne zdjecie jednej ostony O-izopropylidenowej w zw. 2 na
drodze kwasowej hydrolizy => oksydacyjne rozszczepienie wigzania C—C przy
uzyciu Nal04 w zw. 3 => addycja nitrometanu do aldehydu 4 => zdjecie ostony
O-izopropylidenowej w zw. 5 i w zw. 6 przy uzyciu kwasu trifluorooctowego.
W wyniku tych reakcji powstaje mieszanina 4 izomerdw: 6-deoksy-3-0-metylo-
-6-nitro-oc/p-D-glukopiranozy (7) oraz 6-deoksy-3-0-metylo-6-nitro-oc/p-L-idopi-
ranozy (8). Drugi etap badan polegat na karbocyklizacji zwigzkéw 7 i 8 w srodo-

wisku wodnego roztworu Ba(OH)2 wedtug mechanizmu przedstawionego na
schemacie 17 [45].
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Schemat 16

Schemat 17
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W trakcie karbocyklizacji 6-deoksy-6-nitroheksoz istnienie dwdch centrow
prochiralnych (na atomie wegla C-I i C-6) stwarza mozliwos$¢ powstania czterech
diastereoizomerycznych deoksynitroinozytoli. Badania udowodnity, ze w warun-
kach kinetycznej kontroli reakcji zwigzek 7 przeksztatca sie w zwigzki 10 (epi),
11 {muko) i 1-12 (1-mio) (produkty gtéwne). Przedtuzenie czasu trwania reakcji
(kontrola termodynamiczna) powoduje, ze powstajg takze zwigzki 9 (scyllo)
i d-12 (D-mio) (produkty wtérne). Prawdopodobnie tworza sie one w wyniku epi-
meryzacji przejsciowych produktow: 10w d-12', a 1-12'w 9'. Z kolei karbocy-
klizacja zwigzku 8 prowadzi gtéwnie do powstania zwigzkéw 9 i d-12 (w wyni-
ku kontroli kinetycznej), a zwigzki 10, 11 i 1-12 otrzymano na skutek epimeryza-
cji zwigzkow przejsciowych 9'i d-12'. Udowodniono takze, ze zwiekszenie war-
tosci pH ukladu reakcji powoduje przyspieszenie powstawania produktow
gtéwnych, a takze przyspieszenie epimeryzacji, a w jej wyniku powstawanie pro-
duktow wtornych. Nie zaobserwowano natomiast powstawania produktow
o konfiguracji Di L-chiro oraz mio (12,14 i 13). Wszystkie otrzymane produkty
miaty konformacje krzestowa. Konformacja ta w przypadku deoksynitroinozyto-
lijest korzystna energetycznie, gdyz wiekszos$¢ podstawnikéw w tej konformacji
znajduje sie w pozycji ekwatorialnej (brak niekorzystnych oddziatywan 1,3-di-
aksjalnych). Istotny jest tez fakt, ze wszystkie otrzymane produkty majg grupe
Ometylowg i nitrowg w uktadzie trans (wyjatek dla muko 11).

Metoda ta zostata z powodzeniem zastosowana do otrzymywania wielu 1,4-
dwupodstawionych inozytoli o réznej konfiguracji, uzaleznionej od konfiguracji
wyjsciowego substratu (6-deoksy-6-nitroheksozy). Roznorodnos$¢ konfiguracji
otrzymywanych inozytoli zostala przedstawiona w tab. 4.

Druga z metod, opracowana przez J. Ferriera, polega na syntezie chiralnych,
podstawionych cykloheksanonéw przez karbocyklizacje heks-5-enopiranozydéw.
Prawdopodobny mechanizm powstawania cykloheksanonu przedstawiony zostat
na schemacie 18 [49], Pierwszy etap reakcji obejmuje przytgczenie chlorku rteci
(1) do podwojnego wigzania, co prowadzi do powstania 5-hydroksy-6-deoksy-6-
-chlororteciowej pochodnej 15a. Nastepnie w Srodowisku kwasnym nastepuje
otwarcie pierécienia piranozowego i rozpad wigzania glikozydowego. Dehydra-
tacja geminalnych dioli zwigzku 15b prowadzi do powstania taficuchowej po-
chodnej 15c. W obecnosci kwasu zwigzek 15¢ ulega odrteciowaniu. Jednoczes$nie
nastepuje atak wegla C-6 na karbonylowy atom wegta C-I i powstaje cyklohe-
ksanon 16.

Badania wykazaly, ze potozenie grupy hydroksylowej przy C-5 w uzyska-
nych przez nich pochodnych cykloheksanonu zalezy w gtéwnej mierze od poto-
zenia podstawnika w pozycji C-3 5-enopiranozydu, a posrednio od konformacji
substratow - 6-deoksy-heks-5-enopiranozydéw. Z pochodnych 5-enopiranozy-
déw o konfiguracji D-rybo i T>-arabino, ktére wystepuja w konformacji
*C4 i w ktorych podstawnik przy C-3 skierowany jest ,,w dot”, uzyskuje sie cy-
kloheksanony z grupg hydroksylowg 5-OH skierowang ,,do g6ry” (schemat 19)
[41,49-51], Z pochodnych 5-enopiranozydéw o konfiguracji D-ksylo, h-arabino
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Tabela4. Konfiguracja produktéw reakcji opartych na cykloaddycji Grosheintza-Fishera [41-48]
Konfiguracja substratu:
3-Rr 5-R2' 6-deoksy-6- Ri R2
-nitro-heksopiranoza

Konfiguracja powstajacych
produktéw: R|-nitro-inozytol

D-gluko -OMe -OH L-mzo-4,1* (50%)
epi-6,3 + muko-6,3 (50%)
L-ido -OMe -OH D-m/o-4,1 (80%)
scyllo (20%)
D-gluko -NHCOCH3 -OH L-m/0-6,3 (90%)
L-ido -NHCOCH3 -OH D-mzo-4,1 (90%)
D-gluko -OBn —DTN** 5-DTN-mnte-6,3 (90%)
L-ido -OBn —DTN 3-DTN-D-mio-4,1 (50%)
3-DTN-scv//o-4,1 (50%)
D-allo -OMe -OH D-allo-5,2 (50%)
epi-6,3 + L-ep/-4.1 (50%)
L-talo -OMe -OH mio-5,2 (90%)
D-allo -OBn -DTN 5-DTN-ep/-6,3 (50%)
4-DTN-D-al/0-5,2 (50%)
L-talo -OBn -DTN 4-DTN-mio-5,2
D-galakto -OBn -DTN 3-DTN-I-c’lh>0-4,1
L-altro -OBn -DTN 3-DTN-L-neo-4,1 (60%)

3-DTN-1-/Ho-4,1 (40%)
*\ ~mioA, I -4-OHTEYIOI -nitro-Mio-inozytol. **-DTN - 1,3-dithian-2-yl.

Schemat 18

Schemat 19. Rt= —OCH3, —OBz, —N3 —NHBz, —.NHCOCF3;R2= —OCH3iR3= —H
lubR2= —H iR3 = OBzIlubR2= R3= —H
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i D-likso, ktore wystepujg w konformacji 4Q i w ktérych podstawnik przy C-3
skierowany jest ,,w gore”, uzyskuje sie cykloheksanony z grupg hydroksylowa
5-OH skierowang ,,w dot” (schemat 20). Wysoka stereoselektywnos$é reakcji
zamkniecia pierscienia moze by¢ wyjasniona tym, ze atom rteci przytgczony do
wegla C-6 moze tworzy¢ wigzanie koordynacyjne z udziatem wolnej pary elek-
tronowej podstawnika przy C-3 (Y=—OR, —NHR, —NR2), prowadzgc w ten
sposob do utworzenia szesSciocztonowego pierscienia A* (B*). Takie utozenie
umozliwia zblizenie nukleofilowego atomu C-6 do wigzania podwdjnego w gru-
pie karbonylowej przy C-1 od strony, z ktérej znajduje sie podstawnik przy C-3
(schemat 21) [51], Z powodu mniejszej sterycznej przeszkody po przeciwnej stro-

B* B**
Schemat 21
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nie pierscienia grupa 5-OH (powstata w wyniku protonowania atomu tlenu gru-
py karbonylowej) ma orientacje trans w stosunku do podstawnika przy C-3. Na-
tomiast dla enopiranozydu (konformacja “Q), w ktérym brak byto podstawnika
w pozycji C-3 otrzymano mieszanine (20j-2-benzyloksy-5-hydroksycykloheksa-
nonoéw o konfiguracji grupy hydroksylowej 5-OH zaréwno R, jak i S (3 :4).

Wazng grupa zwigzkow z rodziny cyklitoli sg opisane juz wczes$niej kondu-
raminy i konduritole (schemat 13). Ich synteza oparta jest przede wszystkim na
heterocykloaddycji Dielsa-Aldera, przy uzyciu 1-chloro-1-nitrozocykloheksanu
i 5,6-dimetoksycykloheksadienu [52].

Redukcyjne rozszczepienie wigzania N—O powstajacego produktu cykload-
dycji 17 prowadzi do mieszaniny racemicznej O-metylowych konduramin 18
(schemat 22). Wada tej metody jestjednak brak mozliwos$ci otrzymania czystych
enancjomerow. Udoskonaleniem tej metody zajeli sie w latach 90. Vogel i Alle-
man (schemat 23), ktdrym udato sie otrzymaé czysta enancjomerycznie (-)-kon-
duramine Q (24). Jako substratéw uzyto tym razem: furanu i chiralnego (1S)-1-
-kamfenoilo-l-cyjanowinylu, z ktérych w wyniku addycji otrzymano pochodng
bicykliczng 19 [29]. Nastepnie w wyniku szesciu kolejnych reakcji uzyskano po-
chodng 20. Jej redukcja i O-acetylowanie prowadzi do pochodnej 21. Stereose-

“ YV

OAc

24 23 22
Schemat 23
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lektywne rozszczepienie uktadu 1,4-epoksydowego przy uzyciu roztworu bromo-
wodoru w kwasie octowym pozwolito otrzymac pochodng 22. Dzieki eliminacji
bromowodoru oraz zdjeciu oston O-acetylowych oraz benzytidenowej otrzyma-
no ostatecznie (-)-1-konduramine (24).

Najstarszg metodg otrzymywania cyklitoli jest katalityczne wodorowanie po-
lihydroksybenzenu [53]. Metode te jako pierwsi zastosowali juz w 1914 r. Wie-
land i Wishart. Przy uzyciu katalizatora palladowego oraz heksahydroksybenze-
nu otrzymali oni rézne inozytole, wéréd ktérych gtdéwnym produktem byt mio-
-inozytol. Z kolei wodorowanie na katalizatorze palladowo-weglowym prowadzi-
to do utworzenia mieszaniny inozytoli, w ktorej dominowal bardzo rzadki
c/s-inozytol. Niestety, rowniez ta metoda nie jest pozbawiona wad. W wyniku
pdzniejszych badan w mieszaninie po reakcji stwierdzono obecnos$¢ az 7 r6znych
inozytoli, 3 kwercytoli oraz kilku innych produktéw, ktdrych izolacja byta bar-
dzo trudna [54],

Ostatnia z opisanych przez nas metod otrzymywania cyklitoli polega na mo-
dyfikacji juz istniejgcych cyklitoli przez zmiane konfiguracji grupy hydroksylo-
wej najednym z atoméw wegla (schemat 24). Metode te zastosowano w proce-
sie syntezy metoksyhygromycyny, do otrzymania 2-amino-2-deoksy-5-0-mety-
lo-neo-inozytolu (31), ktdry jest elementem strukturalnym tego antybiotyku ami-
noglikozydowego [55], Z mzo-inozytolu w wyniku jednoetapowej reakcji
otrzymano 1,2,3,4,5-penta-0-acetylo-6-bromo-6-deoksy-sey//o-inozytol (25).
Azydoliza zwigzku 25 oraz O-acetylowanie pozwolity uzyska¢ zwigzek 26, po-
nownie o konfiguracji mio. O-deacetylowanie pochodnej 26, a nastepnie O-izo-
propylidenowanie doprowadzito do powstania mieszaniny zwigzkdéw, z ktorych
zwigzek 27 wystepowat w przewadze. W wyniku utlenienia grupy hydroksylowe;j

/mo-inozytol

31 30 29
Schemat 24
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przy uzyciu RUQz i NalC>4 otrzymano keton 28. Stereospecyficzna redukcja tego
zwigzku pozwolita uzyskac¢ zwigzek 29 o konfiguracji neo. Nastepnie w wyniku
kolejnych reakcji: O-metylowania, redukcji grupy azydkowej na niklu Ra-
neya oraz O-deizopropylidenowania otrzymano 2-amino-2-deoksy-5-¢)-metylo-
-«eo0-inozytol (31).
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pseudopeptydowego i monomerdw PNA. Jego zaintere-
sowania naukowe obejmujg chemie peptydow i kwaséw
nukleinowych oraz zwigzkéw krzemoorganicznych, dia-
gnostyke molekularng choréb wirusowych i nowotworo-
wych, hepatologie kliniczna.

Dr Kazimierz Wisniewski tytut magistra chemii uzy-
skatw 1983 r. na Wydziale Mat.-Fiz.-Chem. UG. W tym
samym roku zostat zatrudniony w grupie peptydowe;j
prof. Bogdana Liberka. W 1990 r. obronit prace doktor-
skg dotyczacag chemii peptydéw kwasu homoglutamino-
wego i pokrewnych aminokwaséw. Rok pozniej rozpo-
czat staz w osrodku badawczym szwedzkiej firmy far-
maceutycznej Ferring. Po prawie trzyletnim pobycie
w Malmé powrdcit do Gdanska. W 1996 r. podjat prace
w powstajgcej grupie Ferringa w San Diego w Kalifor-
nii, gdzie pracuje do chwili obecnej. Jego zainteresowa-

nia naukowe dotyczg poszukiwania zwigzkéw biologicznie czynnych, szczegdl-
nie peptydow, jako potencjalnych nowych lekéw. Przyktadem moga by¢ cyklicz-
ne peptydy z rodziny oksytocyny i wazopresyny. Drugim podstawowym tematem
badawczym jest zastosowanie reakcji Mitsunobu i innych stosunkowo rzadko sto-
sowanych reakcji chemii organicznej do modyfikacji czasteczek aminokwasow
i peptydow oraz w chemii kombinatoryjnej.

Dr inz. Aleksandra S. Kotodziejczyk, absolwentka
Wydziatu Chemii Politechniki Gdanskiej, od 1986 r.
adiunktw Katedrze Chemii Organicznej Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego. W latach 1988-1990 przeby-
wata w Medical College of Ohio, w laboratorium prof.
M. Manninga, zajmujgc sie syntezg analogow wazopre-
syny i immunostymulujgcych pochodnych kwasu diami-
nopimelinowego. Gtowne zainteresowania naukowe to:
stereochemia, synteza peptydow i peptydomimetykdw.
Od kilku lat pracuje nad réznorodnymi zastosowaniami
reakcji Mitsunobu w chemii aminokwasdw i peptydow.
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ABSTRACT

The Mitsunobu reaction is a versatile method for the alkylation of various
Bransted-Lowiy acids (HA) by alcohols, proceeding in neutral media in a presence
of the redox system which traditionally consists of diethyl azodicarboxylate
(DEAD, Fig. 2.1) and triphenylphosphine (TPP, Fig. 3.1). The reaction proceeds
probably along the generally accepted path shown in Fig. 1. The key step ofthe
process proceeds according to the SN2 mechanism and results in one of the most
useful attributes ofthe reaction, namely complete configurational inversion at the
carbinol carbon (details of the mechanism and applications of the reaction can be
found in reviews: [2-8]).

The reaction, however, has a serious limitation - the acidic component has
to have pKasmaller than 13 for the reaction to proceed smoothly. Moreover, the
classical methodology of the reaction suffers from low yields when applied to
secondary alcohols [32].

In recent years, in order to overcome these drawbacks and expand the
versatility of the original combination of the Mitsunobu mediators, significant
progress in the reaction methodology has been made, mainly due to the work of
Tsunoda and Ito; we proposed to call these new procedures “Mitsunobu, Tsunoda,
Ito reaction”. Two types of new mediators have been developed to replace the
azodicarboxylate-TPP system. The first one is an tetrasubstituted
azodicarboxamide (Fig. 4) - tributyl phosphine (Fig. 3.2) system. All azodicar-
boxamide derivatives were found to be more efficient than traditional DEAD in
the Mitsunobu reaction, especially for less acidic HX. N,N,N',N'-Tetramethyla-
zodicarboxamide, TMAD, gives the best overall results among acyclic amides
[20], whereas 4,7-dimethyl-3,5,7-hexahydro-1,2,4,7-tetraazocin-3,8-dion, DHTD
(Fig. 4.4), in combination with TBP was found to be unique in mediating the for-
mation of the C—C bond with sec-alcohols at room temperature [24, 29], The
other type of new mediators in the Mitsunobu reaction, structurally based on
betaine (Fig. 5), is cyanomethylenetrialkylphosphorane (e.g. CMBP, and CMMP,
Fig. 6) [26]. The phosphorane reagents are generally less active at room tempe-
rature, but in higher temperatures they are, especially CMMP, better than DHTD-
-TBP and afford satisfactory alkylation of secondary alcohols. Furthermore, the
phosphorane reagents mediate the reaction of acids of pKaup to 23.5 [33], Com-
parative studies ofthe C-alkylation revealed the general reactivity of new media-
tors as TMAD-TBP < DHTD-TBP < CMBP < CMMP [31].
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WSTEP

Reakcja biegngca dzieki aktywacji grupy hydroksylowej alkoholu przez uktad
triarylo- lub trialkilofosfiny i pochodnej kwasu azodikarboksylowego (zwykle je-
go diestru lub diamidu) zostata zastosowana i opisana po raz pierwszy przez pro-
fesora Oyo Mitsunobu iwsp. [1]. Jest to procedura o réznorodnych i ciggle rozsze-
rzajacych sie zastosowaniach w chemii organicznej [2-8], Jej ostatecznym efektem
jest wymiana grupy hydroksylowej na sprzezong zasade (X") pochodzacg z kwasu
HX obecnego w uktadzie, a ,,sitg napedowg” jest w standardowych warunkach utle-
nianie triarylo- lub trialkilofosfiny za pomocg diestrow kwasu azodikarboksylowe-
go, ulegajacych rownoczesnej redukcji do pochodnych kwasu hydrazynodikarbo-
ksylowego. Reakcja biegnie w neutralnym srodowisku i moznajg prowadzi¢ w réz-
nych rozpuszczalnikach, przy czym szybkos$¢ przebiegu procesu jest odwrotnie pro-
porcjonalna do polamosci rozpuszczalnika (np. synteza octanu benzylu biegnie ok.
30 razy szybciej w chloroformie niz w acetonitiylu) [4], ale - co jest oczywiste ze
wzgledu na istote reakcji - jednym z kluczowych warunkéw jej powodzenia jest
utrzymanie warunkéw bezwodnych [9, 10], NajczeSciej przyjmuje sie, ze z zasto-
sowaniem ,klasycznych” reagentow reakcja Mitsunobu zachodzi¢ moze wedtug
dwoch alternatywnych mechanizmow, przedstawionych ogdlnie na rys. 1.

Kluczowy etap procesu polegajacy na nukleofilowym ataku X' na addukt
triarylo- lub trialkilofosfiny i alkoholu (rys. 1,2) albo tez triarylo- lub trialkilodial-

Ph3P+ YOOC-N=N—-COOY

© 0
Ph3P-N—N—COOQY
dOOY

Ph3P-N-NH-COOY Ph3P-OR

cooYy X0 YOOC-N—NH-COOY
| ROH | roh
YOOC-NH-NH—COOY YOOC-NH-NH—COOY
+
2 Ph3P-OR  X@ m Ph3P(OR)2 3
HX, -ROH

RX + Ph3P=0

Rys. 1. Schemat ogélny przebiegu reakcji Mitsunobu z zastosowaniem tradycyjnych reagentéw:
diestru kwasu azodikarboksylowego i trifenylofosfiny (TPP)
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koksyfosforan (rys. 1, 3) zachodzi wedtug mechanizmu SN2, co zwigzane jest
z inwersjg stereochemiczng chiralnego wegla karbinolowego reagujgcego alkoho-
lu. Zagadnienia zwigzane z mechanizmem i przebiegiem stereochemicznym re-
akcji Mitsunobu zostaty szczeg6towo omowione w artykutach przegladowych
Mitsunobu [2], Jenkinsa i Mitsunobu [4] oraz Hughesa [3, 5].

Poczatkowo jako mediatory w reakcji Mitsunobu stosowano prawie wytgcz-
nie trifenylofosfine (TPP, Ph3P, rys. 3,1) oraz ester dietylowy (DEAD, rys. 2,1)
lub diizopropylowy (DIAD, rys. 2, 2) kwasu azodikarboksylowego. Zdecydowa-
nie rzadziej stosowane byty: tributylofosfina (TBP, Bu3P, rys. 3,2) [11-13], trime-
tylofosfina (TMP, Me3P) [14-16], ester dimetylowy (DMAD) lub di-i-butylowy
kwasu azodikarboksylowego (DBAD, TBAD, rys. 2,3) [17] (ten ostatnijest z ko-
lei reagentem stosowanym cze$ciej od pozostatych azodikarboksylandw jako die-
nofil w reakcji Dielsa-Aldera, ze wzgledu na stosunkowo tatwe acydolityczne
usuwanie grup ochronnych typu r-butylowego). W wypadku stosowania odpo-
wiedniej kombinacji powyzszych reagentow, do uzytecznego syntetycznie prze-
biegu reakcji konieczna jest stosunkowo wysoka zasadowos¢ anionu X'; reakcja

CO2Et ~CO02-/-Pr ~C02-;-Bu

Rys. 2. Pochodne kwasu azodikarboksylowego tradycyjnie stosowane w reakcji Mitsunobu. 1 - die-
ster etylowy kwasu azodikarboksylowego (DEAD); 2 - diester izopropylowy kwasu azodikarbo-
ksylowego (DIAD); 3 - diester i-butylowy kwasu azodikarboksylowego (DBAD, TBAD)

1 2

Rys. 3. Fosfiny tradycyjnie stosowane w reakcji Mitsunobu. 1 - trifenylofosfina (TPP, Ph3P);
2 - tributylofosfina (TBP, Bu3P)

Mitsunobu w warunkach klasycznych ma zastosowanie do kwasow HX o pKa<13
(powyzej ktorej przestaje zachodzié¢, z tym ze juz od pKa ok. 11 zaczyna wy-
raznie spadac jej wydajnosc). Na przyktad wydajnos¢ A-alkilowania za pomocg
reakcji Mitsunobu ro$nie wyraznie wraz ze wzrostem kwasowosci protonu zwig-
zanego z ulegajacym alkilowaniu atomem azotu [18]. Podobnie jest w przypad-
ku alkilowania innych typow nukleofili. Jest to jedno z waznych ograniczen
reakcji Mitsunobu, prowadzonej z zastosowaniem klasycznych odczynnikdw.
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W ciggu ostatnich lat dokonano znacznego postepu na polu zwiekszenia
mozliwos$ci zastosowania reakcji Mitsunobu w przypadku substratdw o mniejszej
reaktywnosci (w szczegdlnosci o stabszych wasciwosciach kwasowych i wiek-
szej zawadzie steiycznej). Pokrotce opisano to w niniejszej pracy.

Drugim powaznym ograniczeniem reakcji Mitsunobu jest czesto wystepujg-
cy wysoki stopieri podobienstwa witasciwosci fizykochemicznych substratéw
i produktéw ubocznych tej reakcji, w stosunku do siebie i do jej produktow wia-
Sciwych, co utrudnia izolacje i oczyszczanie produktu finalnego [4], W ciggu
ubiegtych kilkunastu lat opracowano i zastosowano kilkanascie nowych media-
torow reakcji Mitsunobu, ktérych budowa utatwia usuwanie zaréwno ich samych,
jak i ich pochodnych z mieszaniny poreakcyjnej; temat ten wykracza jednak po-
za zakres niniejszego opracowania.

NOWE ODCZYNNIKI ZWIEKSZAJACE ZAKRES STOSOWALNOSCI
REAKCJI MITSUNOBU

Staty rozwdj procedury Mitsunobu zaowocowat w ostatnich latach skokiem
jakosciowym jej mozliwosci, szczegblnie za sprawg badan prowadzonych przez
doktora Tetsuto Tsunode i wsp. pod kierunkiem profesora Sho 1t6 [19-33], Zna-
czenie tych badan pozwala nam zaproponowac obecnie nazwe powstatych pro-
cedurjako reakcje Mitsunobu, Tsunody i Itd.

PODSTAWIONE DIAMIDY KWASU AZODIKARBOKSYLOWEGO

Zastapienie diestrow kwasu azodikarboksylowego podstawionymi diamida-
mi wplywa na lepsze zlokalizowanie tadunku ujemnego na azocie azowym.
Zwieksza to zasadowos¢ produktu przejsciowego reakcji Mitsunobu (1, rys. 1)
i umozliwia zastosowanie w charakterze komponentow kwasowych reakcji
zwigzkdw o wyzszej wartosci pKa, nawet do ok. 13,5. W 1993 r. Tsunoda, Yama-
miya i It6 wprowadzili dipiperydyd (ADDP, rys. 4,1) jako pierwszy z podstawio-
nych diamidéw kwasu azodikarboksylowego w roli mediatora reakcji Mitsuno-
bu [19]. W potaczeniu z tributyiofosfing (TBP) okazat sie on aktywny w przypad-
ku zwigzkow o kwasowosci siegajacej do pKa< 13,5. Zastosowanie TBP zamiast
TPP ma na celu zwiekszenie nukleofilowosci fosfiny i silniejszg lokalizacje tadun-
ku dodatniego na atomie fosforu w adduktach przejsciowych reakcji (por. rys. 1),
a tym samym utatwienie ataku nukleofilowego ROH lub X 'na odpowiedni ad-
dukt [19]. Juz w nastepnym roku Tsunoda i wsp. opublikowali wyniki badan nad
kolejnymi diamidami, jeszcze aktywniejszymi w przypadku stabych kwasow:
AjANAN . AlMetrametylodiamidem (TMAD, rys. 4, 2) i -tetraizopropylodiamidem
kwasu azodikarboksylowego (TIPA, rys. 3, 3) [20], takze reagujacymi najlepiej
w potaczeniu z TBP. Z dwdch ostatnich pochodnych amidowych TMAD okazat
sie nieznacznie lepszym mediatorem; za pomocg kazdej z tych pochodnych azo-



MEDIATORY REAKCJI MITSUNOBU 855

dikarboksylowych moznajuz prowadzi¢ efektywnie C-alkilowanie wielu odpo-
wiednio podstawionych grup metylenowych i metinowych (o pKado ok. 13),jed-
nak TMAD (a zapewne i pozostate diamidy kwasu azodikarboksylowego) wyka-
zuje znacznie nizsza aktywno$¢ w przypadku kwasow bardzo silnych, cho¢ tole-
ruje (lepiej niz klasyczne odczynniki) sterycznie rozbudowane alkohole, ktore nie
ulegaty reakcji przy zastosowaniu uktadu redoksowego typu ADDP/TBP [23],
W 1995 r. Lai i wsp. zaproponowali zastgpienie w reakcji Mitsunobu Bu3P przez
Me3P, ktéra stosowana wspolnie z ADDP utatwia przeprowadzanie C-alkilowa-
nia [16]. Wreszcie w 1995 r. Tsunoda i wsp. otrzymali i przetestowali zastosowa-
nie w reakcji Mitsunobu cyklicznego, AANANAN-tetrapodstawionego diamidu,
4,7-dimetylo-3,5,7-heksahydro-1,2,4,7-tetrazocyno-3,8-dionu (DHTD, rys. 4, 4)
[24], Reagent ten zostat zaprojektowany, by uniemozliwi¢ wystepowanie reakcji
ubocznej, polegajgcej na cyklizacji acyklicznych tetrapodstawionych diamidow
kwasu azodikarboksylowego do oksadiazoli (w warunkach reakcji Mitsunobu,
w obecnosci tributylofosfiny amidy tego typu ulegaja catkowitej przemianie, na-
wet wowczas, gdy pozadana reakcja nie zachodzi - gtéwnym produktem sg wow-
czas oksadiazole [20]). Stwierdzono, ze DHTD cechuje wysoka aktywno$¢ redo-
ksowa w wigkszosci analizowanych przypadkow (jego zastosowanie umozliwito
przeprowadzenie C-alkilowania nawet w tak stabo kwasowych uktadach, jak gru-
py metylenowe sgsiadujgce z ugrupowaniem sulfonowym charakteryzujgce sie
pKaok. 23). Ponadto odczynnik ten w sposéb szczeg6lny utatwia alkilowanie za
pomoca alkoholi drugorzedowych [24], Warto zauwazy¢, ze wszystkie powyzsze
T/AAAA"-tetrapodstawione diamidy reagujg znacznie lepiej w benzenie niz w in-
nych rozpuszczalnikach stosowanych wczesniej w reakcji Mitsunobu.

C-N C-N
A N=N V Hx,  N=N CH3
N-C N-C
J/ a H3C o
h3c
ch3 C-N N=N
H3C— ( N:—n Y~ ch3 O==<, =0
- /\lN N/\
N-C h HaC' i | CH3
HC—( O
ch3
3 4

Rys. 4. Diamidy kwasu azodikarboksylowego wprowadzone jako odczynniki do reakcji Mitsunobu

przez It6 i Tsunode. 1 - dipiperydyd kwasu azodikarboksylowego (ADDP); 2 - tetrametylodiamid

kwasu azodikarboksylowego (TMAD); 3 - tetraizopropylodiamid kwasu azodikarboksylowego
(TIPA); 4 - 4,7-dimetylo-3,5,7-heksahydro-1,2,4,7-tetrazocyno-3,8-dion (DHTD)
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STABILIZOWANE METYLENOTRIALKILOFOSFORANY

Strukturalne podobienistwo pomiedzy jednym z posrednich produktéw reak-
cji Mitsunobu (betaing, rys. 5, 1) i stabilnymi ylidami fosfoniowymi (rys. 5, 2)
doprowadzito Tsunode i wsp. do odkrycia zupetnie nowej grupy aktywnych
mediatoréw reakcji Mitsunobu - stabilizowanych metylenotrialkilofosforanow
(rys. 5, 6, 1, 6, 2).

)

Rys. 5. Analogia miedzy przejsciowym aktywnym produktem reakcji Mitsunobu (1) i stabilizowa-
nym metylenotrialkilofosforanem (2, 3)

Zgodnie ze swojg budowa, tego typu zwigzki nie wymagajg do aktywacji al-
koholu innych reagentow, zastepujac réwnoczesnie fosfine i pochodng kwasu
azodikarboksylowego. Jako pierwszy zastosowano cyjanometylenotributylofosfo-
ran (CMBP, rys. 6, 1) [32], Chociaz reakcja prowadzona z jego zastosowaniem
biegnie z reguty wolniej niz odpowiednia reakcja z uzyciem DEAD czy TMAD,
jednak jest on znacznie efektywniejszy w przypadku rozbudowanych steiycznie
alkoholi [32]. Poréwnanie przeprowadzonych zjego zastosowaniem syntez wska-
zuje, ze w przypadku reagentow kwasowych o pKa< 13,5 w reakcji z pierwszo-
rzedowymi alkoholami w temperaturze pokojowej, stosowanie TMAD prowadzi
do wydajnosci nieco wyzszych niz przy zastosowaniu w tych samych warunkach
CMBP. Jednak przy ok. 100 °C przewaga ta znika i CMBP okazywat sie czesto
efektywniejszy [22, 32]. CMBP byt pierwszym odczynnikiem umozliwiajgcym
efektywne przeprowadzenie reakcji Mitsunobu w przypadku komponentow kwa-
sowych o pKa> 13,5 i niektorych sterycznie rozbudowanych alkoholi drugorze-
dowych [22, 32].

NC NC
1 2

Rys. 6. Stabilizowane metylenotrialkilofosforany zastosowane w reakcji Mitsunobu: 1 —cyjanome-
tylenotributylofosforan (CMBP); 2 - cyjanometylenotrimetylofosforan (CMMP)

W 1996 r. Tsunoda i wsp., opierajac sie na wczesniejszych doswiadczeniach
Lai i wsp. [16], wprowadzili cyjanometylenotrimetylofosforan (CMMP, rys. 6,2)
[26], ktéry okazat sie odczynnikiem jeszcze aktywniejszym niz CMBP w wigk-
szos$ci badanych reakcji [26, 30, 31],
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Wykorzystujac stabilizowane metylenotrialkilofosforany jako mediatory re-
akcji Mitsunobu, mozna z powodzeniem stosowa¢ jako komponenty kwasowe
zwigzki z grupami metylenowymi czy metinowymi o pKado 24, uzyskujgc wy-
dajnosci C-alkilowania 40-95% w wypadku alkoholi pierwszorzedowych i np.
72% (120 °C) lub 88% (150 °C) w wypadku 2-oktanolu [24, 26]. Ponadto od-
czynniki te efektywnie posredniczg w powstawaniu heterocyklicznych zwigzkdw
(zawierajacych atom azotu badz tlenu) w wyniku wewnatrzczasteczkowych
dehydratacji alifatycznych dioli lub aminoalkoholi [27]. W przeciwieristwie do
tradycyjnych uktadoéw redoksowych zawierajgcych trifenylofosfine, zastosowanie
CMBP umozliwia mono- i dialkilowanie /7-toluenosulfonamidu, dajgc mozliwos¢
otrzymywania symetrycznych i niesymetrycznych A’ A-dipodstawionych amidow
[25] (wczesniejsze analogiczne syntezy dotyczyly wylgcznie amin drugorzedo-
wych otrzymywanych z A-alkilowanych lub A-acylowanych arylosulfonoami-
dow dalej A-alkilowanych z zastosowaniem klasycznych reagentéw Mitsunobu
[9, 10, 34-41)).

Reakcje prowadzone z zastosowaniem stabilizowanych metylenotrialkilo-
fosforandw z reguty biegng efektywnie dopiero w podwyzszonej temperaturze
(100-150 °C; dla porownania: diamidy kwasu azodikarboksylowego nie wykazu-
ja zwiekszonej aktywnosci w podwyzszonych temperaturach) i najczesciej prowa-
dzone sgw benzenie [24,32], Wysoka wydajnos¢ reakcji minimalizuje w pewnym
stopniu powstawanie produktéw ubocznych: dialkilowanie podstawionych grup
metylenowych czy formowania wigzania eterowego pomiedzy czasteczkami za-
stosowanego alkoholu (np. benzylowego, krotonowego i 2-fenyloetanolu) [24].

