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Waldemar Tomaszewski', Barbara Charmas?, Jadwiga Skubiszewska—Zie;ba3

Przyklady zastosowan adsorbentow weglowych
uzyskanych na bazie nasion roslin, osadow Sciekowych
oraz odpadowych ziem bielacych
w metodzie ekstrakcji do ciala stalego (SPE)
substancji wybuchowych z probek wodnych

1. Wstep

Proces adsorpcji jest jednym z najlepszych i najczesciej stosowanych na $wiecie
sposobdw oczyszczania wody przeznaczonej do spozycia oraz wod odpadowych.
Najchetniej stosowanym adsorbentem do usuwania wszelkiego rodzaju zanieczyszczen
z wody jest niewatpliwie wegiel aktywny. Jednak szerokie zastosowanie tego
adsorbentu ze wzgledu na wysokie koszty jego uzyskania, wynikajace przede
wszystkim z kosztow surowcow, jest czgsto ograniczane.

Na przestrzeni co najmniej dwoch ostatnich dekad naukowcy probowali opraco-
wywaé niedrogie adsorbenty weglowe, wykorzystujace tanie materiaty odpadowe
Z rolnictwa i dzialalnosci komunalnej [1]. Jest to bardzo atrakcyjna koncepcja ze
wzgledu na duze znaczenie takich dziatan dla ochrony srodowiska. Powstato wiele
prac dotyczacych tematu otrzymywania wegli z tanich surowcdw, np. przedstawiono
przygotowanie i praktyczne zastosowanie adsorbentdw weglowych otrzymanych
m.in. z lusek ryzu [2] (usuwanie fenoli), tupin kokosa [3] (usuwanie barwnikoéw
zasadowych), kasztanow [4] (usuwanie metali cigzkich) lub pestek papai [5] (usuwanie
btekitu metylenowego). W przypadku odpadéw komunalnych bardzo obiecujacym
surowcem do otrzymywania wegli aktywnych wydaja si¢ osady $ciekowe, ktore
zastosowano np. do usuwania fenoli i barwnikow [6] lub metali cigzkich [7].
Oczywiscie oddzielng kategorie surowcéw do otrzymywania wegli aktywnych
stanowig surowce ,,nienaturalne” np. odpady domowe i przemyslowe, w tym opako-
wania plastikowe, opony, pianki poliuretanowe lub zuzyte oleje, jednak ten réwnie
szeroki temat nie bedzie poruszany w tym artykule.

W pracy przedstawiona begdzie na poczatku preparatyka, sposoby modyfikacji oraz
badanie wlasciwosci powierzchniowych adsorbentow weglowych otrzymanych
Znasion gorczycy i Inu, oraz adsorbentdéw weglowo-mineralnych otrzymanych
z osadow z oczyszczalni $ciekow oraz odpadowych ziem bielacych, stuzacych do
filtrowania sokow owocowych. W drugiej czegsci pracy beda opisane wyniki dla
wybranych adsorbentéw, zastosowanych jako ztoza w ekstrakcji do ciata statego (SPE)
substancji wybuchowych z probek wodnych, w tym wody rzecznej. Przedstawione
beda parametry opisujace efektywnos$¢ poszczegdlnych etapow SPE tj. wydajnos¢
adsorpcji, desorpcji i odzysku.

! wtomaszewski@ch.pw.edu.pl, Zaktad Materiatow Wysokoenergetycznych, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Warszawska, www.pw.edu.pl.

2 parbara@charmas.pl, Zaklad Metod Chromatograficznych, Wydziat Chemii, Uniwersytet M.C.
Sktodowskiej Lublin, www.umcs.pl.

3 jskubisz@o2.pl, Zaktad Metod Chromatograficznych, Wydziat Chemii, Uniwersytet M.C. Sklodowskiej
Lublin, www.umcs.pl.
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2. Cze$¢ doswiadczalna
2.1. Preparatyka adsorbentow

2.1.1. Adsorbenty weglowe z nasion Inu i gorczycy

Material wyjsciowy — ziarna gorczycy oraz Inu poczatkowo zaimpregnowano 10%
kwasem siarkowym przez 2 godziny. Po tym czasie odsaczono je i pozostawiono do
wyschnigcia na powietrzu. Nastegpnie przeprowadzono dwa etapy pirolizy. Wstepny
etap wykonano w parownicy porcelanowej, na powietrzu w temperaturze 200°C przez
1 godzing. W drugim etapie probki poddano karbonizacji w reaktorze fluidalnym
w temperaturze 800°C w atmosferze azotu przez 1 godzing. Otrzymane karbonizaty
oznaczone: G-N, (gorczyca) i L-N, (len), poddano dalszej modyfikacji w celu
poprawienia ich struktury porowatej.

Poddano je nastgpnie aktywacji w reaktorze fluidalnym przez 1 godzing
w temperaturze 800°C, w atmosferze dwutlenku wegla oraz przegrzanej pary wodne;j.
Aktywowane wegle aktywne zyskaty oznaczenia: G-CO,-H,0 i L-CO»-H,0.

2.1.2. Adsorbenty weglowo/mineralne z osadow Sciekowych

Material wyjSciowy w postaci osadow pobranych z oczyszczalni $ciekoéw
w Lublinie — Hajdow rozdrobniono i wysuszono. Pierwszy etap preparatyki polegat na
ich pirolizie w reaktorze fluidalnym w temperaturze 650°C oraz 800°C, w atmosferze
azotu przez 1 godzine. Otrzymane karbonizaty oznaczone: 0-650 i O-800, poddano
dalszym dwom modyfikacjom w celu poprawienia ich stabo rozwinigtej struktury
porowatej — Sger dla obu adsorbentéw ponizej 30 m?/g [dane whasne, niepublikowane].

Aktywacje probki O-800 prowadzono w reaktorze fluidalnym przez 3 godziny
w temperaturze 800°C, w atmosferze przegrzanej pary wodnej. Otrzymany material
oznaczono jako 0-800-H,O. Drugg aktywacje prowadzono w lagodniejszych
warunkach tj. w 200°C, w zamknigtym reaktorze mikrofalowym z wykorzystaniem par
wytwarzanych z 4% roztworu nadtlenku wodoru. Czas aktywacji wynosit 1 godzing.
Otrzymanga probke oznaczono jako O-650-H,0,.

2.1.3. Adsorbenty weglowo/mineralne z odpadowych ziem bielacych

Odwazone 10 gram ziemi bielgcej (odpadowa ziemia bielaca, stuzaca do filtrowania
sokow owocowych w ZPO w Milejowie) z dodatkiem weglowodanéw (9 gram glukozy
lub 9 gram sacharozy) delikatnie ucierano w mozdzierzu, nastgpnie wsypywano na
talerz obracajacego si¢ peletyzatora i spryskiwano w czasie ok. 10 min 20 ml 10%
roztworu kwasu siarkowego (V1).

Otrzymane w ten sposob granulki nastepnie poddawano pirolizie sktadajgcej si¢
z dwoch etapow: (I) wstepnej pirolizie w tagodnych warunkach tj. wygrzewanie przez
60 min w 200°C. Granulki przemyto woda w celu pozbycia si¢ pozostatosci kwasu,
nastepnie 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 sposob kompozyty weglowo/mineralne oznaczono: ZB-GLU-9
i ZB-SACH-9.



Przykiady zastosowan adsorbentow weglowych uzyskanych na bazie nasion roslin,
osadow sciekowych oraz odpadowych ziem bielqcych w metodzie ekstrakcji do ciata statego (SPE)
substancji wybuchowych z probek wodnych

2.2. Charakterystyka adsorbentow

2.2.1. Badania makroskopowe

Wzrokowe badania makroskopowe adsorbentdow przeprowadzono w celu okreslenia
ich: (1) struktury pierwotnej (makrostruktury) — ksztattu czastek, (II) sktadu
frakcyjnego — wielkosci czastek i (III) trwatosci mechaniczne;.

2.2.2. Niskotemperaturowa adsorpcja/desorpcja azotu

Badania niskotemperaturowej adsorpcji/desorpcji azotu wykonano na urzadzeniu
Micromeritics ASAP 2405N (USA). Powierzchnie wlaSciwg Sger obliczono stosujac
rownanie BET. Obje¢tos¢ poréw V, okreslono dla wzglednego cis$nienia p/po = 0,98.
Objetosci 1 powierzchnie mikro- i mezoporow obliczono wedlug pracy Skubi-
szewskiej-Zigby i innych [8].

2.2.3. Ekstrakcja do ciala stalego (SPE)

Analizy SPE wykonano stosujac system Spe-12G (Baker, USA). W 3 ml kolu-
mienkach SPE umieszczano po 100 mg adsorbentoéw z ziemi bielacych (wysoko$¢ ztoz
ok. 5 mm) lub w 1 ml kolumienkach po 400 mg adsorbentu z nasion i osadéw
scickowych (wysokos¢ zt6z ok. 5 cm). Kolumienki przemywano 5 ml acetonitrylu, po
czym kondycjonowano 5 ml wody. Przez kolumienki przepuszczano wodne probki
0 objetosci 10 ml a otrzymane eluaty byty zbierane do dalszych badan. Zatezane probki
zawieraly substancje wybuchowe o stezeniu 5 pg/ml. Nastepnie zloza suszono
powietrzem stosujac podcisnienie. Ztoza ekstrahowano do 10 ml kolbek miarowych
5 ml acetonitrylu, po czym objeto$¢ probki uzupetniano do 10 ml. Tak otrzymane
probki analizowano stosujgc procedure HPLC opisang uprzednio [9]. Wykorzystane
substancje wybuchowe pochodzily z Zaktadu Materiatow Wysokoenergetycznych
Politechniki Warszawskiej. Badano nastgpujace 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); estréow kwasu azotowego: pentryt (PETN), diazotan
glikolu trietylenowego (TEGDN), nitrogliceryna (NG) i substancji nitroaromatycznych:
trinitrobenzen (TNB), dinitrotoluen (DNT) i trinitrotoluen (TNT). Jako naturalng
matryce do badan zastosowano wodg¢ pobrana z rzeki Pilica w miejscowosci
Biatobrzegi (probki 500 ml, stezenia CL-20, TNT i PETN 0,1 pg/ml). Wodg przed
badaniami dwukrotnie filtrowano oraz dodano do niej 5% obj. acetonitrylu w celu
stabilizacji (ograniczenia w niej) aktywnosci biologicznej i przechowywano w lodowce.
Dla poréwnania zbadano rowniez analogiczne probki 500 ml przygotowane w wodzie
destylowanej. Stosuja wyjsciowe stgzenie probek Cyy;, st¢zenia nitramin w eluacie Ceyy
oraz ekstrakcie Ce Obliczono parametry opisujace ilosciowo poszczegélne etapy
eksperymentow SPE, a mianowicie wydajno$¢ adsorpcji Rags, wydajnos$¢ desorpcji Rees
oraz koncowg wydajnos¢ odzysku Ryq,. Parametry te obliczono zgodnie z réwnaniami:

C,;-C
Ras —[W”e'”]xloo
wyj

D
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R, = — et 1,100
Cwyj_CeIu (2)
R = % = (ENJ x100
” @

3. Analiza wynikow
3.1. Charakterystyka adsorbentow

3.1.1. Badania makroskopowe

Czastki adsorbentow uzyskanych w wyniku karbonizacji nasion zachowuja ksztatt
i wielko$¢ pierwotnych ziaren. I tak karbonizat z gorczycy tworza sferyczne czastki,
0 dos¢ jednorodnej frakcji ziarnowej o $rednicy 1,0-1,5 mm (Rys. la). Czastki te sa
trwate mechanicznie, nie kruszg si¢ po nacisnigciu metalows topatka, i nie widaé jest
W obserwowanej probce drobniejszych czastek weglowych. W przypadku karbonizatu
z Inu (Rys.1b), podobnie jak dla gorczycy, czastki adsorbentu odzwierciedlaja ksztatt
wyjSciowych nasion tj. wrzecionowaty oraz posiadajg ich wymiary tj. szeroko$¢
1-2 mm, dtugos¢ 3-4 mm,; sa trwale mechanicznie. Karbonizaty z osadoéw $ciekowych,
uzyskanych w technologii z wykorzystaniem flokulanta (Rys. 1c, gora) lub bez (Rys.
1c, dot) posiadajg czastki o nieregularnym ksztalcie, o szerokim sktadzie frakcyjnym
tj. 0,1-1,5 mm. W przypadku tego drugiego karbonizatu wida¢ znaczng zawarto$¢
najdrobniejszych czastek, jak rowniez obecno$¢ nieweglowych fragmentow np. ziaren
piasku lub innych mineratow. Z tych powodow do dalszych badan SPE uzyte beda
adsorbenty uzyskane na bazie osadow z flokulantem. Obraz ostatniej grupy karbo-
nizatow — uzyskanych na bazie ziemi bielacych jest dla wszystkich probek z tej grupy
bardzo podobny, dlatego tez pokazano przyktadowy obraz dla adsorbentu ZB-GLU-9
(Rys. 1d). Jego czastki majg sferycznych ksztalt wynikajacy z procesu peletyzacii,
0 $rednicy 0,1-0,2 mm. Materiat ten jest wyjatkowo trwaty mechanicznie, np. jest
odporny na ucieranie w mozdzierzu.

3.1.2. Niskotemperaturowa adsorpcja/desorpcja azotu

Parametry struktury porowatej badanych adsorbentow zestawiono w Tabeli 1.
Wigkszos¢ przedstawionych tu wegli, oprocz otrzymanych z nasion i1 nastgpnie
aktywowanych w reaktorze fluidalnym, to materiaty o niewielkiej porowatosci,
charakteryzujace si¢ mata powierzchnia whasciwa, siegajaca maksymalnie 266 m’
(G-N,) i objetoscig porow niewiele ponad 0,15 cm® (0-800-H,0). Jeden z adsorbentow
— karbonizat nasion Inu to materiat praktycznie nieporowaty.

10



Przykiady zastosowan adsorbentow weglowych uzyskanych na bazie nasion roslin,
osadow sciekowych oraz odpadowych ziem bielgcych w metodzie ekstrakcji do ciata statego (SPE)
substancji wybuchowych z probek wodnych

Rysunek 1. Otrzymane adsorbenty: () z nasion gorczycy, (b) z nasion Inu, (¢) z osadow $ciekowych, gora
osad z flokulantem, dot bez flokulanta, (d) z odpadowych ziemi bielacych

11
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Adsorbenty oparte o osady $ciekowe i ziemie bielgce charakteryzuja si¢ zblizonymi
parametrami struktury porowatej. Warto tu nadmieni¢, ze wyjSciowy osad $ciekowy
z flokulantem [dane wtasne, niepublikowane] to réwniez materiat nieporowaty 0 Sger
ponizej 30 m?/g i V, ponizej 0,05 cm®. W przypadku wyjsciowych ziemi bielacy,
pomimo dwukrotnego przygotowania probek, nie udato si¢ ich prawidlowo osuszy¢/
odgazowaé przed nisko-temperaturowymi pomiarami adsorpcji azotu. Jako najwaz-
niejsze osiggnigcie przy przygotowaniu adsorbentdow opisywanych w tej pracy nalezy
uzna¢ rezultat modyfikacji wegli uzyskanych z nasion w reaktorze fluidalnym.
Modyfikacja — aktywacja parg wodng i dwutlenkiem wegla pozwala na efektywne
rozwiniecie ich struktury porowatej, i osiagniecie powierzchni wiasciwej ponad 500 m%g.
Przy takich Sger nalezy oczekiwaé, ze otrzymane adsorbenty beda charakteryzowaty
si¢ znacznymi pojemnosciami sorpcyjnymi. W zakonczeniu tego podrozdziatu warto
zwrdci¢ uwage na mozliwe mechanizmy aktywacji wegli w obecnosci HO i CO,,
tj. rozwijanie dotychczasowej porowato$ci — poszerzanie porow, tworzenie nowych
pordéw lub umozliwienie dostgpu do porow dotychczas niedostepnych [10]. W przypadku
karbonizatu nasion gorczycy oraz osadow Scickowych wydaje¢ si¢, ze mechanizm
tworzenia nowych poré6w o podobnych rozmiarach do istniejacych (patrz parametr D
w Tabeli 1) jest dominujacy [10]. Dla karbonizatu z nasion Inu aktywacja wytwarza
nowe pory, o rozmiarach i udziale w strukturze porowatej podobnym do adsorbentu
G-N,-CO»-H,0. Moze to $wiadczy¢, ze dla materiatdéw G-N, i L-N, aktywacja CO,
i H,O przebiega w podobny sposob.

Tabela 1. Parametry struktury porowatej adsorbentow

Adsorbent Seer’ | Smikor | Smew | Vi Viike | Viezd Em]
G-N, 266 218 48 013 | 0,0 003 [200
G-N»-CO,-H,0 564 461 103 0,28 | 0,20 008 [20,0
L-N, 5 0 5 001 | - - 4,0
L-N,-CO,-H,0 517 387 130 029 | 017 012 [230
0-650-H,0, 95 35 60 011 | 001 0,10 A
0-800-H,0 145 51 94 015 | 0,02 0,13 2
ZB-GLU-9 148 105 43 008 | 005 003 [1.8
ZB-SACH-9 152 111 i 009 | 006 003 [1.8

Parametry * w m?%g,? w cm/g. Parametry oznaczone S to kolejno powierzchnia wiasciwa (BET),

powierzchnia mikro- i mezoporéw; parametry oznaczone V to catkowita objeto$¢ porow, objeto$¢é mikro-
i mezoporow. D to $rednia wielko$¢ porow

12
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3.1.3. Ekstrakcja do ciala stalego (SPE)

3.1.3.1. Adsorbenty z nasion gorczycy i Inu

Wiyniki dla adsorbentéw uzyskanych z nasion gorczycy przedstawiono na Rysunku
2a (G-Ny) i 2b (G-N,-CO,-H,0). Wyniki dla adsorbentéw z nasion Inu mozna
podsumowac nastepujaco: (I) odzyski dla adsorbentu nieaktywowanego L-N, byly
mate, w wickszosci przypadkow nie przekraczaty 15%, (II) odzyski dla adsorbentu
aktywowanego byly bardzo podobne do rezultatéw dla adsorbentu G-N,-CO,-H,O.
Powyzsze mozna kolejno uzasadnic: (I) adsorbent L-Nj; jest materialem nieporowatym,
o niewielkiej pojemnosci sorpcyjnej, (II) adsorbent G-N,-CO,-H,0 i L-N,-CO,-H,0
posiadaja bardzo podobne parametry struktury porowatej (Tab. 1), co nie wyklucza
podobnych pojemnosci sorpcyjnych.

Dla ztoza G-N, odzyski tylko dla substancji nitroaromatycznych (TNT, 2,4-DNT
i TNB), wynoszace $rednio 70%, mozna uzna¢ za dobry wynik. Odzyski dla nitramin
i estrow kwasu azotowego sg niskie, oprocz HMX nie przekraczaja 30%. W tym
momencie nalezy przypomnie¢, ze wydajnos¢ odzysku Rog, w rownej mierze zalezy od
wydajnosci adsorpcji, jak i desorpcji (Réwnanie 3). Biorac pod uwagg wydajnosé
adsorpcji i desorpcji uzyskane na ztozu G-N,, kolejno wykres srodkowy i dolny na
Rysunku 2a, mozna latwo wywnioskowaé, ze etapem decydujacym o koncowej
efektywnosci Rog, jest silnie zroznicowana adsorpcja. W przypadku substancji nitro-
aromatycznych jest on kilka razy wigksza, w pordwnaniu z pozostatymi substancjami.
Whyniki dla kolejnego etapu — desorpcji sg mniej zroznicowane i nie wplywajg na zmien-
no$¢ wydajnosci odzysku. Natomiast dla adsorbentu aktywowanego G-N,-CO,-H,O
rezultaty sg odwroceniem tendencji obserwowanych dla G-N,: (I) najnizsze odzyski
uzyskano dla substancji nitroaromatycznych, (II) wydajnosci adsorpcji sa praktycznie
identyczne dla wszystkich substancji — siegaja 100% a (IIT) etapem decydujagcym
0 koncowym wyniku jest desorpcja.

