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Przykłady zastosowań adsorbentów węglowych 
uzyskanych na bazie nasion roślin, osadów ściekowych 

oraz odpadowych ziem bielących 
 w metodzie ekstrakcji do ciała stałego (SPE)  
substancji wybuchowych z próbek wodnych 

1. Wstęp 

Proces adsorpcji jest jednym z najlepszych i najczęściej stosowanych na świecie 
sposobów oczyszczania wody przeznaczonej do spożycia oraz wód odpadowych. 
Najchętniej stosowanym adsorbentem do usuwania wszelkiego rodzaju zanieczyszczeń 
z wody jest niewątpliwie węgiel aktywny. Jednak szerokie zastosowanie tego 
adsorbentu ze względu na wysokie koszty jego uzyskania, wynikające przede 
wszystkim z kosztów surowców, jest często ograniczane.  

Na przestrzeni co najmniej dwóch ostatnich dekad naukowcy próbowali opraco-
wywać niedrogie adsorbenty węglowe, wykorzystujące tanie materiały odpadowe 
z rolnictwa i działalności komunalnej [1]. Jest to bardzo atrakcyjna koncepcja ze 
względu na duże znaczenie takich działań dla ochrony środowiska. Powstało wiele 
prac dotyczących tematu otrzymywania węgli z tanich surowców, np. przedstawiono 
przygotowanie i praktyczne zastosowanie adsorbentów węglowych otrzymanych  
m.in. z łusek ryżu [2] (usuwanie fenoli), łupin kokosa [3] (usuwanie barwników 
zasadowych), kasztanów [4] (usuwanie metali ciężkich) lub pestek papai [5] (usuwanie 
błękitu metylenowego). W przypadku odpadów komunalnych bardzo obiecującym 
surowcem do otrzymywania węgli aktywnych wydają się osady ściekowe, które 
zastosowano np. do usuwania fenoli i barwników [6] lub metali ciężkich [7]. 
Oczywiście oddzielną kategorię surowców do otrzymywania węgli aktywnych 
stanowią surowce „nienaturalne” np. odpady domowe i przemysłowe, w tym opako-
wania plastikowe, opony, pianki poliuretanowe lub zużyte oleje, jednak ten równie 
szeroki temat nie będzie poruszany w tym artykule.  

W pracy przedstawiona będzie na początku preparatyka, sposoby modyfikacji oraz 
badanie właściwości powierzchniowych adsorbentów węglowych otrzymanych 
z nasion gorczycy i lnu, oraz adsorbentów węglowo-mineralnych otrzymanych 
z osadów z oczyszczalni ścieków oraz odpadowych ziem bielących, służących do 
filtrowania soków owocowych. W drugiej części pracy będą opisane wyniki dla 
wybranych adsorbentów, zastosowanych jako złoża w ekstrakcji do ciała stałego (SPE) 
substancji wybuchowych z próbek wodnych, w tym wody rzecznej. Przedstawione 
będą parametry opisujące efektywność poszczególnych etapów SPE tj. wydajność 
adsorpcji, desorpcji i odzysku. 

                                                                
1 wtomaszewski@ch.pw.edu.pl, Zakład Materiałów Wysokoenergetycznych, Wydział Chemiczny, 

Politechnika Warszawska, www.pw.edu.pl. 
2 barbara@charmas.pl, Zakład Metod Chromatograficznych, Wydział Chemii, Uniwersytet M.C. 

Skłodowskiej Lublin, www.umcs.pl. 
3 jskubisz@o2.pl, Zakład Metod Chromatograficznych, Wydział Chemii, Uniwersytet M.C. Skłodowskiej 

Lublin, www.umcs.pl. 
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2. Cześć doświadczalna 

2.1. Preparatyka adsorbentów 

2.1.1. Adsorbenty węglowe z nasion lnu i gorczycy 

Materiał wyjściowy – ziarna gorczycy oraz lnu początkowo zaimpregnowano 10% 
kwasem siarkowym przez 2 godziny. Po tym czasie odsączono je i pozostawiono do 
wyschnięcia na powietrzu. Następnie przeprowadzono dwa etapy pirolizy. Wstępny 
etap wykonano w parownicy porcelanowej, na powietrzu w temperaturze 200°C przez 
1 godzinę. W drugim etapie próbki poddano karbonizacji w reaktorze fluidalnym 
w temperaturze 800°C w atmosferze azotu przez 1 godzinę. Otrzymane karbonizaty 
oznaczone: G-N2 (gorczyca) i L-N2 (len), poddano dalszej modyfikacji w celu 
poprawienia ich struktury porowatej.  

Poddano je następnie aktywacji w reaktorze fluidalnym przez 1 godzinę 
w temperaturze 800°C, w atmosferze dwutlenku węgla oraz przegrzanej pary wodnej. 
Aktywowane węgle aktywne zyskały oznaczenia: G-CO2-H2O i L-CO2-H2O. 

2.1.2. Adsorbenty węglowo/mineralne z osadów ściekowych 

Materiał wyjściowy w postaci osadów pobranych z oczyszczalni ścieków 
w Lublinie – Hajdów rozdrobniono i wysuszono. Pierwszy etap preparatyki polegał na 
ich pirolizie w reaktorze fluidalnym w temperaturze 650°C oraz 800°C, w atmosferze 
azotu przez 1 godzinę. Otrzymane karbonizaty oznaczone: O-650 i O-800, poddano 
dalszym dwóm modyfikacjom w celu poprawienia ich słabo rozwiniętej struktury 
porowatej – SBET dla obu adsorbentów poniżej 30 m

2
/g [dane własne, niepublikowane].  

Aktywację próbki O-800 prowadzono w reaktorze fluidalnym przez 3 godziny 
w temperaturze 800°C, w atmosferze przegrzanej pary wodnej. Otrzymany materiał 
oznaczono jako O-800-H2O. Drugą aktywację prowadzono w łagodniejszych 
warunkach tj. w 200°C, w zamkniętym reaktorze mikrofalowym z wykorzystaniem par 
wytwarzanych z 4% roztworu nadtlenku wodoru. Czas aktywacji wynosił 1 godzinę. 
Otrzymaną próbkę oznaczono jako O-650-H2O2. 

2.1.3. Adsorbenty węglowo/mineralne z odpadowych ziem bielących 

Odważone 10 gram ziemi bielącej (odpadowa ziemia bieląca, służąca do filtrowania 
soków owocowych w ZPO w Milejowie) z dodatkiem węglowodanów (9 gram glukozy 
lub 9 gram sacharozy) delikatnie ucierano w moździerzu, następnie wsypywano na 
talerz obracającego się peletyzatora i spryskiwano w czasie ok. 10 min 20 ml 10% 
roztworu kwasu siarkowego (VI).  

Otrzymane w ten sposób granulki następnie poddawano pirolizie składającej się 
z dwóch etapów: (I) wstępnej pirolizie w łagodnych warunkach tj. wygrzewanie przez 
60 min w 200°C. Granulki przemyto wodą w celu pozbycia się pozostałości kwasu, 
następnie suszono w suszarce przez okres 2 godz. w 105°C; (II) wygrzewanie 
w reaktorze fluidalnym w atmosferze azotu przez 3 godz. w temperaturze 500°C. 
Otrzymane w ten sposób kompozyty węglowo/mineralne oznaczono: ZB-GLU-9  
i ZB-SACH-9. 
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2.2. Charakterystyka adsorbentów 

2.2.1. Badania makroskopowe 

Wzrokowe badania makroskopowe adsorbentów przeprowadzono w celu określenia 

ich: (I) struktury pierwotnej (makrostruktury) – kształtu cząstek, (II) składu 

frakcyjnego – wielkości cząstek i (III) trwałości mechanicznej. 

2.2.2. Niskotemperaturowa adsorpcja/desorpcja azotu 

Badania niskotemperaturowej adsorpcji/desorpcji azotu wykonano na urządzeniu 

Micromeritics ASAP 2405N (USA). Powierzchnię właściwą SBET obliczono stosując 

równanie BET. Objętość porów Vp określono dla względnego ciśnienia p/p0 = 0,98. 

Objętości i powierzchnie mikro- i mezoporów obliczono według pracy Skubi-

szewskiej-Zięby i innych [8]. 

2.2.3. Ekstrakcja do ciała stałego (SPE) 

Analizy SPE wykonano stosując system Spe-12G (Baker, USA). W 3 ml kolu-

mienkach SPE umieszczano po 100 mg adsorbentów z ziemi bielących (wysokość złóż 

ok. 5 mm) lub w 1 ml kolumienkach po 400 mg adsorbentu z nasion i osadów 

ściekowych (wysokość złóż ok. 5 cm). Kolumienki przemywano 5 ml acetonitrylu, po 

czym kondycjonowano 5 ml wody. Przez kolumienki przepuszczano wodne próbki 

o objętości 10 ml a otrzymane eluaty były zbierane do dalszych badań. Zatężane próbki 

zawierały substancje wybuchowe o stężeniu 5 µg/ml. Następnie złoża suszono 

powietrzem stosując podciśnienie. Złoża ekstrahowano do 10 ml kolbek miarowych  

5 ml acetonitrylu, po czym objętość próbki uzupełniano do 10 ml. Tak otrzymane 

próbki analizowano stosując procedurę HPLC opisaną uprzednio [9]. Wykorzystane 

substancje wybuchowe pochodziły z Zakładu Materiałów Wysokoenergetycznych 

Politechniki Warszawskiej. Badano następujące substancje wybuchowe z grupy 

nitramin: heksogen (RDX), oktogen (HMX), 2,4,6,8,10,12-heksanitro-2,4,6,8,10,12-

heksaaza-izowurcytan (CL-20); estrów kwasu azotowego: pentryt (PETN), diazotan 

glikolu trietylenowego (TEGDN), nitrogliceryna (NG) i substancji nitroaromatycznych: 

trinitrobenzen (TNB), dinitrotoluen (DNT) i trinitrotoluen (TNT). Jako naturalną 

matrycę do badań zastosowano wodę pobraną z rzeki Pilica w miejscowości 

Białobrzegi (próbki 500 ml, stężenia CL-20, TNT i PETN 0,1 µg/ml). Wodę przed 

badaniami dwukrotnie filtrowano oraz dodano do niej 5% obj. acetonitrylu w celu 

stabilizacji (ograniczenia w niej) aktywności biologicznej i przechowywano w lodówce. 

Dla porównania zbadano również analogiczne próbki 500 ml przygotowane w wodzie 

destylowanej. Stosują wyjściowe stężenie próbek Cwyj, stężenia nitramin w eluacie Celu 

oraz ekstrakcie Cekst obliczono parametry opisujące ilościowo poszczególne etapy 

eksperymentów SPE, a mianowicie wydajność adsorpcji Rads, wydajność desorpcji Rdes 

oraz końcową wydajność odzysku Rodz. Parametry te obliczono zgodnie z równaniami: 

100












 


wyj

eluwyj

ads
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3. Analiza wyników  

3.1. Charakterystyka adsorbentów 

3.1.1. Badania makroskopowe 

Cząstki adsorbentów uzyskanych w wyniku karbonizacji nasion zachowują kształt 

i wielkość pierwotnych ziaren. I tak karbonizat z gorczycy tworzą sferyczne cząstki, 

o dość jednorodnej frakcji ziarnowej o średnicy 1,0-1,5 mm (Rys. 1a). Cząstki te są 

trwałe mechanicznie, nie kruszą się po naciśnięciu metalową łopatką, i nie widać jest 

w obserwowanej próbce drobniejszych cząstek węglowych. W przypadku karbonizatu 

z lnu (Rys.1b), podobnie jak dla gorczycy, cząstki adsorbentu odzwierciedlają kształt 

wyjściowych nasion tj. wrzecionowaty oraz posiadają ich wymiary tj. szerokość  

1-2 mm, długość 3-4 mm; są trwałe mechanicznie. Karbonizaty z osadów ściekowych, 

uzyskanych w technologii z wykorzystaniem flokulanta (Rys. 1c, góra) lub bez (Rys. 

1c, dół) posiadają cząstki o nieregularnym kształcie, o szerokim składzie frakcyjnym  

tj. 0,1-1,5 mm. W przypadku tego drugiego karbonizatu widać znaczną zawartość 

najdrobniejszych cząstek, jak również obecność niewęglowych fragmentów np. ziaren 

piasku lub innych minerałów. Z tych powodów do dalszych badań SPE użyte będą 

adsorbenty uzyskane na bazie osadów z flokulantem. Obraz ostatniej grupy karbo-

nizatów – uzyskanych na bazie ziemi bielących jest dla wszystkich próbek z tej grupy 

bardzo podobny, dlatego też pokazano przykładowy obraz dla adsorbentu ZB-GLU-9 

(Rys. 1d). Jego cząstki mają sferycznych kształt wynikający z procesu peletyzacji, 

o średnicy 0,1-0,2 mm. Materiał ten jest wyjątkowo trwały mechanicznie, np. jest 

odporny na ucieranie w moździerzu.  

3.1.2. Niskotemperaturowa adsorpcja/desorpcja azotu 

Parametry struktury porowatej badanych adsorbentów zestawiono w Tabeli 1. 

Większość przedstawionych tu węgli, oprócz otrzymanych z nasion i następnie 

aktywowanych w reaktorze fluidalnym, to materiały o niewielkiej porowatości, 

charakteryzujące się małą powierzchnią właściwą, sięgającą maksymalnie 266 m
2
  

(G-N2) i objętością porów niewiele ponad 0,15 cm
3
 (O-800-H2O). Jeden z adsorbentów 

– karbonizat nasion lnu to materiał praktycznie nieporowaty.  
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Rysunek 1. Otrzymane adsorbenty: (a) z nasion gorczycy, (b) z nasion lnu, (c) z osadów ściekowych, góra 

osad z flokulantem, dół bez flokulanta, (d) z odpadowych ziemi bielących  
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Adsorbenty oparte o osady ściekowe i ziemie bielące charakteryzują się zbliżonymi 

parametrami struktury porowatej. Warto tu nadmienić, że wyjściowy osad ściekowy 

z flokulantem [dane własne, niepublikowane] to również materiał nieporowaty o SBET 

poniżej 30 m
2
/g i Vp poniżej 0,05 cm

3
. W przypadku wyjściowych ziemi bielący, 

pomimo dwukrotnego przygotowania próbek, nie udało się ich prawidłowo osuszyć/ 

odgazować przed nisko-temperaturowymi pomiarami adsorpcji azotu. Jako najważ-

niejsze osiągnięcie przy przygotowaniu adsorbentów opisywanych w tej pracy należy 

uznać rezultat modyfikacji węgli uzyskanych z nasion w reaktorze fluidalnym. 

Modyfikacja – aktywacja parą wodną i dwutlenkiem węgla pozwala na efektywne 

rozwinięcie ich struktury porowatej, i osiągnięcie powierzchni właściwej ponad 500 m
2
/g. 

Przy takich SBET należy oczekiwać, że otrzymane adsorbenty będą charakteryzowały 

się znacznymi pojemnościami sorpcyjnymi. W zakończeniu tego podrozdziału warto 

zwrócić uwagę na możliwe mechanizmy aktywacji węgli w obecności H2O i CO2,  

tj. rozwijanie dotychczasowej porowatości – poszerzanie porów, tworzenie nowych 

porów lub umożliwienie dostępu do porów dotychczas niedostępnych [10]. W przypadku 

karbonizatu nasion gorczycy oraz osadów ściekowych wydaję się, że mechanizm 

tworzenia nowych porów o podobnych rozmiarach do istniejących (patrz parametr D 

w Tabeli 1) jest dominujący [10]. Dla karbonizatu z nasion lnu aktywacja wytwarza 

nowe pory, o rozmiarach i udziale w strukturze porowatej podobnym do adsorbentu  

G-N2-CO2-H2O. Może to świadczyć, że dla materiałów G-N2 i L-N2 aktywacja CO2 

i H2O przebiega w podobny sposób.  

Tabela 1. Parametry struktury porowatej adsorbentów 

Adsorbent SBET
1 Smikro

1 Smezo
1 Vp

2 Vmikro
2 Vmezo

2 
D 

[nm] 

G-N2 266 218 48 0,13 0,10 0,03 20,0  

G-N2-CO2-H2O 564 461 103 0,28 0,20 0,08 20,0 

L-N2 5 0 5 0,01 - - 44,0 

L-N2-CO2-H2O 517 387 130 0,29 0,17 0,12 23,0 

O-650-H2O2 95 35 60 0,11 0,01 0,10 4,4 

O-800-H2O 145 51 94 0,15 0,02 0,13 4,2 

ZB-GLU-9 148 105 43 0,08 0,05 0,03 1,8 

ZB-SACH-9 152 111 41 0,09 0,06 0,03 1,8 

Parametry 1 w m2/g,2 w cm3/g. Parametry oznaczone S to kolejno powierzchnia właściwa (BET), 

powierzchnia mikro- i mezoporów; parametry oznaczone V to całkowita objętość porów, objętość mikro- 

i mezoporów. D to średnia wielkość porów 
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3.1.3. Ekstrakcja do ciała stałego (SPE) 

3.1.3.1. Adsorbenty z nasion gorczycy i lnu 

Wyniki dla adsorbentów uzyskanych z nasion gorczycy przedstawiono na Rysunku 

2a (G-N2) i 2b (G-N2-CO2-H2O). Wyniki dla adsorbentów z nasion lnu można 

podsumować następująco: (I) odzyski dla adsorbentu nieaktywowanego L-N2 były 

małe, w większości przypadków nie przekraczały 15%, (II) odzyski dla adsorbentu 

aktywowanego były bardzo podobne do rezultatów dla adsorbentu G-N2-CO2-H2O. 

Powyższe można kolejno uzasadnić: (I) adsorbent L-N2 jest materiałem nieporowatym, 

o niewielkiej pojemności sorpcyjnej, (II) adsorbent G-N2-CO2-H2O i L-N2-CO2-H2O 

posiadają bardzo podobne parametry struktury porowatej (Tab. 1), co nie wyklucza 

podobnych pojemności sorpcyjnych.  

Dla złoża G-N2 odzyski tylko dla substancji nitroaromatycznych (TNT, 2,4-DNT 

i TNB), wynoszące średnio 70%, można uznać za dobry wynik. Odzyski dla nitramin 

i estrów kwasu azotowego są niskie, oprócz HMX nie przekraczają 30%. W tym 

momencie należy przypomnieć, że wydajność odzysku Rodz w równej mierze zależy od 

wydajności adsorpcji, jak i desorpcji (Równanie 3). Biorąc pod uwagę wydajność 

adsorpcji i desorpcji uzyskane na złożu G-N2, kolejno wykres środkowy i dolny na 

Rysunku 2a, można łatwo wywnioskować, że etapem decydującym o końcowej 

efektywności Rodz jest silnie zróżnicowana adsorpcja. W przypadku substancji nitro-

aromatycznych jest on kilka razy większa, w porównaniu z pozostałymi substancjami. 

Wyniki dla kolejnego etapu – desorpcji są mniej zróżnicowane i nie wpływają na zmien-

ność wydajności odzysku. Natomiast dla adsorbentu aktywowanego G-N2-CO2-H2O 

rezultaty są odwróceniem tendencji obserwowanych dla G-N2: (I) najniższe odzyski 

uzyskano dla substancji nitroaromatycznych, (II) wydajności adsorpcji są praktycznie 

identyczne dla wszystkich substancji – sięgają 100% a (III) etapem decydującym 

o końcowym wyniku jest desorpcja. 

 Ze względu na wysokie wydajności odzysku związków nitroaromatycznych na 

kolumnie ze złożem G-N2 oraz nitramin i estrów alifatycznych na kolumnie G-N2-

CO2-H2O można rozważać potencjalne zastosowania tych adsorbentów przy frakcjono-

waniu poszczególnych grup substancji wybuchowych bądź użycie zestawu połączonych 

kolumn, w których roztwór będzie przepływał kolejno przez kolumnę adsorbującą sub-

stancje nitro aromatyczne, a następnie przez kolumnę adsorbującą substancje wybu-

chowe niearomatyczne (nitraminy i estry kwasu azotowego). 
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Rysunek 2. Kolejno od góry parametry SPE: wydajności odzysku, adsorpcji i desorpcji dla adsorbentów 

z nasion gorczycy (a) i lnu (b). Kolejno skróty oznaczają: HMX – oktogen, RDX – heksogen,  
Cl-20 – heksanitroheksaazaizowurcytan, TNT – trotyl, 2,4-DNT – 2,4-dinitrotoluen,  

TNB – sym-trinitrobenzen, TEGDN – diazotan glikolu trietylenowego, NG – nitrogliceryna, PETN – pentryt  

3.1.3.2. Adsorbenty z osadów ściekowych 

Wyniki dla adsorbentów uzyskanych z osadów ściekowych przedstawiono na 
Rysunku 3a (LF-650-H2O2) i 3b (LF-800-FLU). Pierwszy z adsorbentów charak-
teryzuje się bardzo niskimi odzyskami dla wszystkich analitów, niezależnie od grupy, 
do której należą (Rys. 3a górny wykres). Wynik ten jest rezultatem niskiej wydajność 
adsorpcji na złożu, nieprzekraczającej 50% (oprócz NG), jak również nieefektywnej 
desorpcji (Rys. 5a środkowy wykres). Taką adsorpcję można uzasadnić niewielką 
porowatością adsorbentu (Tab. 1), a niska wydajność desorpcji może mieć źródło 
w silnie nieuporządkowanej (turbostratycznej) strukturze karbonizatu, wynikającej 
z niskiej temperatury procesu (650°C) [11, 12].  

W przypadku drugiego adsorbentu uzyskanego z osadów ściekowych otrzymano 
znacznie wyższe wydajności odzysku, w szczególności dla nitramin i estrów kwasu 
azotowego (Rys. 3b). Lepszy wynik dla tych substancji wynika w pierwszym rzędzie 
z efektywnej adsorpcji i desorpcji, co można zauważyć na wykresie środkowym 
i dolnym na ww. Rysunku. Adsorbent LF-800-FLU charakteryzuje się lepiej rozwiniętą 
strukturą porowatą, sprzyjającą efektywnej adsorpcji/desorpcji analitów. Dla substancji 
nitroaromatycznych słaby odzysk wynika z mało efektywnej desorpcji (Rys. 3b dolny 
wykres), mającej prawdopodobne źródło w silnych oddziaływaniach z powierzchnią 
tego adsorbentu, lecz bardziej prawdopodobny wydaję się rozkład substancji nitro-
aromatycznych. pH wodnej zawiesiny LF-800-FLU przyjmuje wartość 10,2 [dane 
własne, niepublikowane], co zgodnie z literaturą może powodować rozkład substancji 
nitroaromatycznych [13]. 
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Rysunek 3. Kolejno od góry parametry SPE: wydajności odzysku, adsorpcji i desorpcji dla adsorbentów 

z osadów ściekowych karbonizowanych w 650°C (a) i 800°C (b). Kolejno skróty oznaczają: HMX – oktogen, 

RDX – heksogen, Cl-20 – heksanitroheksaaza-izowurcytan, TNT – trotyl, 2,4-DNT – 2,4-dinitrotoluen,  

TNB – sym-trinitrobenzen, TEGDN – diazotan glikolu trietylenowego, NG – nitrogliceryna, PETN – pentryt 

3.1.3.3. Adsorbenty z ziem bielących 

Wyniki dla adsorbentów ZB-GLU-9 i ZB-SACH-9 przedstawiono na Rysunku 4. 

Przedstawiono na nim tylko wydajności odzysku, ponieważ badane adsorbenty charak-

teryzowały się praktycznie 100% wydajnościami adsorpcji a wydajności desorpcji 

miały wartości identyczne z wydajnościami odzysku (patrz Równanie 3). Adsorbent 

domieszkowany przed karbonizacją sacharozą charakteryzuje się odzyskami ok. 20% 

większymi od adsorbentu domieszkowanego glukozą. Odzyski dla kolumienki wypeł-

nionej ZB-SACH-9, w szczególności wynoszące 70-80% dla nitramin i nitroestrów 

i 50-70% dla nitroaromatów, można uznać za bardzo dobre. Na szczególne podkreślenie 

zasługuje fakt, że odzyski dla badanych substancji nie są silnie zróżnicowane, porów-

nując do wyników dla wcześniej omawianych złóż, dlatego też materiał ZB-SACH-9 

może być zastosowany jako uniwersalny adsorbent do zatężania substancji wybucho-

wych z próbek wodnych. Z tego powodu zostanie wykorzystany do dalszych badań, 

w których zatężane próbki będą przygotowywane na bazie wody z rzeki Pilicy.  
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Rysunek 4. Wydajności odzysku dla adsorbentów z odpadowych ziemi bielących karbonizowanych 

z dodatkiem glukozy (ZB-GLU-9) – kolumny szare i z dodatkiem sacharozy (ZB-SACH-9) – kolumny czarne 

3.1.3.4. Adsorbenty z ziem bielących. SPE próbek na bazie wody z Pilicy 

Porównanie wydajności odzysków uzyskanych dla próbek 10 ml i 500 ml (woda 

destylowana) oraz 500 ml (woda z Pilicy) zestawiono w Tabeli 2. Wydajności odzysku 

dla dwóch rodzajów próbek o objętości 500 ml, tj. na bazie wody destylowanej i wody 

z Pilicy, są niższe niż dla próbek 10 ml, co jest zgodne z oczekiwaniami. Według 

doniesień literaturowych dla próbek o większej objętości, a w szczególności po 

przekroczeniu tzw. objętości przebicia obserwuje się mniejsze wydajności odzysku 

w SPE [14]. Natomiast przyczyną mniejszych odzysków dla próbki 500 ml z wodą 

naturalną w porównaniu do wody destylowanej, jest obecność w niej rozpuszczalnej 

matrycy organicznej (DOC), która najczęściej ma postać polarnych, rozpuszczalnych 

w wodzie związków polifenolowych, pochodnych m.in. kwasów huminowych i fulwo-

wych tworzących gleby. Związki te (aromatyczne) mogą silnie osiadać na złożach 

adsorbentów, w szczególności na powierzchniach węglowych i blokować dostęp do 

centrów adsorpcyjnych.  

Uzyskane wydajności odzysku na poziomie 32-50% są nadal zadowalające, co 

pozwala przypuszczać, że wydzielane w ten sposób ilości substancji wybuchowych 

(szacowane stężenia w ekstraktach SPE na poziomie 1 µg/ml) są wystarczające do 

dalszych badań identyfikacyjnych np. metodą LCMS, GCMS. 
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Tabela 2 Porównanie wydajności odzysku SPE dla próbek 10 ml (woda destylowana) i 500 ml (woda 

destylowana i woda z Pilicy) 

Substancja 

Objętość 

i stężenie 

próbki 

Rodzaj wody 

Wydajności 

odzysku dla 

ZB-SACH-9 

CL-20 

10 ml 

5 µg/ml 
destylowana 

78 

500 ml  

0,1 µg/ml 
52 

500 ml  

0,1 µg/ml 
z Pilicy 45 

TNT 

10 ml 

5 µg/ml 
destylowana 

69 

500 ml  

0,1 µg/ml 
48 

500 ml  

0,1 µg/ml 
z Pilicy 32 

PETN 

10 ml 

5 µg/ml 
destylowana 

79 

500 ml  

0,1 µg/ml 
71 

500 ml  

0,1 µg/ml 
z Pilicy 50 

4. Wnioski 

W pracy pokazano możliwość otrzymywania adsorbentów na bazie nasion lnu 

i gorczycy, osadów ściekowych oraz odpadowych ziem bielących. Pokazano różne 

metody modyfikacji ich właściwości powierzchniowych, m.in. poprzez aktywację 

w atmosferze H2O, H2O2, CO2.  

Z danych przedstawionych w pracy wynika, że otrzymane adsorbenty węglowe 

i kompozyty węglowo/mineralne można stosować jako efektywne złoża do oznaczania 

zawartości różnorodnych substancji wybuchowych w wodach gruntowych. Wydaje się 

to ważnym osiągnięciem, ponieważ w dotychczas opublikowanej literaturze nie udało 

się odnaleźć prac dotyczących zastosowania tego typu adsorbentów w SPE substancji 

wybuchowych.  
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Przykłady zastosowań adsorbentów węglowych uzyskanych na bazie nasion 
roślin, osadów ściekowych oraz odpadowych ziem bielących w metodzie 
ekstrakcji do ciała stałego (SPE) substancji wybuchowych z próbek wodnych 

Streszczenie  
Proces adsorpcji jest jednym z najlepszych i najczęściej stosowanych na świecie sposobów oczyszczania 
wody przeznaczonej do spożycia oraz wód odpadowych. Najchętniej stosowanym adsorbentem do 
usuwania wszelkiego rodzaju zanieczyszczeń z wody jest niewątpliwie węgiel aktywny. Jednak szerokie 
zastosowanie tego adsorbentu ze względu na wysokie koszty jego uzyskania, wynikające przede 
wszystkim z kosztów surowców, jest często ograniczane. Na przestrzeni co najmniej dwóch ostatnich 
dekad naukowcy próbowali opracowywać niedrogie adsorbenty węglowe, wykorzystujące tanie materiały 
odpadowe z rolnictwa i działalności komunalnej.  
W artykule przedstawiono preparatykę, sposoby modyfikacji oraz badanie właściwości powierzchniowych 
adsorbentów węglowych otrzymanych z nasion gorczycy i lnu, oraz adsorbentów węglowo-mineralnych 
otrzymanych z osadów ściekowych i odpadowych ziem bielących. Otrzymane adsorbenty zastosowano 
jako złoża w ekstrakcji do ciała stałego (SPE) substancji wybuchowych z próbek wodnych, w tym wody 
rzecznej. W pracy zastosowano następujące substancje wybuchowe: oktogen, heksogen, CL-20, trotyl, 
dinitrotoluen, sym-trinitrobenzenu, diazotan glikolu trietylenowego, nitroglicerynę oraz pentryt. Przedsta-
wiono parametry opisujące efektywność poszczególnych etapów SPE tj. wydajność adsorpcji, desorpcji 
i odzysku. Z danych tych wynika, że otrzymane adsorbenty można stosować jako efektywne złoża do 
oznaczania zawartości różnorodnych substancji wybuchowych w wodach gruntowych.  
Słowa kluczowe: węgle aktywne, nasiona gorczycy i lnu, surowce odpadowe, ekstrakcja do ciała stałego, 
substancje wybuchowe 
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Examples of the applications of carbon adsorbents prepared from plant seeds, 

sewage sludges and waste bleaching earths in solid phase extraction of explosives 

from aqueous samples 

Abstract  

Nowadays, the adsorption process is considered as the best alternative in water and wastewater 

purification. At the same time activated carbons are the most commonly used adsorbents for the removal of 

various water pollutants. However, their prevalent applications in wastewater treatment is often restricted 

due to high costs of preparation. Over the last two decades, the scientists tried many times to prepare low-

cost carbon adsorbents from agricultural and municipal wastes. This is an attractive idea in many respects 

concerning environment protection, among other things lowering the volume of wastes and use for removal 

of pollutants.  

In the first part of the paper a preparation, methods of modification and investigation of surface properties 

of carbon adsorbents prepared from mustard and flax seeds, as well carbon-mineral adsorbents obtained 

from sewage sludges and waste bleaching earths were described. In the second part the application of 

prepared materials as stationary phases in solid phase extraction (SPE) of explosive substances from 

aqueous samples, including spiked river water, were shown. The following explosives were applied in 

experiments: HMX, RDX, CL-20, TNT, 2,4-DNT, sym-TMB, TEGDN, NG, PETN. The parameters 

describing the effectivity of the consecutive SPE steps, as adsorption, desorption and final recovery rates 

and their discussion were presented. 

Keywords: active carbons, plant seeds, waste materials, solid phase extraction, explosives 
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Opracowanie metody oznaczania czystości chemicznej 

substancji czynnej Brekspiprazol  

metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej  

1. Wstęp 

Brekspiprazol (BRX) to syntetyczna substancja czynna stosowana w leczeniu 

schizofrenii i ciężkiej depresji. Chemicznie jest to 7-{4-[4-(1-Benzothiophen-4-yl)-1- 

piperazinyl]butoxy}-2(1H)-quinolinone, związek wielopierścieniowy o wzorze suma-

rycznym C25H27N3O2S i strukturze:  

 
 

Masa molowa brekspiprazolu wynosi 433,6 g/mol. Ma on postać białego lub prawie 

białego krystalicznego proszku, jest praktycznie nierozpuszczalny w wodzie, acetonitryl 

(ACN), metanolu, a także w mieszaninach woda:acetonitryl (w różnych proporcjach), 

natomiast dosyć dobrze rozpuszcza się w mieszaninie woda:acetonitryl zakwaszonej 

kwasem octowym oraz w dimetylosulfotlemnku (DMSO). 

Badania nad metodą analityczną prowadzono, ponieważ w Dziale Syntezy 

Organicznej firmy Adamed opracowano nową, opatentowaną ścieżkę syntezy substancji 

czynnej (numer patentu EP18461519.3). 

2. Metoda analityczna – oczekiwania 

2.1. Substancje wskazane do oznaczenia metodą analityczną 

Biorąc pod uwagę ścieżkę syntezy wytypowano szereg związków, które mogły być 

obecne w substancji czynnej i których ilość należało zweryfikować. Substancje 

wskazane jako potencjalnie obecne w badanej substancji przedstawiono poniżej. 

Materiały wyjściowe: 

Nazwa 
Wzór 

sumaryczny 

Masa molowa 

[g/mol] 
Wzór strukturalny 

4-chloro-1,1 – 

diethoxybutane 
C8H17ClO2 180,7 

Cl

O

O CH3

CH3  

7-hydroxy-1H-

quinolin-2-one 
C9H7NO2 161,2 

N
H

OOH

 
 

                                                                
1 urszula.polaska@adamed.com, Dział Analityki, Pion Generyczny, Adamed Pharma S. A. 

http://www.adamed.com.  
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Produkty pośrednie: 

Nazwa 
Wzór 

sumaryczny 

Masa molowa 

[g/mol] 
Wzór strukturalny 

BR1 

7-(4,4-

diethoxybutoxy) 

quinolin-2(1H)-one 

C17H23NO4 305,4 +
N
H

OOH
O

Cl

O
N
H

O O
O

O

K
2
CO

3

TBAB

DMSO

 
BR2 

4-[(2-oxo-1,2-

dihydroquinolin-7-

yl)oxy]butanal, 

C13H13NO32 231,2 
N
H

O O

O  
 

Potencjalne zanieczyszczenia procesowe: 

Nazwa 
Wzór 

sumaryczny 

Masa 

molowa 

[g/mol] 

Wzór strukturalny 

IMP 1 C25H39NO6 449,6 

 

IMP 2 C25H39NO6 449,6 

 

IMP 3 C17H19NO4 301,3 

 

IMP 4 C17H19NO4 301,3 

 

IMP 5 C15H19NO4 277,3 

 

IMP 6  C41H47N5O2S2 705,3 
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IMP 7 C41H47N5O2S2 705,3 

 

IMP 8 C19H27NO4 333,2 

 

IMP 9 C26H24N2O5 444,2 

 

2.2. Wymagania wobec metody 

Opracowana metoda analityczna miała zostać w przyszłości wykorzystana w ruty-

nowych badaniach kontroli jakości, musiała więc spełnić następujące wymagania: 

 jedna analiza do oznaczania jak największej liczby substancji wskazanych 

w punkcie 2.1., 

 akceptowalny czas analizy (do 30 minut),  

 stosowane odczynniki powszechnie stosowane w laboratorium analitycznym, 

 powszechnie dostępna kolumna chromatograficzna, 

 roztwory stosowane w analizie łatwe w przygotowaniu, 

 roztwory wzorcowe i badane wystarczająco stabilne, aby nie trzeba było przygo-

towywać ich bezpośrednio przed analizą, 

 spełnione kryteria akceptacji podczas walidacji zgodne z wytyczną ICH Q2 Vali-

dation of Analylical Procedures: Text and Methodology [1] oraz ICH Guidelines 

Q3A Impurities in New Drug Substances [2] 

3. Dane literaturowe 

3.1. Metoda patentowa firmy Otsuka [3] 

 kolumna: XBridge C8 4,6 x 150 mm, 

 analiza izokratyczna, faza ruchoma 10 mmol dodecylosiarczanu sodu (SDS): 

acetonitryl: CH3COOH w stosunku objętościowym 50:50:1, 

 przepływ: 1,0 ml/min, 

 temperatura kolumny: 30°C, 

 detekcja przy długości fali 290 nm, 

 czas analizy: powyżej 37 minut, 

 brak specyfikowanych zanieczyszczeń, 

 analizowany roztwór: mieszanina oraz roztwór brekspiprazol, roztwory przygoto-

wane w mieszaninie woda:acetonitryl 1:1 (v/v), z dodatkiem 0,5% lodowatego 

kwasu octowego.  
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Wynik otrzymany powyższą metodą przedstawiono na rysunku 1. 

 
Rysunek 1. Zestawienie chromatogramów uzyskanych metodą firmy Otsuka,  

[opracowanie własne na podstawie [1]] 

3.2. Metoda firmy TOPHARMAN [4] 

 kolumna: Phenomenex Gemini C18 250 x 4,6 mm,  

 analiza gradientowa, 

 faza ruchoma A: bufor o pH 4,0: metanol: acetonitryl (90:5:5), 

 faza ruchoma B: acetonitryl: 0,1% kwas fosforowy (90:10), 

 czas analizy: 35 min, 

 przepływ: 1,0 ml/min, 

 temperatura kolumny: 30°C, 

 detekcja przy długości fali 254 nm, 

 brak specyfikowanych zanieczyszczeń, 

 analizowany roztwór to mieszanina substancji czynnej oraz 8 zanieczyszczeń, 

roztwór przygotowany w mieszaninie woda:acetonitryl 1:1 (v/v), z dodatkiem 

0,5% lodowatego kwasu octowego. 

Chromatogram roztworu zawierającego substancję czynną oraz 8 zanieczyszczeń 

przedstawiono na rysunku 2. 

 
Rysunek 2. Chromatogram roztworu zawierającego substancję czynną oraz 8 zanieczyszczeń,  

[opracowanie własne na podstawie [2]] 
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4. Opracowanie optymalnych warunków analizy chromatograficznej 

Ponieważ żadna ze sprawdzonych metod nie dała satysfakcjonujących wyników 

podjęto decyzję o rozwoju metody własnej, za punkt wyjścia przyjmując metodę 

patentową firmy Otsuka [1] 

Podczas optymalizacji warunków analizy korzystano z chromatografów cieczowych 

firmy Waters z detektorem spektrofotometrycznym UV-Vis oraz PDA. Analizowano 

roztwór zawierający 10 substancji mogących występować w brekspiprazolu oraz roztwór 

samej substancji czynnej. Roztwory były przygotowane w mieszaninie woda:acetonitryl 

1:1 (v/v) zakwaszonej 0,5% lodowatego kwasu octowego. 

4.1. Wstępna optymalizacja długości fali detektora 

Pierwszym etapem doboru optymalnych warunków analizy była zmiana długości 

fali detekcji. Brekspiprazol wykazuje maksimum absorpcji przy długości fali około 

215 nm, co widać na widmie UV, przedstawionym na rysunku 3.  

 
Rysunek 3. Widmo UV brekspiprazolu 

Jednak przy tej długości fali na chromatogramach wyraźne tło utrudniałoby 

właściwą interpretację wyników, dlatego zdecydowano o zastosowaniu detekcji przy 

długości 220 nm. Pozwoliło to na kilkukrotne zwiększeni intensywności obserwo-

wanych pików, co pokazano na rysunku 4. 

 
Rysunek 4. Porównanie chromatogramów przy długości fali 220 nm i 290 nm 
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4.2. Optymalizacja składu fazy w czasie analizy oraz dobór właściwej 

kolumny chromatograficznej 

Jak pokazano na rysunku 1 większość składników przechodziła przez kolumnę 

w czasie do 5 minut a pozostałe były zbyt mocno zatrzymywane w kolumnie, co powo-

dowało otrzymanie niskich szerokich pików. Aby zwiększyć retencję w początkowej 

fazie analizy i poprawić kształt pików w dalszej części chromatogramu zmniejszono 

ilość acetonitryl w fazie A i zastosowano elucję gradientową.  

Metoda 1: 

 kolumna chromatograficzna: XBridge C8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny: 30°C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 70:30:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 100 0 
 

8 100 0 liniowa 

16 50 50 liniowa 

30 100 0 natychmiastowa 

 

Wynik analizy przedstawiono na rysunku 5 

 
Rysunek 5. Chromatogram uzyskany metodą 1 [opracowanie własne] 

Wprowadzone zmiany poprawiły kształt pików w drugiej połowie chromatogramu 

jednak początek nadal był nieakceptowalny. Z tego powodu zmieniono kolumnę oraz 

gradient. 

Metoda 2: 

 kolumna chromatograficzna: XTerra C8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny: 30°C, 

 faza ruchoma A: 70:30:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 
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czas [min] %A %B zmiana 

0 100 0 
 

5 100 0 liniowa 

10 55 45 liniowa 

19 100 0 natychmiastowa 

30 100 0 natychmiastowa 

 

Otrzymano poprawę rozdzielczości w początkowej części chromatogramu a także 

lepszy kształt pików w jego drugiej części, co przedstawiono na rysunku 6. 

  
Rysunek 6. Chromatogram uzyskany metodą 2 [opracowanie własne] 

 

Na podstawie uzyskanych wyników do dalszych badań wybrano kolumnę Xterra 

C8 150 x 4,6 mm. 

Aby osiągnąć poprawę jakości rozdziału analitów wprowadzono kolejne 

modyfikacje parametrów analizy: 

Metoda 3: 

 kolumna chromatograficzna: XTerra C8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny 30 °C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 70:30:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 100 0 
 

5 100 0 liniowa 

10 60 40 liniowa 

19 55 45 natychmiastowa 

21 100 0 natychmiastowa 

 

Spowolnienie zmiany składu fazy w czasie po 10. minucie analizy pozwoliło lepiej 

rozdzielić piki w tej części chromatogramu, co widać na rysunku 7. 
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Rysunek 7. Chromatogram uzyskany metodą 3 [opracowanie własne] 

Ponieważ kształt i rozdzielenie pików w czasie do 6. minuty gradientu nie było 

satysfakcjonujące konieczne było zmniejszenie zawartości acetonitryl w fazie ruchomej 

A, bez zmiany w pozostałych parametrach metody (Metoda 3). 

Sprawdzono dwa składy, uzyskane wyniki przedstawiono na rysunkach 8 i 9: 

 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 65:28:1 (v/v/v) 

 
Rysunek 8. Chromatogram uzyskany metodą 3, faza A: ACN:CH3COOH 65:28:1 (v/v/v)  

[opracowanie własne] 

 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v) 

 
Rysunek 9. Chromatogram uzyskany metodą 3, faza A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v) 

[opracowanie własne] 
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Najlepsze wyniki uzyskano przy zastosowaniu warunków Metody 3 i fazy A 

o składzie ACN:CH3COOH 65:28:1 (v/v/v). Ponieważ opracowywana metoda miała 

być wykorzystywana w rutynowych analizach skład fazy ruchomej A powinien być tak 

dobrany, aby jej przygotowanie było, jak najprostsze i nie powodowało kłopotów przy 

przygotowywaniu innej ilości fazy niż opisano w Instrukcji Analitycznej (proste 

proporcje składników). Przeliczono gradient tak, aby można było zastosować fazę A 

o składzie: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v). Zmniejszono także ilość 

kwasu, aby wydłużyć żywotność kolumny (ta zmiana nie wywołała negatywnego 

wpływu na jakość uzyskiwanych chromatogramów). Opracowana metoda: 

Metoda 4: 

 kolumna chromatograficzna: XTerra C8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny 30°C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 93 7 
 

5 93 7 liniowa 

10 60 40 liniowa 

19 55 45 liniowa 

21 93 7 natychmiastowa 

30 93 7 natychmiastowa 

W analizach stosowano roztwór zawierający 10 składników, na chromatogramach 

uzyskanych powyższą metodą, oprócz wyraźnie widocznych pików 6 substancji, 

widoczne były liczne małe piki, co utrudniało interpretację. Dodatkowo za pikiem 

o czasie retencji około 17 minut pojawiło się obniżenie linii bazowej, przez co prawid-

łowa integracja tego piku byłaby problematyczna. Dlatego zdecydowano o zmianie 

kolumny na kolumnę SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm, w której łańcuch oktylowy 

połączony jest z powierzchnią krzemionki za pomocą sześcioczłonowego łańcucha 

zawierającego wiązanie podwójne oraz grupę -NH. Obecność tych elementów pozwala 

osiągnąć nieco inną selektywność złoża. 

 
Rysunek 10. Schemat złoża kolumny SymmetryShiled RP 8 [5] 

Analiza odtworzona na takiej kolumnie dała obiecujące wyniki, zwłaszcza jeśli chodzi 

o kształt pików w drugiej części chromatogramu, co przedstawiono na rysunku 11.  
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Rysunek 11. Chromatogram uzyskany metodą 9 na kolumnie SymmetryShield RP8, 150 x 4,6 mm 

[opracowanie własne] 

Kolumna SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm została uznana za optymalną, 

pomimo że piki o czasach retencji poniżej 6 minut były szersze niż na poprzednio 

stosowanej kolumnie XTerra C8 150 x 4,6 mm. Aby poprawić kształt tych pików 

zrezygnowano z początkowej, izokratycznej części gradientu, a także przyspieszono 

zmianę składu fazy ruchomej po 10. minucie analizy: 

Metoda 10: 

 kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny: 30°C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 93 7 
 

10 60 40 liniowa 

20 30 70 liniowa 

25 93 7 natychmiastowa 

30 93 7 natychmiastowa 

 

Wprowadzone zmiany pozwoliły uzyskać oczekiwany efekt, co widać na rysunku 12: 

 
Rysunek 12. Chromatogram uzyskany metodą 10 na kolumnie SymmetryShield RP8, 150 x 4,6 mm 

[opracowanie własne] 
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Próba połączenia dwóch poprzednich metod, tj. braku izokratycznego początku 

i wolniejszej zmiany składu po 10 minucie analizy zamiast oczekiwanej poprawy 

rozdzielenia analitów spowodowało pogorszenie kształtu piku o czasie retencji około 

10 minuty, co widać na rysunku 13: 

Metoda 11: 

 kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny: 30°C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 93 7 
 

10 60 40 liniowa 

20 50 50 liniowa 

25 93 7 natychmiastowa 

30 93 7 natychmiastowa 

 
Rysunek 13. Chromatogram uzyskany metodą 11 na kolumnie SymmetryShield RP8, 150 x 4,6 mm 

[opracowanie własne] 

Po przeanalizowaniu otrzymanych wyników zdecydowano, że wyniki otrzymane 

metodą 10 są satysfakcjonujące.  

Na tym etapie sprawdzono powtórnie optymalną długość fali detektora. Zastoso-

wanie detekcji przy fali 230 nm pozwoliło uzyskać bardziej płaską linię bazową, więc 

ta długość została wybrana jako optymalne. 

Sprawdzono także możliwość obniżenia temperatury kolumny do 25°C. Ponieważ 

ta zmiana nie spowodowała pogorszenia jakości rozdziału zdecydowano o wprowa-

dzeniu takiej zmiany. 

Podsumowując, parametry analizy uznane za optymalne były następujące: 

Metoda 12: 

 kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny: 25°C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v), 
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 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 długość fali detektora: 230 nm, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 93 7 
 

10 60 40 liniowa 

20 30 70 liniowa 

25 93 7 natychmiastowa 

30 93 7 natychmiastowa 

4.3. Optymalizacja stężenia roztworu badanego i objętości nastrzyku 

Kolejnymi parametrami koniecznymi do zoptymalizowania były stężenie roztworu 

badanego oraz objętość nastrzyku.  

Sprawdzono dwa stężenie i trzy objętości nastrzyku:  

 stężenie 1 mg/ml, nastrzyk 50 µl, 

 stężenie 2 mg/ ml, nastrzyk 15 µl, 

 stężenie 2 mg/ ml, nastrzyk 20 µl, 

Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 14. 

 
Rysunek 14. Porównanie kształtów piku głównego przy próżnych stężeniach roztworu badanego 

i objętościach nastrzyku [opracowanie własne] 

Jak widać na powyższym rysunku zwiększenie stężenia powodowało silne ogono-

wanie piku, nawet przy małych objętościach nastrzyku natomiast zastosowanie mniej 

stężonego roztworu i większej objętości pozwalało na uzyskanie ostrego, symetrycz-

nego piku. Zdecydowano, że zastosowanie 50 µl nastrzyku roztworu badanego 

o stężeniu 1 mg/ml będzie najkorzystniejsze. 