Badania poréwnawcze nowych reagentow wskazuja, ze wszystkie sg aktyw-
niejsze od tradycyjnego uktadu DEAD/TPP w N-alkilowaniu pierwszorzedowy-
mi alkoholami, a DHTD jestjedyng pochodng kwasu azodikarboksylowego efek-
tywng w N-alkilowaniu drugorzedowymi alkoholami. CMBP i CMMP w obu
przypadkach sg aktywniejsze, przy czym aktywnos¢ CMBP ujawnia sie dopiero
w podwyzszonej temperaturze, podczas gdy CMMP reaguje nawet z drugorzedo-
wymi alkoholami juz w temperaturze pokojowej [28, 33].

Aktywnos$¢ badanych zwigzkéw w przypadku posredniczenia w C-alkilowa-
niu ksztattuje sie podobnie i spada w nastepujacej kolejnosci: CMMP > CMBP
> DHTD/Bu3 > TMAD/Bu3P [31].

Ro6znorodno$¢ wprowadzonych mediatordw reakcji Mitsunobu i szczegélne
cechy kazdego z nich stwarzajg mozliwosci znacznego rozszerzenia zasiegu sto-
sowania tej i tak niezwykle popularnej i powszechnie stosowanej reakcji.

Praca finansowana przez KBN w ramach projektéw 3T09A08013 oraz 1245/
/T09/9917.
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ABSTRACT

Organosilicon derivatives of p-diketones of a general formula (1) have a wide
range of possible applications, mainly because of the presence of P-diketonate
moiety showing excellent properties of metal ion chelation and relatively easily
undergoing conversion to other groups, as shown in Scheme 1. A particularly
interesting subject of study are the compounds whose substituent R contains
silyl groups (see formula (3)), capable of reacting with surface hydroxyl groups
of inorganic support, e.g. silica, or of formation of polysilioxane polymers, as
shown in Scheme 2.

In the paper, two most often used methods of synthesis of this group of com-
pounds: hydrosilylation and halogen substitution are discussed on the example of
derivatives of acetylacetone, the most common representative of 1,3-diketones.

Catalytic hydrosilylation of the derivatives containing unsaturated carbon-
carbon bond in the substituent is usually non-selective and proceeds on both
—C=C— bond and carbonyl groups. More effective method is substitution
of halogens in the organic group of an appropriate organosilicon compound,
usually of the type described by formula (15). This reaction is also non-selective,
since besides the desired products of C-alkylation a substantial amount of the
products of O-alkylation appears. However, a careful choice of solvents and other
reagents, e.g. a considerable amount of Nal, increases the selectivity towards the
C-alkylation products and allows obtaining them in high yields.

In the article the problems related to the products purification and identifica-
tion by spectroscopic methods are also presented.

All the applications of organosilicon derivatives of (3-diketones presented in
Scheme 5 are based on the use of the support modified with (3-diketonate moiety.

Exemplary applications ofthe support modified with P-diketonate moiety for
immobilisation of amino acids and metal ions are discussed in detail. The im-
mobilised metal complexes have been applied as stationary phases in gas chroma-
tography and as the starting material for composites containing nanometer-sized
metal particles of a controllable and uniform size in an inorganic matrix for
magnetic and electronic applications and for use as heterogeneous catalysts or
oxygen absorbers.
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WPROWADZENIE

1,3-diketony lub inaczej p-diketony oraz ich kompleksy - 1,3-diketoniany
metali, naleza do jednych z bardziej znanych i uzytecznych zwigzkéw chemicz-
nych. Charakteiystyczng cechg 1,3-diketon6w jest tautomeria keto-enolowa [1-4]:

Rz H R2 H R2 H
AVAVARSENER \/4V,
> & €
I
o) 0 0 R
Q.

a takze tatwos¢ wymiany wodoru grupy enolowej na kationy praktycznie wszy-
stkich metali z utworzeniem kompleksdw chelatowych o strukturze szescioczto-

nowego pierscienia [3-5]:
R‘W R
)

gdzie n to tadunek kationu danego metalu, R 1, R3to najczesciej grupy alkilowe,
arylowe lub fluoroalkilowe, R2 to najczesciej woddr lub rzadziej podstawniki
typu R1i R3.

W prezentowanym opracowaniu witasciwosci tej gmpy zwigzkéw przedsta-
wiono na przykiadzie 2,4-pentanodionu, zwyczajowo nazywanego acetyloaceto-
nem, ktdiy jest najprostszym a zarazem najpospolitszym przedstawicielem
1,3-diketonéw. Zwiagzek ten charakteryzuje sie stosunkowo duzg odpornoscig na
dziatanie powietrza, wody oraz wiekszos$ci rozpuszczalnikdw, natomiast w odpo-
wiednich warunkach, poza tworzeniem acetyloacetonianow metali, moze ulegaé
wielu innym reakcjom, w ktdiych bierze udziat grupa metylenowa, grupy keto-
nowe, grupa enolowa lub koricowe grupy metylowe [5], Reakcje te mogg prze-
biega¢ takze z utworzeniem pierscienia, je$li dmgim reagentem jest zwiazek
dwufunkcyjny. Dzieki temu acetyloaceton jest niezwykle uzytecznym substratem
stosowanym do syntezy wielu nowych zwigzkow.

Podstawowe kierunki reakcji acetyloacetonu z réznymi reagentami przedsta-
wiono syntetycznie na schemacie 1.
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Schemat 1. Reakcje acetyloacetonu

Nalezy podkresli¢, ze podstawienie jednego atomu wodoru grupy metyleno-
wej podstawnikiem R i utworzenie 3-podstawionych pochodnych, tak jak to
przedstawiono na schemacie 1w reakcji oznaczonej (a), praktycznie nie wptywa
na mozliwos¢ tworzenia dalszych zwigzkéw w sposob analogiczny jak dla nie-
podstawionego acetyloacetonu. Tak wiec dla zwigzkéw opisanych na schema-
cie 1w ramkach, kierunki reakcji bedg takie same.

Wprowadzenie w podstawniku R, a takze R1(schemat 1) reaktywnych grup
krzemoorganicznych typu

(R20),,,R33_,,Si(CH),—, @)

gdziem=1,2,3,n=1,2,..., n,aR2i R3to grupy alkilowe, zwigksza dodatko-
wo liczbe potencjalnych zastosowan, gdyz podstawowa cechgtego typu grup si-
lilowych jest mozliwo$¢ reakcji z roznymi no$nikami zawierajacymi reaktywne,
powierzchniowe grupy silanolowe, takimi jak np. krzemionka, szkta porowate,
kaolin itp., a takze kondensacji miedzyczasteczkowej z utworzeniem polimeréw
polisiloksanowych [6-10].

Oznacza to, ze gdy podstawnik R jest grupg silitowg przedstawiong wzorem
(3), to w wyniku reakcji z powierzchniowymi grupami hydroksylowymi powsta-
ja modyfikowane nosniki o ogélnym wzorze (4), natomiast w wyniku hydrolizy
i kondensacji polimery o og6lnym wzorze (6). Produkty obu tych reakcji mozna
przedstawi¢ jednym ogo6lnym wzorem (5), co ilustruje schemat 2.
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OH Si- r-OH
OH + (R20 2R3Si(CH2)mA Si- ~>SICH2).- (4)
OH Si-t- o -
RJ
sigg -(CH2)n-A (5
(R20)3SICHYN-A  -~2—» (HOBSIICHA-A O SKCHA-A )

Schemat 2. Reakcje grup sililowych. A - grupa diketonowa lub jej pochodna

1. SYNTEZY KRZEMOORGANICZNYCH POCHODNYCH DIKETONOW

Pochodne 2,4-pentanodionu (acetyloacetonu), w ktoiych podstawnik zawie-
rajacy krzem zwigzany jest z weglem grupy metylenowej, sg podstawowag grupg
krzemoorganicznych pochodnych (3-diketondw. Synteza 3-podstawionych po-
chodnych acetyloacetonu jest reakcjg dos¢ dobrze zbadang i opisang, jednak
w przypadku pochodnych zawierajgcych reaktywne grupy sililowe jest niezwy-
kle trudna do przeprowadzenia z zadowalajgcg wydajnoscia i selektywnoscig.
Jednakze ze wzgledu na interesujgce wtasciwosci i mozliwosci zastosowan tego
typu zwigzkéw podejmowano wiele prob zwiekszania efektywnosci metod ich
syntezy. Zwiazki te sg otrzymywane zasadniczo dwoma metodami:

- przez katalityczne hydrosililowanie 3-podstawionej pochodnej acetyloacetonu,
w ktorej podstawnik zawiera nienasycone wigzanie wegiel-wegiel,

- przez podstawienie chlorowca w grupie organicznej odpowiedniego zwigzku
krzemoorganicznego.

11 HYDROSILILOWANIE NIENASYCONYCH POCHODNYCH ACETYLOACETONU

Czes$¢ badaczy prébowata otrzymac krzemoorganiczne pochodne acetyloace-
tonu za pomocg katalitycznego hydrosililowania nienasyconego wigzania wegiel-
wegiel w podstawniku zwigzanym z weglem metylenowym.

ASiH + CHo = CH(CH,),CH(COCH3)2 -»

-» B3 SiCH2CH2(CH?2),,CH(COCH3)2,
gdzien=0,1,..., n

U]

Najczesciej, ze wzgledu na swojg aktywnos$é, hydrosililowaniu poddawano
grupe allilowa. Allum i wsp. hydrosililowali 3-allilo-pentano-2,4-dion trietoksysi-
lanem w obecnosci katalizatora, ktorym byta metaliczna platyna naniesiona na we-
giel aktywny [11]. Po odfiltrowaniu katalizatora oddestylowano produkt z 60%
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wydajnoscig i bez dodatkowej identyfikacji zwigzano z krzemionkg. Nastepnie na
tak otrzymanym nos$niku osadzono kompleks [RhCI(CO)2]2. O obecnosci na po-
wierzchni krzemionki grup (3-dikarbonylowych Swiadczyt fakt, ze kompleks rodu
zostat zwigzany i nie byt wymywany rozpuszczalnikiem, aw widmie IR obserwo-
wano silny sygnat grupy karbonylowej. Wydaje sie jednakze, ze liczba grup |3-di-
karbonylowych o stosunkowo silnych wiasciwosciach kompleksujagcych byta
znacznie nizsza niz wynikatoby to z ilosci naniesionego produktu hydrosililowa-
nia, gdyz otrzymany w ten sposob katalizator heterogenizowany, zastosowany
w reakcji hydroformylowania, dos¢ szybko ulegat dezaktywacji, co zwigzane by-
to z wyptukiwaniem sie osadzonego kompleksu rodu [12],

Ten sam zwigzek wyjsciowy hydrosililowano metylodietoksysilanem wobec
kompleksu platyny [13]. Otrzymany produkt oddestylowano pod zmniejszonym
cisnieniem i bez dodatkowej identyfikacji poddano reakcji z Ti(OPr-/)4. Na pod-
stawie widma IR ustalono, ze powstat kompleks acetyloacetonianowy z tytanem.

Trimetoksysilanem w obecnosci kwasu chloroplatynowego jako katalizatora
hydrosililowano inng pochodng acetyloacetonu z grupg allilowg zwigzang z we-
glem metylenowym za pomocg wigzania estrowego, tj. CH2=CHCH2CO-
OCH(COCH3)2 [14], We wszystkich powyzszych przyktadach analiza produktu
bylaniepetna. Stwierdzono obecnos$¢ oczekiwanych produktdéw hydrosililowania,
co jednak nie oznacza, ze nie powstawaty takze inne produkty. Jest to bardzo
prawdopodobne, gdyz w przypadku hydrosililowania wigzania nienasyconego
wegiel-wegiel w pochodnych zawierajgcych réwniez grupy ketonowe, takze wig-
zanie wegiel-tlen ulega reakcji. Wprawdzie nie prowadzono systematycznych ba-
dan tego typu zwigzkow, jednakze wiadomo, ze wodorosilany bardzo tatwo przy-
taczajg sie do grupy karbonylowej ketondw w obecnosci wiekszosci typowych
katalizatoréw hydrosililowania [15, 16].

W przypadku acetyloacetonu obserwuje sie zarowno przytgczenie do jednej
grupy karbonylowej [17]:

CH3COCH2COCH3+ (C2H5)3SiH
®)
------------ (C2H5)3SiOC(CH3)=CHCOCH3,
jak i hydrosililowanie obu grup prowadzgce w efekcie do otrzymania nasycone-
go diolu [18]:

CH2(COCH3)2 + Ph2SiH2 R(QCDZEj => CH2[CH(OSiHPh2)CH3J2 A co' ch-oh”

.............. CH2[CH(OH)CH3J2 ©)

Inny kierunek reakcji hydrosililowania acetyloacetonu opisali Lyshenko i Be-
lyakowa [19]. Czynnikiem sililujagcym byt dichlorometylosilan, ktory po zwigza-
niu na powierzchni krzemionki zostat nastepnie poddany reakcji z acetyloaceto-
nem w obecnosci kwasu chloroplatynowego jako katalizatora. Na podstawie
widm IR autorzy ustalili tworzenie si¢ dwoch zwigzkow ((a) i (b) na schema-
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cie 3), a wiec produktdw przytgczenia do wigzania podwdéjnego wegiel-wegiel
formy enolowej acetyloacetonu. Jako dodatkowy argument przemawiajacy za ta-
kim przebiegiem reakcji autorzy' mwskazali wysokg stabilnos¢ hydrolityczna otrzy-
manego produktu, Swiadczacg o tworzeniu odpornych wigzan Si—C, zamiast ta-
two ulegajacych hydrolizie wigzan Si—O—cC.

CH3 OH
Si02i— OH + CI2CH3SiH- -Si02)— O— Si H+ CH3—C— CH=C — CH3 (10)
0 OH O OH
CH3— C — CH— CH— CH3 ch3— C— CH2— CH— ¢ch3
.S i— ch3 — Si— CH3
I I (V)
(0] 0]
MW VW
Si02 Si02
@ (b)

Schemat 3. Reakcja acetyloacetonu z modyfikowang krzemionka

Bioracjednak pod uwage fakt, ze tego typu zwigzki sg niezwykle podatne na
rozszczepienie, zaréwno przez czynniki elektrofilowe, jak i nukleofilowe, czyli
tzw. (3-eliminacje [20, 21], ktdra przebiega w nastepujacy sposob [20]:

Si-~C~c2b Si—Y + X=C — O
(12

NSj—c—cCc==0- tSi— C— C— OH- 'Si—Y +/C = C — OH,
/\ |

mozliwos$¢ utworzenia trwatych produktéw (a) i (b) nalezy uzna¢ za kontrower-
syjna.

Ketony zawierajgce izolowane wigzanie nienasycone wegiel-wegiel w obe-
cnosci kwasu chloroplatynowego reaguja zaréwno z grupg karbonylowag, jak
i z wigzaniem podwdéjnym wegiel-wegiel [22]:

ii pi
CH,=CHCH2CH,COCH3+ (C2H5)3SiH -

13
----- A (CZH5)SSi(CH2)4COCH3+CHZ:CH(CH2)2CH(CH3)OSi(CZH5)3,( )

34% 40%
przy czym przewaza przytgczenie do grupy C=0. Dlainnych katalizatoréw prze-
waga tego kierunku reakcjijest jeszcze wyrazniejsza [15, 16].
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Mozna przyjac¢, ze przebiegajace konkurencyjnie reakcje praktycznie unie-
mozliwiajg otrzymanie produktu hydrosililowania wigzan C=C bez naruszenia
grup karbonylowych, co powoduje, ze wiasciwe produkty otrzymywane sg z ma-
3 wydajnoscia.

Aby uniemozliwi¢ reakcje grup karbonylowych, zaproponowano ich bloko-
wanie przez wytworzenie trwatego wigzania chelatowego z jonem metalu, a na-
stepnie hydrosililowanie otrzymanego kompleksu. Do kompleksowania uzytojo-
now tytanu i glinu [13] lub berylu oraz glinu [23, 24]. Hydrosililowanie w obe-
cnosci katalizatoréw platynowych we wszystkich przypadkach prowadzito do
praktycznie ilosciowego przereagowania wigzania C=C bez wyraznych oznak ro-
zerwania wigzan chelatowych z metalem. Po zakonczeniu reakcji nie probowano
usuwac metalu z kompleksu w celu uzyskania czystego zwigzku. Otrzymane pro-
dukty wykorzystywano bezposrednio, np.jako srodek sieciujacy w polimerach si-
likonowych [13], lub po hydrolizie i polikondensacji jako polisiloksanowy poli-
mer zawierajacy chelatowo zwigzane metale [23-25],

12. PODSTAWIENIE FLUOROWCA W ZWIAZKU KRZEMOORGANICZNYM

Najbardziej uzyteczng i najczesciej stosowang metodg otrzymywania krze-
moorganicznych pochodnych acetyloacetonu jest podstawienie fluorowca w od-
powiednim zwigzku krzemoorganicznym. Metoda ta, bedaca zmodyfikowang wer-
sja alkilowania acetyloacetonu [26-29], jest relatywnie prosta i umozliwia wy-
korzystanie stosunkowo tanich i tatwo dostepnych surowcéw. Podstawowym pro-
blemem jest mata selektywnos¢ alkilowania, powodujaca, ze poza produktem al-
kilowania wegla grupy metylenowej (tzw. C-alkilowanie), pojawia sie produkt al-
kilowania tlenu (tzw. O-alkilowanie). W niektérych przypadkach moze takze na-
stapi¢ reakcja dalszego alkilowania otrzymywanych produktéw monoalkilowania
[28-31], w wyniku czego powstajg produkty dialkilowania, tzn. C,0-alkilowania
i C,C-alkilowania jak to przedstawiono na schemacie 4.

R

CH3COCHCOCH3 C-alkilowanie

0"M+ CH3C=CHCOCH3 O-alkilowanie

CH3C=CCOCH3 C.O-alkilowanie

O0— R
R

CH3COCCOCH3 C,C-alkilowanie

R
Schemat 4. Kierunki alkilowania acetyloacetonu
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Taki przebieg reakcji uwarunkowany jest wystepowaniem tautomerii keto-
-enolowej. Stopien enolizacji zwigzkoéw 1,3-dikarbonylowych, a wiec i acetylo-
acetonu, zalezy zaréwno od struktury zwigzku, jak i od rozpuszczalnika. Rozpu-
szczalniki niepolame, aprotonowe sprzyjajgtworzeniu formy enolowej, wystepu-
jacej zwykle w postaci monomeru z wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodo-
rowym. W rozpuszczalnikach bardziej polarnych, a zwlaszcza w rozpuszczal-
nikach protonowych, ilo$¢ formy ketonowej z reguty wzrasta, ze wzgledu na
wiekszg podatno$¢ na solwatacje czasteczkami rozpuszczalnika lub tatwiejsze
tworzenie miedzyczgsteczkowych wigzarn wodorowych. Dodatkowe podstawni-
ki w uktadzie 1,3-dikarbonylowym z reguty wptywajg na zmniejszenie ilosci eno-
lu obecnego w stanie réwnowagi [27],

Acetyloaceton, pod dziataniem stosunkowo mocnych zasad w rozpuszczal-
nikach aprotonowych, fatwo tworzy anion enolanowy, ktdiy nastepnie moze re-
agowac¢ z chlorowcoalkilami lub innymi czynnikami alkilujagcymi, zgodnie ze
schematem podstawienia nukleofilowego typu SN2.

W anionie enolanowym nastepuje delokalizacja tadunku, co ilustruja poniz-
sze struktury rezonansowe:

W tej sytuacji mozliwa jest zaréwno reakcja z weglem grupy metylenowej,
jak iz tlenem. Kierunek reakcji uwarunkowany jest wieloma czynnikami. Proto-
nowe rozpuszczalniki oraz mate kationy przy anionie enolanowym powodujg, ze
przewaza C-alkilowanie, jednakze w przypadku acetyloacetonu ilos¢ produktow
O-alkilowania jest znaczna.

W celu zwigkszenia selektywnosci reakcji w kierunku mono C-alkilowania
opracowano wiele metod wykorzystujgcych m.in. rézne rozpuszczalniki i czyn-
niki alkilujace [26, 29, 32-34], r6znorodne uktady katalityczne, zarowno homo-
[35-38], jak i heterogeniczne [31, 39,40], metody elektrochemiczne [41], a tak-
ze blokowanie grupy dikarbonylowej przez utworzenie trwatego kompleksu
z metalem [42],

W przypadku syntezy pochodnych krzemoorganicznych wybor metody limi-
towany jest dostepnosciag oraz reaktywnos$cig odpowiednich zwigzkow krzemo-
organicznych.

Ze wzgledu na dostepnos¢ i niskg cene, szczeg6lnie atrakcyjne sg 3-chloro-
propylosilany o og6lnym wzorze:

X3SiCH2CH2CHZ2Cl, (15)
gdzie X = Cl, OR, R; R = CH3, C2H5.
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Zwigzki te, produkowane w skali przemystowej, s najwazniejszymi substra-
tami do otrzymywania duzej grupy pochodnych krzemoorganicznych, stosowa-
nych w laboratoriach i przemysle [8, 43, 44],

W reakcjach alkilowania acetyloacetonu zwigzki chloroalkilowe sg zasadni-
czo mato reaktywne i selektywne. Znacznie lepsze efekty uzyskuje sie stosujgc
jodki lub bromki alkilowe, ale w przypadku zwigzkow krzemoorganicznych po-
chodne takie sg niezwykle drogie i stosunkowo trudno dostepne. Kolejnym ogra-
niczeniem jest reaktywnos$¢ grup zwigzanych z krzemem. Nie powinny one rea-
gowac z anionem enolanowym, jednakze ze wzgledu na dalsze zastosowania po-
winny by¢ aktywne w innych reakcjach, np. z powierzchniowymi grupami sila-
nolowymi krzemionki. Warunki te spetniajg grupy alkoksylowe, szczegdlnie
etoksylowe, jednak sg one mato odporne na hydrolize, co wyklucza stosowanie
wody lub wilgotnych rozpuszczalnikéw.

Gtéwnym problemem w omawianej reakcji jest taki dobor warunkéw synte-
zy, aby reaktywne grupy zwigzane z krzemem pozostaty nienaruszone. Dlatego
wielu badaczy, majgc na uwadze dalsze zastosowania otrzymywanych zwigzkow,
najczesciej wykorzystywato metode polegajaca na osadzeniu zwigzku krzemoor-
ganicznego na powierzchni krzemionki z wytworzeniem relatywnie stabilnych
wigzan siloksanowych, a nastepnie podstawieniu chlorowca grupg diketonowg
[45-50].

(16)

Si02] A>Si(CH2)3CH(COCH3)2.
I—oO0

Wprawdzie metoda ta pozwala na otrzymanie produktéw nadajgcych sie do
wielu zastosowan, jednakze bardzo trudno uzyska¢ powtarzalne wyniki, gdyz
w reakcjach prowadzonych na powierzchni no$nika wymiana fluorowca prak-
tycznie nigdy nie jest catkowita [11,51]. Takze jednoznaczna identyfikacja otrzy-
manych substancji jest niezwykle utrudniona ze wzgledu na obecno$¢ krzemion-
ki, stanowiacej gtowna cze$¢ otrzymanego produktu.

Aby otrzymac czyste i $cisle zdefiniowane zwigzki, Lisichkin i wsp. przepro-
wadzili reakcje 3-chloropropylotrimetoksysilanu z acetyloacetonianem sodu [45].
Niestety, nie podano szczegOtowej preparatyki ani identyfikacji otrzymanego
zwigzku, ktory, po osadzeniu na powierzchni krzemionki, wykorzystywano do
sorpcji metali z roztworow. Autorzy japonscy [14] prowadzili reakcje z wykorzy-
staniem tych samych reagentéw w mieszaninie metanolu i toluenu. Otrzymany
produkt po przedestylowaniu identyfikowano za pomoca IR, wskazujgc na silne
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maksima absorpcji przy 1085 cm*“loraz 1715 cm*“1 przypisane odpowiednio gru-
pie alkoksysililowej i karbonylowej. W widmie H'N MR wskazano na sygnat pro-
tonu przy weglu grupy metylenowej w zakresie 3,8-3,9 ppm (m, 1H), jednakze
nie wspominajac nic o bardzo charakterystycznym sygnale protonu grupy OH
formy enolowej, ktéry dla czystego acetyloacetonu wystepuje przy 13,58 ppm,
a w roztworach (np. w CC14) przesuwa sie w okolice 15 ppm [60]. Na podstawie
tych analiz (wraz z analizg elementarng) autorzy uznali, ze otrzymany zwigzek
jest produktem C-alkilowania acetyloacetonu.

Szczeg6towe badania wykazaly, ze otrzymany wedtug opisanego sposcbu
zwigzek jest mieszaning produktow C-alkilowania i O-alkilowania, ktdrych prak-
tycznie nie mozna rozdzieli¢ za pomoca destylacji. O trudno$ciach zwigzanych
z rozdziatem produktéw na drodze destylacji, w przypadku podobnych zwigzkow,
informowali takze inni autorzy [53]. Za pomocg chromatografii gazowej stwier-
dzono, ze produktu O-alkilowania jest wyraznie wiecej niz C-alkilowania [52].

Modyfikacja opisanej przez autoréw japonskich metody pozwolita na opra-
cowanie sposobu selektywnej syntezy nowych, wczesniej nie opisanych krzemo-
organicznych produktéw O-alkilowania, mogacych mie¢ zastosowanie jako np.
promotory adhezji [54],

Dopiero w wyniku systematycznych badan udato sie opracowac efektywna
i selektywng metode syntezy 3-podstawionych pochodnych acetyloacetonu, wy-
korzystujgca reakcje podstawienia fluorowca w pochodnej krzemoorganicznej.
Udato sie takze wyizolowacé i jednoznacznie zidentyfikowac otrzymane produk-
ty [52, 55],

Okreslono takze wptyw poszczegdlnych czynnikow na przebieg reakcji.

Wiadomo, ze dla okreslonego R stosunek produktéw C- i O-alkilowania ace-
tyloacetonu, a takze szybkos$¢ reakcji zalezg od typu fluorowca i zwiekszajg sie
w szeregu [26, 27, 29]:

RC1 < RBr < RI. a7

Takze w przypadku podstawnikdw krzemoorganicznych najlepszg selektyw-
nos$¢ i wydajnos$¢ uzyskano dla pochodnej zawierajgcej jod [52], Jest to jednak
zwigzek zbyt drogi, aby go stosowaé¢ w skali technicznej. Jak juz wczesniej wspo-
mniano, ze wzgledu na dostepnos¢ i cene najczesciej sg stosowane zwigzki za-
wierajgce chlor, ktore w reakcjach alkilowania p-diketonéw sg zdecydowanie
mniej selektywne w kierunku tworzenia produktu C-alkilowania i mato aktywne.
Aby rozwigza¢ ten problem, wytwarzano pochodngjodkowg in situ wykorzystu-
jac reakcje Finkelsteina polegajacg na wymianie fluorowca [56]:

RC1 + Nal~ RI + NaChl. (18)

Reakcja ta jest procesem odwracalnym. W odpowiednim rozpuszczalniku,
np. acetonie, przebiega z dobrg wydajnoscia, co wynika z przesuniecia réwnowa-
gi w prawo, gdyz NaCl w odr6znieniu od Nal jest stabo rozpuszczalny w aceto-
nie. W badanej reakcji, po przereagowaniu z solg acetyloacetonu, odtwarza sie
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wyjsciowy jodek, ktdry mozna zawrdci¢ do reakcji. W zasadzie juz niewielka
ilo$¢ soli jodkowej wystarcza, gdyz po wymianie chloru i przereagowaniu jony
jodkowe powracajg do roztworu, jak to przedstawiono na schemacie 5 [57].

acacM R-acac

RI M

Schemat 5. Mechanizm wymiany Finkelsteina w reakcji alkilowania acetyloacetonu

Badania wykazaty jednakze znaczny wptyw stezenia soli jodkowej na wy-
dajnos¢ i selektywnos$¢ reakcji. Dopiero zawarto$¢ jodku w ilosci 1:1 w stosun-
ku do silanu pozwala na znaczne skrécenie czasu reakcji i uzyskanie z duzg wy-
dajnoscig produktu C-alkilowania. W tym przypadku istotng role muszg odgry-
wac takze synergiczne efekty zwigzane z dziataniem jodku i rozpuszczalnika,
gdyz catkowita wymiana chloru wymaga diugiego czasu reakcji. Np. w grupie
chlorometylowej zwigzanej z polisiloksanem prowadzono jg 10 dni we wrzgcym
acetonie. Gdy ogrzewanie prowadzono 2 dni, wymiana Cl — | zachodzita tylko
w 35% [58],

Zbadano takze wptyw kationu soli jodkowej i soli acetyloacetonu na stosu-
nek produktéw C- i O-alkilowania. Gdy kationem jest lit, obserwuje sie zwiek-
szenie ilosci produktow C-alkilowania, jednakze przy znacznym obnizeniu wy-
dajnosci. Zwiekszenie selektywnosci w kierunku C-alkilowania w przypadku tak
matego kationu jak Li(l) jest zgodne z oczekiwaniami, niska wydajnos$¢ natomiast
zwigzana jest najprawdopodobniej z dobrg rozpuszczalnos$cig LiCl, utrudniajaca
przesuniecie rownowagi i tym samym zwiekszenie stezenia jodku alkilowego.
Uzycie soli sodowych lub potasowych daje znacznie lepsze efekty [52, 55].

Optymalnym rozpuszczalnikiem reakcji okazat sie dimetyloformamid
(DMF), jakkolwiek efekty uzyskane przy zastosowaniu N-metylopirolidonu
(NMP) oraz dimetylosulfotlenku (DMSO) rdznig sie stosunkowo niewiele [52,
55,57], Stwierdzono rowniez, ze aceton, typowy rozpuszczalnik dla reakcji Fin-
kelsteina, jest w tym przypadku praktycznie nieuzyteczny. Najprawdopodobniej
decyduje o tym zbyt niska temperatura reakcji wynoszaca ze wzgledu na tem-
perature wrzenia acetonu okoto 60 °C.Takze dla pozostatych rozpuszczalnikéw
w temperaturze 60 °C w czasie do 600 min reakcja nie byta zakonczona [57].
Zwigkszenie temperatury w zakresie 80-120 °C wyraznie skraca czas reakciji,
natomiast w niewielkim stopniu wptywa na selektywno$¢, tzn. ze wzrostem tem-
peratury udziat produktow O-alkilowania tylko minimalnie sie zwieksza. W tych
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warunkach przyjeto, ze temperatura ok. 100 °C jest temperaturg optymalng
[52, 55, 57].

Jedna z niedogodnosci opisanej metody jest konieczno$¢ uzywania stosunko-
wo toksycznych i trudnych do oczyszczenia oraz usuniecia po zakonczeniu reak-
cji, higroskopijnych rozpuszczalnikow. Szczegdlnie ta ostatnia wiasciwosc¢ jest
istotna w przypadku krzemoorganicznych substratéw z reaktywnymi grupami
przy krzemie, kt6re sg niezwykle wrazliwe na wilgo¢. Konieczne jest takze kon-
trolowanie temperatury reakcji. Stosowane rozpuszczalniki sg wysokowrzgce
i ich destylacje prowadzi sie pod zmniejszonym ci$nieniem. Ogrzanie do tempe-
ratury bliskiej wrzenia pod cisnieniem normalnym powoduje ich rozktad. Zasta-
pienie tych rozpuszczalnikdw innymi, niepolamymi, nizej wrzgacymi i niehigro-
skopijnymi typu benzen, toluen czy ksylen prowadzi do catkowitej zmiany selek-
tywnosci reakcji i otrzymania gtéwnie produktéw O-alkilowania [54],

Bardzo dobre efekty uzyskano wprowadzajgc jako rozpuszczalnik metylo-
izobutyloketon (MIBK), pospolity rozpuszczalnik stosowany w metodach eks-
trakcyjnych. Wykorzystanie MIBK jako rozpuszczalnika pozwala na uzyskanie
produktow C-alkilowania z wysokg wydajnoscig i selektywnoS$cig przy uniknie-
ciu wiekszosci opisanych wczesniej niedogodnosci [59]. MIBK jest wystarczajg-
co polarny dla rozpuszczenia wszystkich reagentéw, co jest warunkiem wymia-
ny atomow chloru na bardziej reaktywny jod. Rozpuszczalno$¢ reagentow
w MIBK mozna zwiekszy¢ zastepujac go czesciowo (ok. 5-10%) typowym roz-
puszczalnikiem tej reakcji, t. DMSO, DMF lub NMR MIBK jest mato toksycz-
ny, nie rozktada sie w temperaturze wrzenia, jest niehigroskopijny, z wodg prak-
tycznie nie miesza sie. Bardzo fatwo mozna go osuszy¢ przez destylacje azeotro-
powa, gdyz temperatura wrzenia azeotropu z wodg wynosi ok. 85 °C. Dzieki te-
mu w przypadku gdy reagenty muszg by¢ catkowicie bezwodne, mozliwe jest ich
azeotropowe osuszenie przed reakcja, bezposrednio w reaktorze. Temperatura
wrzenia MIBK wynoszgca 117-118 °C jest temperaturg bliskg optymalnej dla
syntezy pochodnych acetyloacetonu. Ograniczone jest takze niebezpieczenstwo
przegrzania mieszaniny reakcyjnej.

Bardzo korzystng cechg MIBK jest jego niemieszalno$¢ z wodg, co umoz-
liwia, w przypadku reagentow niewrazliwych na wode, tatwe wydzielenie pro-
duktow reakcji z mieszaniny poreakcyjnej, przez dodanie wody i rozpuszczenie
wydzielonych w trakcie reakcji soli. Po rozwarstwieniu sie mieszaniny na dwie
fazy produkty reakcji znajdujg sie w warstwie organicznej, a sole, stanowigce
balast i utrudniajace dalsze oczyszczanie, przechodzg do warstwy wodnej. Wy-
dzielong warstwe organiczng mozna nastepnie oczyszcza¢ znanymi sposobami
[59, 61].

Mieszanina produktow moze by¢ rozdzielona za pomocg destylacji, jakkol-
wiek jest to bardzo trudne [53], W przypadku zwigzkéw' krzemoorganicznych, za-
wierajgcych grapy metylowe przy krzemie zamiast wrazliwych na wilgo¢ i tatwo
ulegajgcych rozktadowi grap alkoksylowych, mozliwe jest zastosowanie innych
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metod oczyszczania umozliwiajgcych otrzymanie bardzo czystych substancji.
3-podstawione pochodne acetyloacetonu tworzg kompleksy z miedzig, co umoz-
liwia ich oddzielenie od produktow O-alkilowania, ktére nie wykazujg wasciwo-
Sci kompleksujacych [61]. Po oddzieleniu kompleksu miedzi i destylacji pozosta-
tosci otrzymany produkt O-alkilowania charakteryzowat sie bardzo wysokg czy-
stoscig [52]. Z wydzielonego kompleksu Cu(ll) izolowano produkt C-alkilowa-
nia przez wytrzgsanie z 3 N wodnym roztworem HC1. W tych warunkach jony
miedzi(ll) przechodzg do warstwy wodnej. Réwnocze$nie pozostatosci produk-
tow O-alkilowania ulegajg rozktadowi [62], Po destylacji warstwy organicznej
otrzymuje sie bardzo czysty produkt C-alkilowania [61].