Ze wzgledu na wysokie wydajnosci odzysku zwigzkéw nitroaromatycznych na
kolumnie ze ztozem G-N, oraz nitramin i estrow alifatycznych na kolumnie G-N,-
C0O,-H,0 mozna rozwaza¢ potencjalne zastosowania tych adsorbentow przy frakcjono-
waniu poszczegdlnych grup substancji wybuchowych badz uzycie zestawu potaczonych
kolumn, w ktérych roztwor bedzie przeptywat kolejno przez kolumne adsorbujaca sub-
stancje nitro aromatyczne, a nastgpnie przez kolumne adsorbujaca substancje wybu-
chowe niearomatyczne (nitraminy i estry kwasu azotowego).
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Rysunek 2. Kolejno od gory parametry SPE: wydajnosci odzysku, adsorpcji i desorpeji dla adsorbentow
z nasion gorczycy (a) i Inu (b). Kolejno skroty oznaczaja: HMX — oktogen, RDX — heksogen,
CI-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 osadow sciekowych

Wyniki dla adsorbentéw uzyskanych z osadow S$ciekowych przedstawiono na
Rysunku 3a (LF-650-H,O;) i 3b (LF-800-FLU). Pierwszy z adsorbentéw charak-
teryzuje si¢ bardzo niskimi odzyskami dla wszystkich analitoéw, niezaleznie od grupy,
do ktorej naleza (Rys. 3a gorny wykres). Wynik ten jest rezultatem niskiej wydajnos¢
adsorpcji na zlozu, nieprzekraczajacej 50% (oprocz NG), jak rowniez nieefektywnej
desorpcji (Rys. 5a srodkowy wykres). Taka adsorpcje mozna uzasadni¢ niewielka
porowato$cig adsorbentu (Tab. 1), a niska wydajno$¢ desorpcji moze mie¢ zrédlo
W silnie nieuporzadkowanej (turbostratycznej) strukturze karbonizatu, wynikajacej
z niskiej temperatury procesu (650°C) [11, 12].

W przypadku drugiego adsorbentu uzyskanego z osadéw $ciekowych otrzymano
znacznie wyzsze wydajnosci odzysku, w szczego6lnosci dla nitramin i estrow kwasu
azotowego (Rys. 3b). Lepszy wynik dla tych substancji wynika w pierwszym rzgdzie
z efektywnej adsorpcji i desorpcji, co mozna zauwazy¢é na wykresie srodkowym
i dolnym na ww. Rysunku. Adsorbent LF-800-FLU charakteryzuje si¢ lepiej rozwinigta
struktura porowata, sprzyjajaca efektywnej adsorpcji/desorpcji analitow. Dla substancji
nitroaromatycznych staby odzysk wynika z mato efektywnej desorpcji (Rys. 3b dolny
wykres), majacej prawdopodobne zroédlo w silnych oddziatywaniach z powierzchnig
tego adsorbentu, lecz bardziej prawdopodobny wydaje sie rozktad substancji nitro-
aromatycznych. pH wodnej zawiesiny LF-800-FLU przyjmuje warto$¢ 10,2 [dane
wlasne, niepublikowane], co zgodnie z literaturg moze powodowaé rozklad substancji
nitroaromatycznych [13].
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Przykiady zastosowan adsorbentow weglowych uzyskanych na bazie nasion roslin,
osadow sciekowych oraz odpadowych ziem bielgcych w metodzie ekstrakcji do ciata statego (SPE)
substancji wybuchowych z probek wodnych
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Rysunek 3. Kolejno od gory parametry SPE: wydajnos$ci odzysku, adsorpcji i desorpcji dla adsorbentow
z osadow $ciekowych karbonizowanych w 650°C (a) i 800°C (b). Kolejno skréty oznaczaja: HMX — oktogen,
RDX — heksogen, ClI-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 bielacych

Wiyniki dla adsorbentéw ZB-GLU-9 i ZB-SACH-9 przedstawiono na Rysunku 4.
Przedstawiono na nim tylko wydajnosci odzysku, poniewaz badane adsorbenty charak-
teryzowaty si¢ praktycznie 100% wydajnosciami adsorpcji a wydajnosci desorpcji
mialy wartosci identyczne z wydajno$ciami odzysku (patrz Réwnanie 3). Adsorbent
domieszkowany przed karbonizacja sacharozg charakteryzuje si¢ odzyskami ok. 20%
wigkszymi od adsorbentu domieszkowanego glukoza. Odzyski dla kolumienki wypet-
nionej ZB-SACH-9, w szczegolnosci wynoszace 70-80% dla nitramin i nitroestrow
i 50-70% dla nitroaromatow, mozna uzna¢ za bardzo dobre. Na szczeg6lne podkreslenie
zashuguje fakt, ze odzyski dla badanych substancji nie sg silnie zréznicowane, porow-
nujac do wynikéw dla weze$niej omawianych zt6z, dlatego tez materiat ZB-SACH-9
moze by¢ zastosowany jako uniwersalny adsorbent do zatezania substancji wybucho-
wych z probek wodnych. Z tego powodu zostanie wykorzystany do dalszych badan,
w ktorych zatgzane probki beda przygotowywane na bazie wody z rzeki Pilicy.
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Adsorbent ZB-GLU-9 i ZB-SACH-9

D CL-20 24-DNT  TNB  TEGDN NG PETM

Whydajnosé odzysku [%]

Rysunek 4. Wydajnosci odzysku dla adsorbentow z odpadowych ziemi bielacych 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 bielacych. SPE prébek na bazie wody z Pilicy

Poréwnanie wydajnosci odzyskow uzyskanych dla probek 10 ml i 500 ml (woda
destylowana) oraz 500 ml (woda z Pilicy) zestawiono w Tabeli 2. Wydajnosci odzysku
dla dwoch rodzajow probek o objgtosci S00 ml, tj. na bazie wody destylowanej i wody
z Pilicy, sa nizsze niz dla probek 10 ml, co jest zgodne z oczekiwaniami. Wedtug
doniesien literaturowych dla probek o wiekszej objetosci, a w szczegodlnosci po
przekroczeniu tzw. objetosci przebicia obserwuje si¢ mniejsze wydajnosci odzysku
w SPE [14]. Natomiast przyczyna mniejszych odzyskow dla probki 500 ml z woda
naturalng w poréwnaniu do wody destylowanej, jest obecno$¢ w niej rozpuszczalnej
matrycy organicznej (DOC), ktéra najczes$ciej ma postaé polarnych, rozpuszczalnych
w wodzie zwigzkow polifenolowych, pochodnych m.in. kwaséw huminowych i fulwo-
wych tworzacych gleby. Zwiazki te (aromatyczne) moga silnie osiada¢ na zlozach
adsorbentow, w szczegodlnosci na powierzchniach weglowych i blokowaé dostep do
centrow adsorpcyjnych.

Uzyskane wydajnosci odzysku na poziomie 32-50% sg nadal zadowalajace, co
pozwala przypuszczaé, ze wydzielane w ten sposob ilosci substancji wybuchowych
(szacowane st¢zenia w ekstraktach SPE na poziomie 1 pg/ml) sg wystarczajace do
dalszych badan identyfikacyjnych np. metodg LCMS, GCMS.
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substancji wybuchowych z probek wodnych

Tabela 2 Porownanie wydajnosci odzysku SPE dla probek 10 ml (woda destylowana) i 500 ml (woda
destylowana i woda z Pilicy)

Objetosé Wydajnosci
Substancja i stezenie | Rodzaj wody odzysku dla
probki ZB-SACH-9
10 ml
5 ng/ml 8
500 m destylowana
CL-20 52
0,1 pg/ml
golo:;;ml z Pilicy 45
10 ml
5 pg/ml 69
500 mi destylowana
TNT 48
0,1 pg/ml
(E;Olopr;ml 2 Pilicy 32
10 ml
5 pg/ml &
500 M destylowana
PETN 71
0,1 pg/ml
golou'g}ml 2 Pilicy 50

4. \WhniosKi

W pracy pokazano mozliwo$¢ otrzymywania adsorbentéw na bazie nasion Inu
i gorczycy, osadow Sciekowych oraz odpadowych ziem bielagcych. Pokazano rézne
metody modyfikacji ich wlasciwosci powierzchniowych, m.in. poprzez aktywacje
w atmosferze H,0, H,0,, CO,.

Z danych przedstawionych w pracy wynika, ze otrzymane adsorbenty weglowe
i kompozyty weglowo/mineralne mozna stosowac jako efektywne ztoza do oznaczania
zawarto$ci roznorodnych substancji wybuchowych w wodach gruntowych. Wydaje sie
to waznym osiagnieciem, poniewaz w dotychczas opublikowanej literaturze nie udato
si¢ odnalez¢ prac dotyczacych zastosowania tego typu adsorbentow w SPE substanciji
wybuchowych.
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Przyklady zastosowan adsorbentéw weglowych uzyskanych na bazie nasion
roslin, osadéw Sciekowych oraz odpadowych ziem bielacych w metodzie
ekstrakcji do ciala stalego (SPE) substancji wybuchowych z préobek wodnych

Streszczenie

Proces adsorpcji jest jednym z najlepszych i najczeSciej stosowanych na §wiecie sposobow oczyszczania
wody przeznaczonej do spozycia oraz wod odpadowych. Najchetniej stosowanym adsorbentem do
usuwania wszelkiego rodzaju zanieczyszczen z wody jest niewatpliwie wegiel aktywny. Jednak szerokie
zastosowanie tego adsorbentu ze wzgledu na wysokie koszty jego uzyskania, wynikajace przede
wszystkim z kosztow surowcow, jest czgsto ograniczane. Na przestrzeni co najmniej dwoch ostatnich
dekad naukowcy probowali opracowywac niedrogie adsorbenty weglowe, wykorzystujace tanie materiaty
odpadowe z rolnictwa i dziatalnos$ci komunalne;j.

W artykule przedstawiono preparatyke, sposoby modyfikacji oraz badanie wlasciwosci powierzchniowych
adsorbentow weglowych otrzymanych z nasion gorczycy i Inu, oraz adsorbentow weglowo-mineralnych
otrzymanych z osadéw Sciekowych i odpadowych ziem bielacych. Otrzymane adsorbenty zastosowano
jako ztoza w ekstrakcji do ciata statego (SPE) substancji wybuchowych z probek wodnych, w tym wody
rzecznej. W pracy zastosowano nastgpujace substancje wybuchowe: oktogen, heksogen, CL-20, trotyl,
dinitrotoluen, sym-trinitrobenzenu, diazotan glikolu trietylenowego, nitrogliceryng oraz pentryt. Przedsta-
wiono parametry opisujace efektywnos¢ poszczegdlnych etapéw SPE tj. wydajno$¢ adsorpcji, desorpcji
i odzysku. Z danych tych wynika, Ze otrzymane adsorbenty mozna stosowaé jako efektywne ztoza do
oznaczania zawarto$ci réznorodnych substancji wybuchowych w wodach gruntowych.

Stowa kluczowe: wegle aktywne, nasiona gorczycy i Inu, surowce odpadowe, ekstrakcja do ciata statego,
substancje wybuchowe
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osadow sciekowych oraz odpadowych ziem bielqcych w metodzie ekstrakcji do ciata statego (SPE)
substancji wybuchowych z probek wodnych

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 czystosci chemicznej
substancji czynnej Brekspiprazol
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej

1. Wstep

Brekspiprazol (BRX) to syntetyczna substancja czynna stosowana w leczeniu
schizofrenii i cigzkiej depresji. Chemicznie jest to 7-{4-[4-(1-Benzothiophen-4-yl)-1-
piperazinyl]butoxy}-2(1H)-quinolinone, zwigzek wielopierscieniowy o wzorze suma-
rycznym CoysH,7N3O,S i strukturze:

&a_ ooy

Masa molowa brekspiprazolu wynosi 433,6 g/mol. Ma on posta¢ biatego lub prawie
biatego krystalicznego proszku, jest praktycznie nierozpuszczalny w wodzie, acetonitryl
(ACN), metanolu, a takze w mieszaninach woda:acetonitryl (w réznych proporcjach),
natomiast dosy¢ dobrze rozpuszcza si¢ w mieszaninie woda:acetonitryl zakwaszone;j
kwasem octowym oraz w dimetylosulfotlemnku (DMSO).

Badania nad metoda analityczng prowadzono, poniewaz w Dziale Syntezy
Organicznej firmy Adamed opracowano nowa, opatentowang §ciezke syntezy substancji
czynnej (numer patentu EP18461519.3).

2. Metoda analityczna — oczekiwania

2.1. Substancje wskazane do oznaczenia metodg analityczng

Biorac pod uwage Sciezke syntezy wytypowano szereg zwigzkow, ktore mogty byc
obecne w substancji czynnej i ktorych ilos¢ nalezato zweryfikowaé. Substancje
wskazane jako potencjalnie obecne w badanej substancji przedstawiono ponizej.

Materiaty wyjsciowe:
Nazwa Wzor Masa molowa Watr stakturalng
sumaryczny [9/mol] ruktu
cl

4-chloro-1,1 -

| o)
diethoxybutane CgHy,CIO; 180,7 ) -

3
H3C/_
H
- T HO N. _O

R CoH/NO; 161,2 =
quinolin-2-one P

! urszula.polaska@adamed.com, Dziat Analityki, Pion Generyczny, Adamed Pharma S. A.
http://mww.adamed.com.
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Opracowanie metody oznaczania czystosci chemicznej substancji czynnej Brekspiprazol
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Produkty posrednie:

Wzér Masa molowa ,
Nazwa sumaryczny [g/mol] Wzoér strukturalny
BR1 7 K
(a4 CiHsNO 305,4 omo ©
diethoxybutoxy) 1T ’ H WE/
quinolin-2(1H)-one w
4-[(2-0x0-1,2-
dihydroquinolin-7- CisthaNOs, | 2312 07 N OW
yl)oxy]butanal, H

Potencjalne zanieczyszczenia procesowe:

Wzor Masa
Nazwa z molowa Wzor strukturalny
sumaryczny
[g/mol]
o
(8] o
IMP 1 CasH3gNOg 449,6 \LI\ m
0™ N == 0/\/\|/ O
(o]
\I
= | i
07y o/\A( O
IMP2 | CpsHsNOg 449,6 YH Oj
“‘\,/O
rO
O“\
IMP3 | C;sHNO, 301,3 W\L m
07 Sy o/\/\”
(o]
1
0¥ ™N 070
IMP 4 C17H1gNO, 301,3
|
0]
X
IMP 5 C15H19NO4 2773 0 M O/ O\
: s
e
ST TN 0N o
IMP6 | CuHiNsO,S, | 7053 Y R0y A
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R : ll‘-w\ g.l' ;‘i

IMP 7 CuHaNs0,S; 705,3 -_-a Q/
= | S
L 0 CH

IMP8 | CioHxNO, 3332 07N Oﬁ T

L0 i

T,
IMP 9 C26H24N205 444,2 0 H g A |
O, o o

2.2. Wymagania wobec metody

Opracowana metoda analityczna miata zosta¢ w przyszlosci wykorzystana w ruty-

nowych badaniach kontroli jakosci, musiata wigc spelni¢ nastepujgce wymagania:

jedna analiza do oznaczania jak najwickszej liczby substancji wskazanych
w punkcie 2.1.,

akceptowalny czas analizy (do 30 minut),

stosowane odczynniki powszechnie stosowane w laboratorium analitycznym,
powszechnie dostepna kolumna chromatograficzna,

roztwory stosowane w analizie tatwe w przygotowaniu,

roztwory wzorcowe i badane wystarczajaco stabilne, aby nie trzeba bylo przygo-
towywac ich bezposrednio przed analizg,

spetnione kryteria akceptacji podczas walidacji zgodne z wytyczng 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: CH;COOH w stosunku objeto$ciowym 50:50:1,

przeptyw: 1,0 ml/min,

temperatura kolumny: 30°C,

detekcja przy dlugosci fali 290 nm,

czas analizy: powyzej 37 minut,

brak specyfikowanych zanieczyszczen,

analizowany roztwor: mieszanina oraz roztwor brekspiprazol, roztwory przygoto-
wane w mieszaninie woda:acetonitryl 1:1 (v/v), z dodatkiem 0,5% lodowatego
kwasu octowego.

22



Opracowanie metody oznaczania czystosci chemicznej substancji czynnej Brekspiprazol
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Wynik otrzymany powyzsza metoda przedstawiono na rysunku 1.

Chromatogram roztworu
020 mijgszaniny sktadnikoéw

0.15

2010 Chromatogram roztworu BRX

0.05 /

00 U
o0 4w s 1o w0 200 a0 a0 ®20 %0 400
Mnutes

Rysunek 1. Zestawienie chromatogramow uzyskanych metodg firmy Otsuka,
[opracowanie wiasne 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,

przeptyw: 1,0 ml/min,

temperatura kolumny: 30°C,

detekcja przy dlugosci fali 254 nm,

brak specyfikowanych zanieczyszczen,

analizowany roztwor to mieszanina substancji czynnej oraz 8 zanieczyszczen,

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

0,5% lodowatego kwasu octowego.
Chromatogram roztworu zawierajagcego substancje czynng oraz 8 zanieczyszczen
przedstawiono na rysunku 2.

0.0140+

0.0105+

0.0070+
=}

Al

0.0035+

0.0000 A

350 700 1050 1400 1750 2100 24550 2800 3150 3500
Minutes

Rysunek 2. Chromatogram roztworu zawierajacego substancj¢ czynng oraz 8 zanieczyszczen,
[opracowanie wiasne na podstawie [2]]

23



Urszula Potaska

4. Opracowanie optymalnych warunkow analizy chromatograficznej

Poniewaz zadna ze sprawdzonych metod nie data satysfakcjonujacych wynikow
podjeto decyzje o rozwoju metody wiasnej, za punkt wyjscia przyjmujac metode
patentowg firmy Otsuka [1]

Podczas optymalizacji warunkow analizy korzystano z chromatografow cieczowych
firmy Waters z detektorem spektrofotometrycznym UV-Vis oraz PDA. Analizowano
roztwor zawierajacy 10 substancji mogacych wystepowac w brekspiprazolu oraz roztwor
samej substancji czynnej. Roztwory byty przygotowane w mieszaninie woda:acetonitryl
1:1 (v/v) zakwaszonej 0,5% lodowatego kwasu octowego.

4.1. Wstepna optymalizacja dlugosci fali detektora

Pierwszym etapem doboru optymalnych warunkéw analizy byta zmiana dlugosci
fali detekcji. Brekspiprazol wykazuje maksimum absorpcji przy dlugosci fali okoto
215 nm, co wida¢ na widmie UV, przedstawionym na rysunku 3.

13.367 Peak 1

P15.0
A
1.00+ \‘\
\\
0.80 \
5 0.60-]
<
0.40
\ 274.1 3229
\ 4. 7
0.20 \\\/// \77 // \/\\
0.001 N~

220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

nm
Rysunek 3. Widmo UV brekspiprazolu

Jednak przy tej dlugosci fali na chromatogramach wyrazne tlo utrudniatoby
wiasciwg interpretacje wynikow, dlatego zdecydowano o zastosowaniu detekcji przy
dhugosci 220 nm. Pozwolito to na kilkukrotne zwigkszeni intensywnosci obserwo-
wanych pikéw, co pokazano na rysunku 4.
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Rysunek 4. Poréwnanie chromatograméw przy dtugosci fali 220 nm i 290 nm
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4.2. Optymalizacja skladu fazy w czasie analizy oraz dobdr wlasciwej
kolumny chromatograficznej
Jak pokazano na rysunku 1 wiekszo$¢ sktadnikow przechodzita przez kolumne
W czasie do 5 minut a pozostate byly zbyt mocno zatrzymywane w kolumnie, co powo-
dowato otrzymanie niskich szerokich pikéw. Aby zwigkszy¢ retencje w poczatkowej
fazie analizy 1 poprawi¢ ksztalt pikow w dalszej cze$ci chromatogramu zmniejszono

ilos¢ acetonitryl w fazie A i zastosowano elucje gradientowa.