4.4. Optymalizacja rozpuszczalnika prób 

Ze względu na słabą rozpuszczalność brekspiprazolu i pozostałych analitów na 

etapie rozwoju metody jako rozpuszczalnik stosowano mieszaninę woda:acetonitryl 

w stosunku objętościowym 1:1, zakwaszoną 0,5% lodowatego kwasu octowego, 

jednak stabilność roztworów w takim rozpuszczalniku była zbyt krótka. Dlatego po 
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przeanalizowaniu posiadanych informacji zdecydowano, że roztwory będą przygoto-

wywane dwuetapowo, pierwszym etapem będzie rozpuszczenie w dimetylosulfotlenu, 

a następnie uzupełnienie do objętości mieszaniną woda:acetpnitryl 1:1. Tak przygoto-

wane roztwory miały zadowalającą stabilność. 

5. Prewalidacja 

Aby potwierdzić przydatność metody do zamierzonego celu przeprowadzono jej 

prewalidację. Ostateczne warunki analizy przedstawiono poniżej:  

 kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm, 

 temperatura kolumny: 25°C, 

 faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3COOH 75:25:0,5 (v/v/v), 

 faza ruchoma B: acetonitryl, 

 długość fali detektora: 230 nm, 

 przepływ fazy ruchomej: 1 ml/min, 

 zmiana składu fazy w czasie analizy: 

czas [min] %A %B zmiana 

0 93 7 
 

10 60 40 liniowa 

20 30 70 liniowa 

25 93 7 natychmiastowa 

30 93 7 natychmiastowa 

 przygotowanie roztworów badanych dwuetapowe, rozpuszczenie w dimetylo-

sulfotlenu, a następnie uzupełnieni do objętości mieszaniną woda:acetpnitryl 1:1, 

 stężenie roztworu badanego 1 mg/ml, 

 objętość nastrzyku: 50 µl. 

Ze względu na modyfikacje ścieżki syntezy, które zostały wprowadzone podczas 

rozwoju metody analitycznej zrezygnowano z oznaczania zanieczyszczenia 3. 

Podczas prewalidacji zastosowano kryteria akceptacji zgodne z wytycznymią ICH 

Q2 Validation of Analytical Procedure: Text and Methodology oraz Q3A Impurities in 

New Drug Substance. 

Granice wykrywalności, obliczalności, liniowość oraz dokładność zbadano dla 

zanieczyszczenia 9 oraz substancji czynnej jako zanieczyszczenia nieznanego. 

5.1. Specyficzność, selektywność 

Aby potwierdzić specyficzność i selektywność metody wykonano analizę roztworu 

zawierającego substancję czynną brekspiprazol w stężeniu 1 mg/ml oraz pozostałe 

anality w stężeniu 0,0015%.  

Kryterium akceptacji:  

 rozdzielczość pomiędzy każdymi dwoma pikami nie mniejsza niż 1,5. 
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Rysunek 15. Chromatogram roztworu do badania specyficzności 
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Rysunek 16. Wykres czystości piku głównego 

Aby potwierdzić, że metoda pozwala na rozdzielenie substancji od produktów jej 

degradacji wykonano badania stresowe, poddając substancję działaniu następujących 

czynników: 

 10 mol/l kwas solny, 5 godzin, temperatura pokojowa, 

 10 mol/l wodorotlenek sodu, 5 godzin, temperatura pokojowa, 

 30% roztwór H2O2, 5 godzin, temperatura pokojowa, 

 temperatura 90°C, 24 godziny, substancja sucha, 

 temperatura 90°C, 24 godziny, substancja w roztworze, 

 Nnaświetlanie promieniami UV. 

Każde ze zdegradowanych substancji została przeanalizowana zgodnie z opraco-

waną metodą.  

Kryteria akceptacji:  

 piki produktów degradacji zadowalająco oddzielone od piku głównego, 

 czysty pik główny.  

Dla wszystkich przebadanych prób uzyskano zadowalające wyniki, które przedsta-

wiono na rysunkach 17-22. 
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Rysunek 17. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystości piku po degradacji 10 mol/l 

kwasem solnym, przez 5 godzin w temperaturze pokojowej 

 
Rysunek 18. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystości piku po degradacji 10 mol/l 

wodorotlenkiem sodu, przez 5 godzin w temperaturze pokojowej 

 
Rysunek 19. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystości piku po degradacji 30% 

roztworem H2O2, przez 5 godzin w temperaturze pokojowej 

 
Rysunek 20. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystości piku po degradacji suchej 

substancji w temperaturze 90°C, przez 24 godziny 
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Rysunek 21. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystości piku po degradacji substancji 

w roztworze w temperaturze 90°C przez 24 godziny 

 

Rysunek 22. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystości piku po degradacji  

promieniami UV 

5.2. Granice wykrywalności i obliczalności, liniowość 

Kolejnym etapem badań prewalidacyjnych było potwierdzenie granic wykrywalności 

(LOD) i obliczalności (LOQ) oraz liniowości metody od LOQ do 120% dopuszczalnej 

zawartości każdego z zanieczyszczeń.  

Kryteria akceptacji: 

 Stosunek sygnału do szumu (s/n) dla granicy wykrywalności ≥ 3 

 Stosunek sygnału do szumu (s/n) dla granicy obliczalności ≥ 10 

 Granica obliczalności ≤ 0,03% zawartości zanieczyszczenia w substancji 

 Współczynnik korelacji liniowej R ≥ 0,99 

W tabeli 1 przedstawiono wyniki analiz granic wykrywalności i obliczalności: 

Tabela 1. Wyniki sprawdzenia granicy wykrywalności i obliczalności 

Roztwór badany Stężenie [mg/ml] s/n zanieczyszczenia 9 s/n brekspiprazolu 

LOD 0,0001 10,6 19,4 

LOQ 0,0002 17,3 26,9 

Wyniki badania liniowości dla zanieczyszczenia 9 przedstawiono w tabelach poniżej: 

Tabela 2. Dane surowe z analiz liniowości zanieczyszczenia 9 

Poziom stężenia [%] Stężenie [mg/ml] Powierzchnia piku 

0,02 

0,000208 33874 

0,000201 26356 

0,000205 42268 
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0,06 

0,000624 111184 

0,000603 109879 

0,000614 115133 

0,10 

0,001040 194728 

0,001005 191834 

0,001024 180841 

0,15 

0,001560 291566 

0,001507 274631 

0,001536 260653 

0,18 

0,001872 325356 

0,001809 346768 

0,001843 312386 

Tabela 3. Parametry liniowości dla zanieczyszczenia 9 

Współczynnik korelacji R 0,991   

Współczynnik kierunkowy prostej 179006625,5 Wyraz wolny 1065,6 

Równanie prostej y = ax + b y = 179006625,5+ 1065,6 

Wyniki badania liniowości dla brekspiprazolu przedstawiono w tabelach poniżej: 

Tabela 4. Wyniki analiz liniowości brekspiprazolu 

Poziom stężenia [%] Stężenie [mg/ml] Powierzchnia piku 

0,02 

0,0002112 50109 

0,0002136 50988 

0,0002034 48810 

0,06 

0,0006335 135417 

0,0006408 130793 

0,0006102 117621 

0,10 

0,0010559 208287 

0,0010680 209033 

0,0010170 196496 

0,15 

0,0015838 294168 

0,0016020 298843 

0,0015255 277786 

0,18 

0,0019006 345342 

0,0019224 365262 

0,0018306 343151 
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Tabela 5. Parametry liniowości dla brekspiprazolu 

Współczynnik korelacji R 0,999   

Współczynnik kierunkowy prostej 178076810,3 Wyraz wolny 14638,7 

Równanie prostej y = ax + b y = 178076810,3 x + 14638,7 

 

Kryteria akceptacji zostały spełnione dla wszystkich analizowanych roztworów. 

5.3. Dokładność 

Dokładność została zbadana na poziomie 100% dopuszczalnej zawartości zanie-

czyszczeń w substancji badanej, czyli 0,15% dla zanieczyszczenia 9 oraz 0,1% dla 

brekspiprazolu. Wyniki przedstawiono w tabelach 6 i 7. 

Kryterium akceptacji:  

 odzysk dla każdego badanego roztworu w zakresie 80-110%. 

Tabela 6. Wyniki badania dokładności dla zanieczyszczenia 9 

Tabela 7. Wyniki badania dokładności brekspiprazolu 

Próba Ilość dodana [mg/ml] Ilość obliczona [mg/ml] Odzysk [%] 

1 0,0010530 0,0010161 96,5 

2 0,0009710 0,0009649 99,4 

3 0,0011380 0,0011097 97,5 

Średni odzysk [%] 97,8 

RSD [%] 1,5 

Kryteria akceptacji zostały spełnione dla wszystkich analizowanych roztworów. 

5.4. Powtarzalność 

Powtarzalność zweryfikowano poprzez analizę sześciu roztworów badanych.  

Kryteria akceptacji:  
 zgodne profile zanieczyszczeń, 

 RDS [%] ≤ 5,0%. 

Próba Ilość dodana [mg/ml] Ilość obliczona [mg/ml] Odzysk [%] 

1 0,0013450 0,0012129 90,2 

2 0,0013450 0,0011704 87,0 

3 0,0013408 0,0012337 92,0 

Średni odzysk [%] 89,7 

RSD [%] 2,8 
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Rysunek 23. Zestawienie chromatogramów roztworów do badania powtarzalności 

Tabela 8. Wyniki badania powtarzalności 

Numer 
próby 

Zanieczyszczenie 9 
Zanieczyszczenie RRT 
~ 0,94 

Zanieczyszczenie 
RRT ~ 1,04 

Suma 

Powierzchnia piku zanieczyszczenia 

1 12974 23019 143917 

 

2 18672 23395 141728 

3 16463 20010 131874 

4 16306 22844 127863 

5 15219 24102 142489 

6 14034 25436 135565 

 
Zanieczyszczenie [%] 

1 < LOD < LOQ 0,075 0,075 

2 < LOD < LOQ 0,073 0,073 

3 < LOD < LOQ 0,068 0,068 

4 < LOD < LOQ 0,068 0,068 

5 < LOD < LOQ 0,073 0,073 

6 < LOD < LOQ 0,073 0,073 

Średnio < LOD < LOQ 0,07 0,07 

RSD [%] - - 4,11 4,11 
 

Kryteria akceptacji zostały spełnione 

6. Podsumowanie 

W wyniku przeprowadzonych badań udało się opracować metodę oznaczania 
czystości chemicznej substancji czynnej brekspiprazol z zastosowaniem wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej w odwróconym układzie faz. Metoda spełniła założone 
wymagania, czyli rozdzielenie dwóch materiałów wyjściowych, dwóch produktów 
pośrednich oraz ośmiu potencjalnych zanieczyszczeń procesowych w czasie 30-minu-
towej analizy. Zastosowano dostępne i ogólnie stosowane w laboratoriach analitycznych 
kolumnę i odczynniki, roztwory są proste w przygotowaniu i stabilne. Przeprowadzone 
badania prewalidacyjne wykazały, że metoda spełnia kryteria akceptacji przewidziana 
dla badania czystości substancji czynnej i może być stosowana w Laboratorium 
Kontroli Jakości do zamierzonego celu. 
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Opracowanie metody oznaczania czystości chemicznej substancji czynnej 
Brekspiprazol metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC) 
Streszczenie 
Tematem opracowania jest rozwój metody analitycznej oznaczania czystości chemicznej przeciw-
psychotycznej substancji czynnej Brekspiprazol z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej w odwróconym układzie faz. 
Celem badań było opracowanie metody chromatograficznej pozwalającej na jednoczesny, selektywny 
rozdział dwóch materiałów wyjściowych, dziewięciu zanieczyszczeń procesowych oraz produktów 
degradacji API od substancji czynnej i ich ilościowe oznaczenie. Istotne było również, aby opracowana 
metoda mogła być wykorzystywana podczas rutynowej kontroli jakości, czyli aby była prosta 
w wykonaniu, krótka i ekonomiczna. 
Największy problem, który odnotowano podczas rozwoju metody to chemiczne podobieństwo 
rozdzielanych związków, a także słaba rozpuszczalność zarówno substancji czynnej, jak i pozostałych 
składników. Podczas badań sprawdzono różne składy faz ruchomych, typy kolumn i rozpuszczalniki prób. 
W wyniku przeprowadzonych badań opracowano skuteczną metodę pozwalającą w 30 minut rozdzielić 
wszystkie związki z zastosowaniem prostych faz ruchomych i rozpuszczalnika prób, przygotowanych 
z powszechnie stosowanych odczynników. 
Metoda została poddana skróconej walidacji, podczas której wykazano liniowość i dokładność w zakresie 
0,02-0,18% zawartości pojedynczego zanieczyszczenia w badanej substancji, a także powtarzalność metody. 
Słowa kluczowe: Brekspiprazol, oznaczanie czystości chemicznej, RP-HPLC 

Development of the method for determination of a chemical purity of the active 
pharmaceutical ingredient Brexpiprazole using high performance liquid 
chromatography (RP-HPLC) 
Abstract 
The aim of the scientific work was the development of the analytical method for determination of the 
chemical purity of the antipsychotic active substance Brekspiprazol using the reverse-phase high-
performance liquid chromatography technique.  
The chromatographic method was capable to simultaneous, selective separation the following: two starting 
materials, nine process impurities and API’s degradation products from active substance. It was also 
important that the proposed method was found to be suitable during routine quality control analysis. that is 
it was simple to implement, short and economical.  
The main issue during method development was chemical similarity of separated compounds and poor 
solubility of active substance and other ingredients. There were checked various mobile phases, column 
types and diluents during studies. 
As a results of conducted research, the efficient method was developed allowing excellent separation all 
compounds in 30 minutes using simple mobile phases and solvent, prepared from commonly used reagents. 
The short validation of the method has been carried out during which linearity and accuracy over the range 

0.02-0.18% of the content of single impurity in active substance as well the repeatability of the method 

were demonstrated. 

Keywords: Brekspiprazole, determination of chemical purity, RP-HPLC 
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Rzepień pospolity (Xanthium strumarium L.) izolacja  

i oznaczanie fenolokwasów 

1. Wstęp 

Poszukiwanie nowych związków o aktywności biologicznej stanowi nadal bardzo 

ważny i wciąż aktualny temat wielu prac badawczych. W ten nurt wpisują się także 

badania dotyczące poszukiwania i oznaczania nowych związków naturalnych, które 

mogą wykazywać działanie biologiczne. Rośliny były zawsze powszechnym źródłem 

środków leczniczych w formie tradycyjnych preparatów lub w formie czystych, wyizo-

lowanych związków. Ocenia się, że na światowej liście roślin wykazujących działanie 

lecznicze znajduje się ok. 5 tys. gatunków. W Polsce występuje ok. 2500 gatunków, 

z których za lecznicze uważa się 450, natomiast stosowanych w lecznictwie jest  

ok. 230 [1].  

Rośliny lecznicze mogą dostarczać bezpiecznych, stabilnych i efektywnych leków 

galenowych do stosowania ich w medycynie podstawowej, a szczegółowe badania 

mogą prowadzić do odkrycia nowych, aktywnych związków leczniczych, występujących 

w tych roślinach, które można następnie stosować jako leki.  

Należy podkreślić, że wiele leków stosowanych dotychczas w medycynie trady-

cyjnej, odkrytych zostało w wyniku badań chemicznych surowców roślinnych. Badania 

naukowe roślin znanych i od lat stosowanych w lecznictwie ludowym przyczyniły się 

do potwierdzenia ich zastosowania i wyjaśnienia mechanizmów ich działania na 

organizm ludzki [1]. 

Prowadzone w ciągu ostatnich lat intensywne badania zarówno na poziomie 

biochemicznym, jak i molekularnym, dotyczące właściwości biologicznych związków 

naturalnych będących składnikami roślin leczniczych oraz użytkowych, kształtują inne 

spojrzenie na znaczenie surowców pochodzenia roślinnego stosowanych w profilaktyce 

i terapii chorób. Badania te umożliwiają wyjaśnienie mechanizmów działania farmako-

logicznego ekstraktów i preparatów roślinnych w różnych schorzeniach, przyczyną 

których mogą być między innymi reaktywne formy tlenu. Nowe techniki rozdzielcze 

i preparatywne oraz analityczne, pozwalają izolować określone grupy związków 

biologicznie czynnych, z których można otrzymywać pojedyncze związki chemiczne 

i poddawać je badaniom farmakologicznym [2]. 

Oceniając kierunki rozwoju krajowego i światowego rynku przetworów zielarskich 

można stwierdzić, że surowce zielarskie są wykorzystywane w trzech kierunkach tj. do 

celów: spożywczych, kosmetycznych oraz produkcji leków pochodzenia roślinnego. 

                                                                
1 mmojzych@yahoo.com, Instytut Chemii, Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach,  

ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce.  
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08-110 Siedlce. 
3 mjkz@wp.pl, Katedra i Zakład Farmakognozji z Pracownią Roślin Leczniczych, Wydział Farmaceutyczny 

z Oddziałem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, ul. W. Chodźki 1 (Collegium 

Universum), 20-093 Lublin. 
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Stosowanie w przemyśle różnych przetworów zielarskich jako składników, które mogą 

nadawać różnym produktom cechy prozdrowotne, nie zawsze opiera się na racjonalnych 

podstawach. Są produkty o wątpliwej skuteczności. Na rynku niefarmaceutycznym 

znajdują się obok siebie produkty o autentycznych właściwościach prozdrowotnych 

oraz produkty, których skuteczność jest złudna.  

Ponadto warto zwrócić uwagę, że do rozwoju ziołolecznictwa i racjonalnej fitoterapii 

przyczyniły się trzy główne kierunki badawcze:  

 opracowywanie nowoczesnych metod analizy substancji biologicznie czynnych 

oraz nowych procedur standaryzacji roślin leczniczych i ich przetworów, 

 zastosowanie nowych modeli eksperymentalnych z dziedziny biologii moleku-

larnej do poszukiwania wyciągów roślinnych i czystych substancji biologicznie 

czynnych, 

 ocena skuteczności terapeutycznej, dostępności biologicznej i farmakokinetycznej 

zgodna z dobrą praktyką kliniczną.  

W prezentowanej pracy przedstawiamy wyniki badań dotyczące metod izolacji 

i analizy fenolokwasów w mało poznanym i zapomnianym surowcu zielarskim, jakim 

jest rzepień pospolity Xanthium strumarium L., który może posłużyć do poszerzenia 

bazy surowcowej roślin pozyskiwanych ze stanu naturalnego.  

2. Rzepień pospolity Xanthium strumarium L. – ogólne wiadomości 

Rzepień pospolity Xanthium strumarium L. jest jednoroczną rośliną zielną i należy 

do rodziny astrowatych (Asteraceae). Rodzina Asteraceae jest jedną z najliczniejszych 

rodzin w Europie i największą wśród wszystkich roślin okrytozalążkowych. Składa się 

z ok. 25 tys. gatunków. Sama flora polska liczy ok. 250 gatunków. Wśród nich 

znajdują się rośliny lecznicze, uprawne, warzywa, rośliny ozdobne. Wiele gatunków 

z Asteraceae należy do chwastów, których przedstawicielem jest Xanthium strumarium 

L. [3, 4].  

Systematyka rodzaju Xanthium strumarium L. 

Gromada  Spermatophyta – Nasienne 

Podgromada  Angiospermae – Okrytonasienne 

Klasa   Dicotylodoneae – Dwuliścienne 

Rząd   Asterales – Astrowce 

Rodzina   Asteraceae = Compositae – Złożone 

Podrodzina   Asteroideae = Tubiflorae – Rurkowate 

Rodzaj   Xanthium L. – Rzepień 

Gatunek   Xanthium strumarium L. – Rzepień pospolity 

Nazwa rodzajowa „xanthium” pochodzi od greckiego słowa „xanthos”, czyli żółty, 

ponieważ owoc i korzeń rzepienia były źródłem żółtego barwnika używanego do 

farbowania włosów [5-7]. Nazwa gatunkowa „strumarium” wywodzi się od łacińskiego 

słowa „struma” – wole, skrofuły, gdyż roślinę tę stosowano w leczeniu tych schorzeń [8]. 

Rodzaj Xanthium został po raz pierwszy opisany w Chinach w Shennong Bencao 

Jing (100 A.D.) [7]. Intensywne rozmnażanie tej rośliny w obrębie gatunku i okazjo-

nalne krzyżowanie jest źródłem niespotykanej zmienności, która często prowadzi do 

powstania lokalnych, małych i niestabilnych taksonów [6, 8, 9]. Konsensus w klasy-

fikacji taksonomicznej uzyskano po stwierdzeniu w 1959 roku przez Love i Dansera 



 

 

Rzepień pospolity (Xanthium strumarium L.) izolacja i oznaczanie fenolokwasów 

 

43 

[cyt. za 6, 9], że wcześniej uznawane gatunki są w istocie podgatunkami lub 

odmianami dwóch gatunków: Xanthium strumarium L. – rzepienia pospolitego [Fot. 1] 

i Xanthium spinosum L. – rzepienia kolczastego (ciernisty) [Fot. 2].  

 
Fot. 1. Xanthium strumarium L. [10] 

 
Fot. 2. Xanthium spinosum L. [10] 
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Rodzaj Xanthium jest spotykany niemalże na całym świecie od 53°N do 33°S. 

Najbardziej rozpowszechniony jest w strefie umiarkowanej. Spotkać go można na 

obszarze od Europy do Wschodniej Azji, w Australii, Indiach, Afryce i obu Amerykach. 

Jedną z przyczyn znacznego rozprzestrzeniania się tej rośliny jest zdolność do samo-

zapylania. Pyłek przenoszony jest przez wiatr i ma również zdolność do apomiksji. 

Z tego powodu lokalna populacja jest często bardzo podobna pod względem gene-

tycznym. Owoce zaopatrzone są w kolce i dlatego łatwo przyczepiają się do futer 

i sierści zwierząt oraz ubrań ludzi i w ten sposób łatwo się rozsiewają. Ponadto owoce, 

które spadły na ziemię mogą również być przenoszone przez wiatr i wodę w czasie 

deszczu i powodzi. Jedna roślina wytwarza zwykle 400-500 owoców. Zdolność rzepienia 

do zasiedlania wielu nowych środowisk wynika z efektywnego mechanizmu rozsie-

wania, szerokiej tolerancji ekologicznej, dużej produkcji nasion i ich łatwej zdolności 

do kiełkowania w różnych warunkach środowiskowych. Nasiona są znacznego rozmiaru 

oraz wagi i wykazują dużą zdolność do reprodukcji [5, 11]. Kontrowersje dotyczą 

pochodzenia rośliny. Po raz pierwszy opisano ją w Europie, ale prawdopodobnie rzepień 

pospolity pochodzi z Kalifornii [6, 7]. Według autorów słowackich rośliny z rodzaju 

Xanthium zostały przywleczone z Azji przez wojownicze plemiona Hunów, Awarów 

i Tatarów. Wykopaliska wskazują, że różne gatunki rzepienia występowały na terenie 

Czech i Słowacji już w średniowieczu [12]. Inne źródła podają, że roślina pochodzi 

z Rosji i dostała się do nas wraz z ładunkiem wełny ze stepów rosyjskich [13]. 

Xanthium strumarium L. występuje na różnych siedliskach: na polach uprawnych, 

pastwiskach, nieużytkach, poboczach, przydrożach, torfowiskach, brzegach jezior, rzek, 

stawów i strumieni, w miejscach wilgotnych zalewanych przez powodzie [6, 9, 14-18]. 

Najczęściej rośnie małymi skupiskami na glebach brunatnych i pseudobielicowych, 

wytworzonych z piasków luźnych i słabo gliniastych o odczynie słabo kwaśnym 

i obojętnym [19]. W niedogodnych warunkach, na suchych słabych ziemiach może 

urosnąć zaledwie kilka centymetrów, potrafi też przetrwać suszę, a następnie wydać 

nasiona. Jak podaje Fijałkowski Xanthium strumarium L. występuje także na Lubelsz-

czyźnie, zwłaszcza w północno- i południowo-zachodniej jej części [19]. 

Rzepień pospolity może również powszechnie występować w rejonach łąk 

i pastwisk gdzie może być zjadany przez zwierzęta przeżuwające (bydło, owce, kozy). 

W takim przypadku istnieje możliwość występowania zatruć zwierząt hodowlanych, 

gdyż nasiona i młode sadzonki zawierają substancje toksyczne [9]. 

3. Przegląd ważniejszych grup związków biologicznie czynnych 

występujących w rzepieniu pospolitym Xanthium strumarium L. 

Jak podaje literatura [5, 8, 20-24] w Xanthium strumarium L. stwierdzono obecność: 

garbników, fenolokwasów, olejku eterycznego, steroli, triterpenów, alkaloidów, 

laktonów seskwiterpenowych, karboksyatraktylozydu oraz związków jodu.  

Xanthium strumarium L. jest surowcem bogatym w związki polifenolowe. 

Pashchenko i Pivenko [25] oraz Ma i wsp. [26] wyizolowali kawolidy, a także nowy 

związek, niezaliczany do związków polifenolowych o nazwie tiazinedion. Strukturę 

kawolidów i tiazinedionu przedstawia Rys. 1. W 2003 r. Sheu i wsp. [27] stosując 

wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC) i elektroforezę kapilarną (CE) 

stwierdzili m.in. obecność pochodnych kwasu kawowego oraz kwasu chlorogenowego.  
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Rys. 1. Struktury garbników będących kawolidami i tiazinedionu występujących  

w Xanthium strumarium L. [26] 

Badania steroli i triterpenów występujących w rzepieniu są fragmentaryczne i dotyczą 

one obecności w korzeniu octanu β-sitosterolu i fukosterolu, zaś we frakcji triterpe-

nowej wykryto alkohole triterpenowe, których struktury nie ustalono [20].  

Prowadzone od kilku lat prace potwierdziły obecność zarówno saponin, jak i steroli 

oraz triterpenów w badanych surowcach. 

Ze względu na przynależność surowca do rodziny Asteraceae [28, 29] istnieją 

domniemania, że w surowcu mogą występować alkaloidy pirolizydynowe. Jak wykazały 

badania Dharmananda [30] zawartość ich była poniżej 1 ppm. Tak więc wydaje się, że 

niektórzy autorzy [5, 19, 21, 22] podają prawdopodobnie niesprawdzone informacje na 

temat tej grupy związków. Jak wynika z badań screeningowych w Xanthium 

strumarium L. nie stwierdzono obecności alkaloidów pirolizydynowych [31]. 

Badania indyjskie wykazały, że w liściach Xanthium strumarium L. występuje 

olejek eteryczny, który otrzymywano przez destylację próżniową i poddawano analizie 

chromatograficznej. Jak wykazały te badania [32, 33] zawierał on m.in.: -limonen 

(35%), p-cymen (5%), β-kariofylen (6%), terpineol (7,3%), 1α-jonon (10,9%),  

-karweol (25%) oraz α-pinen (0,1%). Wykonane przez nas badania metodą 

SPME/GCMS wykazały również zawartość olejku, zarówno w częściach 

podziemnych, jak i nadziemnych rzepienia pospolitego. 

Szczególne zainteresowanie budzi frakcja laktonów seskwiterpenowych występu-

jącyh w badanych surowcach [34]. W toku badań fitochemicznych stwierdzono 

w Xanthium strumarium L. obecność związków zaliczanych do α-, β-nienasyconych  

γ-laktonów o szkielecie ksantanolidu [20, 35, 36]. Jak podaje literatura [27, 37-39] 
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z części nadziemnych wyizolowano wiele ksantanolidów i seskwiterpenów typu 

ksantanu oraz ich pochodne epoksydowe, takie jak: 11α,13-dihydroksyksantatyna, 

1α,4α-endoperoksyd, 4β,5β-epoksyd ksantatyny, kwas 1β,4β,4α,5α-diepoksyksant-

11(13)-en-12-owy, 1α,5α-epoksyksantatyna, 1β,5β-epoksyksantatyna, ksantynozyna, 

epiksantanol, 2-hydroksytomentozyna, 2-hydroksytomentozyna-1β,5-epoksyd, ksantu-

manol. 

Wzory niektórych laktonów seskwiterpenowych występujących w Xanthium 

podano na Rys. 2 [37].  

 
Rys. 2. Wzory strukturalne laktonów seskwiterpenowych [37]: (1) ksantatyna, (2) 11,13-dihydroksantatyna, 

(3) 1,4-endoperoksyd-4,5epokstksantatyny, (4) 1,5epo-ksyksantatyna,  

(5) 1,5-epoksyksantatyna, (6) ksantynozyna, (7) 4-epiksantanol, (8) 4-epi-isoksantanol, (9) kwas 4-oxo-

bedfordowy, (10) kwas 1,4,4,5 diepoksyksant-11(13)-en-12-owy 
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Według danych literaturowych [5, 21, 40], Xanthium zawiera związki jodu i jest 

stosowany w leczeniu chorób tarczycy. Wykonane przez nas badania potwierdziły jego 

obecność. Zawartość procentowa kształtowała się na poziomie: ziele – 0,1%, owoce  

– 0,16% i korzeń – 0,12%.  

Jak podaje literatura [7] w niektórych roślinach, zwłaszcza pochodzących ze 

Stanów Zjednoczonych występuje glikozyd kaurenowy zwany karboksyatraktylozydem 

(CAT), a jego strukturę podaje Rys. 3. Jak wynika z przedstawionej struktury związek 

ten ma charakter bardzo polarny i może być dobrze rozpuszczalny w układach wodnych. 

Z danych literaturowych wynika, że związek ten występuje w owocach, a szczególnie 

znaczącą jego ilość znaleziono w młodych siewkach i kolcach owoców [7]. 
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Rys. 3. Karboksyatraktylozyd 

4. Działanie farmakologiczne i zastosowanie w lecznictwie rzepienia 

pospolitego Xanthium strumarium L. 

Poprzez Jak wynika z literatury naukowej Xanthium strumarium L. był od dawna 

stosowany w medycynie chińskiej, stosowano go już w dynastii Tang (lata 618-907) 

i do dziś jest powszechnie wykorzystywanym składnikiem chińskich leków gotowych 

[7, 8, 23, 41].  

Działanie lecznicze surowca uwarunkowane jest składem fitochemicznym występu-

jących w nim związków farmakologicznie czynnych. Do głównych grup związków 

farmakologicznie czynnych występujących w częściach nadziemnych, jak i podziemnych 

rzepienia pospolitego należy zaliczyć grupę związków polifenolowych, tj. fenolokwasów, 

garbników oraz flawonoidów. Dlatego też w medycynie ludowej surowiec ten stoso-

wany jest zarówno zewnętrznie i wewnętrznie. Zewnętrznie w stanach zapalnych 

skóry, wewnętrznie w postaci naparów w biegunkach [8, 22, 23, 42]. 

W lecznictwie światowym surowcem jest zarówno ziele, jak i korzeń, który stosuje 

się w alergicznych nieżytach nosa, zapaleniu zatok, katarze, reumatyzmie, artretyzmie, 

lumbago, trądzie i świądzie. Najnowsze doniesienia naukowe wskazują na działanie 

bakteriostatyczne, fungistatyczne i przeciwnowotworowe poprzez bezpośredni wpływ 

na układ odpornościowy [43-47]. Stwierdzono również, że surowce z rzepienia 

i otrzymane z nich przetwory wykazują działanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne. 

Mechanizm tego działania wykazano w badaniach eksperymentalnych, z których 

wynika, że Xanthium jest inhibitorem syntezy produktów przemiany kwasu arachi-
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donowego oraz produkcji tlenku azotu. Poprzez hamowanie czynnika jądrowego κB 

hamuje syntetazę tlenku azotu (NOS) i syntetazę prostaglandyn (PGE-2) oraz czynnika 

martwicy nowotworów (TNF-α) [48]. 

Badania in vitro wykazały, że ekstrakt otrzymany z kwitnących pędów jest silnym 

inhibitorem rozwoju przecinkowca cholery (Vibrio cholerae) w znacznie wyższym 

stopniu niż antybiotyki stosowane w próbie kontrolnej [47]. Japońscy uczeni zidenty-

fikowali w zielu rzepienia lakton seskwiterpenowy – ksantatynę i wykazali jego wybitnie 

silną aktywność przeciwko szczepom Staphylococcus aureus opornym na metycylinę. 

Podobne działanie zaobserwowano także wobec Staphylococcus epidermidis, Strepto-

coccus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudo-

monas aeruginosa, Salmonella typhi oraz Mycobacterium tuberculosis [47]. Tripathi 

i wsp. [46] wykazali w swych badaniach, że ziarna pyłku działają przeciwgrzybiczo 

wobec Colletotrichum capsici, Curvularia lunata i Helminthosporium oryzae. Późniejsze 

doniesienia wskazują także, że etanolowy ekstrakt z Xanthium hamuje rozwój Candida 

albicans, Candida glabrata i Aspergillus fumigatus [49]. 

Metanolowy ekstrakt Xanthium strumarium działa bakteriobójczo na drobnoustrój 

zakażający jamę żołądka (Helicobacter pylori), który przyczynia się do rozwoju 

wrzodu trawiennego oraz nowotworów żołądka [50, 51]. Ekstrakt metanolowy wykazuje 

bardziej efektywne działanie bakteriobójcze niż antybiotyki zwykle stosowane 

w eradykacji Helicobacter pylori. Działanie przeciwwrzodowe jest uwarunkowane 

prawdopodobnie występowaniem związków o charakterze ksantanolidowym [52]. 

Kolejnym istotnym działaniem ekstraktów rzepienia pospolitego są ich właściwości 

przeciwwirusowe, a szczególnie ich zdolność do hamowania rozwoju wirusa HIV. 

Ekstrakt wodny z ziela Xanthium wykazuje zdolność do ochrony limfoblastów T typu 

MT-2 przed cytopatogennym działaniem wirusa. Mechanizm takiego działania opiera 

się na utrudnianiu wnikania wirusa do komórki. Testy in vitro określające długość 

okresu przeżycia zainfekowanych komórek dowiodły znacznej skuteczności ekstraktu 

wodnego z ziela Xanthium, a jego indeks terapeutyczny wynosi 50 [52]. 

Ważnym efektem badań farmakologicznych jest badanie działania przeciwpasożyt-

niczego. Badania eksperymentalne z 50% etanolowym ekstraktem z liści Xanthium 

wykazały, że wydłużał on okres przeżycia myszy zainfekowanych Trypanosoma 

evansi. Jednak ten sam ekstrakt w wyższych dawkach (1000 mg/kg) działał toksycznie 

[53, 54]. Ekstrakt z korzeni i łodyg Xanthium jest inhibitorem rozwoju Leishmania 

infantum, L. mexicana, L. braziliensis, L. donovani oraz L. amazonensis. Działanie to 

jest prawdopodobnie spowodowane obecnością laktonów seskwiterpenowych [55]. 

Ponadto seskwiterpeny obecne w surowcu – ksantumina i 8-epi-ksantatyna są inhibi-

torami wzrostu owadów co potwierdzono w badaniach wobec Drospophila melano-

gaster prowadzonych przez Japończyków. 

Inne badania eksperymentalne z 65% wodno-alkoholowym wyciągiem z Xanthium 

strumarium L. prowadzili Kubańczycy, którzy wykazali jego działanie diuretyczne, 

a wyniki porównano z efektami podania preparatu Furosemid. Ekstrakt wodno-

etanolowy wykazał silniejsze działanie diuretyczne od Furosemidu i w podobny sposób 

zwiększał wydalanie sodu i potasu. 

Badania diabetologiczne in vitro na szczurach, które prowadzono w Indiach 

wykazały, że kwas kawowy znajdujący się w owocach Xanthium strumarium L. 
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skutecznie obniża poziom cukru we krwi u szczurów chorych na cukrzycę. Jednak nie 

zaobserwowano podobnego efektu u zdrowych szczurów, zatem można wnioskować 

o działaniu kwasu kawowego niezależnym od insuliny. Mechanizm tego działania jest 

prawdopodobnie zbliżony do biguanidu [56].  

Związki fenolowe zawarte w surowcu takie jak: katechina, epikatechina i kwas 

kawowy działają neuroprotekcyjnie na komórki ziarniste mózgu. Ochraniają je przed 

apoptozą indukowaną przez wysoki poziom glutaminy. Także inne składniki wyciągów 

z rzepienia działają neuroprotekcyjnie poprzez inhibicję receptora N-metylo-D-aspara-

ginianowego (NMDA), który pośredniczy w uszkodzeniu i śmierci neuronów [57].  

Surowy wyciąg z rzepienia hamuje działanie czynnika jądrowego κB (NF–κB), 

który stymuluje powstawanie: cytokin, czynników wzrostu, hormonów, mitogenów, 

karcynogenów oraz reguluje ekspresję wielu genów. Jego supresja hamuje powsta-

wanie guza nowotworowego. Preparaty z Xanthium strumarium L. hamują prawdopo-

dobnie jeden z etapów w ścieżce sygnałowej NF- κB. Za to działanie prawdopodobnie 

odpowiedzialne są związki fenolowe obecne w Xanthium [43]. Roussakis i wsp. [45] 

badali surowy wyciąg z ziela, który hamował polimeryzację tubuliny, czego następstwem 

jest zaburzenie proliferacji i śmierć komórki nowotworowej. Ksantanolidy, wyizolo-

wane z liści Xanthium, wykazują w badaniach in vitro znaczące działanie hamujące 

proliferację nowotworowych linii komórkowych, m.in. linii A549 NSCLC (nie-

drobnokomórkowy rak płuc), linii SK-OV-3 (rak jajnika), linii SK-MEL-2 (czerniak 

skóry), linii XF498 (nowotwór centralnego układu nerwowego) oraz linii HCT-15 (rak 

okrężnicy) [44, 58]. Dodatkowo ksantanolidy wykazują zdolności do inhibicji 

farnezylotransferazy (FT-azy), blokując specyficznie proliferację zależną od białek Ras 

i zmieniając lokalizację enzymu w błonie komórkowej. Inhibitory FT-azy stanowią 

jedną ze strategii w walce z onkogennymi białkami Ras [44, 59]. 

W składzie chemicznym młodych siewek i owoców rzepienia pospolitego występuje 

związek o nazwie karboksyatraktylozyd (CAT) (Rys. 3) [7] który, jak podaje literatura, 

może hamować kiełkowanie nasion [7], a także może być toksyczny dla zwierząt 

przeżuwających (często zjadają całe rośliny) oraz ludzi, którzy spożywają w większych 

ilościach owoce jako leki naturalne [7, 60]. Największą ilość CAT-u stwierdzono 

w kolcach owoców rzepienia. Owoce te poddaje się prażeniu lub ekstrahuje wodą 

w celu usunięcia tego toksycznego czynnika [7]. 

Xanthium strumarium L. jest częstym składnikiem leków gotowych stosowanych 

w tradycyjnej chińskiej medycynie [61]. Przykładem takiej receptury jest lek 

stosowany w schorzeniach górnych dróg oddechowych, w którym Xanthium występuje 

razem z arcydzięglem i magnolią. Lek ten nosi nazwę Xanthium Formula (Canger San 

lub Cangerzi San) i zawiera w swoim składzie: Magnoliae Flos 30g, Archangelicae 

Herba 30g, Xanthii Fructus 15g oraz Menthae piperitae Herba 3g [41]. 

Płynny ekstrakt z ziela Xanthium strumarium L. w dawce 5-60 kropli stosowany 

był w leczeniu wielu schorzeń [62]. W Stanach Zjednoczonych opatentowano w ostat-

nich latach kilka leków zawierających wyizolowane związki chemiczne lub frakcje 

substancji biologicznie czynnych występujących w Xanthium strumarium L. [63]. 

Mengjun w 2002 r. [63] opatentował recepturę gotowego leku „Huodan Biyan”, 

w skład którego wchodzi ekstrakt z owoców rzepienia. Lek ten jest stosowany 

w tradycyjnej medycynie chińskiej w leczeniu stanu zapalnego zatok [63]. W 1991 r. 
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Zhang i Zhang opatentowali metodę otrzymywania z Xanthium olejku lotnego używa-

nego w immunoterapii swoistej, w leczeniu reakcji alergicznych [64]. W 1975 r. 

Turner i Craig opatentowali metodę izolacji z ziela Xanthium strumarium L. związku 

chemicznego, którym okazał się być kwas kawowy i wykazywał działanie hipo-

glikemiczne [65]. 

Jak wynika z przedstawionego przeglądu piśmiennictwa rzepień pospolity, jak 

i przetwory z niego otrzymane wykazują wielokierunkowe działanie farmakologiczne. 

Jako szczególnie cenne należy uznać działanie: przeciwdrobnoustrojowe [47], przeciw-

grzybicze [46, 49], hamujące i bójcze działanie przeciwko Helicobacter pylori [50, 51], 

przeciwpasożytnicze [53, 54, 55], a także działanie neuroprotekcyjnie [57].  

Zarówno interesujący skład chemiczny, jak i efekty działania farmakologicznego 

skłaniają do prowadzenia systematycznych badań nad Xanthium strumarium L. 

5. Analiza fenolokwasów 

5.1. Materiał roślinny 

Surowiec do badań stanowiły organy nadziemne – ziele (liście, łodygi, kwiaty), 

owoce oraz organy podziemne (korzenie) rzepienia pospolitego Xanthium strumarium 

L. Surowiec w pierwszym roku badań pochodził ze stanu naturalnego i zebrany był 

w okolicach Kazimierza Dolnego nad Wisłą, jak też z upraw w Ogrodzie Roślin 

Leczniczych Katedry i Zakładu Farmakognozji z Pracownią Roślin Leczniczych 

Akademii Medycznej w Lublinie (Fot. 3 i Fot. 4).  

 
Fot. 3. Poletka doświadczalne rzepienia pospolitego Xanthium strumarium L 
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Fot. 4. Xanthium strumarium L. [10] 

Surowiec pozyskiwano z roślin jednorocznych, które zbierano w drugiej połowie 

września, następnie suszono w cieniu i przewiewie oraz rozdrabniano w zależności od 

potrzeb i przygotowywano do badań. Prowadzone badania obejmowały trzyletni cykl 

badań.  

5.2. Metody wyodrębniania i ocena składu jakościowego i ilościowego 

kwasów fenolowych metodami chromatograficznymi (TLC, HPLC) 

W dostępnej literaturze brak jest systematycznych badań nad kwasami fenolowymi 

występującymi w rzepieniu pospolitym Xanthium strumarium L. Dane literaturowe 

[25, 66, 67] omawiają kwas kawowy występujący w owocach Xanthium strumarium 

i jego właściwości lecznicze. W badaniach tych wykazano działanie przeciwcukrzy-

cowe surowca podobne do insuliny, które przypisuje się kwasowi kawowemu. Sheu 

i wsp. [27] stosując wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC) i elektroforezę 
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kapilarną (CE) stwierdzili obecność kwasu kawowego oraz kwasu chlorogenowego 

w Xanthium. Nasze badania dotyczą systematycznej oceny zwartości procentowej 

i składu frakcji fenolokwasów będących pochodnymi kwasu benzoesowego i cynamo-

nowego, w zależności od metody ekstrakcji.  

W celu wyizolowania frakcji kwasów fenolowych z badanych surowców zastoso-

wano kilka metod ekstrakcji surowca: ekstrakcję typu ciecz-ciało stałe w aparacie 

Soxhleta, ekstrakcję na gorąco, ekstrakcję wspomaganą ultradźwiękami, ekstrakcję 

cieczą pod zwiększonym ciśnieniem ASE.  

5.2.1. Izolacja i oczyszczanie kwasów fenolowych 

Izolację i oczyszczanie kwasów fenolowych wykonano metodami opisanymi 

w doniesieniach literaturowych [68, 69]. Schematy procedur przedstawiono na Rys. 4 i 5. 

Otrzymane wyżej wymienionymi metodami wyciągi metanolowe zagęszczono 

przez oddestylowanie rozpuszczalnika na wyparce obrotowej. Pozostałość wytrawiano 

gorącą wodą (50 ml) i pozostawiono na 24 godziny w lodówce. Otrzymane w ten 

sposób wyciągi wodne przesączono, a osady przemyto wodą destylowaną (10 ml). 

Przesącze następnie odtłuszczono przez dwukrotne wytrząsanie z porcjami eteru 

naftowego (po 30 ml). Odtłuszczone roztwory wodne ekstrahowano 10- krotnie eterem 

dietylowym (po 20 ml).  

Wyciągi eterowe połączono i zagęszczono do objętości 100 ml, po czym wytrzą-

sano je 10-krotnie z 5% wodnym roztworem wodorowęglanu sodu (po 10 ml). W ten 

sposób przeprowadzono wolne kwasy fenolowe w rozpuszczalne w fazie wodnej sole. 

Warstwę wodno-węglanową zakwaszono 36% kwasem solnym do pH = 3. Uzyskane 

w ten sposób wolne kwasy fenolowe ekstrahowano ponownie eterem dietylowym (10 

razy porcjami po 10 ml). Wyciągi eterowe połączono i osuszono bezwodnym siarczanem 

sodowym. Osuszone roztwory przesączono, a rozpuszczalnik oddestylowano do sucha. 

Uzyskano w ten sposób frakcję wolnych kwasów fenolowych [68, 69]. Schemat 

wyodrębniania frakcji wolnych fenolokwasów podaje Rys. 4. 

Frakcję wodną po wyekstrahowaniu zespołu wolnych kwasów fenolowych podzie-

lono na dwie równe części (po ok.70 ml) i poddano hydrolizie kwasowej i zasadowej. 

Hydroliza kwasowa: frakcję wodną zakwaszono 36% kwasem solnym do pH = 2 

i ogrzewano na łaźni wodnej pod chłodnicą zwrotną przez 1 godzinę. Po oziębieniu 

roztwór ekstrahowano eterem dietylowym (5 razy po 10 ml). Wyciągi eterowe połą-

czono, osuszono bezwodnym siarczanem sodu. Przesączono i oddestylowano rozpusz-

czalnik. Uzyskano w ten sposób frakcję kwasów fenolowych uwolnionych po hydrolizie 

kwasowej. 

Hydroliza zasadowa: do frakcji wodnej dodano 1 g borowodorku sodu i zalkali-

zowano do pH = 12 za pomocą wodnego 10% roztworu wodorotlenku baru. Całość, 

następnie ogrzewano w łaźni wodnej pod chłodnicą zwrotną przez 30 minut, po czym 

oziębiono i zobojętniono 10% kwasem siarkowym (VI), a następnie stężonym kwasem 

siarkowym (VI) zakwaszono do pH = 1,5. Wytrącony osad siarczanu (VI) baru odsączono 

a roztwory wodne poddano 10-krotnej ekstrakcji eterem dietylowym (po 10 ml) w celu 

wyizolowania uwolnionych kwasów fenolowych. Wyciągi eterowe połączono i osu-

szono bezwodnym siarczanem sodu. Następnie przesączono i oddestylowano rozpusz-

czalnik. Uzyskano w ten sposób frakcję kwasów fenolowych uwolnionych po hydrolizie 
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zasadowej. Schemat hydrolizy kwasowej i zasadowej kwasów fenolowych związanych 

glikozydowo podaje Rys. 5.  

 
 

Rys. 4. Schemat wyodrębniania frakcji kwasów fenolowych 

  EKSTRAKCJA METANOLEM

WYCIĄG METANOLOWY

  EKSTRAKCJA ETEREM NAFTOWYM

WYCIĄG WODNY

  1. ODPAROWANIE ROZPUSZCZALNIKA

  2. WYMYWANIE GORĄCĄ WODĄ

  3. CHŁODZENIE W LODÓWCE

  4. ODSĄCZENIE OSADU BALASTÓW

FRAKCJA WODNA 

ODTŁUSZCZONA

EKSTRAKT ETEROWY

WYCIĄG ETEROWY

WOLNE KWASY 

FENOLOWE

  1. ZAKWASZENIE 36% HCl DO pH 3

  2. EKSTRAKCJA ETEREM DIETYLOWYM

  1. OSUSZANIE BEZWODNYM Na2SO4

  2. ODDESTYLOWANIE ROZPUSZCZALNIKA

  EKSTRAKCJA ETEREM DIETYLOWYM

  EKSTRAKCJA 5% NaHCO3

WARSTWA WODNO - WĘGLANOWA

EKSTRAKT WODNY

HYDROLIZA ZASADOWA

HYDROLIZA KWASOWA

SUROWIEC ROŚLINNY
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Rys. 5. Schemat hydrolizy zasadowej i kwasowej glikozydowo związanych kwasów fenolowych 

Tak otrzymane ekstrakty poddano oczyszczaniu metodą ekstrakcji do fazy stałej 

(SPE). Tok postępowania obejmował oczyszczanie wyciągów z substancji balastowych 

(chlorofil, tłuszcze) przy użyciu 30% roztworu wodnego metanolu oraz elucję fenolo-

kwasów z sorbentu z chemicznie związaną fazą oktadecylową C18 (500 mg). 