W celu usuniecia jonéw miedzi(ll) z kompleksu z 3-podstaw'iong pochodng
acetyloacetonu, zamiast roztworu kwasu mozna zastosowaé¢ zywice jonowymien-
ng- kationit [63].

Reasumujac, wr celu efektywnego otrzymania krzemoorganicznej pochodnej
acetyloacetonu z chloroalkilosilanéw, nalezy prowadzi¢ reakcje w polarnych roz-
puszczalnikach typu DMF, DMSO, NMP lub MIBK wtemp. ok. 100 °G, stosu-
jac sodowe lub potasowe sole acetyloacetonu w ilosci 0,8-1,0 mola na 1 mol si-
lanu. W zaleznos$ci od rodzaju otrzymanego produktu mozna stosowac réznorod-
ne, bardzo efektywne metody oczyszczania.

Metoda okazata sie na tyle uniwersalna, ze pozwolita na otrzymanie catej se-
rii krzemoorganicznych 3-podstawionych pochodnych acetyloacetonu [52]. Do
syntez wykorzystano pochodne krzemooiganiczne o og6lnym wzorze:

R3Si(CH2),Cl, (19)

gdzie R = CH3, CH30 lub C2H50, n=11lub 3.

Metoda umozliwia uzyskanie produktow z dobrymi wydajnosciami i selek-
tywnosciami wrprzypadku gdy w substracie krzemoorganicznym tancuch alkilo-
wy miedzy chlorem a grupgsililowg zawiera 3 wegle (n = 3). Przy krétszym tan-
cuchu (« = 1) wydajnosci sg wyraznie nizsze, czas reakcji dtuzszy, a selektyw-
nos¢ gorsza (powstaje wiecej produktu 0-alkilowmnia). Stosunkowo duza grupa
sililowg przy atomie wegla, na ktérym przebiega reakcja, stanowi zawade prze-
strzenng, utrudniajgca podstawienie, co jest typowym zjawiskiem obserwowanym
w przypadku reakcji typu SN2.

Otrzymanie produktow, gdzie n =2, jest niemozliwe ze wizgledu na brak od-
powiednich substratdw. Sg one niestabilne ze wzgledu na tzw. P-eliminacje i pe-
kanie wigzania miedzy weglem a krzemem [21]. Z tych samych powoddw nie
mozna otrzymac 3-podstawionych pochodnych acetyloacetonu, w ktorych krzem
zwigzany jest bezposrednio z weglem grupy metylenowej.

W przypadku trzyweglowego tancucha weglowodorowego (n = 3) praktycz-
nie nie obserwuje sie wptywu grup zwigzanych z krzemem na wydajnosc i selek-
tywnos¢ reakcji [52].
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2. IDENTYFIKACJA KRZEMOORGANICZNYCH
POCHODNYCH DIKETONOW

Ze wzgledu na rownowage formy ketonowej i enolowej oraz czesciowe na-
ktadanie sie sygnatéw wystepuje wiele probleméw zwiazanych z bezposrednig
interpretacjg widm H'NMR oraz widm IR. Aby jednoznacznie przypisa¢ sygna-
ty odpowiednim protonom wrwidmie H'NMR, wykorzystano odpowiednie mo-
delowe pochodne [52].

Integracja sygnatu protonu przy weglu grupy metylenowej (3,3-3,7 ppm for-
ma ketonowa) i sygnatu protonu grupy OH (16,7-17,2 ppm) dla formy enolowej
pochodnych trimetylosililowych wykazata, ze stosunek formy ketonowej do eno-
lowrj (wr CC14) wynosi odpowiednio 65% do 35%. W przypadku pochodnych
trietoksylowych sygnat protonu przy weglu grupy metylenowej czeSciowo nakta-
da sie na sygnat protonéw —CH2— grupy etylowej, jednakze przez poréwnanie
widm mozna przyjac, ze takze wr tym przypadku stosunek ten jest podobny.
W widmie IR pasmami charakterystycznymi dla 3-podstawionych pochodnych
acetyloacetonu sg pasma przy 1625 cm-1 (sym.) oraz 1725 cm-1 (asym.) przypi-
sane grupie karbonylowej oraz pasmo w poblizu 1600 cm-1 przypisane grupie
C=C. W tym samym zakresie wystepuje pasmo absorpcji dla grupy karbonylo-
wej potgczonej wigzaniem wodorowym z protonem C=0 H— Absorpcja gru-
py C=C—O wystepuje w zakresie 1675 cm-1.

Wszystkie te ugrupowania sg obecne zaré6wno w produktach C-alkilowania,
jak i O-alkilowania. Tak wiec identyfikacja produktow za pomocg metody IR nig-
dy nie jest jednoznaczna. Wydaje sie, ze rozstrzygajacym sposobem identyfika-
cji jest stwierdzenie obecnosci sygnatu protonu grupy —OH formy enolowej,
ktéry w widmie H*NMR wystepuje dla P-diketonéw w zakresie ok. 15-17 ppm.
Nalezy podkresli¢, ze w wiekszosci prac poswieconych syntezie krzemoorganicz-
nych pochodnych acetyloacetonu nie identyfikowano wrten sposéb otrzymanych
produktéw, opierajgc sie gtdbwnie na wynikach analizy IR [11, 13, 14],

3. ZASTOSOWANIE KRZEMOORGANICZNYCH
POCHODNYCH DIKETONOW

Mozliwosci zastosowania krzemoorganicznych pochodnych P-diketonow!
zwigzane sg przede wszystkim z obecnoscig w czasteczce reaktywnych grup si-
lilowych, mogacych reagowac z grupami hydroksylowymi nieorganicznych nos-
nikéw lub tworzy¢ polimery polisiloksanowe, tak jak to przedstawiono na sche-
macie 2, oraz grupy diketonowej, ktora z kolei moze reagowac z ré6znymi czyn-
nikami, tak jak to przedstawiono na schemacie 1.

Gtowne kierunki zastosowania wykorzystujagce powyzsze wiasciwosci ilu-
struje schemat 6, w ktérym poszczeg0lne grupy zastosowan sg ze sobg powigza-
ne wspolnym materiatem wyjsciowym, tzn. nosnikiem modyfikowanym zwigza-
nymi z powierzchnig grupami p-diketonowymi.
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Si02

lub H20 + (EtO)4Si immobilizacja aminokwaséw

modyfikacja napetniaczy
tworzyw sztucznych

sorbentjonéw metali

wypetnienia dla
chromatografii

(CH2n—Ci ~)M/n

katalizatory
heterogenizowane

nanokompozyty

katalizatory heterogeniczne

selektywne adsorbenty

Schemat 6. Reakcje i zastosowania zwigzkéw krzemoorganicznych z grupami P-diketonowymi

3.1. IMMOBILIZACJA AMINOKWASOW

Wykorzystanie nierozpuszczalnych modyfikowanych matryc do immobiliza-
cji prostych i ztozonych aminokwasdw, enzyméw i podobnych zwigzkow, jest
jednym z najdynamiczniej rozwijajgcych sie kierunkdow nowoczesnej biotechno-
logii. Jako matryce stosowane sg r6znego rodzaju polimery organiczne lub mate-
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riaty nieorganiczne modyfikowane grupami reagujgcymi z aminokwasami.
WSsréd matryc nieorganicznych preferowane sg szczeg6lnie szkta porowate lub
krzemionki modyfikowane silanami, zwtaszcza aminosilanem [43], Jednak taka
modyfikacja nie jest wystarczajgca do zwigzania z matrycg aminokwasu lub
enzymu za pomocg grupy aminowej. W tym celu matryca musi by¢ dodatkowo
aktywowana np. aldehydem glutarowym [64, 65].

I —(CH,),NH-> TOCH(CH,)3CHO + NH2-E n z ------
\ " ‘ P (20)
------- A | -(CH2),N=CH(CH23C=N-Enz.

Zastosowanie silanu z grupg (3-diketonowg umozliwia wigzanie aminokwa-
sow lub enzymdéw w procesie jednoetapowym, gdyz grupa aminowa bardzo ta-
two reaguje z grupg karbonylowg diketonu [66].

ch3 (21)
------ A1 - (CH2),CH(COCH3)i =N—Enz.

3.2. MODYFIKACJA NAPEENIACZY TWORZYW SZTUCZNYCH

Napetniacze stosowane w kompozytach polimerowych poddaje sie modyfi-
kacji tzw. promotorami adhezji w celu poprawienia wtasciwosci przerobowych
i uzytkowych [10, 67], Podstawowag grupg zwigzkow stosowang w tym celu sg
réznego typu silany, gtdwnie z grupami aminowymi i winylowymi [10, 43, 67,
68], Ciagle jednak poszukiwane sg nowe promotory adhezji spetniajgce rosngce
wymagania przemystu [69-71],

Rowniez silany z grupg diketonowag zastosowano w roli promotorow adhe-
zji, np. w celu zwiekszenia przyczepnosci warstwy zywicy epoksydowej do po-
wierzchni aluminium [13] lub szkta [14]. Poza bezposrednim wykorzystaniem
ogromne mozliwosci tkwig w przeksztatceniu grup [3-diketonowych, tak jak to
przedstawiono na schemacie 1. Mozna w ten sposob zmieni¢ whasciwosci grupy
funkcyjnej odpowiednio do potrzeb oraz charakterystyki polimeru.

3.3. SORBENT JONOW METALI

Wiasciwosci chelatujace grup [3-diketonowych wykorzystano do rozdzielania
jonow metali za pomocg chromatografii kolumnowej [72], z powodzeniem roz-
dzielajgc kationy Cu(ll), Co(ll) i Cd(ll). Taka wiasciwos¢ odwracalnego sorbo-
wania metali z roztworéw moze mie¢ takze zastosowanie do wstepnej koncentra-
cji jonéw metali w analizie sladowej [73].
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3.4. FAZY STACJONARNE DLA CHROMATOGRAFII

Kompleksacyjna chromatografia gazowa jest w ostatnich latach jednym z in-
tensywniej rozwijajacych sie dziatdw chromatografii. W szczeg6lnosci dotyczy
to syntezy wypetnien, na powierzchni ktérych osadzone sg zwigzki organiczne
z grupami funkcyjnymi zdolnymi do oddziatywan elektronowo-donorowo-akcep-
torowych [74-77]. Cechg charakterystyczngtego typu wypetnien, najczesciej za-
wierajgcych koordynacyjnie zwigzany jon metalu, jest ich wysoka selektywno$é
pozwalajgca na rozdziat mieszanin zwigzkéw wykazujacych jedynie subtelne réz-
nice w budowie, a wiec wszelkiego typu izomerow', z izomerami optycznymi
wiacznie [76, 77].

Wypeknienia, w ktérych metale przejsciowe immobilizowano na nosniku za
pomocg grup P-diketonowych, okazaty sie niezwykle efektywne wrrozdziatach
wielu grup zwigzkow' organicznych [78-85], Witasciwosci rozdzielcze wypetnien
ksztattowano osadzajgc na krzemionce r6zne metale zaréwno w formie soli np.
typu MC12, jak i komplekséw typu M (acac)2 lub M(hfac)2 (hfac-heksafluoroace-
tyloaceton), gdzie M to Cu(ll) [78, 79, 82], Co(ll) i Ni(11)~[80, 81, 83] oraz Pd(ll)
[78, 79] i Cr(lll) [86], Na podstawie badan fizykochemicznych i spektroskopo-
wych stwierdzono, ze jon metalu kompleksowany jest gtownie za pomocgjednej
grupy zwigzanej z krzemionka [86], Dla zastosowan w chromatografii taki spo-
sob wigzania metalu jest korzystny ze wzgledu na dostepnos$¢ centrum metalicz-
nego dla sorbatu [76].

3.5. KATALIZATORY HETEROGENIZOWANE

Wiele rozpuszczalnych komplekséw metali przejSciowych ma zastosowanie
jako katalizatory homogeniczne, wykazujac niezwykle wysokg aktywnos$c¢ i se-
lektywnos¢. Jednakze ze wzgledow technologicznych w instalacjach przemysto-
wych chetniej stosowane sg katalizatory heterogeniczne. M.in. dlatego opracowa-
no wiele metod przeprowadzania katalizator6w homogenicznych w forme nieroz-
puszczalng. W tzw. katalizatorach heterogenizowanych rozpuszczalny kompleks
zwigzany jest z nierozpuszczalnym nosnikiem za pomocg mostka weglowodoro-
wego [87-91].

W przypadku no$nikdw nieorganicznych wykorzystywane sg réznego rodza-
ju silany zawierajgce reaktywng grupe sililowg oraz grupe majgcq wasciwosci
kompleksujgce. Najczesciej jest to grupa fosfinowa. Podstawowa wadg ligandow
fosfinowych jest ich wrazliwos$¢ na tlen prowadzgca w efekcie do dezaktywacji
katalizatora. Ligandy z grupg P-diketonowg sg znacznie bardziej odporne na utle-
nianie, wykazujgc réwnoczesnie doskonate whasciwosci chelatujgce.

Kompleksy rodu(l) immobilizowane na powierzchni krzemionki za pomocg
silanu z grupg P-diketonowg z powadzeniem zastosowano w syntezie podstawio-
nych olefin przez reakcje alkenéw i diazoalkandéw [92], a takze w reakcji uwo-
dornienia i hydrosililowania oktenu, gdzie heterogenizowane katalizatory rodo-
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we wykazaty nawet trzykrotnie wyzszg aktywnos¢ niz ich homogeniczne odpo-
wiedniki [93],

Kompleksy niklu(Il) immobilizowane za pomoca grup (3-diketonowych oka-
zaly sie efektywnymi katalizatorami reakcji trietoksysilanu z winylotrietoksysi-
lanem [86, 94], W tym przypadku aktywnos¢ katalizatoréw heterogenizowanych
byta nizsza niz odpowiednikow homogenicznych, jednakze byty bardziej stabil-
ne, co umozliwito ich kilkakrotne uzycie. Natomiast kompleksy rozpuszczalne
w warunkach reakcji bardzo szybko ulegaty redukcji do metalicznego niklu [95],

3.6. MATERIALY ZAWIERAJACE ZDYSPERGOWANE METALE

Materiaty zawierajgce rownomiernie rozproszone (zdyspergowane) w matry-
cy nieorganicznej, np. krzemionkowej, czasteczki metalu o kontrolowanej i jed-
norodnej wielkosSci okreslanej w nanometrach, nazywane sg czesto ,,nanokompo-
zytami” [96,97]. Najefektywniejszym sposobem otrzymywania nanokompozytow
jest metoda zol-zel [98-100]. Aby otrzymac¢ kompozyty zawierajgce bardzo ma-
te czagstki metalu, ewentualnie jego tlenku, niezbedne jest utrzymanie praktycz-
nie idealnej, molekularnej dyspersji zwigzku metalu w trakcie formowania nie-
organicznego szkieletu. W procesie otrzymywania zelu najczesciej stosuje sie mie-
szaning tetraetoksysilanu oraz dwufunkcyjnych silanéw typu (RO)3Si(CH2),A.
Grupa trialkoksysililowa wraz z tetraetoksysilanem w wyniku hydrolizy i kon-
densacji tworzy szkielet krzemionkowy, natomiast grupa ,,-A” kompleksuje jon
metalu wprowadzonej do uktadu soli. Obie grupy potaczone sgtafncuchem weglo-
wodorowym dowolnej dtugosci, najczesciej n = 11lub 3. Po utlenieniu w podwyz-
szonej temperaturze sktadnikdw organicznych oraz redukcji wodorem utworzo-
nego tlenku metalu powstaje materiat, w ktorym silnie rozdrobniony metal jest
rdGwnomiernie zdyspergowany wrnieorganicznej matrycy krzemionkowej. Przed-
stawiono to na schemacie 7.

y *«(RO)3Si(CH2),,A + MLm+ x- Si(OR)4 J~ to r» [032Si(CH2NAlyM U- *Si02

0-550°C
lenianie

M-(x+y)Si02 «redukcja M20m-(x+y)Si02

Schemat 7. Otrzymywanie metalu zdyspergowanego w krzemionce
Najczesciej do otrzymywania nanokompozytéw wykorzystywane sg silany
z grupami aminowymi. Grupy aminowe tworzg z wiekszoscig metali kompleksy
stosunkowo stabe, w zwigzku z czym sg one takze stabo stabilizowane w trakcie
utleniania czesci organicznej. Otrzymane w ten sposéb nanokompozyty zawiera-
ja przewaznie czasteczki metalu o wielkosci ok. 10-30 nm [97]. Zastosowanie si-
landw z grupa diketonowa, tworzacag z metalami trwate kompleksy chelatowe,
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pozwolito na otrzymanie nanokompozytéow o bardzo matych i rownomiernych
czastkach metalu. W przypadku niklu $rednia wielkos$¢ czastek wynosita 2-3 nm
[97, 101]. Zmniejszenie wielkosci czastek dodatnio wptywn na katalityczne wia-
Sciwosci metali osadzonych na nos$nikach [102, 103], Dlatego nanokompozyty
zawierajgce bardzo silnie rozdrobniony metal réwnomiernie zdyspergowany
w nieorganicznej matrycy sg niezwykle interesujagcym materiatem do zastosowa-
nia w roli katalizatorow heterogenicznych. Poza tym moga mie¢ zastosowanie
w elektronice [104] lub jako materiaty o wiasciwosciach magnetycznych [105].
Wysoka aktywnos$¢ silnie rozdrobnionych metali moze by¢ takze wykorzystana
przy produkcji pochtaniaczy tlenu stosowanych wr opakowaniach do zywnosci
[106].

Przedstawione powyzej przyktady wskazujgjedynie gtdwne kierunki zasto-
sowan zwigzkow krzemoorganicznych z grupami P-diketonowymi i nie wyczer-
puja wszystkich mozliwosci ich wykorzystania, w szczegolnosci zwiazanych
z przeksztatceniem grupy diketonowej, tak jak to przedstawiono na schemacie 1.
Obszerne omowienie jednej z reakcji tego typu, tzn. przeksztatcenie krzemoor-
ganicznych diketonéw wrpochodne ketoiminowe (reakcja (b) na schemacie 1) be-
dzie przedmiotem odrebnego opracowania.
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ABSTRACT

Degradation of the halogenated organic compound poses ecological, sani-
tary, as well as synthetic and other problems. Enzymatic degradation of these
compounds seems to be a promising option.

There are many natural sources of the chlorinated organic compounds, as
well as those connected with human activity. The first source dominates [1],
however, human production cannot be ignored, due to the considerable toxicity
ofthe compounds produced and their dissemination [2].

The mechanisms, by which enzymes called dehalogenases catalyze halogen-
carbon bond breaking vary. Dehalogenases following different pathways were
isolated from many microorganisms [20-48, 55-58]. Their substrates are usually
involved in halorespiration processes, so dehalogenation is also involved in car-
bon source and energy supply [21-22, 27, 39]. Moreover, cometabolic dehaloge-
nation is possible [106, 125-133], Dehalogenases are also present in mammals.
For example, iodine dehalogenases (so called deiodinases) are necessary for thy-
roid hormones homeostasis [15, 52-56].

Hydrolytic dehalogenases are currently the most studied among all classes
of dehalogenases. They include such unusual enzymes as 4-chlorobenzoil-CoA
dehalogenase [88-95], which is capable of breaking chlorine-aromatic carbon
bond at room temperature and neutral pH, and fluoroacetate dehalogenase which
cleaves the carbon-fluorine bond [81-87]. For some of these enzymes three-
dimensional structures are available now and mechanistic details have been stu-
died [85, 93, 103-106, 123]. This contribution summarizes the present knowl-
edge of enzymatic catalysis of this unusual chemical processes with special
consideration on reaction mechanism of the best known hydrolytic dehalogen-
ases [73-123],
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W* RAZ STOSOWANYCH SKROTOW

4-CBA  4-chlorobenzoesan
4-FBA 4-fluorobenzoesan
4-HBA  4-hydroksybenzoesan

BA benzoesan

CoA koenzym A

DCE 1,2-dichloroetan

DDT 1,1,] -trichloro-2,2-bis-(4-' chlorofenylo)etan

DHaA dehalogenaza haloalkanowa z Rhodococcus rhodochrous
DHIA dehalogenaza haloalkanowa z Xanthobacter autotrophicus GJ10

GSH glutation

HPO halogenopochodne organiczne

NADH dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
PCE perchloroetylen

TCE trichloroetylen

TETRA tetrachlorometan
VC chlorek winylu
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WPROWADZENIE

Organiczne zwigzki chlorowcopochodne (halogenopochodne organiczne —
HPOQ) stanowig szerokg grupe substancji zaréowno wytwarzanych w wielkich ilo-
Sciach przez mikroorganizmy, jak i produkowanych przez cztowieka. Ocenia sie, ze
w biosferze wystepuje ponad 2000 réznych naturalnych halogenopochodnych [1],
Wysoka bioaktywno$¢ niektérych z nich, a z drugiej strony znaczna trwato$¢ pota-
czenchlorowcoorganicznych, powoduja, ze zwigzki te moga by¢ niebezpieczne dla
cztowieka i srodowiska [2], chociaz nalezy pamieta¢, ze HPO stanowig réwniez
niezbedne ogniwa w regulacji fizjologicznych procesow bhiochemicznych.

Toksycznos$¢, w tym rakotwdrczos$¢ wielu HPO udokumentowano w obszer-
nych badaniach klinicznych, dotyczacych m.in. powszechnie stosowanych rozpu-
szczalnikéw chloroorganicznych: czterochlorku wegla, trichloroetenu, dichloro-
etanu, czterochloroetenu [3-12], Wiasciwosci rakotwdrcze, genotoksyczne i te-
ratogenne zostaty bezspornie udokumentowane w przypadku chlorku winylu (VC
- vinyl chloride) syntezowanego sztucznie, jako p6tprodukt do syntezy polichlor-
ku winylu [13].

Organiczne zwigzki halogenopochodne petnigtez kluczowg funkcje w fizjo-
logicznej badz terapeutycznej regulacji przemian metabolicznych. Halopochod-
nymi organicznymi o wielkiej aktywnosci biochemicznej wytwarzanymi natural-
nie i syntetycznie sg np. antybiotyki, w tym chlorotetracyklina ze Streptomyces
sp., chloramfenikol z pozywki Streptomyces venezuelae, a takze substancje o wia-
Sciwosciach grzybobdjczych, przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych
[14]. Niezwykle wazng grupe organicznych zwigzkéw HPO stanowig hormony
tarczycy, trijodotyronina i tyroksyna, oraz ich metabolity dijodotyrozyna i mono-
jodotyrozyna, niezbedne do prawidtowego rozwoju psychicznego i fizycznego
cztowieka i innych ssakow [15].

Inng, bardzo wazng i interesujgcg grupe HPO stanowig fluorowane analogi
hormonéw kory nadnerczy. Modyfikacja naturalnych kortykosteroidéw polega-
jacana wprowadzeniu atomu fluoru w pozycje 9a wzmaga ich dziatanie przeciw-
zapalne od 5 do 25 razy w porownaniu z niemodyfrkowanym, naturalnym gliko-
kortykosteroidem hydrokortyzonem, czego przyktadem satriamcynolon oraz de-
ksametazon [14].

Badania nad enzymami katalizujgcymi rozpad chlorowcopochodnych orga-
nicznych sg w petni uzasadnione zaréwno ze wzgledéw poznawczych, jak i zdro-
wotnych oraz ekologicznych. Istotnym problemem jest znalezienie efektywnych
metod degradacji szkodliwych organicznych HPO do zwigzkdw obojetnych dla
Srodowiska i zdrowia cztowieka. Problem detoksyfikacji chlorowcopochodnych
organicznych sprowadza sie gtownie do znalezienia wydajnych i tanich metod
rozktadu wigzania wegiel-halogen, a przede wszystkim wegiel-chlor, z powodu
najwiekszego rozpowszechnienia chloropochodnych organicznych.

Zupetnie odrebnym problemem, wykraczajgcym poza ramy tego opracowa-
nia, jest unieszkodliwianie chlorowcopochodnych organicznych stosowanych ja-
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ko chemiczne materialy bojowe. Nalezy tutaj wymienié przede wszystkim inhi-
bitory' acetylocholinoesterazy. jak Soman, Sarin, zwigzki zawierajgce bardzo sil-
ne wigzanie fluor-fosfor.

Degradacja halogenopochodnych organicznych katalizowana enzymaty cznie
stanowi metode o duzych perspektywach rozwoju, zwtaszcza w zwigzku z moz-
liwosciami modyfikacji enzymdw zmieniajacych ich specyficzno$é oraz aktyw-
nos$¢. Co wiecej, znalezienie dehalogenaz dziatajgcych w sposéb odw racalny mo-
gtoby otworzyé nowg droge stereo- i regiospecyficznych metod syntezy lekéw
bedgcych zwigzkami halogenopochodnymi. Szczeg6lnie obiecujgce mogtoby byé
zastosowanie ,,odwracalnych” dehalogenaz hydrolizujgcych, zdolnych wprowa-
dzi¢ anion chlorowca w miejsce anionu hydroksylowego bez procesu utleniania
zachodzacego w typowych procesach chlorowania, co wymaga zabezpieczania
wielu redukujacych grup funkcyjnych.

Pierwsze badania nad dehalogenacjg enzymatyczng siegajgce lat 50. dotyczy-
ty enzymoéw dehalogenujacych kwasy halogenooctowe. Enzymy te znaleziono
u Pseudomonas sp. [16-18]. Ze wzgledu na duze mozliwosci praktyczne zasto-
sowan, badania nad dehalogenazami w dalszym ciggu rozwijaja sie dynamicznie
i do chwili obecnej znaleziono wiele mikroorganizmoéw tlenowych i beztleno-
wych [19], wytwarzajacych enzymy katalizujgce proces dehalogenacji przebiega-
jacy wedtug réznych mechanizméw [20-22, 39]. Z wyjatkiem dehalogenazy
z Mycobacterium tuberculosis [102], mikroorganizmy majace zdolno$¢ metabo-
lizowania HPO znaleziono praktycznie tylko w srodowisku zanieczyszczonym
pochodnymi chlorowcoorganicznymi.

1. DEHALOGENACJA REDUKCYJNA | HALORESPIRACJA

Reakcje te zostaty opisane szczeg6towo przez Bedarda i Quensena, a takze
El Fantroussiego, Mohna oraz Tiedje [23-25]. Dehalogenacja redukcyjna prze-
biega wedtug ogdlnego schematu:

dehalogenaza
D n, redukcyjna _ D u

Wykazano, ze kofaktorem dehalogenaz redukcyjnych jest uktad korynoidal-
ny Co(l) oraz klastery zelazowo-siarczkowe FegSs [26].

Chociaz funkcji metabolicznej HPO u mikroorganizmdw katalizujacych pro-
ces dehalogenacji redukcyjnej do konca jeszcze nie wyjasniono, to ustalono jed-
nak, ze dehalogenacja redukcyjna wykorzystywana jest przez wiele bakterii jako
zrédto energii w procesie tzw. ,halorespiracji”.

Zaobserwowano, ze potencjaty redoks wielu uktadéw hatogenopochodna/pro-
dukt dehalogenacji, jak np. uktadu chlorobenzen/benzen (266 mV), tetrachloro-
eten/trichloroeten (478 mV), mieszczgsie w tym samym zakresie co potencjat redoks
uktadu azotan/azotyn (433 mV), znajdujgcego sie u wielu bakterii wigzgcych azot.
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Na tej podstawie wywnioskowano, ze chlorowane weglowodory moga by¢ w odpo-
wiednich warunkach zrédtem energii, petnigc funkcje utleniacza. Zaproponowano
model reakcji zachodzacych podczas tzw. ,,halorespiracji” (schemat 1), w ktorej de-
halogenacja redukcyjna sprzezona jest z oksydacyjng fosforylacja bedacg zrodtem
ATP [27, 39]. Gradient pH wytwarzany w procesie redukcji, zuzywajacej jony
wodorowe wewnatrz komorki, sprzezony jest z procesem transportu jonéw H+
z zewnatrz komorki i syntezg ATP katalizowang przez wewnatrzbtonowg ATP-aze.

Schemat 1. Proponowany schemat ,,halorespiracji” na (podstawie [39], za zgoda Wiley-VCH,
Weinheim)

Wiele badan nad dehalogenazami redukcyjnymi wigze sie z problemem bio-
degradacji trojchloroetylenu, czterochloroetylenu, a takze chlorku winylu, ktére-
go zrodtem, oprocz produkcji przemystowej, moze by¢ czeSciowa biodegradacja
czterochloroetylenu i tréjchloroetylenu, powszechnie stosowanych rozpuszczal-
nikdw zanieczyszczajgcych gleby i zbiorniki wodne. W wielu przypadkach re-
dukcja tych halogenopochodnych przez bakterie zdolne do dehalogenacji zatrzy-
muje sie na etapie czs-1,2-dichloroetenu lub chlorku winylu, produktu zdecydo-
wanie bardziej toksycznego niz PCE i TCE. Znaleziono jednak bakterie produ-
kujagce enzymy katalizujgce catkowitg redukcje PCE i TCE do etenu [28] oraz
enzymy dehalogenujgce redukcyjnie chlorek winylu [29-32].

Waznym problemem wydaje sie réwniez biodegradacja aromatycznych ha-
logenopochodnych, w tym chlorofenoli. Enzymem dehalogenujgcym redukcyjnie
tego typu zwiagzki i poddawanym wielu badaniom jest np. dehalogenaza tetrahy-
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drochinonowa konwertujgca czterochlorohydrochinon do 2,6 -dichlorohydrochi-
nonu w obecnosci glutationu (schemat 2), znaleziona u bakterii Sphingomonas
chlorophenolica, dehalogenujacych takze pieciochlorofenol [33-37].

Schemat 2. Dwustopniowa dehalogenacja czterochlorohydrochinonu

Znaleziono takze bakterie zdolne do dehalogenacji redukcyjnej chlorofeno-
lu [27] oraz polichlorowanych bifenyli (PCB) [38-39].

Tab. 1 przedstawia niektore bakterie zdolne do redukcyjnej dehalogenacji
chlorowcopochodnych.

Tabela 1. Przyktady mikroorganizméw dehalogenujacych redukcyjnie
Mikroorganizm Substrat

Dehalobacter restrictus [40]

Dehalococcoides ethenogenes [41]

Desulfitobacterium sp. [42] trojchloroeten, czterochloroeten
Dehalospirillum multhorans [43]

Phanerochaete chrysosporium [44]

Dehalococcoides ethenogenes [29] chlorek winylu
Phanerochaete chrysosporium [45] czterochlorek wegla
Sphingomonas paucimobilis UT26 [46] szesciochlorocykloheksan

Desulfitobacterium chlororespirans [47]
Desulfitobacterium Jrappieri [48]
Desulfitobacterium dehalogenans [49]
Desulfomonile tiedjei [50]
Rhodopseudomonas palustris [51]

chlorowcoweglowodory
aromatyczne

1.1. DEJODYNACJA U SSAKOW

Interesujgcym przyktadem procesu dehalogenacji redukcyjnej jest dejodyna-
cja monojodotyrozyny i dijodotyrozyny - metabolitow hormondw tarczycy, tyro-
ksyny, trijodotyroniny, zachodzgca m.in. w gruczole tarczycy ssakéw. Reakcja ta,
katalizowana przez dejodynaze jodotyrozynowg (EC 3.8.1.4), umozliwia wtérne
uzycie jodu endogennego [52], co zapobiega objawom endogennej hipotyreozy,
stanowi niedoboru tych hormonéw [53]. Stwierdzono bowiem, ze nieaktywne
prekursory hormondéw tarczycy, 3-monojodotyrozyna (MIT) oraz 3,5-dijodotyro-
zyna (DIT), powstajace przez jodynacje reszt tyrozylowych w zjodowanej tyreo-
globulinie, albo zostajg wykorzystane do syntezy tyroksyny i trijodotyroniny,
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albo, o ile nie zostang poddane dehalogenacji z udziatem dejodynazy, sg wydala-
ne z moczem, co prowadzi do utraty jodu znajdujgcego sie w organizmie [54],

Wykazano jednak, ze z kolei nadczynnos$¢ dejodynazy jodotyroninowej typu
Il dehalogenujacej tyroksyne, zaobserwowana w przypadku niektérych nowo-
tworéw, prowadzi do objawdw ostrej hipotyreozy [55].

Mechanizm reakcji dejodynacji mono- i dijodotyrozyny przez dejodynaze jo-
dotyrozynowag nie zostat jeszcze poznany, nie zostata takze okreslona struktura
krystalograficzna enzymu. Wiele danych eksperymentalnych dotyczacych reak-
cji dejodynacji wskazuje jednak na mechanizm z udziatem niearomatycznego
produktu przejSciowego zilustrowanego na schemacie 3 [56].

Schemat 3. Dejodynacja zachodzaca prawdopodobnie przez niearomatyczny produkt przejsciowy

2. DEHALOGENACJA KATALIZOWANA
PRZEZ DEHYDRATAZY DEHALOGENUJACE

Istota dehalogenacji katalizowanej przez dehydrataze dehalogenujgcg polega
na addycji czgsteczki wody do nienasyconego wigzania wegiel-wegiel i nastep-
nie spontanicznej eliminacji chlorowodoru. Proces ten zostat zaobserwowany
przez Hartmansa w przypadku dehalogenacji kwasu 3-chloroakiylowego [39, 57]
(schemat 4).