Metoda 1:

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

temperatura kolumny: 30°C,

faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3;COOH 70:30:0,5 (V/vIv),

faza ruchoma B: acetonitryl,
przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
zmiana sktadu 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

0.00 3.00 6.00 9.00 1200

2100 24100 27,00

Rysunek 5. Chromatogram uzyskany metodg 1 [opracowanie wlasne]

Wprowadzone zmiany poprawily ksztalt pikéw w drugiej potowie chromatogramu
jednak poczatek nadal byl nieakceptowalny. Z tego powodu zmieniono kolumne oraz
gradient.

Metoda 2:

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

temperatura kolumny: 30°C,

faza ruchoma A: 70:30:0,5 (VIVIV),
faza ruchoma B: acetonitryl,
przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
zmiana sktadu 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 poprawg rozdzielczo$ci w poczatkowej czesci chromatogramu a takze
lepszy ksztalt pikow w jego drugiej czescei, co przedstawiono na rysunku 6.

0.00 3.0 6.00 .00 12/00 1500 18'00 2100 2400 2700 30.00
Minutes

Rysunek 6. Chromatogram uzyskany metodg 2 [opracowanie wiasne]

Na podstawie uzyskanych wynikow do dalszych badan wybrano kolumne Xterra
C8 150 x 4,6 mm.
Aby osiggna¢ poprawe jakosci rozdzialu analitdw wprowadzono kolejne
modyfikacje parametréw analizy:
Metoda 3:
kolumna chromatograficzna: XTerra C8 150 x 4,6 mm,
temperatura kolumny 30 °C,
faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH;COOH 70:30:0,5 (V/VIV),
faza ruchoma B: acetonitryl,
przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
e zmiana sktadu 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 sktadu fazy w czasie po 10. minucie analizy pozwolito lepiej
rozdzieli¢ piki w tej czesSci chromatogramu, co wida¢ na rysunku 7.
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0.00 210 420 6.30 8.40 10550 1260 1470 1680 1800 2100
Minttes

Rysunek 7. Chromatogram uzyskany metodg 3 [opracowanie wlasne]

Poniewaz ksztalt i rozdzielenie pikow w czasie do 6. minuty gradientu nie bylo
satysfakcjonujace konieczne byto zmniejszenie zawartosci acetonitryl w fazie ruchomej
A, bez zmiany w pozostatych parametrach metody (Metoda 3).

Sprawdzono dwa sktady, uzyskane wyniki przedstawiono na rysunkach 81 9:

e 10 mmol SDS: ACN:CH;COOH 65:28:1 (v/viv)

0.00 210 4.20 650 8.40 10550 1260 1470 16’80 1800 2100
Minutes

Rysunek 8. Chromatogram uzyskany metoda 3, faza A: ACN:CH3;COOH 65:28:1 (v/v/v)
[opracowanie wiasne]

e 10 mmol SDS: ACN:CH;3;COOH 75:25:0,5 (v/v/v)

1.60+

0.00-

T T T T T T T T T
0.00 2.40 4.80 7.20 9.60 12.00 14.40 16.80 19.20 21.60 24.00
Minutes

Rysunek 9. Chromatogram uzyskany metodg 3, faza A: 10 mmol SDS: ACN:CH;COOH 75:25:0,5 (v/v/v)
[opracowanie wtasne]
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Najlepsze wyniki uzyskano przy zastosowaniu warunkow Metody 3 i fazy A

0 sktadzie ACN:CH3;COOH 65:28:1 (v/v/v). Poniewaz opracowywana metoda miata
by¢ wykorzystywana w rutynowych analizach sktad fazy ruchomej A powinien by¢ tak
dobrany, aby jej przygotowanie byto, jak najprostsze i nie powodowato ktopotow przy
przygotowywaniu innej ilosci fazy niz opisano w Instrukcji Analitycznej (proste
proporcje sktadnikéw). Przeliczono gradient tak, aby mozna bylo zastosowaé fazg A
0 sktadzie: 10 mmol SDS: ACN:CH3;COOH 75:25:0,5 (v/v/v). Zmniejszono takze ilos¢
kwasu, aby wydluzy¢ zywotnos¢ kolumny (ta zmiana nie wywolala negatywnego
wplywu na jakos$¢ uzyskiwanych chromatogramow). Opracowana metoda:
Metoda 4:

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

temperatura kolumny 30°C,

faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3;COOH 75:25:0,5 (VIVIV),

faza ruchoma B: acetonitryl,

przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
e zmiana skladu fazy w czasie analizy:

czas [min] %A %B zZmiana

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 roztwér zawierajacy 10 sktadnikéw, na chromatogramach
uzyskanych powyzsza metoda, oprocz wyraznie widocznych pikow 6 substancji,
widoczne byly liczne mate piki, co utrudniato interpretacj¢. Dodatkowo za pikiem
0 czasie retencji okoto 17 minut pojawilo si¢ obnizenie linii bazowej, przez co prawid-
lowa integracja tego piku bylaby problematyczna. Dlatego zdecydowano o zmianie
kolumny na kolumn¢ SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm, w ktorej fancuch oktylowy
potaczony jest z powierzchnig krzemionki za pomoca sze$cioczlonowego tancucha
zawierajgcego wiazanie podwojne oraz grupe -NH. Obecnos¢ tych elementow pozwala
osiagna¢ nieco inng selektywnosc¢ ztoza.

SymmetryShield™ RPyg is a patented bonded phase with the structure shown below

CH 5

| N oH 5
D— Hf/ ~ T~ \C‘/ \@*3/

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

Analiza odtworzona na takiej kolumnie data obiecujace wyniki, zwlaszcza jesli chodzi
o ksztalt pikéw w drugiej cze$ci chromatogramu, co przedstawiono na rysunku 11.
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0.00 240 450 720 960 12000 14190 1680 1020 2160 22.00

Rysunek 11. Chromatogram uzyskany metoda 9 na kolumnie SymmetryShield RP8, 150 x 4,6 mm
[opracowanie wiasne]

Kolumna SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm zostala uznana za optymalna,

pomimo ze piki o czasach retencji ponizej 6 minut byly szersze niz na poprzednio
stosowanej kolumnie XTerra C8 150 x 4,6 mm. Aby poprawi¢ ksztalt tych pikow
zrezygnowano z poczatkowej, izokratycznej czesci gradientu, a takze przyspieszono
zmiane sktadu 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:CH;COOH 75:25:0,5 (v/viv),
faza ruchoma B: acetonitryl,
przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min,

e zmiana sktadu 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 pozwolity uzyska¢ oczekiwany efekt, co widaé¢ na rysunku 12:
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Rysunek 12. Chromatogram uzyskany metoda 10 na kolumnie SymmetryShield RP8, 150 x 4,6 mm
[opracowanie wiasne]
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Proba potaczenia dwoch poprzednich metod, tj. braku izokratycznego poczatku
i wolniejszej zmiany sktadu po 10 minucie analizy zamiast oczekiwanej poprawy
rozdzielenia analitow spowodowato pogorszenie ksztaltu piku o czasie retencji okoto
10 minuty, co wida¢ na rysunku 13:

Metoda 11:

e kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm,
e temperatura kolumny: 30°C,
e fazaruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3;COOH 75:25:0,5 (V/vVIv),
e fazaruchoma B: acetonitryl,
e przepltyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
e zmiana sktadu 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

Mnutes

Rysunek 13. Chromatogram uzyskany metoda 11 na kolumnie SymmetryShield RP8, 150 x 4,6 mm
[opracowanie wtasne]

Po przeanalizowaniu otrzymanych wynikow zdecydowano, ze wyniki otrzymane
metoda 10 sg satysfakcjonujace.

Na tym etapie sprawdzono powtdrnie optymalng dtugos¢ fali detektora. Zastoso-
wanie detekcji przy fali 230 nm pozwolito uzyska¢ bardziej ptaskg lini¢ bazows, wiec
ta dlugo$¢ zostata wybrana jako optymalne.

Sprawdzono takze mozliwo$¢ obnizenia temperatury kolumny do 25°C. Poniewaz
ta zmiana nie spowodowata pogorszenia jakosci rozdziatu zdecydowano o wprowa-
dzeniu takiej zmiany.

Podsumowujac, parametry analizy uznane za optymalne byly nastepujace:

Metoda 12:

o  kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm,
e temperatura kolumny: 25°C,
e fazaruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH;COOH 75:25:0,5 (v/iviv),
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o fazaruchoma B: acetonitryl,
o (lugosc fali detektora: 230 nm,
e przeplyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
e zmiana sktadu 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 stezenia roztworu badanego i objetosci nastrzyku
Kolejnymi parametrami koniecznymi do zoptymalizowania byty stezenie roztworu
badanego oraz objeto$¢ nastrzyku.
Sprawdzono dwa stezenie i trzy objetosci nastrzyku:
e stezenie 1 mg/ml, nastrzyk 50 pl,
e stezenie 2 mg/ ml, nastrzyk 15 pl,
e stezenie 2 mg/ ml, nastrzyk 20 pl,
Uzyskane wyniki przedstawiono na rysunku 14.

- a

BRX ¢=2,0 mg/ml nastrzyk 20 pl

/!
;’f BRX c=2,0 mg/ml nastrzyk 15 pl

/!
f,” BRX ¢=1,0 mg/ml nastrzyk 50 pl

o A &20 a3 1230 15 B 2170 2420 2750 3.

.....

Rysunek 14. Porownanie ksztattow piku gtéwnego przy proznych stezeniach roztworu badanego

i objetosciach nastrzyku [opracowanie whasne]

Jak wida¢ na powyzszym rysunku zwigkszenie st¢zenia powodowato silne ogono-
wanie piku, nawet przy matych objetosciach nastrzyku natomiast zastosowanie mniej
stezonego roztworu i wigkszej objetosci pozwalato na uzyskanie ostrego, symetrycz-
nego piku. Zdecydowano, ze zastosowanie 50 pl nastrzyku roztworu badanego
0 stezeniu 1 mg/ml bedzie najkorzystniejsze.

4.4. Optymalizacja rozpuszczalnika prob

Ze wzgledu na stabg rozpuszczalnos¢ brekspiprazolu i pozostatych analitow na
etapie rozwoju metody jako rozpuszczalnik stosowano mieszaning woda:acetonitryl
w stosunku objetosciowym 1:1, zakwaszong 0,5% lodowatego kwasu octowego,

jednak

stabilno$¢ roztworéw w takim rozpuszczalniku byta zbyt krotka. Dlatego po
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przeanalizowaniu posiadanych informacji zdecydowano, ze roztwory beda przygoto-
wywane dwuetapowo, pierwszym etapem bedzie rozpuszczenie w dimetylosulfotlenu,
a nastepnie uzupehienie do objetosci mieszaning woda:acetpnitryl 1:1. Tak przygoto-
wane roztwory mialy zadowalajaca stabilnos¢.

5. Prewalidacja
Aby potwierdzi¢ przydatnos¢ metody do zamierzonego celu przeprowadzono jej
prewalidacje. Ostateczne warunki analizy przedstawiono ponizej:
kolumna chromatograficzna: SymmetryShield RP8 150 x 4,6 mm,
temperatura kolumny: 25°C,
faza ruchoma A: 10 mmol SDS: ACN:CH3;COOH 75:25:0,5 (VIVIV),
faza ruchoma B: acetonitryl,
dhugos¢ fali detektora: 230 nm,
przeptyw fazy ruchomej: 1 ml/min,
e zmiana sktadu 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

e przygotowanie roztworé6w badanych dwuetapowe, rozpuszczenie w dimetylo-
sulfotlenu, a nastgpnie uzupetnieni do objetosci mieszaning woda:acetpnitryl 1:1,
stezenie roztworu badanego 1 mg/ml,
objetos¢ nastrzyku: 50 pl.

Ze wzgledu na modyfikacje Sciezki syntezy, ktore zostalty wprowadzone podczas

rozwoju metody analitycznej zrezygnowano z oznaczania zanieczyszczenia 3.

Podczas prewalidacji zastosowano kryteria akceptacji zgodne z wytycznymia ICH
Q2 Validation of Analytical Procedure: Text and Methodology oraz Q3A Impurities in
New Drug Substance.

Granice wykrywalno$ci, obliczalno$ci, liniowos¢ oraz dokladno$¢ zbadano dla
zanieczyszczenia 9 oraz substancji czynnej jako zanieczyszczenia nieznanego.

5.1. Specyficznos¢, selektywnos¢
Aby potwierdzi¢ specyficzno$¢ i selektywno$¢ metody wykonano analize roztworu
zawierajacego substancj¢ czynng brekspiprazol w stezeniu 1 mg/ml oraz pozostate
anality w stezeniu 0,0015%.
Kryterium akceptacji:
e rozdzielczo$¢ pomiedzy kazdymi dwoma pikami nie mniejsza niz 1,5.

32




Opracowanie metody oznaczania czystosci chemicznej substancji czynnej Brekspiprazol
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

BRX -

AU

2
&
8
<
°
z
5
2
E

7-HQ - 2.439
Impurity 4 - 4.480
Impurity 5 - 5.185

- Impurity 8 - 9.836
Impurity 2 - 13.998
Impurity 7 - 16.674
Impurity 6 - 17.247
Impurity 1 - 20.053

— — — ——
X 3.00 6.00 9.00 12.00 15.00 18.00 21.00 24.00 27.00 30,0
Minutes

Peak Results
SampleName: BRX 1mg/ml + zanieczys zcz.

Samplell ame Date Acquired Hame RT Area | Resolution
1 | BRX 1mg/ml + zanieczyezcz. | ISZMT 707 14PK CET | 1-BP 10583 | 142572 471
2 | BRX 1mg/ml + zanieczyezcz. | YRZMTTO0714PM CET | 7-HQ 2438 21807
3 | BRX Img/ml + zanieczyszez. | 2017 707 14PM CET | BR1 TAIT| 132001 251
4 | BRX 1mg/ml + zanieczyszcz. | FHZMT 707 14PW CET | BRZ 3.420 199143 337
3 | BRX img/ml + zanieczyszcz. | FREZMTT0714PW CET | BRX 12115 | 38858877 .76
6 | BRX 1mg/ml + zaniecoyszcz. | ¥92MTT7.07:14PM CET | Impurity1 | 20,053 | 138808 13.85
7 | BRX Amg/ml + zaniecoyszez. | ¥SZMTT.0714PM CET | Impurity2 | 13988 | 162429 5.80
& | BRX 1mg/ml + zanieczyszcz. | ¥A2MT 707 14PM CET | Impurity4 | 4.430 17004 25
% | BRX 1mg/ml + zanieczyszcz. | FBEZMT 707 14PK CET | ImpuntyS | 2185 137108 216
10 | BRX 1mgiml + zanieceyszez. | ¥SEMF 707 14PM CET | Impuntyd | 17.247 | 140771 378
11 | BRX 1mg/ml + zanieczyezcz. | FHZMT 707 14PW CET | Impurity? | 16.674 | 132190 13.15
12 | BRX imgiml + zanieczyszez. | ¥W2M7 707 14PM CET | Impuritys | 9.836 e 11.42
13 | BRX 1mg/ml + zanieczyezcz. | VG207 7:07:14PM CET | Impurity® | 6228 | 322010 58

Rysunek 15. Chromatogram roztworu do badania specyficznosci

Potwierdzono czysto$¢ piku gtownego
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Rysunek 16. Wykres czysto$ci piku gldéwnego

Aby potwierdzi¢, ze metoda pozwala na rozdzielenie substancji od produktow jej
degradacji wykonano badania stresowe, poddajac substancje dzialaniu nastepujacych
czynnikow:

10 mol/I kwas solny, 5 godzin, temperatura pokojowa,

10 mol/l wodorotlenek sodu, 5 godzin, temperatura pokojowa,
30% roztwor H,0,, 5 godzin, temperatura pokojowa,
temperatura 90°C, 24 godziny, substancja sucha,

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

Nnaswietlanie promieniami UV.
Kazde ze zdegradowanych substancji zostata przeanalizowana zgodnie z opraco-

wang metoda.

Kryteria akceptacji:
e piki produktéw degradacji zadowalajaco oddzielone od piku gtéwnego,

e czysty pik glowny.
Dla wszystkich przebadanych prob uzyskano zadowalajace wyniki, ktére przedsta-

wiono na rysunkach 17-22.
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Rysunek 17. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czysto$ci piku po degradacji 10 mol/l
kwasem solnym, przez 5 godzin w temperaturze pokojowej
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Rysunek 18. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystosci piku po degradacji 10 mol/l
wodorotlenkiem sodu, przez 5 godzin w temperaturze pokojowej
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Rysunek 19. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystosci piku po degradacji 30%
roztworem H,O,, przez 5 godzin w temperaturze pokojowej
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Rysunek 20. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystosci piku po degradacji suchej
substancji w temperaturze 90°C, przez 24 godziny
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Rysunek 21. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystosci piku po degradacji substancji
W roztworze w temperaturze 90°C przez 24 godziny
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Rysunek 22. Chromatogram roztworu brekspiprazolu oraz wykres czystosci piku po degradacji
promieniami UV

5.2. Granice wykrywalnoSci i obliczalnosci, liniowo$¢
Kolejnym etapem badan prewalidacyjnych byto potwierdzenie granic wykrywalno$ci

(LOD) i obliczalnosci (LOQ) oraz liniowosci metody od LOQ do 120% dopuszczalnej
zawarto$ci kazdego z zanieczyszczen.
Kryteria akceptacji:

Stosunek sygnatu do szumu (s/n) dla granicy wykrywalno$ci > 3

Stosunek sygnatu do szumu (s/n) dla granicy obliczalno$ci > 10

Granica obliczalnosci < 0,03% zawarto$ci zanieczyszczenia w substancji

Wspdtczynnik korelacji liniowej R > 0,99
W tabeli 1 przedstawiono wyniki analiz granic wykrywalnosci i obliczalnosci:

Tabela 1. Wyniki sprawdzenia granicy wykrywalnosci i obliczalno$ci

Roztwor badany Stezenie [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 liniowos$ci dla zanieczyszczenia 9 przedstawiono w tabelach ponizej:

Tabela 2. Dane surowe z analiz liniowosci zanieczyszczenia 9

Poziom stezenia [%o] Stezenie [mg/ml] Powierzchnia piku
0,000208 33874

0,02 0,000201 26356
0,000205 42268
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0,000624 111184
0,06 0,000603 109879
0,000614 115133
0,001040 194728
0,10 0,001005 191834
0,001024 180841
0,001560 291566
0,15 0,001507 274631
0,001536 260653
0,001872 325356
0,18 0,001809 346768
0,001843 312386
Tabela 3. Parametry liniowosci dla zanieczyszczenia 9
Wspdtezynnik korelacji R 0,991
Wspotczynnik kierunkowy prostej 179006625,5 | Wyraz wolny | 1065,6
Rownanie prostej y=ax +b y =179006625,5+ 1065,6

Wiyniki badania liniowos$ci dla brekspiprazolu przedstawiono w tabelach ponize;j:

Tabela 4. Wyniki analiz liniowo$ci brekspiprazolu

Poziom stezenia [%o] Stezenie [mg/ml] Powierzchnia piku
0,0002112 50109
0,02 0,0002136 50988
0,0002034 48810
0,0006335 135417
0,06 0,0006408 130793
0,0006102 117621
0,0010559 208287
0,10 0,0010680 209033
0,0010170 196496
0,0015838 294168
015 0,0016020 298843
0,0015255 277786
0,0019006 345342
0,18 0,0019224 365262
0,0018306 343151
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Tabela 5. Parametry liniowosci dla brekspiprazolu

Wspotezynnik korelacji R 0,999
Wspotczynnik kierunkowy prostej 178076810,3 Wyraz wolny | 14638,7
Réwnanie prostej y =ax + b y =178076810,3 x + 14638,7

Kryteria akceptacji zostaty spetnione dla wszystkich analizowanych roztworow.