5.2.2. Oczyszczanie ekstraktów metodą ekstrakcji do fazy stałej (SPE)  

1. Aktywacja i kondycjonowanie sorbentu – żel krzemionkowy RP18.  

Kolumienki zamontowano na komorze do sączenia próżniowgo typu SPE-12G (J.T. 

Baker, Niemcy) i przesączono przez nie kolejno: 10 ml metanolu pod próżnią 0,02 

MPa; 10 ml wody redestylowanej, pozostawiając 5 mm warstwę cieczy nad złożem. 

2. Dozowanie wyciągów 

Na kondycjonowane złoże kolumienek nanoszono po 10 ml 30% metanolowych 

z surowca i przesączono do odbieralnika pod próżnią. 

3. Przemywanie złoża – elucja balastów 

Po przesączeniu wyciągów z rzepienia pospolitego złoże przemywano kolejno 10 

ml wody i 10 ml 30% metanolu. 

4. Elucja fenolokwasów czystym metanolem 

Zaadsorbowany na kolumienkach zespół polarnych związków fenolowych wymy-

wano czystym metanolem (10 ml) i ilościowo przenoszono do kolbek miarowych  

EKSTRAKT WODNY

  EKSTRAKCJA 

  ETEREM DIETYLOWYM

FRAKCJA ETEROWA

  ODDESTYLOWANIE

  ROZPUSZCZALNIKA

HYDROLIZAT

  1. ZAKWASZENIE DO pH 2

  2. OGRZEWANIE PRZEZ 1h

  3. EKSTRAKCJA ETEREM 

      DIETYLOWYM

PRZESĄCZ
KWASY FENOLOWE

PO HYDROLIZIE

KWASOWEJ

  1. NaBH4 1g

  2. ALKALIZACJA DO pH 10 

      (10% Ba(OH)2) 

  3. OGRZEWANIE 15 MINUT

  1. ZOBOJĘTNIENIE (10% H2SO4)

  2. ZAKWASZENIE (96% H2SO4)

  3. ODSĄCZENIE BaSO4

FRAKCJA ETEROWA

  ODDESTYLOWANIE

  ROZPUSZCZALNIKA

KWASY FENOLOWE

PO HYDROLIZIE

ZASADOWEJ
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poj. 10 ml. Uzyskane eluaty poddano następnie dalszej procedurze tj. odparowano do 

sucha a pozostałość rozpuszczono w 10 ml metanolu.  

Wyodrębnione frakcje kwasów fenolowych w toku opisanych metod ekstrakcji, 

izolacji i oczyszczania analizowano metodami TLC i HPLC. 

5.2.3. Analiza kwasów fenolowych metodą TLC 

Analizie chromatograficznej TLC poddano frakcje wolnych fenolokwasów oraz 

uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej i zasadowej z ziela, owoców i korzeni 

rzepienia pospolitego wyizolowanych według procedury opisanej powyżej. Równo-

cześnie sporządzono roztwory wzorców kwasów fenolowych o stężeniu 0,2 mg/ml. 

Analizę TLC prowadzono w komorach pionowych na płytkach szklanych  

(10 x 20 cm), foliach aluminiowych (20 x 20 cm), pokrytych żelem krzemionkowym 

GF254 oraz na płytkach szklanych (10 x 20 cm) pokrytych celulozą.  

Do rozdziału chromatograficznego zastosowano następujące układy rozwijające:  

 toluen-mrówczan etylu-kwas mrówkowy, 5+4+1 (v/v), 

 eter diizopropylowy-kwas mrówkowy, 9+1 (v/v), 

 benzene-metanol-kwas octowy, 48+8+4 (v/v),  

 mrówczan sodu-kwas mrówkowy-woda, 10+1+200 (v/v), 

 toluene-acetonitryl-kwas mrówkowy, 5+4+1 (v/v), 

Po rozwinięciu chromatogramy umieszczono pod lampą UV (λ = 254 i λ = 365 nm) 

zaznaczając fluoryzujące plamy. Następnie chromatogramy wywoływano przez sprys-

kiwanie zdiazowanym kwasem sulfanilowym (1g kwasu sulfanilowego w 100 ml 

wody + 10 ml 36% kwasu solnego + 1g azotanu (III) sodu na 100 ml roztworu), 

a następnie 20% roztworem węglanu sodu. Identyfikację fenolokwasów prowadzono 

porównując współczynniki RF plam fenolokwasów zawartych w analizowanych prób-

kach z wartościami współczynników RF substancji wzorcowych. 

5.2.4. Analiza kwasów fenolowych metodą HPLC 

Analizę chromatograficzną HPLC wykonano w układzie faz odwróconych stosując 

chromatograf cieczowy typu LaChrom firmy Merck (Niemcy) z detektorem diodowym 

DAD (L-7450), pompą dozującą (L-7100), degazerem (L-7612), pętlą dozującą 20 μl, 

termostatem (L-7360), dozownikiem Rheodyne, kolumną stalowa LiChrospher 100 

RPClS o wymiarach 250 mm x 4 mm wypełnioną fazą stacjonarną o średnicy ziaren  

5 μm. Analizę prowadzono w temp 250C. Jako fazę rozwijającą stosowano układ 

metanol-woda (25+75, v/v) z dodatkiem 1% (v/v) kwasu octowego Szybkość 

przepływu wynosiła 0,8 ml/min. Wielkość nastrzyku była 20 μl. Identyfikację kwasów 

fenolowych przeprowadzono porównując ich czasy retencji tR ze wzorcami oraz 

spektroskopowo wyznaczając ich widma w zakresie UV (219-400 nm) [70]. 

5.3. Ocena składu jakościowego i ilościowego fenolokwasów metodami 

chromatograficznymi 

5.3.1. Analiza fenolokwasów metodą TLC 
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W dalszej kolejności przeprowadzono analizę ekstraktów kwasów fenolowych 

metodą TLC. Wyodrębnione frakcje fenolokwasów (frakcję wolnych kwasów FPA 

oraz frakcje kwasów uwolnionych po hydrolizie kwasowej AH i zasadowej BH) 

analizowano w układzie Si60F254 / toluen – mrówczan etylu – kwas mrówkowy 5+4+1 

(v/v). Przeprowadzono oddzielnie analizy dla wyciągów uzyskanych różnymi metodami 

ekstrakcji (ekstrakcja ciągła w aparacie Soxhleta, ekstrakcja wspomagana ultradźwię-

kami i przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem ASE). Przykładowe videoscany 

chromatogramów TLC wyciągów otrzymanych za pomocą ekstrakcji wspomagana 

ultradźwiękami z owoców i korzeni przedstawiono na Rys. 6 i Rys. 7 a wartości 

współczynników RF zestawiono w Tab. 1 i Tab. 2. 

Chromatogramy TLC fenolokwasów rozwijano również na płytkach pokrytych 

żelem Si60GF254 w układzie eter diizopropylowy – kwas mrówkowy 9+1 (v/v). Układ 

ten w porównaniu z poprzednim wykazał mniejszą selektywność rozdziału analizo-

wanych związków (plamy kwasów nakładały się na siebie; wartości współczynników 

RF były mało zróżnicowane, co uniemożliwiło jednoznaczną identyfikację badanych 

związków). W tym układzie uzyskano bardzo zbliżone wartości współczynników RF 

dla kwasu kawowego i ferulowego oraz galusowego i syryngowego. Z tego też 

względu nie załączono schematów rozdziału. Do identyfikacji kwasów fenolowych 

najlepszym okazał się układ Si60GF254/toluen-mrówczan etylu-kwas mrówkowy 

5+4+1 (v/v). 

 
Rys. 6. Videoscan chromatogramu kwasów fenolowych z owoców Xanthium strumarium L.  

w układzie Si60GF254 / toluen-mrówczan etylu-kwas mrówkowy, 5+4+1 (v/v/v)  

[ekstrakcja surowca wspomagana ultradźwiękami] 
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Rys. 7. Videoscan chromatogramu kwasów fenolowych z korzenia Xanthium strumarium L.  

w układzie Si60GF254 / toluen-mrówczan etylu-kwas mrówkowy 5+4+1 (v/v/v)  

[ekstrakcja surowca wspomagana ultradźwiękami] 

Tab. 1. Wyniki rozdziału TLC fenolokwasów z owoców Xanthium strumarium L. w układzie Si 60G F254 / 

toluen-mrówczan etylu-kwas mrówkowy 5+4+1 (v/v/v) [ekstrakcja surowca wspomagana ultradźwiękami] 

Wzorce fenolokwasów RF Badana frakcja  
Numer 

plamy 
RF 

Kwas chlorogenowy 0,03 

Wyciąg z owo-ców 

przed hy-drolizą 

A1 0,04 

A2 0,09 

Kwas wanilinowy 0,45 
A3 0,19 

A4 0,34 

Kwas kawowy 0,33 

A5 0,43 

A6 0,45 

Wyciąg z owo-ców 

po hydro-lizie 

kwasowej 

B1 - 

Kwas galusowy 0,20 

B2 0,09 

B3 0,19 

B4 0,33 

Kwas ferulowy 0,43 

B5 0,43 

Wyciąg z owo-ców 

po hydroli-zie 

zasadowej 

C1 0,04 

C2 0,09 

Kwas syryngowy 0,40 

C3 0,19 

C4 0,34 

C5 0,43 
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Tab. 2. Wyniki rozdziału TLC fenolokwasów z korzenia Xanthium strumarium L. w układzie Si 60G F254 / 

toluen-mrówczan etylu-kwas mrówkowy 5+4+1 (v/v) [ekstrakcja surowca wspomagana ultradźwiękami] 

Wzorce fenolokwasów RF Badana frakcja  
Numer 

plamy 
RF 

Kwas chlorogenowy 0,03 
Wyciąg z korze-

nia przed hydro-

lizą 

A1 0,07 

A2 0,20 

Kwas wanilinowy 0,47 
A3 0,40 

A4 0,47 

Kwas kawowy 0,40 

A5 0,66 

Wyciąg z korze-

nia po hydro-lizie 

kwasowej  

B1 0,07 

B2 0,20 

Kwas galusowy 0,20 

B3 0,41 

B4 0,46 

B5 0,66 

Kwas ferulowy 0,46 

Wyciąg z korze-

nia po hydro-lizie 

zasadowej 

C1 0,07 

C2 0,20 

C3 0,40 

Kwas syryngowy 0,36 

C4 0,46 

C5 0,66 

Tab. 3. Wyniki rozdziału TLC fenolokwasów z ziela Xanthium strumarium L. w układzie Si 60G F254/toluen-

mrówczan etylu-kwas mrówkowy 5+4+1 (v/v/v) [ekstrakcja surowca wspomagana ultradźwiękami] 

Wzorce fenolokwasów RF Badana frakcja  
Numer 

plamy 
RF 

Kwas chlorogenowy 0,04 

Wyciąg z ziela 

przed hydrolizą 

A1 0,05 

A2 0,20 

Kwas wanilinowy 0,42 
A3 0,32 

A4 0,36 

Kwas kawowy 0,32 

A5 0,43 

A6 0,68 

Wyciąg z ziela po 

hydrolizie 

kwasowej 

B1 0,05 

Kwas galusowy 0,20 

B2 0,20 

B3 0,32 

B4 0,36 

Kwas ferulowy 0,39 

B5 0,68 

Wyciąg z ziela po 

hydrolizie 

zasadowej 

C1 0,20 

C2 0,32 

Kwas syryngowy 0,35 

C3 0,36 

C4 0,39 

C5 0,68 
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Na podstawie analizy TLC zidentyfikowano następujące związki: 

 kwas kawowy we wszystkich badanych wyciągach i frakcjach), 

 kwas galusowy (we wszystkich badanych wyciągach i frakcjach), 

 kwas syryngowy (w wyciągach z ziela, po hydrolizie zasadowej z owoców 

i korzeni), 

 kwas wanilinowy (we frakcji wolnych fenolokwasów z ziela, owoców i korzeni). 

Nie uzyskano jednoznacznych wyników w odniesieniu do kwasu chlorogenowego 

(wartości współczynników RF związków badanych różniły się od wartości uzyskanych 

dla wzorca kwasu chlorogenowego) i ferulowego (wartości RF bardzo zbliżone do 

wzorca kwasu wanilinowego, co powodowało nakładanie się plam związków badanych 

i uniemożliwiało jednoznaczną interpretację wyników).  

5.3.2. Analiza kwasów fenolowych metodą HPLC 

Wyciągi metanolowe z badanych surowców po oczyszczeniu metodą SPE poddano 

analizie HPLC. Badania HPLC pozwoliły na dokładniejszy rozdział i identyfikację 

kwasów fenolowych w badanych surowcach. 

Średnie czasy retencji dla wzorców i fenolokwasów występujących w badanych 

surowcach podaje Tab. 4. Natomiast Rys. 8. przedstawia rozdział wzorców fenolo-

kwasów metodą HPLC. Na Rys. 9-17. przedstawiono chromatogramy HPLC dla 

poszczególnych frakcji fenolokwasów występujących w zielu, korzeniach i owocach, 

otrzymanych różnymi procedurami ekstrakcyjnymi. 

 
Rys. 8. Chromatogram HPLC wzorcowych kwasów fenolowych: (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Tab. 4. Zestawienie średnich czasów retencji dla poszczególnych wzorców kwasów fenolowych oraz  

kwasów fenolowych wyizolowanych z badanych surowców 

Nr FENOLOKWASY 

 

średni czas retencji tR
śr (min) 

wzorzec ZIELE KORZENIE OWOCE 

1 Galusowy 3,92 4,01 3,86 3,98 

2 Protokatechowy 5,33 5,20 - 5,27 

3 Chlorogenowy 9,89 9,95 9,92 9,82 

4 Kawowy 12,13 12,19 12,14 12,20 

5 Wanilinowy 15,00 14,91 15,09 14,87 

6 Syryngowy 17,30 17,48 17,39 17,25 

7 Ferulowy 36,30 36,42 36,27 36,34 
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Rys. 9. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z ziela (Soxhlet): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 10. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z ziela (ultradźwięki): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 11. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z ziela (ASE): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 12. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z korzeni (Soxhlet): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 13. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z korzeni (ultradźwięki): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 14. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z korzeni (ASE): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 15. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z owoców (Soxhlet): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 16. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z owoców (ultradźwięki): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 
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Rys. 17. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasów z owoców (ASE): (1) kwas galusowy,  

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,  

(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy 

Skład fenolokwasów występujących w ekstraktach uzyskanych metodą Soxhleta 

i metodą wspomaganą ultradźwiękami był analogiczny, co przedstawiono w Tab. 5. 

Tab. 5. Porównanie zawartości fenolokwasów występujących w badanych surowcach (Xanthium strumarium 

L.) w zależności od metody ekstrakcji – Soxhlet i ultradźwięki 

 

Kwasy fenolowe 

ZIELE OWOCE KORZENIE 

FPA AH BH FPA AH BH FPA AH BH 

galusowy ++ + + ++ + + + + + 

protokatechowy + - ++ - - + - - - 

chlorogenowy + + - + + - + + + 

kawowy + + ++ + + ++ + + ++ 

wanilinowy + - - + - - + - - 

syryngowy + + + - - - - - - 

ferulowy - - + + + + + + + 

Chromatogramy HPLC uzyskane z wyciągów otrzymanych za pomocą ekstrakcji 

wspomaganej ultradźwiękami charakteryzowały się lepszymi parametrami rozdziału 

(większa ostrość pików, mniej związków balastowych) w porównaniu z ekstraktami 

otrzymanymi metodą Soxhleta. 

Najlepszy rozdział badanych związków uzyskano w ekstraktach otrzymanych za 

pomocą ASE. W tej metodzie otrzymano najwyższe zawartości kwasów fenolowych 

(najwyższe piki). Ponadto w przypadku metody ASE zidentyfikowano kwas wani-

linowy w wyciągu z korzenia po hydrolizie kwasowej oraz kwas chlorogenowy 

w wyciągu z owoców po hydrolizie zasadowej. Wyniki tej analizy ujęto w Tab. 6. 
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Tab. 6. Porównanie obecności fenolokwasów występujących w badanych surowcach Xanthium strumarium 

L. w zależności od metody ekstrakcji – ASE 

Kwasy fenolowe 
ZIELE OWOCE KORZENIE 

FPA AH BH FPA AH BH FPA AH BH 

galusowy ++ + + ++ ++ + ++ + + 

protokatechowy + - ++ - - + - - - 

chlorogenowy + + - + + + + + + 

kawowy ++ + ++ ++ ++ ++ + + ++ 

wanilinowy + - - + - - + + - 

syryngowy + + + - - - - - - 

ferulowy - - + + + + + + + 

Dominującymi związkami były kwasy: kawowy i galusowy, obecne we wszystkich 

surowcach i we wszystkich frakcjach (FPA, AH i BH). Najwyższą zawartość kwasu 

kawowego odnotowano w wyciągach z owoców po hydrolizie zasadowej. Natomiast 

kwas galusowy występował w największej ilości we frakcji FPA wszystkich badanych 

wyciągów (ziele, korzenie, owoce). Obecność kwasu galusowego we frakcjach 

otrzymanych w wyniku hydrolizy kwasowej i zasadowej może świadczyć o obecności 

w surowcu garbników hydrolizujących (galotanin). Ponadto występowanie znacznych 

ilości kwasu kawowego w tych frakcjach może dowodzić obecności związków 

pochodnych tego kwasu, czyli tzw. kawolidów. 

Analiza HPLC potwierdziła wyniki otrzymane metodą TLC, ponadto pozwoliła na 

identyfikację kwasu protokatechowego w wyciągach z ziela (we frakcjach FPA i BH) 

oraz owocach we frakcji BH. Kwas chlorogenowy wykryto we wszystkich badanych 

wyciągach, oprócz frakcji BH ekstraktu z ziela. 

Jak wynika z przedstawionych danych, w rzepieniu wykryto ponadto kwasy: syryn-

gowy w zielu (frakcje FPA, AH i BH); kwas ferulowy w zielu, owocach i korzeniach 

(we wszystkich frakcjach, oprócz ziela, gdzie zidentyfikowano go tylko we frakcji BH) 

oraz kwas wanilinowy we wszystkich badanych surowcach (frakcja FPA, a w przy-

padku ziela także we frakcji AH) [24].  

6. Podsumowanie 

Zawartość procentowa fenolokwasów w badanych surowcach oznaczonych metodą 

Arnova wynosiła średnio: w zielu – 0,239%, w owocach – 0,248% i w korzeniach  

– 0,091%. Wyniki oznaczeń metodą Folina-Ciocaltau były około 10% wyższe. 

W zależności od sposobu ekstrakcji występowały niewielkie różnice w zawartości pro-

centowej. Metody chromatograficzne (TLC, HPLC) wykazały obecność następujących 

fenolokwasów: TLC – kwas kawowy (we wszystkich badanych wyciągach i frakcjach), 

kwas galusowy (we wszystkich badanych wyciągach i frakcjach), kwas syryngowy 

(w wyciągach z ziela, owoców i korzeni po hydrolizie zasadowej) oraz kwas wanili-

nowy (we frakcji wolnych fenolokwasów z ziela, owoców i korzeni). Analiza HPLC 

potwierdziła wyniki analizy TLC, a ponadto pozwoliła na identyfikację kwasu proto-

katechowego w wyciągach z ziela (we frakcjach wolnych fenolokwasów i po hydrolizie 

kwasowej) oraz w owocach (we frakcjacji po hydrolizie kwasowej). Po raz pierwszy 

wykryto w rzepieniu pospolitym kwasy: syryngowy w zielu (we frakcjach wolnych 

fenolokwasów, po hydrolizie kwasowej i zasadowej), kwas ferulowy w zielu, owocach 
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i korzeniach (we wszystkich frakcjach oprócz ziela, gdzie zidentyfikowano go we 

frakcji po hydrolizie kwasowej) oraz kwas wanilinowy w owocach, zielu i korzeniach 

(we frakcji wolnych fenolokwasów, a w przypadku ziela także we frakcji po hydrolizie 

kwasowej).  
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Rzepień pospolity (Xanthium strumarium L.) – izolacja i oznaczanie fenolokwasów 

Streszczenie  

W dostępnej literaturze brak jest systematycznych badań nad kwasami fenolowymi występującymi 

w rzepieniu pospolitym Xanthium strumarium L. Dane literaturowe omawiają kwas kawowy występujący 

w owocach Xanthium strumarium i jego właściwości lecznicze. W badaniach tych wykazano działanie 

przeciwcukrzycowe surowca podobne do insuliny, które przypisuje się kwasowi kawowemu. Stosując 

wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC) i elektroforezę kapilarną (CE) stwierdzono obecność 

kwasu kawowego oraz kwasu chlorogenowego w Xanthium. W badaniach własnych podjęto systema-

tyczną ocenę zwartości procentowej i składu frakcji fenolokwasów będących pochodnymi kwasu 

benzoesowego i cynamonowego, w zależności od metody ekstrakcji. Z porównania tych metod wynika, że 

nieco wyższe zawartości procentowe fenolokwasów występowały w ekstraktach otrzymanych metodą 

ASE, głównie dla ziela i owoców. Oznaczenia zawartości procentowej fenolokwasów wykonano metodą 

Arnova oraz metodą Folina-Ciocaltau, przy czym ta ostatnia dawała wyniki o około 10% wyższe. Ocenę 

składu jakościowego prowadzono metodami chromatograficznymi: TLC i HPLC. W badanych ekstraktach 

oceniano zawartość wolnych fenolokwasów oraz występujących po hydrolizie kwasowej i zasadowej. 

Metoda TLC pozwoliła stwierdzić obecność we wszystkich badanych wyciągach i frakcjach kwasu 

kawowego i galusowego. Kwas syryngowy występował w wyciągach z ziela po hydrolizie zasadowej, zaś 

kwas wanilinowy we frakcji wolnych fenolokwasów badanych surowców. Chromatografia HPLC 

potwierdziła wyniki uzyskane metodą TLC. W tej metodzie stwierdzono też wyższe stężenia kwasu 

galusowego i kawowego, co może sugerować obecności tych związków w postaci kawolidów i galotanin. 

Słowa kluczowe: rzepień pospolity, Xanthium strumarium L., fenolokwasy, HPLC. 

Common cocklebur (Xanthium strumarium L.) – isolation and determination of 

phenolic acids 

Abstract 

In the available literature there is no systematic research on phenolic acids occurring in common cocklebur 

(Xanthium strumarium L.) Literature data discuss the coffee acid found in the Xanthium strumarium fruits 

and its healing properties. In these studies, insulin-like antidiabetic effects of insulin have been 

demonstrated that are attributed to caffeic acid. High-performance liquid chromatography (HPLC) and 

capillary electrophoresis (CE) revealed the presence of caffeic acid and chlorogenic acid in Xanthium. In 

our own research, a systematic assessment of the percentage content and composition of the phenolic acid 

fraction was undertaken, depending on the extraction method. The comparison of these methods shows that 

slightly higher percentages of phenolic acids were found in the extracts obtained by the ASE method, 

mainly for herbs and fruits. The percentages of phenolic acids were determined using the Arnov method 

and Folin-Ciocaltau manner, the latter giving results about 10% higher. The assessment of the qualitative 

composition was carried out using chromatographic methods: TLC and HPLC. In the tested extracts, the 

content of free phenolic acids and those after acid and alkaline hydrolysis were evaluated. The TLC 

method confirmed the presence in all analyzed extracts and fractions of caffeic and gallic acids. Syringes 

acid was found in herbal extracts after alkaline hydrolysis, and vanillic acid in the fraction of free phenolic 

acids of the raw materials studied. HPLC chromatography confirmed the results obtained by TLC. In this 

method, higher concentrations of gallic and coffee acids were also found, which may suggest the presence 

of these compounds in the form of caviares and galotan. 

Keywords: common cocklebur, Xanthium strumarium L., phenolic acids, HPLC 
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Studia nad syntezą pochodnych układu  

pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

1. Wstęp 

Pochodne układu pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny
 
stanowią wśród skondensowanych 

pirazolo-1,2,4-triazyn najmniej poznaną i opisaną w literaturze grupę związków 

heterocyklicznych. Układ pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny po raz pierwszy został odkryty 

w związkach naturalnych będących produktami metabolizmu bakterii z rodzaju Pseudo-

monas fluorescens var. Pseudoiodininum [1] oraz Nostoc spongiaeforme. [2] Oprócz 

pseudoiodininy i nostocyny A wyodrębniono z tych hodowli szereg innych pirazolo 

[4,3-e][1,2,4]triazyn zwanych fluviolami [3] (Rys. 1), które różnią się liczbą i miejscem 

przyłączenia grup alkilowych do pierścienia pirazolu i 1,2,4-triazyny. Związki te mają 

zdolność hamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz wykazują 

działanie przeciwnowotworowe.  
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Rysunek 1. Wybrane naturalne pochodne układu pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny 

Przytoczone dane wskazują na rolę, jaką może spełniać ten układ heterocykliczny 

w pracach nad poszukiwaniem nowych związków farmakologicznie aktywnych. Ponadto, 

na uwagę zasługuje fakt, iż struktura dwóch naturalnych pigmentów z tej grupy 

tj. nostocyny A i fluviolu A (normetylpseudoiodininy) została jednoznacznie określona 

przy pomocy badań rentgenowskich [2] i dodatkowo potwierdzona na drodze totalnej 

syntezy [4]. Opisane w literaturze metody syntezy związków naturalnych [4] jak też 

i nowych syntetycznych pochodnych układu pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny [5-12] 

można podzielić na dwie grupy. Jedną grupę stanowią reakcje, w których następuje 

                                                                
1 zosiabernat@wp.pl, mmojzych@yahoo.com, Instytut Chemii, Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny 

w Siedlcach, ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce. 
2 k.kotwica@hotmail.com, Katedra i Zakład Histologii i Embriologii z Pracownią Cytologii Doświadczalnej, 

Uniwersytet medyczny w Lublinie, ul. Radziwiłłowska 11 (Collegium Medicum), 20-080 Lublin.  
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dobudowanie pierścienia pirazolu do pochodnych 1,2,4-triazyny z grupą karbonylową 

[5, 12] lub hydroksylową [6] w pozycji C-6 (Schemat 1), a drugą grupę stanowią 

reakcje tworzenia pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z odpowiednich pochodnych pirazolu 

(Schemat 2) [10, 11]. 
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Schemat 1. Synteza 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z pochodnych 1,2,4-triazyny [5, 6, 12] 
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Schemat 2. Synteza 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z pochodnych pirazolu [10, 11] 

Otrzymane w ten sposób pochodne były w niewielkim stopniu przydatne do 

dalszych badań i ich funkcjonalizacji, ponieważ nie zawierały odpowiednich grup 

funkcyjnych. Ten fakt stanowił przesłankę do opracowania bardziej ogólnej metody 

otrzymywania 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn dającej możliwość syntezy szeregu 

funkcjonalizowanych pochodnych. Jako związki wyjściowe wykorzystano 5-acylowe 

pochodne 1,2,4-triazyny, które można otrzymać z dobrą wydajnością z 1,2,4-triazyn 

w reakcji nukleofilowego podstawienia wodoru anionami nitroalkanów [13]. Nitro-

alkany pełnią w tym procesie rolę zamaskowanych czynników acylujących dając 

w pierwszym etapie oksymy 5-acylo-1,2,4-triazyn, które można łatwo przekształcić 

w odpowiednie ketony. 5-Acylo-1,2,4-triazyny lub ich oksymy mogą być wyko-

rzystane do otrzymania odpowiednich hydrazonów – potencjalnych prekursorów 

w syntezie 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn (Schemat 3). 
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Schemat 3. Nowa droga syntezy pochodnych układu 1H-pirazolo[4,3-e]-[1,2,4]triazyny 

Porównując przedstawioną na schemacie 3 proponowaną drogę syntezy pochod-

nych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny z metodami opisanymi w literaturze [5, 6], 

łatwo zauważyć, że nie uwzględnia ona obecności grupy odchodzącej w pozycji C-6 

1,2,4-triazyny jako niezbędnego czynnika w procesie tworzenia pięcioczłonowego 

pierścienia pirazolu. Zakładano, że nukleofilowy atak pary elektronowej hydrazy-

nowego atomu azotu na atom węgla C-6 triazyny będzie prowadził do utworzenia 

przejściowego adduktu σ
H
, który w odpowiednich warunkach powinien ulegać reakcji 

utleniania do cyklicznego produktu. 

* * * 

Przedstawione powyżej założenia stanowiły przesłanki wyboru tematyki badaw-

czej, której wyniki przedstawiono w niniejszej pracy. Celem badań zaprezentowanych 

w tym rozdziale było opracowanie nowej drogi syntezy pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn 

z łatwo dostępnych 5-acylo-1,2,4-triazyn lub ich oksymów w reakcji z hydrazyną lub 

jej pochodnymi opartej na metodologii reakcji nukleofilowego podstawienia wodoru. 

Badania te miały także na celu określenie zakresu i ograniczeń stosowanej metody 

cyklizacji odpowiednich hydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyny oraz syntezę funkcjonali-

zowanych pochodnych układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny w położeniu N-1,  

C-3 i C-5. Otrzymane na tej drodze pochodne mogą stanowić cenne substraty do dalszej 

funkcjonalizacji badanego szkieletu heterocyklicznego i projektowania cząsteczek 

biologicznie aktywnych.  

2. Synteza pochodnych układu pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

2.1. Pierwsze próby syntezy  

Badania rozpoczęto od syntezy fenylohydrazonu 5-acylo-1,2,4-triazyny (3) wychodząc 

z łatwo dostępnego oksymu 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (2), który 

powstaje z 70% wydajnością w reakcji 3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (1) z nitroetanem 

(Schemat 4) [13, 14]. 
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Schemat 4. Synteza fenylohydrazonu z oksymu 5-acetylo-3-metylo-sulfanylo-1,2,4-triazyny 

Oksym 2 poddano reakcji z chlorowodorkiem fenylohydrazyny w etanolu w obec-

ności niewielkiego nadmiaru stężonego kwasu solnego. Reakcję prowadzono w tempe-

raturze 40 
o
C przez 30 godzin i stwierdzono pojawienie się związku o wyższym Rf. 

Fenylohydrazon 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (3) mógł być łatwo wyod-

rębniony przez odsączenie z mieszaniny reakcyjnej. Jego budowę potwierdzono za 

pomocą protonowego rezonansu jądrowego, spektrometrii masowej, spektroskopii 

w podczerwieni i analizy elementarnej.  

W kolejnym etapie badań fenylohydrazon 3 poddano próbom cyklizacji do odpo-

wiedniej pochodnej 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 4 stosując różne warunki reakcji 

i różne reagenty. Wyniki tych badań są przedstawione na poniższym schemacie 

(Schemat 5). 
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Schemat 5. Próby cyklizacji fenylohydrazonu 3 do odpowiedniej pochodnej  

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

Ogrzewanie związku 3 we wrzącym etanolu przez wiele godzin nie prowadziło do 

powstania nawet śladowych ilości skondensowanej pochodnej 4. Podobny wynik 

uzyskano prowadząc reakcję we wrzącym dioksanie wobec czynników utleniających 

takich jak DDQ lub chloranil. Próby zwiększenia nukleofilowości hydrazynowego 
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atomu azotu przez prowadzenie reakcji cyklizacji związku 3 w obecności wodorku 

sodu lub tert-butanolanu potasu zakończyły się również niepowodzeniem. Uzyskane 

wyniki wskazują, że brak produktu cyklizacji w tych reakcjach można wyjaśnić zbyt 

małą elektrofilowością atomu węgla C-6 pierścienia 1,2,4-triazyny, względnie nieko-

rzystną konfiguracją azametinowego wiązania C=N w wyjściowym fenylohydrazonie 3.  

Z literatury [15] wiadomo, że reaktywność atomów węgla w reakcjach podsta-

wienia nukleofilowego 1,2,4-triazyny maleje w szeregu: C-5 > C-3 >> C-6, co 

oznacza, że atom węgla C-6 jest najmniej elektrofilowy i najtrudniej ulega reakcjom 

nukleofilowej addycji.  
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Rysunek 2. Struktura 4-chlorofenylohydrazonu 3-metylosulfanylo-5-propanoilo-1,2,4-triazyny  

w konformacji E i Z [16] 

Brak informacji w literaturze odnośnie konfiguracji E/Z fenylohydrazonów  

1,2,4-triazyny był zachętą do podjęcia badań nad strukturą tych połączeń. Jako związek 

modelowy do badań rentgenostrukturalnych wytypowano 4-chlorofenylohydrazon  

3-metylosulfanylo-5-propanoilo-1,2,4-triazyny (Rysunek 2). Badania rentgenostruktu-

ralne wykazały, że badany związek posiada konfigurację E (Rysunek 2) [16]. Zakła-

dając, że fenylohydrazon 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (3) ma również 

niekorzystną konfigurację E, brak postępu reakcji cyklizacji związku 3 do pirazolo-

triazyny 4 wydaje się być zrozumiały. 

Oczekując, że wysoka temperatura reakcji może spowodować zmianę konfiguracji 

wiązania C=N w wyjściowym hydrazonie 3, przeprowadzono kolejną próbę cyklizacji 

związku 3 do 4 ogrzewając 3 do 280 
o
C bez udziału rozpuszczalnika (Schemat 6) [9]. 

Jedynym produktem tej przemiany był 4-cyjano-1-fenylo-3-metylopirazol (5), który 

powstawał z 30% wydajnością. Budowę związku 5 potwierdzono za pomocą metod 

spektroskopowych oraz przez porównanie jego danych fizykochemicznych z opisanymi 

w literaturze [17, 18].
 
Budowa związku 5 wskazuje, że transformacja pierścienia  

1,2,4-triazyny do pirazolu była inicjowana nukleofilowym atakiem hydrazonowego 

atomu azotu na atom węgla C-6 1,2,4-triazyny połączonym z równoczesnym rozer-

waniem wiązania C6-N1 i eliminacją cząsteczki azotu. Utworzony spiro związek 6 

ulega następnie przekształceniu do cyjanopirazolu 5 przez rozerwanie wiązania C-N 

i eliminację grupy metylosulfanylowej (Schemat 6). Podobną przemianę opisali Takagi 

i Hubert-Habart [19]. 
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Schemat 6. Transformacja fenylohydrazonu 3 w cyjanopirazol 5 [9] 

Uzyskany wynik wydaje się potwierdzać założenie, że izomer E w podwyższonej 

temperaturze może ulegać izomeryzacji do izomeru Z. Zbyt wysoka temperatura 

procesu była przypuszczalnie powodem transformacji pierścienia triazyny do pirazolu. 

Dlatego w kolejnym eksperymencie obniżono temperaturę procesu i do mieszaniny 

reakcyjnej dodano czynnik utleniający. Fenylohydrazon 3 stapiano w temperaturze 

235
o
C z dodatkiem DDQ przez 2 minuty (Schemat 7). Z mieszaniny reakcyjnej 

wyodrębniono z zaledwie 5% wydajnością związek 4, który był oczekiwanym 

produktem reakcji.  

N

N
NN

N

CH
3

SCH
3

Ph

3
DDQ

235 o C

4  
Schemat 7. Stapianie fenylohydrazonu 3 z DDQ 

Wynik tego eksperymentu pokazał, że synteza układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

nie wymaga obecności grupy odchodzącej w położeniu C-6 w wyjściowym fenylohy-

drazonie 5-acetylo-1,2,4-triazyny i jest możliwa na drodze reakcji nukleofilowego 

podstawienia wodoru. Przypuszczano, że zmiana warunków tej reakcji powinna 

prowadzić do utworzenia związku 4 z dobrą wydajnością. 

2.2. Syntezy pochodnych układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny 

w środowisku kwaśnym  

Jak już wspomniano, zasadowość atomów azotu w 1,2,4-triazynie i jej 3-podstawio-

nych pochodnych maleje w szeregu N-4 > N-2 > N-1 co oznacza, że cząsteczka  

1,2,4-triazyny powinna przyjąć proton w pierwszej kolejności w położeniu N-4 

pierścienia [15]. Jednakże N1-H i N2-H protonowane sole triazyny są termo dyna-

micznie bardziej stabilne ze względu na możliwość tworzenia wiązania wodorowego 

N2-H
.....

N1 i N1-H
.....

N2 [15]. Można więc przypuszczać, że w przypadku addycji protonu 

do atomu azotu N-1 atom węgla C-6 stanie się bardziej elektrofilowy i będzie łatwiej 

ulegać addycji hydrazynowego atomu azotu co powinno prowadzić do utworzenia 

adduktu σ
H
 – pośredniego produktu w reakcji otrzymywania pirazolotriazyny. Biorąc 

to pod uwagę powtórzono nieudaną reakcję cyklizacji związku 3 w etanolu dodając do 

mieszaniny reakcyjnej niewielki nadmiar 10% kwasu solnego. Po 5 godzinach ogrze-
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wania mieszaniny reakcyjnej w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika stwierdzono 

brak związku wyjściowego 3 i utworzenie pirazolotriazyny 4 (Schemat 8). 
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Schemat 8. Cyklizacja fenylohydrazonu 3 w obecności kwasu solnego 

Związek 4 powstawał z 60% wydajnością i był identyczny z otrzymanym wcześniej 

przez stapianie 3 z DDQ w temperaturze 235 
o
C (Schemat 7). Pozytywny wynik 

reakcji cyklizacji w tych warunkach oznacza, że dodatek kwasu do mieszaniny 

reakcyjnej nie tylko zwiększa podatność pierścienia 1,2,4-triazyny na addycję 

czynników nukleofilowych, ale jednocześnie może katalizować izomeryzację wiązania 

C=N (E do Z) w wyjściowym fenylohydrazonie. Potwierdzeniem tej hipotezy są prace 

Karabatsosa [20, 21]
 
i innych autorów [22], które wykazują, że proces izomeryzacji 

E↔Z zachodzi w rozpuszczalnikach polarnych poprzez utworzenie nietrwałej tauto-

merycznej formy azo. Zmianę konfiguracji izomeru E na Z w wyjściowym arylohy-

drazonie 1,2,4-triazyny wyjaśniono na schemacie 9. 
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Schemat 9. Izomeryzacja wiązania C=N w arylohydrazonie pod wpływem kwasu 

Dobra wydajność cyklizacji była zachętą do przeprowadzenia syntez szeregu innych 

arylohydrazonów, będących prekursorami pirazolotriazyn, różniących się rodzajem 

podstawnika w pierścieniu fenylowym i 1,2,4-triazynie.  

2.3. Synteza fenylohydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyn 

Do badań wykorzystano różne 5-acylowe pochodne 1,2,4-triazyny 7a-d, otrzymane 

z odpowiednich oksymów oraz chlorowodorki podstawionych fenylohydrazyn. 

W pierwszej kolejności zbadano reakcję pomiędzy 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-

triazyną (7a) a chlorowodorkiem fenylohydrazyny w celu ustalenia optymalnych 

warunków tej przemiany (Schemat 10) [8]. 
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Schemat 10. Synteza fenylohydrazonu z 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny 

Reakcję prowadzono w temperaturze pokojowej. W trakcie dodawania etanolo-

wego roztworu chlorowodorku fenylohydrazyny do ketonu 7a obserwowano silne 

zabarwienie roztworu na czerwono i pojawienie się osadu produktu. Pomimo tak 

energicznie przebiegającej przemiany, kontrola chromatograficzna wykazała niewielki 

postęp reakcji. Dopiero kilkuminutowe ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej w tempe-

raturze wrzenia etanolu z dodatkiem niewielkiej ilości 10% kwasu solnego doprowa-

dziło do całkowitego przereagowania substratów. Opisany wyżej sposób syntezy 

związku 3 wykorzystano do otrzymania szeregu fenylohydrazonów 8-34 wychodząc 

z różnych 5-acylo-1,2,4-triazyn 7a-d (Schemat 11). Wydajności otrzymanych arylohy-

drazonów przedstawia Tabela 1. 
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Schemat 11. Synteza arylohydrazonów 5-acylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny [8] 

Tabela 1. Wydajności syntez arylohydrazonów 3, 8-34 z 5-acylo-1,2,4-triazyn 7a-d  

Nr związku R R1 R2 Wydajność [%] 

3 SCH3 CH3 H 90 

8 SCH3 CH3 4-CH3 55 

9 SCH3 CH3 2-Cl 88 

10 SCH3 CH3 3-Cl 92 

11 SCH3 CH3 4-Cl 61 

12 SCH3 CH3 2,4-di-chloro 75 

13 SCH3 CH3 4-OCH3 85 

14 SCH3 CH3 4-NO2 68 

15 SCH3 C2H5 H 87 

16 SCH3 C2H5 4-CH3 82 

17 SCH3 C2H5 2-Cl 78 
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18 SCH3 C2H5 4-Cl 82 

19 SCH3 C2H5 4-OCH3 84 

20 SCH3 C2H5 4-NO2 80 

21 SCH3 C3H7 H 63 

22 SCH3 C3H7 4-CH3 66 

23 SCH3 C3H7 4-Cl 70 

24 SCH3 C3H7 4-NO2 83 

25 Ph CH3 H 89 

26 Ph CH3 2-CH3 91 

27 Ph CH3 3-CH3 94 

28 Ph CH3 4-CH3 83 

29 Ph CH3 2-Cl 90 

30 Ph CH3 3-Cl 90 

31 Ph CH3 4-Cl 80 

32 Ph CH3 2,4-dichloro 82 

33 Ph CH3 4-OCH3 77 

34 Ph CH3 4-NO2 80 

 

Otrzymane fenylohydrazony oczyszczano przez krystalizację z wodno-alkoholowego 

roztworu. Związki te są trwałe i mają postać żółtych osadów. Strukturę otrzymanych 

połączeń potwierdzono za pomocą metod spektroskopowych. Na widmach 
1
H-NMR 

obecny był pojedynczy sygnał pochodzący od protonu pierścienia triazyny w prze-

dziale 9.6-9.8 ppm oraz poszerzony singlet charakterystyczny dla grupy NH w zakresie 

7.9-8.5 ppm, który znikał po deuterowaniu. Widma IR potwierdziły obecność drgań 

rozciągających NH w obszarze 3300-3350 cm
-1

. Masy cząsteczkowe badanych związ-

ków były zgodne z obliczonymi. W celu określenia geometrii azometinowego wiązania 

C=N w otrzymanych fenylohydrazonach przeprowadzono wspomniane wcześniej 

badania rentgenostrukturalne dla 4-chlorofenylohydrazonu 3-metylosulfanylo-5-propa-

noilo-1,2,4-triazyny (18). Szczegółowe dane krystalograficzne i eksperymentalne 

analizy rentgenowskiej przedstawione zostały w literaturze [16].  

3. Synteza N-arylowych pochodnych układu 1H-pirazolo[4,3-e]-

[1,2,4]triazyny 

3.1. Synteza N-arylowych pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny 

z fenylohydrazonów 5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny w układzie etanol-

kwas solny 

Syntezę 1-arylo-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn 35-44 z fenylohydrazonów  

5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny 25-34 prowadzono we wrzącym etanolu wobec 

niewielkiego nadmiaru 10% kwasu solnego (Schemat 12) [8]. Wydajności i czasy 

reakcji cyklizacji przedstawia Tabela 2. 
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Schemat 12. Synteza 1-arylo-5-fenylo-3-metylo-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyn 

Tabela 2. Wydajności i czasy reakcji cyklizacji arylohydrazonów 5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny 25-34 

do pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 35-44. 

Nr * Nr # R1 Czas reakcji [h] Wydajność [%] 

25 35 H 5.5 72 

26 36 2-CH3 5 60 

27 37 3-CH3 7 78 

28 38 4-CH3 5 79 

29 39 2-Cl 23 82 

30 40 3-Cl 36 86 

31 41 4-Cl 14.5 75 

32 42 2,4-dichloro 66 82 

33 43 4-OCH3 5 77 

34 44 4-NO2 72 23 

* numer wyjściowego arylohydrazonu 

# numer otrzymanej pochodnej układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

Analizując wyniki przedstawione w Tabeli 6 można zauważyć, że czasy ogrzewania 

poszczególnych mieszanin reakcyjnych są bardzo zróżnicowane. Szybciej zachodzą 

reakcje fenylohydrazonów podstawionych w pierścieniu fenylowym grupą metylową 

i metoksylową niż atomem chloru lub grupą nitrową. Z powyższego wynika, że 

podstawniki elektronoakceptorowe (Cl, NO2) powodują zmniejszenie nukleofilowości 

fenylohydrazynowego atomu azotu i w konsekwencji wpływają na wydłużenie czasu 

reakcji. Odwrotny efekt wywierają grupy elektronodonorowe (CH3, OCH3), które 

oddając elektrony powodują wzrost charakteru nukleofilowego atomu azotu, przez co 

zwiększają szybkość reakcji cyklizacji. Przekształcenie fenylohydrazonów w pochodne 

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny jest inicjowane atakiem pary elektronowej hydrazy-

nowego atomu azotu na atom węgla C-6 pierścienia 1,2,4-triazyny i połączone 

z utworzeniem adduktu σ
H
 (Schemat 13).  
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Schemat 13. Mechanizm wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji hydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyny [8] 
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Na podstawie powyższych danych można przypuszczać, że utworzenie adduktu σ
H
 

jest etapem decydującym o szybkości procesu. Na skrócenie czasu reakcji nie wpływa 

bowiem zwiększenie stężenia czynników utleniających, co stwierdzono na przykładzie 

reakcji cyklizacji 3-chlorofenylohydrazonu 5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny (30) do 

pirazolotriazyny 40. W celu skrócenia czasu tej przemiany przepuszczano przez 

mieszaninę reakcyjną tlen otrzymując pirazolotriazynę 40 z dobrą wydajnością, 

jednakże czas reakcji nie ulegał zmianie. Podobne wyniki dało zastosowanie DDQ, 

chloranilu czy chlorowodorku hydroksyloaminy. Wyniki tych badań dowiodły, że utle-

nianie powstałego adduktu σ
H
 przebiega w reakcji szybkiej, która nie wpływa na 

kinetykę całego procesu.  

3.2. Synteza N-arylowych pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny 

z arylohydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyny w układzie dioksan-etanol-kwas 

solny 

Mając na uwadze fakt, że na czas reakcji cyklizacji może wpływać temperatura 

procesu etanol zastąpiono mieszaniną dioksan-etanol w stosunku 3:1. Jak wynika 

z analizy wyników zamieszczonych w Tabeli 3 podwyższenie temperatury reakcji 

wpłynęło w sposób znaczący na przyspieszenie procesu cyklizacji fenylohydrazonów 

do odpowiednich pirazolotriazyn (Schemat 14) [8]. 
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Schemat 14. Wpływ podwyższenia temperatury na przebieg cyklizacji 

Z zamieszczonych w Tabeli 3 danych wynika, że niektóre z prowadzonych reakcji 

wskutek podwyższenia temperatury mogły być zakończone nawet po 1,5-godzinnym 

ogrzewaniu. Badając wpływ rozpuszczalnika na czas i przebieg przemiany w kolejnej 

próbie zastosowano bezwodny etanol wobec stechiometrycznej ilości kwasu  

p-toluenosulfonowego.  