H H H

HO H
=<, cl- .COOH I <. -COOH

Schemat 4. Dehalogenacja kwasu 3-chloroakrylowego przez dehydrataze dehalogenujaca

3. DEHYDRODEHALOGENACJA

Reakcja ta polega najednoczesnym usunieciu atomu chloru i atomu wodom
z sgsiedniego atomu wegla. Poznano m.in. liazy dehalogenujgce w ten sposob
DDT (schemat 5), tzw. DD T-dehydrochlorynaze, nalezgcg do S-transferaz gluta-
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tionowych (EC 4.5.1.1), wytwarzang przez niektdre owady oporne na ten insek-
tycyd (Musca domestica, Anopheles minimus) [58-60] a takze dehydrochtoiyna-
ze 3-chloro-D-alaninowgz Pseudomonas putida [61],

Schemat 5. Dehydrochlorynacja DDT katalizowana przez DDT-dehydrochlorynaze

4. DEHALOGENACJA TIOLITYCZNA

Zaobserwowano rowniez, ze niektére szczepy bakterii [39, 62, 63] degradu-
ja dichlorometan wykorzystujac glutation (GSH) wedtug ponizszego schematu:

R-CH2-CI R-CH2-SG R-CH2-OH
GSH HCI h 20 GSH

Schemat 6. Schemat dehalogenaciji tiolitycznej

5. DEHALOGENACJA OKSYGENOLITYCZNA

Dehalogenacje oksygenolityczng katalizujg mono- oraz dioksygenazy. Enzy-
my te zawierajg komponent redukujacy, wspotdziatajgcy z koenzymem NADH,
oraz komponent utleniajacy, ktéry wspotdziata z klasterami zelazo-siarczkowy-
mi. Reakcje dehalogenacji oksygenolitycznej przebiegajg wedtug schematu [39]:

@ H O
RCHI-CI monooksygenaza , RoC.c MH
1
OH
(b)
OH

zowana przez dioksygenaze
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Sadzi sie, ze oksygenazy dehalogenujgce wywodzg sie z tej samej grupy en-
zymow co ich analogi niedehalogenujace, ale ich zakres substratowy jest znacz-
nie szerszy [64],

Spektakularnym przyktadem dehalogenacji oksygenolitycznej jest rowniez
dehalogenacja chlorowanych dibenzodioksyn, katalizowana przez dehalogenaze
ze Sphingomonas sp. RW1 i przebiegajaca wedtug schematu s [26].

OH

cl
Schemat 8. Schemat dehalogenacji oksygenolitycznej chlorowanych dibenzodioksyn

Znaleziono wiele szczepéw bakterii zdolnych do degradacji tych zwigzkow
i badania nad nimi prowadzone sg w dalszym ciggu [65-68].

6. FENOLOOKSYDAZYI| SPRZEGANIE OKSYDACYINE

Enzymy zaliczane do fenolooksydaz, tj. monooksygenaza monofenolowa,
zwanatyrozynaza, oraz oksydaza polifenolowa (,,lakkaza™) i niektore peroksyda-
zy wytwarzane przez bakterie obecne w glebach, dehalogenuja chlorowane feno-
le w procesie zwanym ,,sprzeganiem oksydacyjnym”. Proces ten obejmuje two-
rzenie orto-chinonéw i anionéw fenoksylowych badz tez rodnikéw fenoksylo-
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wych, polimeryzacje w wyniku ataku nukleofilowego anionu fenoksylowego lub
rodnika na o/to-chinon, potgczong z dehalogenacjg (lub bez niej, co zalezy od pH
Srodowiska) oraz wigzanie produktow reakcji fenolooksydaz do substancji humu-
sowych obecnych w glebie. Sprzeganie oksydacyjne uwaza sie za najwazniejszy
mechanizm oczyszczania gleby z polichlorowanych fenoli [69-72], W dostep-
nych zrodtach literaturowych nie pokazano petnego szlaku przemian chemicz-
nych opisanych w tekscie.

7. DEHALOGENACJA HYDROLITYCZNA

Mechanizm dehalogenacji hydrolitycznej oparty jest na hydrolizie wigzan
wegiel-halogen. Zaréwno mechanizmy hydrolizy, jak i specyfika substratow de-
halogenaz hydrolizujacych sg bardzo zréznicowane. Poznano enzymy hydrolizu-
jace wigzania wegiel-halogen zarowno w przypadku alifatycznych, jak i aroma-
tycznych chlorowcopochodnych. W chwili obecnej sg to dehalogenazy najlepiej
zbadane i pod wzgledem struktury krystalograficznej, i aspektow mechanistycz-
nych, dlatego zostaty opisane tutaj najbardziej szczeg6towo.

Bardzo ciekawe wyniki badan mechanizmu i kinetyki obrazujg obecny stan wie-
dzy oraz zakres zainteresowan enzymologdw zajmujacych sie tg klasg enzymow.

7.1. DEHALOGENAZY 2-HALOKWASOWE

Ponad 20 dehalogenaz hydrolizujgcych wigzanie wegiel-halogen w kwasach
2-halogenokarboksylowych (EC 3.8.1), znalezionych do tej pory w rdznych
bakteriach, historycznie dzieli sie na cztery grupy zaleznie od specyficznosci
wzgledem substratu i stereospecyfiki reakcji wzgledem enancjomeréw kwasu
2-chloropropionowego [73], Dwie z nich wykazujg aktywnos$¢ tylko wobec sub-
stratu o konfiguracji L lub D, prowadzac do produktu z inwersjg bagdz zachowa-
niem konfiguracji przy chiralnym atomie wegla. Pozostate dwie klasy sg aktyw-
ne wobec obu stereoizomerdw, prowadzac do hydrolizy z inwersjg badz retencja
konfiguraciji.

Enzym o poznanej strukturze krystalograficznej, dehalogenaza 2-L-dehaloge-
naza z Xanthobacter autotrophicus GJ10 nalezacy do klasy dehalogenaz katali-
zujacych hydrolize L-halokwaséw z inwersja konfiguracji, wykazuje 40% podo-
biefAstwa sekwencji z siedmioma innymi dehalogenazami L-2-halokwasowymi
z roznych szczepow Pseudomonas, a takze dehalogenazg halokwasowa z Mora-
xella sp. B [74].

Dobrze poznanym pod wzgledem mechanizmu reakcji enzymem nalezagcym
do klasy EC 3.s.1.2 jest dehalogenaza DL-2-halokwasowa z Pseudomonas sp. 113
[75-77]. Enzym hydrolizuje oba enancjomery optycznie czynnych 2 -halokwaséw
o dtugosci tancucha do czterech atomow wegla. Reakcja przebiega z inwersjg
konfiguracji.
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Analiza widm masowych enzymu po reakcji 2-chloropropionianu w H2,80
wykazata, ze dehalogenacja katalizowana przez enzym nie przebiega przez two-
rzenie przejsciowego estru, a hydroliza wigzania wegiel-halogen odbywa sie
przez bezpos$redni atak nukleofilowy zaktywowanej czasteczki wody [78] (sche-
mat 9). Widmo masowe wykazalo, ze zaden z peptydéw otrzymanych w wyniku
trawienia trypsyng enzymu po reakcji z 2-chloropropionianem w H2180 nie za-
wierat ciezkiego izotopu tlenu, przez co wykluczono tworzenie przejSciowego
estru z jego nastepcza hydrolizg, ktéra zachodzitaby z wymiang izotopowa tlenu
grupy karboksylowej.

H R R
11 + I
Enz-B:, H-O HC~X - *- Enz-B-H +HO—CH + X'
| ul |
COO COQO"
Schemat 9. Mechanizm dehalogenacji katalizowanej przez dehalogenaze DL-2-halokwasowag;
X =Cl, Br

Reakcja katalizowana przez zbadang dehalogenaze L-2-halokwasowg z Xan-
thobacter autotrophicus GJ10 [74], hydrolizujaca jedynie L-2-halokwasy do
D-2-hydroksykwasow, przebiega z kolei z udziatem przejsciowego estru [79],
a najwolniejszym etapem reakcji jest hydroliza tego produktu posredniego [80],

Mechanizm reakcji dehalogenazy DL-halokwasowej stanowi pewien ewene-
ment, biorgc pod uwage, ze kluczowym etapem reakcji katalizowanych przez do
tej pory poznane dehalogenazy hydrolizujgce jest atak nukleofilowy tlenu grupy
karboksylowej kwasowego aminokwasu i nastepujgca po nim hydroliza produk-
tu posredniego.

7.2. DEHALOGENAZA FLUOROOCTANOWA

Dehalogenaza fluorooctanowa z Moraxella sp. B (EC 3.8.1.3) [81] jest
enzymem nalezagcym do klasy a/B-hydrolaz, wykazujgcym znaczne podobien-
stwo sekwencji z dehalogenazg haloalkanowa z Xanthobacter autotrophicus
GJ10 [82],

Enzym ten katalizuje hydrolityczny rozpad wigzania wegiel-fluor, ktorego
energia dysocjacji jest jedng z najwyzszych wsérdd naturalnie wystepujacych
zwiagzkow [83], Jak do tej pory, jest to jedyny poznany enzym katalizujgcy roz-
pad wigzania wegiel-fluor. Substratem enzymu sgjednak takze inne HPO [84].
W tab. 2 podano wzgledne aktywnosci dehalogenazy fluorooctanowej wzgledem
wybranych substratow.

Mechanizm dehalogenacji katalizowanej przez dehalogenaze fluorooctanowg
polega na ataku nukleofilowym tlenu grupy karboksylowej reszty Aspl05
z utworzeniem estru i inwersjg konfiguracji oraz nastepczej hydrolizie powstate-
go produktu posredniego za pomocg czasteczki wody aktywowanej w wyniku
utworzenia wigzania wodorowego z azotem reszty Etis272 (schemat 10) [84].
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Tabela 2. Wzgledne aktywnosci dehalogenazy fluorooctano-
wej w stosunku do wybranych substratéow

Substrat Wzgledna aktywno$é
Fluorooctan 480
Chlorooctan 100
Bromooctan 60
Jodooctan 2

Dichlorooctan i
Trichlorooctan 0
2-chloropropionian, chloroetan 0
2-chloroacetamid, chlorometan 0

Schemat 10. Mechanizm dehalogenacji katalizowanej przez dehalogenaze fluorooctanowag;
X =FCl, Br

Najwolniejszym etapem reakcji nie jest jednak atak nukleofilowy, ale uwalnia-
nie anionu chlorkowego z centrum aktywnego enzymu [85,86], chociaz w przypad-
ku homologicznej hydroksylazy epoksydowej nalezacej rowniez do oc/fl-hydrolaz
etapem determinujagcym szybkos¢ reakcji jest hydroliza posredniego estru [87].

Rola reszty His272 w etapie hydrolizy dowiedziona zostata przez wykazanie
braku aktywnos$ci mutanta His272Asn, mimo ze w tym przypadku réwniez nastepo-
wato tworzenie produktu posredniego, estru, w wyniku alkilacji reszty Aspl05.

7.3. DEHALOGENAZA 4-CHLOROBENZOILO-CoA

Niezwykle interesujacy enzym dehalogenaza 4-chlorobenzoilo-CoA (4-chlo-
robenzoilo-koenzym A) z Pseudomonas sp. CBS-3 [88-91], katalizuje hydrolize
wigzania wegiel-chlor w pierscieniu aromatycznym przy 25 °C i optymalnym
pH = 7,5. Inhibitorami kompetycyjnymi enzymu sg 4-fluorobenzoilo-CoA oraz
benzoilo-CoA, jakkolwiek enzym wigze sie z nimi znacznie stabiej niz z substra-
tem [92]. W tab. 3 podane sg parametry kinetyczne, w tym stata Michaelisa KM
i jej odpowiednik Ks dla inhibitoréw.
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Tabela 3. Parametry kinetyczne dehaiogenazy 4-chlo-
robenzoilo-CoA z Pseudomonas sp. 3-CBS

Substrat'inhibitor ~ A'm lub K, [|iM] ~casis 1

4-CBA-CoA 3,7+0,3 0,60 +0,01
4-FBA-CoA 40 £5 -
BA-CoA 72+8 -

Dehalogenaza tajest hometetramerem o masie czasteczkowej 122 000 i okre-
$lonej strukturze krystalograficznej [93]. In vivo enzym wspoétdziata z ligaza
4-chlorobenzoilo-CoA oraz tioesterazg 4-hydroksybenzoilo-CoA [94], Metabo-
lizm 4-chlorobenzoesanu u Pseudomonas sp. CBS-3 opiera sie na schemacie 11.

Dehalogenacja 4-chlorobenzoesanu zwigzanego z koenzymem A odbywa sie
przez utworzenie kompleksu Meisenheimera w wyniku ataku tlenu grupy karbo-
ksylowej Aspl45. Po odtgczeniu chlorku nastepuje hydroliza arylowanego enzy-
mu za pomocg czasteczki wody aktywowanej przez His90 (schemat 12) [95].

Schemat 12. Mechanizm reakcji dehaiogenazy 4-chlorobenzoilo-CoA
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7.4. DEHALOGENAZY HALOALKANOWE

Dehalogenaza haloalkanowa (EC 3.8.1.5) wyodrebniona zostata z mikroor-
ganizmow, rosngcych w glebie zanieczyszczonej 1-haloalkanami, 1-bromoalka-
nami oraz a,Cl-dihaloalkanami, przez Janssena i wsp. [96]. Znane sg obecnie se-
kwencje aminokwasowe dehalogenaz produkowanych przez Xanthobacter auto-
trophicus GJ10 z rodziny bakterii wigzacych azot (dehalogenaza haloalkanowa
DH1A) [97,98], Sphingomonas paucimobilis UT26 (dehalogenaza haloalkanowa
LinB) [99], Rhodococcus rhodochrous (dehalogenaza haloalkanowa DHaA)
[100,101], jakkolwiek dehalogenazy haloalkanowe znaleziono ostatnio u Myco-
bacterium sp., w tym Mycobacterium tuberculosis H37Rv [102], czynnika etio-
logicznego gruzlicy.

SANFRTRAGIOR R Be 0
z J10

Dehalogenaza haloalkanowa z Xanthobacter autotrophicus GJ10 (okre$lana
skrotem DH1A) jest najlepiej poznang dehalogenazg hydrolityczng. Przytoczone
tutaj wyniki badan mechanizmu, szczegdlnie z zastosowaniem mutacji punkto-
wych oraz badan izotopowych, sg przyktadem wielkiej uzytecznosci obu metod
réwniez w badaniu tej klasy enzymodw.

DH1A jest monomerycznym enzymem o masie czgsteczkowej 36 000, skia-
dajacym sie z 310 aminokwas6w, o sekwencji zblizonej do dehalogenazy fluoro-
octanowej z Moraxella sp. B [80], Struktura krystalograficzna enzymu zostata
opracowana przez Dijkstre i wsp. [103, 104, 106]. DH1A przejawia najwieksza
aktywno$¢ wzgledem 1,2-dichloroetanu. Katalizuje hydrolize 1,2-dichloroetanu
(DCE) do 2-chloroetanolu, umozliwiajgc bakterii dalszy metabolizm powstatego
produktu [105]. Substratem DH1A jest rowniez 1,2-dibromoetan (DBE), jakkol-
wiek w tym przypadku nastepuje dalsza hydroliza 2 -bromoetanolu do glikolu ety-
lenowego [85], DH1A osigga maksymalng aktywnos$¢ przy pH = 8,2 w temp.
37 °C, a traci jg catkowicie przy 50 °C. Energia aktywacji reakcji z DCE wy-
nosi okoto 55 kJ/mol. Reakcja przebiega wedtug kinetyki Michaelisa-Menten.

Oprocz DCE i DBE substratami enzymu jest tez wiele innych haloalkanow.
W tab. 4 przedstawiono wzgledne aktywnosci tego enzymu dla poszczeg6lnych
substratéw [106].

Badania krystalograficzne udowodnity, ze w kompleksie enzym-substrat
DH1A-DCE, odchodzacy atom Cla lezy pomiedzy azotami indolowymi reszt
tryptofanowych Trpl25 oraz Trpl75, co umozliwia wytworzenie oddziatywan
miedzy chlorem i wodorami azotéw indolowych [103],

Pierwszym etapem reakcji jest atak nukleofilowy tlenu grupy karboksylowej
reszty asparaginianowej Aspl24 (schemat 13). Udowodnienie, ze nukleofilem
jest grupa karboksylowa Aspl24, a nie zaktywowana czgsteczka wody, stato sie
mozliwie dzieki badaniom nad inkorporacjg tlenu 180 do enzymu i produktu,
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Tabela 4. Wzgledne aktywnosci DH1A wobec poszczegélnych substratéw

Substrat Aktywnos¢ wzgledna [%]
1,2-dichloroetan 100
1.2-dibromoetan 94
1,3-dichloropropan 80
1-chloropropan 51
3-chloropropen 45
1-chlorobutan 31
1-bromopropan 29
chlorometan 28
chloroetan 24
bromoetan 24
1-jodopropan 14

dichlorometan, 1,1-dichloroetan
1,1,2-dichloroetan, 2-chloropropan
1,2-dichloropropan, 1-chloropentan
1,6-dichloroheksan, 1,9-dichlorononan
2-chloroetanol

o O O O o

Asp2o

wegiel DCE

2-chloroetanolu. Badania wykazaly, ze w reakcji prowadzonej w Srodowisku
H2180 ciezki izotop tlenu ulega wiaczeniu zaréwno do enzymu, jak i produktu
hydrolizy, co mozliwe jest tylko przy zatozeniu wymienionego wyzej mechani-
zmu z udziatem Aspl24 jako nukleofila [107].

W kolejnym etapie nastepuje hydroliza powstatego estru - produktu posre-
dniego za pomocg zaktywowanej czasteczki wody. Aktywacja odbywa sie po-
przez polaryzacje tadunku w uktadzie utworzonych wigzan wodorowych miedzy
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£-azotem histydynowym nieuprotonowanej histydyny His289 i atomem tlenu wo-
dy oraz prawdopodobnie miedzy wodorem zwigzanym z 5-azotem His289 i ato-
mem tlenu grupy karboksylowej kwasu asparaginowego Asp260 (schemat 14). Na
istnienie obojetnej formy His289 niezbednej do katalizy wskazuje spadek aktyw-
nosci enzymu w Srodowisku kwasnym przy pH = 5,2 [113]. Analiza tautomerii
pierscienia imidazolowego His289 wskazujaca na tautomer H-8His289 przepro-
wadzona zostata przez Bruica [108] w oparciu o modelowanie metodg dynamiki
molekularnej. Powyzej przedstawiong role His289 udowodnit takze Janssen
ze wsp. [109] w badaniach nad mutantem His289GIn. Zastgpienie His289 przez
glutamine (Gin) spowodowato 660-krotny spadek aktywnosci hydrolitycznej en-
zymu. Badania z zastosowaniem spektrometrii masowej wykazaty kumulacje po-
$redniego estru podczas reakcji mutanta z DBE badz z 1-bromopropanem, co
Swiadczy o tym, ze mutacja nie ma znaczgcego wptywu na pierwszy etap reakcji.

N
A H
0]
H
CT \

Schemat 14. Hydroliza produktu posredniego. Aktywacja wody przez polaryzacje w ukfadzie
wytworzonych wigzan wodorowych

Ponadto stwierdzono, ze stata dysocjacji kompleksu anionu bromkowego ze
zmutowanym enzymem spada tooo0-krotnie w przypadku zalkilowanego mutan-
ta, tzn. posredniego estru wytworzonego miedzy Aspl24 i DBE (analogicznego
jak na schemacie 14) przy pH = 8, chociaz powinowactwo niezalkilowanego mu-
tanta do Br" nawet w srodowisku kwasnym (pH = 6) jest bardzo mate. Obserwa-
cje te dowodzg rowniez, ze His289 protonowana w drugim etapie jest konieczna
do odpowiedniego wigzania halogenku (kation His289, schemat 15), rdwnowa-
zac ujemny fadunek Asp 124. Silne wigzanie halogenku przez zalkilowany i zmu-
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towany enzym wskazuje rdwniez na to, ze anion halogenkowy nie opuszcza cen-
trum aktywnego, zanim ester nie ulegnie hydrolizie.

Badania nad mutantem Asp260Asn wykazujacym brak aktywnosci zasuge-
rowaly, ze Asp260 petni pomocniczg funkcje w katalizie hydrolizy posredniego
estru [110]. Funkcja Asp260 nie jestjednak doktadnie zrozumiana. Reszta ta mo-
ze odgrywac role stabilizujgcg kation His289 powstajacy podczas odrywania pro-
tonu od wody w etapie hydrolizy estru, jak tez rozwazane jestjej znaczenie struk-
turalne, stabilizujgce geometrie centrum aktywnego badz umozliwiajgce odpo-
wiednie potozenie His289 [110].

Na koricu reakcji, po utworzeniu 2-chloroetanolu w wyniku przejscia proto-
nu z grupy karboksylowej Aspl24 na anion 2-chloroetanolowy, zachodzi proces
niechemiczny (schemat 15). Nastepuje uwolnienie produktéw, w tym jonu halo-
genkowego.

Schemat 15. Koncowy etap niechemiczny. Uwalnianie produktéw z centrum aktywnego

Badania krystalograficzne nad wigzaniem halogenkow przez centrum aktyw-
ne dehalogenazy wykazaty, ze jon halogenkowy stabilizowanyjest przez wigzania
wodorowe utworzone z wodorami indolowymi reszt Trpl25 i Trpl75 (odpowie-
dnio o diugosci 3.4 i 3,3 A) i lezy w ptaszczyznie pierScieni indolowych [i11,
112]. Udowodniono, ze w przeciwienstwie do naturalnego enzymu mutanty
Trpl75Phe (tryptofan zastgpiony fenyloalaning), Trpl75Tyr (tiyptofan zastgpiony
tyrozyng) nie podlegajg inhibicji akompetycyjnej przez jony halogenkowe (state
inhibicji dla naturalnego enzymu: A*CI" = 190,91 mM, A*Br- = 2,5+0,19 mM
przy pH = 8,2), co wskazuje na bardzo silne wigzanie anionu chlorkowego z wo-
dorem indolowym Trpl75 w naturalnym enzymie [113]. Ponadto w przypadku
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mutacji Trpl75Phe nastepuje 10-krotny wzrost i 5-krotny spadek At co
potwierdza, ze Trpl75 ma takze znaczny udziat w wigzaniu substratu i dowodzi
waznej roli tej reszty w aktywacji wigzania wegiel-halogen. Badania przeprowa-
dzone nad mutantem Trpl25Phe wykazaty rdwniez wzrost KM, w poréwnaniu
z enzymem naturalnym, $wiadczacy o znaczeniu Trpl25 przy wigzaniu substratu
[114].

Badania kinetyczne i krystalograficzne nad wigzaniem halogenkéw do enzy-
mu przy stezeniach 20-1000 mM sugeruja szybkie tworzenie tzw. collision com-
plex, stabego potaczenia enzymu z halogenkiem znajdujacym sie przy powierzch-
ni biatka, po czym nastepujg zmiany konformacji i wejscie jonu do centrum ak-
tywnego [115].

Kinetyka badanych mutantow Thrl97Ala (treonina 197 zastgpiona alaning),
Phe294Ala nie wykazujaca parabolicznego wzrostu szybkosci wigzania ze wzro-
stem stezenia bromkdéw sugeruje, ze te przypowierzchniowe usytuowane amino-
kwasy odgrywajg kluczowag role podczas transportu substratu/produktu przez tu-
nel prowadzacy do centrum aktywnego (schemat 16).

Schemat 16. Struktura DH1A. Zaznaczone Thrl97, Phe294 usytuowane na poczatku tunelu pro-
wadzgcego do centrum aktywnego. Zaznaczono DCE, Trpl25, Trpl75, Aspl24
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Schemat kinetyczny reakcji katalizowanej przez DH1A przedstawia sie naste-
pujaco:

E+RX - -E..RX — ER..X~ ~ E..X'- E + X"

k-1 EZzO k-3= 0\ k-4
ROH

Schemat 17. Schemat kinetyczny reakcji katalizowanej przez DH1A

Nieobecnos¢ DCE po inkubacji enzymu z 2-chloroetanolem wedtug Jansse-
na i wsp. dowodzi, ze dehalogenacjajest procesem nieodwracalnym i state szyb-
kosci k 2, k-3 mozna uwaza¢ za bliskie zera [85]. Wyznaczone w naszym labo-
ratorium, za pomocg techniki FAB-IRMS [116], kinetyczne efekty izotopowe
chloru reakcji z DCE (1,0045 +0,0004) oraz reakcji z tzw. ,,powolnym substra-
tem”, chlorkiem 1-butylu (1,0066 + 0,0004), sugeruja, ze etap dehalogenacji jest
odwracalny. Obliczenia teoretyczne tych efektéw izotopowych, wykonane
w schemacie ONIOM [117] na poziomie (DFT/PM3), wskazuja, ze obserwowa-
ny doswiadczalnie kinetyczny efekt izotopowy reakcji z chlorkiem 1-butylu jest
zwigzany z etapem zrywania wigzania wegiel-chlor. Otrzymane wartosci Kine-
tycznych efektéw' izotopowych chloru sg zgodne z wynikami badan kinetyki
przedstacjonamej i stacjonarnej tylko dla mechanizmu, w ktérym k_2jest rézne
od zera [118]. Natomiast obserwowana nieodwracalnos$¢ catej reakcji wynikac
moze z bliskiej zera wartosci statej szybkosci k_3.

Analiza kinetyki przedstacjonamej i stacjonarnej wykazata, ze etapem deter-
minujagcym szybko$¢ reakcji dehalogenacji DCE i DBE jest uwalnianie jonu
chlorkowego z centrum aktywnego enzymu, zachodzace jako ostatni etap proce-
su dehalogenacji [85], Uwalnianie alkoholu prawdopodobnie nie stanowi etapu
ograniczajgcego szybkos¢ reakcji, o czym wnioskowano z pow'odu niemoznosci
zaobserwowania w badaniach rentgenograficznych alkoholu w wykrystalizowa-
nym enzymie po reakcji z DCE, podczas gdy z fatwoscig udokumentowano ist-
nienie komplekséw' enzymu z halogenkiem, a takze ze wzgledu na blisko 1000
razy wyzsza warto$¢ KMproduktu w stosunku do KM substratu (tab. 5), co ozna-
cza, ze utworzony alkohol tatwo dyfunduje z centrum aktywnego [104].

Tabela 5. Parametry kinetyczne DH1A dla wybranych substratéw [85]

X=C X=Br

Substrat Akat' M * “ka/ "M
AMMVI akss- [NT-s'q XMOME *ds>] - e

XCH-.CH-.X 0,53 33 6,2-103 0,01 3,0 3,0 105
CH3(CH2)2CH2X 2,2 15 6,8-102 0,06 0,94 1,6 m04
CH3(CH2)4CH2X 14 0,088 63 0,3 0,64 21103
ch2chxch3 13 0,15 12 13 21 16 103
hochZ2ch2x >400 0 0,70 11 2,8 2,5-102
ch2x2 > 100 0 0,70 24 39 1,6-103

Km - stata Michaelisa, - stata katalityczna (wartosci przy pH—38,2, 30 °C)
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Z drugiej strony, z faktu wystepowania inhibicji akompetycyjnej przez jo-
ny halogenkowe wywnioskowano, ze jony halogenkowe nie tgczg sie z wolnym
enzymem i dlatego nie mogg by¢ ostatnim produktem uwalnianym z enzymu
[113, 199].

W Swietle opisanych wczesniej wynikow badan nad sitg wigzania halogen-
kéw ze zalkilowanym i zmutowanym enzymem, przemawiajagcych réwniez na
korzysc¢ hipotezy o uwalnianiu chlorkow jako procesie zachodzgcym na koricu re-
akcji [109], alternatywna hipoteza co do kolejnosci uwalniania halogenkéw wy-
daje sie mocno watpliwa, tym bardziej, ze otrzymane zaleznosci (11V) =/(1/[S])
(odwrotnos$¢ szybkosci poczatkowej w funkcji odwrotnosci stezenia substratu)
charakterystyczne dla inhibicji akompetycyjnej mozna bytoby zaobserwowac tak-
ze w przypadku tgczenia sie inhibitora z kompleksem ES. Szybko$¢ uwalniania
anionu halogenkowego determinowana jest przez powolng izomeryzacje enzymu
zachodzacg ze stalg szybkosci 10 s"\ lub 14 s'1, odpowiednio dlajonéw brom-
kowych i chlorkowych [120].

Hipoteze, ze zmiany konformacyjne towarzyszg uwalnianiu anionu halogen-
kowego, potwierdza wedtug Janssena i wsp. [120] obserwowane spowolnienie
izomeryzacji enzymu w $Srodowisku D20, objawiajgce sie obnizeniem wartosci
£kat przy braku efektu izotopowego kkat/KM. Wiadomo bowiem, ze D20 zwigk-
sza site wigzan wodorowych i oddziatywan hydrofobowych, a takze zabezpiecza
niektdre biatka przed denaturacjg termiczng, nieodtgcznie zwigzang ze zmianami
konformacyjnymi [121, 122].

Ciekawg kwestigjest odmienna kinetyka reakcji dehalogenacji wyzszych ha-
loalkanow oraz haloalkanow rozgatezionych. W przypadku 1-chloroheksanu
oraz 1,2 -dichloropropanu etapem determinujgcym szybkos¢ reakcji jest rozpad
wigzania wegiel-chlor, a nie uwalnianie halogenku [113].

7.6. DEHALOGENAZA HALOALKANOWA Z RHODOCOCCUS RHODOCHROUS

Chociaz sekwencja dehalogenazy haloalkanowej z Rhodococcus rhodochrous
(oznaczana symbolem DHaA) jest homologiczna z DH1A w 30%, enzym cha-
rakteryzuje sie znaczaco inng preferencjg substratéw, a takze i odmienng zdolno-
Scig wigzania halogenkéw [101, 113], Potencjalnymi substratami DHaA sg
1,2-dichloropropan, 1,2,3-dichloropropan, 1,2-dichlorobutan i preferowana jest
hydroliza wigzania wegiel-halogen przy drugorzedowym atomie wegla, co suge-
ruje udziat mechanizmu SN1. Enzym ten moze mie¢ szerokie zastosowanie, gdyz
odpowiednie halohydryny powstajgce z wymienionych substratdw mogg stuzy¢
do produkcji epoksydow.

Oprocz acyklicznych drugorzedowych halogenkdw substratami DHaA sg
réwniez dos¢ duze halogenki cykliczne: chlorek i bromek cyklobutylu, bromek
cyklopentylu.
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Zdolnos$¢ hydrolizy wyzszych halogenkdw' wynika z wiekszej pojemnosci
centrum aktywnego DHaA (187 A3) w poréwnaniu z DH1A (96 A3) (schemat 18)
[123].

Schemat 18. Modele centrum aktywnego DH1A (A) i DHaA (B) [101]. Zaznaczona objeto$¢ cen-
trum aktywnego wedtug modelu GRASP [123] (za zgoda American Chemical Society)

DHaA nie podlega inhibicji przez jony halogenkowe co wigze sie z brakiem
reszty tryptofanowej, korespondujgcej z Trpl75 w DHLA, odpowiedzialnej za
wigzanie halogenkow [101].

8. DEHALOGENACJA KOMETABOLICZNA

Oprocz bakterii, wykorzystujgcych halogenopochodne organiczne jako
zrédta wegta i energii, wiele mikroorganizmow zdolnych do biodegradacji zwigz-
kéw chlorowcoorganicznych potrafi metabolizowac¢ je tylko w' drodze kometabo-
lizmu, zarbwno w procesach utleniania, redukcji, jak i hydrolizy. W tym przypad-
ku halogenopochodna organiczna nie bedgca sktadnikiem odzywczym meta-
bolizowanajest przez uktad enzymatyczny katalizujgcy degradacje zwigzkow ko-
niecznych do podtrzymania rozwoju i wzrostu mikroorganizmu i tylko w obecno-
$ci takich substancji (tj. ,,pierwszorzedowych substratow™) halogenopochodna ta
moze ulega¢ bioremediacji. Poznano organizmy degradujgce kometabolicznie
m.in. trichloroeten, chlorek winylu, 1,:-dichloroeten, 1,2 -dichloroeten, chlorome-
tan [106, 124-126].

Dehalogenacja kometaboliczna, z racji tworzenia reaktywnych produktéw
posrednich, jest czesto procesem samoograniczajgcym sie. Podczas degradacji
kometabolicznej trichtoroetenu (schemat 19) reaktywne epoksydy, powstajace
pod wptywem dziatania oksygenazy, powodujg dezaktywacje enzymu przezjego
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alkilacje, co wykazaly badania z inkorporacjagwegla C-14 ze znakowanego TCE.
Inaktywacja enzymu nastepowata po konwersji 200 czasteczek substratu przez
jedng czasteczke enzymu [127].

Cl

oksygenaza

NADH + 02+ H+
Cl

HCOOH + CO + CI2CHCOOH

Schemat 19. Kometaboliczna degradacja TCE przez mikroorganizmy utleniajace eten

Wykazano jednak, ze wprowadzenie czynnikéw' redukujacych, np. mréwcza-
nu, redukuje toksycznos¢ produktéw' posrednich, umozliwiajac dalszg dehaloge-
nacje [128],

Praktyczne zastosowanie dehalogenacji kometabolicznej wymaga wykorzy-
stania bioreaktoréw pracujacych w dwéch trybach, w trybie ,,wzrostu” i w trybie
»degradacji”. Najpierw biomasa zawierajgca bakterie zasilana jest w skfadniki
odzywcze (substrat pierwszorzedowy), a nastepnie wprowadza sie substrat pod-
dawany dehalogenacji oraz czynnik redukujacy. W przypadku degradacji chloro-
formu lub TCE przez metanotropow'ag bakterie Methylosinus trichosporium, przez
biomase przepuszcza sie metan i tlen, a nastepnie mréweczan i chlorowcopochod-
ng poddawang biodegradacji [128], Opracowano réwniez reaktory z cigglym
przeptywem substratu pierwszorzedowego i substratu dehalogenowanego, jednak
uktady te cechowata gorsza wydajnos¢. Trwajg takze badania nad bioremediacja
in situ przez stymulacje wzrostu bakterii metanotropowych naturalnie wystepu-
jacych w' zanieczyszczonych zbiornikach wndnych. Nasycenie skazonej wody
metanem i tlenem ma stymulowaé wzrost bakterii utleniajgcych metan i jedno-
cze$nie kometabolizujgcych zanieczyszczenia chlorowcopochodne [129], Bada-
no réwniez kometaboliczng bioremediacje in situ chlorowcopochodnych orga-
nicznych, w tym trichloroetenu i 1,2-dichloroetenu, prowadzong przez bakterie
utleniajgce toluen [130, 131], eten [132] oraz butan [133].

PODSUMOWANIE

Biorgc pod uwage ogromne rozpowszechnienie halogenopochodnych orga-
nicznych i toksyczne witasciwosci wielu z nich z jednej strony, a z drugiej -
wszechstronng stosowalno$¢ oraz niezbedno$¢ takze w procesach fizjologicz-
nych, mozna powiedzieé, ze badania nad enzymami dehalogenujagcymi maja
wielce praktyczne znaczenie, co obok waloréw' poznawczych wyjasnia ogromne
zainteresowanie tym tematem.