5.3. Dokladnos¢

Doktadnos$¢ zostata zbadana na poziomie 100% dopuszczalnej zawartoSci zanie-
czyszczen W substancji badanej, czyli 0,15% dla zanieczyszczenia 9 oraz 0,1% dla
brekspiprazolu. Wyniki przedstawiono w tabelach 61 7.

Kryterium akceptacji:
e 0dzysk dla kazdego badanego roztworu w zakresie 80-110%.

Tabela 6. Wyniki badania doktadnosci dla zanieczyszczenia 9

Proba Ilo$¢ dodana [mg/ml] Iloé¢ 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

Sredni odzysk [%] 89,7

RSD [%] 2,8

Tabela 7. Wyniki badania doktadnosci brekspiprazolu

Proba Ilo$¢ dodana [mg/ml] Ilo$¢ obliczona [mg/mi] Odzysk [%]
1 0,0010530 0,0010161 96,5

2 0,0009710 0,0009649 99,4

3 0,0011380 0,0011097 975

Sredni odzysk [%] 97,8

RSD [%] 15

Kryteria akceptacji zostaty spetione dla wszystkich analizowanych roztworow.

5.4. Powtarzalnos$é

Powtarzalno$¢ zweryfikowano poprzez analizg szesciu roztworéw badanych.
Kryteria akceptacji:

e Zgodne profile zanieczyszczen,

e RDS [%] < 5,0%.
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Rysunek 23. Zestawienie chromatograméw roztworéw do badania powtarzalno$ci

Tabela 8. Wyniki badania powtarzalnosci

. . Zanieczyszczenie RRT | Zanieczyszczenie

quer Zanieczyszczenie 9 ~094 Y RRT ~ i’ 04 Suma
proby - — - -

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
Srednio | <LOD <LOQ 0,07 0,07
RSD [%] |- - 411 4,11

Kryteria akceptacji zostaly spelnione

6. Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych badan udalo si¢ opracowa¢ metode oznaczania
czystosci chemicznej substancji czynnej brekspiprazol z zastosowaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz. Metoda spetnita zalozone
Wymagania, czyli rozdzielenie dwoch materialow wyjsciowych, dwoch produktow
posrednich oraz o$miu potencjalnych zanieczyszczen procesowych w czasie 30-minu-
towej analizy. Zastosowano dostepne i ogdlnie stosowane w laboratoriach analitycznych
kolumng i odczynniki, roztwory sa proste w przygotowaniu i stabilne. Przeprowadzone
badania prewalidacyjne wykazaty, ze metoda spelnia kryteria akceptacji przewidziana
dla badania czystoSci substancji czynnej i moze by¢ stosowana w Laboratorium
Kontroli Jako$ci do zamierzonego celu.
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Opracowanie metody oznaczania czystoSci chemicznej substancji czynnej

Brekspiprazol metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC)
Streszczenie

Tematem opracowania jest rozwdj metody analitycznej oznaczania czystosci chemicznej przeciw-
psychotycznej substancji czynnej Brekspiprazol z wykorzystaniem techniki wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz.

Celem badan byto opracowanie metody chromatograficznej pozwalajacej na jednoczesny, selektywny
rozdziat dwoch materialdow wyjsciowych, dziewigciu zanieczyszczen procesowych oraz produktow
degradacji API od substancji czynnej i ich ilociowe oznaczenie. Istotne byto réwniez, aby opracowana
metoda mogla by¢é wykorzystywana podczas rutynowej kontroli jako$ci, czyli aby byla prosta
w wykonaniu, krétka i ekonomiczna.

Najwiekszy problem, ktéry odnotowano podczas rozwoju metody to chemiczne podobienstwo
rozdzielanych zwiazkoéw, a takze staba rozpuszczalno$¢ zaréwno substancji czynnej, jak i pozostalych
sktadnikow. Podczas badan sprawdzono rozne sktady faz ruchomych, typy kolumn i rozpuszczalniki prob.
W wyniku przeprowadzonych badan opracowano skuteczng metode pozwalajacag w 30 minut rozdzieli¢
wszystkie zwigzki z zastosowaniem prostych faz ruchomych i rozpuszczalnika prob, przygotowanych
z powszechnie stosowanych odczynnikow.

Metoda zostata poddana skroconej walidacji, podczas ktorej wykazano liniowos$¢ i doktadnos¢ w zakresie
0,02-0,18% zawarto$ci pojedynczego zanieczyszczenia w badanej substancji, a takze powtarzalnos¢ metody.
Stowa kluczowe: Brekspiprazol, oznaczanie czystosci 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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Rzepien pospolity (Xanthium strumarium L.) izolacja
i oznaczanie fenolokwasow

1. Wstep

Poszukiwanie nowych zwigzkéw o aktywnosci biologicznej stanowi nadal bardzo
wazny i wcigz aktualny temat wielu prac badawczych. W ten nurt wpisuja si¢ takze
badania dotyczace poszukiwania i oznaczania nowych zwigzkéw naturalnych, ktore
moga wykazywac dzialanie biologiczne. Ro$liny byly zawsze powszechnym zrodtem
srodkow leczniczych w formie tradycyjnych preparatow lub w formie czystych, wyizo-
lowanych zwigzkow. Ocenia si¢, ze na §wiatowej liScie roslin wykazujacych dziatanie
lecznicze znajduje si¢ ok. 5 tys. gatunkéw. W Polsce wystepuje ok. 2500 gatunkow,
z ktorych za lecznicze uwaza si¢ 450, natomiast stosowanych w lecznictwie jest
ok. 230 [1].

Rosliny lecznicze moga dostarcza¢ bezpiecznych, stabilnych i efektywnych lekow
galenowych do stosowania ich w medycynie podstawowej, a szczegbtowe badania
mogg prowadzi¢ do odkrycia nowych, aktywnych zwiagzkoéw leczniczych, wystepujacych
w tych roslinach, ktore mozna nastgpnie stosowac jako leki.

Nalezy podkresli¢, ze wiele lekow stosowanych dotychczas w medycynie trady-
cyjnej, odkrytych zostalo w wyniku badan chemicznych surowcow roslinnych. Badania
naukowe roslin znanych i od lat stosowanych w lecznictwie ludowym przyczynily si¢
do potwierdzenia ich zastosowania i wyjasnienia mechanizméw ich dzialania na
organizm ludzki [1].

Prowadzone w ciggu ostatnich lat intensywne badania zaréwno na poziomie
biochemicznym, jak i molekularnym, dotyczace wlasciwosci biologicznych zwigzkoéw
naturalnych bedacych sktadnikami roslin leczniczych oraz uzytkowych, ksztattujg inne
spojrzenie na znaczenie surowcow pochodzenia roslinnego stosowanych w profilaktyce
i terapii chorob. Badania te umozliwiajg wyja$nienie mechanizméw dziatania farmako-
logicznego ekstraktow i preparatow roslinnych w réznych schorzeniach, przyczyna
ktérych moga by¢ migdzy innymi reaktywne formy tlenu. Nowe techniki rozdzielcze
i preparatywne oraz analityczne, pozwalaja izolowaé okreslone grupy zwigzkow
biologicznie czynnych, z ktérych mozna otrzymywaé pojedyncze zwiazki chemiczne
i poddawac je badaniom farmakologicznym [2].

Oceniajac kierunki rozwoju krajowego i $wiatowego rynku przetworéw zielarskich
mozna stwierdzi¢, ze surowce zielarskie sg wykorzystywane w trzech kierunkach tj. do
celow: spozywczych, kosmetycznych oraz produkcji lekow pochodzenia roslinnego.

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

ul. 3 Maja 54, 08-110 Siedlce.

2 zosiabernat@wp.pl, Instytut Chemii, Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach, ul. 3 Maja 54,
08-110 Siedlce.

% mjkz@wp.pl, Katedra i Zaklad Farmakognozji z Pracownia Roglin Leczniczych, Wydziat Farmaceutyczny
z Oddzialem Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, ul. W. Chodzki 1 (Collegium
Universum), 20-093 Lublin.
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Stosowanie w przemysle roznych przetworow zielarskich jako sktadnikow, ktére moga
nadawa¢ r6znym produktom cechy prozdrowotne, nie zawsze opiera si¢ na racjonalnych
podstawach. Sa produkty o watpliwej skutecznosci. Na rynku niefarmaceutycznym
znajduja si¢ obok siebie produkty o autentycznych wiasciwosciach prozdrowotnych
oraz produkty, ktorych skutecznos¢ jest ztudna.

Ponadto warto zwroci¢ uwage, ze do rozwoju ziotolecznictwa i racjonalnej fitoterapii
przyczynity si¢ trzy glowne kierunki badawcze:

e opracowywanie nowoczesnych metod analizy substancji biologicznie czynnych
oraz nowych procedur standaryzacji ro$lin leczniczych i ich przetworéw,

e zastosowanie nowych modeli eksperymentalnych z dziedziny biologii moleku-
larnej do poszukiwania wyciggdéw roslinnych i czystych substancji biologicznie
czynnych,

e ocena skutecznosci terapeutycznej, dostepnosci biologicznej i farmakokinetyczne;j
zgodna z dobrg praktykg kliniczng.

W prezentowanej pracy przedstawiamy wyniki badan dotyczace metod izolacji

i analizy fenolokwaséw w mato poznanym i zapomnianym surowcu zielarskim, jakim

jest rzepien pospolity Xanthium strumarium L., ktory moze postuzy¢ do poszerzenia
bazy surowcowej roslin pozyskiwanych ze stanu naturalnego.

2. Rzepien pospolity Xanthium strumarium L. — ogélne wiadomosci

Rzepien pospolity Xanthium strumarium L. jest jednoroczng rosling zielng i nalezy
do rodziny astrowatych (Asteraceae). Rodzina Asteraceae jest jedng z najliczniejszych
rodzin w Europie i najwigcksza wérod wszystkich roslin okrytozalagzkowych. Sktada si¢
z ok. 25 tys. gatunkéw. Sama flora polska liczy ok. 250 gatunkéw. Wsrdd nich
znajduja si¢ rosliny lecznicze, uprawne, warzywa, rosliny ozdobne. Wiele gatunkow
z Asteraceae nalezy do chwastow, ktorych przedstawicielem jest Xanthium strumarium
L. [3,4].

Systematyka rodzaju Xanthium strumarium L.

Gromada Spermatophyta — Nasienne

Podgromada Angiospermae — Okrytonasienne

Klasa Dicotylodoneae — Dwuli$cienne

Rzad Asterales — Astrowce

Rodzina Asteraceae = Compositae — Ztozone
Podrodzina Asteroideae = Tubiflorae — Rurkowate
Rodzaj Xanthium L. — Rzepien

Gatunek Xanthium strumarium L. — Rzepien pospolity

Nazwa rodzajowa ,,xanthium” pochodzi od greckiego stowa ,,xanthos”, czyli zotty,
poniewaz owoc i korzen rzepienia byly zrodlem zoltego barwnika uzywanego do
farbowania wtosoéw [5-7]. Nazwa gatunkowa ,,strumarium” wywodzi si¢ od facinskiego
stowa ,,struma” — wole, skrofuly, gdyz rosling t¢ stosowano w leczeniu tych schorzen [8].

Rodzaj Xanthium zostat po raz pierwszy opisany w Chinach w Shennong Bencao
Jing (100 A.D.) [7]. Intensywne rozmnazanie tej ro§liny w obrebie gatunku i okazjo-
nalne krzyzowanie jest zrodtem niespotykanej zmiennos$ci, ktéra czgsto prowadzi do
powstania lokalnych, matych i niestabilnych taksonéw [6, 8, 9]. Konsensus w klasy-
fikacji taksonomicznej uzyskano po stwierdzeniu w 1959 roku przez Love i Dansera

42



Rzepien pospolity (Xanthium strumarium L.) izolacja i oznaczanie fenolokwasow

[cyt. za 6, 9], Ze wcze$niej uznawane gatunki sa w istocie podgatunkami lub
odmianami dwoch gatunkéw: Xanthium strumarium L. — rzepienia pospolitego [Fot. 1]
i Xanthium spinosum L. — rzepienia kolczastego (ciernisty) [Fot. 2].

Fot. 2. Xanthium spinosum L. [10]
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Rodzaj Xanthium jest spotykany niemalze na calym $wiecie od 53°N do 33°S.
Najbardziej rozpowszechniony jest w strefie umiarkowanej. Spotka¢ go mozna na
obszarze od Europy do Wschodniej Azji, w Australii, Indiach, Afryce i obu Amerykach.
Jedna z przyczyn znacznego rozprzestrzeniania si¢ tej rosliny jest zdolno$¢ do samo-
zapylania. Pylek przenoszony jest przez wiatr i ma réwniez zdolno$¢ do apomiksji.
Z tego powodu lokalna populacja jest czesto bardzo podobna pod wzgledem gene-
tycznym. Owoce zaopatrzone sg w kolce 1 dlatego tatwo przyczepiaja si¢ do futer
i sier§ci zwierzat oraz ubran ludzi i w ten sposob tatwo si¢ rozsiewaja. Ponadto owoce,
ktére spadly na ziemi¢ moga rowniez by¢ przenoszone przez wiatr i wod¢ w czasie
deszczu i powodzi. Jedna roslina wytwarza zwykle 400-500 owocdéw. Zdolno$¢ rzepienia
do zasiedlania wielu nowych srodowisk wynika z efektywnego mechanizmu rozsie-
wania, szerokiej tolerancji ekologicznej, duzej produkcji nasion i ich tatwej zdolnosci
do kietkowania w r6znych warunkach srodowiskowych. Nasiona sa znacznego rozmiaru
oraz wagi i wykazuja duza zdolnos¢ do reprodukcji [5, 11]. Kontrowersje dotycza
pochodzenia rosliny. Po raz pierwszy opisano ja w Europie, ale prawdopodobnie rzepien
pospolity pochodzi z Kalifornii [6, 7]. Wedlug autorow stowackich rosliny z rodzaju
Xanthium zostaty przywleczone z Azji przez wojownicze plemiona Hunow, Awarow
i Tatarow. Wykopaliska wskazuja, Zze rozne gatunki rzepienia wystgpowaly na terenie
Czech i Stowacji juz w $redniowieczu [12]. Inne zrédia podaja, Ze roslina pochodzi
Z Rosji 1 dostata si¢ do nas wraz z tadunkiem wetny ze stepdw rosyjskich [13].

Xanthium strumarium L. wystepuje na réznych siedliskach: na polach uprawnych,
pastwiskach, nieuzytkach, poboczach, przydrozach, torfowiskach, brzegach jezior, rzek,
stawow 1 strumieni, w miejscach wilgotnych zalewanych przez powodzie [6, 9, 14-18].
Najczesciej rosnie matymi skupiskami na glebach brunatnych i pseudobielicowych,
wytworzonych z piaskow luznych i stabo gliniastych o odczynie stabo kwasnym
i obojetnym [19]. W niedogodnych warunkach, na suchych stabych ziemiach moze
urosna¢ zaledwie kilka centymetrow, potrafi tez przetrwacé susze, a nastepnie wydac
nasiona. Jak podaje Fijatkowski Xanthium strumarium L. wystepuje takze na Lubelsz-
czyznie, zwlaszcza w potnocno- 1 potudniow0-zachodniej jej czesci [19].

Rzepien pospolity moze roéwniez powszechnie wystepowaé w rejonach tak
i pastwisk gdzie moze by¢ zjadany przez zwierzeta przezuwajace (bydto, owce, kozy).
W takim przypadku istnieje mozliwos¢ wystgpowania zatru¢ zwierzat hodowlanych,
gdyz nasiona i mtode sadzonki zawierajg substancje toksyczne [9].

3. Przeglad wazniejszych grup zwiazkéw biologicznie czynnych
wystepujacych w rzepieniu pospolitym Xanthium strumarium L.

Jak podaje literatura [5, 8, 20-24] w Xanthium strumarium L. stwierdzono obecnos¢:
garbnikow, fenolokwasow, olejku eterycznego, steroli, triterpendow, alkaloidow,
laktondéw seskwiterpenowych, karboksyatraktylozydu oraz zwigzkow jodu.

Xanthium strumarium L. jest surowcem bogatym w zwiazki polifenolowe.
Pashchenko i Pivenko [25] oraz Ma i wsp. [26] wyizolowali kawolidy, a takze nowy
zwigzek, niezaliczany do zwigzkow polifenolowych o nazwie tiazinedion. Strukturg
kawolidow 1 tiazinedionu przedstawia Rys. 1. W 2003 r. Sheu i wsp. [27] stosujac
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg (HPLC) i elektroforeze kapilarng (CE)
stwierdzili m.in. obecnos¢ pochodnych kwasu kawowego oraz kwasu chlorogenowego.
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Rys. 1. Struktury garbnikéw bedacych kawolidami i tiazinedionu wystgpujacych
w Xanthium strumarium L. [26]

Badania steroli i triterpenow wystepujacych w rzepieniu s fragmentaryczne i dotycza
one obecnosci w korzeniu octanu f-sitosterolu i1 fukosterolu, zas we frakcji triterpe-
nowej wykryto alkohole triterpenowe, ktorych struktury nie ustalono [20].

Prowadzone od kilku lat prace potwierdzity obecno$¢ zar6wno saponin, jak i steroli
oraz triterpenéw w badanych surowcach.

Ze wzgledu na przynaleznos¢ surowca do rodziny Asteraceae [28, 29] istnieja
domniemania, ze w surowcu moga wystepowac alkaloidy pirolizydynowe. Jak wykazaty
badania Dharmananda [30] zawarto$¢ ich byta ponizej 1 ppm. Tak wigc wydaje sig, ze
niektorzy autorzy [5, 19, 21, 22] podajg prawdopodobnie niesprawdzone informacje na
temat tej grupy zwigzkow. Jak wynika z badan screeningowych w Xanthium
strumarium L. nie stwierdzono obecnosci alkaloidéw pirolizydynowych [31].

Badania indyjskie wykazaty, ze w lisciach Xanthium strumarium L. wystepuje
olejek eteryczny, ktory otrzymywano przez destylacj¢ prozniowa i poddawano analizie
chromatograficznej. Jak wykazaty te badania [32, 33] zawieral on m.in.: A-limonen
(35%), p-cymen (5%), p-kariofylen (6%), terpineol (7,3%), la-jonon (10,9%),
A-karweol (25%) oraz a-pinen (0,1%). Wykonane przez nas badania metoda
SPME/GCMS wykazaty roéwniez zawarto$¢ olejku, zarowno w czesciach
podziemnych, jak i nadziemnych rzepienia pospolitego.

Szczegolne zainteresowanie budzi frakcja laktondw seskwiterpenowych wystepu-
jacyh w badanych surowcach [34]. W toku badan fitochemicznych stwierdzono
w Xanthium strumarium L. obecno$¢ zwigzkéw zaliczanych do a-, B-nienasyconych
y-laktonow o szkielecie ksantanolidu [20, 35, 36]. Jak podaje literatura [27, 37-39]
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z czgéci nadziemnych wyizolowano wiele ksantanolidow i1 seskwiterpenéw typu
ksantanu oraz ich pochodne epoksydowe, takie jak: 11a,13-dihydroksyksantatyna,
lo,4a-endoperoksyd, 4B,5B-epoksyd ksantatyny, kwas 10,4p,4a,5a-diepoksyksant-
11(13)-en-12-owy, la,5a-epoksyksantatyna, 1B,5B-epoksyksantatyna, ksantynozyna,
epiksantanol, 2-hydroksytomentozyna, 2-hydroksytomentozyna-18,5-epoksyd, ksantu-
manol.