Tabela 3. Wydajności i czasy reakcji cyklizacji arylohydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyn. 

nr* Nr#  R R1 R2 Czas reakcji [h] Wydajność [%] 

25 35 Ph CH3 H 1.5 85 

26 36 Ph CH3 2-CH3 2 60 

27 37 Ph CH3 3-CH3 2 78 

28 38 Ph CH3 4-CH3 2 83 

29 39 Ph CH3 2-Cl 7.5 79 

30 40 Ph CH3 3-Cl 7.5 87 

31 41 Ph CH3 4-Cl 7 86 

32 42 Ph CH3 2,4-diCl  42 72 
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33 43 Ph CH3 4-OCH3 2 75 

34 44 Ph CH3 4-NO2 52 28 

3 4 SCH3 CH3 H 3 52 

8 45 SCH3 CH3 4-CH3 3 52 

11 46 SCH3 CH3 4-Cl 7.5 23 

15 47 SCH3 C2H5 H 3 54 

16 48 SCH3 C2H5 4-CH3 3 57 

18 49 SCH3 C2H5 4-Cl 4 51 

21 50 SCH3 C3H7 H 3 52 

22 51 SCH3 C3H7 4-CH3 2 49 

23 52 SCH3 C3H7 4-Cl 4 47 

 * numer wyjściowego arylohydrazonu 

 # numer otrzymanej pochodnej układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

3.3. Synteza 1-fenylo-3-metylo-5-(metylosulfanylo)-1H-pirazolo-[4,3-

e][1,2,4]triazyny z fenylohydrazonu 5-acetylo-3-metylosul-fanylo-1,2,4-

triazyny w układzie bezwodny etanol – kwas p-toluenosulfonowy 

Zastąpienie kwasu solnego p-toluenosulfonowym i prowadzenie reakcji cyklizacji 

związku 3 w bezwodnym etanolu dało inny wynik. Głównym produktem reakcji był 

związek 53. Spodziewany produkt cyklizacji 4 powstawał w śladowych ilościach 

(Schemat 15). 
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Schemat 15. Próba cyklizacji fenylohydrazonu w środowisku bezwodnym w obecności kwasu p-

toluenosulfonowego 

Powstanie związku 53 świadczy o dużej mobilności grupy metylosulfanylowej 

w 1,2,4-triazynie, która w warunkach reakcji ulega łatwo substytucji nukleofilowej 

[15, 23]. 

3.4. Synteza 1-fenylo-3-metylo-5-metylosulfanylo-1H-pirazolo-[4,3-

e][1,2,4]triazyny z fenylohydrazonu 5-acetylo-3-metylosul-fanylo-1,2,4-

triazyny wspomagana promieniowaniem mikrofa-lowym i w warunkach 

termicznych 

Kontynuując badania nad optymalizacją procesu cyklizacji zbadano wpływ promie-

niowania mikrofalowego na szybkość i wydajność reakcji cyklizacji fenylohydra-

zonów 5-acylo-1,2,4-triazyn do pochodnych pirazolotriazyny.  

Z przeglądu literatury [24-28] wiadomo, że niektóre ze znanych procesów jak 

reakcje Dielsa-Aldera, Fishera, przegrupowanie Claisena, utleniania, alkilowania, estryfi-

kacji czy nawet synteza skondensowanych pirazoli z odpowiednio podstawionych 

fenylohydrazonów [29] mogą być wspomagane promieniowaniem mikrofalowym. 
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Z porównania tych reakcji z procesami przebiegającymi w warunkach klasycznych 

wynika, że procesy wspomagane mikrofalami zachodzą znacznie szybciej i z reguły 

z większymi wydajnościami.  

Reakcji cyklizacji poddano jednorodną mieszaninę fenylohydrazonu 5-acetylo-3-

metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (3) z kwasem p-toluenosulfo-nowym jako źródłem 

protonów (Schemat 16) [30]. Stosowano reaktor mikrofalowy Synthewave 402 firmy 

Prolabo z programowaniem i kontrolą temperatury za pomocą zmiennej mocy 

mikrofalowania. 
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Schemat 16. Cyklizacja wspomagana promieniowaniem mikrofalowym [30] 
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Wykres 1. Przebieg reakcji cyklizacji w reaktorze mikrofalowym 

Jak wynika z wykresu przebiegu reakcji (Wykres 1) całkowita przemiana 

fenylohydrazonu 3 do pochodnej pirazolu 4 nastąpiła bardzo szybko, o czym świadczy 

gwałtowny wzrost temperatury do 205 
o
C. Spadek temperatury reakcji wskazuje na 

całkowite przereagowanie substratu już po upływie 2 minut. Otrzymany tą metodą 

związek 4 wyizolowano na kolumnie z blisko 50% wydajnością.  

Dla porównania przeprowadzono analogiczną reakcję w warunkach termicznych, 

bez udziału rozpuszczalnika ogrzewając fenylohydrazon 3 z dwukrotnym nadmiarem 

kwasu p-toluenosulfonowego przez 1 minutę w temperaturze 235 
o
C. Związek 4 
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izolowano z 56% wydajnością. Wynik tej reakcji oznacza, że wspomaganie mikrofalowe 

reakcji cyklizacji można w tym przypadku zastąpić odpowiednio dobraną temperaturą 

procesu. W celu zbadania przydatności tej metody w syntezie pochodnych 1H-pirazolo 

[4,3-e][1,2,4]triazyny przeprowadzono szereg reakcji polegających na stapianiu fenylo-

hydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyny z kwasem p-toluenosulfonowym w podwyższonej 

temperaturze (Schemat 17) [9]. Wyniki tych przemian ilustruje Tabela 4. 
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kwas p-toluenosulfonowy

stapianie w  czasie 1-2 minuty

3, 9-14,  20, 23, 24, 34 4, 44, 52, 54-60  
Schemat 17. Stapianie arylohydrazonów z kwasem p-toluenosulfonowym 

Z analizy danych zawartych w Tabeli 4 wynika, że stapianie fenylohydrazonów 

z kwasem p-toluenosulfonowym stanowi dogodną metodę syntezy pochodnych układu 

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. Reakcje przebiegają z dobrą wydajnością i w krótkim 

czasie. Stosując tę metodę można otrzymać trudno dostępną 1-(4-nitrofenylo)-3-

metylo-5-fenylo-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazynę (44) z 60% wydajnością w czasie 2 

minut. Ten sam związek powstawał z zaledwie 23% wydajnością w wyniku 72 godzin-

nego ogrzewania 34 w mieszaninie etanol-10% kwas solny (Tabela 4) [9]. 

Tabela 4. Wyniki reakcji stapiania arylolohydrazonów 3, 9-14, 20, 23, 24, 34 z kwasem  

p-toluenosulfonowym 

Nr* Nr#  R R1 R2 Wydajność [%] 

3 4 SCH3 CH3 H 56 

9 54 SCH3 CH3 2-Cl 51 

10 55 SCH3 CH3 3-Cl 49 

12 56 SCH3 CH3 2,4-dichloro 55 

13 57 SCH3 CH3 4-OCH3 49 

14 58 SCH3 CH3 4-NO2 42 

20 59 SCH3 C2H5 4-NO2 61 

23 52 SCH3 C3H7 4-Cl 58 

24 60 SCH3 C3H7 4-NO2 58 

34 44 Ph CH3 4-NO2 60 

* numer wyjściowego arylohydrazonu 

# numer otrzymanej pochodnej układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 
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3.5. Syntezy N-fenylowych pochodnych układu 1H-pirazolo[4,3-

e][1,2,4]triazyny z 5-acylo-1,2,4-triazyn lub ich oksymów 

i chlorowodorków fenylohydrazyn 

Kontynuując badania sprawdzono, czy syntezę pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e] 

[1,2,4]triazyny można przeprowadzić bezpośrednio z 5-acylo-1,2,4-triazyn 7a-d lub 

ich oksymów z pominięciem etapu otrzymywania i izolowania fenylohydrazonów 

(Schemat 18). 
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Schemat 18. Synteza pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z triazynowych ketonów 7a-d  

Reakcje prowadzono w mieszaninie dioksan-etanol w stosunku 3:1 wobec 10% 

kwasu solnego. Otrzymane pirazolotriazyny były identyczne z otrzymanymi wcześniej 

w reakcji cyklizacji arylohydrazonów. Wydajności tych reakcji były porównywalne 

a w niektórych przypadkach wyższe od prowadzonych z fenylohydrazonów jako 

związków wyjściowych. Wyniki reakcji 5-acylo-1,2,4-triazyn z pochodnymi fenylohy-

drazyny przedstawia Tabela 5. 

Tabela 5. Wydajności i czasy reakcji syntezy pochodnych układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny  

z 5-acylo-1,2,4-triazyn i odpowiednich arylohydrazyn 

Nr#  R R1 R2 Wydajność [%] Czas reakcji [h] 
4 SCH3 CH3 H 67 3 

47 SCH3 C2H5 H 70 3 

48 SCH3 C2H5 4-CH3 59 3 

49 SCH3 C2H5 4-Cl 54 3.5 

35 Ph CH3 H 72 2 

36 Ph CH3 2-CH3 60 3 

37 Ph CH3 3-CH3 78 2 

44 Ph CH3 4-NO2 52 51 

# numer otrzymanej pochodnej układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

Kolejną próbę syntezy 1H-pirazol[4,3-e][1,2,4]triazyn przeprowadzono wychodząc 

z oksymu 2 (Schemat 19). 
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Schemat 19. Wykorzystanie oksymu 2 do syntezy 1H-pirazolo[4,3-e]-[1,2,4]triazyn [9] 

W wyniku tej reakcji związek 4 powstał z 18% wydajnością. Pomimo że wydaj-

ność związku 4 była niska metoda wydaje się być opłacalna, ponieważ łączy w sobie 

trzy różne operacje: utworzenie 5-acylo-1,2,4-triazyny, hydrazonu i reakcję cyklizacji. 

W celu rozszerzenia zakresu metody badano reakcję związku 2 z chlorowodorkiem 

niepodstawionej hydrazyny i metylohydrazyny (Schemat 19). W obu przypadkach 

otrzymano oczekiwane pochodne układu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. Wyniki 

tych badań przedstawia Tabela 10.  

Tabela 10. Wydajności i czasy reakcji syntezy związków 4, 61 i 68a z oksymu 2 

Nr związku R Wydajność [%] Czas reakcji [h] 
4 Ph 18 5 

61 H 27 1 

68a CH3 13 6.5 

Metoda ta umożliwia syntezę N-1 i C-3 niepodstawionych pochodnych układu  

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny wychodząc z oksymów 5-formylo-1,2,4-triazyny 

(Schemat 20). 
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Schemat 20. Próba syntezy 1,3-niepodstawionych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn  

Oksymy 5-formylo-1,2,4-triazyny 62 i 63 poddałem reakcji z chlorowodorkiem 

hydrazyny we wrzącym etanolu w obecności stężonego kwasu solnego (Schemat 20). 

W obu procesach już po godzinie stwierdzono brak wyjściowego związku. Jednakże 

oksym 62, który zawierał grupę odchodzącą przy C-3, ulegał rozkładowi do miesza-

niny produktów. Reakcja oksymu 63, który w położeniu C-3 posiadał podstawnik 
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fenylowy prowadziła do powstania produktu 64 z 65% wydajnością. W widmie  
1
H-NMR związku 64 brak jest sygnału pochodzącego od protonu pierścienia 1,2,4-

triazyny przy 9.58 ppm. Widoczny jest singlet przy δ = 8.47 charakterystyczny dla 

protonu pierścienia pirazolu oraz poszerzony singlet przy 11.25 ppm, który znika po 

deuterowaniu, co świadczy o obecności grupy NH. Oba eksperymenty wykazały, że na 

wynik syntezy 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z oksymów ma wpływ nie tylko rodzaj 

podstawnika przy hydrazynowym atomie azotu, ale również grupa w położeniu C-3 

pierścienia 1,2,4-triazyny. Powstanie związku 64 oznacza, że podstawnik fenylowy 

w większym stopniu niż grupa metylosulfanylowa stabilizuje pierścień 1,2,4-triazyny. 

4. Podsumowanie  

W pracy przedstawiono wyniki badań nad nową i ogólną metodą otrzymywania 

pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny z łatwo dostępnych 5-acylo-1,2,4triazyn 

lub ich oksymów i pochodnych hydrazyny, opartą na metodologii reakcji nukle-

ofilowego podstawienia wodoru. 

Wykazano, że proces cyklizacji hydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyny do pochodnych 

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny jest katalizowany przez kwasy i jest zapoczątkowany 

atakiem hydrazynowego azotu na niepodstawiony atom węgla C-6 1,2,4-triazyny. 

Powstały addukt σ
H
 ulega następnie utlenieniu do finalnego produktu reakcji. Badając 

reakcję cyklizacji fenylohydrazonów 5-acylo-1,2,4-triazyny do odpowiednich pocho-

dnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny w układzie etanol-10% kwas solny stwier-

dzono, że czas reakcji zależy od charakteru podstawnika w pierścieniu fenylowym. 

Obecność podstawników elektronodonorowych przyspiesza, a elektronoakceptorowych 

spowalnia proces cyklizacji.  

Optymalizując warunki tej przemiany badano wpływ rozpuszczalnika, rodzaju kwasu, 

promieniowania mikrofalowego oraz temperatury na wydajność tworzących się  

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn. Prowadząc reakcję w układzie etanol-dioksan (1:3) / 

10% kwas solny lub przez stapianie reagentów wobec kwasu p-toluenosulfonowego 

uzyskiwano dobre wydajności produktów w znacznie krótszym czasie niż w układzie 

etanol-10% kwas solny. Podobny efekt daje zastosowanie promieniowania mikro-

falowego. 

W celu rozszerzenia zakresu metody przeprowadzono szereg syntez układu  

1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny wychodząc z 5-acylo-1,2,4-triazyn lub ich oksymów 

bez konieczności izolowania przejściowych fenylohydrazonów. Wychodząc z oksymu 

5-formylo-1,2,4-triazyny otrzymano 1,3-niepodstawioną 5-fenylo-1H-pirazolo[4,3-e] 

[1,2,4]triazynę.  
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Studia nad syntezą pochodnych układu pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 

Streszczenie  

W artykule przedstawiono wyniki badań nad opracowaniem warunków syntezy pochodnych układu 

pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. Zainteresowanie tym układem wynika z faktu, iż naturalne pochodne 

wyodrębnione z produktów przemian metabolizmu bakterii wykazują aktywność przeciwbakteryjną 

i przeciwnowotworową. Przeprowadzone badania pozwoliły na opracowanie wygodnej drogi syntezy 

opartej na reakcji 5-acylo-1,2,4-triazyn z pochodnymi fenylohydrazyny, dającej w pierwszym etapie 

odpowiednie hydrazony ulegające następnie wewnątrzcząsteczkowej cyklizacji do odpowiednich 

pirazolotriazyn na drodze reakcji nukleofilowego podstawienia wodoru w obecności kwasu. W badaniach 

wykorzystano klasyczne metody syntezy organicznej oraz element wspomagania promieniowaniem 

mikrofalowym.  

Słowa kluczowe: pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny, hydrazony 5-acylo-1,2,4-triazyn, skondensowane 1,2,4-

triazyny, wewnątrzcząsteczkowe nukleofilowe podstawienie wodoru  

Studies on the synthesis of pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazine derivaatives  

Abstract  

The article presents the results of research on the development of methods synthesis for pyrazolo[4,3-

e][1,2,4]triazine derivatives. The interest in this system results from the fact that natural derivatives of this 

heterocycling ring system extracted from bacterial metabolites show antibacterial and antineoplastic 

activity. The conducted research allowed to develop a convenient synthetic route based on the reaction of 

5-acyl-1,2,4-triazines with derivatives of phenylhydrazine, giving in the first stage appropriate hydrazones 

which were then subjected to intramolecular cyclization to the corresponding pyrazolotriazines by the 

reaction of nucleophilic substitution of hydrogen in the presence of acid. The research used classic methods 

of organic synthesis and an element of microwave radiation support. 

Keywords: pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazines, hydrazones of 5-acyl-1,2,4-triazines, fused 1,2,4-triazines, 

intramolecular nucleophilic substitution of hydrogen 
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Wykorzystanie spektroskopii fluorescencyjnej 
w badaniach oddziaływań kwasów fulwowych 

i huminowych z mikroelementami 

1. Wstęp 

Procesy interakcji pomiędzy kwasami humusowymi a mikroelementami, prowadzące 
do wytworzenia rozpuszczalnych, mineralno-organicznych kompleksów, wpływają 
znacząco na biodostępność danego pierwiastka dla roślin [1-3]. Oddziaływania te są 
zależne zarówno od rodzaju frakcji związków próchnicznych, jak też od właściwości 
chemicznych metalu, mocy jonowej, temperatury i pH roztworu. Problem analizy 
oddziaływań kwasów huminowych i fulwowych z metalami związany jest więc z ich 
szeroką różnorodnością chemiczną i dużą wrażliwością na zmiany warunków środo-
wiska. Nowoczesne metody spektroskopowe w połączeniu z modelowaniem danych 
mogą pomóc przewidzieć zachowanie tych ważnych składników roztworu glebowego. 

W niniejszej pracy przedstawione zostały możliwości wykorzystania spektroskopii 
fluorescencyjnej do analizy interakcji pomiędzy kwasami huminowymi i fulwowymi 
a metalami ważnymi z punktu widzenia prawidłowego wzrostu i rozwoju roślin.  

2. Geneza kwasów huminowych i fulwowych 

Na drodze formowania się poszczególnych frakcji glebowej substancji organicznej 
można wyróżnić dwa zasadnicze, ściśle powiązane ze sobą procesy: mineralizację 
i humifikację.  

Mineralizacja dotyczy każdego etapu rozkładu szczątków organicznych, przebiega 
równolegle do humifikacji i występuje zarówno w fazie humusu, jak i prehumusu. 
Produktem końcowym procesów mineralizacji są proste, nieorganiczne związki [4]. 
Mineralizacja warunkowana jest obecnością wyspecjalizowanych mikroorganizmów 
glebowych, odczynem, temperaturą, zawartością węgla organicznego, rodzajem gleby 
i wilgotnością. Proces ten może zachodzić dwukierunkowo: w warunkach tlenowych 
(butwienie) z wytworzeniem CO2, H2O, a także jonów Ca

2+
, K

+
, SO4

2-
, PO4

3-
, NO3

-
 

i innych lub beztlenowych (gnicie), z wytworzeniem takich związków, jak CO2, H2O, 
H2S, CH4 [5]. 

Humifikacja jest złożonym procesem obejmującym szereg zmian chemicznych 
i biochemicznych zachodzących w obumarłych szczątkach roślinnych i prowadzących 
do powstania humusu. Proces humifikacji zachodzi w głównej mierze pod wpływem 
aktywności mikrobiologicznej i czynników atmosferycznych. Rozkładana substancja 
organiczna jest ponownie syntetyzowana w związki o zmienionych właściwościach 
fizykochemicznych, wykazujące wielkocząsteczkową naturę i wysoką trwałość. Proce-
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sowi towarzyszą reakcje kondensacji i polimeryzacji [6]. Księżopolska [7] opierając się 
na literaturze, wyróżnia kilka zasadniczych kierunków humifikacji. W teorii Waksmana 
związki próchnicze wywodzą się od zmodyfikowanej ligniny. Teoria polifenoli zakłada 
przemiany związków takich jak lignina czy celuloza do cząsteczek polifenoli, które 
pod wpływem działania enzymów (oksydaza fenolowa) ulegają utlenieniu do chinonów. 
Reakcje chinonów ze związkami azotowymi prowadzą do powstania związków próch-
niczych. W teorii kondensacji cukrowo-białkowej, przyjmuje się występowanie reakcji 
polimeryzacji cukrów i aminokwasów będących produktami przemian metabolicznych 
mikroorganizmów glebowych. W wyniku tych procesów powstają związki azotowe, 
które w kolejnych etapach łączą się z następnymi cząsteczkami cukrów i mogą ulegać 
fragmentacji, z wytworzeniem bardzo reaktywnych związków takich jak aldehydy 
i ketony. Te z kolei łatwo polimeryzują do złożonych form barwy brązowej. Wystę-
powanie, intensywność i kolejność poszczególnych mechanizmów humifikacji zależą 
w głównej mierze od typu gleby i stosunków wodno-powietrznych, jakie panują 
w danym utworze [8]. Miarą shumifikowania substancji organicznej jest stopień humi-
fikacji wyrażający procentowy udział substancji humusowych w ogólnej masie martwych 
organicznych składników [5]. Powstające związki charakteryzują się amorficzną 
postacią i ciemnym zabarwieniem – stanowią główny składnik próchnicy glebowej. 
W oparciu o kryterium rozpuszczalności dzielimy je na kwasy huminowe, fulwowe 
oraz huminy. 

3. Struktura kwasów huminowych i fulwowych, właściwości 
fluorescencyjne 

Struktura masa cząsteczkowa, jak i grupy funkcyjne kwasów huminowych i fulwo-
wych pomimo licznych badań wciąż nie są dokładnie poznane [9, 10]. Wiąże się to 
w głównej mierze ze stale postępującym procesem humifikacji substancji organicznej 
i przemianami powstających związków humusowych. 

Poszczególne frakcję substancji humusowych różnią się między sobą masą 
cząsteczkową, składem elementarnym, liczbą grup funkcyjnych czy stopniem polime-
ryzacji. Kwasy huminowe są związkami wielkocząsteczkowymi o masie w zakresie od 
50000 do 100000 Å i średnicy od 60 do 100Å, są dobrze rozpuszczalne w wodnych 
roztworach alkaliów. Natomiast kwasy fulwowe są rozpuszczalne w wodnych 
roztworach w szerokim zakresie pH, wykazują masę cząsteczkową w zakresie 500-
2000 Å i średnicę 20-30Å [11,12]. Rdzeń cząsteczki substancji humusowych zbudo-
wany jest z aromatycznych i heterocyklicznych pierścieni typu benzenu, pirydyny 
i furanu oraz skondensowanych pierścieni typu antracenu, naftalenu, chinoliny i indolu. 
Pierścienie aromatyczne połączone są wiązaniami pomiędzy atomami węgla (-C-C-) 
lub mostkami (-O-, -S-, -CH2--N-, -NH-) tworzącymi porowatą sieć [13]. Kwasy 
humusowe zawierają charakterystyczne grupy funkcyjne: metylowe, metylenowe, 
metoksylowe, hydroksylowe, karboksylowe, ketonowe, chininowe i aminokwasowe, 
które determinują silne właściwości sorpcyjne i buforowe tych związków. 

Budowa kwasów huminowych i fulwowych sprawia, że są one substancjami wyka-
zującymi właściwości fluorescencyjne. Odpowiedzialne są za to szczególne grupo-
wania chemiczne zwane fluoroforami np. grupy katecholowe, chinonowe, ftalanowe, 
fenolowe, aminowe czy salicylowe. Cząsteczki substancji wykazujących aktywność 
fluorescencyjną, mogą ulegać wzbudzeniu przez absorpcję promieni o krótkich 
długościach fal, np. UV, a następnie mogą emitować pochłoniętą energię w postaci 
fluorescencji.  
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4. Spektroskopia fluorescencyjna – podstawy teoretyczne 

Mechanizm fluorescencji polega na emisji fotonów w momencie, gdy wzbudzony 
elektron ulega przejściu z pierwszego wzbudzonego stanu singletowego do singletowego 
stanu podstawowego. Przejścia tego rodzaju dotyczą promocji dostępnych n- lub  
π- elektronów na orbital π*. Czas trwania fluorescencji wynosi ~10

-8 
s. Ponieważ 

bezpromienista dezaktywacja wyższych stanów oscylacyjnych zachodzi jeszcze szybciej, 
dlatego fluorescencję można obserwować z najniższego oscylacyjnego poziomu pierw-
szego elektronowego stanu wzbudzonego. Fluorescencja w przeciwieństwie do 
fosforescencji, nie pociąga za sobą zmiany multipletowości.  

Fluorescencja (w zakresach niskich stężeń fluoroforów) jest proporcjonalna do 
stężenia substancji fluoryzującej (w wyższych stężeniach może następować auto-
wygaszanie): 

scIkIF  0         (1) 

gdzie: k – stała proporcjonalności, I0 – natężenie promieniowania wzbudzającego, 
c – stężenie, s – grubość warstwy absorbującej.  

Mechanizmy elektronowe opisujące fluorescencję są wysoce prawdopodobne 
w cząsteczkach zawierających atomy z wolną parą elektronów np. w tlenie, azocie czy 
strukturach aromatycznych i/lub sprzężonych, nienasyconych układach strukturalnych. 
Powyższe sytuacje występują w cząsteczkach kwasów huminowych i fulwowych. 
Można więc powiedzieć, że intensywność fluorescencji (IF) jest powiązana bezpoś-
rednio z ilością struktur fluoryzujących w kwasie huminowym lub fulwowym.  

Spektrometria fluorescencyjna jest metodą bardzo wrażliwą na różne czynniki 
środowiska: pH, moc jonową, rodzaj roztworu, temperaturę czy oddziaływanie 
z metalami. Możliwość zastosowania fluorescencji w badaniach interakcji kwasów 
huminowych/fulwowych z jonami metali wynika z faktu, iż grupy funkcyjne poten-
cjalnie odpowiedzialne za wiązanie metali, są również odpowiedzialne za właściwości 
fluorescencyjne kwasów huminowych [14]. W przypadku wiązania jonów metali 
fluorescencja może być wzmacniana bądź wygaszana, zależnie od przyłączanego 
metalu, a ściślej mówiąc mechanizmu jego wiązania [15]. Ogólnie, jony paramag-
netyczne w większości przypadków powodują wygaszanie fluorescencji, natomiast 
oddziaływanie jonów diamagnetycznyych może w różny sposób wpływać na inten-
sywność fluorescencji. Senesi i in. [16], Hernandez i in. [17], a także Shin i in. [18] 
w badaniach oddziaływań kwasów huminowych z jonami metali stwierdzili, że 
fluorescencja mierzona przy wyższych długościach fal wiąże się z obecnością struktur 
skondensowanych, o wysokim stopniu sprzężenia wiązań nienasyconych, dużej masie 
cząsteczkowej i wysokim stopniu humifikacji. Odwrotnie dla fluorescencji wystę-
pującej przy niskich długościach fal, która może dotyczyć struktur prostych, nisko-
cząsteczkowych i o niskim stopniu aromatyczności. 

5. Możliwości analityczne zastosowania spektroskopii fluorescencyjnej 
do badań kwasów huminowych i fulwowych i ich oddziaływań z 
mikroelementami 

W celu analizy interakcji kwasów humusowych z metalami pomiarom podlega naj-
częściej seria roztworów o stałym stężeniu danego związku organicznego i wzrastającym 
stężeniu jonu metalu, przy ustalonym pH i w stałej temperaturze. Widma próbki 
kontrolnej pokazują stan fluoroforów danego materiału przed dodatkiem metalu. 
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Zmiany intensywności oznaczonych pików zachodzące pod wpływem wzrastającego 
stężenia metali mogą świadczyć o procesie kompleksowania. Dynamika wygaszania 
lub wzmacniania fluorescencji sugeruje skalę procesu wiązania dawki metalu. 
W badaniach fluorescencji wyróżnia się: 

Widma emisji: Monochromator wzbudzający ustawiony jest na zadaną długość fali, 
a monochromator emisyjny przemiata i analizuje emitowane światło (wzb = constant, 
em = zmienia się). Widma te charakteryzują się unikalnymi, szerokimi pasmami 
fluorescencji zależnymi od natury i pochodzenia kwasów huminowych i fulwowych. 
Przykładowe zakresy pomiarowe: 380-600 nm ze stałą długością fali dla wzbudzenia: 
360 nm.  

Widma wzbudzenia: Monochromator wzbudzający przemiata długość fali promie-
niowania wzbudzającego, a monochromator emisji ustawiony jest na zadaną długość 
fali w zakresie fluorescencji (em = constant, wzb = zmienia się). Widma złożone są 
z większej ilości pików niż widma emisji, są też lepiej rozdzielone. Pasma mieszczą się 
w trzech zakresach długości fal: długim (480-440 nm), pośrednim (400-380 nm) 
i krótkim (360-300 nm) i charakteryzują poszczególne grupy materiałów humusowych. 
Przykładowe zakresy pomiarowe: 300-500 nm ze stałą długością fali dla emisji: 520 nm.  

Widma synchroniczne: Używana jest stała różnica długości fal pomiędzy mono-
chromatorami Δλ = λem-λwzb. Ich pomiar pozwala uzyskać widma jeszcze lepiej 
rozdzie-lone niż w przypadku widm emisji i wzbudzenia, co pozwala na wyraźniejsze 
zróżnico-wanie próbek pod kątem właściwości chemicznych i lepszą interpretację 
struktur cząsteczek odpowiedzialnych za fluorescencję. Przykładowe zakresy 
pomiarowe: 300-550 nm przy ∆λ= λem- λex = 18 nm. 

Widma emisji-wzbudzenia: Pomiar w tym przypadku polega na zebraniu widm 
emisji i wzbudzenia w postaci matrycy intensywności fluorescencji i długości fal. 
Pozwala on na obserwację zmian fluorescencji w pełnym zakresie badanych długości 
fal. Taki rodzaj analizy fluorescencyjnej jest bardzo wygodny, gdyż daje więcej 
informacji na temat natury chemicznej kwasów huminowych. Długość fali emisji 
często skanowana jest w zakresie od 300 do 600 nm, podczas gdy długość fali 
wzbudzenia od 250 do 500 nm. Otrzymane widmo wyświetlane jest w formie mapy 
konturowej, którą można poddać dodatkowej obróbce pod kątem wizualizacji 3D. 

6. Modelowanie procesu kompleksowania kwasów huminowych 
i fulwowych 

Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej do badań roztworów kwasów 
huminowych i fulwowych z jonami metali, umożliwia również wyliczenie pojemności 
kompleksacyjnych związku humusowego względem danego jonu metalu, a także 
stałych trwałości powstających kompleksów [19]. Zaproponowany do obliczeń model 
zakłada proporcjonalność fluorescencji do ligandu związanego metalem, komplekso-
wanie w identycznych i niezależnych miejscach aktywnych, w stosunku liganda do 
metalu 1:1. Kompleksowanie jonu metalu (M) przez ligandy organiczne (L), w stałych 
warunkach pH i mocy jonowej, tj. powstawanie kompleksu (ML) może być opisane 
stałą trwałości: 

][][

][

LM

ML
K




       (2) 

gdzie [M] jest molowym stężeniem metalu, [L] – molowym stężeniem wszystkich 
form liganda niezwiązanego z metalem, a [ML] jest molowym stężeniem kompleksu. 
Równowagę mas można zapisać następująco: 
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][][ MLMCM          (3) 

][][ MLLCL          (4) 

gdzie CM i CL są stechiometrycznymi ilościami metalu i liganda. 
Połączenie równania (2) i (4) pozwala uzyskać ilość frakcji liganda związanego () 

wyrażoną w funkcji stałej trwałości (K) i stężeniu niezwiązanego metalu: 
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       (5) 

Połączenie równań (3) i (5) daje zależność: 
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Równanie (6) może być rozwiązane względem : 
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 (7) 

W odniesieniu do modelu, intensywność fluorescencji (I) zmienia się liniowo 
z frakcją liganda związanego: 
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


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0
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       (8) 

gdzie I0 jest intensywnością fluorescencji kwasu huminowego lub fulwowego bez 
dodatku jonów metalu, a IML jest intensywnością fluorescencji, przy której pomimo 
dodatku jonów metali nie obserwuje się jej dalszego obniżania (tj. intensywność 
fluorescencji dla wysyconego metalem kwasu huminowego lub fulwowego). 
Z połączeń równań (7) i (8) otrzymuje się zależność: 

MLMLML
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IIII 22

00 4)1(1)(
2

1
(( 

          (9) 

Znając intensywność fluorescencji z pomiarów eksperymentalnych wykonanych 
przy różnych stężeniach jonu metalu, a także intensywność fluorescencji w stanie 
wysycenia ligandów jonami metalu, równanie (9) można rozwiązać względem K i CL 
używając algorytmu minimalizującego sumy kwadratów różnic pomiędzy wartościami 
(I) doświadczalnymi i wyliczonymi przez model. 

W obliczeniach parametrów kompleksowania używane są dodatkowo różne modele 
i techniki obliczeniowe. Do matematycznego równania Ryana i Webera [19] naj-
częściej wykorzystuje się także algorytmy dekompozycji danych PARAFAC (parallel 
factor analysis) lub NMF (non-negative matrix factorization).  
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7. Przykładowe wyniki badań procesów kompleksowania w układach 
kwasów huminowych i fulwowych z mikroelementami 

Wykorzystanie spektroskopii fluorescencyjnej w dotychczasowych badaniach 
kwasów huminowych i fulwowych dotyczy najczęściej charakterystyki strukturalnej 
fluoroforów, stopnia humifikacji, charakterystyki związków DOC (dissolved organic 
matter), a także badań oddziaływań frakcji kwasów humusowych z innymi kompo-
nentami gleby. 

W kontekście mikroelementów najczęściej badanym zagadnieniem jest analiza 
wpływu stężenia metalu, pH układu i właściwości chemicznych ligandów: kwasów 
huminowych lub kwasów fulwowych. W badaniach przeprowadzonych przez Boguta 
i in. [20] pomiary widm emisji-wzbudzenia wykorzystano do oszacowania parametrów 
kompleksowania jonów Cu (II) w różnych warunkach pH przez kwasy huminowe 
pochodzące z gleb torfowo-murszowych. Matryce fluorescencyjne wykazały dwa 
obszary strukturalne biorące udział w wiązaniu metalu. Według Senesi i in. [16] podobna 
lokalizacja fluoroforów wskazywała na obecność prostych związków o niskiej masie 
cząsteczkowej i słabym stopniu skondensowania struktur aromatycznych, a także na 
struktury silnie shumifikowane, o wysokim stopniu skondensowania. W pracy wykazano 
większe wartości pojemności kompleksacyjnej i stałych trwałości kompleksów 
z jonami Cu w pH 7 niż w pH 5. Pojemności kompleksacyjne wykazywały ponadto 
dodatnią zależność ze stosunkiem atomowym O/H i stopniem utlenienia wewnętrznego 
badanych związków humusowych co wskazywało na istotność struktur tlenowych 
w procesach wiązania Cu (II). Fakt wygaszania fluorescencji przez jony miedzi 
wykorzystany został także do obliczeń kompleksometrycznych w pracach innych 
autorów [17, 21, 22]. Możliwość wnioskowania o jakości struktur biorących udział 
w kompleksowaniu mikroelementów jest niezwykle ważna, z uwagi na fakt, iż zagad-
nienie to wciąż jest badane i zawiera wiele znaków zapytania. Przypuszcza się, że 
głównym czynnikiem odpowiadającym za wiązanie metali przez kwasy huminowe 
i fulwowe jest obecność licznych powierzchniowych grup funkcyjnych zawierających 
tlen (grupy karboksylowe, fenolowe, fenylowe, hydroksylowe, enolowe czy karbo-
nylowe), azot (grupy aminowe i amidowe) oraz siarkę (grupy siarczkowe i sulfhy-
drylowe) [23, 24]. Część naukowców sugeruje także możliwość połączeń metali 
poprzez jony azotu [25, 26].  

W badaniach dotyczących kompleksowania jonów Zn (II) przez kwasy huminowe 
różnych gleb [27] wykazano istotny wpływ pH na proces interakcji przebiehający 
z udziałem struktur słabo i średnio shumifikowanych, podczas gdy struktury silnie 
shumifikowane nie uwidaczniały takiego związku. Najtrwalsze połączenia tworzone 
były z jednostkami o wysokiej masie cząsteczkowej, zawierającymi liniowo skonden-
sowane pierścienie aromatyczne i wiązania nienasycone. Jest to zgodne ze spostrze-
żeniami Tippinga [10], mówiącymi, że grupy karboksylowe aromatycznych pierścieni 
i sąsiadujące z nimi grupy fenolowe mogą tworzyć wysoce stabilne struktury 
z metalami. Analizując widma fluorescencyjne warto również przyjrzeć się zmianom 
położenia rejestrowanych maksimów. Ich przesunięcia na skutek dodatku mikroele-
mentu, mogą wskazywać na przegrupowania elektronowe sugerując zmianę strukturalną 
tworzącego się związku kompleksowego [28]. Skuteczność działania algorytmów 
dekompozycyjnych PARAFAC (parallel factor analysis) i NMF (non-negative matrix 
factorization) została porównana między innymi dla układów związków humusowych 
z jonami Zn (II) w pH 6 w stosunku do obliczeń kompleksometrycznych bez używania 
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metod dekompozycyjnych [29]. Zastosowanie PARAFAC lub NMF pozwalało 
rozdzielić nakładające się sygnały pochodzące od różnych fluoroforów i tym samym 
obliczyć dokładniej parametry reakcji. Dodatkowo zastosowanie algorytmów uwidocz-
niło nowy obszar fluorescencyjny odpowiedzialny za słabe oddziaływania z jonami Zn. 
Najtrwalsze połączenia kompleksowe powstawały z udziałem struktur zawierających 
azot. Badania wskazują także, iż spektroskopia fluorescencyjna pozwala zbadać również 
wpływ wartościowości kationu danego metalu [30], mocy jonowej czy stężenia 
składników na mechanizm oddziaływań ze związkami humusowymi [31]. 

8. Podsumowanie 

Badania wykazały, iż spektroskopia fluorescencyjna może stanowić wartościowe 
uzupełnienie wyników otrzymanych innymi metodami oceniającymi parametry komp-
leksowania pomiędzy kwasami huminowymi/fulwowymi a jonami mikoelementów. 
Opracowania dostępne w literaturze przedstawiają możliwość obliczeń pojemności 
kompleksacyjnych, stałych trwałości kompleksowania, a także stopnia przereagowania 
ligandów. Wysoka czułość metody pozwala różnicować interakcje chemiczne pod kątem 
zmian właściwości chemicznych kwasów huminowych i fulwowych, stężeń reagujących 
składników, pH, mocy jonowej czy wartościowości mikroelementu. Należy jednak 
podkreślić, iż metoda fluorescencyjna nie dostarcza bezpośrednich wyników stężeń 
składników skompleksowanych. Wartości te otrzymywane są po przetworzeniu sygnału 
fluorescencyjnego przez dodatkowo zastosowane model matematyczne i algorytmy 
dekompozycji danych. Niewątpliwą zaletą metody jest natomiast krótki czas i niski 
koszt analiz, a także brak destrukcyjnego wpływu pomiaru na badany materiał. 
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Wykorzystanie spektroskopii fluorescencyjnej w badaniach oddziaływań kwasów 
fulwowych i huminowych z mikroelementami 

Streszczenie 
Kwasy humusowe pełnią kluczową funkcję w kształtowaniu właściwości fizycznych, chemicznych i biolo-
gicznych gleb. Między innymi, dzięki znacznej pojemności sorpcyjnej poszczególne frakcje tych związ-
ków tj. kwasy huminowe i fulwowe determinują mobilność metali w glebach. Procesy interakcji pomiędzy 
kwasami humusowymi a mikroelementami, prowadzące do wytworzenia rozpuszczalnych, mineralno-
organicznych kompleksów, wpływają znacząco na biodostępność danego pierwiastka dla roślin. Oddzia-
ływania te są zależne zarówno od rodzaju frakcji związków próchnicznych, jak też od właściwości 
chemicznych metalu, mocy jonowej, temperatury i pH roztworu. W niniejszej pracy przedstawione zostały 
możliwości wykorzystania spektroskopii fluorescencyjnej do analizy interakcji pomiędzy kwasami 
huminowymi i fulwowymi a metalami ważnymi z punktu widzenia prawidłowego wzrostu i rozwoju 
roślin. W pracy wykazano między innymi potencjał metody w określaniu rodzaju ugrupowań struktu-
ralnych odpowiedzialnych za wiązanie metalu, w ocenie pojemności kompleksacyjnej i stałych trwałości 
związków, a także w analizie wpływu pH i właściwości chemicznych frakcji kwasów humusowych. 
Badania wykazały, iż znajomość mechanizmów kompleksowania może mieć korzystne znaczenie 
w kontekście celowego zwiększenia mobilności mikroelementów w stanie deficytowym.  
Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badań i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG, 
numer umowy BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017. 
Słowa kluczowe: kwasy huminowe; kwasy fulwowe; kompleksowanie mikroelementów przez kwasy 
huminowe i fulwowe; fluorescencja kwasów huminowych i fulwowych 

The use of fluorescence spectroscopy in studies of the interaction of fulvic 
and humic acids with micronutrients 

Abstract 
Humic acids play a key role in shaping the physical, chemical and biological properties of soils. Among 
others, due to the significant sorption capacity, individual fractions of these compounds, i.e. humic and 
fulvic acids, determine the mobility of metals in soils. The processes of interactions between humic 
substances and microelements, leading to the formation of soluble, mineral-organic complexes, 
significantly affect the bioavailability of a given element for plants. These impacts depend on both the type 
of the humus compounds as well as the chemical properties of the metal, ionic strength, temperature and 
pH of the solution. This paper presents the possibilities of using fluorescence spectroscopy to analyze the 
interaction between humic or fulvic acids and metals important from the point of view of the proper growth 
and development of plants. The paper shows the potential of the method in determining the type of 
structural groups responsible for metal binding, in the assessment of the complexation capacity and 
stability constants of compounds, as well as in the analysis of the effect of pH and chemical properties of 
the humic fractions. Studies have shown that knowledge of complexation mechanisms may have 
a beneficial meaning in the context of intentionally increasing the mobility of micronutrients in a deficient 
state.  
The study was financed by The National Centre for Research and Development in frame of the project 
BIOSTRATEG, contract number BIOSTRATEG 3/347464/5/NCBR/2017. 
Keywords: humic acids; fulvic acids; complexation of microelements by humic and fulvic acids; 
fluorescence of humic and fulvic acids 
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Enzymatyczna lipofilizacja kwasu ferulowego 

cząsteczkami acylogliceroli jako metoda zwiększenia 

jego potencjału aplikacyjnego w przemyśle 

1. Wstęp 

Kwas ferulowy (FA), czyli kwas (E)-3-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)prop-2-

enowy swoją nazwę potoczną zawdzięcza roślinie Ferula foetida, z której został po raz 

pierwszy wyizolowany w połowie XIX wieku [1]. Jest to jeden z najczęściej występu-

jących przedstawicieli kwasów fenolowych, będący pochodną kwasu kawowego, który 

powszechnie występuje w żywności pochodzenia roślinnego: owocach, warzywach, 

zbożach oraz herbacie i kawie, przez co stanowi nieodłączny składnik naszej diety [2]. 

Jego zawartość w surowcach naturalnych jest różna w zależności od źródła pocho-

dzenia. W otrębach pszennych jego zawartość wynosi 500 mg/100 g, w burakach cukro-

wych 900 mg/100 g, a w ziarnie kukurydzy dochodzi nawet do 5 g/100 g [3, 4]. 

W środowisku naturalnym kwas ferulowy (FA) w postaci wolnej występuje w niek-

tórych warzywach takich jak pomidory, marchew, w pomarańczach czy kukurydzy  

[2, 5, 6]. Najczęściej jednak w nasionach i liściach FA występuje w formie estrów 

z mono- i disacharydami, natomiast w ścianie komórek roślinnych głównie w formie 

połączeń z polisacharydami, glikoproteinami, poliaminami i ligninami, spośród których 

wiele stanowi połączenia odporne na trawienie w naszym układzie pokarmowy [2]. 

 

Rysunek 24. Wzór strukturalny kwasu ferulowego (FA) [opracowanie własne] 

Przedstawiona na rys. 1 struktura chemiczna kwasu ferulowego (FA), a w szczegól-

ności obecność wiązania nienasyconego w łańcuchu bocznym oraz grupa hydroksylowa 

w pozycji para i metoksylowa w pozycji meta względem łańcucha propenowego 

determinują jego szeroko opisany w literaturze potencjał biologiczny [7]. 

Związek ten występuje w postaci dwóch izomerów. Pod względem fizykoche-

micznym izomer cis jest żółtą oleistą cieczą, podczas gdy izomer trans tego związku 

jest białym lub jasnożółtym proszkiem [7]. Na uwagę zasługuje fakt, że około 90% 

tego kwasu w produktach naturalnych ma formę izomeru trans [3]. 

Kwas ferulowy (FA), przede wszystkim charakteryzuje się silną aktywnością 

przeciwutleniającą, ale prowadzone na całym świecie badania potwierdziły również 

jego duży potencjał terapeutyczny, użyteczny w zakresie zwalczania chorób cywiliza-
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cyjnych, takich jak: nowotwory, cukrzyca, czy choroby układu krążenia [7]. Jego 

potwierdzone, zarówno w testach in vitro, jak i in vivo, właściwości biologiczne, niska 

toksyczność względem ssaków (LD50 2445mg/kg i 2113 mg/kg wyznaczone odpo-

wiednio względem osobników męskich i żeńskich szczurów) [8], sprawiły, że jest to 

związek cieszący się dużym zainteresowaniem wielu gałęzi przemysłu, w tym głównie 

przemysłu spożywczego, kosmetycznego i farmaceutycznego.  

Niestety niezależnie od rodzaju gałęzi przemysłu zastosowanie kwasu ferulowego 

(FA) jest w dużym stopniu, ze względu na jego słabą rozpuszczalność, zarówno 

w środowisku hydrofilowym, jak i hydrofobowym, ograniczone. Od lat podejmowane 

są próby modyfikacji jego struktury chemicznej w celu poprawy właściwości fizyko-

chemicznych, a w konsekwencji zwiększenia biodostępności w układach biologicznych 

i tym samym szerszego zastosowania praktycznego. Jedna ze strategii badań podejmo-

wana w tym obszarze zakłada uzyskanie pochodnych kwasu ferulowgo (FA) o charak-

terze lipofilowym poprzez łączenie go ze szkieletem acylogliceroli w skutek utworzenia 

między tymi dwoma cząsteczkami wiązania kowalencyjnego. Cel ten można osiągnąć 

zarówno na drodze chemicznych, jak i enzymatycznych przekształceń. Jednak, ze 

względu na możliwość prowadzenia procesu w łagodnych warunkach oraz selektywność 

działania biokatalizatorów bez konieczności stosowania szkodliwych dla środowiska 

odczynników chemicznych i bez tworzenia niepożądanych produktów ubocznych, 

czyni proces enzymatyczny korzystniejszym. Metody biotechnologiczne mają również 

szczególne znaczenie w przypadku tworzenia molekuł mogących znaleźć doce-lowe 

zastosowanie w przemyśle spożywczym. Zgodnie z prawem Unii Europejskiej 

produkty uzyskane w wyniku reakcji biokatalizy związków naturalnych zaliczane są 

do związków naturalnych (Dyrektywa UE 88/388/EEC), co stwarza możliwość ich 

późniejszego wykorzystania w charakterze suplementów diety czy dodatków do 

żywności.  

Przedmiotem prezentowanego artykułu jest zatem przybliżenie informacji na temat 

enzymatycznej lipofilizacji kwasu ferulowego (FA) cząsteczkami triacylogliceroli, 

jako efektywnej metody zwiększenia aplikacyjnych możliwości zastosowania tego 

kwasu fenolowego w przemyśle.  