DEGRADACJA ZW IAZKOW CHLOROWCOORGANICZNYCH 907

Cho¢ poznano wiele gatunkéw bakterii zdolnych do metabolizowania halo-
genopochodnych organicznych, to doktadna analiza mechanizmu dehatogenacji
na podstawie okre$lonej struktury krystalograficznej oczyszczonego enzymu
mozliwa byta w nielicznych przypadkach. Najlepiej poznane pod tym wzgledem
sg dehalogenazy hydrolityczne. Analiza struktury centrum aktywnego, wspoma-
gana m.in. badaniami efektéw izotopowych, modelowaniem molekularnym, za-
stosowaniem mutacji punktowych, pozwolita okresli¢ role poszczeg6lnych ami-
nokwasow' w procesie katalizy oraz wyjasnita wiele aspektow kinetycznych. Po-
znane dehalogenazy degradujgjednak tylko proste chlorowcopochodne o niskich
masach czasteczkowych. Rowniez nie zawsze dehalogenacja przebiega az do mo-
mentu usuniecia wszystkich atoméw chloru. Pewne problemy stwarza np. deha-
logenacja redukcyjna trichloroetenu za pomocg niektorych szczepow bakterii, za-
trzymujaca sie na etapie chlorku winylu, bedacego produktem znacznie bardziej
szkodliwym niz sam substrat. RoOwniez degradacja kometaboliczna wymaga roz-
wigzania kwestii ,,uodpornienia” mikroorganizmow kometabolizujacych, ni-
szczonych przez produkty degradacji chloropochodnych. Problemem, kt6ry za-
pewne diugo pozostanie nie rozwigzany, jest biodegradacja zwigzkéw wielochlo-
roorganicznych o duzej masie czasteczkowej, stwarzajgcych zagrozenie w przy-
padku degradacji termicznej czy fotodegradacji i powodujgcych duze problemy
zwigzane ze skfadowaniem. Niezwykta zdolnos¢ niektorych dehalogenaz do roz-
ktadu wigzan halogen-w'egiel aromatyczny moze stanowi¢ réwniez cenng alter-
natywe dla chemicznych metod syntezy, wymagajacych czesto drastycznych wa-
runkdw, bedac przy tym metodg o bardzo duzej regio- i stereospecyficznosci.

Takze dehalogenazy katalizujgce dejodynacje, zachodzgcajako proces fizjo-
logiczny u cztowieka, stanowig przedmiot zainteresowan z racji badan nad zabu-
rzeniami homeostazy jodu i hormondéw' tarczycy oraz odpowiednimi metodami
terapii. Zainteresowanie enzymami dehalogenujgcymi dotyczy wielu dziedzin
nauki, dlatego tematyka ta rozwija sie intensywnie.

Praca dofinansowana przez Komitet Badan Naukowych.
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ABSTRACT

Metal complexes derived from Schiffbases have been known for one hundred
years. The complexes have played important role in the development of coordina-
tion chemistry. This situation is manifested by huge number of publications
ranging from the physicochemical to biochemical relevant studies of these com-
plexes. The reasons for this sustained interest in those compounds are undoubtedly
many but important among them must be their general ease to preparation, and
diverse properties, e.g., their ability to reversibly bind oxygen, catalytic activity,
photochromie and thermochromie properties.

Schiffbases are those compounds containing the azomethine group (—(RHC=N—)
and usually formed by the condensation of amine with carbonyl compound.
Bases which are effective as coordinating ligands bear a functional group, usually
—OH, so near the site of condensation that a five- or six-membered chelate ring
can be formed upon reaction with a metal ion. Tautomeric equilibrium of three
tautomers is possible for Schiff base compounds: imine, enamine and keto-
-imine. The presence ofthe imine and enamine tautomeric forms depends on the
formation of intramolecular hydrogen bond. It is claimed that enamine form is
dominant in napthaldimines while imine form in salicylaldimines. The distribution
ofthe tautomeric equilibrium is strongly dependent on the solvents. The presence
ofketo-imine form is insignificant for Schiffbase compounds, but is found in the
case of p-diketones and aiylimines of P-ketoethers.

The most significant complexes of the salicylaldimines are of the types: bi-,
tri- and tetracoordinate. The geometry of Schiff base complexes depends on
substituent at the coordinating nitrogen atoms. For tetracoordinate copper(ll)
complexes different type of geometry is possible. A planar structure has been
established for the copper(ll) complexes (with bidentate Schiff base) where the
substituent is hydrogen atom, hydroxyl, methyl, «-butyl or «-amyl group. On the
other hand the copper(ll) complexes where the substituent is isopropyl or tert-
-butyl are pseudo-tetrahedral.

For tetracoordinate cobalt(ll), either a square-planar or pseudo-tetrahedral
geometry is possible. A pseudo-tetrahedral structure has been established for the
cobalt(ll) complexes (with bidentate Schiffbase) where the substituent is «-propyl,
isopropyl, n-butyl, tert-butyl, cyclohexyl or aryl group. Cobalt(Il) complexes with
bidentate Schiff bases where the substituent is hydrogen atom or hydroxyl group
have a planar geometry, because of formation of hydrogen bonding between hy-
drogen (from hydroxyl group) and oxygen (from aldehyde linkage). Geometry of
this type is characteristic for cobalt(ll1) complexes with Schiff base tetradentate
(e.g., with salicylidene-ethylenediamine).

The aim of this account is to summarize the results of studies of structural
and spectroscopic properties on Schiff bases and their complexes. These have
been reviewed based on 104 articles.
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WSTEP

Pierwsze syntezy kompleksow metali z zasadami Schiffa wykonane byty
w latach 40. ubiegtego stulecia. Te ,stare” zwigzki cieszg sie nadal ogromng po-
pularnoscig. Swiadczy o tym olbrzymia liczba publikacji z wielu dziedzin, od fi-
zykochemii do biochemii. Ogromna liczba zwigzkdéw tego typu jest trwata che-
micznie, co utatwia przeprowadzanie roznych badan na tych kompleksach. Duze
zréznicowanie w strukturze samych ligandéw i mozliwo$¢ réznej koordynacji
sprawia, ze liczba tej klasy zwigzkow stale wzrasta. Kompleksy metali przejscio-
wych pierwszego szeregu z zasadami Schiffa, a w szczeg6lnosci miedzi(ll), ni-
klu(Il) i kobaltu(Il), byty badane w wielu aspektach: odkryta zostata ich rola w re-
akcjach enzymatycznych, stosowano je jako modele bardziej skomplikowanych
uktadow biologicznych [1-6], badano efekty steiyczne [7-16] oraz struktury
krysztatow [17-43]. Znaczng uwage zwrocono takze na ich strukturalne zmiany
spowodowane rozmiarem i whasciwosciami podstawnika przy azocie iminowym.

Przedstawiony ponizej przeglad literaturowy, poszerzony o badania wiasne,
dotyczy charakterystyki zasad Schiffai ich kompleksow z metalami przejsciowy-
mi, a w szczegolnosci z miedzig(ll) i kobaltem(l1). G¥dwnym celem pracy jest
przedstawienie wptywu podstawnikéw w czesci aldehydowej i aminowej ligan-
déw na geometrie form kompleksowych zaréwno w stanie statym, jak i w roz-
tworach oraz wptywu rozpuszczalnika i podstawnikéw na ich widma.

CHARAKTERYSTYKA ZASAD SCHIFFA

Definicja. Zasady Schiffa sg to zwigzki ztozone z ugrupowania azometyno-
wego (—(RHC=N— zwykle tworzone przez kondensacje aminy z aktywnym
zwigzkiem karbonylowym. Ligandami efektywnymi sgte, ktére majg grupy funk-
cyjne. Najczesciej spotykanajest grupa —OH. W reakcjach zjonami metalu zwy-
kle tworzg pierScienie piecio- lub szeSciocztonowe. Z powodu wielkiej elastycz-
nosci w tworzeniu zasad Schiffa mozna otrzymac¢ wiele ligandéw o réznych ty-
pach struktur. Na przykitad: zasady Schiffa dwu- i polidonorowe, pochodzace od
aldehydu salicylowego (2 -hydroksybenzylidenoiminy) oraz od p-ketonow (keto-
iminy), zasady Schiffa alifatyczne oraz utworzone z kondensacji aminy funkcyj-
nie podstawionej i zwigzkow 1,2 -dikarbonylowych.

Znaczenie biologiczne. Od opublikowanej w 1933 r. przez Pfeiffera obser-
wacji zmiany barwy kompleksu [Co(salen)] (H2salen = 2-hydroksybenzylideno-
etylenodiamina) z czerwonej na czarng, nie przestano interesowac sie zwigzkami
tego typu. Zwiaszcza, ze zjawisko to zinterpretowat nieco pdzniej, bo w 1938 r.,
Tsumaki jako odwracalne przytgczanie tlenu z powietrza [2, 44]. Mechanizm
przytaczania odwracalnego tlenu w takich uktadach byt badany w latach 70. Po-
jawity sie przypuszczenia, ze proces absorpcji tlenu przez kompleks [Co(salen)]
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jest podobny do odbywajgcego sie w przyrodzie procesu, w ktérym gtéwnarole
odgrywajg hemoglobina i hemerytryna. Najprostszg drogg do poznania mechani-
zmu omawianej reakcji byto wyznaczenie struktur komplekséw powstajagcych
w wyniku tego procesu. Po badaniach wstepnych okazato sie, ze produkty reak-
cji sg zalezne od wielu czynnikéw, takich jak temperatura, uzyty rozpuszczalnik
i in. Niemniej jednak doniesienia o sktadzie i formach proponowanych uzyskiwa-
nych produktéw byty rdézne, a czesto nawet sprzeczne. Dopiero Ochiai [45]
w 1973 r. podal mechanizm przylaczania tlenu przez [Co(salen)]. Ustalit, ze
w pierwszym etapie, przy wysokim ci$nieniu tlenu, absorbowana jest wiecej niz
jedna czasteczka 0 2 przez jeden mol kobaltu(ll) z utworzeniem formy monome-
iycznej typu Co02. Nastepnie znacznie wolniej tworzy sie dimer typu Co—O —Co.
Opisany kierunek badan zwiazkéw kompleksowych z zasadami Schiffa nie byt
jedyny, faktem jest, ze badania tego typu sg bardzo wazne i pomocne w rozwia-
zywaniu podobnych problemow zwigzanych z procesami zachodzacymi w przy-
rodzie. Jakkolwiek biologiczne znaczenie zasad Schiffa oraz ich komplekséw to
nie tylko zdolno$¢ do odwracalnego przytaczania tlenu, ale takze wiele innych
aspektow. Omawiany powyzej kompleks [Co(salen)] dzieki swoim wiasciwo-
Sciom znalazt zastosowanie w wielu reakcjach utleniania i redukcji. Wykorzysty-
wano go jako katalizator w reakcjach utleniania fenoli, indoli, amin i innych sub-
stancji [46],

Okazato sie, ze niematg role w dziedzinie chemii bionieorganicznej odgry-
wajg kompleksy miedzi(ll) z tréjdonorowymi zasadami Schiffa. Te kompleksy
stuzgjako wartoSciowy, nieenzymatyczny model witaminy Be. Ponadto wykazu-
ja one wiasciwosci przeciwzapalne i przeciwbakteryjne [47],

Kompleksy miedzi(ll), niklu(ll), kobaltu(l1) i cynku(ll) z dwudonorowymi
zasadami Schiffa pochodzgcymi od aldehydu salicylowego i prostego aminokwa-
su, tj. glicyny, wykazujg silne wiasciwosci inhibitorow dla nastepujacych grzy-
boéw: Gypseum, Floccesum, Canis i Rubrum [48].

Parashar i Sharma [3] badali witasciwosci biologiczne zasad Schiffa,
a w szczegolnosci Hsap (2-hydroksybenzylideno-2-aminopirydyna) oraz jego
komplekséw z miedzig (1) i kobaltem(ll). Badania prowadzili na bakteriach Sta-
phylococcus aureus i Escherichia coli oraz grzybach Aspergillus niger, Asper-
gillus nidulans, Candia albicans. Z badan wynika, ze zwigzki kompleksowe
wykazujg wyzszg aktywno$¢ antybakteiyjng niz ligandy. Z badanych komple-
kséw najwiekszg aktywnoscig przeciwzapalng charakteryzuje sie kompleks
[Co(sap)2],

Same ligandy odgrywajg znaczacg role w chemii bioorganicznej. Sg pro-
duktami przejsciowymi reakcji enzymatycznych [49], np.: dekarboksylacji p-
lub cc-ketonokwaséw czy enzymatycznej kondensacji aldolowej oraz kondensa-
cji Claisena. W reakcjach biochemicznych powstajag czesto na skutek faczenia
sie zwigzkéw karbonylowych z biatkami, np. powstawanie rodopsyny (zasady
Schiffa) w wyniku reakcji 4,5-ci.s-retinalu (izomer witaminy A) z opsyng (biai-
ko) w procesie widzenia.
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1. STEREOCHEMIA

Ro6znorodnos¢ form tautomeiycznych oraz wystepowanie izomeréw geome-
trycznych spowodowaly rozpoczecie badan nad stereochemia zasad Schiffa. Na
przetomie lat 60. i 70. wzrosto zainteresowanie wtasciwosciami fototropowymi
statych zasad Schiffa pochodzacych od aldehydu salicylowego. Zauwazono, ze
podczas naswietlania statych zasad Schiffa swiattem UV krysztaly jasnozotte
zmienialy barwe na czerwona. Proces ten mozna odwroéci¢ fotochromowo (na-
Swietlajac je Swiattem VIS) lub w sposob termiczny (przez podwyzszenie tempe-
ratury). Zjawisko to ttumaczono jako odwracalny tautomeiyzm formy iminowej.
Badania opisywanych zjawisk prowadzono gtdéwnie na krystalicznych zasadach
Schiffa lub matrycach szklanych w niskich temperaturach [50]. Badano takze
wplyw réwnowag na widma elektronowe statych zasad Schiffa pod wptywem
promieniowania UV czy temperatury. Ze wzgledu na czynnik powodujacy zmia-
ny w widmach zasady te podzielono na dwie klasy. Pierwsza charakteryzuje sie
pasmem absorpcyjnym przy ok. 20 800 c¢m '], ktérego zanikanie spowodowane
jest naswietlaniem (fotochromizm). Druga charakteryzuje sie pasmem w tempe-
raturze pokojowej w tym samym zakresie, ale jego intensywno$¢ zmniejsza sie
wraz ze zmniejszaniem temperatury, az w koicu zanika w temperaturze cieklego
powietrza (termochromizm). Oba procesy sg odwracalne. Wysunieto hipoteze
[51], ze czasteczki wykazujgce termochromizm sg ptaskie, natomiast odksztatco-
ne wykazujg fotochromizm. Badania tego typu staly sie przestanka do stworze-
nia hipotezy, ze tautomeryzm moze wystepowac takze w roztworach. Badania
spektroskopowe roztworow zasad Schiffa, prowadzone w temperaturze pokojo-
wej, potwierdzity te hipoteze [52-56]. Dowiedziono, ze obecno$¢ w roztworze
form tautomerycznych (iminowej i enaminowej) zalezy od wewnatrzczgsteczko-
wego wigzania wodorowego miedzy azotem (ugrupowanie iminowe) a wodorem
(grupa hydroksylowa). Réwnowaga tautomeryczna powinna wzrasta¢ ze wzro-
stem zasadowosci azotu iminowego lub ze wzrostem kwasowos$ci grupy hydro-
ksylowej [57]. Zauwazono takze, ze formg dominujaca dla zasad Schiffa pocho-
dzacych od aldehydu naftoesowego jest enamina, podczas gdy dominacja formy
iminowej w rownowagach tautomerycznych zasad Schiffa pochodzacych od al-
dehydu salicylowego zalezy od polamosci rozpuszczalnika. Pomiary spektrofo-
tometryczne wykazaty, ze pasmo absorpcyjne ponizej 25 000 cm' :jest charakte-
rystyczne dla formy enaminowej zasad Schiffa. Interesujacy jest fakt, ze w zasa-
dach Schiffa pochodzacych od aldehydu naftoesowego i aniliny zawsze obserwo-
wane jest pasmo przy 25000 cm'l, Swiadczace o udziale formy enaminowej.
W ligandach pochodzgcych od aldehydu salicylowego i aniliny pasmo to niejest
obserwowane ani w rozpuszczalnikach polarnych, ani niepolamych. Obserwuje
sieje jedynie dla zakwaszonych roztworéw wodnych [58].

Ledbetter [55] badat spektroskopowo réwnowagi tautomeryczne zasad Schif-
fa pochodzacych od o- i p-hydroksybenzaldehydu w roztworach. Na podstawie
widm roztworéw w EtOH, cykloheksanolu i ich mieszaninie stwierdzit istnienie
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punktow izozbestycznych, zwigzanych z wystepowaniem dwdch form liganda
charakteryzujgcych sie absorpcjg w tym zakresie. Doktadniejsze badania struktu-
ralne oparte na strukturze molekularnej dla Hsalan (2-hydroksybenzylidenoanili-
na) i jej pochodnych wykazaty w roztworach alkoholowych o witasciwosciach
kwasowych istnienie réwnowagi tautomeiycznej form: iminowej 2*enaminowej.

Zasady Schiffa pochodzace od aldehydu salicylowego moga wystepowac
w postaci trzech izomeréw tautomerycznych [15], kt6re przedstawiono na sche-
macie 1. Obecnos$¢ form tautomerycznych: iminowej (1) i enaminowej (2), zalezy
od tworzenia wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego. Na podstawie ba-
dan ciat statych stwierdzono, ze forma 2 jest dominujgca dla naftylidenoimin,
a forma 1 dla 2-hydroksybenzylidenoimin. Obecno$¢ obu typéw réwnowag
w roztworach jest zalezna od polamosci rozpuszczalnika [58],

R1 R1 R1

1limina 2 enamina 3 ketoimina

Schemat 1

Forma ketoiminowa (3) jest energetycznie korzystna dla zasad Schiffa pocho-
dzacych od (3-aminopropenonu (tionow) lub 2 -hydroksy- (tio-, seleno-) heteroaro-
matycznych aldehydoéw, np. pyrrolowych, tiofenowych, fiiranowych i ich pochod-
nych oraz azoli. Forma 3 jest dominujaca, zarowno w roztworach, jak i w ciatach
statych, niezaleznie od podstawnika w ugrupowaniu aldehydowym czy iminowym
oraz rodzaju rozpuszczalnika i temperatury. Dla zasad Schiffa pochodzacych od al-
dehydu salicylowego i arylowej aminy oraz od aldehydu 2-hydroksy-3-naftoeso-
wego i aminy arylowej lub alkilowej formg dominujgca w roztworachjest 1, w za-
leznosci od polamosci rozpuszczalnika. Tak duze zrdznicowanie w strukturach
tego typu zasad Schiffa jest zwigzane z podstawieniem przy azocie aminowym
grupy arylowej grupa alkilowa. Takie podstawienie (gdy atomem donorowym
w ugrupowaniu aldehydowym jest O, S lub Se) stabilizuje forme 3. Alkilowe lub
arylowe podstawniki przy weglu azometynowym i grupa odciggajaca elektrony
z aldehydowej czesci wystepuje gtéwnie w formie 1. Przesuniecie rownowagi tau-
tomerycznej w strone 3 zalezy od rodzaju rozpuszczalnika. Rozpuszczalniki pro-
tyczne i aprotyczne z duzg stalg dielektryczng sprzyjajg wystepowaniu formy 3.

Z przedstawionych danych wynika, ze kierunek rGwnowagi tautomerycznej za-
sad Schiffajest zalezny gtownie od witasciwosci kwasowych rozpuszczalnika. Pro-
wadzono wiec badania wptywu stezenia jonu wodorowego w rozpuszczalntku na
widma zasad Schiffa pochodzgcych od aldehydu salicylowego, 3-hydroksy-izoal-
dehydu nikotynowego i waliny [59]. Najprostszym sposobem przeprowadzenia ba-
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dan tego typu bytyby badania potencjometryczne w wodzie. Jednak tej klasy zwigz-
ki w wodzie ulegajg catkowitej hydrolizie prowadzacej do utworzenia aldehydu
i aminokwasu. Proby mieszania rozpuszczalnikdw organicznych z wodg (np. 1,4-
-dioksan, DX) takze nie przyniosty pozytywnych rezultatéw. Niemniej jednak, ba-
dania takie zostaty przeprowadzone w DX, ktory zakwaszano kwasem octowym
[60]. Widmo 2-hydroksybenzylidenowaliny w ,,obojetnym” DX charakteryzuje sie
czterema maksimami przy okoto 24 300,31100,35 800 i 38 200 cm * Pasma przy
24 3001 35800 cm'lautorzy [60] przyporzadkowali przejSciom zwigzanym z for-
ma 2, a pozostate (przy okoto 31100 i 38200 cm"1) z formg 3. Ze wzrostem steze-
niajonéw wodorowych intensywno$¢ maksimow odpowiadajacych przejsciom for-
my 2 (przy okoto 24 300 i 35 800 cm']) maleje, a formy 3 wzrasta. Takie zmiany
w widmie powodujg powstawanie punktéw izozbestycznych przy okoto 28 500,
33300 i 37000 cm"1 Ostatecznie tworzg sie dwa maksima przy okoto 31150
i 38 300 cm'lodpowiadajace formie protonowanej tautomeru 3. Podobne zmiany
zaobserwowano dla zasady Schiffa pochodzacej od 3-hydroksy-izoaldehydu nikoty-
nowego i waliny [60] oraz pochodzacych od aldehydu salicylowego i o-metoksya-
niliny czy n-butylaminy [61]. Ze wzrostem stezeniajonow hydroksylowych w roz-
tworze, widma omawianych ligandéw zmieniajg sie w podobny sposob. Takie zmia-
ny rownowagowe prowadzg do utworzenia formy deprotonowanej tautomeru 1.
Niektoiych wiasciwosci fizycznych zasad Schiffa nie mozna wyjasnic istnie-
niem ich izomerdw tautomerycznych i geometiycznych. Celowe wydato sie wiec
rozwazenie ich izomerdw konformacyjnych. Poczatkowo zaktadano, ze czgsteczka
zasady Schiffajest ptaska, a kat zaznaczony na schemacie 2 linig pogrubiong wyno-
si 180°. Przy takiej konformacji nie mozna byto wyttumaczy¢ nastepujacych wia-
Sciwosci zasad Schiffa: niskiej intensywnosci dtugofalowych pasm, stabej zasado-
wosci, niestabilnosci izomeru syn oraz anomalii w warto$ciach momentu dipolowe-
go. Stwierdzono, ze wszystkie powyzsze zagadnienia mozna wyttumaczy¢ jedynie
przy zatozeniu, ze pierScienn aminowy nie jest wspdiptaszczyznowy z mostkiem
C=N i pierscieniem aldehydowym. Podstawnik arytowy przy azocie iminowym
(R2)jest zwykle skrecony wzdtuz osi wigzania C—N o kat (p2, podczas gdy pierscien
aromatyczny z czesci aldehydowej jest wspotptaszczyznowy z grupg azometynowa.

Charakter zasad Schiffajest zwigzany z efektami sterycznymi i elektronowy-
mi. Na przyklad, jesli podstawniki: w czesci aminowej (R2) oraz przy weglu azo-
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metynowym (R3) sg akceptorami elektrondw, to powodujg wzrost wartosci kata
g2 (konformacja odksztatcona), podczas gdy podstawnik donorowy czesci ami-
nowej (R2) zmniejsza go [15]. Niemniej ta prosta zaleznos$¢ nie zawsze jest spet-
niona, zwtaszcza dla ciat statych, w ktérych wystepuje wiele mezomorficznych
modyfikacji. Podstawnik hydroksylowy (pozycja ortd) w ugrupowaniu aldehydo-
wym tylko nieznacznie wptywa na catkowitg konformacje czasteczki, np. kat e2
dla A-fenylobenzylidenoimin wynosi 55,2° i 49° w przypadku odpowiednich
A-fenylo-2-hydroksybenzylidenoimin. Konformacja skrecona zasad Schiffa byta
potwierdzona roznymi metodami zaréwno dla ciata statego [62], jak i roztworow
[63, 64] oraz obliczeniami teoretycznymi [65-67].

Nizsza zasadowo$¢ zasad Schiffa, niz np. pirydyny, wynika z wiekszej delo-
kalizacji pary elektronowej na skutek konformacji odksztatconej [68],

Réznice w warto$ciach momentéw dipolowych w para- i niepodstawionych
zasadach Schiffajest ttumaczone dodatkowym oddziatywaniem elektronéw azo-
tu iminowego z elektronami podstawnika (np. N 02). Oddziatywania tego typu sg
mozliwe tylko przy konformacji odksztatconej.

Wszystkie omawiane efekty majg wptyw na widma Uganda. Niska in-
tensywnos$¢ pasm diugofalowych zwigzana jest takze z wielkoscig kata
C=N—Cpiersden aminowy [68]. Ze wzrostem kata zmniejsza sie intensywnos¢
pasm odpowiadajgcych przejsciom u —n* (przy okoto 36 000 cm-1). Intensyw-
no$¢ pasm przy okoto 37 000 cm"1nie zalezy od wartosci kata, jest ona zwigza-
na gtownie z przeniesieniem tadunku z pierscienia aminowego do mostka C=N.
Pasmo to jest charakterystyczne dla wszystkich konformacji zasad Schiffa. Inten-
sywno$¢ pasma o wyzszej energii (okoto 38 500 cm-1) maleje ze wzrostem kata
C =N —<Cpiersciet aminowy Intensywnos$¢ pasm wysokoenergetycznych (powyzej
48 500 cm™"J) jest niezalezna od kata.

2. WIDMA ELEKTRONOWE LIGANDOW

Zdarza sie, ze zwigzki organiczne charakteryzujg sie zerowg absorbancjg
w czesci UV i VIS. Intensywnos¢ barwy tej klasy zwigzkéw zalezy od liczby
wigzan podwojnych oraz polamosci czasteczki. Prowadzono badania wplywu
podstawnika na widma stilbenu i azobenzenu (symetryczne grupy chromoforowe
—CH=CH— lub —N=N—), ktdre wykazaty znaczny wptyw podstawnika na
widma tych zwigzkow. Badania rozszerzono o czasteczki bardziej skomplikowa-
ne majgce asymetryczne grupy chromoforowe - zasady Schiffa —CH=N—). Ba-
dania wptywu podstawnika, w pierscieniach benzenowych aldehydu i aminy,
w pozycji para, na widma elektronowe pochodnych benzylidenoaniliny (BA)
[69] prowadzity do podobnych wnioskéw. Obserwowano przesuniecie batochro-
mowe maksimum dtugofalowego w szeregu (gdzie Dm = (CH3)2):

BA > BA-NO2 > 0N-BA > Dm-BA > BA-Dm > Dm-BA-N02 > 02N-BA-Dm
vmax32 200 29700 29500 28000 26600 24700 22100 cm'1
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Ledbetter [55, 57] badat wptyw podstawnika na widma roztworéw alkoho-
lowych zasad Schiffa pochodzacych od aldehydu salicylowego i aniliny. Z badan
wynika, ze jedynie maksimum przy ok. 37 200 cm™"1nie zmienia potozenia dla
szeregu podstawnikéw. W naszych badaniach [70] dotyczacych zasad Schiffa,
pochodzacych od aldehydu salicylowego i 2-aminopiiydyny (Hsap), 2-aminotia-
zolu (Hsat), aniliny (Hsalan) oraz aldehydu 5-bromosalicylowego i 2-aminopiry-
dyny (HBrsap), stwierdzono, ze zmiany w widmach sg widoczne gtownie w za-
kresie 28 000-29000 cm 'l Ogélnie mozna stwierdzi¢ przesuniecie hipsochro-
mowe widm w tym zakresie, w kolejnosci:

Hsat < HBrsap < Hsap < Hsalan.

Wplyw rozpuszczalnika na widma badanych ligandéw ujawnia sie w efek-
tach hipo- i hiperchromowych.

CHARAKTERYSTYKA ZWIAZKOW METALI Z ZASADAMI SCHIFFA

Najczesciej spotykane struktury kompleksow metali z zasadami Schiffa, po-
chodzacymi od aldehydu salicylowego, przedstawiono na schemacie 3. W przy-
padku struktury (1) istnienie izomeréw cis i trans uwarunkowane jest wielko$cig
podstawnika R2. Na schemacie przedstawiono tylko formy monomeryczne, jakie
z reguty tworzg kompleksy z ligandami tego typu. Niemniej jednak kompleksy
te czesto wystepujg w formach dimerycznych, zwtaszcza w przypadku ligandow
cztero- oraz trojdonorowych. Tworzg one wowczas formy cztero- lub piecioko-
ordynacyjne. W zaleznosci od liczby grup aminowych w taicuchu alifatycznym
D (struktura (3), schemat 3) moze zmienia¢ sie donorowos¢ ligandéw. Kiedy tan-
cuch stanowi amina drugorzedowa, np. 1,7-diamino-dipropyloamina, ligand jest
pieciodonorowy (dwa donory tlenowe pochodzace od aldehydu salicylowego
i trzy azotowe od aminy).

Schemat 3
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1. STEREOCHEMIA

Holm i O’Connor [10] sugerowali, Ze stereochemia czterokoordynacyjnych
kompleksdw miedzi(ll) i niklu(Il) (azoto- i tlenodonorowych) zalezy od podstaw-
nika przy azocie iminowym. Kompleksy te sg ptaskie, kiedy podstawnikiem jest
woddr, natomiast w obecnosci podstawnika wiekszego geometriajest albo ptaska,
albo pseudotetraedryczna. Chociaz atom miedzi jest bardziej ,,odporny” na przyj-
mowanie symetrii tetraedrycznej, geometria kompleksow zalezy gtéwnie od ty-
pu Uganda, efektdw steiycznych wigzan wodorowych i naprezer powodowanych
przez podstawnik przy azocie iminowym.

Stwierdzono, za pomocg badan struktury krysztatu, ze ligandy majg ptaska
trans geometrie dookota atomu miedzi (amina alkilowa). Geometria ptaska
jest nieznacznie odksztatcona tetraedrycznie. O odksztatceniu $wiadczg katy
N—Cu—N (178°) i O—Cu—O (176°). Sg one typowe dla niewielkiego odksztat-
cenia tetraedrycznego od geometrii ptaskiej.

Kompleksy czterokoordynacyjne z zasadami Schiffa typu MN20 2mogg wy-
stepowaé zarowno w tetraedrycznych, jak i w ptaskich strukturach. Cechuje je
zdolnos$¢ do zmian izomerycznych, tj. sterecizomerii (zmiana geometrii wokotjo-
nu metalu) i izomerii geometrycznej. Uktad mniej energetyczny (bardziej stabil-
ny) moze odpowiada¢ zaréwno geometrii ptaskiej, jak i tetraedrycznej. Zdolnos¢
metali do tworzenia tetraedrycznych komplekséw z zasadami Schiffa izosterycz-
nymi wzrasta w nastepujagcym szeregu [15, 71]:

Pd<Cr<Cu=Ni<Co<Fe<Zn<Cdc< Be.

W przypadku metali o konfiguracji d° i <710 struktura ptaska oczekiwana jest
tylko jako stan przejSciowy w reakcji wzajemnej przemiany tetraedrycznych form
enancjomerycznych. Z badan mechaniki kwantowej wynika, ze roznica energii
miedzy strukturg ptaska a tetraedryczng zmniejsza si¢ dla mniej elektroujemnych
metali i dla bardziej elektroujemnych atomow donorowych.

2. SYMETRIA ZWIAZKOW KOMPLEKSOWYCH
Z ZASADAMI SCHIFFA A WIDMA

2.1. Kompleksy miedzi(ll)

Wiele kompleksow miedzi(ll) z dwudonorowymi zasadami Schiffa, pocho-
dzacymi od aldehydu salicylowego, zostato zbadanych. Wiekszo$¢ zwigzkow te-
go typu byta rozwazana jako zwigzki o geometrii kwadratowej. Niektére z nich
istniejg w postaci dimeiycznych czasteczek, ktore majg bardzo stabe wigzanie
miedzy atomami miedzi.

Geometria tej klasy zwigzkdw zalezy gtdwnie od podstawnika R2 przy azo-
cie iminowym (schemat 3). Jesli podstawnikiem tym jest grupa arylowa lub alki-
lowa (H, OH, CH3, «-propyl, n-butyl), to kompleksy charakteryzujg sie ptaska ge-
ometrig chromoforu [14], przy czym zwykle konformacja kompleksu jest na-
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przemianlegta [10, 72], Odksztatcenie od takiej geometrii moze nastgpi¢, kiedy
wystepujg znaczne przeszkody steiyczne. Kiedy podstawnik stanowi grupa tert-
-butylowa, izopropylowa czy cykloheksylowa, kompleksy z tego typu ligandami
sg pseudotetraediyczne [73, 74, 88], Na podstawie widm elektronowych oraz
badan struktur krysztatdw stwierdzono, ze odksztatcenie tetraediyczne maleje
w nastepujgcym szeregu [8, 75]:

etyl > difenyl > tert-butyl > izopropyl > cykloheksyl.

Badania krystalograficzne wykazaty, ze kat miedzy ptaszczyznami tworzo-
nymi przez ugrupowania N—Cu—O dla komplekséw z podstawiong grupg ety-
lowgwynosi 36°, difenylowa- 37°, toz-butylowa- 54°, grupg izopropylowa 60°
[8, 75],

Ptaskie kompleksy z podstawnikiem «-butylowym charakteryzuja sie szero-
kim pasmem przy ok. 16 000 cm™1, podczas gdy formy tetraediyczne z podstaw-
nikiem tert-butylowym absorbujg przy ok. 9000 i 13000 cm-1. Tetraediyczna
i ptaska geometria kompleksow miedzi z zasadami Schiffa pochodzgcymi od al-
dehydu salicylowego zalezy takze od podstawnika w ugrupowaniu aldehydo-
wym. Kiedy podstawnik ten stanowi wodér, grupa metylowa w potozeniu 3 lub
5, kompleksy tego typu majg geometrie tetraedryczng. W przypadku gdy pod-
stawnikami sg: chlor w potozeniu 3 lub 5, brom w potozeniu 3, grupa nitrowa
w potozeniu 3 lub 5, kompleksy sg ptaskie [14]. Kompleksy 2-hydroksybenzy-
lidenoiminowe miedzi(ll), ktore w ciele statym sg ptaskimi izomerami trans,
w roztworach nie zmieniajg swojej geometrii. Widma pola ligandéw zwigzkow
tego typu nie zmieniajg sie w czasie. State sg takze momenty magnetyczne ich
roztworéw. Moment magnetyczny zmienia si¢ w zakresie 1,83-1,86 jllb w rozpu-
szczalnikach niepolamych [7] i praktycznie nie zmienia sie w stosunku do ciata
statego.