Wozory niektorych laktondéw seskwiterpenowych wystepujagcych w  Xanthium
podano na Rys. 2 [37].

3 CH, CH,
5 1B,58

OR1 OR2 Me

7 R1=Ac,R2=H
CH> ’ CH
6 8 R1=H,R2=Ac 2
Me
o
M~ O COOH
H
CH,
10

Rys. 2. Wzory strukturalne laktonow seskwiterpenowych [37]: (1) ksantatyna, (2) 11a,13-dihydroksantatyna,
(3) 1o, 4a-endoperoksyd-43,53—epokstksantatyny, (4) 1a,50—epo-ksyksantatyna,
(5) 1B,5B-epoksyksantatyna, (6) ksantynozyna, (7) 4-epiksantanol, (8) 4-epi-isoksantanol, (9) kwas 4-o0xo-
bedfordowy, (10) kwas 1B,48,40.,5a diepoksyksant-11(13)-en-12-owy
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Wedtug danych literaturowych [5, 21, 40], Xanthium zawiera zwiazki jodu i jest
stosowany w leczeniu chordb tarczycy. Wykonane przez nas badania potwierdzity jego
obecno$¢. Zawartos¢ procentowa ksztattowala si¢ na poziomie: ziele — 0,1%, owoce
—0,16% i korzen — 0,12%.

Jak podaje literatura [7] w niektorych roslinach, zwlaszcza pochodzacych ze
Stanow Zjednoczonych wystepuje glikozyd kaurenowy zwany karboksyatraktylozydem
(CAT), a jego strukturg podaje Rys. 3. Jak wynika z przedstawionej struktury zwigzek
ten ma charakter bardzo polamy i moze by¢ dobrze rozpuszczalny w uktadach wodnych.
Z danych literaturowych wynika, ze zwiazek ten wystepuje w owocach, a szczegdlnie
znaczacg jego ilos¢ znaleziono w mtodych siewkach i kolcach owocow [7].

CH,

HOH,C - /
Q CH;

HOSO; 0

HOSO; O Hooc™ “cooH

o

H,C~ “CH,

Rys. 3. Karboksyatraktylozyd

4. Dzialanie farmakologiczne i zastosowanie w lecznictwie rzepienia
pospolitego Xanthium strumarium L.

Poprzez Jak wynika z literatury naukowej Xanthium strumarium L. byt od dawna
stosowany w medycynie chinskiej, stosowano go juz w dynastii Tang (lata 618-907)
i do dzi$ jest powszechnie wykorzystywanym sktadnikiem chinskich lekéw gotowych
[7, 8, 23, 41].

Dziatanie lecznicze surowca uwarunkowane jest sktadem fitochemicznym wystegpu-
jacych w nim zwigzkoéw farmakologicznie czynnych. Do gléwnych grup zwigzkow
farmakologicznie czynnych wystepujacych w czgsciach nadziemnych, jak i podziemnych
rzepienia pospolitego nalezy zaliczy¢ grupe zwiazkow polifenolowych, tj. fenolokwasow,
garbnikéw oraz flawonoidow. Dlatego tez w medycynie ludowej surowiec ten stoso-
wany jest zaréwno zewnetrznie iwewnetrznie. Zewngtrznie w stanach zapalhych
skory, wewnetrznie w postaci naparow w biegunkach [8, 22, 23, 42].

W lecznictwie §wiatowym surowcem jest zarowno ziele, jak i korzen, ktory stosuje
si¢ w alergicznych niezytach nosa, zapaleniu zatok, katarze, reumatyzmie, artretyzmie,
lumbago, tradzie i $wiadzie. Najnowsze doniesienia naukowe wskazuja na dziatanie
bakteriostatyczne, fungistatyczne i przeciwnowotworowe poprzez bezposredni wplyw
na uklad odpornosciowy [43-47]. Stwierdzono roéwniez, ze surowce z rzepienia
i otrzymane z nich przetwory wykazuja dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne.
Mechanizm tego dziatania wykazano w badaniach eksperymentalnych, z ktorych
wynika, ze Xanthium jest inhibitorem syntezy produktoéw przemiany kwasu arachi-
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donowego oraz produkcji tlenku azotu. Poprzez hamowanie czynnika jadrowego B
hamuje syntetaze tlenku azotu (NOS) i syntetaze prostaglandyn (PGE-2) oraz czynnika
martwicy nowotworow (TNF-a) [48].

Badania in vitro wykazaty, ze ekstrakt otrzymany z kwitnacych pedow jest silnym
inhibitorem rozwoju przecinkowca cholery (Vibrio cholerae) w znacznie wyzszym
stopniu niz antybiotyki stosowane w probie kontrolnej [47]. Japoniscy uczeni zidenty-
fikowali w zielu rzepienia lakton seskwiterpenowy — ksantatyne i wykazali jego wybitnie
silng aktywno$¢ przeciwko szczepom Staphylococcus aureus opornym na metycyling.
Podobne dziatanie zaobserwowano takze 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, ze ziarna pytku dziataja przeciwgrzybiczo
wobec Colletotrichum capsici, Curvularia lunata i Helminthosporium oryzae. Pozniejsze
doniesienia wskazuja takze, ze etanolowy ekstrakt z Xanthium hamuje rozw6j Candida
albicans, Candida glabrata i Aspergillus fumigatus [49].

Metanolowy ekstrakt Xanthium strumarium dziata bakteriobdjczo na drobnoustroj
zakazajacy jame zotadka (Helicobacter pylori), ktory przyczynia si¢ do rozwoju
wrzodu trawiennego oraz nowotworoéw zotadka [50, 51]. Ekstrakt metanolowy wykazuje
bardziej efektywne dziatanie bakteriobdjcze niz antybiotyki zwykle stosowane
w eradykacji Helicobacter pylori. Dziatanie przeciwwrzodowe jest uwarunkowane
prawdopodobnie wystgpowaniem zwigzkoéw o charakterze ksantanolidowym [52].

Kolejnym istotnym dziataniem ekstraktow rzepienia pospolitego sg ich wtasciwosci
przeciwwirusowe, a szczegodlnie ich zdolnos¢ do hamowania rozwoju wirusa HIV.
Ekstrakt wodny z ziela Xanthium wykazuje zdolno$¢ do ochrony limfoblastow T typu
MT-2 przed cytopatogennym dziataniem wirusa. Mechanizm takiego dziatania opiera
si¢ na utrudnianiu wnikania wirusa do komorki. Testy in vitro okreslajace dhugosc
okresu przezycia zainfekowanych komoérek dowiodty znacznej skutecznos$ci ekstraktu
wodnego z ziela Xanthium, a jego indeks terapeutyczny wynosi 50 [52].

Waznym efektem badan farmakologicznych jest badanie dziatania przeciwpasozyt-
niczego. Badania eksperymentalne z 50% etanolowym ekstraktem z lisci Xanthium
wykazaty, ze wydtuzal on okres przezycia myszy zainfekowanych Trypanosoma
evansi. Jednak ten sam ekstrakt w wyzszych dawkach (1000 mg/kg) dziatal toksycznie
[53, 54]. Ekstrakt z korzeni i todyg Xanthium jest inhibitorem rozwoju Leishmania
infantum, L. mexicana, L. braziliensis, L. donovani oraz L. amazonensis. Dziatanie to
jest prawdopodobnie spowodowane obecnoscig laktonow seskwiterpenowych [55].
Ponadto seskwiterpeny obecne w surowcu — ksantumina i 8-epi-ksantatyna sg inhibi-
torami wzrostu owadow co potwierdzono w badaniach wobec Drospophila melano-
gaster prowadzonych przez Japonczykow.

Inne badania eksperymentalne z 65% wodno-alkoholowym wyciggiem z Xanthium
strumarium L. prowadzili Kubanczycy, ktorzy wykazali jego dziatanie diuretyczne,
awyniki poréwnano z efektami podania preparatu Furosemid. Ekstrakt wodno-
etanolowy wykazat silniejsze dziatanie diuretyczne od Furosemidu i w podobny sposdb
zwickszat wydalanie sodu i potasu.

Badania diabetologiczne in vitro na szczurach, ktore prowadzono w Indiach
wykazaly, ze kwas kawowy znajdujgcy si¢ w owocach Xanthium strumarium L.
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skutecznie obniza poziom cukru we krwi u szczuréw chorych na cukrzyce. Jednak nie
zaobserwowano podobnego efektu u zdrowych szczurdéw, zatem mozna wnioskowaé
0 dziataniu kwasu kawowego niezaleznym od insuliny. Mechanizm tego dziatania jest
prawdopodobnie zblizony do biguanidu [56].

Zwiazki fenolowe zawarte w surowcu takie jak: katechina, epikatechina i kwas
kawowy dziataja neuroprotekcyjnie na komorki ziarniste mézgu. Ochraniajg je przed
apoptoza indukowang przez wysoki poziom glutaminy. Takze inne sktadniki wyciggdw
Z rzepienia dzialaja neuroprotekcyjnie poprzez inhibicj¢ receptora N-metylo-D-aspara-
ginianowego (NMDA), ktory posredniczy w uszkodzeniu i §mierci neurondéw [57].

Surowy wyciag z rzepienia hamuje dzialanie czynnika jadrowego kB (NF—«B),
ktory stymuluje powstawanie: cytokin, czynnikow wzrostu, hormondow, mitogenow,
karcynogendow oraz reguluje ekspresje wielu genow. Jego supresja hamuje powsta-
wanie guza nowotworowego. Preparaty z Xanthium strumarium L. hamujg prawdopo-
dobnie jeden z etapéw w $ciezce sygnatowej NF- kB. Za to dziatanie prawdopodobnie
odpowiedzialne sg zwigzki fenolowe obecne w Xanthium [43]. Roussakis i wsp. [45]
badali surowy wyciag z ziela, ktéry hamowat polimeryzacje tubuliny, czego nastepstwem
jest zaburzenie proliferacji i Smier¢ komorki nowotworowej. Ksantanolidy, wyizolo-
wane z lici Xanthium, wykazuja w badaniach in vitro znaczace dziatanie hamujace
proliferacje nowotworowych linii komoérkowych, m.in. linii A549 NSCLC (nie-
drobnokomérkowy rak ptuc), linii SK-OV-3 (rak jajnika), linii SK-MEL-2 (czerniak
skory), linii XF498 (nowotwor centralnego uktadu nerwowego) oraz linii HCT-15 (rak
okreznicy) [44, 58]. Dodatkowo ksantanolidy wykazuja zdolnosci do inhibicji
farnezylotransferazy (FT-azy), blokujac specyficznie proliferacje zalezng od biatek Ras
i zmieniajac lokalizacj¢ enzymu w blonie komorkowej. Inhibitory FT-azy stanowia
jedna ze strategii w walce z onkogennymi biatkami Ras [44, 59].

W sktadzie chemicznym mtodych siewek i owocow rzepienia pospolitego wystepuje
zwigzek o nazwie karboksyatraktylozyd (CAT) (Rys. 3) [7] ktory, jak podaje literatura,
moze hamowac kietkowanie nasion [7], a takze moze by¢ toksyczny dla zwierzat
przezuwajacych (czesto zjadajg cale rosliny) oraz ludzi, ktorzy spozywaja w wickszych
ilosciach owoce jako leki naturalne [7, 60]. Najwicksza ilos¢ CAT-u stwierdzono
W kolcach owocow rzepienia. Owoce te poddaje sie prazeniu lub ekstrahuje woda
W celu usunigcia tego toksycznego czynnika [7].

Xanthium strumarium L. jest czestym sktadnikiem lekow gotowych stosowanych
Ww tradycyjnej chinskiej medycynie [61]. Przykladem takiej receptury jest lek
stosowany w schorzeniach gornych drog oddechowych, w ktorym Xanthium wystepuje
razem z arcydzigglem i magnolig. Lek ten nosi nazwe Xanthium Formula (Canger San
lub Cangerzi San) i zawiera w swoim skladzie: Magnoliae Flos 30g, Archangelicae
Herba 30g, Xanthii Fructus 15g oraz Menthae piperitae Herba 3g [41].

Ptynny ekstrakt z ziela Xanthium strumarium L. w dawce 5-60 kropli stosowany
byt w leczeniu wielu schorzen [62]. W Stanach Zjednoczonych opatentowano w ostat-
nich latach kilka lekow zawierajacych wyizolowane zwiazki chemiczne lub frakcje
substancji biologicznie czynnych wystepujacych w Xanthium strumarium L. [63].
Mengjun w2002 r. [63] opatentowal recepture gotowego leku ,,Huodan Biyan”,
w sktad ktorego wchodzi ekstrakt z owocow rzepienia. Lek ten jest stosowany
w tradycyjnej medycynie chinskiej w leczeniu stanu zapalnego zatok [63]. W 1991 r.
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Zhang i Zhang opatentowali metodg otrzymywania z Xanthium olejku lotnego uzywa-
nego w immunoterapii swoistej, w leczeniu reakcji alergicznych [64]. W 1975 r.
Turner i Craig opatentowali metodg izolacji z ziela Xanthium strumarium L. zwigzku
chemicznego, ktorym okazal si¢ by¢ kwas kawowy iwykazywat dzialanie hipo-
glikemiczne [65].

Jak wynika z przedstawionego przegladu pismiennictwa rzepien pospolity, jak
i przetwory z niego otrzymane wykazujg wielokierunkowe dziatanie farmakologiczne.
Jako szczegodlnie cenne nalezy uzna¢ dziatanie: przeciwdrobnoustrojowe [47], przeciw-
grzybicze [46, 49], hamujace i bojcze dziatanie przeciwko Helicobacter pylori [50, 51],
przeciwpasozytnicze [53, 54, 55], a takze dziatanie neuroprotekcyjnie [57].

Zarowno interesujacy sktad chemiczny, jak i efekty dziatania farmakologicznego
sktaniaja do prowadzenia systematycznych badan nad Xanthium strumarium L.

5. Analiza fenolokwasow

5.1. Material roslinny

Surowiec do badan stanowily organy nadziemne — ziele (liscie, todygi, kwiaty),
owoce oraz organy podziemne (korzenie) rzepienia pospolitego Xanthium strumarium
L. Surowiec w pierwszym roku badan pochodzil ze stanu naturalnego i zebrany byt
w okolicach Kazimierza Dolnego nad Wista, jak tez z upraw w Ogrodzie Roslin
Leczniczych Katedry i Zaktadu Farmakognozji z Pracownig Roslin Leczniczych
Akademii Medycznej w Lublinie (Fot. 3 i Fot. 4).

Y T e SN
Fot. 3. Poletka do$wiadczalne rzepienia pospolitego Xanthium strumarium L
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Fot. 4. Xanthium strumarium L. [10]

Surowiec pozyskiwano z roé$lin jednorocznych, ktoére zbierano w drugiej potowie
wrzesnia, nast¢pnie suszono w cieniu i przewiewie oraz rozdrabniano w zalezno$ci od

potrzeb i przygotowywano do badan. Prowadzone badania obejmowaty trzyletni cykl
badan.

5.2. Metody wyodrebniania i ocena skladu jakosciowego i iloSciowego
kwasow fenolowych metodami chromatograficznymi (TLC, HPLC)

W dostepne;j literaturze brak jest systematycznych badan nad kwasami fenolowymi
wystepujacymi w rzepieniu pospolitym Xanthium strumarium L. Dane literaturowe
[25, 66, 67] omawiajg kwas kawowy wystepujacy w owocach Xanthium strumarium
i jego whasciwosci lecznicze. W badaniach tych wykazano dziatanie przeciwcukrzy-
cowe surowca podobne do insuliny, ktore przypisuje si¢ kwasowi kawowemu. Sheu
i wsp. [27] stosujac wysokosprawng chromatografie cieczowg (HPLC) i elektroforeze
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kapilarng (CE) stwierdzili obecno$¢ kwasu kawowego oraz kwasu chlorogenowego
w Xanthium. Nasze badania dotycza systematycznej oceny zwarto$ci procentowej
i sktadu frakcji fenolokwasow bedgcych pochodnymi kwasu benzoesowego i cynamo-
nowego, w zaleznosci od metody ekstrakcji.

W celu wyizolowania frakcji kwasow fenolowych z badanych surowcow zastoso-
wano kilka metod ekstrakcji surowca: ekstrakcje typu ciecz-ciato state w aparacie
Soxhleta, ekstrakcje na gorgco, ekstrakcje wspomagang ultradzwigkami, ekstrakcje
cieczg pod zwigkszonym cisnieniem ASE.

5.2.1. Izolacja i oczyszczanie kwasow fenolowych

Izolacje i oczyszczanie kwasow fenolowych wykonano metodami opisanymi
w doniesieniach literaturowych [68, 69]. Schematy procedur przedstawiono na Rys. 4 i 5.

Otrzymane wyzej wymienionymi metodami wyciggi metanolowe zaggszczono
przez oddestylowanie rozpuszczalnika na wyparce obrotowej. Pozostato$¢ wytrawiano
goraca woda (50 ml) i pozostawiono na 24 godziny w lodowce. Otrzymane w ten
sposob wyciagi wodne przesaczono, a osady przemyto wodg destylowang (10 ml).
Przesacze nastepnie odttuszczono przez dwukrotne wytrzasanie z porcjami eteru
naftowego (po 30 ml). Odtluszczone roztwory wodne ekstrahowano 10- krotnie eterem
dietylowym (po 20 ml).

Wyciagi eterowe polaczono i zaggszczono do objetosci 100 ml, po czym wytrza-
sano je 10-krotnie z 5% wodnym roztworem wodorowgglanu sodu (po 10 ml). W ten
sposdb przeprowadzono wolne kwasy fenolowe w rozpuszczalne w fazie wodnej sole.
Warstwe wodno-weglanows zakwaszono 36% kwasem solnym do pH = 3. Uzyskane
w ten sposob wolne kwasy fenolowe ekstrahowano ponownie eterem dietylowym (10
razy porcjami po 10 ml). Wyciagi eterowe potgczono i osuszono bezwodnym siarczanem
sodowym. Osuszone roztwory przesgczono, a rozpuszczalnik oddestylowano do sucha.
Uzyskano wten sposob frakcje wolnych kwasow fenolowych [68, 69]. Schemat
wyodrebniania frakcji wolnych fenolokwasow podaje Rys. 4.

Frakcje wodna po wyekstrahowaniu zespotu wolnych kwaséw fenolowych podzie-
lono na dwie rowne czesci (po ok.70 ml) 1 poddano hydrolizie kwasowej i zasadowe;.

Hydroliza kwasowa: frakcje wodng zakwaszono 36% kwasem solnym do pH = 2
i ogrzewano na tazni wodnej pod chtodnicg zwrotng przez 1 godzing. Po ozigbieniu
roztwor ekstrahowano eterem dietylowym (5 razy po 10 ml). Wyciagi eterowe pota-
czono, osuszono bezwodnym siarczanem sodu. Przesaczono i oddestylowano rozpusz-
czalnik. Uzyskano w ten sposob frakcje kwasow fenolowych uwolnionych po hydrolizie
kwasowej.