2. Enzymatyczne metody lipofilizacji kwasu ferulowego (FA) i ich 

zastosowanie w przemyśle 

2.1. Wprowadzenie cząsteczki kwasu ferulowego (FA) do struktury 

acylogliceroli w celu otrzymania lipofilowych UV-protektantów 

Pierwsze badania zmierzające do otrzymania pochodnych kwasu ferulowego 

o charakterze lipofilowym na drodze enzymatycznych przekszatałceń naturanych tria-

cylogliceroli podyktowane były wzrostem zapotrzebowania na początku lat dziewięć-

dziesiątych XX wieku ze strony przemysłu kosmetycznego na aktywne względem 

promieniowania UV substancje, które mogłyby być składnikami preparatów kosme-

tycznych. Jednocześnie prezentowane w tym czasie wyniki badań in vitro i in vivo 

świadczące o potencjalnie niekorzystnych dla zdrowia i środowiska właściwościach 
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powszechnie dotąd stosowanych w przemyśle kosmetycznym syntetycznych UV 

protektantów, takich jak oksybenzon (rys. 2) czy padymat-O (rys. 3) zapoczątkowały 

poszukiwania ich naturalnych i bezpiecznych odpowiedników [9].  
O

O

OH

 

OO

N  

Rysunek 25. Oksybenzon [opracowanie własne] Rysunek 3. Padymat-O [opracowanie własne] 

Jedną z pierwszych opublikowanych prac w tym obszarze badań jest autorstwa 

Laszlo A.J. i wsp. (2003) i dotyczy enzymatycznej transestryfikacji oleju sojowego 

(SO) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE). Opracowany proces prowadzony był 

w bioreaktorze ze złożem upakowanym zawierającym immobilizowaną lipazę B  

z C. antarctica (Novozym
®
) w ilości 150 mg/ml, bez zastosowania rozpuszczalnika 

organicznego, gdzie stosunek molowy substratów FAE:SO i temperatura wynosiły 

odpowiednio 1:1 i 45 C. Po 6 dniach prowadzenia procesu konwersja FAE osiągnęła 

poziom 64%. Analiza HPLC otrzymanych produktów reakcji potwierdziła, że stanowią 

je głównie ferulowane mono- (FMAG) i diacyloglicerole (FDAG) (rys. 4) sumarycznie 

nazwane i opatentowane przez autorów pod nazwą SunSren
®
 jako biodegradowalne 

składniki kremu z filtrem. 
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Rysunek 4. Transestryfikacja oleju sojowego (SO) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE)  

[opracowanie własne na podstawie Laszlo A.J. i wsp., 2003] 

Rozszerzeniem tych badań jest praca D. L. Comptona i wsp. z 2017 roku, w której 

autorzy w pierwszym etapie opracowali metodę otrzymywania w skali laboratryjnej 

oleju kokosowego oraz masła shea wzbogaconych w cząsteczki kwasu FA, a następnie 

optymalizowali proces ciągłej transestryfikacji oleju kokosowego w skali bioreak-

torowej i określili potencjał otrzymanych lipofilowych pochodnych (FA) w zakresie 

pochłaniania promieniowania UV. Zastosowanie stosunku molowego substratów 1:1,3 

FAE (100 mg) do tłuszczu (olej kokosowy lub masło shea 400-500 g) oraz 
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immobilizowanej lipazy B z C. antarctica (Novozym 435
®
) w ilości 75% wagowych 

FAE, w temperaturze 60 C pozwoliło na uzyskanie konwersji odpowiednio na pozio-

mie 63 i 70% dla oleju kokosowego i masła shea po 22 dniach reakcji. Analiza HPLC 

otrzymanych produktów potwierdziła powstawanie ferulowanych pochodnych takich 

jak: FMAG i FDAG zarówno dla oleju kokosowego, jak i masła shea. Jednak, 

w przypadku tego ostatniego zaobserwowano również tworzenie się hydrofilowego 

diferulowanego glicerolu (F2G) w postaci białego precypitatu w mieszaninie poreak-

cyjnej, co wykluczyło możliwość prowadzenia transestryfikacji masła shea w skali bio-

reaktorowej oraz stało się podstawą do wyciągnięcia wniosku, że rodzaj zastosowanego 

tłuszczu ma istotny wpływ na kinetykę i przebieg procesu biotechnologicznego. Enzy-

matyczna transestryfikacja oleju kokosowego estrem etylowym kwasu ferulowego 

(FAE) w systemie ciągłym z zastosowaniem bioreaktora ze złożem upakowanym oraz 

ustalonych wcześniej parametrów reakcji pozwoliła na otrzymywanie produktów 

lipofilizacji w ilości 0,5-0,9 kg/dzień (rys. 5). Przeprowadzone w kolejnym etapie testy 

absorpcji promieniowania UV potwierdziły potencjał otrzymanych ferulowanych 

tłuszczy w tym zakresie. Produkty pochłaniały promieniowanie UV o długości fali 

max = 328 nm, co zgodnie z definicją Agencji Żywności i Leków potwierdza ich dużą 

zdolności do absorpcji promieniowania UVAII i stwarza możliwości zastosowania 

jako komponentów preparatów światłoochronnych.  
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Rysunek 5 Transestryfikacja triacylogliceroli (TAG) z oleju kokosowego i masła shea estrem etylowym 

kwasu ferulowego (FAE) [opracowanie własne na podstawie Compton D.L. i wsp., 2017] 

2.2. Wprowadzenie cząsteczki kwasu ferulowego (FA) do struktury 

acylogliceroli w celu otrzymania bezpiecznych dla zdrowia substancji 

o charakterze przeciwutleniającym 

W literaturze znaleźć można liczne informacje na temat enzymatycznych mody-

fikacji triacylogliceroli cząsteczkami kwasów fenolowych wykazujących aktywność 

przeciwutleniającą prowadzonych w celu poprawy ich rozpuszczalności w środowisku 

lipofilowym, a tym samym umożliwienia zastosowania produktów takich przekształ-

ceń jako antyoksydantów w żywności. Nurt ten nasilił się szczególnie w odpowiedzi na 

informacje o potencjalnie kancerogennych właściwościach powszechnie stosowanych 

w przemyśle spożywczym przeciwutleniaczy takich jak BHA (butylohydroksyanizol) 

(rys. 6) i BHT (butylohydroksytoluen) (rys. 7) [12,13].  
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Rysunek 6. Struktura chemiczna BHA  

[opracowanie własne] 

Rysunek 7. Struktura chemiczna BHT 

[opracowanie własne] 

Ze względu na bardzo niską toksyczność oraz silne właściwości przeciwutleniające 

kwas ferulowy (FA) stanowi zatem interesującą alternatywę w tym zakresie. Udo-

wodniono, że FA zastosowany w stężeniu 250 mg/L neutralizuje 92,5% rodników 

hydroksylowych powstałych w reakcji Fentona zachodzącej w otrębach pszennych [7]. 

Ponadto, doświadczenie przeprowadzone z udziałem syntetycznego rodnika 1,1-

difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH) wskazuje nawet na większy potencjał antyoksy-

dacyjny kwasu ferulowego (FA) od powszechnie stosowanego BHA [14]. Celem pracy 

wielu zespołów badawczych stało się zatem otrzymanie pochodnych kwasu ferulowego 

o zwiększonej rozpuszczalności, przy jednoczesnym zachowaniu jego unikalnych właści-

wości przeciwutleniających. Jedną z pierwszych prac prezentujących wprowadzenie 

cząsteczek kwasów fenolowych do struktury triacyloglicerolu w wyniku reakcji enzy-

matycznej jest praca autorstwa Safari i wsp. (2006). Zespół ten prowadził modyfikację 

trioleinianu glicerolu (TO) cząsteczkami wybranych kwasów fenolowych (ferulowego, 

p-hydroksyfenylooctowego, p-kumarowego, synapinowego, 3,4-dihydroksybenzo-

esowego) w środowisku mieszaniny rozpuszczalników heksan/butan-2-on (85:15 v/v) 

katalizowanych przez Novozym 435
®
, w temperaturze 55 C przez okres 10 dni. 

Założone parametry reakcji (TO 40 mmol, kwas 26,7 mmol, enzym 20 mg) pozwoliły 

na uzyskanie stopnia konwersji substratów na poziomie 61,6, 45,7, 10,0, 24,8 i 1,5% 

odpowiednio dla kwasów p-hydroksyfenylooctowego, p-kumarowego, synapinowego, 

ferulowego i 3,4-dihydroksybenzoesowego oraz na wyciągnięcie wniosków, że obecność 

wiązania nienasyconego w łańcuchu bocznym kwasu fenolowego oraz podstawników 

w pierścieniu aromatycznym o charakterze donorów elektronowych obniża wydajność 

reakcji katalizowanych przez lipazy. Analiza HPLC potwierdziła obecność dwóch 

głównych produktów liofilizacji, jakie stanowiły mono- (PMAG) i dioleinowe (PDAG) 

pochodne kwasów fenolowych (rys. 8). Zaskakujące dla autorów okazały się jednak 

wyniki uzyskane z testów na dezaktywację wolnych rodników. Wykazały one, że kwas 

ferulowy (FA) w wolnej formie neutralizował rodnik DPPH w 62%, natomiast po 

wbudowaniu go do TAG jedynie w 9,9%, natomiast początkowo mało skuteczny 

w tym procesie kwas p-kumarowego neutralizujący DPPH zaledwie w 2% zwiększył 

tę aktywność do wartości ponad siedmiokrotnie do 15,7%.  
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Rysunek 8. Acydoliza trioleinianu (TO) cząsteczkami wybranych kwasów fenolowych  

[opracowanie własne na podstawie Safari i wsp., 2006] 

Analogiczną tendencję zaobserwowano w badaniach przeprowadzonych w 2009 

przez Choo W.S. i wsp., w których trioleinian glicerolu modyfikowano cząsteczką 

kwasu ferulowego i cynamonowego w środowisku rozpuszczalnika organicznego, jakim 

był heksan, przy parametrach reakcji: TO:FA 4:1, TO:CA 1:1, 50 C, 20% wagowych 

enzymu Novozym 435
®
, 120 rpm. Po 14 dniach prowadzenia procesu stopień 

konwersji FA i CA osiągnął poziom odpowiednio 24,8% i 45,3%. Na podstawie 

pomiarów aktywności antyoksydacyjnej uzyskanych w wyniku biokatalizy produktów 

odnotowano różne dla obu kwasów wyniki. Kwas ferulowy (FA) w wolnej formie 

neutralizował rodnik DPPH w 96,1%, podczas gdy po wbudowaniu go do TAG 

aktywność ta zmalała do 72,2%, natomiast początkowo niewykazujący aktywności 

w tym procesie kwas cynamonowy po lipofilizacji prezentował zdolność do neutrali-

zowania DPPH na stosunkowo wysokim poziomie (63,9%). Choo i wsp. tłumaczyli 

ten fakt tym, że pochodne kwasu cynamonowego w zależności od ich struktury 

chemicznej mogą stabilizować rodnik DPPH na drodze odmiennych mechanizmów 

działania (transfer atomu wodoru lub transfer elektronów). Przyłączenie szkieletu 

glicerolu o charakterze donora elektronów może zatem wywierać wzmacniający lub 

osłabiający wpływ na aktywność antyoksydacyjną poszczególnych lipidowych 

pochodnych kwasu cynamonowego.  

W kolejnych latach podjęto zatem próbę wyjaśnienia wpływu budowy otrzymanych 

produktów łączenia kwasu ferulowego (FA) z TAG na jego aktywność przeciw-

utleniającą. Zheng Y. i wsp. (2010) przeprowadzili enzymatyczną transestryfikację 

krótkołańcuchowych triacylogliceroli – tributyryny (TB) estrem etylowym kwasu 

ferulowego (FAE). Proces prowadzono w toluene jako medium reakcji, przy stosunku 

molowym substratów TB:FAE równym 3:1. W reakcji zastosowano 10% wagowych 

biokatalizatora (Novozym 435
®
) oraz temperaturę 50C. W opisanym procesie enzy-

matycznym po 5 dniach prowadzenia reakcji otrzymano dwie lipidowe pochodne:  

1-feruloilo-3-butyroiloglicerol (FMB) oraz 1-feruloilo-2,3-dibutyroiloglicerol (FDB) 

(rys. 9).  
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Rysunek 9. Transestryfikacja tributyryny (TB) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE)  
[opracowanie własne na podstawie Zheng Y. i wsp., 2010] 

Oba związki badano w kolejnym etapie pod kątem ich aktywności antyoksy-

dacyjnej stosując trzy testy względem: anionorodnika ponadtlenkowego O2
-
, rodnika 

hydroksylowego OH oraz rodnika DPPH. Bez względu na zastosowaną metodę 
produkty wykazały wyższą aktywność przeciwutleniającą w stosunku do wolnej formy 
kwasu fenolowego. Udowodniono, że FDB charakteryzuje się mniejszym potencjałem 
antyoksydacyjnym od FMB, który, na co należy zwrócić uwagę, i tak wykazał zbliżoną 
aktywność antyoksydacyjną do zastosowanego w badaniach jako kontrola komer-
cyjnego przeciwutleniacza BHT.  

Ze względu na silniejszą aktywność przeciwutleniającą, ale również lepsze właści-
wości emulsyfikujące i stabilizujące FMB, zespół ten opracował również metodę 
selektywnej syntezy FMB z tributyryny w oparciu o metodę powierzchni odpowiedzi 
(RSM z ang. Response Surface Methodology) [18]. Zdaniem autorów parametrem 
wywierającym kluczowy wpływ na rodzaj powstającego produktu jest rodzaj zasto-
sowanego rozpuszczalnika organicznego stanowiącego środowisko reakcji. W tym 
celu przeanalizowano trzy z nich najczęściej stosowane w enzymatycznych modyfi-
kacjach triacylogliceroli: toluen, heksan, 2-metylobutan-2-ol oraz ich mieszaniny 
w różnym stosunku objętościowym. Zgodnie z otrzymanymi wynikami wraz ze 
zmianą heksanu na mieszaninę 2-metylobutan-2-ol:toluen (1:1, v/v) przy jednoczesnym 
zachowaniu pozostałych parametrów procesu selektywność przebiegu reakcji enzy-
matycznej w kierunku powstawania FMAG wzrosła z 14,5% do 94,2%, a konwersja 
osiągnęła poziom 75,4%. W kolejnym roku Zheng i wsp. (2009) zaprezentowali 
wyniki badań na temat stosowania metody RSM w celu optymalizacji pozostałych 
parametrów reakcji (czasu, temperatury, zawartości enzymu, stosunku molowego 
substratów, aktywności wody) transestryfikacji trioleinianu glicerolu estrem etylowym 
kwasu ferulowego (FAE) pod kątem otrzymania diacylowej pochodnej. Najwyższa 
otrzymana przez nich konwersja oraz selektywność tworzenia FDAG wynosiły odpo-
wiednio 73,9% i 92,3% wówczas, gdy stosunek molowy substratów EF:TO wyniósł 
1:3,7, a zawartość enzymu (Novozym 435

®
) 30,4 mg/ml. Reakcja prowadzona była 

w temperaturze 55 C bez obecności rozpuszczalnika organicznego przez okres 5 dni.  

2.3. Wprowadzenie cząsteczki kwasu ferulowego (FA) do struktury 
acylogliceroli w celu zwiększenia ich stabilności oksydacyjnej 

 Znaczna część pozycji literaturowych z zakresu modyfikacji triacylogliceroli cząs-
teczką kwasu ferulowego dotyczy produkcji strukturyzowanych lipidów o polepszonych 
parametrach fizyko-chemicznych, ale również właściwościach prozdrowotnych. Wiele 
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spośród naturalnie występujących olei roślinnych stanowi bogate oraz łatwo przyswa-
jalne źródło cennych dla zdrowia nienasyconych kwasów tłuszczowych. Jednak, ze 
względu na obecność wiązań nienasyconych łatwo ulegają one utlenieniu, przez co ich 
zastosowanie w charakterze nutraceutyków oraz funkcjonalnych dodatków do żyw-
ności jest znacząco ograniczone. Wprowadzenie do ich struktury cząsteczki takiej jak 
kwas ferulowy (FA) mającej charakter przeciwutleniający może mieć zatem pozytywny 
wpływ na zwiększenie ich stabilności oksydacyjnej.  

Karboune i wsp. (2008) zaproponowali metodę wzbogacania oleju lnianego (OL), 

zawierającego biologicznie aktywny kwas linolenowy, w cząsteczki pochodnych 

kwasu cynamonowego (cynamonowego, kawowego, ferulowego, synapinowego,  

3,4-dimetoksycynamonowego, p-kumarowego), benzoesowego (3,4-dihydroksybenzo-

esowego) i fenylooctowego (3,4-dihydroksyfenylooctowego) w wyniku jego enzyma-

tycznej acydolizy. Autorzy testowali wpływ stosunku molowego oleju do kwasów na 

poziomie 4:1 i 8:1 oraz struktury chemicznej stosowanego polifenolu na przebieg 

procesu biokatalizy. Reakcję prowadzono 10 dni stosując jako medium mieszaninę 

rozpuszczalników heksan/butan-2-on (85:15, v/v), temperaturę 55 C oraz 3 mg/ml 

biokatalizatora Novozym 435
®
.
 
Otrzymane wyniki potwierdzają, że wzrost zawartości 

OL w mieszaninie reakcyjnej skutkował wzrostem stopnia biokonwersji kwasów 

z poziomu 5-60% do 7-74%. Potwierdzono również, że obecność grupy hydroksylowej 

w pozycji para w pierścieniu aromatycznym kwasów i wiązania nienasyconego w ich 

łańcuchu bocznym znacznie ograniczają wydajność reakcji co wynika ze stosunkowo 

niskiego stopnia konwersji kwasu ferulowego (19%). 

 Dezaktywujący wpływ wiązania nienasyconego w łańcuchu bocznym na aktyw-

ność enzymu potwierdzono również w badaniach Sabally K. i wsp. (2006) gdzie 

porównano przebieg reakcji acydolizy trilinolenianu glicerolu (TLA) i trilinoleinianu 

glicerolu (TLNA) cząsteczką kwasu ferulowego i dihydrokawowego prowadzonych 

w środowisku mieszaniny heksan:butan-2-onu (75:25 v/v) przy stosunku molowym 

kwasu do oleju 1:2, temperaturze 55 C i 3mg/ml Novozymu 435
®
. Otrzymane stopnie 

konwersji dla obu olei, które w przypadku FA mieściły się na poziomie 14 i 15,6%, 

a dla kwasu dihydrokawowego 62 i 66% odpowiednio dla TLNA i TLA sugerują, że 

ten fragment cząsteczki w większym stopniu niż obecność grupy hydroksylowej 

w pozycji para ogranicza przebieg reakcji enzymatycznej.  

W 2014 roku pojawiła się również praca autorstwa Sun S. i wsp. której założeniem 

było wzbogacenie w cząsteczkę kwasu ferulowego oleju rycynowego (RO), który jest 

powszechnie stosowany w przemyśle spożywczym, kosmetycznym i farmaceu-

tycznym. Przeprowadzona podczas realizacji badań optymalizacja warunków procesu 

obejmowała dobór odpowiedniego biokatalizatora (Novozym 435
®
, Lipozym TLIM, 

Lipozym RMIM), dawcy reszty acylowej (kwas ferulowy oraz jego ester etylowy), 

stosunku molowego substratów (FAE:olej rycynowy 1:1, 1:2, 1:3, 1:5), zawartości 

enzymu (5, 10, 20, 30, 40, 60% ww. substratów) oraz temperatury (60, 70, 80, 90, 

100C) i czasu (0-72h) reakcji. Konwersję na poziomie 100% dla estru etylowego 

kwasu ferulowego uzyskano stosując jako biokatalizator Novozym 435
®
 w ilości 20% 

wagowych względem substratów, stosunek molowy FAE:oleju 1:1, temperatura 90C i 

ciśnienie 10 mmHg. Proces prowadzono przez 72 h bez użycia rozpuszczalnika 

organicznego (rys. 10).  
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Rysunek 10. Transestryfikacja oleju rycynolowego (RO) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE) 

[opracowanie własne na podstawie Sun S. i wsp., 2014] 

3. Podsumowanie 

Potencjał biologiczny kwasu ferulowego (FA), jego niska toksyczność względem 

ssaków oraz duża dostępność w wielu surowcach naturalnych pochodzenia roślinnego, 

przy jednocześnie słabej rozpuszczalności i niskiej biodostępności w organizmie czło-

wieka zapoczątkowały szereg badań mających na celu poprawę jego właściwości 

fizyko-chemicznych oraz zwiększenie potencjału aplikacyjnego w przemyśle. 

W przedstawionych przykładach enzymatycznych metod wbudowywania cząsteczki 

kwasu ferulowego (FA) do struktury triacylogliceroli z udziałem Novozymu 435
®
 

udowodniono, że optymalizacja takich parametrów procesu jak stosunek molowy 

substratów, rodzaj i ilość zastosowanego biokatalizatora, jak również rozpuszczalnik, 

temperatura oraz czas reakcji znacząco wpływają na stopień konwersji substratów, ale 

również ukierunkowuje proces pod kątem tworzenia lipidowych pochodnych FA 

o zdefiniowanej strukturze chemicznej. Badania potwierdzają pozytywny wpływ 

modyfikacji struktury kwasu ferulowego (FA) na wzrost aktywności otrzymanych 

pochodnych w testach na aktywność przeciwutleniającą oraz zdolności do pochłaniania 

szkodliwego promieniowania UV. Enzymatyczna inkorporacja FA do struktury TAG 

ze względu na wysoką wydajność oraz naturalny charakter otrzymywanych w tym 

procesie produktów jest efektywną metodą tworzenia koniugatów tego kwasu o zwięk-

szonej rozpuszczalności w środowisku hydrofobowym i stanowi dobrą alternatywę do 

zaspokojenia zapotrzebowania przemysłu na takie produkty. 
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Enzymatyczna lipofilizacja kwasu ferulowego cząsteczkami acylogliceroli 

jako metoda zwiększenia jego potencjału aplikacyjnego w przemyśle 

Streszczenie 

Lipofilizacja, czyli nadanie charakteru hydrofobowego cząsteczce, która początkowo go nie posiadała jest 

jedną z najbardziej efektywnych metod funkcjonalizacji i zmiany parametrów fizykochemicznych 

związków posiadających duży potencjał biologiczny w celu ich szerszego wykorzystania w przemyśle. 

Kwas ferulowy (FA) jest naturalnym związkiem pochodzenia roślinnego, który posiada szereg użytecz-

nych aktywności biologicznych takich jak np. wysoka aktywność antyoksydacyjna, zdolność do 

pochłaniania promieniowania UV oraz właściwości terapeutyczne skuteczne w ograniczeniu występo-

wania i szerzenia się chorób cywilizacyjnych. Niestety słaba rozpuszczalność tego związku znacząco 

ogranicza jego przemysłowe zastosowanie. Prezentowany artykuł stanowi przegląd najciekawszych 

pozycji literaturowych z ostatnich lat dotyczących modyfikacji struktury chemicznej kwasu ferulowego 

(FA) cząsteczkami naturalnych triacylogliceroli prowadzonych z udziałem biokatalizatorów, w celu 

poprawy jego właściwości fizykochemicznych i szerokiego zastosowania w przemyśle kosmetycznym, 

spożywczym i farmaceutycznym. 

Słowa kluczowe: kwas ferulowy, enzymatyczna lipofilizacja, naturalne triacyloglicerole 

Enzymatic lipophilization of ferulic acid with acylglycerol molecules  

as a method of increasing its potential for industry application  

Abstract 

Lipophilization, it means, giving the hydrophobic character to a molecule that initially does not possess this 

properties, is one of the most effective methods of functionalization and modification of physicochemical 

properties of compounds with high biological potential for their industrial application. Ferulic acid (FA) is 

a natural compound of plant origin, which has a number of useful biological activities such as antioxidant, 

UV-protective and therapeutic properties in the development and progression of civilization diseases. 

Unfortunately, the low solubility of this compound significantly limits its practical use. This article 

presents an overview of the most interesting literature from recent years concerning the enzymatic 

modification of the chemical structure of ferulic acid (FA) with natural triacylglycerols, in order to improve 

its physicochemical properties and its practical application in the cosmetics, food and pharmaceutical 

industries 

Keywords: ferulic acid, enzymatic lipophilization, natural triacylglycerols 
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Liposomy – charakterystyka i zastosowanie 

1. Wstęp 

W ostatnich latach obserwuje się znaczny wzrost zainteresowania lipidowymi 

cząstkami, jakimi są liposomy. Nazwa liposom wywodzi się z języka greckiego, gdzie 

„lipos” oznacza lipid, natomiast „soma” ciało [2]. Liposomy to koloidalne pęcherzyki, 

w których roztwór wodny otoczony jest jedną lub kilkoma dwuwarstwami lipidowymi. 

Struktury te zostały opisane po raz pierwszy przez brytyjskiego biofizyka i jego współ-

pracowników w 1965 roku (Bangham i współpracownicy) [1]. Liposomy ze względu 

na bardzo niewielki rozmiar, jak i możliwość enkapsulacji substancji zarówno hydrofi-

lowych (w roztworze wodnym), jak i hydrofobowych (wewnątrz dwuwarstwy lipidowej) 

są powszechnie stosowane w medycynie, farmacji, kosmetyce czy przemyśle spożyw-

czym. Co więcej, te lipidowe pęcherzyki charakteryzuje niska toksyczność, 

biodegrado-walność oraz biokompatybilność. Na szczególną uwagę zasługuje fakt 

wykorzysty-wania liposomów jako nośników substancji aktywnych biologicznie 

w leczeniu wielu chorób. Odpowiednia preparatyka zapewnia wystarczająco długi czas 

krążenia tych lipidowych nośników w krwioobiegu, a kontrolowany proces uwalniania 

leku, jak i zwiększona biodostępność transportowanej substancji stanowią kolejne 

zalety liposomów. Naukowcy na całym świecie stale doskonalą metody zamykania 

poszczególnych związków, biorąc pod uwagę ich indywidualne właściwości 

fizykochemiczne. Liczba preparatów bazujących na technologii liposomowej stale 

wzrasta, co świadczy o ogromnym potencjale lipidowych cząstek. 

2. Powstawanie liposomów – mechanizm 

Istota powstawania liposomów wynika z właściwości fosfolipidów, z których są 

zbudowane. Pęcherzyki lipidowe można uzyskać z fosfolipidów naturalnych lub synte-

tycznych. Najczęściej stosowanymi są: uwodorniona fosfatydylocholina sojowa (HSPC), 

fosfatydylocholina z żółtka jaja lub soi (PC), dipalmitylofosfatydylocholina (DPPC) 

czy distearylofosfatydylocholina (DSPC). Cząsteczka fosfolipidu ma charakter amfi-

filowy, a złożona jest z części hydrofilowej (przez co możliwe jest tworzenie otoczki 

hydratacyjnej dookoła niej) oraz hydrofobowej.  

Budowa oraz wartość HLB (równowaga hydrofilowo-lipofilowa) tych związków 

wpływa na kształt otrzymywanych liposomów. W momencie kontaktu z roztworem 

wodnym polarne „głowy” fosfolipidu łatwiej oddziaływują ze środowiskiem wodnym, 

natomiast niepolarne „ogony” wykazują tendencję do interakcji między sobą [3]. 

Dochodzi do spontanicznej samoorganizacji w dwuwarstwową strukturę. Dwuwarstwa 
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nie jest formą sztywną, ponieważ nie występują w niej wiązania kowalencyjne. Struk-

tura ta dzieli się na dwie strefy: hydrofobową w obrębie, której występują głównie 

oddziaływania dyspersyjne oraz hydrofilową, gdzie mogą zachodzić interakcje typu: 

dipol-dipol, jon-jon czy jon-dipol. Dalej na skutek minimalizacji energii brzegowej 

podczas zaginania płaskiej dwuwarstwy dochodzi finalnie do tworzenia zamkniętych 

struktur – pęcherzyków liposomowych (rys.1) [4]. Końcowy rozmiar liposomów zależy 

głównie od rodzaju fosfolipidów, z jakich są zbudowane, ich stężenia czy temperatury 

przejścia fazowego. Proces przejścia fazowego jest zjawiskiem endotermicznym, 

przyjmuje się, że im dłuższy jest łańcuch (łańcuchy) hydrofobowy, tym wyższa jest 

temperatura oraz entalpia przejścia. Znaczący wpływ na formowanie postaci finalnej 

liposomów ma także charakter zamykanej substancji. 

 
Rysunek 1. Tworzenie pęcherzyka liposomowego [4] 

3. Klasyfikacja liposomów 

Liposomy klasyfikuje się głównie na podstawie ich rozmiaru oraz ilości dwuwarstw 

lipidowych, które je tworzą. Inny podział dotyczy funkcji i swoistych właściwości 

fizykochemicznych liposomów. Na Rysunku 2 został przedstawiony obraz liposomów 

tworzących się z filmu lipidowego widziany pod mikroskopem świetlnym. 

 
 Rysunek 2. Obraz wielowarstwowych liposomów pod mikroskopem świetlnym [opracowanie własne] 
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3.1. Podział liposomów ze względu na wielkość 

Liposomy pod względem wielkości dzieli się na trzy podstawowe klasy: 

 wielowarstwowe pęcherzyki (MLV), 

 duże jednowarstwowe pęcherzyki (LUV), 

 małe jednowarstwowe pęcherzyki (SUV). 
Liposomy wielowarstwowe MLV (ang. multilamellar large vesicles) zostały odkryte 

jako pierwsze, a ich wielkość wynosi od 200 nm do kilku mikronów. Ten rodzaj lipo-
somów przekrojem przypomina główkę cebuli, ze względu na koncentryczne ułożenie 
dwuwarstw lipidowych, które oddzielają przestrzenie wodne. Liposomy MLV ze 
względu na wielowarstwowość cechują się opóźnionym uwalnianiem substancji zawartej 
w ich wnętrzu. Natomiast LUV (ang. large unilamellar vesicles) oraz SUV (ang. small 
unilamellar vesicles) to pęcherzyki otoczone tylko jedną dwuwarstwą lipidową, ich 
wielkość to odpowiednio 100-400 nm i 25-100 nm. Liposomy jednowarstwowe LUV 
charakteryzują się relatywnie dużą homogennością. Dzięki swojej budowie stosowane 
są jako model błony komórkowej. Liposomy SUV cechuje skłonność do agregacji oraz 
zwiększona przepuszczalność dla związków hydrofilowych. Niewątpliwie największą 
zaletą tego typu liposomów jest rozmiar, który pozwala na ich przenikanie przez 
niewielkie pory i dotarcie do tkanek docelowych. Ważną cechą różniącą dane klasy 
liposomów to objętość roztworu wodnego do ilości lipidu potrzebnego do jego zamk-
nięcia. Wielkość liposomów ma istotny wpływ na czas krążenia w krwioobiegu. Cząs-
teczki o większych rozmiarach są szybciej wychwytywane przez makrofagi, co za tym 
idzie okres ich półtrwania jest krótszy w porównaniu do nośników o mniejszych rozmia-
rach. Aby zapobiec agregacji, jak i rozpoznaniu liposomów przez układ fagocytarny, 
powierzchnię ich modyfikuję się wykorzystując hydrofilowe polimery [5].  

W celu różnicowania liposomów pod względem wielkości oraz ilości tworzących je 
dwuwarstw lipidowych powszechnie stosuje się kilka technik. Do najważniejszych 
i najczęściej stosowanych zaliczyć można mikroskopię elektronową. Technika ta 
pozwala na uzyskanie odpowiednio dużego powiększenia niewielkich cząstek, dzięki 
czemu możliwe jest szczegółowe poznanie budowy powierzchni liposomów. Mikros-
kopia elektronowa pozwala na określenie zarówno warstwowości, jak i rozmiaru 
liposomów. Ilość dwuwarstw tworzących dane pęcherzyki lipidowe można również 
określić stosując spektroskopię NMR czy analizator typu SAXS (kątowe rozpraszanie 
promieniowania rentgenowskiego). Do oznaczenia rozmiaru liposomów wykorzystuje 
się głównie analizator typu DLS (ang. dynamic light scattering), w którym pomiar 
oparty jest na zjawisku dynamicznego rozpraszania światła na cząstkach drgających 
ruchami Browna. Inną techniką pozwalająca ocenić rozmiar pęcherzyków lipidowych 
jest SPOS (ang. single particle optical size). Metoda to opiera się na dwóch 
zjawiskach: odbicia oraz rozpraszania światła [6]. 

3.2. Podział liposomów ze względu na właściwości fizykochemiczne 
i funkcje 

Liposomy w oparciu o właściwości, jak i funkcje można podzielić na cztery klasy: 

 liposomy konwencjonalne, 

 liposomy stabilizowane sterycznie (długokrążące), 

 immunoliposomy, 

 liposomy kationowe. 
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Liposomy konwencjonalne zbudowane są najczęściej z jednego typu fosfolipidów 
pozbawionych ładunku lub o ładunku ujemnym, często zawierają dodatek cholesterolu. 
Liposomy w obrębie tej grupy różnią się względem siebie rozmiarem, składem lipido-
wym płynnością dwuwarstwy fosfolipidowej czy ładunkiem powierzchniowym. Ograni-
czeniem stosowania liposomów konwencjonalnych jest przede wszystkim ich relatyw-
nie krótki czas półtrwania w krwioobiegu. Nośniki te po podaniu dożylnym są łatwym 
celem dla opsonin, występujących w osoczu powodujących nasilony proces fago-
cytozy, co uniemożliwia dotarcie leku w zamierzone miejsce. Liposomy konwencjo-
nalne mogą być stosowanie jako system dostarczania leku do wątroby czy śledziony. 
Organy te wykazują obfite ukrwienie, jak i dużą ilość makrofagów, wychwytujących 
skutecznie opsonizowane liposomy co prowadzi do zwiększonej akumulacji liposomów 
w tych organach. Ta grupa liposomów może być również wykorzystywana w celu dos-
tarczenia substancji przeciwdrobnoustrojowych do zainfekowanych makrofagów [7].  

Przez wiele lat trwały badania nad opracowaniem nośników, które gwarantowałyby 
optymalny czas krążenia w krwioobiegu. Rozwój technologii zaowocował powstaniem 
kolejnego typu liposomów – stabilizowanych sterycznie. Liposomy długokrążące charak-
teryzują się zmodyfikowaną powierzchnią, która pozwala na uniknięcie szybkiej 
fagocytozy. Najczęściej w tym celu stosuje się fosfatydyloetanoloaminę podstawioną 
poprzez grupę aminową z glikolem polietylenowym. Już niewielki dodatek (2-5% mol) 
takiego pegylowanego lipidu umożliwia wytworzenie bariery sterycznej w postaci 
warstewki hydratacyjnej, która sprawia, że liposomy stają się w pewnym stopniu 
niewidoczne dla makrofagów [5]. Co więcej, tak stabilizowane cząstki, wykazują 
zwiększone zdolności do akumulowania się w miejscach zmienionych chorobowo. 
System dostarczania leku w oparciu o ten typ liposomów, nie zmienia jego właściwości, 
a ponadto pozwala na ograniczenie częstotliwości dawkowania. Przykładem preparatu, 
który powstał i został zatwierdzony przez Agencję Żywności i Leków jako pierwszy 
jest Doxil®. Lek ten powstał dzięki wykorzystaniu technologii liposomów 
długokrążących i jest stosowany w leczeniu zaawansowanego raka jajnika, szpiczaka 
mnogiego czy mięsaka Kaposiego związanego z wirusem HIV [8]. 

Immunoliposomy posiadają na swojej powierzchni specyficzne przeciwciała lub 
fragmenty przeciwciał, co zapewnia zwiększoną selektywności oraz akumulację 
w miejscu docelowym. Podobnie jak liposomy konwencjonalne charakteryzują się ten-
dencją do gromadzenia w wątrobie czy śledzionie. Niewystarczająco długi czas półtrwania 
w krwioobiegu immunoliposomów bywa często ograniczeniem wykorzystania ich jako 
nośników. Aby ominąć tę barierę można stosować dodatek pegylowanych lipidów, 
który poprawia farmakokinetykę lipidowych transporterów [5]. 

Następną grupę stanowią liposomy kationowe, które zawierają syntetyczne lipidy 
kationowe w swoim składzie lipidowym. Stosowane są w celu przenoszenia materiału 
genetycznego, którego transport za pomocą tych nośników można podzielić na dwa 
kluczowe etapy. W pierwszej kolejności utworzony zostaje kompleks pomiędzy dodatnio 
naładowanymi liposomami, a ujemnie naładowanym DNA. Dalej dochodzi do inter-
akcji między kompleksem liposom-DNA a transfekowaną komórką, Finalnie przeno-
szona informacja genetyczna ekspresjonowana jest w komórce docelowej. Ograni-
czeniem stosowania tego typu nośników jest możliwe oddziaływani DNA na strukturę 
chemiczną, kształt, ładunek czy stabilność liposomów [9]. Wobec powyższych 
czynników proces transfekcji może nie osiągać satysfakcjonującej wydajności. 
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4. Metody otrzymywania liposomów 

Wybór odpowiedniej metody przygotowania liposomów zależy przede wszystkim 

od specyfiki zamykanej substancji oraz od rodzaju nośnika, jaki chce się uzyskać. 

Z biegiem lat klasyczne sposoby otrzymywania pęcherzyków lipidowych są stale mody-

fikowane i ulepszane. Do podstawowych metod uzyskiwania liposomów zalicza się: 

 hydratację cienkiego filmu lipidowego,  

 odparowywanie techniką faz odwróconych, 

 wstrzykiwanie roztworu etanolowego, 

 dializę detergentową.  

Hydratacja cienkiego filmu lipidowego jest jedną z najstarszych technik uzyski-

wania liposomów. Polega na rozpuszczeniu określonych lipidów w rozpuszczalniku 

organicznym. Zwykle stosuje się do tego celu chloroform lub mieszaninę chloroformu 

i metanolu. Kolejno rozpuszczalnik odparowuje się pod zmniejszonym ciśnieniem. 

Otrzymany w ten sposób cienki film lipidowy, następnie uwadnia się roztworem 

wodnym w temperaturze wyższej niż temperatura przejścia fazowego lipidów, z któ-

rych zbudowane są liposomy. Wykorzystując tę metodę uzyskuje się wielowarstwowe 

pęcherzyki (MLV), które można następnie poddać sonikacji otrzymując liposomy 

jednowarstwowe SUV lub LUV za pomocą ekstruzji przez filtry poliwęglanowe [10]. 

Metoda odparowywania techniką faz odwróconych REV (ang. reverse-phase 

evaporation) została po raz pierwszy opisana przez Szoka i Paphadjopoulusa w 1978 r. 

W myśl tej metody lipidy rozpuszcza się w rozpuszczalniku organicznym, następnie 

dodaje się roztwór wodny i powstałą dwufazową mieszaninę sonikuje się. Kolejnym 

krokiem jest odparowanie rozpuszczalnika na wyparce próżniowej. Finalnie otrzymuje 

się gęstą pastę z dużych jednowarstwowych liposomów, którą rozcieńcza się wodą lub 

roztworem soli fizjologicznej. Wielkość otrzymanych liposomów mieści się w prze-

dziale 300-1200 nm. Metoda ta pozwala zamykać hydrofilowe substancje z wydajnością 

ok. 50% [11]. 

Kolejną metodą otrzymywania liposomów, jest wstrzykiwanie etanolowego 

roztworu lipidów do roztworu wodnego. Technika ta została zapoczątkowana w latach 

siedemdziesiątych i stała się pierwszą alternatywą przygotowywania liposomów SUV 

bez konieczności sonikacji. Jest to prosta i szybka metoda jednakże czynnikiem ograni-

czający może być niska rozpuszczalność niektórych lipidów w etanolu. Wielkość cząstek 

otrzymywanych z wykorzystaniem tej techniki w dużej mierze zależy od stężenia 

lipidu w alkoholu, natomiast w mniejszym stopniu od tempa wstrzykiwania roztworu 

etanolowego do wody. 

Dializa detergentowa pozwala na uzyskanie liposomów o wielkości 40-180 nm 

[12]. Metoda ta polega na rozpuszczeniu lipidów w rozpuszczalniku organicznym 

z dodatkiem detergentu (najczęsciej cholan sodu lub deoksycholan sodu). Kolejno roz-

puszczalnik organiczny usuwany jest za pomocą wyparki prózniowej. Powstały film 

lipid/detergent następnie uwadnia się co skutkuje utworzeniem mieszanych miceli. 

Dalej detergent jest usuwany na drodze dializy w wyniku czego micele przeorgani-

zowują się w liposomy. Technika stosowana jest głównie w celu przygotowania proteoli-

posomów. Należy jednak pamiętać, że niemożliwe jest całkowite usunięcie detergentu.  



 

 

Liposomy – charakterystyka i zastosowanie 

 

119 

W celu redukcji rozmiarów pęcherzyków lipidowych stosuje się między innymi 

proces ekstruzji przez pory w filtrach poliwęglanowych. W zależności od pożądanych 

rozmiarów liposomów stosuje się filtry o określonej wielkości porów (najczęściej 200 

lub 100 nm). Inną metodą uzyskania cząstek o małych rozmiarach jest sonikacja przy 

zastosowaniu sonikatora zanurzeniowego czy wannowego. Niewielkie liposomy można 

otrzymać również poprzez wykorzystanie prasy French’a. Jest to urządzenie służące do 

dezintegrowania zawiesiny podczas przeciskana jej przez wąską szczelinę pod 

wysokim ciśnieniem [4]. 

5. Zastosowanie 

Liposomy ze względu na swoje właściwości fizykochemiczne, nie stanowią zagro-

żenia dla organizmu ludzkiego. Są powszechnie stosowane w przemyśle farmaceu-

tycznym, spożywczym czy kosmetycznym. Ze względu na bardzo małe rozmiary oraz 

biodegradowalność stosowanie liposomów jako nośników substancji aktywnych stale 

rośnie. 

Efektywne dostarczanie substancji aktywnej zamkniętej we wnętrzu liposomów 

opiera się na interakcjach liposomów z komórkami, do których zalicza się głównie 

adsorpcję na powierzchni komórki, endocytozę/ fagocytozę czy fuzję z błoną komór-

kową. Rodzaj zachodzącego procesu w dużej mierze zależy od kompozycji lipidów, 

rozmiaru, ładunku czy dodatkowej modyfikacji powierzchni. 

W medycynie liposomy mogą być wykorzystywane jako nośniki leków przeciwno-

wotworowych, substancji przeciwbakteryjnych, przeciwwirusowych, przeciwgrzy-

biczych, immunomodulatorów, leków genetycznych, szczepionek, anestetyków czy 

enzymów [13, 14]. 

Zastosowanie liposomów daje szereg korzyści w porównaniu z podaniem wolnej 

formy konwencjonalnego leku. Znaczące zalety tego typu nośników to biokompaty-

bilność, kontrolowane uwalnianie leku oraz zwiększenie selektywności enkapsulowa-

nego terapeutyku, czyli lepsze parametry farmakokinetyczne i farmakodynamiczne. 

Liposomy wykazują małą toksyczność, a dodatkowo są słabo immunogenne. Mogą 

przenosić substancje o charakterze zarówno hydrofilowym, lipofilowym, jak i amfifilo-

wym. W zależności od właściwości są one zamykane wewnątrz pęcherzyków, budo-

wywane do dwuwarstwy lipidowej lub przyłączane do powierzchni liposomu. Liposomy 

przedłużają okres półtrwania enkapsulowanych leków, chroniąc je przed czynnikami 

zewnętrznymi, degradacją enzymatyczną lub inaktywacją immunologiczną oraz agre-

gacją. Pęcherzyki lipidowe znalazły zastosowanie w terapii celowanej, która służy 

zwiększeniu efektywności leku, dzięki wzrostowi selektywności gromadzenia się w 

miejscu docelowym, minimalizując ekspozycję zdrowej tkanki. Jest to uzyskiwane 

dzięki wykorzystaniu ligandów, głównie specyficznych przeciwciał, ale również gliko-

protein, oligopeptydów, polisacharydów, czynników wzrostu i niskocząsteczkowych 

substancji takich jak kwas foliowy. Ligandy te wiążą się specyficznie do białek 

nadekspresjonowanych w komórkach nowotworowych (np. receptor folianowy, HER2 

rceptor transferyny) [15-17]. Enkapsulowane w liposomach leki potencjalnie stają się 

biodostępne dopiero po uwolnieniu w miejscu docelowym – w obrębie tkanki guza 

nowotworowego lub wewnątrz komórek nowotworowych. Obecnie nadal trwają 

badania, których celem jest udoskonalanie aktywnego kierowania leku do komórek 
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nowotworowych oraz ich wewnątrzkomórkowych organelli, a także kontrolowanego 

uwalniania substancji z wykorzystaniem różnic w mikrośrodowisku guza. W tym celu 

opracowano liposomy reagujące na bodźce pochodzące z tkanek docelowych (pH, 

potencjał redoks) lub z zewnątrz organizmu (hipertermia, ultradźwięki, pole magne-

tyczne). Liposomy takie zawierają związki wrażliwe na dany bodziec, które wpływają 

na stabilność lub przepuszczalności dwuwarstwy lipidowej. Na przykład termo-

wrażliwe liposomy w wyniku działania podwyższonej temperatury ulegają destabilizacji 

i uwalniają zamknięty w nich lek. Uwalnianie substancji czynnej następuje w tempe-

raturze przejścia fazowego (Tm), kiedy to dwuwarstwa lipidowa zmienia swoją 

przepuszczalność z powodu przejścia z fazy żelowej do fazy ciekłokrystalicznej [3, 

17]. Jednym z przykładowych potencjalnie skutecznych termowrażliwych preparatów 

liposomowych jest ThermoDox zawierający antracyklinę – doksorubicynę. Jest on 

obecnie w fazie badań klinicznych: faza I nowotwory jelita grubego, wątroby, piersi; 

faza III: rak wątrobowokomórkowy [18]. Jak podaje producent testy na modelu 

zwierzęcym wykazały, że zastosowanie preparatu umożliwia dostarczenie 25 razy 

więcej doksorubicyny do guzów niż sam wlew dożylny wolnego leku i 5 razy więcej 

doksorubicyny niż standardowe preparaty liposomalne leku „celsion.com/thermodox/”. 

Obecnie na rynku farmaceutycznym dostępnych jest kilka formulacji liposomalnych 

doksorubicyny różniących się składem lipidowym oraz podmiotem odpowiedzialnym 

za produkcję. Pegylowana doksorubicyna liposomalna (Doxil®, Caelyx®) stosowana 

jest w terapii raka piersi, jajnika oraz leczeniu szpiczaka, natomiast wskazanie rejestra-

cyjne niepegylowanej liposomalnej doksorubicyny (Myocet®) dotyczy terapii skoja-

rzonej z cyklofosfamidem w leczeniu nowotworu piersi z przerzutami [19]. Przykładem 

innego leku zawierającego substancję czynną – cytarabinę jest DepoCyte®. W przypa-

dku tego preparatu wskazanie rejestracyjne dotyczy zapalenia opon mózgowo-rdzenio-

wych w przebiegu chłoniaka [20]. W 2015 roku zatwierdzony do użytku klinicznego 

został liposomalny irynotekan (Onyvide®) inhibitor topoizomerazy I, który stosowany 

jest w kombinacji z 5-fluorouracylem i leukoworyną w leczeniu pacjentów z rakiem 

trzustki, poddanych wcześniej terapii opartej na gemcytabinie. Badania kliniczne 

wykazały, że pacjenci przyjmujący taką kombinację żyli średnio 2,1 miesiąca dłużej 

w porównaniu z pacjentami leczonymi jedynie fluorouracylem i leukoworyną [21]. 

Leki przeciwnowotworowe stanowią największą grupę klinicznie zatwierdzonych 

preparatów liposomowych, ale produkty oparte na zastosowaniu liposomów zostały 

opracowane i zatwierdzone również dla innych jednostek chorobowych, na przykład 

związanych z infekcjami grzybiczymi i pasożytniczymi. Obecnie na rynku farmaceu-

tycznym dostępne są trzy lipidowe formulacje amfoterycyny B (Amphotec®, 

Ambisome®, Abelcet®), która jest lekiem pierwszego wyboru o szerokim spektrum 

działania stosowanym w inwazyjnych zakażenia ogólnoustrojowych wywołanych 

przez Aspergillus, Candida lub Cryptococcus [22]. Ponadto liposomy wykorzystywane 

są jako nośniki leków przeciwbólowych: DepoDur® – zawiera siarczan morfiny, 

używany do znieczulenia bólu po zabiegu chirurgicznym. Exparel® jest to preparat 

bupiwakainy, będącej środkiem znieczulającym stosowanym w podczas leczenia 

operacyjnego [23]. Liposomy znalazły również zastosowanie w terapii fotodynamicznej 

do transportu substancji fotouczulających. Przykładem jest zawierający werteporfinę 

preparat Visudyne® wykorzystywany w leczeniu związanego z wiekiem zwyrodnienia 
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plamki żółtej i patologicznej krótkowzroczności [8, 24]. Z biegiem lat wzrasta również 

potencjał terapeutyczny liposomów jako nośników leków genetycznych: DNA, 

antysensownych oligonukleotydów (asODN), siRNA, dsRNA and mikroRNA [25]. 