W naszych badaniach [70] nad kompleksami miedzi(ll) z dwudonorowymi
zasadami Schiffa pochodzgcymi od aldehydu salicylowego, jego pochodnych
i amin aromatycznych stwierdzono, ze podstawniki przy azocie iminowym
i w czesci aldehydowej ligandéw wptywajg na intensywno$¢ maksimow widm.
Szczegdlnie przy ok. 25 000 cm"lobserwowany jest efekt hiperchromowy w ko-
lejnosci:

[Cu(sat)2] < [Cu(sap)?] < [Cu(Brsap)2].

Zmiany geometrii chromoforu pod wpltywem rozpuszczalnika wystepujg
w przypadku komplekséw [Cu(sapN)2] (HsapN=2-hydroksybenzylideno-5-ni-
tro-2-aminopirydyna) i [Cu(Nsap)2] (HsapN = 2-hydroksy-5-nitrobenzylideno-2-
-aminopiiydyna). W przypadkach gdy nie zmienia sie pierwsza sfera koordynacyj-
na, intensywno$¢ maksimoéw w widmach roztwordw kompleksow zalezy od roz-
puszczalnika. W zakresie VIS obserwuje sie efekt hipochromowy w kolejnosci:

1,4-dioksan < dimetyloformamid = dimetylosulfotlenek < chloroform.
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Kompleksy z trojdonorowymi zasadami Schiffa: 2-hydroksybenzylidenoimi-
nami w stanie statym wystepujg w postaci dimeréw [76]. W rozpuszczalnikach
donorowych tworzg one pseudotetraedryczne solwaty. W pirydynie solwaty takie
zmieniajg geometrie na piramide tetragonalng, w ktorej czasteczka pirydyny jest
skoordynowana w pozycji aksjalnej [77, 78]. Geometria piramidy tetragonalnej
jest charakterystyczna takze dla mieszanych komplekséw miedzi(ll) z tréjdono-
rowymi zasadami Schiffa. Badania struktur krysztatbw komplekséw miedzi z za-
sadami Schiffa pochodzagcymi od aldehydu salicylowego i glicyny prowadzit
Warda [79-81]. W kazdym z przypadkow geometrie wokotjonu centralnego opi-
sywat jako piramide tetragonalng utworzong przez atomy donorowe, pochodzg-
ce od zasady Schiffa (N,02), oraz ligandy jednodonorowe wody, 2,3-dimetylopi-
rydyny [80] lub inne.

Przyktadem pieciokoordynacyjnego kompleksu o geometrii piramidy tetra-
gonalnej jest kompleks miedzi(ll) z H2salen (przy uwzglednieniu wigzania mie-
dzyczasteczkowego Cu—0')- Widma statego kompleksu wykazujg bowiem cha-
rakterystyczne dla pieciokoordynacyjnych komplekséw maksima w zakresie VIS
przy ok. 20 800 i 17300 cm™"1 [82],

Znane sg takze kompleksy miedzi(ll) z pieciodonorowymi zasadami Schif-
fa. Przyktadami takich ligandéw sg pochodne 2-hydroksybenzylidenodipropyle-
notriaminy. Ich kompleksy z miedzig(ll) majg geometrie bipiramidy trygonalnej
[83]. Widma refleksyjne omawianych kompleksdw w czesci VIS charakteryzuja
sie maksimami przy ok. 12500 cm*“1iprzegieciami przy ok. 11000 cm"1 Prze-
giecia te sg stabiej wyksztatcone dla widm roztworéw. Geometria takich komple-
ksow jest trwata i nie ulega zmianie nawet w silnie donorowych rozpuszczalni-
kach.

Na podstawie widm elektronowych stwierdzono, ze w rozpuszczalnikach
o silnych wiasciwosciach donorowych, np. w pirydynie, czterokoordynacyjne
kompleksy miedzi(ll) moga przytaczaé jedng lub dwie czgsteczki rozpuszczalni-
ka w zaleznosci od wamnkow sterycznych. W widmach kompleksow, w ktérych
podstawnik przy azocie iminowym stanowi grupa teri-butylowa lub izopropylo-
wa, praktycznie nie zauwazono zmian w réznych rozpuszczalnikach. Swiadczy
to o braku zmian lub bardzo matych zmianach konfiguracyjnych. Kompleksy
miedzi(ll) z zasadami Schiffa pochodzacymi od aldehydu salicylowego i dwu-
podstawionej aminy aromatycznej w roztworach zachowujg sie odmiennie.
Zwigzki tego typu w rozpuszczalnikach o silnych witasciwosciach donorowych
tworzg formy pieciokoordynacyjne. Kompleksy z czterodonorowymi ligandami
typu H2salen w rozpuszczalnikach o silnych wasciwosciach donorowych zmie-
niajg geometrie i tworzg formy piecio- lub szesciokoordynacyjne.

2.2. Kompleksy kobaltu(ll)

Kompleksy kobaltu(l1) z dwudonorowymi zasadami Schiffa pochodzgcymi od
aldehydu salicylowego badane sg od dawna. Dla takich czterokoordynacyjnych
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kompleksow kobaltu(ll) mozliwe sg geometrie kwadratowa i tetraedryczna. Opie-
rajac sie na widmach elektronowych, a w szczegdlnosci na pasmach pola ligandow,
oraz wiasciwosciach magnetycznych, mozna stwierdzi¢, ze kompleksy z dwudono-
rowymi zasadami Schiffa pochodzacymi od aldehydu salicylowego majg symetrie
tetraediyczng i sag wysokospinowe. Zmiany potozen i intensywnosci pasm pola
ligandéw dla komplekséw o r6znych geometriach (oktaediyczna i tetraediyczna)
sg tak oczywiste, ze moga stuzyc¢ jako potwierdzenie ich stereochemii [84],

Tak jak i w innych kompleksach z zasadami Schiffa, najwieksze roznice
w strukturze powoduje zmiana podstawnika przy azocie iminowym. Kiedy pod-
stawnikiem tym jest woddr, zmiany podstawnika w cze$ci aldehydowej nie po-
wodujgzmian stereochemicznych komplekséw monomeiycznych zaré6wno w cie-
le statym, jak i w roztworze. Kompleksy z zasadami Schiffa majgcymi podstaw-
niki rozbudowane przy azocie iminowym, np. grupe propylowa, butylowg [85],
izopropylowa, teri-butylowg, cykloheksylowg czy aiylowa, sgpseudotetraedryczne
[8, 86]. Taka stereochemia byta udowodniona przez badania struktur krysztatow,
kompleksdw kobaltu z 2-hydroksybenzylidenoizopropyloaming [10, 87, 88]
i 2-hydroksybenzylidenobutyloaming [10, 87-89], Oba zwigzki wykazywaty
duze podobienstwo we wiasciwosciach magnetycznych i spektroskopowych.
Inne tego typu zwigzki kobaltu(ll), dla ktérych nieznane sg struktury krysztatéw,
wykazujg podobne wiasciwosci, wiec z duzym prawdopodobieAstwem sg takze
tetraedryczne [86], Ogolnie kompleksy tetraedryczne kobaltu(ll) z dwudonoro-
wymi zasadami Schiffa majg momenty magnetyczne w zakresie 4,2-4,5
[12, 90, 91] iich elektronowe widma absorpcyjne w roztworach charakteryzuja
sie maksimami [86, 92, 93] przy ok. 7600, 10700 i 19200 cm"1

West [94] badat wptyw dodatku wody na widmo kompleksu [Co(salan)2]
w etanolu. W swojej pracy przedstawit widma [Co(salan)2] w etanolu absolutnym
oraz wjego 10% mieszaninie z wodg. Autor poréwnat widma: kompleksu (abso-
lutny i 10% etanol ¢ =4 x 10"M) oraz liganda (10% etanol, ¢ = 8 x 10_5M). Na
podstawie tego doswiadczenia West [94] wykazal, ze zanikanie pasma przy ok.
35000 cm-1 w widmie kompleksu w etanolu absolutnym mozna przyporzgdko-
wacé zmianie geometrii chromoforu z tetraediycznej na oktaedryczng z utworze-
niem formy [Co(H20)6]2+. Elektronowe widmo kompleksu w 10% etanolu byto
zblizone do widma liganda, co jest dowodem, wedtug autora, na obecno$¢ Hsa-
lan w roztworze. Swoje rozwazania popart pomiarami przewodnictwa molowe-
go roztwordw, ktoérego warto$ci wzrastajg wraz z rozcieficzeniem etanolu woda.

W naszych badaniach [70] dotyczacych kompleksoéw kobaltu(l1) z dwudono-
rowymi zasadami Schiffa pochodzgcymi od aldehydu salicylowego, jego pochod-
nych i amin aromatycznych nie zajmowaliSmy sie mieszaninami rozpuszczalni-
kow, ale podobne efekty zauwazono podczas rozcieficzania roztworéw. Zauwazo-
no wptyw rozpuszczalnika na widma w zakresie NIR-YTS. Stwierdzono efekt hi-
pochromowy maksiméw przy okoto 11000 c¢cm-1 w kolejnosci rozpuszczalnikow:

chloroform > dimetyloformamid > dimetylosulfotlenek.
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Zauwazono, ze w zakresie UV przy zachowaniu zblizonych stezen rozpu-
szczalniki wptywajg tylko na zmiany intensywnosci pasm. Intensywnos$¢ widm
roztworow kompleksow kobaltu(ll) w zakresie 11000-33 000 c¢cm 'l zalezy od
wiasciwosci rozpuszczalnikow. Intensywno$¢ maksiméw (efekt hipochromowy)
maleje ze wzrostem DN rozpuszczalnikow.

chloroform > dimetyloformamid > dimetylosulfotlenek.

Wplyw podstawnika w ugrupowaniu aldehydowym na widmo kompleksu
w zakresie NIR-VIS jest nieznaczny. Podstawnik przy azocie iminowym nato-
miast wptywa znaczaco na intensywno$¢ widm kompleksow kobaltu(ll) w oma-
wianym zakresie.

Dwudonorowe zasady Schiffa pochodzgce od aldehydu salicylowego moga
tworzy¢ kompleksy z kobaltem(Il) o geometrii ptaskiej [12]. Sgone niskospino-
we, a ich moment magnetyczny miesci sie w przedziale 2,2-2,6 /JB. W takich
przypadkach podstawnikiem przy azocie iminowym jest woddr lub grupa hydro-
ksylowa. Geometria taka jest trwata ze wzgledu na tworzenie wigzan wodoro-
wych odpowiednio N—H—O i O—H—O. Drugie z nich przedstawione jest na
schemacie 4 (struktura (1)).

Geometria ptaska jest charakterystyczna dla komplekséw kobaltu(ll)
z czterodonorowymi zasadami Schiffa pochodzacymi od aldehydu salicylo-
wego [8, 12, 15, 95-101] lub acetyloacetonu [12, 99-102], Widma elektrono-
we takich komplekséw charakteryzuje maksimum przy okoto 8300 cm*“l
(Emax ~ 20 M '1-cm*“1), ktére mozna przyporzadkowaé przejéciom typu d-d [8,
98, 102].

Rzadziej spotykane sg kompleksy kobaltu(ll) pieciokoordynacyjne z zasada-
mi Schiffa. Jednym z najbardziej znanych komplekséw tego typu jest zwigzek
z 2-hydroksybenzylidenometyloaming. Geometria tego kompleksu by#a opisywa-
na poczatkowo jako ptaska [85], ale na podstawie badan krystalograficznych
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stwierdzono, ze otoczenie jonu kobaltu(ll) ma geometrie bipiramidy trygonalnej
[103], ktdra przedstawiono na schemacie 4 (struktura (2)). Znane sg takze pie-
ciokoordynacyjne kompleksy kobaltu(ll) o geometrii piramidy tetragonalnej.
Przyktadami takich zwigzkow sg kompleksy z ligandami pochodzacymi od alde-
hydu salicylowego i A*A”-dietyloetylenodiaminy [8, 99, 104].

W przypadku rozpuszczalnikdw zdolnych do koordynowania, jak np. pirydy-
na, geometria wokétjonu kobattu(ll) moze by¢ rézna. Dlatego badania w rozpu-
szczalnikach dostarczajg waznych informacji na temat stereochemii. Jesli pod-
stawnikiem przy azocie iminowym jest tancuch alkilowy, to w pirydynie komple-
ksy koordynujg dodatkowo dwie czgsteczki rozpuszczalnika w pozycjach aksjal-
nych, przez co stajg sie szesSciokoordynacyjne (pseudooktaedryczne) [86],
Z drugiej strony jednak, tetraedryczna geometria kompleksu kobaltu(ll), z grupg
teri-butylowgajako podstawnikiem przy azocie iminowym, zostaje zachowana na-
wet w pirydynie [8], Jest to spowodowane warunkami sterycznyczmi. W przy-
padku kiedy podstawnikami sg rozgatezione tancuchy alkilowe, np. izopropan
czy sec-butyl, steryczna przeszkoda nie jest taka duza jak dla grupy ferZ-butylo-
wej, ale znacznie wieksza niz w przypadku tancuchow alkilowych. Widma elek-
tronowe tych komplekséw w pirydynie tylko nieznacznie r6znig sie od widm
w niedonorowych rozpuszczalnikach. To przemawia za tym, ze w uktadach piry-
dynowych zachodzi rownowaga form tetraedrycznej i oktaedrycznej, by¢ moze
facznie z forma pieciokoordynacyjng. Obliczono, ze w temperaturze pokojowej
zawarto$¢ procentowa formy tetraedrycznej dla kompleksu kobaltu(ll) z 2-hydro-
ksybenzylidenoizopropyloamingwynosi ok. 90%, a dla kompleksu z 2-hydroksy-
benzylidenocykloheksylaming wynosi ok. 55%, przy zaniedbaniu obecnosci for-
my pieciokoordynacyjnej [8]. Koordynacja rozpuszczalnika (dwie czgsteczki pi-
rydyny w pozycji aksjalnej) wystepuje rowniez w przypadku zasad Schiffa po-
chodzgcych od aminy aromatycznej (podstawnikiem przy azocie iminowym jest
benzen, chlorobenzen, naftyl lub ich pochodne) [90]. Nie dotyczy to komplekséw
kobaltu(ll) z 2-hydroksybenzylideno-2,6-dimetylofenyloaming i 2-hydroksyben-
zylideno-2,6-dietylofenyloaming [8, 16, 105], w ktérych przeszkody steryczne
sg znaczne. Widma elektronowe w pirydynie obu komplekséw réznig sie od ty-
powych dla tetraedrycznych i oktaedrycznych komplekséw kobaltu(ll). Na pod-
stawie widm i efektow sterycznych stwierdzono, ze w pirydynie tworzy sie gtow-
nie pieciokoordynacyjng forma kompleksowa. Solwat pieciokoordynacyjny jest
w rédwnowadze z tetraedryczng formg kompleksowg. Stezenie formy szescioko-
ordynacyjnej (o ile taka istnieje) jest nieznaczgce. R6wnowaga w roztworze pi-
rydynowym zalezy nieznacznie od podstawnika R] (schemat 3) w ugrupowaniu
aldehydowym. Kompleksy kobaltu(ll) z zasadami Schiffa pochodzacymi od al-
dehydu salicylowego lubjego pochodnych i tej samej aminy w roztworach zacho-
wuja sie podobnie. Ogolnie w pirydynie kompleksy z zasadami Schiffa z podsta-
wionym ugrupowaniem aldehydowym majg wiekszgtendencje do tworzenia pie-
cio- lub szesciokoordynacyjnych form kompleksowych niz odpowiadajgce im
kompleksy z nie podstawionymi ligandami.
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Chemia komplekséw metali z zasadami Schiffarozwija sie w ré6znych kierun-
kach. Przedstawione w niniejszym artykule badania dotyczace aspektow struktu-
ralnych i spektroskopowych prezentujg obecny stan wiedzy z tej dziedziny.
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dziale Fizyki i Chemii Uniwersytetu £ 6dzkiego. Wykonu-
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Uniwersytecie Carla von Ossietzky’ego, Niemcy, w zakre-
sie analizy skazeh wewnatrz pomieszczeri z zastosowa-
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Edward Bald ukonczyt studia w Katedrze Technologii
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kiego w 1964 r. Po uzyskaniu stopnia doktora na tym sa-
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ki w probkach biologicznych oraz derywatyzacji chemicznej w wysokosprawnej
chromatografii cieczowej i wysokosprawnej elektroforezie kapilarnej.
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ABSTRACT

High performance capillary electrophoresis (HPCE) [1-6] was bom of the marriage
of the powerful separation mechanisms of electrophoresis with the instrumentation and
automation concepts of chromatography and it has developed into an exciting and extre-
mely powerful analytical technique in recent years. Numerous advantages, such as short
analysis times, high separation efficiencies, low consumption ofchemicals and simplicity
of the instrument make HPCE competitive to other separation techniques. One of the
greatest advantages is its diverse application range, mainly due to a numerous modes of
separation. Originally considered primarily for the analysis of biological macromolecu-
les, it has proved useful for separations of compounds such as amino acids, vitamins,
pesticides, inorganic ions, organic acids, dyes, surfactants, peptides and proteins, carbo-
hydrates, oligonucleotides and DNA restriction fragments, and even whole cells and
virus particles. Moreover, HPCE makes the separation of chiral compounds possible.

However, one restraint of the HPCE techniques is the low concentration sensitivity
as a consequence of limited optical pathlength for directed on-capillary photometric
detection (the most popular HPCE mode of detection) and the limited volume of sample
solution that can be injected into the capillary. Therefore one of the greatest challenges
in the area of HPCE methods development is to lower limits o f detection (LLD) which is
at least an order of magnitude higher than in high performance liquid chromatography
(HPLC).

Several on-line strategies have been demonstrated to decrease LLD in HPCE, like
introducing detector cell with extended pathlength [7-11], powerful detectors, i.e. laser-
-induced fluorescence [12, 13], on-line preconcentrators with the use of solid-phase
extraction materials, coated/impregnated membranes [14] or ion-exchange flow injection
system coupled to capillary electrophoresis [15].

Among different remedies, on-capillaiy concentration techniques are easy to apply
and do not require alteration of HPCE instrumentation, which are isotachophoretic
preconcentration, sample stacking - originally developed for ionic compounds, and recently
introduced for micellar electrokinetic chromatography (MEKC) sweeping technique.

Mechanisms of concentration in diverse techniques are different. The concentration
effect in isotachophoresis (ITP) relies on the adjustment of the concentration of the dilute
sample to the higher concentration of the leading electrolyte [16-19]. Preconcentration by
ITP can be performed online [20-22] or in coupled columns [23-27]. In sample stacking
[28-33], the concentration effect relies on the difference in electrophoretic velocities
between the high- and low-conductivity zones (background electrolyte and sample zones,
respectively). Sample stacking technique can be performed in CZE [34-50] as well as in
MEKC [51-63] mode. From 10 to more than 1000-fold improvements in detector response
have been documented. Sweeping [64-68], a new concept in MEKC, is defined as the
picking and accumulating of analyte molecules by pseudostationaiy phase that enters
and fills the sample zone upon application of voltage. As on-capillary concentration
technique, it has provided more than 5000-fold increases in detection sensitivity. Recently
developed a cation-selective exhaustive injection and sweeping technique [69] improves
peak heights of cation analytes a million-fold.
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STOSOWANE SKROTY

kapilarna elektrochromatografia (ang. capillaiy electrochromatography)
kapilarna elektroforeza zelowa (ang. capillaty gel electrophoresis)

kapilarne izoelektroogniskowanie (ang. capillary isoelectricfocusing)

kapilarna izotachoforeza (ang. capillaty isotachophoresis)

elektrokinetyczne wprowadzanie prébki technikg kationowo-selektywnego wy-
czerpywania i zmiatanie (ang. cation-selective exhaustive injection and sweeping)
kapilarna elektroforeza strefowa (ang. capillaty zone electrophoresis)
elektrokinetyczna chromatografia (ang. electrokinetic chromatography)

przeptyw elektroosmotyczny (ang. electroosmoticflow)

spietrzanie przez wprowadzanie probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego (ang.
field-enhanced sample stacking)

spietrzanie prébki ze wzmocnieniem pola elektrycznego i zmiang polaryzacji (ang.
field-enhanced sample injection with polarity switching)

spietrzanie prébki ze wzmocnieniem pola elektrycznego z uzyciem przeciwnie mi-
grujacych miceli (ang. field-enhanced sample injection with reversed migrating

micelles)
wysokosprawna elektroforeza kapilarna (ang. high performance capillary' electro-
phoresis)
wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid chroma-
tography)

izotachoforeza (ang. isotachophoresis)

dolny limit detekcji (ang. low limit ofdetection)

spietrzanie z duzg strefg préobki (ang. large volume sample stacking)

micelama elektrokinetyczna chromatografia (ang. micellar electrokinetic chroma-
tography)

normalne spietrzanie (ang. normal stacking mode)

spietrzanie z odwrécong polaiyzacjg elektrod (ang. reversed electrode polarity
stacking mode)

spietrzanie z zastosowaniem mieszaniny acetonitrylu i soli (ang. stacking by ace-
tonitrile-salt mixtures)

dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)

spietrzanie z uzyciem przeciwnie migrujacych miceli (ang. stacking with reverse
migrating micelles)

spietrzanie z uzyciem przeciwnie migrujacych miceli i strefy wodnej (ang. stacking
using reverse migrating micelles and water plug)

spietrzanie prébki (ang. sample stacking)
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WSTEP

Wysokosprawna elektroforeza kapilarna (HPCE) [1-3] jest wysokorozdziel-
czg technika separacyjna, ktéra w procesie rozdzielania czasteczek i jondw wy-
korzystuje zjawisko elektroforezy. Zjawisko elektroforezy polega na migracji
czgsteczek natadowanych w polu elektrycznym w wyniku przyciggania lub od-
pychania. Inicjatorem badan prowadzonych z wykorzystaniem elektroforezy byt
szwedzki chemik Tiselius, ktory w 1937 r. zastosowat jg do rozdzielania miesza-
niny protein. Po umieszczeniu mieszaniny protein w rurce miedzy roztworami
dwoch buforéw i po przytozeniu pola elektrycznego zaobserwowat ruch sktadni-
kéw prébki, ktorych kierunek i szybkos$é zdeterminowana byta odpowiednio ich
tadunkiem i ruchliwoscig. W 1948 r. Tiselius za swoje dokonania w dziedzinie
nauk separacyjnych otrzymat Nagrode Nobla.

Sprawno$¢ rozdzielania w wolnym roztworze jest ograniczona przez dyfuzje
termiczng oraz konwekcje. Dlatego elektroforeza tradycyjna przeprowadzanajest
w mediach zapobiegajgcych konwekcji, np. w poliakrylamidzie lub zelu agaro-
wym. Wadg tego rozwigzania jest dtugi czas analizy, mata sprawnos¢, trudnosci
z detekcjg i automatyzacjg. Alternatywne do sztabek sg rurki o waskim przekro-
ju oraz kapilary. Zastosowanie kapilary uwolnito od zjawiska konwekcji i dyfu-
zji oraz umozliwito utrzymanie statej temperatury medium analitycznego we-
wnatrz rurki. Poczgtkowo stosowano szklane lub teflonowe kapilary o wewnetrz-
nej $rednicy 200 pm. W latach 80. po raz pierwszy uzyto krzemionkowej kapila-
ry o Srednicy 75 pm. Wtedy tez Jorgenson [4, 5] rozszerzyt teorie elektroforezy,
opisat zaleznoSci miedzy operacyjnymi parametrami i jakosScig rozdzielania
oraz wykazat potencjalne zastosowania wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej
(HPCE) jako techniki analitycznej.

Dzieki wielu zaletom HPCE, z ktérych najwazniejsze to krotki czas analizy,
wysoka sprawnos$¢ rozdzielania (liczba poétek teoretycznych od 105 do 106),
niskie zuzycie odczynnikdw i prosta budowa aparatu sprawia, ze HPCE stala sie
konkurencyjna wsrod innych technik separacyjnych. Poczatkowo rozwinieta do
separacji makroczasteczek, obecnie znalazta zastosowanie do rozdzielania takich
analitéw, jak: aminokwasy, witaminy, pestycydy, jony nieorganiczne, kwasy orga-
niczne, barwniki, surfaktanty, peptydy oraz biatka, weglowodany, oligonukleoty-
dy oraz fragmenty DNA, a nawet cate komdrki czy fragmenty wiruséw. HPCE
umozliwia takze separacje i analize zwigzkéw chiralnych. Podstawy HPCE zo-
staty opisane w wielu wydawnictwach ksigzkowych wydanych w jezyku angiel-
skim [1-3, 19]; w jezyku polskim technike te spopularyzowat Witkiewicz [6].

Uniwersalno$¢ wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE) po czesci
zwigzanajest z istnieniem réznych technik separacyjnych. Mechanizmy rozdzie-
lania w kazdej technice sg rézne, co umozliwia wykorzystanie elektroforezy
w wielu dziedzinach nauki. W ramach HPCE wyrdznia sie szes¢ podstawowych
technik separacyjnych, ktére zostaty zestawione w tab. 1; sg to: kapilarna elek-
troforeza strefowa (CZE), kapilarna izotachoforeza (CITP), elektrokinetyczna
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chromatografia (EKC), kapilarna elektroforeza zelowa (CGE), kapilarne izoelek-
troogniskowanie (CIEF), kapilarna elektrochromatografia (CEC).

W obrebie elektrokinetycznej chromatografii (EKC) mozna wydzieli¢ kilka
metod separacji, sgto: EKC powinowactwa, cyklodekstrynowa EKC, dendryme-
ryczna EKC, EKC oparta na wymianie liganda, jonowymienna EKC, mikroemul-
syjna EKC, micelama EKC, micelama EKC z zastosowaniem cyklodekstryn, re-
zorkarenowa EKC, zawiesinowa EKC.

Tabela 1. Techniki separacyjne wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE)

Technika separacyjna Podstawa separacji
Elektroforeza strefowa Ruchliwo$¢ w wolnym roztworze
Izotachoforeza Poruszajgce sie granice
Elektrokinetyczna chromatografia Powinowactwo do fazy pseudostacjonamej
Elektroforeza zelowa Rozmiar i tadunek jonu
1zoelektroogniskowanie Punkt izoelektryczny
Elektrochromatografia Powinowactwo do fazy stacjonarnej

Jednym z wyzwan podczas optymalizacji warunkéw elektroforetycznych
metody w E1PCE jest obnizenie dolnego limitu detekcji (LLD), wyrazanego
w liczbie jednostek stezeniowych. W HPCE uzyskuje sie LLD przynajmniej
0 rzad wielkosci wiekszy niz w HPLC. Wysoki LLD jest konsekwencjg dwoch
czynnikéw: ograniczonej drogi optycznej w najpopularniejszej w HPCE detekcji
w kapilarze [7] oraz niewielkiej objetosci roztworu prébki, ktéra moze by¢ wpro-
wadzona do kapilary. Dodatkowo w celu uzyskania dobrej sprawnos$ci oraz kroét-
kich czasow analizy konieczne jest stosowanie kapilar o matych wewnetrznych
Srednicach. Poniewaz przekroj kapilary jest kotowy, rzeczywista dtugos¢ drogi
optycznej jest zredukowana do 80% wewnetrznej Srednicy [7].

Znanych jest wiele metod obnizania dolnego limitu detekcji (LLD) w HPCE.
Jedng z nich jest wydtuzenie drogi optycznej w obrebie kapilary [8, 9], Zastoso-
wanie banki w obszarze detekcji kapilary lub celki w ksztakcie litery ,,Z” [10]
umozliwia zwiekszenie sygnatu detektora odpowiednio: 3-krotnie i 10-krotnie.
Natomiast zastosowanie celki wysokiej czutosci, ktorej kapilara w obszarze de-
tekcji ma przekroj prostokata, umozliwia podniesienie sygnatu detektora 20-krot-
nie [11], Poniewaz szum takze zostaje zwiekszony, realny wzrost czutos$ci detek-
cji wyrazony stosunkiem sygnatu do szumu dla celki Z oraz celki wysokiej czu-
tosci jest 10-krotny. Celka wysokiej czutosci charakteryzuje siejednak wiekszym
zakresem liniowosci (powyzej 2000 mAU) w pordwnaniu z celkg Z (do 600
mAU). W celu uzyskania rozdzielonych pikéw na elektroferogramie w przypad-
ku celki Z i celki wysokiej czutosci strefy rozdzielonych analitow muszg by¢ od-
legte od siebie 0 co najmniej 3 mm. Inng metodg obnizenia dolnego limitu detek-
cji (LLD) jest uzycie detektoréw wysokiej czutosci, np. detektora z laserowo in-
dukowang fluorescencjg umozliwia uzyskanie LLD rzedu attomoli [12, 13], Ko-
lejnym sposobem zwiekszenia czutoSci detekcji jest zastosowanie zatezania
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w uktadzie pomiarowym przez uzycie materiatow do ekstrakcji do fazy statej, po-
wlekanych membran [14] lub wymieniaczy jonowych w systemie analizy prze-
ptywowo-wstrzykowej sprzezonej z kapilarg [15]. Ten ostatni sposob wymaga
rozbudowy systemu analitycznego z konsekwencjami w postaci wydtuzenia cza-
su analizy i wzrostu jej kosztow.

Ws$rod réznych technik umozliwiajgcych obnizenie dolnego limitu detekcji
(LLD) w HPCE, metody zatezania analitow w kapilarze sg tatwe do zastosowa-
nia i, co najwazniejsze, nie wymagajg koniecznosci zmiany oprzyrzadowania.
Nalezg do nich zatezanie izotachoforetyczne, zatezanie przez spietrzanie oraz nie-
dawno rozwiniete w micelamej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC) - za-
tezanie przez zmiatanie.

1. ZATEZANIE IZOTACHOFORETYCZNE

W technice zatezania izotachoforetycznego [2, 16-19] wykorzystuje sie uni-
katowa ceche izotachoforezy (ITP) polegajacg na wyréwnaniu stezenia sktadni-
kdw prébki do stezenia elektrolitu wiodacego. Prébka zostaje umieszczona mig-
dzy dwoma buforami: wiodacym i zakoriczajgcym, ktore charakteryzujg sie od-
powiednio wysoka i niskg ruchliwoscig elektroforetyczng. Bufory dobiera sie tak,
aby ruchliwosci jonow wiodacych i zakoniczajgcych obejmowaty ruchliwosci jo-
ndw analitdw w prébce. Ponadto stezenie jonéw wiodgcych powinno by¢ odpo-
wiednio wysokie, aby nastapito zjawisko zwezenia strefy analitow. Przy statym
natezeniu pradu jony obecne w probce ulegajg skupieniu w waska strefe zjona-
mi o najwiekszej ruchliwosci w jej czole.

Zatezanie izotachoforetyczne, przedstawione na rys. 1, wykorzystuje sieja-
ko etap wstepny do dalszej analizy innymi technikami elektroforetycznymi, np.
elektroforezg strefowg (CZE), micelamg elektrokinetyczng chromatografig
(MEKC), elektroforezg zelowg (CGE). Proces analityczny obejmujacy zatezanie
izotachoforetyczne oraz separacje sktadnikéw probki w drodze elektroforezy
strefowej (CZE) moze odbywac sie wjednej kapilarze [20-22]. W tym przypad-
ku do kapilary w nastepujacej kolejnosci wprowadzane zostajg: bufor wiodacy,
prébka, bufor zakoriczajacy. Przy statym natezeniu pradu zachodzi proces izota-
choforezy (ITP), ktdrego rezultatem jest skupienie jonowych analitow w waska
strefe. Po zakoriczeniu zatezania prébki bufor zakoriczajacy zastepowany jest bu-
forem wiodacym, w wyniku czego zachodzi zwyk}a elektroforeza strefowa. W in-
nej metodzie [20] jony o duzej ruchliwosci (jony wiodgce) wprowadzone zosta-
ja do probki, ajony buforu podstawowego petnig funkcjejondéw zakorczajgcych.
Po wytworzeniu pola elektrycznego sktadniki probki tworzg waska strefe charak-
terystyczng dla ITP, stezenie elektrolitu wiodgcego maleje w wyniku dyfuzji jo-
now, w efekcie czego pole elektryczne staje sie jednorodne w calej kapilarze
i proces izotachoforezy (ITP) przechodzi w elektroforeze strefowg (CZE) bez ko-
niecznosci wymiany zadnego z buforow.
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DETEKTOR
A
ab c
B ab a
bcc
C

Rys. 1. Zatezanie izotachoforetyczne. A - wprowadzenie buforu wiodgcego (W) prébki, (P) oraz
buforu zakonczajacego (Z); B - izotachoforetyczne zatezenie strefy P; C - separacja analitow
metodg CZE

Inna technika ITP-CZE wykorzystuje sprzezone kapilary [23-27]. Proces
izotachoforezy (ITP) odbywa sie w kapitarze o duzej pojemnosci, do ktorej wpro-
wadzona jest prébka w duzej objetosci. Nastepnie zatezona prébka, w objetosci
kilku nanolitréw, wprowadzana jest do zwyktej kapilary w celu jej separacji na
drodze elektroforezy strefowej (CZE). Wada tej techniki jest konieczno$¢ uzycia
dwach sprzezonych kapilar, ktdre nie stanowig wyposazenia wiekszosci aparatow
do HPCE. Jednak technika ta umozliwia lepszy efekt zatezenia, gdyz objetosc
wprowadzonej prébki moze byé znacznie wigksza niz w przypadku ITP-CZE
prowadzonej w jednej kapitarze.

Zapomoca technik izotachoforetycznych (ITP) nie mozna zateza¢ jednocze-
$nie aniondw i kationdw.

Technike ITP-CZE wykorzystano do separacji nukleotydéw, barwnikéw azo-
wych [23] a takze aminokwaséw [25],

2. ZATEZANIE PRZEZ SPIETRZANIE
2.1. SPIETRZANIE W ELEKTROFOREZIE STREFOWEJ

Zatezanie przez spietrzanie (SS) po raz pierwszy zostatlo zaprezentowane
przez Mikkersa [28], a szerokie badania nad tg technika prowadzili w poczatkach
lat 90. Burgi i Chien [29-33], Zatezanie przez spietrzanie polega na powstaniu
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réznicy w predkosciach elektroforetycznych pomiedzy strefami o wysokim i ni-
skim przewodnictwie, odpowiednio strefami buforu i prébki. Zjawisko spietrze-
nia zachodzi na pseudostacjonamej granicy powstatej miedzy tymi strefami
w wyniku ruchu jonéw prébki poprzez te granice. Techniki zatezania przez spie-
trzanie w elektroforezie strefowej umozliwiajgpodniesienie sygnatu detektora od
10 do 1000 razy.