Hydroliza zasadowa: do frakcji wodnej dodano 1 g borowodorku sodu i zalkali-
zowano do pH = 12 za pomocg wodnego 10% roztworu wodorotlenku baru. Catos¢,
nastepnie ogrzewano w tazni wodnej pod chtodnicg zwrotng przez 30 minut, po czym
ozigbiono 1 zobojetniono 10% kwasem siarkowym (VI), a nastgpnie stezonym kwasem
siarkowym (V1) zakwaszono do pH = 1,5. Wytracony osad siarczanu (V1) baru odsgczono
a roztwory wodne poddano 10-krotnej ekstrakcji eterem dietylowym (po 10 ml) w celu
wyizolowania uwolnionych kwaséw fenolowych. Wyciagi eterowe potaczono i osu-
szono bezwodnym siarczanem sodu. Nastepnie przesgczono i oddestylowano rozpusz-
czalnik. Uzyskano w ten sposob frakcje kwasow fenolowych uwolnionych po hydrolizie
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zasadowej. Schemat hydrolizy kwasowej i zasadowej kwasow fenolowych zwigzanych
glikozydowo podaje Rys. 5.

SUROWIEC ROSLINNY

EKSTRAKCJA METANOLEM

A 4
WYCIAG METANOLOWY

1. ODPAROWANIE ROZPUSZCZALNIKA
2. WYMYWANIE GORACA WODA

3. CHLODZENIE W LODOWCE

4. ODSACZENIE OSADU BALASTOW

A 4
| WYCIAG WODNY |

| EKSTRAKCJA ETEREM NAFTOWYM|

A 4
FRAKCJA WODNA
ODTLUSZCZONA

| EKSTRAKCJA ETEREM DIETYLOWYM |
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v R

MRS EVEROY [EKSTRAKT WODNY]
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WARSTWA WODNO - WEGLANOWA HYDROLIZA ZASADOWA

1. ZAKWASZENIE 36% HCI DO pH 3
2. EKSTRAKCJA ETEREM DIETYLOWYM HYDROLIZA KWASOWA

A 4

EKSTRAKT ETEROWY

1. OSUSZANIE BEZWODNYM Na,SO4
2. ODDESTYLOWANIE ROZPUSZCZALNIKA

A 4

WOLNE KWASY
FENOLOWE

Rys. 4. Schemat wyodrebniania frakcji kwasow fenolowych
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EKSTRAKT WODNY
1. NaBH, 19 1. ZAKWASZENIE DO pH 2
2. ALKALIZACJA DO pH 10 2. OGRZEWANIE PRZEZ 1h
(10% Ba(OH),) 3. EKSTRAKCJA ETEREM
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HYDROLIZAT FRAKCJA ETEROWA
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1. ZOBOJETNIENIE (10% H,SOs) S TN
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FRAKCJA ETEROWA

ODDESTYLOWANIE
ROZPUSZCZALNIKA

KWASY FENOLOWE
PO HYDROLIZIE
ZASADOWEJ

Rys. 5. Schemat hydrolizy zasadowej i kwasowej glikozydowo zwiazanych kwasow fenolowych

Tak otrzymane ekstrakty poddano oczyszczaniu metodg ekstrakcji do fazy stalej
(SPE). Tok postepowania obejmowal oczyszczanie wyciggdw z substancji balastowych
(chlorofil, tluszcze) przy uzyciu 30% roztworu wodnego metanolu oraz elucje fenolo-
kwasow z sorbentu z chemicznie zwigzang faza oktadecylowa Cyg (500 mg).

5.2.2. Oczyszczanie ekstraktow metoda ekstrakceji do fazy stalej (SPE)

1. Aktywacja i kondycjonowanie sorbentu — zel krzemionkowy RP18.

Kolumienki zamontowano na komorze do sgczenia prézniowgo typu SPE-12G (J.T.
Baker, Niemcy) i przesgczono przez nie kolejno: 10 ml metanolu pod préznig 0,02
MPa; 10 ml wody redestylowanej, pozostawiajagc 5 mm warstwe cieczy nad ztozem.

2. Dozowanie wyciaggow

Na kondycjonowane ztoze kolumienek nanoszono po 10 ml 30% metanolowych

z surowca i przesaczono do odbieralnika pod préznia.
3. Przemywanie zloza — elucja balastow

Po przesaczeniu wyciagéw z rzepienia pospolitego ztoze przemywano kolejno 10
ml wody i 10 ml 30% metanolu.

4. Elucja fenolokwasow czystym metanolem

Zaadsorbowany na kolumienkach zesp6t polarnych zwiazkéw fenolowych wymy-
wano czystym metanolem (10 ml) i iloSciowo przenoszono do kolbek miarowych
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poj. 10 ml. Uzyskane eluaty poddano nastgpnie dalszej procedurze tj. odparowano do
sucha a pozostato$¢ rozpuszczono w 10 ml metanolu.

Wyodrgbnione frakcje kwasow fenolowych w toku opisanych metod ekstrakcji,
izolacji i oczyszczania analizowano metodami TLC i HPLC.

5.2.3. Analiza kwaséw fenolowych metoda TLC

Analizie chromatograficznej TLC poddano frakcje wolnych fenolokwasoéw oraz
uwolnionych w wyniku hydrolizy kwasowej 1 zasadowej z ziela, owocoOw i korzeni
rzepienia pospolitego wyizolowanych wedlug procedury opisanej powyzej. Rowno-
cze$nie sporzadzono roztwory wzorcoOw kwasow fenolowych o stezeniu 0,2 mg/ml.

Analiz¢ TLC prowadzono w komorach pionowych na plytkach szklanych
(10 x 20 cm), foliach aluminiowych (20 x 20 c¢cm), pokrytych zelem krzemionkowym
GF254 oraz na ptytkach szklanych (10 x 20 cm) pokrytych celuloza.

Do rozdziatu chromatograficznego zastosowano nastgpujace uklady rozwijajace:

toluen-mréwczan etylu-kwas mrowkowy, 5+4+1 (V/v),

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

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

mrowczan sodu-kwas mrowkowy-woda, 10+1+200 (v/v),

toluene-acetonitryl-kwas mrowkowy, 5+4+1 (v/v),
Po rozwinigciu chromatogramy umieszczono pod lampg UV (A = 254 i A = 365 nm)
zaznaczajac fluoryzujace plamy. Nastepnie chromatogramy wywoltywano przez sprys-
kiwanie zdiazowanym kwasem sulfanilowym (1g kwasu sulfanilowego w 100 mi
wody + 10 ml 36% kwasu solnego + 1g azotanu (I1l) sodu na 100 ml roztworu),
a nastgpnie 20% roztworem weglanu sodu. Identyfikacje fenolokwaséw prowadzono
poroéwnujac wspotczynniki Re plam fenolokwasow zawartych w analizowanych prob-
kach z warto$ciami wspotczynnikow Rg substancji wzorcowych.

5.2.4. Analiza kwasow fenolowych metoda HPLC

Analiz¢ chromatograficzng HPLC wykonano w uktadzie faz odwréconych stosujac
chromatograf cieczowy typu LaChrom firmy Merck (Niemcy) z detektorem diodowym
DAD (L-7450), pompa dozujaca (L-7100), degazerem (L-7612), petla dozujaca 20 pl,
termostatem (L-7360), dozownikiem Rheodyne, kolumng stalowa LiChrospher 100
RPCIS o wymiarach 250 mm x 4 mm wypelniong faza stacjonarng o $rednicy ziaren
5 wm. Analizg prowadzono w temp 250C. Jako faz¢ rozwijajaca stosowano uktad
metanol-woda (25+75, v/v) z dodatkiem 1% (v/v) kwasu octowego Szybkos¢
przeptywu wynosita 0,8 ml/min. Wielko$¢ nastrzyku byta 20 pl. Identyfikacje kwasow
fenolowych przeprowadzono poréwnujac ich czasy retencji tg ze wzorcami oraz
spektroskopowo wyznaczajac ich widma w zakresie UV (219-400 nm) [70].

5.3. Ocena skladu jakosciowego i ilosciowego fenolokwas6w metodami
chromatograficznymi

5.3.1. Analiza fenolokwaséw metoda TLC
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W dalszej kolejnosci przeprowadzono analize ekstraktow kwasow fenolowych
metodg TLC. Wyodrgbnione frakcje fenolokwasow (frakcje wolnych kwaséw FPA
oraz frakcje kwaséw uwolnionych po hydrolizie kwasowej AH i zasadowej BH)
analizowano w uktadzie Si60F s,/ toluen — mréowczan etylu — kwas mrowkowy 5+4+1
(v/v). Przeprowadzono oddzielnie analizy dla wyciagdw uzyskanych réznymi metodami
ekstrakcji (ekstrakcja ciagta w aparacie Soxhleta, ekstrakcja wspomagana ultradzwie-
kami i przyspieszona ekstrakcja rozpuszczalnikiem ASE). Przyktadowe videoscany
chromatogramoéw TLC wyciagéw otrzymanych za pomoca ekstrakcji wspomagana
ultradzwickami z owocéw | korzeni przedstawiono na Rys. 6 i Rys. 7 a wartosci
wspotczynnikéw Re zestawiono w Tab. 1 Tab. 2.

Chromatogramy TLC fenolokwasoéw rozwijano réwniez na plytkach pokrytych
zelem Si60GF,5, w uktadzie eter diizopropylowy — kwas mrowkowy 9+1 (v/v). Uktad
ten w porownaniu z poprzednim wykazal mniejsza selektywno$¢ rozdzialu analizo-
wanych zwigzkow (plamy kwaséw naktadaly si¢ na siebie; wartosci wspotczynnikow
Re byly malo zréznicowane, co uniemozliwito jednoznaczng identyfikacje badanych
zwigzkéw). W tym uktadzie uzyskano bardzo zblizone warto$ci wspotczynnikéw Rg
dla kwasu kawowego i ferulowego oraz galusowego i syryngowego. Z tego tez
wzgledu nie zalaczono schematow rozdziatu. Do identyfikacji kwasow fenolowych
najlepszym okazat si¢ uklad Si60GFgss/toluen-mrowczan etylu-kwas mrowkowy
5+4+1 (viv).
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Rys. 6. Videoscan chromatogramu kwasow fenolowych z owocéw Xanthium strumarium L.
w uktadzie Si60GF s,/ toluen-mrowczan etylu-kwas mrowkowy, 5+4+1 (v/v/v)
[ekstrakcja surowca wspomagana ultradzwiekami]
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Rys. 7. Videoscan chromatogramu kwasow fenolowych z korzenia Xanthium strumarium L.
w ukladzie Si60GF 5,/ toluen-mrowczan etylu-kwas mrowkowy 5+4+1 (v/v/v)
[ekstrakcja surowca wspomagana ultradzwi¢kami)

Tab. 1. Wyniki rozdzialu TLC fenolokwaséw z owocéw Xanthium strumarium L. w uktadzie Si 60G Fosy /
toluen-mrowcezan etylu-kwas mrowkowy 5+4+1 (v/v/v) [ekstrakcja surowca wspomagana ultradzwi¢kami]

Wzorce fenolokwasow |Rg Badana frakcja AL Re
plamy
Al 0,04
Kwas chlorogenowy (0,03 v 0.09
. Wyciag z owo-cow |A3 0,19
Kwas wanilinowy 0,45 orzed hy-droliza  |Ad 0.34
A5 0,43
Kwas kawowy 0,33 A6 0,45
Bl -
Wyciag z owo-cow |B2 0,09
Kwas galusowy 0,20 po hydro-lizie B3 0,19
kwasowej B4 0,33
B5 0,43
Kwas ferulowy 0,43 C1 0,04
Wyciag z owo-cow [C2 0,09
po hydroli-zie C3 0,19
Kwas syryngowy 0,40 zasadowej c4 0,34
C5 0,43
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Tab. 2. Wyniki rozdziatu TLC fenolokwasow z korzenia Xanthium strumarium L. w uktadzie Si 60G Fs, /
toluen-mrowczan etylu-kwas mrowkowy 5+4+1 (v/v) [ekstrakcja surowca wspomagana ultradzwiekami]

z . Numer
Wzorce fenolokwasow Re Badana frakcja plamy Re
Al 0,07
Kwas chlorogeno 0,03 :
genowy Wyciag z korze-  |A2 0,20
. nia przed hydro-  |A3 0,40
Kwas wanilinowy 0,47 liza A 047
A5 0,66
Kwas kawowy 0,40 B1 0,07
Wyciag z korze-  |B2 0,20
nia po hydro-lizie B3 0,41
Kwas galusowy 0,20 kwasowej B4 0,46
B5 0,66
C1 0,07
Kwas ferulowy 0,46 C2 0,20
Wyciag z korze-  [C3 0,40
nia po hydro-lizie |C4 0,46
zasadowej
Kwas syryngowy 0,36 cs 0,66

Tab. 3. Wyniki rozdziatu TLC fenolokwasow z ziela Xanthium strumarium L. w uktadzie Si 60G Fs,/toluen-
mréwcezan etylu-kwas mrowkowy 5+4+1 (v/v/v) [ekstrakcja surowca wspomagana ultradzwigkami]

\Wzorce fenolokwasow |Rg Badana frakcja LA Re
plamy

Al 0,05
Kwas chlorogenowy (0,04 o 0.20
- Wyciag z ziela  |A3 0,32
Kwas wanilinowy 0,42 |przye dqu droliza |Ad 036
A5 0,43
Kwas kawowy 0,32 AG 0,68
Bl 0,05
Wyciag z ziela po B2 0,20
Kwas galusowy 0,20 hydrolizie B3 0,32
kwasowej B4 0,36
B5 0,68
Kwas ferulowy 0,39 Cl 0,20
Wyciag z ziela po |C2 0,32
hydrolizie C3 0,36
Kwas syryngowy 0,35 zasadowej c4 0,39
C5 0,68
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Na podstawie analizy TLC zidentyfikowano nastepujace zwiazki:

kwas kawowy we wszystkich badanych wyciagach i frakcjach),

kwas galusowy (we wszystkich badanych wyciagach i frakcjach),

kwas syryngowy (w wyciagach z ziela, po hydrolizie zasadowej z owocow

i korzeni),

kwas wanilinowy (we frakcji wolnych fenolokwaséw z ziela, owocodw i korzeni).
Nie uzyskano jednoznacznych wynikoéw w odniesieniu do kwasu chlorogenowego
(warto$ci wspotczynnikow Rr zwiazkdéw badanych réznity si¢ od warto$ci uzyskanych
dla wzorca kwasu chlorogenowego) i ferulowego (wartosci Rg bardzo zblizone do
wzorca kwasu wanilinowego, co powodowato naktadanie si¢ plam zwiazkéw badanych
i uniemozliwiato jednoznaczng interpretacje wynikow).

5.3.2. Analiza kwaséw fenolowych metoda HPLC

Wyciagi metanolowe z badanych surowcoéw po oczyszczeniu metoda SPE poddano
analizie HPLC. Badania HPLC pozwolily na doktadniejszy rozdziat i identyfikacj¢
kwasow fenolowych w badanych surowcach.

Srednie czasy retencji dla wzorcow i fenolokwaséw wystepujacych w badanych
surowcach podaje Tab. 4. Natomiast Rys. 8. przedstawia rozdziat wzorcow fenolo-
kwaséw metodg HPLC. Na Rys. 9-17. przedstawiono chromatogramy HPLC dla
poszczegolnych frakeji fenolokwasdéw wystepujacych w zielu, korzeniach i owocach,
otrzymanych ré6znymi procedurami ekstrakcyjnymi.
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Rys. 8. Chromatogram HPLC wzorcowych kwasow 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 $rednich czaséw retencji dla poszczegblnych wzorcow kwasdéw fenolowych oraz
kwasow fenolowych wyizolowanych z badanych surowcow

$redni czas retencji tz" (mMin)
Nr | FENOLOKWASY
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 1491 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 frakeji fenolokwasow 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 fenolokwasow z ziela (ultradzwigki): (1) kwas galusowy,
(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
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Rys. 11. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasdw z ziela (ASE): (1) kwas galusowy,

(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
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Rys. 12. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasdw z korzeni (Soxhlet): (1) kwas galusowy,
(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
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Rys. 13. Chromatogram HPLC frakeji fenolokwasow z korzeni (ultradzwigki): (1) kwas galusowy,
(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
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Rys. 14. Chromatogram HPLC frakeji fenolokwasow z korzeni (ASE): (1) kwas galusowy,
(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
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Rys. 15. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwaséw z owocow (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 fenolokwasow z owocow (ultradzwieki): (1) kwas galusowy,
(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
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Rys. 17. Chromatogram HPLC frakcji fenolokwasoéw z owoecow (ASE): (1) kwas galusowy,
(2) kwas protokatechowy, (3) kwas chlorogenowy, (4) kwas kawowy, (5) kwas wanilinowy,
(6) kwas syryngowy, (7) kwas ferulowy

Sktad fenolokwasow wystepujacych w ekstraktach uzyskanych metoda Soxhleta
i metodg wspomagang ultradzwiekami byt analogiczny, co przedstawiono w Tab. 5.

Tab. 5. Poréwnanie zawarto$ci fenolokwasow wystepujacych w badanych surowcach (Xanthium strumarium
L.) w zaleznosci od metody ekstrakcji — Soxhlet i ultradzwieki

ZIELE OWOCE KORZENIE
Kwasy fenolowe |FPA|AH |BH |FPA |AH |BH |FPA |AH |BH
galusowy ++ |+ + ++ + + + + +
protokatechowy |+ - ++ |- - + - - -
chlorogenowy + + - + + - + + +
kawowy + + ++ + + ++ + + ++
wanilinowy + - - + - - + - -
syryngowy + + + - - - - - -
ferulowy - - + + + + + + +

Chromatogramy HPLC uzyskane z wyciggéw otrzymanych za pomoca ekstrakcji
wspomagane] ultradzwigkami charakteryzowaly si¢ lepszymi parametrami rozdziatu
(wigksza ostro$¢ pikow, mniej zwigzkoéw balastowych) w poréwnaniu z ekstraktami
otrzymanymi metoda Soxhleta.

Najlepszy rozdzial badanych zwigzkéw uzyskano w ekstraktach otrzymanych za
pomoca ASE. W tej metodzie otrzymano najwyzsze zawartosci kwasow fenolowych
(najwyzsze piki). Ponadto w przypadku metody ASE zidentyfikowano kwas wani-
linowy w wyciggu z korzenia po hydrolizie kwasowej oraz kwas chlorogenowy
W wyciggu z owocow po hydrolizie zasadowej. Wyniki tej analizy ujeto w Tab. 6.
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Tab. 6. Porownanie obecnosci fenolokwaséw wystepujacych w badanych surowcach Xanthium strumarium
L. w zaleznosci od metody ekstrakeji — ASE

Kwasy fenolowe ZIELE OWOCE KORZENIE

FPA |AH |BH |FPA |AH |BH |FPA JAH |BH
galusowy ++ |+ + ++ |+ |+ + |+ +
protokatechowy + - ++ - - + R N R
chlorogenowy + + - + + + + T T
kawowy + |+ ++ |+ |+ |+ |+ + ++
wanilinowy + - - + - - + T _
Syryngowy + + + - - - - _ _
ferulowy - - + + + + + + +

Dominujgcymi zwigzkami byty kwasy: kawowy i galusowy, obecne we wszystkich
surowcach i we wszystkich frakcjach (FPA, AH i BH). Najwyzsza zawarto$¢ kwasu
kawowego odnotowano w wyciagach z owocow po hydrolizie zasadowej. Natomiast
kwas galusowy wystepowatl w najwiekszej ilosci we frakcji FPA wszystkich badanych
wyciggow (ziele, korzenie, owoce). Obecnos¢ kwasu galusowego we frakcjach
otrzymanych w wyniku hydrolizy kwasowej i zasadowej moze §wiadczy¢ o obecnosci
w surowcu garbnikéw hydrolizujgcych (galotanin). Ponadto wystepowanie znacznych
ilosci kwasu kawowego w tych frakcjach moze dowodzi¢ obecnosci zwigzkow
pochodnych tego kwasu, czyli tzw. kawolidow.