Wykorzystanie liposomów w kosmetyce czy dermatologii opiera się przede 

wszystkim na naturalnym integrowaniu tych nośników z warstwą rogową naskórka 

i efektywnym dostarczaniu substancji aktywnej. Pęcherzyki lipidowe ze względu na 

bardzo niewielkie rozmiary oraz odpowiednią kompozycję lipidów, mogą docierać do 

głębszych warstw skóry w porównaniu z tradycyjnymi nośnikami. Postać liposomalna 

podana na skórę może wykazywać działanie na czterech poziomach: powierzchni 

skóry, warstwie rogowej, głębszych warstwach naskórka oraz skórze właściwej. Lipo-

somy nie tylko zwiększają biodostępność transportowanej substancji, ale również 

wykazują właściwości nawilżające czy regenerujące skórę. Pierwszym liposomowym 

produktem kosmetycznym, jaki pojawił się na rynku był krem przeciw oznakom 

starzenia „Capture” wyprodukowany przez firmę Dior w 1986 roku. Liposomy znalazły 

powszechne zastosowanie w kosmetyce, ale przede wszystkim w dermatologii. Przy 

wykorzystaniu tej technologii możliwe jest efektywne leczenie atopowego zapalenia 

skóry, łuszczycy, trądziku czy bielactwa [26]. Kolejnym przykładem zastosowania 

pęcherzyków lipidowych jako nośników substancji czynnej może być preparat 

dermatologiczny „Regaine”, gdzie związkiem aktywnym biologicznie jest minoksydyl, 

który działa stymulująco na meszki włosowe [13]. Liposomy mogą być stosowane jako 

nośniki substancji ujędrniających, łagodzących podrażnienia, nawilżających, chronią-

cych przed promieniowaniem słonecznym, działających na przebarwienia czy niedosko-

nałości skóry. Za pomocą tych lipidowych cząstek dostarczane są między innymi 

witaminy, kwas hialuronowy, kolagen, kwas pirogronowy, koenzym Q10 czy różne 

wyciągi roślinne wykazujące pożądane właściwości biologiczne. 

W przemyśle spożywczym liposomy zostały po raz pierwszy wykorzystane w latach 

osiemdziesiątych, do enkapsulacji enzymów proteolitycznych. Zamykanie proteaz we 

wewnętrzu pęcherzyków lipidowych zwiększa ich ochronę przed degradacją. Tym 

samym przypuszczalnie prowadzi to do skrócenia czasu dojrzewania, którego kluczo-

wym etapem jest proteoliza. Wykorzystanie enzymów w postaci wolnej może skutko-

wać przedwczesnym dojrzewaniem, niepożądanym smakiem czy zapachem. Co więcej, 

stosowanie liposomowych nośników podnosi ich stabilność oraz zapewnia efektyw-

niejszą dystrybucję. Badania przeprowadzone przez Matsuzaki i współpracowników 

wskazują na zachowanie aktywności enzymatycznej β-galaktozydazy, zamkniętej 

w liposomach o niskim pH, przechowywanych w lodówce przez miesiąc [27]. Innym 

przykładem wykorzystania liposomów w żywności jest enkapsulacja nizyny. Związek 

ten wykazuje działanie przeciwbakteryjne, a w przemyśle spożywczym stosowany jest 

jako środek konserwujący [28]. Lee i współpracownicy opracowali metodę zamykania 

w liposomach bromelainy, która służy do zmiękczania mięsa [29]. Kolejne badania 

dowodzą efekt ochronny nośników dla trasnportowanej substancji, który skutkuje 

poprawą aktywności antymikrobiologicznej pediocyny AcH poprzez zastosowanie jej 

liposomowej postaci. Technologię liposomową stosuję się także do wzbogacania żyw-

ności w witaminy, antyoksydanty czy środki smakowo-zapachowe [30]. 
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6. Podsumowanie  

Liposomy od momentu ich odkrycia stały się przedmiotem badań w wielu placów-

kach naukowych. Ze względu na szereg zalet, jakie wykazują stały się narzędziem 

wykorzystywanym obecnie w różnych dziedzinach. Czynnikami limitującymi zastoso-

wanie liposomów są koszty produkcji czy problem z przeniesienie skali laboratoryjnej 

na produkcyjną. Innym powodem mogą być trudności z osiągnięciem odpowiedniej 

stabilności tych struktur. Pęcherzyki lipidowe przede wszystkim stosowane są z powo-

dzeniem jako nośniki leków. Potwierdzona poprawa farmakokinetyki transportowanej 

substancji czynnej, jak i redukcja działań niepożądanych po podaniu liposomów 

przemawiają za wykorzystaniem ich jako nośników. Bez wątpienia te niewielkie 

cząstki posiadają ogromny potencjał, który nadal będzie wykorzystywany i rozwijany. 
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Liposomy – charakterystyka i zastosowanie 

Streszczenie 

Liposomy to lipidowe cząstki o bardzo małych rozmiarach, posiadające szereg korzystnych właściwości 

fizykochemicznych. Do najważniejszych można zaliczyć biodegradowalność, biokompatybilność i niską 

toksyczność. Istnieje kilka metod otrzymywania pęcherzyków lipidowych, do podstawowych zaliczyć 

można hydratację cienkiego filmu lipidowego, odparowywanie metodą faz odwróconych, wstrzykiwanie 

roztworu etanolowego czy dializę detergentową. Liposomy znalazły zastosowanie między innymi 

w farmacji, przemyśle spożywczym czy kosmetyce. Ze względu na możliwość enkapsulacji zarówno 

związków hydrofilowych, jak i hydrofobowych, liposomy są powszechnie wykorzystywane jako system 

dostarczania substancji bioaktywnych.  

Słowa kluczowe: liposomy, biodegradowalność, biokompatybilność, enkapsulacja 

Liposomes – characterization and applications 

Abstract 

Liposomes are small lipid particles exhibiting a whole range of beneficial physicochemical properties. The 

most important ones include biodegradability, biocompatibility and low toxicity. There are several methods 

of preparing lipid vesicles, the classical ones include the hydration of a thin lipid film, reversed phase 

evaporation, ethanol injection method or detergent dialysis. Liposomes have been used in pharmacy, food 

industry and cosmetics. Due to the possibility of encapsulation both hydrophilic and hydrophobic 

compounds, liposomes are widely used as a bioactive substances delivery system. 

Keywords: liposomes, biodegradability, biocompatibility, encapsulation 
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Pochodne kwasu kwadratowego,  

jako potencjalne sondy spektroskopowe 

1. Wprowadzenie 

Analizy chemiczne przeprowadzane są w zdecydowanej większości gałęzi prze-

mysłu. Rozwój technologiczny przyczynił się do wzrostu zapotrzebowania na bardzo 

dokładne kontrole surowców, półproduktów, opakowań, czy produktów gotowych. 

Specyfika każdego procesu jest inna, w związku z tym podczas przeprowadzania 

badań poszukuje się uniwersalnych rozwiązań, możliwych do stosowania na dużą 

skalę. Nowoczesne techniki analityczne odnajdują również coraz nowsze zastosowania 

w medycynie. Obecnie oznaczanie jakościowe i ilościowe z dużą dokładnością dla 

przeważającej części związków organicznych jest możliwe. Wiodącym procesem 

wykorzystywanym podczas analiz jest absorbowanie lub emitowanie światła przez 

próbę badaną. Często za pochłonięcie lub emisję promieniowania odpowiada bezpo-

średnio analit. Zdarza się jednak tak, że oznaczenie konkretnego związku wymaga 

stworzenia określonego środowiska lub dodania substancji dodatkowych, np. w roli sond 

spektroskopowych. Mają one na celu zwiększenie intensywności absorpcji lub emisji 

promieniowania, a tym samym zwiększenie dokładności i precyzji otrzymanych wyni-

ków [1]. W związku z tym, w niniejszej pracy opisano proces syntezy i proces komp-

leksowania otrzymanego barwnika skwaryliowego z serum albuminy jaja kurzego oraz 

dokonano jego oceny pod względem skuteczności w roli sondy spektroskopowej do 

oznaczania ilościowego serum albuminy jaja kurzego. 

2. Kwas kwadratowy 

3,4-dihydroksy-3-cyklobuteno-1,2-dion bardzo szybko wzbudził duże zaintereso-

wanie wśród naukowców. Wpływ na to miała z pewnością jego nietypowa struktura, 

która spowodowała, że wśród nazw potocznych tego związku odnaleźć można: kwas 

kwadratowy, kwas skwaryliowy, diketocyklobutenodiol [2]. Pod względem budowy 

chemicznej zaliczany jest do ketonów. Zbudowany jest z czterowęglowego pierścienia, 

na rogach którego znajdują się symetrycznie przy każdym węglu odpowiednio dwie 

grupy hydroksylowe i dwa tleny (rysunek 1). Ze względu na ten układ kwas kwadra-

towy charakteryzuje się symetrią atomów i silną delokalizacją elektronów π [3, 4]. 

Najprawdopodobniej ze względu na te cechy związek wykazuje również właściwości 

kwasowe. Potwierdzają to reakcje z nadmanganianem i wodą bromową, prowadzące 

do odbarwienia roztworów. Obecność sąsiadujących grup hydroksylowych potwierdza 

reakcja z kwasem nadjodowym [5]. W latach 60. XX wieku związek ten zaliczono do 

związków nazwanych „oxocarbons”, czyli posiadających w postaci jonowej jedynie 

atomy tlenu i węgla [6]. W wyniku badań wykazano, że idealną symetrię wykazuje 

jedynie jon podwójny kwasu kwadratowego, natomiast atomy postaci cząsteczkowej 

i jonu pojedynczego nie są równo od siebie oddalone. Kwas kwadratowy wykazuje 

                                                                
1 Wydział Technologii i Inżynierii Chemicznej, Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy w Bydgoszczy. 
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korzystne właściwości optyczne, absorbuje światło w zakresie bliskiego ultrafioletu 

(ok. 220-300 nm) [7].  

 
Rysunek 1. Wzór strukturalny postaci cząsteczkowej kwasu kwadratowego  

[opracowanie własne na podstawie [2]] 

3. Pochodne kwasu kwadratowego 

Kwas kwadratowy tworzy jedno-, dwu-, trzy-, a nawet czteropodstawione pochodne 

symetryczne i niesymetryczne. Z biegiem czasu możliwe stało się podstawienie do 

niego różnorodnych grup, m.in. arylowych, pirolowych, aminowych, czy alifatycznych 

[8]. Syntezy przeprowadza się w oparciu o kondensację podstawnika z kwasem kwad-

ratowym [9], podstawianie estrów kwasu kwadratowego [10], czy z wykorzystaniem 

chlorku kwasu, w miejsce którego podstawiana jest wybrana grupa (np. aminowa) 

[11]. Pochodne kwasu kwadratowego można w zależności od potrzeb przeprowadzać 

w kolejne pochodne, uzyskując w ten sposób ogromną gamę związków. Możliwe jest 

również otrzymanie 1,2-podstawionej kwasu kwadratowego przy wykorzystaniu wybra-

nych związków metaloorganicznych niklu, czy żelaza. Oznacza to, że otrzymanie 

pochodnej kwasu skwaryliowego jest możliwe bez wykorzystania do syntezy samego 

kwasu [12]. Dokonano również prób przeprowadzenia reakcji otrzymywania pochod-

nych kwasu kwadratowego przy użyciu mikrofal, w celu zminimalizowania ilości 

odczynników wykorzystywanych do reakcji oraz skrócenia jej czasu. Syntezy tą metodą 

najczęściej trwają krócej i z wyższą wydajnością [13]. Mnogość metod otrzymywania 

pozwala na dobranie najbardziej wydajnej dla danego procesu, a tym samym umożli-

wia opracowanie efektywnych syntez w przemyśle, np. farmaceutycznym.  

Znaczna część pochodnych kwasu kwadratowego, w szczególności tych 1,3-podsta-

wionych, wykazuje korzystne właściwości optyczne. Większość z nich to substancje 

barwne, dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych i słabo rozpusz-

czalne w wodzie. Ze względu na swoje właściwości sporą grupę związków pochod-

nych kwasu kwadratowego nazywa się barwnikami skwaryliowymi [10]. 

4. Zastosowanie pochodnych kwasu kwadratowego 

Popularnym zastosowaniem barwników skwaryliowych są detektory rozmaitych 
jonów i grup funkcyjnych. W 2017 roku opracowano związek czuły na zmiany stężeń 
Al

3+
, Zn

2+
 oraz Cd

2+ 
[14]. Kilka lat wcześniej – w 2013 roku zaprezentowano pochodną 

kwasu kwadratowego wskazującą zmianę stężeń Hg2+ w roztworze [15]. W 2008 roku 
przedstawiono również dozymetr, którego praca opierała się na reakcji addycji nukle-
ofilowej barwnika z tiolami w środowisku wodnym. Próba przeprowadzona na cysteinie, 
zawierającej ugrupowanie tiolowe, zakończyła się powodzeniem. Dodatek tego amino-
kwasu spowodował wygaszenie fluorescencji i raptowne odbarwienie roztworu barw-
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nika [16]. W 2013 roku opracowano chemoreceptor wskazujący obecność acetonitrylu 
w próbie. Mechanizm reakcji opiera się o tworzenie wiązań wodorowych pomiędzy 
atomami chloru celowo dodawanymi do próby a zastosowanym barwnikiem zawie-
rającym podstawnik o-benzoilowy. Reakcja zachodzi w środowisku acetonitrylu i tym 
samym umożliwia jego detekcję w roztworze [17]. 

Kwas kwadratowy i większość jego przebadanych pochodnych nie stanowią zagro-
żenia dla zdrowia człowieka [2]. Nie wykazują właściwości rakotwórczych, mogą 
jednak powodować reakcje alergiczne. Ester dibutylowy kwasu kwadratowego jest 
aktualnie stosowany w leczeniu łysienia i brodawek. Kuracja jest stosunkowo łatwa do 
przeprowadzenia i opiera się na sterowaniu działaniem układu odpornościowego. Może 
jednak powodować skutki uboczne zbliżone do zatrucia. Rzadko zdarzają się pęcherze 
i rozjaśnienia skóry. Skutki uboczne stosowania tej substancji można łagodzić przy 
użyciu kremu kortyzonowego [18]. W Stanach Zjednoczonych prowadzone są aktualnie 
badania dotyczące wykorzystania tej pochodnej w leczeniu opryszczki. Eksperymen-
towi poddana jest grupa licząca 54 osoby, z której połowa otrzymała lek, a pozostali 
placebo [19]. 

W przeciągu ostatniej dekady opublikowanych zostało wiele artykułów dotyczących 
wykorzystania pochodnych kwasu kwadratowego w leczeniu nowotworów skóry. 
Początkowo sprawdzano ich skuteczność w roli markerów zmian enzymatycznych. 
Badania przeprowadzone na myszach i in vitro dały pozytywny wynik [20]. Podjęto 
również próby zastosowania barwników skwaryliowych w roli fotouczulaczy pozwa-
lających na zlokalizowanie komórek nowotworowych. Barwnik powoduje pochło-
nięcie energii świetlnej i przeniesienie jej na oznaczone komórki. W następnej kolejności 
energia ta powoduje aktywację czynnika niszczącego, np. powstanie tlenu single to-
wego i jego rodników z tlenu tkankowego, co skutkuje lizą komórek nowotworowych 
[21]. W przeważającej większości opublikowane dotychczas badania zakończyły się 
powodzeniem. 

5. Pochodne indolu 

Korzystny wpływ na zdrowie człowieka mają również pochodne indolu od lat 
wykorzystywane w przemyśle farmaceutycznym. Duża grupa związków pochodnych 
2,3-benzopirolu to substancje biologicznie czynne, występujące naturalnie w roślinach 
w roli, np. alkaloidów. Ze względu na naturalne pochodzenie, substancje te odnalazły 
swoje zastosowanie w lecznictwie wiele lat temu [22]. Znajduje się wśród nich na 
przykład rezerpina 1, której działanie umożliwia regulację ciśnienia krwi, a ze względu 
na wpływ na ośrodkowy układ nerwowy zaczęto ją stosować, jako lek na schizofrenię. 
Inną znaną substancją czynną z tej grupy związków chemicznych stanowi wilazodon 2, 
podawany jako antydepresant, czy metisazon 3, w roli leku antywirusowego [23]. 
Poszczególne pochodne 2,3,3-trimetyloindoleniny są skutecznymi antybiotykami dla 
bakterii lekoopornych [24]. Znane są również zastosowania pochodnych indolu w roli 
sond fluorescencyjnych. Jedna z nich pozwalała na oznaczenie jonów wapnia i kadmu 
obok siebie. Odkrycie to miało duże znaczenie ze względu na wysoką toksyczność 
kadmu i konieczność kontrolowania jego poziomu [25]. Wiele substancji czynnych 
zawierających pierścień indolowy to związki o działaniu przeciwnowotworowym, na 
przykład winkrystyna 4 [23]. 
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Rysunek 2. Wzory strukturalne opisanych pochodnych zawierających pierścień indolowy  

[opracowanie własne na podstawie [23]] 

Wyraźne zmiany we właściwościach tych substancji można zauważyć przepro-
wadzając je do postaci fluoropochodnych. Działanie to ma na celu usunięcie skutków 
ubocznych stosowania niektórych leków, zmianę ich rozpuszczalności, czy przebieg 
rozkładu w przewodzie pokarmowym. Wiele z tych związków jest jeszcze w fazie 
badawczej. Pojawiają się publikacje opisujące wyniki badań, przeprowadzanych na 
zwierzętach, dotyczących substancji potencjalnie hamujących rozwój wirusa HIV, czy 
badania kliniczne związane ze stosowaniem określonej pochodnej indolu w roli leku 
przeciwmiażdżycowego [23, 26].  

Ogromne zainteresowanie związkami pochodnymi indolu w medycynie, ich różno-
rodność i dostępność oraz potencjalnie korzystne właściwości optyczne, wpłynęły na 
decyzję o wykorzystaniu 2,3,3-trimetyloindoleniny w roli podstawnika do syntezy 
opisanego w tej pracy barwnika skwaryliowego.  

6. Metodyka 

Syntezy przeprowadzano w Zakładzie Chemii Ogólnej i Nieorganicznej Wydziału 
Technologii i Inżynierii Chemicznej Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego 
w Bydgoszczy. Odczynniki, które zastosowano do syntez pochodziły od znanych 
producentów m.in.: Sigma-Aldrich i Alfa Aesar. Synteza przebiegała w dwóch etapach: 
pierwszy stanowiła reakcja otrzymania soli czwartorzędowej 2,3,3-trimetyloindo-
leniny, a drugi reakcja kondensacji kwasu kwadratowego z otrzymaną solą czwarto-
rzędową. Otrzymano tym sposobem barwnik 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindo-
lenino) skwaryliowy. W następnej kolejności przeprowadzono badania procesu 
kompleksowania otrzymanego związku z serum albuminy jaja kurzego. 



 

 

Pochodne kwasu kwadratowego, jako potencjalne sondy spektroskopowe 

 

129 

6.1. Synteza jodku N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindoleniny 

W kolbie okrągłodennej o pojemności 50 ml umieszczono 1,3 ml roztworu 2,3,3-

trimetyloindoleniny (7,54 mmol) i 1,5 ml 2-jodopropanu (15,08 mmol) rozpusz-

czonych w 5 ml acetonitrylu. Mieszaninę ogrzewano w temperaturze wrzenia pod 

chłodnicą zwrotną ciągle mieszając. Po zajściu reakcji zawartość kolby przesączono 

przez sączek miękki jakościowy, przemywając acetonem. Tą metodą uzyskano ciemno-

bordowe kryształy jodku N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindoleniny. Schemat reakcji został 

przedstawiony na rysunku 3. Reakcję przeprowadzano w oparciu o syntezę opisaną 

w literaturze [27]. 

 
Rysunek 3. Schemat reakcji otrzymywania jodku N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindoleniny  

[opracowanie własne na podstawie [27]] 

6.2. Synteza 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny 

Synteza barwnika została przeprowadzona zgodnie z procedurą opisaną w źródle 

literaturowym [28]. W kolbie okrągłodennej o pojemności 50 ml umieszczono naważki 

jodku N-izopropylo-2,3,3-trimeyloindoleniny o masie 0,9 g (27,17 mmol) i kwasu 

kwadratowego o masie 0,15 g (13,5 mmol). W roli rozpuszczalnika użyto 10 ml 

mieszaniny n-butanolu i toluenu w stosunku objętościowym 4:1. Całość ogrzewano 

w temperaturze wrzenia pod chłodnicą zwrotną zaopatrzoną w nasadkę Deana-Starka 

ciągle mieszając. Zajście reakcji można było zaobserwować dzięki zmianie barwy 

z brunatno-bordowej mieszaniny substratów na intensywnie turkusową barwnika. Po 

krystalizacji otrzymano błyszczące kryształy o niebiesko-zielonkawej barwie. Przebieg 

reakcji przedstawiono na schemacie na rysunku 4.  

 
Rysunek 4. Schemat reakcji otrzymywania 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny 

[opracowanie własne na podstawie [28]] 
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6.3. Otrzymanie roztworów podstawowych 

6.3.1. Przygotowanie roztworu chlorku sodu 

W celu przygotowania 0,9% roztworu chlorku sodu odważono 9 g substancji na 

wadze analitycznej i rozpuszczono w wodzie destylowanej w kolbie miarowej 

o pojemności 1000 ml. 

6.3.2. Przygotowanie roztworu serum albuminy jaja kurzego 

Roztwór przygotowano przez rozpuszczenie w 0,9% roztworze chlorku sodu 

z dodatkiem buforu fosforanowego naważki serum albuminy jaja kurzego o masie 

0,4429 g (1ꞏ10
-5

 mol) w kolbie miarowej o pojemności 1000 cm
3
. Roztwór pozosta-

wiono na dobę i po tym czasie dokonano dziesięciokrotnego rozcieńczenia przy użyciu 

0,9% NaCl. Uzyskano zatem roztwór o stężeniu 1ꞏ10
-6
 mol/dm

3
.  

6.3.3. Przygotowanie roztworu barwnika 

Przygotowanie roztworu podstawowego barwnika rozpoczęto od odważenia 

0,0049 g (1,019ꞏ10
-5

 mol) 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny. 

Naważkę rozpuszczono w 20 cm
3
 metanolu, a następnie rozcieńczono 0,9% roztworem 

chlorku sodu w kolbie miarowej o objętości 200 cm
3
. Uzyskany roztwór miał stężenie 

5,10ꞏ10
-5 

mol/dm
3
.  

6.4. Otrzymanie roztworów do pomiarów spektrofotometrycznych 

Do zbadania procesu kompleksowania barwnika z serum albuminy jaja kurzego 

ESA należało wykonać miareczkowanie spektrofotometryczne barwnika roztworem 

serum albuminy jaja kurzego i miareczkowanie odwrotne. W związku z tym, w kolbach 

miarowych o objętości 10 cm
3
 przygotowano roztwory o różnej zawartości ESA 

i skwaryny. W tym celu pobrano odpowiednie objętości roztworów podstawowych 

i uzupełniono do kreski 0,9% roztworem NaCl. Wykorzystane objętości i otrzymane 

w ten sposób stężenia prezentuje tabela 1. 

Tabela 1. Objętości roztworów podstawowych zastosowanych do otrzymania roztworów do miareczkowania 

i wartości uzyskanych stężeń 

Numer 

roztworu 

Objętość barwnika 

[cm3] 

Objętość ESA 

[cm3] 

Stężenie barwnika 

[mol/dm3] 

Stężenie ESA 

[mol/dm3] 

1 2 0 1,02ꞏ10-5 0 

2 2 1 1,02ꞏ10-5 1,00ꞏ10-7 

3 2 2 1,02ꞏ10-5 2,00ꞏ10-7 

4 2 3 1,02ꞏ10-5 3,00ꞏ10-7 

5 2 4 1,02ꞏ10-5 4,00ꞏ10-7 

6 2 5 1,02ꞏ10-5 5,00ꞏ10-7 

7 0 2 0 2,00ꞏ10-7 

8 1 2 0,51ꞏ10-5 2,00ꞏ10-7 

9 2 2 1,02ꞏ10-5 2,00ꞏ10-7 

10 3 2 1,53ꞏ10-5 2,00ꞏ10-7 

11 4 2 2,04ꞏ10-5 2,00ꞏ10-7 

12 5 2 2,55ꞏ10-5 2,00ꞏ10-7 

Źródło: Opracowanie własne 
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7. Zestawienie i omówienie wyników 

Badano proces kompleksowania barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetylo-

indolenino) skwaryliowego z serum albuminy jaja kurzego ESA. W tym celu wyko-

nano miareczkowanie spektrofotometryczne roztworu barwnika roztworem serum 

albuminy jaja kurzego i odwrotne. Wyniki badań zestawiono na rysunkach 5 i 6. 

 

Rysunek 5. Elektronowe widma absorpcji 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny o stałym 

stężeniu 1,02ꞏ10-5 mol/dm3 przy wzrastającym stężeniu serum albuminy jaja kurzego  

od 1ꞏ10-7 do 5ꞏ10-7 mol/dm3 w roztworach 1-6 [opracowanie własne] 

Absorpcja roztworu barwnika pozbawionego roztworu albuminy jaja kurzego (rozt-

wór 1) jest znacznie niższa względem pozostałych roztworów. Wraz ze wzrastającym 

stężeniem serum albuminy jaja kurzego (roztwory 2-6) absorpcja rosła, natomiast 

różnice te nie są bardzo wyraźne. Prawdopodobnie wynika to ze znacznej różnicy 

stężeń roztworów zastosowanych do badania procesu kompleksowania, a te znów 

zależne są od rozpuszczalności poszczególnych związków chemicznych w wodzie. 
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Rysunek 6. Elektronowe widma absorpcji roztworu serum albuminy jaja kurzego ESA o stałym stężeniu  

2ꞏ10-7 mol/dm3 przy wzrastającym stężeniu barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) 

skwaryliowego od 0,51ꞏ10-5 do 2,55ꞏ10-5 mol/dm3 w roztworach 8-12 [opracowanie własne] 

Miareczkowanie odwrotne, czyli miareczkowanie serum albuminy jaja kurzego ESA 

przy użyciu roztworu barwnika o wzrastającym stężeniu pozwala na zaobserwowanie 

znaczących zmian w intensywności absorbancji dla kolejnych stężeń barwnika. Nie 

obserwuje się natomiast przesunięć maksimum absorpcji. 

Powyższe dane liczbowe zostały wykorzystane do obliczeń, zgodnie z równaniem 

Benesi’ego-Hildebranda. Wyznaczono w ten sposób zależność 1/(A-A0) od 1/[X] oraz 

1/(A-A0) od 1/[X]
2
, gdzie X to odpowiednio: [ESA] – stężenie serum albuminy jaja 

kurzego, [SQ] – stężenie barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) 

skwa-ryliowego. Ponadto wyznaczono parametry procesu, takie jak: stała tworzenia, 

liczba miejsc wiążących oraz entalpia swobodna. Do opracowania wyników wyko-

rzystano również równanie Lehrera, dzięki czemu można było obliczyć stałą tworzenia 

i określić poprawność wyników obliczeń. Wyznaczone z równania Benesi’ego-

Hildebranda zależności przedstawiono w postaci graficznej na rysunkach 7, 8, 9 i 10. 

Wyniki obliczeń zestawiono w tabeli 2. 
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Rysunek 7. Wykres zależności 1/[A-A0] od odwrotności stężenia serum albuminy jaja kurzego  

[opracowanie własne] 

 

Rysunek 8. Wykres zależności 1/[A-A0] od kwadratu odwrotności stężenia serum albuminy jaja kurzego 

[opracowanie własne] 
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Rysunek 9. Wykres zależności 1/[A-A0] od odwrotności stężenia barwnika  

1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-indolenino) skwaryliowego [opracowanie własne] 

 

Rysunek 10. Wykres zależności 1/[A-A0] od kwadratu odwrotności stężenia barwnika  

1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-indolenino) skwaryliowego [opracowanie własne] 

Lepsze dopasowanie wyznaczonej metodą graficzną krzywej liniowej lub wielo-

mianowej świadczy o zdolności do kompleksowania w stosunku 1:1 (dopasowanie 

krzywej liniowej) lub 1:2 (dopasowanie krzywej wielomianowej). W przypadku obu 
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miareczkowań różnica wartości dopasowań jest niewielka, natomiast wyższa jest dla 

krzywej liniowej. Oznacza to, że prawdopodobnie kompleks barwnik-ESA tworzy się 

w stosunku 1:1.  

Tabela 2. Wyznaczone wartości obliczonych stałych tworzenia związków, entalpii swobodnych oraz liczby 

miejsc wiążących 

Numery 

roztworów 

Stała tworzenia 

Kb 

Stała tworzenia 

Ka 

Entalpia swobodna 

ΔG [kJ] 

Liczba miejsc 

wiążących n 

1-6 8,47ꞏ107 5,88ꞏ107 -45,23 0,1181 

7-12 1,54ꞏ103 1,56ꞏ103 -18,18 10,8342 

Źródło: Opracowanie własne 

Wyznaczone stałe tworzenia Ka i Kb mają zbliżone wartości, co świadczy o pop-

rawności wyników. Ich wysoka wartość sugeruje wysoką zdolność kompleksowania 

barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryliowego z serum albu-

miny jaja kurzego. Wartości ujemne entalpii swobodnych oznaczają, że proces tworzenia 

kompleksów jest samorzutny. Wyznaczona liczba miejsc wiążących oznacza, że barw-

nik, wbrew wynikom wyznaczonym graficznie, kompleksuje z serum albuminy jaja 

kurzego w stosunku 1:10.  

8. Wnioski 

Zaproponowana metoda syntezy jest skuteczna i pozwoliła na otrzymanie barwnika 

1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryliowego. Dzięki wykonanym 

miareczkowaniom można zaobserwować, że istnieje zależność między stężeniem 

serum albuminy jaja kurzego a intensywnością absorbancji roztworu, jak i również 

między stężeniem barwnika a wysokością absorbancji roztworu. Pozytywną cechą 

otrzymanego barwnika jest brak przesunięcia maksimum absorpcji na widmach. Bada-

nia procesów komplesowania wykazały, że proces ten zachodzi samorzutnie, a otrzymany 

barwnik wykazuje wysoką zdolność kompleksotwórczą. Dopasowanie krzywych linio-

wych i wielomianowych dla tego procesu sugeruje stosunek tworzenia kompleksu 

barwnik-ESA 1:1. Wyznaczone liczby miejsc wiążących sugerują natomiast tworzenie 

tego kompleksu w stosunku 1:10. Na podstawie przeprowadzonych badań można 

stwierdzić, że 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryna może być 

zastosowana, jako potencjalna sonda spektroskopowa. 

Podziękowania 

Podziękowania kieruję po pierwsze dr inż. Katarzynie Jurek za bycie moim 

autorytetem podczas tych kilku lat nauki oraz za nieskończoną inspirację. Pragnę 

podziękować Zakładowi Chemii Ogólnej i Nieorganicznej za udostępnione odczynniki 

i aparaturę. Serdeczne dziękuję składam również moim najbliższym za cierpliwość 

i pomoc podczas pisania kolejnej pracy. 

  



 

 

Paulina Szaruga 

 

136 

Literatura  

1. Bajorek A., Kabatc J., Pączkowski J., Barwniki styrylochinoliniowe jako sondy spektro-

skopowe w procesie polimeryzacji rodnikowej, Polimery 2007, 52, nr 7-8, s. 556-561. 

2. Karta charakterystyki produkty 3,4-dihydroxy-3-cyclobutene-1,2-dione, Sigma-Aldrich 

[dostęp online: 28.03.2019]. 

3. Schwartz L.M., Howard L.O., π Electronic Structure of Aqueous Squaric Acid and Its 

Anions, The Journal of Physical Chemistry, Vol. 77, No. 3, 1973, s. 314-318.  

4. Silva C.E., Dos Santos H.F., Speziali N.L., Diniz R., De Oliveira L.F.C., Role of the 

Substituent Effect over the Squarate Oxocarbonic Ring: Spectroscopy, CrystalStructure, 

and Density Functional Theory Calculations of 1,2-Dianilinosquairane, J. Phys. Chem. A, 

114, 2010, s.10097-10109.  

5. Cohen S., Lacher J.R., Park J.D., Diketocyclobutenediol, Journal of the American 

Chemical Society, 81, 1959, s. 3480. 

6. West R., Powell D.L., New Aromatic Anions. III. Molecular Orbital Calculations on 

Oxygenated Anions, Organic and Biological Chemistry, 85, 1963, s. 2577-2579.  

7. Widmo UV-Vis związku 3,4-dihydroxy-3-cyclobutene-1,2-dione. Spectra Base, 

https://spectrabase.com/spectrum/7LPchiCHk2D [dostęp online: 28.03.2019]. 

8. Xia G., Wang H., Squaraine dyes: The hierarchical synthesis and its application in optical 

detection, Journal of Photochemistry and Photobiology C: Photochemistry Reviews, 

Volume 31, 2017, s. 84-113. 

9. Matsui M., Fukushima M., Kubota Y., Funabiki K., Shiro M., Solidstate fluorescence of 

squarylium dyes, Tetrahedron 68, 2012, s. 1931-1935. 

10. Lynch D.E., Hamilton D.G., Microreview: Pyrrol-3-yl squaraines (including indol-3-yl 

squaraines), J. Heterocyclic. Chem., 55, 2018, s. 1249-1262. 

11. Moreau Ch., Kirchberger T., Swarbrick J.M., Bartlett S.J., Fliegert R., Yorgan T., Bauche A., 

Harneit A., Guse A.H., Potter B.V. L., Structure-Activity Relationship of Adenosine  

5’-diphosphoribose at the transient Receptor Potential Melastatin 2 (TRPM2) Channel: 

Rational Design of Antagonists, Journal of Medical Chemistry, 56 (24), 2013, s. 10079-

10102. 

12. Beesu M., Periasamy M., Reactive Iron Carbonyl Reagents via Reaction of Metal 

Alkoxides with Fe(CO)5 or Fe2(CO)9: Synthesis of Cyclobutenediones via Double 

Carbonylation of Alkynes, Journal of Organic Chemistry, 76(2), 2011, s. 543-549. 

13. Khopkar S., Deshpande S., Shankarling G., Greener Protocol for the Synthesis of NIR 

Fluorescent Indolenine-Based Symmetrical Squaraine Colorants, ACS Sustainable 

Chemistry & Engineering, 6, 2018, s. 10789-10805. 

14. Sun J., Ye B., Xia G., Wang H., A multi-responsive squaraine-based “turn on” fluorescent 

chemosensor for highly sensitive detection of Al3+, Zn2+ and Cd2+ in aqueous media and its 

biological application, Sensors and Actuators B: Chemical 249, 2017, s. 386-394. 

15. Hu L., Zhang Y., Nie L., Xie Ch., Yan Z., Colorimetric detection of trace Hg2+ with 

near-infrared absorbing squaraine functionalized by dibenzo-18-crown-6 its mechanism, 

Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 104, 2013,  

s. 87-91 

16. Sivaramapanicker S., Kizhumuri P.D., Ayyappanpillai A., A Near-Infrared Squaraine Dye 

as a Latent Ratiometric Fluorophore for the Detection of Aminothiol Content in Blood 

Plasma, Angewandte Chemie, 120, 2008, s. 8001-8005. 

17. Porel M., Ramalingam V., Domaradzki M.E., Young Jr. V.G., Ramamurty V., Muthyala 

R.S., Chloride sensing via suppression of excited state intramolecular proton transfer in 

squaramides, Chemical Communications 16, 2013, s. 7883-7887. 



 

 

Pochodne kwasu kwadratowego, jako potencjalne sondy spektroskopowe 

 

137 

18. My Doctor Online. The Permanente Medical Group Squaric Acid Dibutylester (SADBE), 

Home Immunotherapy of Common Warts, [dostęp online: 28.03.2019]. 

19. Badania pod nadzorem: Alexandra B. Kimball, , Safety and Efficacy of Squaric Acid 

Dibutyl Ester for the Treatment of Herpes Labialis (Squarex), MD Massachusetts General 

Hospital, 2017. 

20. Devi D.G., Cibin T.R., Ramaiah D., Abraham A., Bis(3,5-diiodo-2,4,6- 

trihydroxyphenyl)squaraine: A novel candidate in photodynamic therapy for skin cancer 

models in vivo, Journal of Photochemistry and Photobiology B: Biology 92, 2008, s. 153-

159. 

21. Soumya M.S., Devi D.G., Shafeekh K.M., Das S., Abraham A., Photodynamic therapeutic 

efficacy of symmetrical diiodinated squaraine in in vivo skin cancer models, 

Photodiagnosis and Photodynamic Therapy 18, 2017, s. 302-309. 

22. Opis grupy związków pochodnych indolu, [dostęp online: 28.03.2019 

https://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistry-products.html?TablePage=16273260]. 

23. Nosova E.V., Lipunova G.N., Charushin V.N., Chupakhin O. N., Fluorine-containing 

indoles: Synthesis and biological activity, Journal of Fluorine Chemistry 212, 2018, s. 51-

106 

24. Ciulla M.G., Kumar K., The natural and synthetic indole weaponry against bacteria, 

Tetrahedron Letters 59, 2018, s. 3223-3233. 

25. Heng S., Mak A.M., Stubing D.B., Monro T.M., Abell A.D., Dual sensor for Cd(II) and 

Ca(II) Delective Nanoliter-Scale sensing of Metal Ions, Analytical Chemistry 86, 2014, 

s. 3268-3272. 

26. Rosenson R.S., Hislop C., Mcconnell D., Elliott M., Stasiv Y., Wang N., Waters D.D., 

Effects of 1-H-indole-3-glyoxamide (A-002) on concentration of secretory phospholipase 

A2 (PLASMA study): a phase II double-blind, randomised, placebocontrolled trial, Lancet 

373, 2009, s. 649-658. 

27. Ock K., Jang G., Roh Y., Kim S., Kim J., Kohe K., Optical detection of Cu2+ ion using 

a SQ-dye containing polymeric thin-film on Au surface, Microchemical Journal 70, 2001, 

s. 301-305. 

28. Matsui M., Fukushima M., Kubota Y., Funabiki K., Shiro M., Solidstate fluorescence of 

squarylium dyes, Tetrahedron 68, 2012, s. 1931-1935. 

Pochodne kwasu kwadratowego, jako potencjalne sondy spektroskopowe 

Streszczenie 

Badania spektroskopowe, ze względu na prostotę i dokładność, swoje zastosowanie odnalazły między 

innymi w chemii analitycznej, medycynie, czy biotechnologii. W ostatnich latach opracowano wiele metod 

badawczych z wykorzystaniem absorpcji i emisji światła przez związki chemiczne. Często bada się 

bezpośrednio absorpcję czy fluorescencję analitu. Bywa również tak, że badany związek absorbuje lub 

emituje zbyt małą ilość światła, aby była ona cenna analityczne. Można wówczas zastosować sondę 

spektroskopową, która umożliwi oznaczenie ilościowe lub jakościowe analitu przy zastosowaniu wybranej 

metody. Opracowywanie nowych sond spektroskopowych pozwala zatem na usprawnienie analiz 

i odnalezienie szybkich i tanich metod analitycznych. 

Ze względu na korzystne właściwości optyczne i prosty sposób otrzymywania pochodne kwasu 

kwadratowego w ostatnich latach cieszyły się szerokim zainteresowaniem badaczy. W niniejszej pracy 

prowadzono badania nad możliwością zastosowania barwnika: 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetylo-

indolenino) skwaryliowego, jako potencjalnej sondy spektroskopowej. Opisano poszczególne etapy 

syntezy związku oraz zbadano proces kompleksowania barwnika z serum albuminy jaja kurzego. 

Wyznaczono parametry procesu i wykazano, że zsyntezowany barwnik może być zastosowany, jako 

potencjalna sonda spektroskopowa.  

Słowa kluczowe: sondy spektroskopowe, kwas kwadratowy, 2,3,3-trimetyloindolenina, barwniki 

skwaryliowe 
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Squaric acid derivatives as a potential spectroscopic probes 

Abstract 

Spectroscopic studies, due to their simplicity and accuracy, have found an application in many fields such 

as analytical chemistry, medicine or biotechnology. Many testing methods that uses light absorption and 

emission by chemical compounds have been developed. Absorption or fluorescence of the analyte is being 

directly studied. Sometimes, the compound absorbs or emits too few light to make it valuable analytically. 

Spectroscopic probe could then be used to quantitatively or qualitatively determine the analyte using 

chosen method. The development of new spectroscopic probes allows analyses to be improved and also to 

find fast and cheap analytical methods. 

Lately, due to the great optical properties and the simple method of obtaining, the derivatives of quadratic 

acid become very popular within research. In this paper, research on possible use of dye 1,3-bis  

(N-isopropyl-2,3,3-trimethylindolenino) squaric acid as a potential spectroscopic probe has been 

conducted. The individual stages of the synthesis of the compound were described and the process of 

complexing the dye from the ovalbumin serum was examined. The process parameters were determined, 

and it was shown that the synthesized dye can be used as a potential spectroscopic probe. 

Keywords: spectroscopic probes, squaric acid, 2,3,3-trimethylindolene, squaraine dyes 
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Synteza zabezpieczonego, dwuwalencyjnego iminocukru 

o nowej architekturze rdzenia  

z wykorzystaniem reakcji CuAAC 

1. Wstęp 

Glikomimetyki to obszerna grupa związków chemicznych, które swą budową 

„naśladują” cukry. Podobieństwo do związków naturalnych sprawia, iż glikomimetyki 

mogą oddziaływać z enzymami odpowiedzialnymi za przemiany metaboliczne węglo-

wodanów i ich pochodnych np. glikoprotein czy glikolipidów. Konsekwencją takich 

oddziaływań jest możliwość wpływania na procesy metaboliczne organizmów, co 

powoduje, że glikomimetyki posiadają potencjalne właściwości lecznicze [1,2]. 

Ważną grupą glikomimetyków są iminocukry, będące analogami naturalnych mono-

sacharydów, w których endocykliczny atom tlenu został zastąpiony atomem azotu. 

Iminocukry wykazują powinowactwo do glikozydaz, enzymów klasyfikowanych 

w grupie EC.3.2.1, przy czym w większości jest to działanie hamujące aktywność 

enzymów. Mogą również iminocukry pełnić funkcję białek opiekuńczych, co 

sumarycznie składa się na ich potencjalne działanie przeciwcukrzycowe, 

przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe oraz działanie przeciw chorobom 

neurodegeneracyjnym [3, 4]. Niezwykle atrakcyjne możliwości oddziaływania na 

enzymy oferowane przez iminocukry zostały już wykorzystane w praktyce i dwa 

związki z tej grupy stosuje się obecnie w lecznictwie. Są to miglitol (1) używany 

w leczeniu cukrzycy typu 2 (insulino-niezależnej) oraz miglustat (2) stosowany 

w terapii choroby Gaucher’a i choroby Niemanna-Picka typu C [5]. Obydwa związki 

są pochodnymi 1-deoksynojirimycyny (3), będącej azotowym analogiem D-glukozy 

i stosowanej szeroko jako modelowa struktura wiodąca w badaniach nad iminocukrami 

[6-18]. 

 
Rysunek 1. Struktury miglitolu, miglustatu oraz 1-deoksynojirimycyny. 

Ogromne możliwości terapeutycznego zastosowania iminocukrów do regulacji 

procesów metabolicznych w organizmach są, niestety, niejednokrotnie zaburzone przez 

zbyt małą selektywność testowanych związków. Oddziaływanie z enzymami innymi 
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od docelowego powoduje bowiem występowanie efektów ubocznych, co w wielu 

przypadkach uniemożliwia bezpieczne wprowadzenie danego związku do terapii. 

Dlatego też prowadzone są wciąż badania dążące do otrzymania nowych, bardziej 

selektywnych iminocukrów. Jedną z takich nowych, obiecujących podgrup są multiwa-

lencyjne iminocukry, zawierające więcej niż jedną resztę iminocukru w cząsteczce. 

W wielu przypadkach charakteryzują się one bowiem nieliniowym wzmocnieniem 

działania hamującego wobec enzymów w stosunku do posiadanych reszt iminocukru 

[19-23]. Zjawisko to, określane jako efekt multiwalencyjny, obserwowane także dla 

innych glikomimetyków i glikanów [24-30], wynika z unikalnego oddziaływania 

związków zawierających wiele reszt cukrowych lub imitujących cukry z enzymami 

i prowadzi niejednokrotnie do wzmocnienia efektywności rzędu ponad 10
3
 razy [31-35]. 

Niniejsza praca zawiera opis syntezy i ustalenie struktury w pełni zabezpieczonego, 

dwuwalencyjnego iminocukru o nowej strukturze rdzenia zawierającej pierścień 

aromatyczny. Do celów porównawczych otrzymano również odpowiedni monowa-

lencyjny iminocukier. Jako metodę łączenia rdzenia z resztą iminocukru została 

wybrana reakcja katalizowanej jonami miedzi(I) cykloaddycji azydek-alkin (CuAAC) 

[36, 37]. Charakteryzuje się ona wysoką efektywnością i umożliwia otrzymywanie 

produktów o zdefiniowanej strukturze, dlatego też jest szeroko stosowana w syntezie 

multiwalencyjnych glikanów i glikomimetyków [38-42]. 

2. Synteza iminocukrów 

Kluczowym substratem w syntezie docelowych produktów była N-(6-azydo-

heksylo)-tetra-O-benzylo-1-deoksynojirimycyna (8), którą otrzymano w oparciu 

o donie-sienia literaturowe [22]. Ponieważ próba powtórzenia syntezy według opisanej 

procedury pozwoliła na otrzymanie związku 8 jedynie z 2% wydajnością wobec poda-

nych sumarycznie 16%, konieczna była jej modyfikacja. Zmiana warunków prowa-

dzenia części reakcji, jak również sposobów wydzielania niektórych półproduktów 

pozwoliła na otrzymanie azydku 8 z wydajnością 11% w stosunku do wyjściowego 

substratu 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy (4). 

2.1. Synteza N-(6-azydoheksylo)-tetra-O-benzylo-1-deoksynojirimycyny (8) 

Syntezę amidu 5 prowadzono wg doniesień literaturowych [22]. Osiągnięto wydaj-

ność na poziomie nieomal 70% wobec podawanej 78%. Obserwowano jednak regularnie 

powstawanie produktu ubocznego, zidentyfikowanego jako 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-

glukonolakton (5a), jak również obecność w mieszaninie poreakcyjnej nieprzereago-

wanego substratu 4. Uwzględnienie wydzielenia zregenerowanego substratu dawało 

w przeliczeniu 78,6% wydajności produktu 5. Opisane oczyszczanie amidu 5 za pomocą 

chromatografii kolumnowej okazało się uciążliwe, zwłaszcza w większej skali. Opraco-

wano więc nową metodę oczyszczania za pomocą krystalizacji z eteru dietylowego, 

która w połączeniu z chromatografią była zdecydowanie bardziej efektywna. Charakte-

rystyka spektralna otrzymanego produktu była zgodna z danymi literaturowymi [22]. 
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Rysunek 2. Schemat syntezy związku 8, kluczowego substratu do reakcji CuAAC 

 
Rysunek 3. Struktura produktu ubocznego 5a 
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Oprócz nowego sposobu wydzielania związku 5 istotną poprawę w stosunku do 

danych literaturowych osiągnięto na etapie alkilowania aminy 7 prowadzącym do 

związku 8. Gdy zastosowano jedynie 1,5 równoważnika 1-azydo-6-bromoheksanu 

zamiast podawanych 5 równoważników, a jednocześnie prowadzono reakcję w tubie 

ciśnieniowej przez 7 godzin w temp. 150°C, zamiast 4 dni w temp. 120°C uzyskano 

produkt z wydajnością niemal 75%. Oprócz prawie dwukrotnego wzrostu wydajności 

warto też podkreślić znaczne skrócenie czasu reakcji. 

2.2. Reakcje CuAAC związku 8 

Syntezę zabezpieczonego, dwuwalencyjnego iminocukru oraz monowalencyjnego 

związku modelowego przeprowadzono stosując generowane in situ sole miedzi(I). 

 
Rysunek 4. Synteza związku modelowego 11 i dwuwalencyjnego iminocukru 12 
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3. Struktura iminocukrów 11 i 12 

3.1. Numeracja atomów 

Używana w opisie numeracja została ustalona arbitralnie. Atomy wodoru połączone 

z odpowiednim atomami Cn sa numerowane jako Hn. 

 
Rysunek 5. Numeracja atomów w związku 11 oraz w związku 12 (z wyjątkiem 5’’’ i 6’’’). 