2.1.1. Normalne spietrzanie. W technice zatezania przez spietrzanie [34,
35], probke przygotowuje sie w wodzie lub rozcieficzonym buforze, a nastepnie
hydrodynamicznie wprowadza do kapilary w duzej objetosci. Kapilarajest uprze-
dnio kondycjonowana buforem o wyzszym stezeniu niz prébka. Wprowadzona
prébka tworzy strefe o nizszym przewodnictwie niz strefa buforu. Po przytoze-
niu wysokiego napieciajony w strefie probki pod wptywem wyzszego pola elek-
trycznego niz w strefie buforu poruszajg sie z duzg predkoscig elektroforetyczna.
Po przekroczeniu tzw. pseudostacjonamej granicy wchodzg w strefe bufom o du-
zym przewodnictwie i niskim polu elektrycznym, przez co ich predkosci elektro-
foretyczne nagle zmniejszajg sie, tworzac waska stezong strefe. Nastepnie ta wa-
ska, zatezona strefa ulega separacji na zasadach elektroforezy strefowej.

Proces spietrzenia zachodzi dla czgstek obdarzonych zaréwno tadunkiem do-
datnim, jak i ujemnym. Kationy spietrzajg sie w przedniej czesci strefy probki -
czyli w kierunku katody, aniony natomiast w czesci tylnej - czyli w kierunku ano-
dy. Czasteczki obojetne koeluujaze strefg prébki.

Teoretycznie, wielko$¢ spietrzeniajest proporcjonalna do stopnia wzmocnie-
nia pola elektrycznego; im wieksza réznica w stezeniu miedzy prébka a buforem,
tym wieksze spietrzanie i w.efekcie osigga sie wezsze i wyzsze piki. Zatem sto-
sunkowo dtuga strefa probki przygotowana w wodzie lub buforze o bardzo ni-
skim stezeniu powinna by¢ spietrzona w bardzo waska strefe w buforze do ana-
lizy o wysokim stezeniu. Jednak w wyniku roznicy miedzy lokalnymi predkoscia-
mi elektroforetycznymijondéw a predkoscia catkowitego przeptywu etektroosmo-
tycznego nastepuje pewne poszerzenie pasma probki. Aby uzyska¢ optymalne
warunki separacji, nalezy doswiadczalnie wyznaczy¢ najwiekszg objetos¢ prob-
ki, ktora moze zosta¢ wprowadzona do kapilaiy bez ubocznego efektu poszerze-
nia pasma.

2.1.2. Spietrzanie z duzg strefg prébki. Technika spietrzania z duzg strefg
prébki (LVSS) zapobiega rozmyciu pasma prébki i umozliwia uzyskanie wyso-
kiej rozdzielczosci [33-37]. W tym celu po zakoniczeniu procesu spietrzenia ma-
tryca, w ktérej przygotowana jest prébka, musi zosta¢ usunieta. Aby fizycznie
przesung¢ spietrzong strefe z matrycy prébki w strefe buforu, mozna wykorzystac
zawor przetaczajgcy. Innym sposobem jest usuniecie matrycy probki przez wy-
pompowanie jej z kapilary przy uzyciu przeptywu elektroosmotycznego (EOF).
Tatechnika ma zastosowanie tylko dojon6w o przeciwnej ruchliwo$ci w stosun-
ku do catkowitego EOF. Po przytozeniu napiecia z wykorzystaniem polaryzacji
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dodatniej aniony ulegajg spietrzeniu w tylnej czesci strefy prébki i podczas pro-
cesu elektroforezy, w rezultacie przeptywu elektroosmotycznego, podgzajg wraz
z tg strefg w kierunku katody. Je$li natychmiast po wprowadzeniu do kapilary
prébki polaryzacja elektrod zostanie odwrdcona, to matryca prébki zostanie wy-
pchnieta z kapilary, podczas gdy aniony przyciggane przez anode zostang zatrzy-
mane. Kiedy matryca prébki zostanie prawie catkowicie usunieta z kapilary (pro-
ces ten moze by¢ kontrolowany przez monitorowanie natezenia pradu), polary-
zacja znow jest przetgczana na dodatnig i moze nastgpi¢ separacja anionow.

W niektérych typach aparatéw do wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej
(HPCE) zmiana polaryzacji elektrod podczas analizy moze stanowi¢ problem.
W takiej sytuacji w analizie aniondw mozna zastosowaé modyfikatory przepty-
wu elektroosmotycznego (EOF), np. bromek tetradecylotrimetyloamoniowy [38,
39] lub bufory do analizy o niskim pH [40, 41].

Separacje kationdw z wykorzystaniem techniki spietrzania z duzg strefg
prébki (LVSS) ze zmiang polaryzacji elektrod osigga sie przez nadanie Scianie
kapilary tadunku dodatniego, co jednoczes$nie powoduje zmiane kierunku
przeptywu elektroosmotycznego (EOF). W tym celu do buforu dodaje sie brom-
ku cetylotrimetyloamoniowego [42, 43].

Technike spietrzania z duzg strefg probki (LVSS) zastosowano do oznacza-
nia fenylohydantoiny, kwasu asparaginowgo, kwasu glutaminowego [37,39], wy-
korzystana zostata takze w analizie narkotykéw w medycynie sagdowej [43].

2.1.3. Spietrzanie z zastosowaniem mieszaniny acetonitrylu i soli. Meto-
dy zatezania przez spietrzanie, w ktorych prébke przygotowuje sie w wodzie lub
rozcienczonym buforze, mozna stosowac jedynie do prébek, ktdre nie zawierajg
duzych ilosci protein czy soli. W praktyce metody te nie sa zbyt uzyteczne do
analizy zwigzkoéw, ktére wystepujgw niewielkim stezeniu w probkach biologicz-
nych. W technice spietrzania z zastosowaniem mieszaniny acetonitrylu i soli (SA-
NaCl) probke rozpuszczong w mieszaninie acetonitrylu i 1% chlorku sodu (2:1,
v/v) wprowadza sie hydrodynamicznie do kapilary [44-46]. W nieobecnosci so-
li, ze wzgledu na bardzo niskie przewodnictwo acetonitrylu, obserwuje si¢ ogra-
niczony efekt spietrzenia. Po dodaniu do probki soli efekt spietrzenia ulega
wzmozeniu dzieki wielu skomplikowanym mechanizmom. Dwa czynniki, ktére
odgrywajg gtowna role w procesie tego rodzaju spietrzania, to: ograniczona roz-
puszczalno$¢ soli nieorganicznych w acetonitrylu oraz niskie przewodnictwo sa-
mego acetonitrylu. Jony nieorganiczne stabo rozpuszczalne w acetonitrylu migru-
ja wraz z wodg, pozostawiajgc z tytu bardziej stezong i wezszg strefe acetonitry-
lu zawierajgca stabo zjonizowane, organiczne zwigzki, co przypomina efekt wy-
salania w ekstrakcji ciecz-ciecz. Po przytozeniu napiecia jony znajdujgce sie
w bogatej w wode przedniej strefie prébki wkraczajg w obszar o nizszym polu
elektrycznym i nagle zwalniajg. Natomiastjony znajdujgce sie w tylnej acetoni-
trylowej czesci strefy probki doswiadczajg oddziatywan wiekszej sity pola elek-
trycznego i migruja szybciej. Dzieki temu, ze przednia krawedz strefy probki po-
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rusza sie wolniej, a tylna szybciej, uzyskuje sie efekt spietrzenia i w konsekwen-
cji bardzo waska strefe.

Obecnos$¢ acetonitiylu powoduje, ze biatka zostajg usuniete z prébki, elimi-
nowany jest takze ujemny wptyw wysokiego stezenia jonOw nieorganicznych.
Poza tym do kapilary moze zosta¢ wprowadzona probka zajmujgca nawet 1/3
dtugosci kapilary, co pozwala na uzyskanie duzego spietrzenia i w efekcie osigga
sie znaczne polepszenie sygnatu detektora. Metoda ta znalazta zastosowanie
w rozdzielaniu i analizie matych czgstek w surowicy, moczu, zywnosci, tkankach
oraz probkach przemystowych [45, 46].

2.1.4. Spietrzanie przez wprowadzanie probki ze wzmocnieniem pola
elektrycznego. Alternatywnym sposobem zwiekszenia sygnatu detektora w elek-
troforezie strefowej (CZE) jest wprowadzenie prébki, przygotowanej w wodzie
lub bardzo rozcieficzonym buforze, metodg elektrokinetyczng ze wzmocnieniem
pola elektrycznego (FESI). W tradycyjnej metodzie wprowadzania elektrokine-
tycznego probka przygotowana jest w buforze o tym samym stezeniu co bufor
stosowany podczas analizy, a objetos$¢ roztworu prébki, ktéra moze by¢ wprowa-
dzona do kapilary, jest ograniczona. W technice spietrzania przez wprowadzanie
prébki ze wzmocnieniem pola elektrycznego, przedstawionej na rys. 2 [31, 47-
49], probka jest przygotowana w rozcieficzonym buforze o tym samym sktadzie

DETEKTOR

Bufor podstawowy

Rys. 2. Spietrzanie przez wprowadzanie prébki ze wzmocnieniem pola elektrycznego. A - wpro-
wadzenie krotkiej strefy rozciericzonego buforu; B —elektrokinetyczne wprowadzenie prébki przy-
gotowanej w rozcieficzonym buforze; C —po wprowadzeniu prébki naczynko z prébka przy kon-
cu wejsciowym kapilary jest zamieniane na naczynko z buforem podstawowym. W celu wprowa-
dzenia do kapilary anionéw polaryzacja elektrod podczas ich wprowadzaniajest ustawiana naujem-
ng, a nastepnie przetgczana na dodatnig. Granice zatezania sg zaznaczone linig przerywana
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co bufor do analizy. Przed wprowadzaniem probki, do kapilary wprowadzana
jest waska strefa rozcieficzonego buforu. Po przytozeniu napiecia w punkcie
wprowadzenia nastepuje wzmocnienie sity pola elektrycznego, w wyniku czego
jony uzyskujg wysokie ruchliwosci elektroforetyczne. Poniewaz w obecnosci
wzmocnionego pola elektrycznego predkos$¢ przeptywu elektroosmotycznego
(EOF) jest znacznie niniejsza od ruchliwos$ci jonéw w prébce, anality zostang
gwattownie wprowadzone do kapilary. Wprowadzanie probki z zastosowaniem
wzmocnionego pola moze znacznie zwiekszy¢ objetosé jonéw wprowadzonych
do kapilary. Po wprowadzeniu do kapilary probki, aby umozliwi¢ separacje, na-
czynko z prébka przy koincu wejsciowym kapilary jest zastepowane naczynkiem
z buforem i przyktadane jest wysokie napiecie. Gdy jony ze strefy o niskim ste-
zeniu wmigruja w strefe buforu o duzym stezeniu, doSwiadczajg nizszej sity po-
la elektrycznego, gwattownie zwalniajg i spietrzajg sie w waska strefe o zwiek-
szonym stezeniu.

Efektywna dtugos¢ strefy zajmowanej przez prébke, wprowadzong do kapi-
lary technikg wzmocnionego pola, jest mniejsza od strefy, jakg uzyskuje sie
w przypadku standardowego elektrokinetycznego wprowadzenia probki, ze
wzgledu na zjawisko spietrzenia. Metode spietrzania przez wprowadzanie préb-
ki ze wzmocnieniem pola elektrycznego (FESI), w zaleznosci od polaryzacji
elektrod, mozna stosowac do wprowadzenia i spietrzenia kationéw oraz aniondw,
jednak z zatozeniem, ze w przypadku niezgodnos$ci kierunkdw migracji jonédw
oraz przeptywu elektroosmotycznego ten ostatni bedzie wiekszy. W praktyce wa-
runek ten jest trudny do osiggniecia, gdyz predkos¢ migracji jonow wielokrotnie
przewyzsza przeptyw elektroosmotyczny (obecno$¢ wzmocnionego pola elek-
trycznego). W obecnosci przeptywu elektroosmotycznego (EOF), podczas wpro-
wadzania probki, do kapilary zostang wprowadzone tylko jony, ktére migruja
zgodnie z jego kierunkiem. Po przytozeniu napiecia z zastosowaniem polaryza-
cji dodatniej EOF odbywa sie w kierunku od anody do katody, wysokie pole elek-
tryczne wytworzone w punkcie wprowadzenia spowoduje usuniecie jon6w o ru-
chliwos$ciach przeciwnych do kierunku EOF (w tym przypadku anionéw), czyli
mozliwa staje sie analiza jedynie kationéw. Jesli podczas wprowadzania probki
stosuje sie polaryzacje ujemna, to do kapilary zostang wprowadzone tylko anio-
ny, ktore jednak zostang wypchniete przez przeptyw elektroosmotyczny (EOF).

Zastosowanie zmiany polaryzacji elektrod w technice spietrzania probki ze
wzmocnieniem pola elektrycznego i zmiang polaryzacji elektrod (FESI-PS)
umozliwia wprowadzanie, a nastepnie separacje, zarowno kationéw, jak i anio-
néw w czasie jednej analizy. Najpierw do kapilary zostajg wprowadzone aniony
z zastosowaniem polaryzacji ujemnej, nastepnie polaryzacja jest zmieniana, aby
umozliwi¢ wprowadzanie kationéw oraz separacje wszystkich jonéw. Krotka
strefa rozciefczonego buforu wprowadzona hydrodynamicznie przed wprowa-
dzaniem probki pozwala na wprowadzanie i zatezenie anionéw gteboko w kapi-
larne. Bufor uzyty do przygotowania prébki oraz waska strefa rozcieficzonego bu-
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foru poruszajg sie w kierunku ujscia kapilary, tzn. w kierunku przeciwnym do
wchodzacych do kapilary z wiekszg szybkoscig aniondw. Zatem strefa rozcien-
czonego buforu powinna by¢ wystarczajgco diuga, aby czes¢ jej zostata w kapi-
larze przed zakonczeniem wprowadzania. Podczas wprowadzania probki z od-
wrdcong polaryzacja jony obdarzone tadunkiem dodatnim sg odpychane od ka-
pilary. Po wprowadzeniu do kapilary probki naczynko z prébka przy koicu wej-
Sciowym kapilary jest zastepowane naczynkiem z buforem i przyktadane jest
wysokie napiecie z zastosowaniem polaryzacji dodatniej. Przeptyw elektroosmo-
tyczny (EOF) oraz strefa probki migrujg w kierunku katody, aniony natomiast mi-
grujg w kierunku anody. Gdy aniony wejdg w strefe buforu o wysokim stezeniu,
doswiadcza nizszego pola elektrycznego i zwolnig spietrzajac sie w waska stre-
fe. W przypadku gdy predko$¢ EOF jest wieksza od predkosci migracji anion6w,
aniony podazajg podobnie jak kationy w kierunku katody. Technike spietrzania
przez wprowadzanie probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego (FESI) zasto-
sowano do oznaczania fenylohydantoiny, argininy i histydyny [48].

2.2. SPIETRZANIE W MICELARNEJ CHROMATOGRAFII ELEKTROKINETYCZNEJ

Poczatkowo uwazano, ze technik zatezania przez spietrzanie nie mozna za-
stosowaé do czasteczek obojetnych, ze wzgledu na to, ze czasteczki te sg nieak-
tywne w polu elektrycznym [51, 52], Dodanie $rodkéw powierzchniowo czyn-
nych do buforu podstawowego umozliwito nadanie czasteczkom obojetnym efek-
tywnych ruchliwosci elektroforetycznych i rozwiniecie kilku technik spietrzania
w ramach micelamej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC) [53-63]. Tech-
niki zatezania przez spietrzanie w MEKC umozliwiajg zwiekszenie sygnatu de-
tektora od 10 do 100 razy.

2.2.1. Normalne spietrzanie. W technice normalnego spietrzania (NSM),
przedstawionej narys. 3 [563, 54], probka przygotowana w wodzie lub micelame;j
matrycy o niskim przewodnictwie jest wprowadzana hydrodynamicznie jako diu-
ga strefa, po uprzednim skondycjonowaniu kapilary micelamym buforem o obo-
jetnym pH. Po przytozeniu napiecia z zastosowaniem polaryzacji dodatniej mi-
cele w strefie probki oddziatujg z czasteczkami obojetnymi, porywajaje i spie-
trzajg w waska strefe. Nastepnie strefa ta ulega rozdzieleniu na zasadach mice-
lamej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC).

Wada techniki NSM jest to, Zze na granicach spietrzonej strefy moze docho-
dzi¢ do zjawiska dyspersji, spowodowanego lokalnymi réznicami w predko$ciach
elektroforetycznych pomiedzy strefami o niskim i wysokim przewodnictwie. Po-
za tym czas wprowadzenia prébki dtuzszy niz 40 sekund powoduje poszerzenie
pikow i w rezultacie pogorszenie separacji.

Technike normalnego spietrzania (NSM) zastosowano do oznaczania rezor-
cyny, l-naftolu, 2-naftolu [54].
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DETEKTOR

abca: 4

Rys. 3. Normalne spietrzanie w micelamej elektrokinetycznej chromatogrfii (MEKC). A - hydro-

dynamiczne wprowadzenie prébki; B - micele w strefie prébki oddziatujg z analitami i spietrzaja

sie na granicy strefy prébki o niskim przewodnictwie i buforu; C - anality zostajg spietrzone w wa-
ska, stezong strefe; D - separacja analitéw na zasadach MEKC

2.2.2. Spietrzanie z odwrdcong polaryzacjg elektrod. W technice spietrza-
nia z odwrocong polaryzacjg elektrod (REPSM) [53, 55] prébka przygotowana
w wodzie lub micelamej matrycy o niskim przewodnictwie jest wprowadzana hy-
drodynamicznie jako dtuga strefa (dtuzsza niz w technice NSM), po uprzednim
skondycjonowaniu kapilary buforem o obojetnym pH. Po przytozeniu napiecia
z zastosowaniem polaryzacji ujemnej micele wprowadzone elektrokinetycznie do
kapilary z naczynka wejsciowego porywajg i spietrzajg anality w waska strefe,
a matryca probki jest usuwana przez przeptyw elektroosmotyczny (EOF). Prad
powinien by¢ uwaznie kontrolowany i kiedy jego warto$¢ osiggnie 97-99% war-
tosci zmierzonej po skondycjonowaniu kapilary buforem, polaryzacja jest prze-
tagczana z ujemnej na dodatnig. W polaryzacji dodatniej strefy zatezonych sub-
stancji sg rozdzielane na zasadzie micelamej elektrokinetycznej chromatografii
(MEKC).

Zaletg tej techniki jest to, ze ze wzgledu na usuniecie matrycy prébki do ka-
pilary mozna wprowadzi¢ duzg objetos¢ prébki bez pogorszenia rozdzielczosci.
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Zjawisko dyspersji na granicy spietrzonej strefy, spowodowane przez lokalne nie-
dopasowania predkosci elektroforetycznych, miedzy strefami o niskim i wysokim
przewodnictwie, jest takze zmniejszone. Jednak wadg tej techniki jest koniecz-
no$¢ zmiany polaryzacji, co moze prowadzi¢ do pogorszenia precyzji wynikoéw
analiz, gdyz objeto$¢ prébki pozostajgca w kapilarze po zmianie polaryzacji jest
zmienna podczas kolejnych analiz. Poza tym zmiana polaryzacji moze stanowi¢
problem w niektorych aparatach HPCE.

Technike spietrzania z odwrdcong polaiyzacjg elektrod (REPSM) zastoso-

wano do oznaczania rezorcyny, l-naftolu, 2-naftolu oraz 1,6-dihydroksynaftale-
nu [55].

2.2.3. Spietrzanie z uzyciem przeciwnie migrujgcych miceli. W technice
spietrzania z uzyciem przeciwnie migrujagcych miceli (SRMM) [56] prébka przy-
gotowana najlepiej w wodzie jest wprowadzana hydrodynamicznie, po skondy-
cjonowaniu kapilary buforem o niskim pH. W niskim pH (< 5) predkos$¢ elektro-
foretyczna anionowych miceli dodecylosiarczanu sodu (SDS) jest wyzsza niz
przeptyw elektroosmotyczny (EOF), w wyniku czego micele swobodnie migru-
ja w kierunku anody. Po przytozeniu napiecia z zastosowaniem polaryzacji ujem-
nej micele z naczynka przy katodzie wnikajg do strefy zajmowanej przez prébke
i nastepuje spietrzanie czasteczek analitow w waska strefe, nastepnie matryca
prébki zostaje usunieta dzieki przeptywowi elektroosmotycznemu skierowanemu
w strone katody i dalej nastepuje rozdzielenie stref.

Zaletg techniki spietrzania z uzyciem przeciwnie migrujacych miceli
(SRMM) jest to, ze moze by¢ stosowany bardzo dtugi czas wprowadzania prob-
ki bez koniecznos$ci zmiany polaryzacji. Ponadto dzieki temu, ze matryca probki
zostaje usunieta, nie obserwuje sie pogorszenia w rozdzieleniu pikow i uzyskuje
sie znaczne polepszenie sygnatu detektora.

Technike SRMM zastosowano do oznaczania fenantrenu, 2,3,5-trimetylofe-
nolu, jP-etylofenolu, m-chlorofenolu, o-chtorofenolu, 4-metylofenolu, 2-metylofe-
nolu, p-nitrofenolu, o-fluorofenolu i fenolu [56].

Technikg pokrewng do spietrzania z uzyciem przeciwnie migrujgcych mi-
celi (SRMM) jest spietrzanie z uzyciem przeciwnie migrujacych miceli i strefy
wodnej (SRMM-WP) [57, 58]. W tej technice, po skondycjonowaniu kapilary
buforem o niskim pH, hydrodynamicznie wprowadzana jest strefa wody, a na-
stepnie probkajako dtuga strefa. Préobke uprzednio przygotowuje sie w micelar-
nej matrycy o niskim przewodnictwie. Strefa wodna przedtuza strefe o niskim
przewodnictwie, poniewaz ma wyzszgsite pola elektrycznego w poréwnaniu do
strefy zajmowanej przez probke. Zatem efektywne predkosci elektroforetyczne
komponentow probki sg wyzsze w strefie wodnej niz w micelamej strefie prob-
ki; w ten sposob mozliwe jest bardziej efektywne spietrzanie. Spietrzanie naste-
puje na granicy miedzy strefg wodng a strefg buforu. Takze zjawisko poszerze-
nia strefy spowodowane obecnoscig miceli jest eliminowane. Po przytozeniu na-
piecia z zastosowaniem polaryzacji ujemnej zachodzi skupienie stref analitéw,
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usuniecie z probki matrycy i wodnej strefy i dalej separacja skupionych stref
substancji.

Technika spietrzania z uzyciem przeciwnie migrujgcych miceli i strefy wod-
nej (SRMM-WP) jest selektywna dla substancji charakteryzujgcych sie wysokim
wspotczynnikiem retencji - czyli dla zwigzkdw silnie hydrofobowych, co moze
stanowi¢ zarowno zalete, jak i wade. W przypadku gdy interesujgce nas anality
sg hydrofobowe, a chcemy pozby¢ sie zwiazkéw hydrofilowych, jest to duza za-
leta. inng zaletg tej techniki jest to, ze micele pomagaja w rozpuszczaniu hydro-
fobowych analitdw. Technike SRMM-WP zastosowano do oznaczania takich
steroiddw, jak testosteron i kortyzon oraz policyklicznych weglowodoréw aroma-
tycznych, jak fenantren i naftalen [57].

2.2.4. Spietrzanie przez wprowadzanie probki ze wzmocnieniem pola
elektrycznego. W technice spietrzania probki ze wzmocnieniem pola elektrycz-
nego (FESI) po skondycjonowaniu kapilary buforem o obojetnym pH do kapila-
ry zostaje hydrodynamicznie wprowadzona strefa wodna [59-61]. Prébka przy-
gotowana w micelamym roztworze o niskim przewodnictwie w obojetnym pH
jest elektrokinetycznie wprowadzana z zastosowaniem polaryzacji ujemnej. Na-
czynko z buforem jest zastepowane naczynkiem z probka, kiedy natezenie pradu
osiggnie 97-99% wartosci zmierzonej po skondycjonowaniu kapilary buforem.
Nastepnie polaryzacja ujemna jest przetgczana na polaryzacje dodatnig. Uzycie
buforu z kationowym surfaktantem umozliwia elektrokinetyczne wprowadzanie
z zastosowaniem dodatniej polaryzacji elektrod [62],

Zaletg techniki spietrzania ze wzmocnieniem pola elektrycznego (FESI)
w micelamej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC) jest to, ze prébki przy-
gotowuje sie w micelamych roztworach, co utatwia rozpuszczalnos$¢ hydrofobo-
wych zwigzkéw. Jednak tylko wysokoczasteczkowe surfaktanty znalazty zasto-
sowanie w technice FESI, a substancje, ktdre chcemy analizowaé, powinny cha-
rakteryzowac sie wysokimi wspétczynnikami retencji.

Technike FESI w MEKC zastosowano do oznaczania estronu, estradiolu
oraz estrogenu w moczu [59], a takze takich opioiddw, jak kodeina i morfina [61].

Schemat przedstawiony powyzej moze by¢ takze uzyty do przedstawienia
techniki spietrzania probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego z uzyciem prze-
ciwnie migrujgcych miceli (FESI-RMM) [63], z tym ze w FESI-RMM nie ma
zmiany polaryzacji, stosowany bufor ma niskie pH, prébka jest takze przygoto-
wana w micelamym roztworze o niskim przewodnictwie, ale w niskim pH.
Wprowadzanie probki oraz separacja odbywayjg sie z zastosowaniem polaryzacji
ujemnej. Naczynko z buforem zastepuje naczynko z prébka, kiedy osiggniete zo-
staje 70-90% wartosci natezenia pragdu zmierzonej po skondycjonowaniu kapila-
ry buforem. Procent pierwotnej wartosci natezenia pradu jest nizszy niz w spie-
trzaniu probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego (FESI); strefa wodna jest
takze krétsza.
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Podobna do spietrzania ze wzmocnieniem pola elektrycznego (FESI) i spie-
trzania z uzyciem przeciwnie migrujgcych miceli i strefy wodnej (SRMM-WP),
technika spietrzania prébki ze wzmocnieniem pola elektrycznego zuzyciem prze-
ciwnie migrujacych miceli (FESI-RMM) jest stosowana do $rednio i silnie hydro-
fobowych substancji. Zaletg tej techniki jest to, ze jako surfaktant SDS ma efek-
tywne zastosowanie. Poza tym uzyskuje sie tu lepsze ksztatty pikdw niz w tech-
nice spietrzania z uzyciem przeciwnie migrujgcych miceli (SRMM).

Technike FESI-RMM zastosowano do oznaczania fenoli, a takze progestero-
nu, testosteronu, hydrokortyzonu i kortyzonu [63].

3. ZATEZANIE PRZEZ ZMIATANIE

Zjawisko zmiatania (ang. sweeping effect) polega na zgarnianiu analitow
przez faze pseudostacjonama, ktora wchodzi i wypetnia strefe prébki po przyto-
zeniu napiecia. Zjawisko zmiatania po raz pierwszy zostato zaobserwowane przez
Gilgesa [64], ale nie zostato przez niego doktadnie udokumentowane. Technike
te jako nowg metode zatezania w micelamej elektrokinetycznej chromatografii
(MEKC) po raz pierwszy opisat Terabe [65] w 1998 r. i poréwnatjg do uzycia
miotty w celu doktadnego zmiecenia ziaren ryzu rozsypanych na podtodze.

Anality przygotowane sg w matrycy o tym samym przewodnictwie co bufor
do analizy. Kapilare kondycjonuje sie buforem o bardzo niskim pH, co powodu-
je protonowanie grup silanolowych $ciany kapilaiy i po przylozeniu napiecia
przeptyw elektroosmotyczny jest znacznie zredukowany. Prébka zostaje hydro-
dynamicznie wprowadzonajako diuga strefa. Po przytozeniu napiecia z zastoso-
waniem polaryzacji ujemnej micele z buforu (katoda) migrujg w strefe prébki
i zmiatajg anality w waskie strefy (w zaleznosci od ich wspotczynnikéw retencji).
Nastepnie te waskie, skoncentrowane strefy analitéw oddziatujgcych z micelami
ulegaja rozdzielaniu na zasadach MEKC. Poniewaz przeptyw elektroosmotycz-
ny (EOF) jest bliski zeru, ruchliwo$¢ miceli jest znacznie wieksza od ruchliwo-
$ci EOF i micele wraz z analitami wedrujg od katody do anody. Jako pierwsze mi-
grujg anality o najwiekszym powinowactwie do miceli, jako ostatnie natomiast
czasteczki, ktore w ogole nie oddziatujg z micelami.

Dzieki tej metodzie mozna zwiekszy¢ sygnat detektora nawet 5000 razy. Po-
nadto metoda ta jest niezalezna od EOF i moznajg stosowaé¢ zaréwno dlajondw,
jak i czasteczek nie obdarzonych tadunkiem. Dodatkowg zaletgjest to, ze mozna
manipulowaé¢ matrycg prébki (zmiana pH, dodatek organicznych rozpuszczalni-
kéw) w celu zwiekszenia rozpuszczalnosci analitow, lub optymalizowaé skifad
i pH buforu w celu zwiekszenia efektu zmiatania [66-68].

Technike zmiatania w micelamej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC)
zastosowano do oznaczania takich zwigzkow jak: testosteron, estrogen czy chi-
nina [65],
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3.1. ZATEZANIE PRZEZ ELEKTROKINETYCZNE WPROWADZANIE PROBKI
TECHNIKA KATIONOW'0 SELEKTYWNEGO WYCZERPYWANIA | ZMIATANIE

W metodzie zatezania przez elektrokinetyczne wprowadzanie prébki techni-
kg kationowo selektywnego wyczerpywania i zmiatanie (CSEI-S), przedstawio-
nej na rys. 4 [69], kapilara kondycjonowana jest buforem o niskim pH (nie za-
wierajagcym miceli). Nastepnie do kapilary hydrodynamicznie wprowadzana jest
dluga strefa bufom o wysokim przewodnictwie oraz krétka strefa wodna. Z ko-
lei z zastosowaniem polaryzacji dodatniej do kapilary elektrokinetycznie wpro-
wadzane sg kationy z probki wczes$niej przygotowanej w wodzie lub roztworze
o niskim przewodnictwie. Czas wprowadzania jest dtugi (ok. 10 minut), co po-
woduje wytworzenie w kapilarze bardzo dtugiej strefy kationéw, ale o stezeniu

strefgwodna DETEKTOR

bufor o wysokim bufor nie zawierajgcy miceli
A przewodnictwie (niskie pH)

spietrzane kationy

5 a ©

kationy =~ --—-- >

Rys. 4. Zatezanie przez elektrokinetyczne wprowadzanie prébki technika kationowo selektywnego
wyczerpywania i zmiatanie (CSEI-S). A - kapilara skondycjonowana buforem o niskim pH nie za-
wierajacym miceli; wprowadzenie buforu o wysokim przewodnictwie i krétkiej strefy wodnej; B —
elektrokinetyczne wprowadzenie prébki z zastosowaniem polaryzacji dodatniej, kationy ulegajg
spietrzaniu na granicy miedzy strefg wodng i buforu o wysokim przewodnictwie; C - przyfozenie
napiecia z zastosowaniem polaryzacji ujemnej; micele z naczynka wejsciowego wkraczajg w stre-
fe spietrzonej prébki i zmiatajg anality w waskie strefy; D —koncowy efekt wyczerpywania i zmia-
tania; dalej nastepuje separacja zatezonych analitéw na drodze MEKC
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analitow wiekszym niz w prébce. Natychmiast po wprowadzeniu kationdw do
obu koricéw kapilary podstawiane zostajg naczynka z buforem o niskim pH za-
wierajgcym anionowe micele. Po przytozeniu do kapilary napiecia z zastosowa-
niem polaryzacji ujemnej anionowe micele wchodzg do kapilary, zmiatajg katio-
nowe anality w waskie strefy, po czym zachodzi separacja zatezonych analitow
na zasadach micelamej elektrokinetycznej chromatografii (MEKC).

Technika ta umozliwia polepszenie sygnatu detektora w analizie kationo-
wych zwigzkow hydrofobowych ok. milion razy, co do tej pory jest najwiekszym
osiggnieciem w technikach zatezania w kapilarze.

Technike zatezania przez elektrokinetyczne wprowadzanie prébki technikg
kationowo selektywnego wyczerpywania i zmiatania (CSEI-S) zastosowano do
oznaczania metoprololu, acebutololu, 1-nafiyloaminy oraz laudanozyny [69].

PODSUMOWANIE

Technika wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE), komplementar-
na w stosunku do wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), ze wzgle-
du na duzg rozdzielczos¢ oraz podatno$¢ na automatyzacje i miniaturyzacje, sta-
nowi unikatowe narzedzie do analizy $ladowych i ultrasladowych ilosci substan-
cji w probkach o skomplikowanych matrycach. Prognozuje sie, ze po zastosowa-
niu ,,technologii chipéw” HPCE zrewolucjonizuje badania w dziedzinie biologii
i medycyny molekularnej oraz wczesng diagnostyke lekarska. Juz dzi$§ mozliwe
jest prowadzenie analiz na poziomie pojedynczych komarek roslin i zwierzat [70]
w celu lepszego zrozumienia procesow w nich zachodzacych, przez $ledzenie
zmian jakosciowych iilosciowych. Realna staje sie perspektywa rutynowych ana-
liz sktadnikéw obecnych w ztozonych prébkach w ilosciach atto- i ceptomolo-
wych. Warunkiem koniecznym do realizacji tego celu jest podwyzszenie czutosci
stezeniowej HPCE, mozliwe do osiggniecia przez modyfikacje chemiczng anali-
tow, wprowadzanie czutych detektoréw, zatezanie probki przed wprowadzaniem
do kapilary oraz w kapilarze. Wysitki eksperymentatoréw z réznych osrodkéw na-
ukowych prowadzace do opracowania efektywnych sposobéw zatezania analitow
po wprowadzeniu prébki do kapilary zostaty pokrétce opisane w tym artykule. Za-
tezanie w kapilarze, proste w wykonaniu i bez dodatkowych inwestycji aparatu-
rowych, umozliwia podniesienie czutosci analizy od dziesieciu do miliona razy.
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8 lipca 1880 roku, na otwartym posiedzeniu Akademii Nauk w Berlinie, zna-
ny fizjolog i badacz elektrycznosci zwierzecej, Emil Du Bois Reymond wygtosit
wyktad o tytule: ,,Die sieben Weltratsel” (Siedem zagadek bytu) [1]. Wyktad wy-
wotat wielki rezonans, czemu pewnie sprzyjato i oficjalne stanowisko zajmowa-
ne przez uczonego. Byt on permanentnym sekretarzem Pruskiej Akademii Nauk.
Niecodzienny tez byt moment wygtoszenia wyktadu. Odbyt sie on w ramach uro-
czystosci Roku Leibnitza, ktore wtedy obchodzono. Wyktad chwalono powszech-
nie i uznano za wyraz skromnosci nauki, ktdra wie, jakie sgjej mozliwosci i ogra-
niczenia.