Analiza HPLC potwierdzita wyniki otrzymane metodg TLC, ponadto pozwolita na
identyfikacje kwasu protokatechowego w wyciagach z ziela (we frakcjach FPA i BH)
oraz owocach we frakcji BH. Kwas chlorogenowy wykryto we wszystkich badanych
wyciggach, oprocz 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, oprocz ziela, gdzie zidentyfikowano go tylko we frakcji BH)
oraz kwas wanilinowy we wszystkich badanych surowcach (frakcja FPA, a w przy-
padku ziela takze we frakcji AH) [24].

6. Podsumowanie

Zawartos¢ procentowa fenolokwaséw w badanych surowcach oznaczonych metoda
Arnova wynosita $rednio: w zielu — 0,239%, w owocach — 0,248% i w korzeniach
— 0,091%. Wyniki oznaczen metoda Folina-Ciocaltau byly okolo 10% wyzsze.
W zaleznosci od sposobu ekstrakcji wystepowaly niewielkie rdznice w zawartosci pro-
centowej. Metody chromatograficzne (TLC, HPLC) wykazaty obecno$¢ nastepujacych
fenolokwasow: TLC — kwas kawowy (we wszystkich badanych wyciagach i frakcjach),
kwas galusowy (we wszystkich badanych wyciagach i frakcjach), kwas syryngowy
(w wyciagach z ziela, owocoéw i korzeni po hydrolizie zasadowej) oraz kwas wanili-
nowy (we frakcji wolnych fenolokwasow z ziela, owocoéw i korzeni). Analiza HPLC
potwierdzita wyniki analizy TLC, a ponadto pozwolita na identyfikacje kwasu proto-
katechowego w wyciagach z ziela (we frakcjach wolnych fenolokwaséw 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
fenolokwaséw, po hydrolizie kwasowej i zasadowej), kwas ferulowy w zielu, owocach
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i korzeniach (we wszystkich frakcjach oprocz ziela, gdzie zidentyfikowano go we
frakcji po hydrolizie kwasowej) oraz kwas wanilinowy w owocach, zielu i korzeniach
(we frakceji wolnych fenolokwasow, a w przypadku ziela takze we frakcji po hydrolizie

kwasowej).
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Rzepien pospolity (Xanthium strumarium L.) —izolacja i oznaczanie fenolokwasow

Streszczenie

W dostepnej literaturze brak jest systematycznych badan nad kwasami fenolowymi wystepujacymi
w rzepieniu pospolitym Xanthium strumarium L. Dane literaturowe omawiaja kwas kawowy wystepujacy
w owocach Xanthium strumarium i jego wiasciwosci lecznicze. W badaniach tych wykazano dziatanie
przeciwcukrzycowe surowca podobne do insuliny, ktére przypisuje si¢c kwasowi kawowemu. Stosujac
wysokosprawng chromatografi¢ cieczowa (HPLC) i elektroforezg kapilarng (CE) stwierdzono obecno$é
kwasu kawowego oraz kwasu chlorogenowego w Xanthium. W badaniach wiasnych podjeto systema-
tyczng ocen¢ zwarto$ci procentowej isktadu frakcji fenolokwaséw bedacych pochodnymi kwasu
benzoesowego i cynamonowego, w zaleznosci od metody ekstrakcji. Z poréwnania tych metod wynika, ze
nieco wyzsze zawartosci procentowe fenolokwasow wystgpowaty w ekstraktach otrzymanych metoda
ASE, glownie dla ziela i owocow. Oznaczenia zawarto$ci procentowej fenolokwaséw wykonano metoda
Arnova oraz metoda Folina-Ciocaltau, przy czym ta ostatnia dawata wyniki o okoto 10% wyzsze. Oceng
sktadu jako$ciowego prowadzono metodami chromatograficznymi: TLC i HPLC. W badanych ekstraktach
oceniano zawarto$¢ wolnych fenolokwasow oraz wystepujacych po hydrolizie kwasowej i zasadowej.
Metoda TLC pozwolita stwierdzi¢ obecno$¢ we wszystkich badanych wyciagach i frakcjach kwasu
kawowego 1 galusowego. Kwas syryngowy wystepowat w wyciagach z ziela po hydrolizie zasadowej, za$
kwas wanilinowy we frakcji wolnych fenolokwasow badanych surowcow. Chromatografia HPLC
potwierdzita wyniki uzyskane metoda TLC. W tej metodzie stwierdzono tez wyzsze stezenia kwasu
galusowego i kawowego, co moze sugerowac obecnosci tych zwigzkéw w postaci kawolidow i galotanin.
Stowa kluczowe: rzepien 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 synteza pochodnych ukladu
pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny

1. Wstep

Pochodne uktadu pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny stanowig wsrod skondensowanych
pirazolo-1,2,4-triazyn najmniej poznang i opisang w literaturze grupg zwigzkow
heterocyklicznych. Uktad pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny po raz pierwszy zostat odkryty
w zwigzkach naturalnych bedacych produktami metabolizmu bakterii z rodzaju Pseudo-
monas fluorescens var. Pseudoiodininum [1] oraz Nostoc spongiaeforme. [2] Opréocz
pseudoiodininy i nostocyny A wyodrebniono z tych hodowli szereg innych pirazolo
[4,3-€][1,2,4]triazyn zwanych fluviolami [3] (Rys. 1), ktore r6znig si¢ liczbg i miejscem
przytaczenia grup alkilowych do pier§cienia pirazolu i 1,2,4-triazyny. Zwigzki te maja
zdolno$¢ hamowania wzrostu bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych oraz wykazujg
dziatanie przeciwnowotworowe.

H HOH,G

Y Ney N ~CH;
N —
SRS Y\E ) N/J
MeO MeO MeO MeO
Fluviol A Fluviol B Fluviol C Fluviol B
?H3 CI:HB ,,N N N;N
HENC ) NS =X ;N N
N N MeO N N=
(o] MeO OMe
Fluviol D
Nostocyna A Pseudoiodinina

Rysunek 1. Wybrane naturalne pochodne uktadu pirazolo[4,3-€][1,2,4]-triazyny

Przytoczone dane wskazuja na rolg, jaka moze speliac¢ ten uklad heterocykliczny
w pracach nad poszukiwaniem nowych zwigzkéw farmakologicznie aktywnych. Ponadto,
na uwage zastuguje fakt, iz struktura dwoch naturalnych pigmentéw z tej grupy
tj. nostocyny A i fluviolu A (normetylpseudoiodininy) zostata jednoznacznie okreslona
przy pomocy badan rentgenowskich [2] i dodatkowo potwierdzona na drodze totalnej
syntezy [4]. Opisane w literaturze metody syntezy zwigzkow naturalnych [4] jak tez
i nowych syntetycznych pochodnych uktadu pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny [5-12]
mozna podzieli¢ na dwie grupy. Jedng grupe stanowig reakcje, w ktorych nastepuje

! 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 Zaktad Histologii i Embriologii z Pracownia Cytologii Do$wiadczalnej,
Uniwersytet medyczny w Lublinie, ul. Radziwittowska 11 (Collegium Medicum), 20-080 Lublin.
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dobudowanie pierscienia pirazolu do pochodnych 1,2,4-triazyny z grupa karbonylowa
[5, 12] lub hydroksylowa [6] w pozycji C-6 (Schemat 1), a drugg grupe stanowia
reakcje tworzenia pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyn z odpowiednich pochodnych pirazolu
(Schemat 2) [10, 11].

Ph Ph

N
H,N-NH, / CH,COOH N ON=N

/k Rt M /t N—Ac
Ph l‘\l Y
H Ar

R=H, CH,, Ph
Ar = Ph, 4-CH,0-C¢H, , 2-HO-C¢H, ,4-NO,-C¢H,

R
N /

H R
N o fn
N
N OHRH N NP T cH,cooH N XN
N — N —— N
PP PP PP
ph” N Ph” N Ph” N

Ph Ph Ph

R=H,Ph
Schemat 1. Synteza 1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyn z pochodnych 1,2,4-triazyny [5, 6, 12]

y N R PPAIAT N | SN
NI N L
NH, N~ "R
H,C H,C

R = CHj, Ph, p-tolyl, Q/ Q/

Schemat 2. Synteza 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z pochodnych pirazolu [10, 11]

Otrzymane w ten sposob pochodne byly w niewielkim stopniu przydatne do
dalszych badan i ich funkcjonalizacji, poniewaz nie zawieraly odpowiednich grup
funkcyjnych. Ten fakt stanowil przestanke do opracowania bardziej ogdlnej metody
otrzymywania 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn dajacej mozliwo$¢ syntezy szeregu
funkcjonalizowanych pochodnych. Jako zwiazki wyj$ciowe wykorzystano 5-acylowe
pochodne 1,2,4-triazyny, ktore mozna otrzymac z dobra wydajnoscia z 1,2,4-triazyn
w reakcji nukleofilowego podstawienia wodoru anionami nitroalkanéw [13]. Nitro-
alkany petnia w tym procesie role zamaskowanych czynnikow acylujacych dajac
w pierwszym etapie oksymy 5-acylo-1,2,4-triazyn, ktore mozna tatwo przeksztatci¢
w odpowiednie ketony. 5-Acylo-1,2,4-triazyny lub ich oksymy mogg by¢ wyko-
rzystane do otrzymania odpowiednich hydrazonéw — potencjalnych prekursorow
w syntezie 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn (Schemat 3).
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Schemat 3. Nowa droga syntezy pochodnych uktadu 1H-pirazolo[4,3-e]-[1,2,4]triazyny

Porownujac przedstawiong na schemacie 3 proponowana droge syntezy pochod-
nych 1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny z metodami opisanymi w literaturze [5, 6],
latwo zauwazy¢, ze nie uwzglednia ona obecno$ci grupy odchodzacej w pozycji C-6
1,2,4-triazyny jako niezbednego czynnika w procesie tworzenia pieciocztonowego
pier§cienia pirazolu. Zaktadano, ze nukleofilowy atak pary elektronowej hydrazy-
nowego atomu azotu na atom wegla C-6 triazyny bedzie prowadzit do utworzenia
przejsciowego adduktu o, ktory w odpowiednich warunkach powinien ulegaé reakcji
utleniania do cyklicznego produktu.

* * *

Przedstawione powyzej zatozenia stanowily przestanki wyboru tematyki badaw-
czej, ktorej wyniki przedstawiono w niniejszej pracy. Celem badan zaprezentowanych
w tym rozdziale byto opracowanie nowej drogi syntezy pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyn
Z fatwo dostepnych 5-acylo-1,2,4-triazyn lub ich oksyméw w reakcji z hydrazyng lub
jej pochodnymi opartej na metodologii reakcji nukleofilowego podstawienia wodoru.
Badania te miaty takze na celu okreslenie zakresu i ograniczen stosowanej metody
cyklizacji odpowiednich hydrazonéw 5-acylo-1,2,4-triazyny oraz syntezg funkcjonali-
zowanych pochodnych uktadu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny w potozeniu N-1,
C-3 i C-5. Otrzymane na tej drodze pochodne mogg stanowi¢ cenne substraty do dalszej
funkcjonalizacji badanego szkieletu heterocyklicznego i projektowania czasteczek
biologicznie aktywnych.

2. Synteza pochodnych ukladu pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny

2.1. Pierwsze préby syntezy

Badania rozpoczeto od syntezy fenylohydrazonu 5-acylo-1,2,4-triazyny (3) wychodzac
z tatwo dostepnego oksymu 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2 4-triazyny (2), ktory
powstaje z 70% wydajnoscia 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-
nosci niewielkiego nadmiaru stgzonego kwasu solnego. Reakcj¢ prowadzono w tempe-
raturze 40 °C przez 30 godzin i stwierdzono pojawienie si¢ zwigzku o wyzszym Ry.
Fenylohydrazon 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (3) mégt by¢ tatwo wyod-
rebniony przez odsaczenie z mieszaniny reakcyjnej. Jego budowe potwierdzono za
pomoca protonowego rezonansu jadrowego, spektrometrii masowej, spektroskopii
w podczerwieni i analizy elementarnej.

W kolejnym etapie badan fenylohydrazon 3 poddano probom cyklizacji do odpo-
wiedniej pochodnej 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny 4 stosujac rdézne warunki reakcji
i rézne reagenty. Wyniki tych badan sa przedstawione na ponizszym schemacie
(Schemat 5).

EtOH / 78 °C
Ph Ph
NH N< Ne_Ns
/ Z \| DDQ lub chloranil / dioksan / 100 °C , ~N
N N J\ N N\ | —
N “SCH, |NaH lub -BuOK / dioksan /100 °C_" N™ "SCH,
H,C 3 .C

Schemat 5. Proby cyklizacji fenylohydrazonu 3 do odpowiedniej pochodnej
1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny

Ogrzewanie zwiazku 3 we wrzacym etanolu przez wiele godzin nie prowadzito do
powstania nawet $ladowych ilosci skondensowanej pochodnej 4. Podobny wynik
uzyskano prowadzac reakcje we wrzacym dioksanie wobec czynnikéw utleniajacych
takich jak DDQ lub chloranil. Proby zwiekszenia nukleofilowosci hydrazynowego
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atomu azotu przez prowadzenie reakcji cyklizacji zwigzku 3 w obecnosci wodorku
sodu lub tert-butanolanu potasu zakonczyly sie rowniez niepowodzeniem. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze brak produktu cyklizacji w tych reakcjach mozna wyjasni¢ zbyt
malg elektrofilowoscig atomu wegla C-6 pierscienia 1,2,4-triazyny, wzglednie nieko-
rzystng konfiguracja azametinowego wigzania C=N w wyjsciowym fenylohydrazonie 3.

Z literatury [15] wiadomo, ze reaktywno$¢ atomoéw wegla w reakcjach podsta-
wienia nukleofilowego 1,2,4-triazyny maleje w szeregu: C-5 > C-3 >> C-6, co
oznacza, ze atom wegla C-6 jest najmniej elektrofilowy i najtrudniej ulega reakcjom
nukleofilowej addyciji.

Cl

N N
H N \ | /)\
C,H; N SCH,
CZHS
izomer E izomer Z

Rysunek 2. Struktura 4-chlorofenylohydrazonu 3-metylosulfanylo-5-propanoilo-1,2,4-triazyny
w konformacji E i Z [16]

Brak informacji w literaturze odnosnie konfiguracji E/Z fenylohydrazonow
1,2,4-triazyny byt zache¢ta do podjecia badan nad strukturg tych potaczen. Jako zwigzek
modelowy do badan rentgenostrukturalnych wytypowano 4-chlorofenylohydrazon
3-metylosulfanylo-5-propanoilo-1,2,4-triazyny (Rysunek 2). Badania rentgenostruktu-
ralne wykazaly, ze badany zwigzek posiada konfiguracj¢ E (Rysunek 2) [16]. Zakta-
dajac, ze fenylohydrazon 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (3) ma réwniez
niekorzystng konfiguracj¢ E, brak postgpu reakcji cyklizacji zwiazku 3 do pirazolo-
triazyny 4 wydaje si¢ by¢ zrozumiaty.

Oczekujac, ze wysoka temperatura reakcji moze spowodowac zmiang¢ konfiguracji
wigzania C=N w wyj$ciowym hydrazonie 3, przeprowadzono kolejng probe cyklizacji
zwigzku 3 do 4 ogrzewajac 3 do 280 °C bez udziatu rozpuszczalnika (Schemat 6) [9].
Jedynym produktem tej przemiany byt 4-cyjano-1-fenylo-3-metylopirazol (5), ktory
powstawat z 30% wydajnoscia. Budowe zwiazku 5 potwierdzono za pomoca metod
spektroskopowych oraz przez poréwnanie jego danych fizykochemicznych z opisanymi
w literaturze [17, 18]. Budowa zwiazku 5 wskazuje, Zze transformacja pierscienia
1,2,4-triazyny do pirazolu byla inicjowana nukleofilowym atakiem hydrazonowego
atomu azotu na atom wegla C-6 1,2 4-triazyny polaczonym z réwnoczesnym rozer-
waniem wigzania Ce-N; 1 eliminacja czasteczki azotu. Utworzony sSpiro zwiazek 6
ulega nastepnie przeksztatceniu do cyjanopirazolu 5 przez rozerwanie wigzania C-N
i eliminacje grupy metylosulfanylowej (Schemat 6). Podobng przemiane opisali Takagi
i Hubert-Habart [19].
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Schemat 6. Transformacja fenylohydrazonu 3 w cyjanopirazol 5 [9]

Uzyskany wynik wydaje si¢ potwierdza¢ zalozenie, ze izomer E w podwyzszonej
temperaturze moze ulega¢ izomeryzacji do izomeru Z. Zbyt wysoka temperatura
procesu byta przypuszczalnie powodem transformacji pier§cienia triazyny do pirazolu.
Dlatego w kolejnym eksperymencie obnizono temperatur¢ procesu i do mieszaniny
reakcyjnej dodano czynnik utleniajacy. Fenylohydrazon 3 stapiano w temperaturze
235°C z dodatkiem DDQ przez 2 minuty (Schemat 7). Z mieszaniny reakcyjnej
wyodrgbniono z zaledwie 5% wydajnos$cia zwigzek 4, ktory byl oczekiwanym

produktem reakcji.
bbQ_
235°C >I )\

Schemat 7. Stapianie fenylohydrazonu 3 z DDQ

Wynik tego eksperymentu pokazat, ze synteza uktadu 1H-pirazolo[4,3-€][1,2 4]triazyny
nie wymaga obecnosci grupy odchodzacej w potozeniu C-6 w wyjsciowym fenylohy-
drazonie 5-acetylo-1,2,4-triazyny i jest mozliwa na drodze reakcji nukleofilowego
podstawienia wodoru. Przypuszczano, ze zmiana warunkdéw tej reakcji powinna
prowadzi¢ do utworzenia zwiagzku 4 z dobra wydajnoscia.

2.2. Syntezy pochodnych ukladu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny
W Srodowisku kwasnym

Jak juz wspomniano, zasadowos$¢ atomow azotu w 1,2,4-triazynie i jej 3-podstawio-
nych pochodnych maleje w szeregu N-4 > N-2 > N-1 co oznacza, ze czasteczka
1,2,4-triazyny powinna przyja¢ proton w pierwszej kolejnosci w polozeniu N-4
pierscienia [15]. Jednakze Ni-H i Np-H protonowane sole triazyny sg termo dyna-
micznie bardziej stabilne ze Wzgle;du na mozliwos¢ tworzenia wigzania Wodorowego
do atomu azotu N-1 atom wegla C-6 stanie si¢ bard21ej elektrofilowy i bedzie atwiej
ulega¢ addycji hydrazynowego atomu azotu co powinno prowadzi¢ do utworzenia
adduktu ¢ — posredniego produktu w reakcji otrzymywania pirazolotriazyny. Biorac
to pod uwage powtdrzono nieudang reakcje cyklizacji zwigzku 3 w etanolu dodajac do
mieszaniny reakcyjnej niewielki nadmiar 10% kwasu solnego. Po 5 godzinach ogrze-
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wania mieszaniny reakcyjnej w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika stwierdzono
brak zwigzku wyj$ciowego 3 i utworzenie pirazolotriazyny 4 (Schemat 8).

Ph
\

+NH /N\N EtOH/lO% HCI , \
N
N\ N J\ )\
N

SCH,
H,C 3
Schemat 8. Cyklizacja fenylohydrazonu 3 w obecnosci kwasu solnego

Zwiazek 4 powstawat z 60% wydajnoscig i byt identyczny z otrzymanym wczesniej
przez stapianie 3 z DDQ w temperaturze 235 °C (Schemat 7). Pozytywny wynik
reakcji cyklizacji w tych warunkach oznacza, ze dodatek kwasu do mieszaniny
reakcyjnej nie tylko zwicksza podatno$¢ pierscienia 1,2,4-triazyny na addycje
czynnikow nukleofilowych, ale jednocze$nie moze katalizowa¢ izomeryzacj¢ wigzania
C=N (E do Z2) w wyjéciowym fenylohydrazonie. Potwierdzeniem tej hipotezy sg prace
Karabatsosa [20, 21] i innych autoréw [22], ktore wykazuja, Ze proces izomeryzacji
E—Z zachodzi w rozpuszczalnikach polarnych poprzez utworzenie nietrwalej tauto-
merycznej formy azo. Zmiang konfiguracji izomeru E na Z w wyjsciowym arylohy-
drazonie 1,2,4-triazyny wyjasniono na schemacie 9.