3.2. Ustalenie struktury związków 11 i 12 

Budowę zabezpieczonych iminocukrów 11 i 12 zweryfikowano na podstawie 

analizy widm magnetycznego rezonansu jądrowego. Dane uzyskane z widm 

jednowymiarowych 
1
H i 

13
C NMR, jak również dwuwymiarowych: 

1
H-

1
H COSY,  

1
H-

13
C HSQC oraz 

1
H-

13
C HMBC pozwoliły na jednoznaczne przypisanie sygnałów. 

Pomocny w analizie był fakt, że z wyjątkiem atomów 5’’’ i 6’’’ obecnych jedynie 

w związku 11, pozostała część obydwu cząsteczek jest przystająca, co pozwoliło to na 

łatwiejsze stawianie hipotez. 
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Rysunek 6. Porównanie fragmentów widm 1H NMR związków 11 i 12  

obejmujące zakres przesunięć protonów aromatycznych 

Charakterystycznymi sygnałami, które umożliwiły rozpoczęcie przypisania położeń 

sygnałów rdzenia iminocukru, pierścienia triazolowego oraz łańcucha alkilowego były 

singlety protonów 5’’ oraz 1’’’ znajdujące się odpowiednio przy przesunięciu 7,57ppm 

i 5,24ppm na widmie związku 11 oraz przy przesunięciu 7,55ppm i 5,17ppm na 

widmie związku 6. Dla związku 12 charakterystyczny jest również, pochodzący od 

protonów H4’’’, singlet przy 6,94ppm. Następnie, wykorzystując informacje z widm 

dwuwymiarowych dokonano, krok po kroku, przypisania wszystkich sygnałów 
1
H 

i 
13

C dla tej części związków 11 i 12. 
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Rysunek 3. Reprezentatywny fragment widma COSY związku 11  

obejmujący zakres przesunięć protonów alifatycznych 
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Rysunek 3. Reprezentatywny fragment widma HMBC związku 11  

obejmujący zakres przesunięć protonów alifatycznych 

Przypisanie sygnałów pochodzących od pierścienia piperydyny oraz związanych 

z iminocukrem podstawników było trudniejsze i wymagało jednoczesnej analizy 

wszystkich sygnałów pochodzących od tej części cząsteczek. Dodatkowym utrudnie-

niem było nakładanie się części sygnałów zarówno w widmie 
1
H, jak i 

13
C. 

Szczególnie trudne okazało się ustalenie położenia sygnałów grup benzyloksy 

związanych z atomami C3 i C5. Przyczyną było nakładanie się w widmie 
13

C sygnałów 

pochodzących od ww. atomami C3 i C5 dla związku 11 oraz bardzo niewielka różnica 

w położeniu dla związku 12, tak, iż rozdzielczość widm dwuwymiarowych nie 

pozwalała na ich odróżnienie. 
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Rysunek 3. Porównanie fragmentów widm 13C NMR związków 11 i 12 obejmujących sygnały atomów węgla 

o hybrydyzacji sp3. Widoczne nałożone sygnały atomów węgla C3 i C5 przy78,6ppm dla związku 11 

i odległe od siebie o mniej niż 0,1ppm, analogiczne sygnały dla związku 12.  

Dla definitywnego ustalenia struktury pomocna okazała się wizualizacja geometrii 

związku 11 zoptymalizowanej metodą Teorii Funkcjonału Gęstości (DFT). Pozwoliła 

ona bowiem rozstrzygnąć, iż to protony H17 znajdują się w bezpośrednim sąsiedztwie 

grup benzyloksy oraz benzyloksymetylo znajdujących się odpowiednio w pozycjach 4 

i 2 pierścienia piperydyny. Ponadto, co istotne, są one usytuowane prawie prostopadle 

nad płaszczyznami pierścieni aromatycznych ww. grup w pozycjach 4 i 2. Ponieważ 
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najmniejsza odległość protonów H17 od płaszczyzn ww. pierścieni wynosi odpo-

wiednio 3,211 Å oraz 3,042 Å, protony te znajdują się częściowo w stożkach 

przesłaniania generowanych przez prąd pierścieniowy. Powoduje to przesunięcie 

sygnałów protonów H17 w górę pola, tak, że ich sygnał, w odróżnieniu od reszty 

protonów z grup benzylowych, zamiast w zakresie 7,25-7,36 ppm, pojawia się przy 

przesunięciu 7,17 ppm, jednakowo dla obydwóch iminocukrów 11 i 12. 

 
Rysunek 3. Wizualizacja zoptymalizowanej geometrii związku 11. Strzałki wskazują odległość protonów H17 

od sąsiadujących pierścieni aromatycznych 

4. Część eksperymentalna 

4.1. Materiały i metody 

Analizy TLC wykonywano stosując płytki firmy Merck pokryte żelem krzemion-

kowym Si-60 (0,2 mm) z fotouczulaczem F-254. Do chromatografii kolumnowej uży-

wano żel krzemionkowy Si-60 firmy Merck o grubości ziarna 0,040-0,063 mm. Plamki 

wykrywano za pomocą lampy UV o długości fali 254 nm lub wywoływano roztworem 

nadmanganianu potasu (KMnO4). Acetonitryl suszono nad wodorkiem wapnia, 

a DMSO nad sitami 3Å. Pozostałe dostępne handlowo odczynniki i rozpuszczalniki 

używano bez dodatkowego oczyszczania. Widma NMR zarejestrowano na aparacie 

Varian V NMR S przy częstotliwości 500MHz dla 
1
H oraz 125 MHz dla 

13
C. Do kali-

bracji widm wykorzystano sygnały rozpuszczalnika (CDCl3: δH = 7,26 ppm (resztkowy), 

δC = 77,16 ppm). Wysokorozdzielcze widma masowe (jonizacja electrospray, ESI) 

wykonano na spektrometrze LTQ Orbitrap Velos. Pomiar skręcalności wykonano za 

pomocą polarymetru PolAAr32. 
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4.2. Synteza (2R,3R,4R,5S)-3,4,5-tris(benzyloksy)-2-((benzyloksy)metylo)-1-
(6-(4-(fenoksymetylo)-1H-1,2,3-triazol-1-ylo)heksylo)piperydyny (11) 

W tubie reakcyjnej umieszczono 102,7 mg (0,1583 mmol) (2R,3R,4R,5S)-1-(6-azydo-
heksylo)-3,4,5-tris(benzyloksy)-2-((benzyloksy)metylo)piperydyny (8) rozpuszczonej 
w 320μl CH2Cl2. Dodano 320μl wody oraz 100 μl (0,6332mmol) eteru fenylowo-
propargilowego (9) i całość wymieszano. Dodano 45 μl 0,2M wodnego roztworu 
CuSO4 i 120μl wodnego roztworu askorbinianu sodu. Reakcję prowadzono w tempe-
raturze pokojowej przez 19 godzin, po czym dodano do mieszaniny reakcyjnej 10 ml 
CHCl3 i 2ml nasyconego roztworu NaHCO3, a całość intensywnie wytrząśnięto. Po 
rozdzieleniu faz usunięto fazę organiczną, a wodną ekstrahowano jeszcze czterokrotnie 
po 7 ml CHCl3. Połączone fazy organiczne wysuszono nad Na2SO4, odsączono środek 
suszący i odparowano rozpuszczalniki otrzymując 178,9 mg jasnożółtego, klarownego 
oleju. Surowy związek oczyszczono chromatograficznie stosując gradient rozpuszczal-
ników frakcja heksanowa: octan etylu od 10:1 do 1:10. Uzyskano 101,7mg (0,1302 mmol, 
82,3%) produktu w postaci bezbarwnego oleju, który po umieszczeniu w lodówce 
zestalił się w amorficzne, białe ciało stałe o temperaturze topnienia równej 81-84°C. 

1
H 

NMR (CDCl3, 500 MHz): δH 7.57 (1H, s, H5’’), 7.25-7.36 (20H, m, Ph oprócz H17, 
H4’’’ i H6’’’), 7.17 (2H, d, J=6.6 Hz, H17), 6.97-7.03 (3H, m, H4’’’ i H6’’’), 5.24 
(2H, s, H1’’’), 4.98 (1H, d, J=11.1 Hz, H21), 4.90 (1H, d, J=10.9 Hz, H15), 4.84 (1H, 
d, J= 11.1 Hz, H21), 4.71 i 4.68 (2H, ABq, J=11.6 Hz, H27), 4.44-4.51 (3H, m, H9 
i H15), 4.31 (2H, t, J=7.2 Hz, H6’), 3.67 (2H, s(br), H5 i H7), 3.56-3.61 (2H, m, H3 
i H7), 3.49 (1H, t, J=9.0 Hz, H4), 3.10 (1H, d(br), J=7.1 Hz, H6), 2.69 (1H, s(br), H1’), 
2.56 (1H, s(br), H1’), 2.33 (1H, s(br), H2), 2.21-2.25 (1H, m, H6), 1.87 (2H, p, J=7.3 
Hz, H5’), 1.41 (1H, s(br), H2’) 1.36 (1H, s(br), H2’) 1.26-1.30 (2H, m, H4’) 1.17-1.31 
(2H, m, H3’); 

13
C NMR (CDCl3, 125 MHz): δC 158.3 (C3’’’), 144.3 (C4’’), 139.0 

(C22), 138.6 (C16 i C28), 137.8 (C10), 129.6 (C5’’’), 128,4 (4 x CAr), 127.9 (2 x 
CAr), 127.7 (CAr), 127.6 (CAr), 127.5 (CAr), 122.4 (C5’’), 121.3 (C6’’’), 114.8 
(C4’’’), 87.4 (C4), 78.6 (C3 i C5), 75.4 (C21), 75.2 (C15), 73.4 (C9), 72.8 (C27), 65.7 
(C7), 63.9 (C2), 62.1 (C1’’’), 54.5 (C6), 52.2 (C1’), 50.3 (C6’), 30.3 (C5’), 26.9 (C3’), 

26.4 (C4’), 23.7 (C2’);     
  =–1.6° (c 1.6, CHCl3); HRMS (ESI): obliczono [M+H+]: 

781.43235, znaleziono: 781.43279. 

4.3. Synteza 1,4-bis((1-(6-((2R,3R,4R,5S)-3,4,5-tris(benzyloksy)-2-
((benzyloksy)metylo)piperydyn-1-ylo)heksylo)-1H-1,2,3-triazol-4-
ylo)metoksy)benzenu (12) 

W kolbce umieszczono 180 mg (0,28 mmol) (2R,3R,4R,5S)-1-(6-azydoheksylo)-
3,4,5-tris(benzyloksy)-2-((benzyloksy)metylo)piperydyny (8) dodano 23 mg (0,13 mmol) 
1,4-dipropargiloksybenzenu (10), 2,2mg (0,02 mmol) CuSO4•5H2O, 18,7 mg (0,09 mmol) 
askorbinianu sodu oraz 10ml mieszaniny dimetyloformamid:woda 1:1 (objętościowo). 
Całość mieszano przez 19 godzin w temperaturze pokojowej, a następnie przesączono 
przez warstwę Celitu® i usunięto rozpuszczalniki pod próżnią, a otrzymany olej wysu-
szono w eksykatorze nad P2O5. Surowy produkt oczyszczono, jak związek 5 za pomocą 
chromatografii kolumnowej otrzymując 56,5mg bezbarwnego oleju (0,038 mmol, 
29%). 

1
H NMR (CDCl3, 500 MHz): δH 7.55 (1H, s, H5’’), 7.25-7.34 (18H, m, Ph 

oprócz H17), 7.17 (2H, d, J=6.6 Hz, H17), 6.94 (2H, s, H4’’’), 5.17 (2H, s, H1’’’), 4.96 
(1H, d, J=11.1 Hz, H21), 4.89 (1H, d, J=10.9 Hz, H15), 4.82 (1H, d, J=11.1 Hz, H21), 
4.70 i 4.66 (2H, Abq, J=11.6 Hz, H27), 4.48 i 4.45 (2H, ABq, H9), 4.44 (1H, d,  
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J=10.9 Hz, H15), 4.30 (2H, t, J=7.2 Hz, H6’), 3.67-3,66 (2H, m, H5 i H7), 3.61-3.54 
(2H, m, H3 i H7), 3.47 (1H, t, J=9.0 Hz, H4), 3.08 (1H, dd(br), J=10.9 Hz, J=4.5 Hz, 
H6), 2.68 (1H, s(br), H1’), 2.54 (1H, s(br), H1’), 2.31 (1H, d(br), J=7.1 Hz, H2), 2.21 
(1H, t(br), J=10.4 Hz, H6), 1.86 (2H, p, J=7.3 Hz, H5’), 1.14-1.41 (6H, m, H2’, H3’, 
H4’); 

13
C NMR (CDCl3, 125 MHz): δC 153.0 (C3’’’), 144.5 (C4’’), 139.1 (C22), 138.7 

(C16 i C28), 137.9 (C10), 128,5 (4 x CAr), 128.4 (CAr), 128.0 (2 x CAr), 127.8 (CAr), 
127.7 (CAr), 127.6 (CAr), 122.5 (C5’’), 116.0 (C4’’’), 87.5 (C4), 78.8 (C3 lub C5), 
78.7 (C3 lub C5), 75.4 (C21), 75.4 (C15), 73.5 (C9), 72.9 (C27), 65.8 (C7), 64.0 (C2), 
62.9 (C1’’’), 54.6 (C6), 52.3 (C1’), 50.4 (C6’), 30.4 (C5’), 27.0 (C3’), 26.5 (C4’), 23.8 
(C2’); ’); HRMS (ESI): obliczono [M+H+]: 1483.81047, znaleziono: 1483.80972. 

4.4. Obliczenia metodą DFT dla związku 11 

Optymalizację geometrii w fazie gazowej wykonano przy użyciu oprogramowania 
Gaussian 03 [43]. Obliczenia wykonano na poziomie funkcjonału B3LYP w bazie 6-
31G* [44-46]. Z powodu złożoności cząsteczki przeprowadzono wstępną optyma-
lizację geometrii metodą półempiryczną pm3. W celu potwierdzenia znalezienia mini-
mum wykonano frequency test. Współrzędne kartezjańskie dla zoptymalizowanej 
geometrii zamieszczono poniżej. 

Atom x   y   z 
C  -14.996034563   -1.4053114294   0.152001034 
C  -16.0391899516  -1.4115306803   1.2679709268 
O  -16.2812309322  -2.7691534541   1.623916743 
C  -17.3143433098  -0.7401529605   0.7668352634 
O  -18.252756821   -0.6120548472   1.8366165005 
C  -17.0223395272  0.6385813054   0.1609138439 
O  -18.2241304022  1.1468254021   -0.4174205208 
C  -15.9147369126  0.5713753046   -0.9236899624 
N  -14.719638346   -0.0485964787   -0.3196229865 
C  -15.6606216337  1.9883718495   -1.4477892632 
O  -15.1255687322  1.9396025336   -2.7695595805 
C  -14.9275834507  3.2219609388   -3.3505310168 
C  -18.8749383139  2.1614326484   0.3602878667 
C  -20.2036397173  2.4932121936   -0.2723775677 
C  -21.3981513237  2.2626045711   0.4186099734 
C  -22.6283905721  2.5841859369   -0.1602010248 
C  -22.6745049521  3.1341238259   -1.4411051145 
C  -21.4856520655  3.3618331083   -2.140311247 
C  -20.2591463822  3.0456733068   -1.5592974405 
C  -16.5076198315  -3.0044923573   3.01063039 
C  -16.5994043018  -4.4918224687   3.2633441925 
C  -17.4587845009  -4.9811463864   4.2531983979 
C  -17.5125816972  -6.3467574639   4.5379237979 
C  -16.713792378   -7.2412262254   3.8243360849 
C  -15.8616526627  -6.7612031247   2.8269702821 
C  -15.8018926087  -5.3954633056   2.5506071375 
C  -16.2078723846  3.9029555796   -3.8004884567 
C  -16.3920012779  5.277239853   -3.6158363765 
C  -17.5408893314  5.9133487395   -4.0911310897 
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C  -18.5246543433  5.1755200672   -4.7504930598 
C  -18.354171992   3.7994855489   -4.9296726114 
C  -17.2032480564  3.16796045   -4.458285611 
C  -19.5338119744  -1.1690005361   1.5728296779 
C  -20.4536620835  -0.9439639841   2.7536655769 
C  -20.0101622196  -0.3406329663   3.9349813744 
C  -20.8867751273  -0.1597057216   5.0087626997 
C  -22.2131154655  -0.5789423184   4.9148771495 
C  -22.6631084197  -1.1808309963   3.7362762338 
C  -21.7898923313  -1.3597509339   2.6650958498 
C  -13.4902818248  -0.024980969   -1.131070073 
C  -12.2261850132  0.0600189242   -0.2649397877 
C  -10.941057932   0.0828286676   -1.1027256823 
C  -9.6681222562   0.2007366523   -0.254081234 
C  -8.3862035062   0.2414159831   -1.0954978022 
C  -7.1289967413   0.3729100537   -0.2275052673 
N  -5.9035954924   0.463856272   -1.0164001555 
N  -5.4256022741   1.6757290279   -1.378627677 
N  -4.3632602545   1.4734170307   -2.1108144231 
C  -4.1508739867   0.1311050624   -2.2388723467 
C  -5.1405167932   -0.5277215012   -1.5379134732 
C  -2.9985482246   -0.4171330232   -3.0265905664 
O  -2.2054083735   -1.3600236114   -2.3031639733 
C  -1.3236916647   -0.9069347816   -1.3534858151 
C  -0.5310401665   -1.8992396269   -0.7590099063 
C  0.4081982301   -1.5543747012   0.2070351682 
C  0.570705862   -0.2199709436   0.5936087014 
C  -0.2231082335   0.7597945222   0.0012702719 
C  -1.173999388   0.4310694471   -0.9705058718 
H  -15.3474490845  -2.066428565   -0.6651645286 
H  -14.0741492863  -1.8459972091   0.5406879989 
H  -15.650130906   -0.853088735   2.1315498829 
H  -17.7389899674  -1.3746795408   -0.023033281 
H  -16.673844778   1.3069010047   0.9616504597 
H  -16.3084023689  -0.0220276555   -1.7712224104 
H  -14.9641188941  2.5147451536   -0.7746132688 
H  -16.6115895723  2.5311563321   -1.4604521311 
H  -14.27960112   3.0390433541   -4.216220386 
H  -14.3747090117  3.8790376229   -2.6598788491 
H  -18.231819124   3.0566324072   0.3944106349 
H  -19.0173186908  1.8122240043   1.3888077582 
H  -21.3670274981  1.8281697215   1.4150598521 
H  -23.5477780652  2.4019259944   0.3901149681 
H  -23.6304408118  3.385197409   -1.8936010175 
H  -21.5126455826  3.7914635099   -3.1383685073 
H  -19.3393316779  3.2237239922   -2.1095185056 
H  -17.4228249562  -2.5027668135   3.3479410686 
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H  -15.6721199936  -2.5757219204   3.5921637404 
H  -18.0936115494  -4.2888764419   4.8023254251 
H  -18.1860917886  -6.7114504405   5.3091903324 
H  -16.7589619487  -8.3057099708   4.0391697912 
H  -15.2418685916  -7.4531912634   2.2622254217 
H  -15.1490109721  -5.0200489137   1.7690674278 
H  -15.6298918225  5.8562630033   -3.0979885673 
H  -17.6693939382  6.9818896047   -3.939892718 
H  -19.4195149714  5.6680146525   -5.1216801852 
H  -19.1174787477  3.2180690227   -5.4403837768 
H  -17.0707275635  2.097775985   -4.5901355995 
H  -19.4350581434  -2.2492817439   1.3785645571 
H  -19.9630667999  -0.7126215293   0.6692609617 
H  -18.9788151059  -0.01361789   4.0051129843 
H  -20.5281468343  0.3112581969   5.9206056291 
H  -22.8932586898  -0.4380576769   5.750697821 
H  -23.6955534891  -1.5099945669   3.6515232586 
H  -22.1475855438  -1.8275889411   1.7497752785 
H  -13.4364128294  -0.9143804703   -1.7873528682 
H  -13.5222404093  0.8360232679   -1.79843376 
H  -12.2890208734  0.9672032263   0.3506015727 
H  -12.1829493884  -0.7840520453   0.4371514049 
H  -10.8853873604  -0.8285605302   -1.7158077226 
H  -10.9812694062  0.9230894515   -1.8111463206 
H  -9.7266434927   1.1090911322   0.3628652599 
H  -9.6202149514   -0.643722148   0.4493752763 
H  -8.3110355098   -0.6671571185   -1.7082224052 
H  -8.4177533276   1.089688821   -1.7905892653 
H  -7.1685426309   1.2837065575   0.3756341772 
H  -7.027408347   -0.479572291   0.4524268533 
H  -5.3388554526   -1.5741093844   -1.3625884627 
H  -2.3902313085   0.4172566886   -3.3954600589 
H  -3.3527427538   -0.9846453302   -3.8926201162 
H  -0.6664554091   -2.9290150577   -1.0755826966 
H  1.0190264059   -2.3320295922   0.658538381 
H  1.3048629054   0.0484382075   1.3478267018 
H  -0.1133950089   1.800539905   0.2951964498 
H  -1.7928520321   1.2116425474   -1.397417074 

5. Podsumowanie 

Dokonano syntezy nowego, w pełni zabezpieczonego grupami benzylowymi 
dwuwalencyjnego iminocukru 12 oraz monowalencyjnego związku modelowego 11. 
Stwierdzono, że stosowana w finalnym etapie syntezy, katalizowana jonami miedzi(I) 
cykloaddycja azydek-alkin jest odpowiednią metodą syntezy połączeń iminocukru 8 
z pochodnymi aromatycznymi 9 i 10 zawierającymi grupy propargiloksylowe. 
W każdym przypadku doboru wymagają jednak warunki reakcji, w szczególności 
rodzaj użytego rozpuszczalnika. 
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Za pomocą analizy widm jednowymiarowych 
1
H i 

13
C NMR oraz dwuwy-

miarowych: 
1
H-

1
H COSY, 

1
H-

13
C HSQC i 

1
H-

13
C HMBC, a także wspomagając dane 

spektralne informacjami uzyskanymi z obliczeń wykonanych metodą DFT dokonano 
pełnego potwierdzenia struktury otrzymanych związków. 

Informacje i doświadczenie zdobyte w wyniku przeprowadzenia zaprezentowanych 
badań stanowią nieocenioną bazę do wykonania syntezy analogicznych związków 
posiadających niezabezpieczone grupy hydroksylowe. 
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Synteza zabezpieczonego, dwuwalencyjnego iminocukru o nowej architekturze 
rdzenia z wykorzystaniem reakcji CuAAC 

Streszczenie 
Ponieważ dwa iminocukry miglustat i miglitol są używane jako leki, synteza iminocukrów o nowej 
strukturze jest ważnym zagadnieniem dla poszukiwania związków o potencjalnej aktywności biologicznej. 
Celem pracy było otrzymanie dwuwalencyjnego iminocukru o nowej architekturze rdzenia. Zamierzony 
wynik osiągnięto stosując jako kluczowy etap reakcję katalizowanej jonami miedzi(I) cykloaddycji 
azydek-alkin (CuAAC). Do reakcji użyto fragment iminocukrowy zawierający grupę azydkową oraz 
związki aromatyczne posiadające grupy propargiloksy. Otrzymano zaplanowany dwuwalencyjny 
iminocukier oraz odpowiedni związek monowalencyjny. Strukturę produktów potwierdzono w oparciu 
o analizę widm jądrowego rezonansu magnetycznego (NMR) i modelowanie geometrii metodą teorii 
funkcjonału gęstości (DFT).  
Słowa kluczowe: glikomimetyki, iminocukry, reakcje click, CuAAC, 1-deoksynojirimycyna 

Synthesis of protected, divalent iminosugar with a new core architecture using  
the CuAAC reaction 

Abstract 
Since the two iminosugars miglustat and miglitol serve as medicines, the synthesis of iminosugars with 
a new structure is an important issue for the search for compounds with expected biological activity. The 
aim of this work was to obtain a divalent iminosugar with a new core architecture. The intended result was 
achieved using the copper (I) catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) as a key step. Substrates for 
the CuAAC reactions were an iminosugar fragment containing an azide group and aromatic compounds 
having propargyloxy groups. The planned divalent iminosugar and a corresponding monovalent compound 
were thus obtained. The structure of the products was confirmed on the basis of nuclear magnetic 
resonance spectra (NMR) and geometry modeling using the density functional theory (DFT) method. 
Keywords: glycomimetics, iminosugars, click reactions, CuAAC, 1-deoxynojirimycin 
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Wykorzystanie mikroukładów przepływowych 

do łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) 

1. Wstęp 

Łańcuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) jest 

powszechnie wykorzystywaną metodą amplifikacji DNA. Metoda ta znalazła szerokie 

zastosowanie w badaniach genetycznych, diagnostyce medycznej, biotechnologii oraz 

kryminalistyce. PCR polega na wielokrotnym przeprowadzeniu cyklu reakcyjnego, na 

który składają się trzy etapy: denaturacja, annealing i elongacja. Denaturacja polega na 

rozpleceniu podwójnej nici wyjściowego DNA. Etap ten przebiega w wysokiej 

temperaturze (około 95°C), która umożliwia rozerwanie wiązań wodorowych pomiędzy 

zasadami azotowymi. Kolejnym etapem cyklu jest annealing, czyli hybrydyzacja pary 

starterów do pojedynczych nici DNA. Startery są oligonukleotydami o ściśle okreś-

lonej sekwencji, która jest komplementarna do skrajnych odcinków fragmentu matrycy 

poddawanego amplifikacji. Annealing zachodzi w najniższej temperaturze ze 

wszystkich etapów (około 45-65°C) i jest ona określona dla danej pary starterów. 

Ostatnim etapem cyklu jest elongacja, która polega na enzymatycznej syntezie danego 

genu. W temperaturze około 72°C polimeraza katalizuje reakcję dobudowywania 

kolejnych nukleotydów obecnych w roztworze do starterów przy zachowaniu zasady 

komplementarności. W wyniku tego etapu powstają fragmenty o strukturze dwuni-

ciowego DNA, gdzie jedna nić pochodzi z etapu denaturacji, druga zaś została zsynte-

zowana na etapie annealingu i elongacji. Następnie wszystkie wymienione wcześniej 

etapy zostają powtórzone w kolejnych cyklach. Zakładając stuprocentową wydajność 

PCR, możliwe jest podwojenie danej sekwencji w każdym cyklu reakcji [1]. 

Aparaturą najczęściej wykorzystywaną do przeprowadzenia reakcji PCR jest termo-

cykler. Jego działanie polega na cyklicznym podgrzewaniu i oziębianiu mieszaniny do 

określonej temperatury na ustalony czas. Termocyklery stanowią podstawowe wyposa-

żenie wielu laboratoriów biologicznych. Korzystanie z nich niesie ze sobą pewne ograni-

czenia takie jak długi czas reakcji (zazwyczaj od kilkudziesięciu minut do nawet kilku 

godzin), wysokie zużycie energii oraz spore rozmiary. Rozwiązaniem tych oraz wielu 

innych problemów może być miniaturyzacja urządzeń stosowanych do reakcji PCR. 

Miniaturyzacja jest szybko postępującym procesem zachodzącym w wielu dzie-

dzinach nauki, także w biologii i chemii. Obecnie tworzonych jest wiele urządzeń 

w mikroskali, które są w stanie wykonać jeden lub kilka procesów laboratoryjnych 

i zastąpić powszechnie wykorzystywaną aparaturę oraz zautomatyzować szereg czyn-

ności manualnych wykonywanych podczas danego oznaczenia. Urządzenia tego typu 

charakteryzują się niskim kosztem produkcji, niewielką ilością stosowanych odczyn-
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ników a tym samym i redukcją ilości powstających odpadów. Ponadto są to zazwyczaj 

urządzenia przenośne, dzięki którym czas niezbędny na przeprowadzenie określonego 

badania ulega znacznemu skróceniu w porównaniu z metodami klasycznymi. W kręgu 

zainteresowań naukowców zajmujących się mikrosystemami znalazły się również 

układy do przeprowadzania reakcji PCR. Docelowo byłoby to niezwykle ciekawe 

rozwiązanie ze względu na możliwość integracji takiego urządzenia z elementem 

detekcyjnym, co pozwala na stworzenie przenośnych i zautomatyzowanych urządzeń, 

które mogą w przyszłości zrewolucjonizować diagnostykę medyczną. 

2. Konstrukcja mikroukładów 

Aby możliwe było opracowanie oraz skonstruowanie mikrosystemu do reakcji PCR, 

niezbędna jest wiedza oraz doświadczenie z wielu dziedzin nauki takich jak mikro-

fluidyka, biologia molekularna czy chemia materiałów. Przeniesienie PCR ze skali makro, 

gdzie najczęściej wykorzystywany jest termocykler, do skali mikro, niesie ze sobą szereg 

korzyści, ale także wyzwań zarówno na poziomie inżynierskim, jak i molekularnym. 

Konstrukcja mikrosystemów umożliwia niemal natychmiastową zmianę temperatury 

wprowadzonej mieszaniny, co pozwala na wielokrotne skrócenie czasu reakcji. Ponadto 

mikrosystemy pozwalają na znaczne zmniejszenie ilości używanych reagentów, co 

przekłada się na obniżenie kosztów oraz redukcję ilości powstających odpadów. 

Do konstrukcji mikroukładów wykorzystywany jest szereg materiałów zarówno 

polimerowych, ceramicznych, jak i metalicznych. Do najczęściej stosowanych można 

zaliczyć szkło, poli(dimetylosiloksan) (PDMS), poli(metakrylan metylu) (PMMA), poli-

węglan (PC) oraz cykliczne kopolimery poliolefinowe (COC). Wyjątkową popular-

nością cieszą się mikrosystemy wykonane z PDMS. Wynika to z biokompatybilności, 

stabilności termicznej, inertności oraz transparentności tego materiału. Ponadto warstwę 

polimerową stosunkowo łatwo jest kowalencyjnie powiązać z innymi materiałami jak 

np. szkło, poprzez aktywację powierzchni w plazmie tlenowej. 

Wybór metody tworzenia mikroukładów zależy przede wszystkim od wykorzysty-

wanego materiału. Stosowane są zarówno metody chemiczne, takie jak wytrawianie 

szkła kwasem fluorowodorowym, jak i mechaniczne polegające na mikrofrezowaniu 

(PMM, PC) lub tworzeniu odlewu (PDMS). Na etapie opracowywania i optymalizacji 

pracy mikrosystemu na szczególną uwagę zasługuje metoda odlewu ze względu na 

prostą procedurę, niewielkie koszty procesu oraz stosunkowo dużą dokładność 

odwzorowania zaprojektowanej geometrii w warstwie polimerowej [2]. 

3. Mikrosystemy PCR 

Ze względu na różnice konstrukcyjne mikrosystemy PCR można podzielić na stacjo-

narne oraz przepływowe. Oba te rozwiązania wymagają innego podejścia do geometrii 

układów, ogrzewania układu, kontroli temperaturowej oraz sposobu prowadzania 

mieszaniny reakcyjnej. 

3.1. Stacjonarne mikrosystemy PCR 

Stacjonarny mikrosystem PCR jest najbardziej intuicyjnym sposobem przeniesienia 

reakcji ze skali makro do skali mikro. Mikroukład taki składa się zazwyczaj z jednej 

komory, połączonej z dwoma kanałami służącymi do wprowadzenia i wyprowadzenia 

mieszaniny. Każdy cykl PCR polega na podgrzaniu lub oziębieniu reagentów do trzech 
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różnych temperatur niezbędnych do zajścia reakcji. Po przeprowadzeniu odpowiedniej 

liczby cykli mieszanina jest wyprowadzana z układu, a następnie jej skład jest 

analizowany za pomocą odpowiednio dobranej techniki [3].  

W podejściu stacjonarnym kluczowy jest dobór metody ogrzewania mikrosystemu. 

Najprostszym rozwiązaniem jest zastosowanie zewnętrznej grzałki, która zmienia 

temperaturę całego układu wraz z zawartością komory reakcyjnej. Element grzejny nie 

kontaktuje się bezpośrednio z mieszaniną, co eliminuje możliwość zanieczyszczenia, 

dlatego może być wykorzystany wielokrotnie. Bardziej skomplikowane podejście 

polega na wbudowaniu grzałki do mikroukładu tak, że staje się ona jego integralną 

częścią. Element grzejny może znajdować się w pobliżu komory reakcyjnej lub stanowić 

jej część i bezpośrednio kontaktować się z mieszaniną. Podejście to umożliwia szybsze 

i bardziej wydajne zmiany temperatury. Z drugiej strony zwiększone zostają koszty 

produkcji mikroukładu, który zazwyczaj jest jednorazowego użytku. Szczególnym 

wariantem uzyskania odpowiednich temperatur jest zastosowanie bezkontaktowych 

elementów grzejnych. W tym celu może zostać wykorzystana lampa ze światłem 

podczerwonym, laser lub lampa halogenowa. 

3.2. Przepływowe mikrosystemy PCR 

Mikrosystem przepływowy do przeprowadzenia reakcji PCR jest nieco bardziej 

skomplikowanym wariantem miniaturyzacji urządzenia. W jego konstrukcji nie 

wyróżnia się jednej komory, jak w przypadku mikrosystemu stacjonarnego, tylko długi 

kanał o określonej geometrii, w którym zachodzi reakcja. Cały układ podzielić można 

na trzy oddzielne strefy, które poprzez odpowiednie podgrzewanie lub chłodzenie 

osiągają optymalną temperaturę dla danego etapu w cyklu reakcji PCR. Układ połą-

czony jest z pompą, która powoduje przepływ mieszaniny kolejno poprzez wszystkie 

strefy temperaturowe. Wśród mikrosystemów przepływowych PCR można wyróżnić 

podejście ciągłe i cyrkulacyjne. 

Podejście ciągłe, nazywane często również serpentynowym ze względu na 

specyficzny kształt kanału, polega na zaprojektowaniu takiej geometrii kanałów, która 

odpowiadałaby określonej i niezmiennej liczbie cykli reakcyjnych. Mieszanina 

wprowadzana jest do układu poprzez wężyk, a następnie przepływa przez długi, cienki 

kanał o określonej geometrii. Ze względu na niewielką objętość mieszaniny jej zmiany 

temperaturowe są niemal natychmiastowe. W wyniku przepłynięcia mieszaniny przez 

cały mikroukład dochodzi do przeprowadzenia określonej liczby cykli reakcyjnych, 

ustalonej poprzez zastosowaną geometrię mikrokanałów [4]. 

W przypadku podejścia cyrkulacyjnego lub inaczej układu z zawrotem, mieszanina 

przepływa przez jeden układ wielokrotnie. Tak samo jak w przypadku geometrii 

serpentynowej reakcja również przebiega w jednym kanale, który jest jednak znacznie 

krótszy. Przepłynięcie mieszaniny przez mikroukład odpowiada jednemu cyklowi 

PCR, po czym mieszanina poprzez wężyk wylotowy połączony z wężykiem wlotowym 

powraca do układu. Podejście to pozwala na dobór dowolnej liczby cykli PCR bez 

konieczności zmiany geometrii układu oraz na zmniejszenie rozmiarów systemu 

w porównaniu z wariantem serpentynowym. Wadą takiego podejścia jest konieczność 

zastosowania zaworów, które umożliwiają wprowadzenie, cyrkulację i wyprowadzenie 

mieszaniny z układu bez manualnej interwencji użytkownika systemu [5]. 
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Główną zaletą mikroukładów przepływowych jest rozwiązanie problemu powol-

nych zmian temperaturowych, które są główną przyczyną długiego czasu reakcji PCR. 

Systemy takie mogą też być w łatwy sposób zintegrowane z systemem detekcji. 

4. Przykładowe metody detekcji 

Najbardziej popularną metodą analizy produktów reakcji PCR jest elektroforeza 

[6]. Służy ona do rozdzielenia mieszaniny powielonych fragmentów kwasów nukleino-

wych obecnych w próbce. Po zakończeniu procesu amplifikacji dany produkt nakładany 

jest na żel (np. agarozowy). Następnie, pod wpływem przyłożonego napięcia elektrycz-

nego cząsteczki DNA migrują w fazie rozpraszającej z różną prędkością w zależności 

od ich wielkości oraz ładunku. Następuje rozdzielenie fragmentów kwasów nukleino-

wych ze względu na wielkość/długość ich łańcuchów. Z kolei w celu wizualizacji 

rozdzielonych fragmentów DNA żel wybarwia się np. z wykorzystaniem bromku 

etydyny lub barwnik dodaje się bezpośrednio do żelu. Barwnik taki np. interkaluje 

w dwuniciowe struktury DNA. Wizualizacja wyników jest możliwa przy użyciu światła 

w zakresie nadfioletu. Mimo swojej popularności elektroforeza posiada również pewne 

ograniczenia. Pozwala ona jedynie na detekcję fragmentu DNA ze względu na jego 

długość, ale nie dostarcza informacji o jego sekwencji. Ponadto miniaturyzacja tej 

techniki stwarza wiele problemów, mimo że tego typu urządzenia powstały na bazie 

elektroforezy kapilarnej [7]. 

4.1. Detekcja fluorescencyjna 

Detekcja metodami fluorescencyjnymi jest często stosowana w mikrosystemach 

PCR. Polega ona najczęściej na znakowaniu starterów (czasami też oligonukleotydów 

lub produktów reakcji PCR) cząsteczkami fluorofora. Technika ta wymaga specjalnego 

mikroskopu, zdolnego do pomiaru fluorescencji. Pozwala ona również na obserwację 

reakcji w czasie rzeczywistym. W tym celu mikrosystem musi być wykonany z transpa-

rentnego materiału o niskiej autofluorescencji, jakim jest np. PDMS. Ciekawym przykła-

dem modyfikacji reakcji PCR w połączeniu z detekcją fluorescencyjną jest ilościowa 

reakcja łańcuchowa polimerazy DNA (qPCR). W tej metodzie znakowane startery lub 

oligonukleotydy wykazują różny poziom fluorescencji po połączeniu z badanym 

fragmentem DNA, dzięki czemu można monitorować przebieg reakcji PCR. Pozwala 

ona również na ilościowe oznaczenie wyjściowej ilości cząsteczek DNA, które były 

obecne w matrycy [8]. Mimo wielu niewątpliwych zalet techniki fluorescencyjne 

wymagają drogiej, zaawansowanej aparatury trudnej w miniaturyzacji. 

4.2. Detekcja elektrochemiczna 

Ciekawą metodą detekcji produktu reakcji PCR, która w łatwy sposób może być 

zintegrowana z mikrosystemem, jest wykorzystanie elektrochemicznych biosensorów 

DNA. Czujniki takie składają się z elektrody, na powierzchni której zaimmobilizowane 

zostały oligonukleotydy o specyficznej sekwencji nukleotydowej (tzw. sondy). Sygnał 

analityczny powstaje w wyniku hybrydyzacji oligonukleotydu z komplementarnym 

fragmentem jednoniciowego DNA obecnym w próbce. Krótkie fragmenty unierucho-

mionych pojedynczych nici mogą być znakowane znacznikiem redoks np. ferrocenem 

lub błękitem metylenowym. Z kolei zmiana struktury przestrzennej sond w wyniku 

zajścia procesu rozpoznania molekularnego, prowadzi do zmiany odległości znacznika 
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redoks od powierzchni elektrody. To natomiast przekłada się na zmianę rejestrowanego 

prądu, proporcjonalną do ilości analitu w próbce [9]. Elektrochemiczne biosensory 

DNA posiadają szereg zalet, takich jak możliwość szybkiego oraz selektywnego 

wykrywania określonego genu nawet w próbkach mętnych, łatwość miniaturyzacji 

i niską cenę produkcji, dlatego mogą stanowić ciekawy element detekcyjny zintegro-

wany z mikroukładem do reakcji PCR. 

5. Wykorzystanie prototypów mikrosystemów do przeprowadzenia 

reakcji PCR 

Dwa różne mikrosystemy do reakcji PCR zostały zaprojektowane, a następnie 

wykonane metodą odlewu. W tym celu opracowano dwie geometrie mikrokanałów, 

odpowiadającą mikrosystemowi przepływowemu ciągłemu (serpentynowa) oraz 

mikrosystemowi przepływowemu cyrkulacyjnemu (z zawrotem). Następnie wykonano 

maski niezbędne do wykonania pieczątek metodą fotolitografii. Na szklaną płytkę 

przyklejony został fotorezyst, który następnie wyeksponowano na promieniowanie 

w zakresie nadfioletu poprzez maskę. Nieutwardzone fragmenty emulsji światłoczułej 

zostały odmyte poprzez wielokrotne przepłukiwanie płytki wodą. Tak wykonane pie-

czątki zostały wykorzystane do wykonania mikrosystemów metodą odlewu. Równo-

legle wykonana została także pieczątka odpowiadająca serpentynowej geometrii kanałów 

z PMMA metodą mikrofrezowania. Pieczątki zostały umieszczone w formach, 

a następnie wylano na nie przygotowaną mieszaninę płynnego prepolimeru i czynnika 

sieciującego w stosunku wagowym 10:1. PDMS został poddany sieciowaniu 

w temperaturze 75°C przez 1,5 godziny, po czym oddzielono polimer z odwzorowanymi 

kanałami od pieczątki. Dokładność odwzorowania kanałów została sprawdzona za 

pomocą laserowego mikroskopu konfokalnego (Rysunek 1).  

 
Rysunek 1. Zdjęcia powierzchni warstwy PDMS  

z odwzorowanymi kanałami wykonane laserowym mikroskopem konfokalnym;  

a) Dwuwymiarowy obraz kanałów wykonanych za pomocą pieczątki wytworzonej metodą fotolitografii;  

b) Dwuwymiarowy obraz kanałów wykonanych za pomocą pieczątki wytworzonej metodą mikrofrezowania; 

c) Trójwymiarowy obraz kanałów wykonanych za pomocą pieczątki wytworzonej metodą fotolitografii; 

d) Trójwymiarowy obraz kanałów wykonanych za pomocą pieczątki wytworzonej metodą mikrofrezowania 
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W kolejnym etapie w warstwie PDMS wywiercono otwory na początku i końcu 

kanałów. PDMS został kowalencyjnie powiązany ze szklaną płytką poprzez aktywację 

powierzchni w plazmie tlenowej, a następnie do otworów podłączone zostały wężyki. 

Mikroukłady zostały wypełnione roztworem albuminy surowicy bydlęcej (BSA), aby 

zapobiec osadzaniu się reagentów, w szczególności polimerazy, na ściankach kanałów 

[10]. W tak przygotowanych mikroukładach przeprowadzono reakcje PCR.  

Łańcuchową reakcję polimerazy przeprowadzono z wykorzystaniem mieszaniny, 

której skład oraz odpowiednia temperatura etapu annealingu były uprzednio zoptymali-

zowane przy użyciu termocyklera. Zarówno w przypadku mikroukładu przepływowego 

serpentynowego, jak i cyrkulacyjnego przepływ mieszaniny zapewniony był przez 

pompę perystaltyczną. Dobrane warunki umożliwiły w obu przypadkach zajście 34 

cykli reakcji. Odpowiedni rozkład temperaturowy w mikroukładzie został zapewniony 

z wykorzystaniem sześciu połączonych ze sobą grzałek oraz był monitorowany za 

pomocą kamery termowizyjnej (Rysunek 2) i czujnika rezystorowego. Skład produk-

tów reakcji analizowany był za pomocą elektroforezy w żelu agarozowym. 

Wyniki analizy wykazały, że w wyniku reakcji tworzy się produkt o oczekiwanej 

długości nici DNA. Zaprezentowany układ wymaga jednak dalszych badań optyma-

lizacyjnych, gdyż czasem obserwuje się również niespecyficze fragmenty DNA 

o różnych długościach łańcucha. 

 
Rysunek 2. Zdjęcie z kamery termowizyjnej obrazujące rozkład temperatur pomiędzy poszczególnymi 

strefami temperaturowymi w mikroukładzie [opracowanie własne] 

6. Zastosowanie mikrosystemów PCR 

Odkrycie reakcji PCR w latach osiemdziesiątych XX wieku zrewolucjonizowało 

badania z wykorzystaniem kwasów nukleinowych. Przez ostatnie dziesięciolecia tech-

nika ta została zaimplementowana w wielu dyscyplinach nauki, jednak miejsce prze-

prowadzania samych analiz zawsze ograniczało się wyłącznie do wyspecjalizowanych 

laboratoriów. Dzięki rozwojowi technicznemu i miniaturyzacji możliwe jest opraco-

wanie miniaturowych i przenośnych urządzeń dedykowanych reakcji PCR, co może 
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doprowadzić do wykorzystania tej techniki w dotąd niedostępnych aspektach życia 

codziennego. 

Niezwykle ciekawa jest możliwość wykorzystania mikrosystemów PCR w diagnos-

tyce medycznej. Obecnie wiele patogenów rozpoznawanych jest poprzez badania 

fenotypowe mikroorganizmów. Podejście to jest czasochłonne, wymaga specjalis-

tycznej aparatury oraz doświadczonej kadry. Ponadto badania fenotypowe mogą 

generować błędy, gdyż zazwyczaj nie opierają się na analizie sygnału pochodzącego 

od oddziaływań na poziomie biomolekularnym. Jedną z aplikacji mikrosystemu PCR 

jest wykorzystanie go jako elementu przenośnego urządzenia diagnostycznego. Dzięki 

wielokrotnemu powieleniu wyjściowego materiału genetycznego w mikroukładzie, 

a następnie detekcji danej specyficznej sekwencji przy użyciu np. woltamperomet-

rycznego biosensora DNA możliwe jest znaczne skrócenie czasu analizy, obniżenie 

kosztów oraz wyeliminowanie ograniczeń metod fenotypowych. Dalsze badania nad 

udoskonaleniem mikrosystemów PCR mogą doprowadzić do opracowania rozwiązań, 

które staną się nieodzownym elementem np. spersonalizowanej diagnostyki medycznej. 

7. Podsumowanie 

W ciągu ostatnich lat powstało wiele prac wnoszących nowe rozwiązania 

w aspekcie miniaturyzacji urządzeń do reakcji PCR, jednak podstawowe idee pozostają 

te same. Przeniesienie PCR ze skali makro do mikro niesie ze sobą wiele korzyści, przede 

wszystkim skróceniem czasu reakcji oraz obniżenie kosztów. Przedstawiono prosty 

sposób wykonania mikrosystemów z materiałów powszechnie spotykanych w labora-

toriach. Dalsze badania pozwolą na integracje mikroukładu z elementami detekcyjnymi, 

elementami automatycznego wprowadzania próbki oraz mikropompą perystaltyczną, 

co przełoży się na skonstruowanie w pełni zautomatyzowanego urządzenia diagnos-

tycznego. 
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Wykorzystanie mikroukładów przepływowych do łańcuchowej reakcji 

polimerazy (PCR) 

Streszczenie 

Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR) jest kluczową techniką wykorzystywaną w wielu dziedzinach 

nauki. Coraz częściej do jej przeprowadzenia stosowane są miniaturowe urządzenia, które niosą ze sobą 

szereg korzyści takich jak skrócenie czasu reakcji, zmniejszenie liczby reagentów oraz redukcja kosztów. 

Praca opisuje najpopularniejsze podejścia do konstrukcji mikro PCR, stosowane materiały oraz metody 

wytwarzania. Przedstawiono opis tworzenia mikrosystemów z PDMS oraz szkła metodą odlewu oraz 

fotolitografii. Wskazano najpopularniejsze techniki detekcji produktu reakcji PCR. 

Słowa kluczowe: PCR, mikrosystem, lab-on-a-chip 

The use of microfluidic polymerase chain reaction chip (PCR) 

Abstract 

Polymerase chain reaction (PCR) is a key technique used in many fields of science. Miniature devices are 

nowadays used more often, which bring with them a number of advantage such as shortening the reaction 

time, reducing the number of reagents and reducing costs. The work describes the most popular approaches 

to the construction of micro PCR, the materials used and the methods of production. The description of the 

fabrication of microsystems from PDMS and glass by replica molding and photolithography is included. 

The most popular techniques for the detection of the PCR reaction product are presented. 

Keywords: PCR, microsystems, lab-on-a-chip 
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Wykorzystanie pochodnych s-tetrazyny  

w reakcjach cykloaddycji Dielsa-Aldera 

1. Wstęp 

Pochodne s-tetrazyny to heterocykliczne związki aromatyczne o niezwykłych 

właściwościach. Za sprawą wysokiej zawartości azotu w sześcioczłonowym pierścieniu 

możliwe jest ich wykorzystanie jako materiałów wysokoenergetycznych (HEDM), 

z czym wiążę się potencjalne zastosowanie w takich dziedzinach jak: bezpieczne 

materiały wybuchowe, stałe paliwa rakietowe czy gazy wytłaczające (propelenty) [1-4]. 