Du Bois Reymond przedstawit w swoim wystgpieniu liste siedmiu wielkich
pytan, na ktére nauka nie umie odpowiedzie¢. Mozna by rzec - liste siedmiu py-
tan kardynalnych. A oto te pytania - zagadki:

po pierwsze - co jest istotg materii i sity?

po wtére - jakie jest pochodzenie ruchu?

po trzecie - jak powstato zycie?

po czwarte - skad ijak wynikta celowos$¢ zachowan Przyrody?

po piate - jak powstata wrazliwo$¢é zmystowa?

po sz6ste —jak powstato rozumne myslenie i zwiazany z nim jezyk?

i po siodme —czy istnieje wolna wola?

Trzy z tych pytan - pierwsze, drugie i piate - uznat uczony za nierozwigzal-
ne. Nazwal je pytaniami transcendentalnymi. Trzy dalsze - trzecie, czwarte
i szoste - za bardzo trudne, ale przeciez w zasadzie do rozwigzania. O siodmym
pytaniu wiasciwie sie nie wypowiedziat. Z fatwos$cig mozemy zauwazy¢, ze wiel-
kie pytania Du Bois Reymonda podszyte byty metafizycznymi zgota niepokoja-
mi i w jakiej$s mierze nawigzywaty do dyskusji ontologicznych, toczonych przez
wieki wérdd adherentow réznorodnych pradow religijnych i filozoficznych. Ale
reprezentowaty one réwniez aktualne niepokoje wspdtczesnej uczonemu nauki.
Liste pytan zestawit fizjolog. Dlatego wyraznie odcisnety sie w nich biologiczne
gtownie zainteresowania i przemyslenia uczonego.

Dwadzies$cia lat p6zniej wyzwanie Du Bois Reymonda podjat nie mniej od
niego stawny niemiecki biolog, Ernest Haeckel. Wyznawca i propagator darwini-
zmu, czynny byt jako wspétworca Ruchu Monistow, rodzaju uczonej sekty, pro-
pagujacej Religie Nauki i Swiatopoglad nazywany materialistycznym. | otoz,
w 1899 roku Haeckel wydat dzieto o zacieciu popularnonaukowym: Die Weltrat-
sel. Postanowit w nim opowiedzieé, co tez nauka sadzi o pytaniach Du Bois Rey-
monda i odpowiedziach na nie. Jak powiedzielismy, Haeckel byt zwolennikiem
materialistycznego monizmu, to jest pogladu uznajgcego jednorodno$é natury
Rzeczywistosci. Dla Haeckla byta to natura materialna, nie duchowa. Wedtug te-
go autora pytania Du Bois Reymonda byty w duzej mierze pytaniami urojonymi.
Bo tez wedtug niego pytanie pierwsze, drugie i pigte znajduje fatwe wyttlumacze-
nie w generalnym pogladzie na istote substancji, trzecie za$, czwarte i széste da-
dzg sie rozwigza¢ na gruncie teorii rozwoju Przyrody. Siédme z pytan zdaniem
Haeckla w ogdle ,,nie moze by¢ przedmiotem naukowych roztrzgsan”.
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Ksigzka Haeckla stata sie niemal natychmiast rodzajem manifestu i rodzajem
pisma Swietego ruchéw monistycznych, ale réwniez i spotecznych ruchéw o cha-
rakterze radykalnym. Wystarczy powiedzieé, ze w latach 1899-1928 wyszio
w $wiat czternascie wydan ksigzki. Ksigzka ukazata sie réwniez (w 1905 roku)
w przektadzie polskim, pod zmienionym jednak tytutem, bo jako Zarysfilozofii
monistycznej [2].

Nie ma co ukrywaé - ksigzka szokowa¢ mogta swoim antyreligijnym i anty-
klerykalnym ostrzem. Zapewne ta witasnie jej strona powodowata, ze w pan-
stwach autokratycznych, jak Rosja, przyjeto ja wrogo. To znaczy wrogo przyje-
tyja rzady i cenzura. Pierwsze jej rosyjskie wydanie wyszto w roku 1902, a wiec
trzy lata po ukazaniu sie dzieta. W ttumaczeniu pominieto trzy rozdziaty, a we
wszystkich innych wykreslono fragmenty dotyczace religii. Niewiele to pomogto.
Cenzura zakazata rozpowszechniania ksigzki. Lipskie wydanie z 1906 roku zo-
stato w Rosji skonfiskowane, podobnie jak wydanie moskiewskie z roku 1907.
Skonfiskowano takze przektad totewski (Lotwa byta czescig imperium caréw),
wydany w Rydze w roku 1908. Petny tekst rosyjskiego przektadu ksigzki Hae-
ckla ukazat sie w Rosji dopiero w 1922 roku. A przeciez ksigzka miata ambicje
przedstawienia w popularny sposdb pogladow okreslonej grupy ludzi nauki i jej
tresci mozna byto odnies¢ do dyskusji naukowych! Nie mamy jednak wcale za-
miaru blizej wchodzi¢ w szczegoty rozwijanej w ksigzce Haeckla argumentaciji.
Lista pytan Du Bois Reymonda byta nam potrzebna, by zdaé sobie sprawe z te-
go, jakie to pytania niepokoity nauke u schytku XIX wieku. | by zadac¢ jeszcze
jedno pytanie: czy i w jakim stopniu zmienita si¢ lista ,,pytan kardynalnych” po
stu z gorg latach?

Szczesliwie jesteSmy w stanie przeprowadzi¢ takie pordwnanie. W roku 1989
ukazata sie bowiem ksigzka cenionego popularyzatora nauki, a z zawodu mate-
matyka, J.L. Castiego pt. Paradigms Lost. A niedawno, bo w 2000 roku, wyszto
nowe jej wydanie, pod nieco zmienionym tytutem: Paradigms Regained [3].
W nowym wydaniu swojej ksigzki autor uwzglednit zmiane sytuacji, jakg spowo-
dowaly dalsze badania naukowe. Ksigzke te potraktowano powaznie: recenzja
z niej ukazata sie nawet na tamach ,,Nature”. Casti formutuje w niej nowg liste
pytan kardynalnych. Tych, ktére niepokojg nam wspétczesny Swiat naukowy. Do-
cieka tez, jakich to odpowiedzi udziela wspotczesna nauka na te pytania. W tym
celu stosuje Casti procedure dochodzenia sgdowego. Zestawia argumenty prze-
mawiajgce za konkretng odpowiedzig i argumenty jej przeciwne. Wazy, niczym
sedzia, argumenty stron i wydaje ostrozne orzeczenie.

Warto spojrze¢ na liste probleméw kardynalnych postawionych w tej ksigz-
ce. Oto ona:

po pierwsze - pochodzenie zycia,

po wtore - genetyczne uwarunkowania zachowan socjalnych cztowieka,

po trzecie - sposob powstania jezyka mowionego ludzi,

po czwarte —mozliwo$¢ zbudowania maszyny myslacej (sztuczna inteli-
gencja),
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po pigte - kwestia istnienia inteligencji pozaziemskiej,

po szdste - istota rzeczywistosci kwantowe;j.

Juz nawet pobiezny rzut oka na dwie, rozdzielone stuleciem, listy pytan kar-
dynalnych pokazuje, ze ich duch ulegt dramatycznej zmianie. Niemal zniknat z li-
sty Castiego metafizyczny odcien niepokojow Du Bois Reymonda. W pytaniach
nie chodzijuz o to, skad sie to wszystko wzieto. Starajg sie one dociec, jakie ono
wiasciwie jest. Pytania staty sie jakby bardziej pragmatyczne. Na obydwu listach
widniejg tylko dwa niezmienione pytania. To o pochodzenie zycia i to o drogi po-
wstawania jezyka ludzkiego. Zniknety gdzie$ pytania czwarte i piate z listy Du
Bois Reymonda. | pojawity sie sprawy zupeinie nowe. Takie, jak pytanie o gene-
tyczne uwarunkowania zachowan socjalnych, o mozliwo$¢ wytworzenia sztucznej
inteligencji czy istnienia inteligencji pozaziemskich. Takich pytan w ogole jeszcze
nie stawiano przed stu laty. Nie istniata, poza pierwszymi jej zalgzkami, genety-
ka. Nie miano jeszcze pojecia, ze wyloni sie przed nami Swiat rzeczywistosci
kwantowej. Pytania o istnienie innych, oprocz ludzkiej, inteligencji w Kosmosie,
czy o mozliwo$é wytworzenia sztucznej inteligencji - jeslije zadawano - w ogéle
jeszcze nie nabieraty jakiegokolwiek odniesienia do zadan praktycznych. A co do-
piero mowi¢ o zwigzkach miedzy genetyka a zachowaniami socjalnymi?

W mojej notatce chce umknaé spraw szczeg6towych. Nie wgtebiatem sie
wiec w argumentacje Du Bois Reymonda i nie bede sie wgtebiat w tresci ksigz-
ki Castiego. Ale nie moge sie oprze¢ checi przytoczenia przynajmniej jednej
z przedstawionych przez Castiego ilustracji do kwestii genetycznych uwarunko-
wan zachowan socjalnych wiasnie. Nie dotyczy ona ludzi, lecz $wiata zwierze-
cego. Istniejg dwie odmiany nornicy amerykanskiej. Jedna zamieszkuje prerig,
druga goéry. Samiczki tej pierwszej odmiany wyrdzniajg zachowania rodzinne,
opiekuricze wobec potomstwa. Samiczki drugiej odmiany porzucajg swoje po-
tomstwo zaraz po urodzeniu i w ogoéle nie zajmujg si¢ jego losem. Jak sie okaza-
fo, ta diametralna rdznica zachowan ma podtoze biochemiczne. Mdzgi samiczek
obydwu odmian r6znig sie rozlokowaniem w tkance mézgowej receptoréw oksy-
tocyny, hormonu peptydowego regulujagcego cigze i potég. A wiec to genetyka
decyduje o tych bardzo waznych zachowaniach zwierzat.

Ale o tym tylko nawiasem. Wracajac do poréwnan obydwu list pytan kardy-
nalnych stwierdzmy jeszcze, ze najwazniejsze dla Du Bois Reymonda pytania
o istote materii i sity oraz o pochodzenie ruchu ulegty na liscie Castiego gruntow-
nej transformacji, bo jaka$ ich czastke odnalez¢ przeciez mozemy w pytaniu
0 istote rzeczywistoSci mikroswiata. Odkrycie mikroswiata potrzasneto filarami
dawnej fizyki, tej z czaséw Du Bois Reymonda i Haeckla. Wywotato niekonncza-
ce sie dyskusje o tym, z czym wilasciwie na tym poziomie organizacji Przyrody
mamy do czynienia. Padajgtam nowe pytania, ktdre zaledwie potrafie powtorzy¢:

Jaka rzeczywisto$¢ odpowiada obliczonym funkcjom falowym?

W jakiej mierze pomiar kreuje rzeczywisto$¢ kwantowa?

Czy mikroSwiat jest realnoscig, czy tez, jak chcg niektorzy, superpozycja
stanéw?
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Czy mechanika kwantowa to tylko system obliczeniowy, ajej wyniki maja
charakter statystyczny?

Fizyka mikrosSwiata nie jest zdroworozsadkowa, odbiega od intuicji ludz-
kich. Nic, tylko westchna¢: jak ogromnie zmienit sie swiat nauki od czaséw Du
Bois Reymonda i Haeckla! Ale to nie znaczy przeciez, by pytania niepokojgce
XIX-wiecznych uczonych znalazty ostateczne odpowiedzi. Po prostu przestali-
$my sie nimi zajmowac, ,,zeszty z celownika”. Bo jesli chodzi o stawianie no-
wych i poniechanie dawniejszych pytan, to sprawy rozgrywajg sie na sposob,
0 ktorym tak pisat J.Dewey:

Stare idee ustepujg powoli. Sg bowiem czym$ wiecej niz abstrakcyjnymi logicznymi forma-
mi i kategoriami. Sg to nawyki, predyspozycje, gteboko zakorzenione postawy niecheci i upodo-
bania. Précz tego przewaza przekonanie - cho¢ historia wykazata, ze jest to ztudzenie - iz wszyst-
kie pytania, ktére stawia ludzki umyst, moga zosta¢ rozwigzane w kategoriach alternatyw takich,
jakie same prezentujg. W rzeczywisto$ci jednak postep intelektualny zazwyczaj przejawia sie
w prostej rezygnacji z pytan z obydwoma cztonami alternatywy. Wynika to z ich zmniejszajacej
sie zywotnosci i zmiany aktualnych zainteresowan. Nie rozwigzujemy ich - mijamy je, idac da-
lej. Stare pytania znikajga, rozptywajgsie, a ich miejsce zajmujgnowe, odpowiadajgce zmienionym
kierunkom wysitkéw i preferencji [5],

Co wydaje sie ciekawe, w mniejszym stopniu ulegajg z biegiem czasu zmia-
nom $wiatopoglagdowe wybory uczonych. W roku 1916 amerykanski psycholog,
James Leuba, przeprowadzit wsérod uczonych USA bardzo ciekawg ankiete. Po-
prosit w niej o odpowiedZ na trzy pytania: o wiare respondenta w Boga, 0 osobi-
stg wiare w ludzka niesSmiertelno$¢ i o stopien odczuwania potrzeby witasnej nie-
Smiertelnosci. Adresaci ankiety to tysigc wybranych ,,na chybit trafit” naukow-
cow, figurujacych w tomie ,,American Men of Science” za rok 1910. Ankieta by-
ta doskonale przyjeta. Odpowiedziato na nig ok. 70% zapytanych. Jak sie
okazato, wiare w Boga zadeklarowato ok. 40% respondentow. Nieco wiecej by-
to wierzacych w zycie poSmiertne. Ta ostatnia sprawa mogtaby sie wydawaé
dziwna. Ale dla wielu respondentow to poSmiertne zycie byto rodzajem roztopie-
nia sie w Przyrodzie, a dla innych - trwaniem w pamieci potomnych.

| oto, w roku 1996, rowno 80 lat po ankiecie Leuby, powtérzyli jg EJ. Lar-
son i L. Witham. Znéw ,,na chybit trafit” wybrali oni nazwiska tysigca uczonych,
kierujac sie ich obecnoscigw aktualnym wydaniu tomu ,,American Men and Wo-
men of Science”. (Zwro¢my uwage, ze w tytule tomu z 1910 roku uczonych ko-
biet jeszcze nie byto; daje to pojecie o socjologicznych zmianach, jakie zaszty
w obrebie zawodu uczonego.) Odzew na ankiete byt, tak jak poprzednio, znacz-
ny. Uzyskano 60% odpowiedzi. Poréwnanie wynikéw obydwu ankiet znalez¢
mozna w nie tak dawnym numerze ,,Nature” [6]. Oto ono:

Porownanie odpowiedzi na ankiete w roku 1916 i 1996 (w procentach)

1916 1996

Wiara w Boga osobowego
osobista wiara 41,8 39,3
osobista niewiara 41,5 45,3

postawa agnostyczna lub watpienie 16,7 14,5
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Wiara w ludzka nieSmiertelnos¢

osobista wiara 50,6 38,0

osobista niewiara ok. 20,0 46,9

postawa agnostyczna lub watpienie ok. 30,0 15,0
Odczuwanie potrzeby nieSmiertelnosci

intensywne 34,0 9,9

umiarkowane 39,0 25,9

w ogo0le brak odczuwania 27,0 64,2

Rzuca sie w oczy, ze odsetek uczonych wierzacych w Boga zmienit sie tylko
nieznacznie w ciggu tych 80 lat. W matym tez stopniu zmienita sie zaréwno liczba
niewierzacych w istnienie Boga, jak i liczba ,,agnostykéw”. Powazne zmiany na-
tomiast nastgpity w rubryce ,,wiara w ludzka nieSmiertelnos¢”. Liczba wierzacych
w nig spadta o 14%, a niewierzacych wzrosta 0 27%. Réwnoczes$nie bardzo zma-
lata liczba watpiacych. Najciekawsze jednak zmiany nastapity w rubryce odczuwa-
nia potrzeby nieSmiertelnosci. Az 64,2% respondentéw zadeklarowato brak checi
przedtuzenia swego zywota w nieskonczonos¢. Mysle, ze mogto imjednak chodzié
0 rodzaj niesmiertelnosci ziemskiej, o zwykte ziemskie bytowanie, przedtuzone
w nieskonczono$é. Bo tak przeciez wyobrazamy sobie nieSmiertelno$¢. Przypomi-
nam sobie rozmowe, ktorg kiedy$, dawno temu, prowadzitem w uniwersyteckiej
stotéwece z kolegg, fizykiem-teoretykiem. RozmawialiSmy o ziemskiej nieSmiertel-
nosci wiasnie, dostownie rozumianej. Natchniony lekturg Darwina klarowatem mu,
ze bytby to koniec ewolucji gatunku, wydarzenie katastrofalne dlajego przyszto-
Sci. Westchnat ciezko. - Ale przeciez - powiedziat- przyznasz, ze z punktu widze-
nia nawet tych samych intereséw gatunku bytoby korzystne zachowanie wybitnych
inteligencji... Szkoda skazywac na zagtade takie wybrane, wybitne inteligencje... -
Usmiechnatem sie po cichutku. Zbyt wyraznie wpisywaty sie w te stowa zaréwno
jego osobiste pragnienia, jak i bardzo wysoka samoocena.

Przedstawione wyzej ankiety objety uczonych najrozniejszych specjalizaciji.
W odpowiedziach ujawnity wiec sie pewne preferencje zawodowe. W ankiecie
przeprowadzonej w 1996 roku wsrod deklarujgcych wiare w Boga najwyzszy byt
odsetek matematykdéw (44,6%). Nie wierzyto zas w Boga 77,9% fizykdw i astro-
noméw. Zupetnie inaczej wygladaty wyniki pierwszej ankiety. Wtedy najwiecej
niewierzacych byto wsrod biologow (69,5%).

Co jednak najbardziej uderza w ankiecie Larsona i Withama, to ogromny
wzrost liczby uczonych, ktérzy osobistej nieSmiertelnosci wcale nie pragng. Jakjuz
powiedziatem, obawiam sie, ze myslgc o niesmiertelnosci mieli oni na uwadze
przedtuzenie nad miare swojego ziemskiego bytowania. | tego wasnie wcale nie
pragna. Bo niewatpliwe przedtuzenie $redniego czasu trwania zycia, jakie nastgpi-
to w ciggu minionych stu lat, wydtuzyto gtdwnie okres starosci, okres cierpien
lumierania. Czas zmagania sie z nieuleczalng chorobg. A to przykra perspektywa.
Mysle, ze tutaj wiasnie lezg przyczyny tak nieoczekiwanej odpowiedzi, udzielonej
przez ankietowanych na pytanie o odczuwanie potrzeby nieSmiertelnosci.
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NOWE WYDAWNICTWA

Biotechnologia zywnosci, praca zbiorowa, pod red. Wiodzimierza Bednarskiego i Arnolda Repsa,
Wydawnictwa Naukowo-Techniczne, Warszawa 2001, 486 s., cena 49,50 zi, twarda oprawa

Opiniowana ksigzka stanowi obszerne, blisko 500-stronicowe dzieto przygotowane przez
9 naukowcéw, przewaznie pracownikéw naukowo-dydaktycznych Uniwersytetu Warminsko-Ma-
zurskiego w Olsztynie. Autorami podrecznika, w porzadku alfabetycznym, sa: dr inz. Marek Adam-
czak; dr hab. Andrzej Babuchowski, prof. UWM; prof. dr hab. Wiodzimierz Bednarski; dr hab. Lu-
cjan Jedrychowski; dr inz. Jadwiga Kowalewska-Piontas; dr hab. Jacek Leman, prof. UWM; prof.
dr hab. Amold Reps; dr hab. Anna Satek; prof. dr hab. Tomasz Twardowski.

Podrecznik zawiera 10 rozdziatéw, ktére w sposéb syntetyczny i kompetentny przedstawia-
ja wybrane zagadnienia wspdtczesnej biotechnologii zywnosci, jej perspektywy i najwazniejsze
osiggniecia. Dobdr i zakres materiatu prezentowanego w tej ksigzce jest ciekawy i wychodzi na-
przeciw oczekiwaniom czytelnikéw. Redaktorzy naukowi podrecznika zrezygnowali z zamieszcza-
nia w nim podstawowych informacji, takich jak morfologia, cykle rozwojowe, fizjologia czy me-
tabolizm drobnoustrojéw przemystowych, ogélnie dostepnych w wielu bardzo dobrych podreczn.
kach, zaréwno krajowych, jak i zagranicznych. Zakres tematyczny podrecznikajest szeroki i doty-
czy w gtéwnej mierze klasycznej biotechnologii, a wiec wykorzystania naturalnych szczepéw
drobnoustrojéw oraz enzyméw do prowadzenia proceséw biosyntezy, biotransformacji i biodegra-
dacji. Lektura tego podrecznika umozliwia czytelnikowi zapoznanie sie ze $rodowiskiem i surow-
cami stosowanymi w procesach biotechnologicznych oraz metodami pozyskiwania drogg biotech-
nologiczng funkcjonalnych dodatkéw do zywnosci (aminokwaséw, enzymoéw, polisacharydow,
zwigzkow aromatycznych, szczepionek do proceséw fermentacyjnych w zywnosci itp.). Ksigzka
wprowadza w zagadnienia produkcji fermentowanej zywnosci i napojoéw alkoholowych, zaznaja-
mia z problematyka enzymatycznej modyfikacji sktadnikéw zywnosci oraz biotechnologicznymi
metodami zagospodarowania produktéw ubocznych i odpadowych przemystu rolno-spozywczego.
W podreczniku nie pominieto waznych aspektéw inzynieryjnych i procesowych, takich jak bu-
dowa bioreaktoréw, sposoby prowadzenia bioproceséw oraz operacje jednostkowe w procesach
biotechnologicznych. Ponadto cztery odrebne rozdzialy podrecznika poswiecono biotechnologii
molekularnej ijej znaczeniu w produkcji i analityce zywnosci. Przedstawiono w nich wybrane za-
gadnienia z zakresu biologii molekularnej i wykorzystania metod inzynierii genetycznej i komor-
kowej w doskonaleniu drobnoustrojéw przemystowych, oméwiono najwazniejsze trendy i dokona-
nia w dziedzinie biotechnologii roslin i zwierzat, naswietlono etyczne i prawne aspekty stosowa-
nia modyfikowanych genetycznie organizméw w produkcji zywnos$ci oraz poruszono problematy-
ke zastosowania biosensoréw i metod immunoenzymatycznych w analizie zywnosci. Catos¢
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opracowaniawienczy bardzo przydatny czytelnikowi leksykon, objasniajacy znaczenie ok. 200 sta-
rannie wyselekcjonowanych terminéw biotechnologicznych.

Poszczegdblne rozdziaty podrecznika prezentujg wysoki poziom merytoryczny i zostaty opra-
cowane na podstawie najnowszych pozycji piSmiennictwa - wrekszo$¢ cytowan stanowiag prace
oryginalne i przeglagdowe ogtoszone drukiem w ostatniej dekadzie. Krytyczne uwagi kieruje jedy-
nie pod adresem podrozdziatéw 4.1-4.7, w ktérych czytelnik moze natkna¢ sie na wiele niepopraw-
nych, zargonowych okreslen (np. ,,zaszczep”, ,,predkos$¢ wzrostu”, ,,faza troficzna”, ,,bioreaktor fa-
kultatywny niedotleniony”, ,,bioreaktor rurowy z zastosowaniem powrotu”). Wiekszo$¢ rozdziatow
jest napisanajasnym i zrozumiatym jezykiem. Cennym atutem podrecznika jest bogata dokumen-
tacja graficzna (99 rysunkéw) i tabelaryczna (79 tabel), przygotowana w sposéb przejrzysty i zro-
zumiaty, co znakomicie utatwia przyswajanie prezentowanych w nim wiadomosci.

Podrecznik adresowany jest do studentéw uczelni rolniczych, medycznych i politechnik, do
nauczycieli akademickich tych uczelni, a takze do pracownikéw przemystu spozywczego, specja-
lizujacych sie w zakresie biotechnologii zywnosci, technologii zywnosci i zywienia cztowieka.
Przedstawione w nim tresci sa zgodne z aktualnym stanem wiedzy i znajduja sie w zakresie pro-
gramoéw ksztatcenia nawymienionych kierunkach i specjalnosciach. Uwazam te nowga pozycje wy-
dawniczg za warto$ciowa i bardzo potrzebng. Wypetni ona znakomicie luke w materiatach dydak-
tycznych dotyczacych biotechnologii zywnosci i niewatpliwie bedzie z powodzeniem spetnia¢ swa
edukacyjna role.

Maria Wojtatowicz



DO CZYTELNIKOW
L,WIADOMOSCI CHEMICZNYCH”

Redakcja miesiecznika PTCh ,,Wiadomos$ci Chemiczne” zawiadamia, ze wy-
soko$¢ prenumeraty rocznej ,,Wiadomosci Chemicznych” za 2002 r. ustalilismy
na 60 zt dla instytucji i nie zrzeszonych prenumeratoréw indywidualnych oraz
30 zt dla bibliotek szkét Srednich i podstawowych. Nalezno$¢ za prenumerate
prosimy przekazywac na konto:

Bank Przemystowo-Handlowy S.A.
| Oddziat we Wroctawiu
pl. Powstancow SI. 9, 53-316 Wroctaw
Redakcja ,,Wiadomosci Chemicznych”
Nr 10601679-320000400597

Prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” dla cztonkéw PTCh, pofgczona
z optatg sktadek cztonkowskich, jest znacznie nizsza i przedstawia sie nastepujgco:

- prenumerata ,,Wiadomosci Chemicznych” na rok 2002 wraz ze skiadka
cztonkowska, w ramach ktdrej dostarczany jest ,,Orbital”, wynosi 75 zt (sktadka
- 65 zt, prenumerata - 10 zi);

- emeryci oraz nauczyciele szkét Srednich i podstawowych ptacg 25 zt
(sktadka - 15 zt, prenumerata - 10 z});

- dla studentow, cztonkow PTCh, sktadka wraz z prenumeratg ,,Wiadomosci
Chemicznych” wynosi 18 zt (sktadka - 8 zt, prenumerata- 10 z}).

Cztonkowie PTCh, ktérzy zechcg zaprenumerowa¢ ,,Wiadomosci Chemicz-
ne” na podanych tu warunkach, proszeni sg o wnoszenie optat na konto:

PTCh Warszawa, ul. Freta 16
BIG BG SA IV O/Warszawa, Nr 11601120-6594-132

Redakcja ,, Wiadomos$ci Chemicznych



WADOMOSD 2001,55,9-10
chemiczne pl issn 0043-5104

SPIS TRESCI

Agnieszka Gryszkiewicz, lzabella Jastrzebska, Jacek W. Morzycki: Nowe produkty

naturalne o dziataniu CytoStatyCZNYM ..o 793
Ryszard Frankowski, Wojciech Maszewski, Zygfiyd Smiatacz: Cyklitole .......ccccce.e. 821
Bogdan Falkiewicz, Kazimierz Wisniewski, Aleksandra S. Kotodziejczyk: Alternatywne

mediatory reakCji MitSUNODU ..o 849
Wiodzimierz Urbaniak: Kizemoorganiczne pochodne p-diketonéw - synteza, wtasciwosci

| GHOWNE ZASTOSOW AN T ..ttt bbbt bbbt . 859
Andrzej Lewandowicz: Enzymatyczna degradacjazwigzkéw chlorowcoorganicznych . . 883
Krzysztof Kurzak, Iwona Kuzniarska-BiernaCKa: Z badan nad spektroskopiag

UV-VIS komplekséw metali przejSciowych z zasadami Schiffa w roztworach . . .. 913
Angelika Mrass, Edward Bald: Metody zatezania analitow w kapilarze w wysoko-

sprawnej elektroforezie Kapilarne] ..o 933

Felieton naukowy
Ignacy Z. Siemion: Notatki chaotyczne. XXXV1. Zmienne feta pytan kardynalnych . . .. 955

NOWE WYHAWNICIWE oottt ettt b bbbt bbb 963

W NASTEPNYM ZESZYCIE UKAZA SIE:

Zbigniew Pawet Zagorski: Chemia radiacyjna i powstanie zycia na Ziemi

Jadwiga Wilska-Jeszka, Anna Podsedek: Bioflawonoidy jako naturalne antyoksydanty

Stanistaw Karski, Iwona Ludomirska, Izabela Witornska: Wptyw temperatury redukcji na wta-
Sciwosci sorpcyjne i katalityczne naniesionych uktadéw metalicznych

Stefan Lis, Stawomir But: Badania heteropolianionéw skondensowanych i ich komplekséw z jo-
nami lantanowcéw(HI) metodami spektroskopowymi

Krzysztof Jozwiak, Halina Szumito, Edward Soczewinski: Lipofilowo$é, metody wyznaczania
i rolaw dziataniu biologicznym substancji chemicznych

Stawomir Wielinski, Andrzej Olszanowski: Wykorzystanie HPLC do oznaczania witamin roz-
puszczalnych w ttuszczach

Radostaw Trebinski, Andrzej Maranda: Przemiany grafitu i azotku boru w falach uderzeniowych

Felieton naukowy
Ignacy Z. Siemion: Notatki chaotyczne. XXXVII. O odkryciach przedwczesnych

Kronika
Doktorat honoris causa Prof. dra hab. Lucjana Sobczyka

Sprawozdanie Komitetu Gtéwnego Olimpiady Chemicznej z XLVII olimpiady w roku szkolnym
2000/2001

Nowe wydawnictwa
Informacje

WICHAP 55 (9-10) (2001) Indeks 38111



	Nowe produkty naturalne o działaniu cytostatycznym (Agnieszka Gryszkiewicz, Izabella Jastrzębska, Jacek W. Morzycki)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Cefalostatyny
	2. Ritterazyny
	3. Synteza pierścienia pirazynowego
	3.1. Dimery symetryczne
	3.2. Dimery niesymetryczne

	4. Synteza cefalostatyny 1
	4.1. Synteza lewej podjednostki
	4.2. Synteza prawej podjednostki

	5. Ritterostatyny
	6. Glikozydy cholestanowe śniedka
	7. Syntezy saponiny OSW-1 i jej aglikonu
	8. Mechanizm aktywności cytostatycznej - hipotezy
	Piśmiennictwo cytowane

	Cyklitole (Ryszard Frankowski, Wojciech Maszewski, Zygfryd Smiatacz)
	Abstract
	Wstęp
	1. Cyklitole
	1.1. Struktura i nazewnictwo
	1.2. Konfiguracja absolutna
	1.3. Konformacja inozytoli
	1.4. Trwałość cząsteczek inozytoli

	2. Inozytole - występowanie w przyrodzie i aktywność biologiczna
	3. Inne cyklitole - występowanie w przyrodzie i aktywność biologiczna
	4. Antybiotyki aminoglikozydowe
	5. Wybrane metody otrzymywania cyklitoli
	Piśmiennictwo cytowane

	Alternatywne mediatory reakcji Mitsunobu (Bogdan Falkiewicz, Kazimierz Wiśniewski, Aleksandra S. Kołodziejczyk)
	Abstract
	Wstęp
	Nowe odczynniki zwiększające zakres stosowalności reakcji Mitsunobu
	Podstawione diamidy kwasu azodikarboksylowego
	Stabilizowane metylenotrialkilofosforany

	Piśmiennictwo cytowane

	Krzemoorganiczne pochodne β-diketonów - synteza, właściwości i główne zastosowania (Włodzimierz Urbaniak)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Syntezy krzemoorganicznych pochodnych diketonów
	1.1. Hydrosililowanie nienasyconych pochodnych acetyloacetonu
	1.2. Podstawienie fluorowca w związku krzemoorganicznym

	2. Identyfikacja krzemoorganicznych pochodnych diketonów
	3. Zastosowanie krzemoorganicznych pochodnych diketonów
	3.1. Immobilizacja aminokwasów
	3.2. Modyfikacja napełniaczy tworzyw sztucznych
	3.3. Sorbent jonów metali
	3.4. Fazy stacjonarne dla chromatografii
	3.5. Katalizatory heterogenizowane
	3.6. Materiały zawierające zdyspergowane metale

	Piśmiennictwo cytowane

	Enzymatyczna degradacja związków chlorowcoorganicznych (Andrzej Lewandowicz)
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Dehalogenacja redukcyjna i halorespiracja
	1.1. Dejodynacja u ssaków

	2. Dehalogenacja katalizowana przez dehydratazy dehalogenujące
	3. Dehydrodehalogenacja
	4. Dehalogenacja tiolityczna
	5. Dehalogenacja oksygenolityczna
	6. Fenolooksydazy i sprzęganie oksydacyjne
	7. Dehalogenacja hydrolityczna
	7.1. Dehalogenazy 2-halokwasowe
	7.2. Dehalogenaza fluorooctanowa
	7.3. Dehalogenaza 4-chlorobenzoilo-CoA
	7.4. Dehalogenazy haloalkanowe
	7.5. Dehalogenaza haloalkanowa z Xanthobacter autotrophicus GJ10
	7.6. Dehalogenaza haloalkanowa z Rhodococcus rhodochrous

	8. Dehalogenacja kometaboliczna
	Podsumowanie
	Piśmiennictwo cytowane

	Z badań nad spektroskopią UV-VIS kompleksów metali przejściowych z zasadami Schiffa w roztworach (Krzysztof Kurzak, Iwona Kuźniarska-Biernacka)
	Abstract
	Wstęp
	Charakterystyka zasad Schiffa
	1. Stereochemia
	2. Widma elektronowe ligandów

	Charakterystyka związków metali z zasadami Schiffa
	1. Stereochemia
	2. Symetria związków kompleksowych z zasadami Schiffa a widma
	2.1. Kompleksy miedzi(II)
	2.2. Kompleksy kobaltu(II)


	Piśmiennictwo cytowane

	Metody zatężania analitów w kapilarze w wysokosprawnej elektroforezie kapilarnej (Angelika Mrass, Edward Bald)
	Abstract
	Wstęp
	1. Zatężanie izotachoforetyczne
	2. Zatężanie przez spiętrzanie
	2.1. Spiętrzanie w elektroforezie strefowej
	2.2. Spiętrzanie w micelarnej chromatografii elektrokinetycznej

	3. Zatężanie przez zmiatanie
	3.1. Zatężanie przez elektrokinetyczne wprowadzanie próbki techniką kationowoselektywnego wyczerpywania i zmiatanie

	Podsumowanie
	Piśmiennictwo cytowane

	Regulamin dla autorów
	Felieton naukowy. Notatki chaotyczne XXXVI. Zmienne fata pytań kardynalnych (Ignacy Z. Siemion)
	Nowe wydawnictwa
	Do czytelników „Wiadomości chemicznych”
	Spis treści