Bogactwo pierścienia w azot prowadzi również do zwiększonego powinowactwa 

omawianych układów do celów biologicznych. W związku z tym układy tego typu są 

stale badane pod kątem aktywności biologicznej oraz możliwości projektowania 

nowych skutecznych leków na ich bazie. Z badań wynika, że pochodne s-tetrazyny 

mogą wykazywać właściwości przeciwwirusowe, przeciwgruźlicze, przeciwbólowe, 

antybakteryjne, przeciwgrzybiczne, przeciwzapalne czy antymalaryczne, jak również 

wywierają silne oddziaływanie na komórki: białaczki, raka wątroby, gruczolakoraka 

piersi oraz raka płuc [5-7]. Za sprawą niskoenergetycznych przejść elektronowych 

n→π są także obiecującymi kandydatami do zastosowania w optoelektronice, 

przy wytwarzaniu organicznych diod elektroluminescencyjnych (OLED) oraz orga-

nicznych tranzystorów polowych (OFET). Ponadto mogą być wykorzystane jako 

warstwa ochronna w perowskitowych ogniwach słonecznych w celu poprawy ich 

stabilności [8-10].  

Omawiane układy mogą również stanowić punkt wyjścia do dalszych syntez. 

Przede wszystkim są znakomitymi substratami do reakcji Dielsa-Aldera z odwró-

conym zapotrzebowaniem elektronowym. Jako cykliczne dieny reagują z szeroką 

gamą dienofili, dzięki czemu stanowią użyteczne narzędzie do otrzymywania nowych 

produktów, ale również do zastosowań w chemii bioortogonalnej. Ich szybkie, 

selektywne, biokompatybilne i bezkatalityczne reakcje cykloaddycji [4+2], w połączeniu 

z właściwościami fluorescencyjnymi, umożliwiają znakowanie i monitorowanie białek 

czy obrazowanie komórek nowotworowych [11]. Niniejsza praca stanowi przegląd 

najnowszych doniesień literaturowych na temat roli pochodnych s-tetrazyny w reakcji 

cykloaddycji Dielsa-Aldera. 

2. Reakcje Dielsa-Aldera w chemii bioortogonalnej 

Cykloaddycja Dielsa-Aldera z odwróconym zapotrzebowaniem elektronowym została 

odkryta w 1959 roku przez Carboniego i Lindsey’a. Przeprowadzili oni reakcję styrenu 

z fluorowaną pochodną s-tetrazyny, która okazała się być silnie egzotermiczna 

i gwałtowna nawet w temperaturze pokojowej (Schemat 1). Ten rodzaj przemiany był 
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jednak wykorzystywany sporadycznie do czasu, kiedy w 2008 roku Fox wraz ze 

współpracownikami odkryli, że reakcja s-tetrazyny z szeregiem alkenów o napiętej 

strukturze wykazuje cechy poszukiwane w chemii bioortogonalnej [12]. 

 
Schemat 1. Pierwszy przykład reakcji cykloaddycji Dielsa-Aldera z odwróconym zapotrzebowaniem 

elektronowym [opracowanie własne na podstawie 12] 

Dziedzina ta opiera się na reakcjach organicznych, dzięki którym możliwe jest 

znakowanie i monitorowanie cząsteczek obecnych w organizmie. Reakcje muszą zatem 

przebiegać w ściśle określonych warunkach, obejmujących fizjologiczne pH, tempe-

raturę w zakresie 30-37°C oraz środowisko wodne. Powinny też zachodzić bez 

konieczności stosowania katalizatora i bez ingerencji w naturalne procesy zachodzące 

wewnątrz organizmu. Ponadto niezwykle istotna jest ich wysoka selektywność. Two-

rzące się produkty uboczne nie mogą być toksyczne i jednocześnie powinny wykazywać 

fluorescencję, która umożliwi ich obserwację [13]. Prawdziwym przełomem w tej 

dziedzinie okazało się wykorzystanie reakcji Dielsa-Aldera z odwróconym zapotrzebo-

waniem elektronowym z użyciem pochodnych s-tetrazyny. Jej główne zalety to duża 

szybkość, możliwość stosowania niskich stężeń, brak konieczności stosowania 

metalicznego katalizatora, wysoka wydajność znakowania czy selektywność. Dzięki 

temu metoda ta stanowi niezastąpione narzędzie do badania funkcji komórkowych oraz 

procesów zachodzących w organizmie [14]. 

Typowa reakcja Dielsa-Aldera opiera się na wykorzystaniu bogatego w elektrony 

dienu oraz dienofila posiadającego deficyt elektronowy. W przypadku przemiany 

z odwróconym zapotrzebowaniem elektronowym to dien powinien charakteryzować 

się deficytem, a dienofil nadmiarem elektronowym. Z uwagi na obecność azotu, 

pierścień s-tetrazynowy wyróżnia się obniżoną gęstością elektronową w obrębie 

atomów węgla, dzięki czemu z powodzeniem może pełnić funkcję dienu. Obecność 

dodatkowych ugrupowań o charakterze elektronoakceptorowym prowadzi do wzrostu 

szybkości reakcji. W tym przypadku wśród szerokiej gamy dienofili w postaci alkenów 

i alkinów, najlepiej sprawdzają się związki podstawione grupami elektronodono-

rowymi. Konsekwencją przemiany jest utworzenie produktu, który następnie ulega 

reakcji retro-Dielsa-Aldera z wydzieleniem cząsteczki azotu oraz utworzeniem pochod-

nej dihydropirydazyny, która może następnie zostać utleniona do odpowiedniej 

pochodnej pirydazyny (Schemat 2) [11].  
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Schemat 2. Ogólny schemat reakcji Dielsa-Aldera dla pochodnych s-tetrazyny 

[opracowanie własne na podstawie 11] 

2.1. Konstrukcja dienu 

Jak już wspomniano, podstawową cechą dienu w reakcji Dielsa-Aldera z odwró-

conym zapotrzebowaniem elektronowym jest deficyt elektronowy. Potwierdzają to 

badania, z których jednoznacznie wynika, że układy zawierające ugrupowania o charak-

terze elektronodonorowym cechują się najniższą reaktywnością. Podstawniki elektro-

noakceptorowe prowadzą natomiast do zmniejszenia energii orbitalu LUMO, a co za 

tym idzie również do zmniejszenia przerwy energetycznej pomiędzy tym orbitalem 

a orbitalem HOMO alkenu, czego konsekwencją jest wzrost reaktywności układu [14].  

Niezwykle ważnym elementem chemii bioortogonalnej są również właściwości 

fluorescencyjne. W związku z tym konieczne jest zaprojektowanie takich reagentów, 

które posiadają grupy zdolne do wygaszania fluorescencji substratu, a po reakcji 

ulegają przekształceniu, które umożliwia jej przywrócenie. Pierścień s-tetrazyny jest 

chromoforem pochłaniającym światło o długości fali 500-530 nm, w związku z czym 

może pełnić funkcję wygaszacza odpowiednich fluoroforów. Ponadto, w zależności od 

podstawnika, jej pochodne mogą również same wykazywać fluorescencję. Ich wyko-

rzystanie w chemii bioortogonalnej opiera się na zaprojektowaniu pochodnych, 

w których fluorescencja odpowiednich układów jest wygaszana przez pierścień s-tetrazy-

nowy, a następnie przywracana po jego przekształceniu do pochodnej pirydazyny [11].  

2.2. Dobór dienofili 

W przypadku dienofili bardzo istotnym parametrem jest energia orbitalu HOMO. 

Aby zapewnić możliwie wysoką reaktywność w reakcjach Dielsa-Aldera, wartość ta 

powinna być jak największa. Z tego powodu dla wspomnianej przemiany alkeny są 

znacznie lepszymi substratami niż alkiny. Wśród nich szczególnie przydatne są 

naprężone cykloalkeny, ponieważ w ich przypadku energia potrzebna do utworzenia 

stanu przejściowego jest zdecydowanie niższa, co jest związane z ich szczególną 

geometrią [14]. 

Wśród przebadanych jak dotąd reakcji bioortogonalnych największą szybkością 

wyróżnia się cykloaddycja z udziałem trans-cyklooktenu oraz 3,6-di(pirydyn-2-ylo)-s-

tetrazyny. Taka kinetyka jest szczególnie cenna, głównie w przypadku niskiego 

stężenia substratu. Wspomniany dienofil może jednak ulegać izomeryzacji trans-cis 

w obecności białek zawierających miedź czy grupę tiolową. W związku z tym 
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ograniczeniem podjęto również badania nad wykorzystaniem alternatywnych cyklo-

alkenów. Jednym z nich był cyklopropen, który wykazuje wyższą stabilność. Niestety 

jego reakcja z pochodną s-tetrazyny zachodzi ze znacznie mniejszą i niewystarczającą 

szybkością. Ciekawym rozwiązaniem okazał się natomiast spiroheksen, który wykazuje 

około 28-krotnie wyższą reaktywność niż cyklopropen i jedynie 5-krotnie niższą niż 

trans-cyklookten w przypadku połączenia tych cykloalkenów z lizyną. W związku 

z izomeryzacją trans-cyklooktenu, w niektórych warunkach to spiroheksen pozwolił na 

uzyskanie lepszych wyników [15].  

Intensywnie badaną grupą dienofili są również pochodne norbornenu. Związki te 

charakteryzują się dużą stabilnością, a ponadto łatwo można je zsyntezować. Zaletą 

jest też zadowalająca szybkość reakcji i selektywność. Z badań wynika, że nienaturalne 

aminokwasy zawierające reszty norbornenowe umożliwiają specyficzne miejscowe 

znakowanie białek. Takie podejście może jednak spowodować niepożądane przer-

wanie translacji, czego konsekwencją jest powstanie krótszych białek. Jednak odpo-

wiednio zaprojektowane pochodne znakomicie sprawdzają się w znakowaniu wybranych 

protein, zarówno in vitro, jak również in vivo [16]. 

2.3. Zastosowanie chemii bioortogonalnej w diagnostyce  

Jednym z pierwszych przykładów wykorzystania s-tetrazyny w chemii bioorto-

gonalnej była reakcja z przeciwciałem cetuksymabem, zmodyfikowanym poprzez 

wprowadzenie trans-cyklooktenu. Znacznik oparty na pochodnej s-tetrazyny gromadził 

się w tych samych obszarach co wspomniane przeciwciało w ciągu 60 minut. Technika 

okazała się niezwykle czuła i umożliwia kowalencyjne znakowanie żywych komórek 

nowotworowych. Przy odpowiednio dobranych warunkach może pozwolić nie tylko 

wewnątrzkomórkowe znakowanie, ale również śledzenie znakowanych małocząstecz-

kowych leków, białek sygnałowych czy innych składników w żywych komórkach [17]. 

Również z dalszych badań wynika, że reakcje cykloaddycji Dielsa-Aldera mogą 

stać się przydatnym narzędziem w diagnostyce medycznej, a konkretnie w obrazo-

waniu radioaktywnym komórek nowotworowych. Kolejna metoda także opiera się na 

odpowiednim zmodyfikowaniu przeciwciał, poprzez przyłączenie do nich fragmentu 

zawierającego trans-cyklookten w roli dienofila. Ponadto wymaga syntezy pochodnej 

s-tetrazyny znakowanej izotopem 
64

Cu lub 
89

Zr w roli dienu. Następnie przeciwciała są 

wprowadzane do organizmu, gdzie dochodzi do ich akumulacji w guzie. Niezwykle 

istotne jest w tym przypadku zapewnienie odpowiedniej ilości czasu na wspomnianą 

akumulację przed podaniem pochodnej s-tetrazyny. Takie rozwiązanie prowadzi do 

zajścia reakcji Dielsa-Aldera z odwróconym zapotrzebowaniem elektronowym w miejscu 

lokalizacji komórek nowotworowych, dzięki czemu możliwe jest ich wykrywanie za 

pomocą pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Z badań przeprowadzonych na 

myszach wynika, że takie podejście zapewnia szybką akumulację i zatrzymanie radio-

aktywności w obrębie guza, przy jednocześnie niskiej ilości związku wychwytywanego 

przez pozostałe tkanki. Aby było to możliwe konieczne jest jednak zastosowanie 

odpowiednio dobranej dawki. Metoda wymaga jeszcze dalszych badań i modyfikacji, 

ponieważ prowadzi do długotrwałego utrzymywania wysokiego poziomu radioaktyn-

ności. Mimo dużego powinowactwa wprowadzonych przeciwciał do guza, radio-



 

 

Wykorzystanie pochodnych s-tetrazyny w reakcjach cykloaddycji Dielsa-Aldera 

 

169 

aktywność dotyczy również w pewnym stopniu zdrowych narządów, co w dalszych 

badaniach należałoby wyeliminować lub ograniczyć [18]. 

Innym przykładem zastosowania radioznakowanych pochodnych mogą być układy 

skonstruowane przez Rossina i współpracowników. Jako antygen wybrany został 

TAG72, między innymi z uwagi na nadekspresję w szerokim zakresie guzów. Jego 

modyfikacja polegała na przyłączeniu trans-cyklooktenu do reszty lizyny. Pochodna s-

tetrazyny została natomiast wzbogacona o fragment zawierający kwas 1,4,7,10-

tetraazacyklododeka-1,4,7,10-tetraoctowy (DOTA), którego zadaniem jest komplekso-

wanie radionuklidu 
111

In (Schemat 3). Tak zaprojektowane układy reagują ze sobą 

gwałtownie i specyficznie również w przypadku testów in vivo przeprowadzonych na 

zwierzętach (Rysunek 1) [19].  

 
Schemat 3. Pochodne wykorzystane przez Rossina i współpracowników 

[opracowanie własne na podstawie 19] 

 
Rysunek 1. Zastosowanie radioznakowanych pochodnych w diagnostyce [19] 
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Dalsze badania dowiodły, że znacznik zawierający trans-cyklookten może być 

dezaktywowany w wyniku oddziaływania z białkami zawierającymi miedź. Obecność 

tego metalu może powiem prowadzić do izomeryzacji, której produktem jest niereak-

tywny cis-cyklookten. Problem ten udało się rozwiązać dzięki skróceniu łącznika, co 

zapewniło odpowiednią zawadę steryczną, która uniemożliwia izomeryzację. Ponadto 

odpowiednia modyfikacja wspomnianego łącznika pomiędzy trans-cyklooktenem 

a przeciwciałem doprowadziła do 10-krotnego zwiększenia reaktywności tego układu. 

Badania rozszerzono również o zastosowanie izotopu 
177

Lu [20]. Dodatkowo przetes-

towano możliwość akumulacji znakowanej radioaktywnie s-tetrazyny w organizmie 

myszy. Okazuje się, że nie jest ona zatrzymywana w tkankach, które nie są znakowane 

trans-cyklooktenem, z wyjątkiem nerek i pęcherza, co jest związane z wydalaniem 

wprowadzonego układu z organizmu. Szybka i selektywna reakcja sondy tetrazynowej 

z guzami ma również duży potencjał w dostarczeniu terapeutycznej dawki radio-

nuklidów, przy zapewnieniu ich akumulacjiw obrębie guza i jednocześnie zminimali-

zowaniu obciążenia promieniowaniem zdrowych tkanek [21]. 

Reakcje bioortogonalne pomiędzy s-tetrazyną a trans-cyklooktenem to również 

doskonała metoda do budowania sond do obrazowania metodą PET, które wykorzystują 

izotop 
18

F. Radionuklid ten jest wykorzystywany zdecydowanie najczęściej z uwagi na 

wysoką wydajność pozytonową, wysoką radioaktywność właściwą oraz atrakcyjny 

pod względem zastosowań klinicznych okres półtrwania. Pozwala to zminimalizować 

toksyczne efekty oraz ekspozycję na promieniowanie, co jest niezwykle istotne 

w trosce o dobro pacjenta. Jednak krótki okres półtrwania izotopu 
18

F, jego niewielka 

nukleofilowość i niskie stężenia, które są nierozerwalnie związane zarówno z biologią, 

jak i z radiochemią, utrudniają włączenie tego radionuklidu do złożonych biomolekuł. 

Omawiane sondy umożliwiają obrazowanie raka czy monitorowanie cukrzycy, a także 

zostały przebadane pod kątem możliwości wykonania obrazowania mózgu z zasto-

sowaniem PET [22]. 

Najczęściej, aby przeprowadzić reakcję bioortogonalną należy rozpocząć od wprowa-

dzenia pochodnej alkenu, pełniącej funkcję dienofila, do celu biologicznego. Kolejny 

etap obejmuje wprowadzenie pochodnej dienu, konsekwencją czego jest cykloaddycja 

Dielsa-Aldera. Istnieje jednak możliwość odwrócenia tej kolejności. Przykładem są 

białka zawierające odpowiednio zlokalizowane ugrupowania tiolowe, które mogą 

wiązać się z 3,6-dichloro-s-tetrazyną. Tak przygotowany układ reaguje następnie 

z wprowadzonym dienofilem, dając produkt wykazujący fluorescencję. Podejście 

obejmujące wprowadzenie 3,6-dichloro-s-tetrazyny jest szczególnie cenne z uwagi na 

możliwość tzw. zszywania peptydów. Zabieg ten zapewnia większą stabilność 

i ułatwia wprowadzenie cząstki do miejsca docelowego, w którym następuje usunięcie 

łącznika i rekonstrukcja struktury natywnej (Rysunek 2) [23].  
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Rysunek 2. Podejście umożliwiające „zszywanie” białek [23] 

Reakcje bioortogonalne są użyteczne nie tylko w diagnostyce, ale również w przy-

padku modyfikacji aktywności białek. Takie działanie opiera się na wykorzystaniu 

małych cząsteczek, które po wprowadzeniu do organizmu mają za zadanie doprowa-

dzić do wzmocnienia lub dezaktywacji danej funkcji białka. Zastosowanie reakcji 

Dielsa-Aldera umożliwia osiągnięcie tego celu w zaledwie kilka minut. Mechanizm 

działania opiera się na fakcie, że tworzący się w wyniku cykloaddycji produkt pośredni 

w postaci dihydropirydazyny może zostać przekształcony w pirydazynę poprzez 

eliminację grupy opuszczającej, takiej jak alkohol czy amina w pozycji winylowej lub 

allilowej. Ta sama strategia jest również wykorzystywana do uwalniania proleków. 

W przypadku modyfikowania aktywności białek należy wprowadzić tzw. klatkę 

w postaci odpowiedniej pochodnej trans-cyklooktenu, która w wyniku przyłączenia do 

grupy aminowej w łańcuchu bocznym aminokwasu tworzącego białko, prowadzi do 

jego dezaktywacji. Wygaszoną funkcję można przywrócić poprzez reakcję Dielsa-

Aldera z odpowiednią pochodną s-tetrazyny, wynikiem której jest uwolnienie wolnej 

grupy aminowej i usunięcie „klatki” (Schemat 4) [24].  

 
Schemat 4. Modyfikacja aktywności białek [24] 
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3. Reakcje Dielsa-Aldera w syntezie związków organicznych 

Poza ogromnym potencjałem aplikacyjnym w obszarze chemii bioortogonalnej, 
reakcje cykloaddycji Dielsa-Aldera z udziałem pochodnych s-tetrazyny odgrywają 
również bardzo istotną rolę w syntezie różnorodnych związków organicznych. Dosko-
nałym przykładem może być otrzymywanie układów opartych na antrachinonie. Związki 
z tej grupy to występujące w naturze cząsteczki aktywne biologicznie. Wykazują między 
innymi działanie przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwgrzybiczne, przeciw-
bakteryjne czy przeciwwirusowe. Ponadto mogą być stosowane w optoelektronice oraz 
w chemii barwników. Wśród nich szczególnie interesujące są analogi zawierające 
atomy azotu w jednym z pierścieni. Ich synteza jest jednak dosyć trudna, dlatego 
możliwość jej przeprowadzenia w oparciu o reakcję Dielsa-Aldera okazała się bardzo 
cennym odkryciem. Zastosowanie s-tetrazyny jako źródła azotu umożliwia uzyskanie 
wielu docelowych układów w łagodnych warunkach (Schemat 5). Ponadto otrzymane 
produkty mogą być następnie poddane kolejnej cykloaddycji, w charakterze dienu, 
czego konsekwencją jest konstrukcja bardziej rozbudowanych układów [25].  

 
Schemat 5. Synteza pochodnych antrachinonu 

[Opracowanie własna na podstawie 25] 

Inną grupą związków, możliwych do otrzymania na drodze reakcji Dielsa-Aldera są 
pochodne epibatydyny. Związek ten zaliczany jest do nieopioidowych środków 
przeciwbólowych o właściwościach znacznie silniejszych od morfiny i jednocześnie 
niepowodujących uzależnienia. Ponadto wykazuje strukturalne podobieństwo do 
nikotyny, co czyni z niej agonistę tych samych receptorów. Jednak z uwagi na silną 
toksyczność tego związku, konieczna jest synteza odpowiednich pochodnych. Jest ona 
możliwa dzięki zastosowaniu układów opartych na s-tetrazynie w reakcji z bogatym 
w elektrony eterem enolowym [26].  

Niezwykle interesującą możliwością wykorzystania pochodnych s-tetrazyny jest 
również tworzenie otworów w sferze fulerenów w celu wprowadzenia do ich wnętrza 
np. metali. Pierwszym etapem jest utworzenie odpowiednich 1,4-dipodstawionych 
pochodnych 1,4-epoksynaftalenu, które następnie ulegają cykloaddycji Dielsa-Aldera 
z odwróconym zapotrzebowaniem elektronowym z wybranymi pochodnymi s-tetrazyny. 
Dalej dochodzi do wydzielenia cząsteczki azotu z utworzonego adduktu w wyniku 
retro cykloaddycji, konsekwencją czego jest powstanie reaktywnych układów opartych 
na izobenzofuranie. Ostatni etap to również cykloaddycja [4+2], której wynikiem jest 
przyłączenie wspomnianych adduktów do fulerenu i utworzenie otworu, umożli-
wiającego wprowadzanie wybranych metali do jego wnętrza (Schemat 6) [27].  
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Schemat 6. Tworzenie otworów w sferze fulerenów [Opracowanie własne na podstawie [27]] 

Podobne podejście można także zastosować przy wykorzystaniu prekursorów 

bis(izobenzofuranu), co prowadzi do utworzenia szerszych otworów w wyniku kontro-

lowanego zrywania wiązań węgiel-węgiel poprzez podwójną reakcję cykloaddycji. 

Otrzymane po przyłączeniu do fulerenu addukty wykazują również wyższą stabilność 

w roztworze niż w przypadku adduktów mono(izobenzofuranu) [28].  

Inne cenne układy, w których syntezie znakomicie sprawdzają się pochodne  

s-tetrazyny, to sztywne cząsteczki rozszczepiające w kształcie litery U. Mogą one 

pełnić funkcję gospodarza dla cząsteczek o charakterze aromatycznym w wytwarzaniu 

uniwersalnego złącza molekularnego. Szczególnie problematyczna jest w tym przypadku 

konstrukcja wnęk opartych na eterach koronowych. Próby ich syntezy prowadzą do 

utworzenia mieszaniny produktów, również niesymetrycznych. Problem ten udało się 

rozwiązać dzięki zastosowaniu technologii wykorzystującej cykloaddycję z pochodnymi 

s-tetrazyny (Schemat 7) [29]. 
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Schemat 7. Synteza cząsteczek rozszczepiających w kształcie litery U [29] 

4. Podsumowanie  

Pochodne s-tetrazyny znajdują szeroką gamę potencjalnych zastosowań. Znane są 

przykłady ich wykorzystania w roli materiałów wysokoenergetycznych, co jest ściśle 

powiązane z dużą zawartością azotu w sześcioczłonowym pierścieniu. Ponadto wiele 

tego typu układów wykazuje aktywność biologiczną czy zadowalające właściwości 

luminescencyjne. Ogromnym i zarazem stosunkowo nowym obszarem, w którym 

omawiane związki odgrywają niezwykle istotną rolę jest chemia bioortogonalna. 

Dziedzina ta jest ściśle powiązana z diagnostyką medyczną i umożliwia obrazowanie 

komórek nowotworowych czy białek bez ingerencji w ich naturalne funkcje. Wyko-

rzystanie s-tetrazyny jest możliwe z uwagi na jej elektronodeficytowy charakter oraz 

strukturę dienu. Za sprawą tych cech s-tetrazyna z łatwością ulega reakcji Dielsa-

Aldera z odwróconym zapotrzebowaniem elektronowym. Selektywnie przyłącza się do 

celów biologicznych wzbogaconych o naprężone cykloalkeny, a utworzone w ten 

sposób produkty wykazują fluorescencję, co umożliwia ich obserwację. Reakcje 

cykloaddycji [4+2] to jednak nie tylko ogromny potencjał diagnostyczny, ale również 

syntetyczny. Tego typu przemiany umożliwiają uzyskanie stabilnych produktów 

o cennych właściwościach w szybki sposób. Dobrze znane są również metody obejmu-

jące utworzenie wysoce reaktywnych układów, które natychmiast po utworzeniu 

poddawane są dalszym przemianom. Tak duża różnorodność potencjalnych zastosowań 

cykloaddycji Dielsa-Aldera z udziałem pochodnych s-tetrazyny, jak i samych tytuło-

wych układów stanowi niepodważalny dowód na niegasnące zainteresowanie naukow-

ców tym obszarem chemii, a także uwydatnia ogromną potrzebę dalszych badań nad 

syntezą oraz właściwościami pochodnych tego niezwykłego pierścienia.  
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Wykorzystanie pochodnych s-tetrazyny w reakcjach cykloaddycji Dielsa-Aldera 

Streszczenie  

Pochodne s-tetrazyny to niezwykle interesujące układy o ogromnym potencjale aplikacyjnym. Wysoka 

zawartość azotu w pierścieniu sprawia, że są chętnie wykorzystywane jako materiały wysokoenergetyczne. 

Wiele z nich zostało również przebadanych pod kątem zastosowań w medycynie czy optoelektronice. 

Dzięki charakterystycznej budowie są również znakomitymi substratami w reakcjach Dielsa-Aldera 

z odwróconym zapotrzebowaniem elektronowym. Przemiany te mogą prowadzić do otrzymania wielu 

cennych związków o unikalnych właściwościach. Ponadto są podstawą do wykorzystania tytułowych 

związków w chemii bioortogonalnej, która stanowi bardzo obiecujące narzędzie diagnostyczne. Umożliwia 

monitorowanie i wykrywanie różnorodnych celów biologicznych bez ingerencji w naturalne procesy 

zachodzące w organizmie. Praca ma charakter przeglądu literaturowego najnowszych doniesień na temat 

wykorzystania pochodnych s-tetrazyny w reakcjach Dielsa-Aldera i ukazuje ogromne znaczenie tego 

zagadnienia we współczesnej nauce.  

Słowa kluczowe: s-tetrazyna, reakcja Dielsa-Aldera, chemia bioortogonalna 

The use of s-tetrazine derivatives in Diels-Alder cycloaddition reactions 

Abstract  

Derivatives of s-tetrazine are extremely interesting arrangements with a huge application potential. The 

high nitrogen content in the ring makes them eagerly useful high-energy materials. Many of them have also 

been tested for applications in medicine or optoelectronics. Due to their characteristic structure, they are 

also excellent substrates in inverse electron-demand Diels-Alder reactions. These transformations can lead 

to many valuable compounds exhibiting unique properties. In addition, they are the basis for the use of the 

title compounds in bioorthogonal chemistry, which is a very promising diagnostic tool. It allows 

monitoring and detecting various biological targets without interfering in the natural processes taking place 

in the organism. The work presented here is a literature review of the latest reports on the use of s-tetrazine 

derivatives in Diels-Alder reactions and shows the great importance of this issue in modern science. 

Keywords: s-tetrazine, Diels-Alder reaction, bioorthogonal chemistry 
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Wpływ anionowych związków wielkocząsteczkowych 

na agregację minerałów ilastych 

1. Wprowadzenie 

Minerały ilaste to materiały wtórne powstające w procesie wietrzenia skał, wystę-

pujące w dużych ilościach w skałach osadowych oraz tworzące frakcję ilastą gleby. 

Charakteryzują się one budową warstwową, tj. zbudowane są z równoległych 

względem siebie warstw krzemowo-tlenowych (tetraedry) oraz metalo-tleno-wodoro-

tlenowych (oktaedry). Warstwy te tworzą tzw. pakiety stanowiące większe jednostki 

budulcowe minerałów. W strukturze minerałów ilastych wyróżnia się pakiety dwu- 

i trójwarstwowe. W pierwszym przypadku na jedną warstwę tetraedryczną przypada 

jedna warstwa oktaedryczna, natomiast w drugim – jedna warstwa oktaedryczna 

znajduje się pomiędzy dwoma warstwami tetraedrycznymi. Minerały ilaste razem 

z substancjami humusowymi decydują o właściwościach chemicznych i fizycznych 

gleb, m.in. o zdolnościach sorpcyjnych [1, 2]. 

Kaolinit to powszechnie występujący minerał ilasty o wzorze Al2O3ꞏ2SiO2ꞏ2H2O, 

należący do glinokrzemianów. Zbudowany jest on z pakietów dwuwarstwowych, 

a wielkość jego cząstek mieści się w zakresie 0,1 – 5 µm. Minerał ten charakteryzuje 

się małą plastycznością i zdolnością pęcznienia. Pojemność sorpcyjna kaolinitu jest 

stosunkowo niewielka, co jest związane z wysoce sztywną siecią krystaliczną tego 

minerału. W strukturze kaolinitu atomy tlenu są jednocześnie połączone z atomami 

krzemu jednej warstwy i atomami glinu warstwy drugiej, przez co sorpcja między-

pakietowa jest niemożliwa. Powierzchnia właściwa kaolinitu wynosi od 5 do 20 m
2
/g 

[1-3]. Kaolinit został wybrany do prac doświadczalnych opisanych w niniejszej pracy.  

Montmorylonit to glinokrzemian o wzorze Al2(OH)2SiO4O10 oraz średnim rozmiarze 

cząstek w zakresie 0,01-1 µm. Minerał ten zbudowany jest z pakietów 2:1, w których 

każda warstwa oktaedryczna otoczona jest dwoma warstwami tetraedrycznymi. Poszcze-

gólne warstwy w strukturze montmorylonitu są połączone mostkami tlenowymi, dzięki 

czemu jego sieć krystaliczna wykazuje zdolność do zwiększania swoich rozmiarów 

w obecności wody. Powierzchnia właściwa tego minerału wynosi nawet 800 m
2
/g. 

Montmorylonit posiada największą zdolność sorpcyjną spośród wszystkich minerałów 

ilastych. Jego pojemność wymienna względem kationów wynosi 80-100 me/100 g [1, 2, 4].  

Illit to minerał ilasty charakteryzujący się złożonym składem chemicznym oraz 

rozmiarem cząstek w zakresie od 0,1 do 2 µm. Podobnie jak montmorylonit, posiada 

on strukturę pakietową typu 2:1, ale w jego warstwach krzemowo-tlenowych nawet 

15% krzemu może być zastąpione glinem. W wyniku powyższego podstawienia 

powstają miejsca tzw. wolnej wartościowości, z którymi oddziałują atomy potasu. 

                                                                
1 k.szewczuk-karpisz@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzańskiego Polskiej Akademii 
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2 sokolows@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzańskiego Polskiej Akademii Nauk, 

www.ipan.lublin.pl. 
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Gromadzą się one w przestrzeni międzypakietowej, co zwiększa sztywność struktury 

minerału. Illit posiada mniejszą pojemność sorpcyjną względem kationów niż 

montmorylonit. Wynosi ona 15-40 me/100 g. Powierzchnia właściwa illitu jest 

również mniejsza i mieści się w zakresie 100 – 120 m
2
/g [1, 2, 5]. 

Minerały ilaste są materiałami bardzo podatnymi na wymywanie i wywiewanie 

z gleby. Oznacza to, że są one szczególnie narażone na działanie erozji wodnej i wietrznej. 

Istnieje kilka sposobów ograniczania niszczącego działania powyższych procesów. Są 

to m.in.: prowadzenie uprawy „poprzecznej”, zakładanie ochronnych pasów zieleni, 

ograniczenie wycinki drzew, unikanie monokultur [6-8]. W niektórych przypadkach 

stosuje się biodegradowalne polimery, które zwiększają spójność gleby i poprawiają jej 

strukturę [9]. Przykładem takiego polimeru jest poliakryloamid (PAM), który jest 

obiektem badań wielu naukowców na świecie. Prowadzone są m.in. badania nad 

toksycznością PAM i jego wpływem na różne organizmy, degradacją PAM w eko-

systemach wodnych, a także czynnikami determinującymi proces flokulacji gleby 

z użyciem PAM [10-13]. W tej pracy zbadano wpływ dwóch anionowych związków 

wielkocząsteczkowych (poliakryloamidu i skrobi) na agregację wybranego minerału 

ilastego – kaolinitu. W ten sposób określono, jak polimery o różnej budowie zmieniają 

podatność ciała stałego na niszczące działanie erozji. Badania obejmowały różne 

metody pomiarowe, tj. pomiary spektrofotometryczne, turbidymetryczne, wielkości 

adsorpcji i potencjału dzeta.  

2. Materiały i metody 

W doświadczeniach wykorzystano kaolinit zakupiony w firmie Sigma Aldrich 

(CAS 1318-74-7). Powierzchnię właściwą (SBET) oraz średni rozmiar porów (d) ciała 

stałego określono metodą izoterm adsorpcji/desorpcji azotu (ASAP 2420, Micromeritics) 

[14] i wynosiły one odpowiednio: 8 m
2
/g oraz 14.3 nm. Punkt zerowego ładunku (pHpzc) 

kaolinitu wyznaczono przy wykorzystaniu metody miareczkowania potencjometrycz-

nego [15]. Parametr ten wynosił ok. 3.  

Do prac doświadczalnych wybrano również dwa modyfikowane związki wielko-

cząsteczkowe: poliakryloamid anionowy (PAM) oraz skrobię anionową dostarczone 

odpowiednio przez firmy Korona i Bochem. Obie substancje zawierały w swojej 

strukturze grupy karboksylowe, których dysocjacja była tym silniejsza, im wyższe było 

pH roztworu [16]. Ponadto, charakteryzowały się one wysoką masą cząsteczkową 

rzędu kilkunastu tysięcy kDa.  

Wielkość adsorpcji poliakryloamidu i skrobi (Γ) na powierzchni kaolinitu określono 

na podstawie spadku ilości polimeru w roztworze po procesie adsorpcji, przy 

wykorzystaniu wzoru [17]: 

   
      

      
        (1) 

gdzie: cads – różnica w stężeniu polimeru w roztworze przed i po procesie adsorpcji, 

V – objętość układu, SBET – powierzchnia właściwa ciała stałego, m – masa ciała 

stałego. 
Oznaczenie ilościowe polimerów przeprowadzono z wykorzystaniem hyaminy 

1622 oraz spektrofotometru UV/Vis (Jasco V-530) [18]. Na początku przygotowano 
szereg roztworów o objętości 10 ml, zawierających elektrolit podstawowy (0.001 M 



 

 

Katarzyna Szewczuk-Karpisz, Zofia Sokołowska 

 

180 

NaCl) oraz odpowiedni polimer (10-100 ppm). Następnie do każdej próbki dodawano 
0,2 g kaolinitu i rozpoczynano proces adsorpcji. Adsorpcję polimeru na powierzchni 
kaolinitu prowadzono w warunkach ciągłego wytrząsania, w temperaturze 25ºC, przez 
24 godziny. Po zakończeniu procesu próbki odwirowywano oraz oznaczano stężenie 
polimeru w otrzymanym supernatancie.  

Stopień agregacji kaolinitu określono na podstawie zmian mętności układu w czasie, 
bez i w obecności substancji polimerowych. Pomiary te przeprowadzono z wykorzys-
taniem spektrofotometru UV/Vis (Jasco V-530) oraz turbidymetru (Hach 2100AN). 
Próbki przygotowano poprzez dodanie 0.04 g kaolinitu do roztworu zawierającego 
elektrolit podstawowy (0.001 M NaCl). Polimer (10 ppm) dodawano tuż przed 
rozpoczęciem pomiaru. Objętość badanej suspensji wynosiła 20 ml, a pojedynczy 
pomiar trwał 2,5 godziny.  

Ruchliwość elektrokinetyczną (µ) cząstek kaolinitu zmierzono z wykorzystaniem 
zetametru (zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments). 0.1 g ciała stałego dodawano do 
100 ml roztworu elektrolitu podstawowego (0.001 M NaCl) lub elektrolitu podstawo-
wego/polimeru (10 ppm) i tak otrzymaną suspensję poddawano działaniu ultra-
dźwięków przez 3 minuty (XL 2020, Misonix). Następnie badany układ podzielono na 
7 równych części, w których ustalono pH roztworu z zakresu 3-9 (pHmetr Beckman). 
Na podstawie wyznaczonej ruchliwości elektroforetycznej oraz równania Henry’ego 
obliczono potencjał dzeta (ζ) cząstek kaolinitu, bez i w obecności substancji 
polimerowych [19]: 

  
  

 
               (2) 

gdzie: ε – stała dielektryczna, η – lepkość, 1/κ – grubość podwójnej warstwy 
elektrycznej, a – promień cząstek. 

W niniejszej pracy przedstawiono i zinterpretowano wyniki otrzymane dla pH 7. 

3. Wyniki i ich dyskusja 

Pomiary wielkości adsorpcji wykazały, że oba polimery anionowe adsorbują się na 
powierzchni kaolinitu w pH 7. Na rysunku 1 przedstawiono otrzymane izotermy 
adsorpcji. 

 
Rysunek 1. Izotermy adsorpcji anionowych polimerów (PAM i skrobi) na powierzchni kaolinitu, pH 7 
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Zmierzone wielkości adsorpcji polimerów na powierzchni kaolinitu były stosunkowo 

niskie, ponieważ w badanym pH roztworu (pH 7) zarówno makrocząsteczki polimeru, 

jak i powierzchnia kaolinitu są naładowane ujemnie. Jak już wcześniej wspomniano, 

punkt zerowego ładunku (pHpzc) kaolinitu wynosi ok. 3. Oznacza to, że w pH 3 ilości 

dodatnich i ujemnych grup na powierzchni kaolinitu są takie same. W pH < 3 

powierzchnia ciała stałego jest naładowana dodatnio, natomiast w pH > 3 – ujemnie. 

Ładunek elektryczny polimeru również zależy od pH roztworu. W przypadku 

substancji anionowych w miarę wzrostu pH roztworu obserwuje się silniejszy ładunek 

ujemny makrocząsteczek [16, 20]. A zatem, w pH 7 pomiędzy ujemnie naładowanymi 

cząstkami kaolinitu i ujemnymi łańcuchami polimerowymi występuje odpychanie 

elektrostatyczne, które znacznie utrudnia ich wzajemny kontakt. W rezultacie tylko 

niewielka ilość polimeru adsorbuje się na powierzchni ciała stałego. Zjawisko to jest 

prawdopodobnie podyktowane tworzeniem mostków wodorowych. 

Adsorpcja polimerów anionowych wpływa znacząco na potencjał dzeta cząstek 

kaolinitu. W tabeli 1 zestawiono wartości potencjału ζ dla badanej suspensji,  

bez i w obecności polimerów. 

Tabela 1. Wartość potencjału dzeta cząstek kaolinitu, bez i w obecności polimerów anionowych (PAM 

i skrobi), w pH 7 [opracowanie własne] 

 kaolinit kaolinit + PAM kaolinit + skrobia 

ζ [mV] -15.1 -37.9 -34.5 

W pH 7 potencjał elektrokinetyczny cząstek kaolinitu jest ujemny, co oznacza, że 

w tych warunkach w płaszczyźnie poślizgu badanego ciała stałego przeważają ujemne 

ugrupowania. Adsorpcja polimerów anionowych przyczynia się do bardziej ujemnych 

wartości potencjału dzeta kaolinitu. Jest to przede wszystkim związane z odsunięciem 

płaszczyzny poślizgu przez zaadsorbowane łańcuchy polimerowe. Zarówno poliakry-

loamid, jak i skrobia tworzą na powierzchni ciała stałego struktury typu „pętli” 

i „ogonów”, które posiadają wystarczającą długość, aby oddziaływać z płaszczyzną 

poślizgu. Dodatkowy wkład w obniżenie potencjału dzeta kaolinitu mają grupy karbo-

ksylowe obecne w łańcuchach polimerowych. W pH 7 większość z nich jest zdysocjo-

wana, przez co zaadsorbowane makrocząsteczki są naładowane ujemnie.  

Agregację kaolinitu bez i w obecności polimerów anionowych oszacowano poprzez 

pomiary stabilności suspensji ciała stałego. W tabeli 2 zestawiono wyniki otrzymane 

przy wykorzystaniu turbidymetru, natomiast na rysunku 2 przedstawiono wyniki 

otrzymane przy użyciu spektrofotometru UV/Vis. 

Tabela 2. Zmiany mętności w czasie [NTU] zmierzone dla suspensji kaolinitu, bez i w obecności polimerów 

anionowych (PAM i skrobi), w pH 7 [opracowanie własne] 

czas [s] kaolinit kaolinit + PAM kaolinit + skrobia 

0 3844 172 349 

120 3786 65.2 264 

300 3300 44.9 228 

600 2778 24.1 173 

900 2445 18 156 

1800 1741 13.2 128 

3600 1295 11.2 96.1 
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Rysunek 2. Zmiany absorbancji w czasie zmierzone dla suspensji kaolinitu,  

bez i w obecności polimerów anionowych (PAM i skrobi), w pH 7 [opracowanie własne] 

W pH 7 suspensja kaolinitu jest stosunkowo stabilna. Wskazują na to wysokie 

wartości absorbancji, a także duża mętność układu. W tych warunkach cząstki ciała 

stałego są równomiernie rozmieszczone w układzie, a ich agregacja jest minimalna. 

Pewien wkład w to zjawisko ma stabilizacja elektrostatyczna. Ujemnie naładowane 

cząstki ciała stałego są otoczone warstewkami jonów sodowych (pochodzących 

z elektrolitu podstawowego), które zapobiegają ich wzajemnym kontaktom. 

Stabilizacji tej sprzyjają również ujemne wartości potencjału dzeta kaolinitu. 

Dodatek polimerów anionowych przyczynia się do pogorszenia stabilności układu. 

W obecności związków wielkocząsteczkowych absorbancja suspensji kaolinitu jest 

znacznie mniejsza niż ta zmierzona pod ich nieobecność. Podobnie mętność układów 

zawierających polimer jest wyraźnie mniejsza niż ta obserwowana dla układów bez 

polimeru. Oznacza to, że w układzie zachodzi agregacja cząstek ciała stałego. 

Tworzone są agregaty o znacznych rozmiarach, które opadają na dno naczynia pomia-

rowego. W rezultacie obserwuje się stopniowe klarowanie układu. Zaobserwowana 

destabilizacja suspensji kaolinitu jest głównie związana z flokulacją cząstek ciała 

stałego w obecności związków wielkocząsteczkowych. Wykorzystane w doświad-

czeniach substancje polimerowe mają wystarczająco dużą masę cząsteczkową, aby 

adsorbować się na dwóch lub więcej cząstkach kaolinitu jednocześnie. W ten sposób 

tworzone są „mostki polimerowe”, które sprzyjają agregacji ciała stałego. Opisywane 

zjawisko flokulacji jest wysoce prawdopodobne przy niskich wielkościach adsorpcji 

polimerów. A właśnie takie zostały odnotowane dla poliakryloamidu anionowego 

i skrobi anionowej na powierzchni kaolinitu.  
Tworzenie agregatów minerałów ilastych jest wysoce korzystne dla środowiska 

glebowego. Przedstawione rezultaty zostaną w przyszłości uzupełnione o pomiary 
wielkości cząstek minerałów glebowych bez i w obecności związków wielkocząstecz-
kowych, a także pomiary wytrzymałości mechanicznej i porowatości powstających 
skupisk ciała stałego. Niemniej jednak, na podstawie uzyskanych do tej pory wyników 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

2,5 

0 2000 4000 6000 8000 

ab
so

rb
an

cj
a 

czas [s] 

kaolinit 

kaolinit + PAM 

kaolinit + skrobia 



 

 

Wpływ anionowych związków wielkocząsteczkowych na agregację minerałów ilastych 

 

183 

można stwierdzić, że polimery anionowe są substancjami sprzyjającymi agregacji 
minerałów ilastych. W rezultacie związki te zmniejszają podatność fazy stałej gleby na 
erozję wodną i wietrzną. 

4. Wnioski 

Na podstawie przeprowadzonych prac doświadczalnych można sformułować 
następujące wnioski:  

 zarówno poliakryloamid anionowy, jak i skrobia anionowa adsorbują się na 
powierzchni kaolinitu w pH 7,  

 zaadsorbowana ilość polimerów anionowych jest niewielka ze względu na 
odpychanie elektrostatyczne występujące pomiędzy powierzchnią ciała stałego 
i makrocząsteczkami, 

 adsorpcja związków wielkocząsteczkowych przyczynia się do bardziej ujemnych 
wartości potencjału dzeta cząstek kaolinitu, co jest głównie podyktowane 
zjawiskiem odsunięcia płaszczyzny poślizgu przez zaadsorbowane łańcuchy 
polimerowe, 

 w obecności polimerów anionowych agregacja kaolinitu jest silniejsza, ponieważ 
w układzie zachodzi zjawisko flokulacji mostkowej. 
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Wpływ anionowych związków wielkocząsteczkowych na agregację minerałów 
ilastych 

Streszczenie  
Erozja to zjawisko szczególnie zagrażające polskim glebom. Prowadzi ona do wymywania bądź wywie-
wania materiału glebowego z jednego miejsca w drugie, niszczenia powierzchniowej warstwy gleby, 
a także zubożenia podłoża w substancje odżywcze. Jednym ze sposobów przeciwdziałania erozji jest 
zastosowanie różnego rodzaju związków wielkocząsteczkowych. W tej pracy zbadano efektywność dwóch 
polimerów w poprawie agregacji wybranego minerału ilastego – kaolinitu. Do doświadczeń wybrano 
anionowy poliakryloamid i anionową skrobię, które charakteryzowały się biodegradowalnością oraz 
wysoką masą cząsteczkową. Badania obejmowały pomiary wielkości adsorpcji polimerów na powierzchni 
kaolinitu, które przeprowadzono z wykorzystaniem spektrofotometru UV/Vis. Wykonano również 
pomiary potencjału dzeta cząstek, które dostarczyły informacji o ładunku płaszczyzny poślizgu ciała 
stałego, bez i w obecności związków wielkocząsteczkowych. Agregację minerału ilastego oceniono 
w oparciu o pomiary zmian mętności suspensji kaolinitu w czasie, przeprowadzone z wykorzystaniem 
spektrofotometru UV/Vis i turbidymetru. Analiza uzyskanych wyników wykazała, że zarówno 
poliakryloamid, jak i skrobia adsorbują się na powierzchni kaolinitu i przyspieszają agregację ciała stałego. 
W ich obecności tworzone są agregaty o znacznych rozmiarach, które szybko sedymentują na dno 
naczynia. W przyszłości zostaną przeprowadzone kolejna badania. Zmierzona zostanie m.in. stabilność 
mechaniczna agregatów glebowych utworzonych w obecności substancji polimerowych.  
Słowa kluczowe: adsorpcja, poliakryloamid anionowy, skrobia anionowa, stabilność, potencjał dzeta 

Effect of anionic macromolecular compounds on clay mineral aggregation 

Abstract 
Erosion is a phenomenon especially threatening Polish soils. It leads to the soil material transfer from one 
place to another, destruction of surface soil layer as well as nurtient depletion. One of the ways to 
counteract erosion is the use of various macromolecular compounds. In this work, the effectiveness of two 
polymers in improving the clay mineral (kaolinite) aggregation was examined. Anionic polyacrylamide 
and anionic starch were selected for the experiments. They were characterized by biodegradability and high 
molecular weight. The tests included measurements of the polymer adsorbed amount on the kaolinite 
surface, that were carried out using a UV/Vis spectrophotometer. The measurements of the particle zeta 
potential were also performed. They provided information about the charge of the solid slipping plane, in 
the absence and presence of macromolecular compounds. Clay mineral aggregation was evaluated based 
on the turbidity measurements of kaolinite suspension, carried out using a UV/Vis spectrophotometer and 
turbidimeter. The result analysis showed that both polyacrylamide and starch adsorb on the kaolinite 
surface and accelerate the solid aggregation. In the polymer presence large aggregates are formed, that 
quickly sediment to the vessel bottom. In the future, further tests will be carried out. The mechanical 
stability of soil aggregates formed in the presence of polymeric substances will be measured. 
Keywords: adsorption, anionic polyacrylamide, anionic starch, stability, zeta potential 
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