‘ N\\N ‘ N\\ |zomeryzaqa ,NH N\\
Ar N P = =
~ l‘\l/ \W/[ N)\ R ‘ N \/[ >/[
H Ar< _N
R ~N
I izomer E izomer Z
Ar

AN
H‘ l
1
R N/ R
N

Il
l‘\l forma azo
Ar

Schemat 9. Izomeryzacja wigzania C=N w arylohydrazonie pod wptywem kwasu

Dobra wydajno$¢ cyklizacji byta zacheta do przeprowadzenia syntez szeregu innych
arylohydrazonow, bedacych prekursorami pirazolotriazyn, r6éznigcych si¢ rodzajem
podstawnika w pier§cieniu fenylowym i 1,2,4-triazynie.

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

Do badan wykorzystano roézne 5-acylowe pochodne 1,2,4-triazyny 7a-d, otrzymane
z odpowiednich oksyméw oraz chlorowodorki podstawionych fenylohydrazyn.
W pierwszej kolejnosci zbadano reakcje pomiedzy 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-
triazyng (7a) a chlorowodorkiem fenylohydrazyny w celu ustalenia optymalnych
warunkow tej przemiany (Schemat 10) [8].
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Ph
/N\N Ph-NH-NH, HCI /\NH /N\N
O>/[\ J\ EtOH / 10% HCI N\ N J\
N~ “SCH, N~ "SCH,
H,C 7a H,C 3

Schemat 10. Synteza fenylohydrazonu z 5-acetylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny

Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej. W trakcie dodawania etanolo-
wego roztworu chlorowodorku fenylohydrazyny do ketonu 7a obserwowano silne
zabarwienie roztworu na czerwono i pojawienie si¢ osadu produktu. Pomimo tak
energicznie przebiegajacej przemiany, kontrola chromatograficzna wykazata niewielki
postep reakcji. Dopiero kilkuminutowe ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej w tempe-
raturze wrzenia etanolu z dodatkiem niewielkiej ilosci 10% kwasu solnego doprowa-
dzitlo do calkowitego przereagowania substratow. Opisany wyzej sposob syntezy
zwigzku 3 wykorzystano do otrzymania szeregu fenylohydrazonow 8-34 wychodzac
z r6znych 5-acylo-1,2,4-triazyn 7a-d (Schemat 11). Wydajnosci otrzymanych arylohy-
drazondéw przedstawia Tabela 1.

R2
€,
N. NH-NH, HCI

Z~ N 2 NH =N

I N I

() \N)\ EtOH / 10% HCl NS )\

RI Rt

7a  R=SCH,, RI=CH, 3,8-34

7b  R=SCH,, R1=C,H,
7c  R=SCH,, R=C.H,
7d  R=Ph, RI=CH,

Schemat 11. Synteza arylohydrazonow 5-acylo-3-metylosulfanylo-1,2,4-triazyny [8]

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

Nr zwiazku R R R’ Wydajnosé [%]
3 SCH;, CH, H 9
8 SCH;, CH; 4-CH, 55
9 SCH; CH;, 2-Cl 88
10 SCH; CH;, 3-Cl 92
11 SCH; CH;, 4-Cl 61
12 SCH; CH; 2,4-di-chloro 75
13 SCH; CH;, 4-OCHs 85
14 SCH; CH, 4-NO, 68
15 SCH; CoHs H 87
16 SCH;, CoHs 4-CH, 82
17 SCH; C,Hs 2-Cl 78
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18 SCH, CoHs 4-Cl 82
19 SCH; C,Hs 4-OCH, 84
20 SCH; C,Hs 4-NO, 80
21 SCH, CsH; H 63
22 SCH; CsH; 4-CH, 66
23 SCH, CsH; 4-Cl 70
24 SCH; CsH; 4-NO, 83
25 Ph CH, H 89
26 Ph CH, 2-CH3 91
27 Ph CH, 3-CH3 94
28 Ph CH, 4-CH, 83
29 Ph CH, 2-Cl 90
30 Ph CH, 3-Cl 90
31 Ph CH, 4-Cl 80
32 Ph CH; 2,4-dichloro 82
33 Ph CH, 4-OCH,4 77
34 Ph CH, 4-NO, 80

Otrzymane fenylohydrazony oczyszczano przez krystalizacje z wodno-alkoholowego
roztworu. Zwiazki te sg trwale 1 maja posta¢ zottych osadow. Strukture otrzymanych
polaczen potwierdzono za pomoca metod spektroskopowych. Na widmach *H-NMR
obecny byl pojedynczy sygnal pochodzacy od protonu pierscienia triazyny w prze-
dziale 9.6-9.8 ppm oraz poszerzony singlet charakterystyczny dla grupy NH w zakresie
7.9-8.5 ppm, ktory znikat po deuterowaniu. Widma IR potwierdzity obecnosé¢ drgan
rozciagajacych NH w obszarze 3300-3350 cm™. Masy czasteczkowe badanych zwiaz-
kow byly zgodne z obliczonymi. W celu okreslenia geometrii azometinowego wiazania
C=N w otrzymanych fenylohydrazonach przeprowadzono wspomniane wczesniej
badania rentgenostrukturalne dla 4-chlorofenylohydrazonu 3-metylosulfanylo-5-propa-
noilo-1,2,4-triazyny (18). Szczegotowe dane krystalograficzne i eksperymentalne
analizy rentgenowskiej przedstawione zostaly w literaturze [16].

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

3.1. Synteza N-arylowych pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny
z fenylohydrazonow 5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny w ukladzie etanol-
kwas solny

Synteze 1-arylo-1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn 35-44 z fenylohydrazonéw
5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny 25-34 prowadzono we wrzacym etanolu wobec
niewielkiego nadmiaru 10% kwasu solnego (Schemat 12) [8]. Wydajnosci i czasy
reakcji cyklizacji przedstawia Tabela 2.
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NH 27 EtOH / 10% HCI / 78 °C N | SN
N —_— N
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H,C H,C
25-34 35-44

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

Tabela 2. Wydajnosci i czasy reakcji cyklizacji arylohydrazondéw 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? R Czas reakgji [h] Wydajno$é [%]
25 35 H 55 72
26 36 2-CH, 5 60
27 37 3-CH; 7 78
28 38 4-CH, 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-OCH; 5 77
34 44 4-NO, 72 23

* numer wyj$ciowego arylohydrazonu
# numer otrzymanej pochodnej uktadu 1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny

Analizujac wyniki przedstawione w Tabeli 6 mozna zauwazy¢, ze czasy ogrzewania
poszczegbdlnych mieszanin reakcyjnych sg bardzo zroéznicowane. Szybciej zachodza
reakcje fenylohydrazonéw podstawionych w pierscieniu fenylowym grupa metylowa
i metoksylowa niz atomem chloru lub grupag nitrowa. Z powyzszego wynika, ze
podstawniki elektronoakceptorowe (Cl, NO,) powoduja zmniejszenie nukleofilowosci
fenylohydrazynowego atomu azotu i w konsekwencji wplywajg na wydtuzenie czasu
reakcji. Odwrotny efekt wywieraja grupy elektronodonorowe (CHj;, OCHj3), ktore
oddajac elektrony powoduja wzrost charakteru nukleofilowego atomu azotu, przez co
zwickszaja szybkos¢ reakcji cyklizacji. Przeksztatcenie fenylohydrazonéw w pochodne
1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny jest inicjowane atakiem pary elektronowej hydrazy-
nowego atomu azotu na atom wegla C-6 pierscienia 1,2,4-triazyny i potaczone
z utworzeniem adduktu " (Schemat 13).

2 H
R N Rm | R
—_—
N\ A t I N\ A etap szybki N\ A
NT R FEPmenY N~ R N)\R
R1 Rt R1
H
addukt o

Schemat 13. Mechanizm wewnatrzczasteczkowej cyklizacji hydrazonow 5-acylo-1,2,4-triazyny [8]
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Na podstawie powyzszych danych mozna przypuszczaé, ze utworzenie adduktu c"
jest etapem decydujacym o szybkosci procesu. Na skrdcenie czasu reakceji nie wptywa
bowiem zwigkszenie stezenia czynnikow utleniajgcych, co stwierdzono na przyktadzie
reakcji cyklizacji 3-chlorofenylohydrazonu 5-acetylo-3-fenylo-1,2,4-triazyny (30) do
pirazolotriazyny 40. W celu skrocenia czasu tej przemiany przepuszczano przez
mieszaning reakcyjng tlen otrzymujgc pirazolotriazyng 40 z dobra wydajnoscia,
jednakze czas reakcji nie ulegal zmianie. Podobne wyniki dato zastosowanie DDQ,
chloranilu czy chlorowodorku hydroksyloaminy. Wyniki tych badan dowiodty, ze utle-
nianie powstatego adduktu o™ przebiega w reakcji szybkiej, ktora nie wplywa na
kinetyke catego procesu.

3.2. Synteza N-arylowych pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]-triazyny
z arylohydrazonow 5-acylo-1,2,4-triazyny w ukladzie dioksan-etanol-kwas
solny

Majac na uwadze fakt, ze na czas reakcji cyklizacji moze wptywac temperatura
procesu etanol zastgpiono mieszaning dioksan-etanol w stosunku 3:1. Jak wynika
Z analizy wynikow zamieszczonych w Tabeli 3 podwyzszenie temperatury reakcji
wpltynelo w sposob znaczacy na przyspieszenie procesu cyklizacji fenylohydrazonéw
do odpowiednich pirazolotriazyn (Schemat 14) [8].

Q/ R? R?
Nx
,NH /N\N dioksan-etanol (3:1) / 10% HCI N | ~N
N | N
A A

Rt R?

3, 8,11, 15, 16, 18, 21-23, 25-34 4, 35-52
Schemat 14. Wptyw podwyzszenia temperatury na przebieg cyklizacji

Z zamieszczonych w Tabeli 3 danych wynika, Ze niektore z prowadzonych reakcji
wskutek podwyzszenia temperatury mogly by¢ zakonczone nawet po 1,5-godzinnym
ogrzewaniu. Badajac wptyw rozpuszczalnika na czas i przebieg przemiany w kolejnej
probie zastosowano bezwodny etanol wobec stechiometrycznej ilosci kwasu
p-toluenosulfonowego.

Tabela 3. Wydajnosci i czasy reakcji cyklizacji arylohydrazonow 5-acylo-1,2,4-triazyn.

nr* NP |R R R Czas reakcji [n] | Wydajnosé [%]
25 |35 Ph CH, |H 15 85
26 |36 Ph CH; [2-CH, 2 60
27 |37 Ph CH; [3-CH, 2 78
28 |38 Ph CH; |4-CH, 2 83
29 (39 Ph CH, [2-CI 75 79
30 [40 Ph CH; [3-Cl 75 87
31 |4 Ph CH, [4-Cl 7 86
32 |4 Ph CH, [24-diCl [42 72
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33 |43 Ph CH; 4-OCH; |2 75
34 |44 Ph CH; 4-NO, 52 28
3 4 SCH; |CH; H 3 52
8 45 SCH; |CH; 4-CH; 3 52
11 |46 SCH; |CH; 4-Cl 7.5 23
15 |47 SCH; |CHs |H 3 54
16 |48 SCH; |CHs |4-CH; 3 57
18 149 SCH; |C,Hs |4-Cl 4 51
21 |50 SCH; |CH; |H 3 52
22 |51 SCH; |CsH;  |4-CH; 2 49
23 |52 SCH; [CsH; [4-Cl 4 47

* numer wyjsciowego arylohydrazonu
# numer otrzymanej pochodnej uktadu 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 ukladzie bezwodny etanol — kwas p-toluenosulfonowy

Zastgpienie kwasu solnego p-toluenosulfonowym i prowadzenie reakcji cyklizacji
zwigzku 3 w bezwodnym etanolu dato inny wynik. Glownym produktem reakcji byt
zwigzek 53. Spodziewany produkt cyklizacji 4 powstawat w §ladowych ilosciach
(Schemat 15).

Ph\ Ph\ Ph\
,NH /N\ N kwas p-toluenosulfonowy ,NH /N\ N ,N ‘ N N
N \ N | + N
N\ A bezwodny etanol/78°C N\ N\ —
N)\ SCH, g N)\OCZHS N)\SCH3
H,C H,C H,C
3 53 4

Schemat 15. Préba cyklizacji fenylohydrazonu w $rodowisku bezwodnym w obecnosci kwasu p-
toluenosulfonowego

Powstanie zwigzku 53 $wiadczy o duzej mobilnosci grupy metylosulfanylowej
w 1,2,4-triazynie, ktora w warunkach reakcji ulega tatwo 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

Kontynuujac badania nad optymalizacja procesu cyklizacji zbadano wptyw promie-
niowania mikrofalowego na szybko$¢ i wydajnos¢ reakcji cyklizacji fenylohydra-
zonow 5-acylo-1,2,4-triazyn do pochodnych pirazolotriazyny.

Z przegladu literatury [24-28] wiadomo, ze niektore ze znanych procesow jak
reakcje Dielsa-Aldera, Fishera, przegrupowanie Claisena, utleniania, alkilowania, estryfi-
kacji czy nawet synteza skondensowanych pirazoli z odpowiednio podstawionych
fenylohydrazonéw [29] moga by¢ wspomagane promieniowaniem mikrofalowym.
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Z poréwnania tych reakcji z procesami przebiegajacymi w warunkach klasycznych
wynika, ze procesy wspomagane mikrofalami zachodza znacznie szybciej i z reguly
z wickszymi wydajno$ciami.

Reakcji cyklizacji poddano jednorodna mieszaning fenylohydrazonu 5-acetylo-3-
metylosulfanylo-1,2,4-triazyny (3) z kwasem p-toluenosulfo-nowym jako zrodiem
protonéw (Schemat 16) [30]. Stosowano reaktor mikrofalowy Synthewave 402 firmy
Prolabo z programowaniem i kontrolg temperatury za pomoca zmiennej mocy
mikrofalowania.

Ph Ph\
N N
NH SN kwas p-toluenosulfonowy N~z
"\ J\ MW "\ N J\
N SCH, N SCH,
H,C H,C
3 4

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) catkowita przemiana
fenylohydrazonu 3 do pochodnej pirazolu 4 nastapita bardzo szybko, o czym $wiadczy
gwaltowny wzrost temperatury do 205 °C. Spadek temperatury reakcji wskazuje na
catkowite przereagowanie substratu juz po uptywie 2 minut. Otrzymany ta metoda
zwigzek 4 wyizolowano na kolumnie z blisko 50% wydajnoscia.

Dla poroéwnania przeprowadzono analogiczng reakcj¢ w warunkach termicznych,
bez udzialu rozpuszczalnika ogrzewajac fenylohydrazon 3 z dwukrotnym nadmiarem
kwasu p-toluenosulfonowego przez 1 minute w temperaturze 235 °C. Zwigzek 4
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izolowano z 56% wydajnoscig. Wynik tej reakcji oznacza, ze wspomaganie mikrofalowe
reakcji cyklizacji mozna w tym przypadku zastapi¢ odpowiednio dobrang temperaturg
procesu. W celu zbadania przydatnosci tej metody w syntezie pochodnych 1H-pirazolo
[4,3-e][1,2,4]triazyny przeprowadzono szereg reakcji polegajacych na stapianiu fenylo-
hydrazonéw 5-acylo-1,2,4-triazyny z kwasem p-toluenosulfonowym w podwyzszonej
temperaturze (Schemat 17) [9]. Wyniki tych przemian ilustruje Tabela 4.

Q/RZ QRZ

- N
N/NH -z IN kwas p-toluenosulfonowy N/N | )N\
A i o \ _
N)\R stapianie w czasie 1-2 minuty N R
R1 Rt
3,9-14, 20, 23, 24, 34 4,44,52, 54-60

Schemat 17. Stapianie arylohydrazonéw z kwasem p-toluenosulfonowym

Z analizy danych zawartych w Tabeli 4 wynika, ze stapianie fenylohydrazonow
z kwasem p-toluenosulfonowym stanowi dogodng metode syntezy pochodnych uktadu
1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. Reakcje przebiegaja z dobra wydajnoscia i w krotkim
czasie. Stosujac te metode mozna otrzymaé trudno dostepna 1-(4-nitrofenylo)-3-
metylo-5-fenylo-1H-pirazolo[4,3-€][ 1,2.,4]triazyne (44) z 60% wydajnoscig w czasie 2
minut. Ten sam zwigzek powstawat z zaledwie 23% wydajnoscia w wyniku 72 godzin-
nego ogrzewania 34 w mieszaninie etanol-10% kwas solny (Tabela 4) [9].

Tabela 4. Wyniki reakcji stapiania arylolohydrazonéw 3, 9-14, 20, 23, 24, 34 z kwasem
p-toluenosulfonowym

NI NP R R R’ Wydajnosé [%]
3 4 SCH;, [CH; [H 56
9 54 SCH; [CH:, [2-Cl 51
10 55 SCH, |[CH; [3-Cl 49
12 56 SCH; |CH; [24-dichloro 55
13 57 SCH; |[CH; [4-OCHs 49
14 58 SCH; [CH; [4-NO, 42
20 59 SCH; |[CHs [4-NO, 61
23 52 SCH, |[CH; [4-Cl 58
24 60 SCH; [CH; [4-NO, 58
34 44 Ph CH; [4-NO, 60

* numer wyj$ciowego arylohydrazonu
# numer otrzymanej pochodnej uktadu 1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny
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3.5. Syntezy N-fenylowych pochodnych ukladu 1H-pirazolo[4,3-
e][1,2,4]triazyny z 5-acylo-1,2,4-triazyn lub ich oksyméw
i chlorowodorkéw fenylohydrazyn

Kontynuujgc badania sprawdzono, czy syntez¢ pochodnych 1H-pirazolo[4,3-€]
[1,2,4]triazyny mozna przeprowadzi¢ bezposrednio z 5-acylo-1,2,4-triazyn 7a-d lub
ich oksyméw z pomini¢ciem etapu otrzymywania i izolowania fenylohydrazonow
(Schemat 18).

R2
€1
Ny NH-NH, HCI N Ns
N
(0] | /)\R dioksan-etanol (3:1) / 10% HCI >\:[ N/)\R
R1

N

Rl
7ad 4,35-37, 44, 47-49
Schemat 18. Synteza pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z triazynowych ketonow 7a-d

Reakcje prowadzono w mieszaninie dioksan-etanol w stosunku 3:1 wobec 10%
kwasu solnego. Otrzymane pirazolotriazyny byly identyczne z otrzymanymi wcze$niej
w reakcji cyklizacji arylohydrazonow. Wydajnosci tych reakcji byty porownywalne
aw niektorych przypadkach wyzsze od prowadzonych z fenylohydrazonow jako
zwigzkow wyjsciowych. Wyniki reakcji 5-acylo-1,2,4-triazyn z pochodnymi fenylohy-
drazyny przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Wydajnosci i czasy reakcji syntezy pochodnych uktadu 1H-pirazolo[4,3-e][1,24]triazyny
z 5-acylo-1,2,4-triazyn i odpowiednich arylohydrazyn

N [R R R’ Wydajno$é [%] Czas reakgji [h]
4 SCH; [CH; [H 67 3
47 |SCH,; [C,Hs [H 70 3
48  [SCH,; [C,Hs [4-CH; [59 3
49 [SCH, [C,Hs [4-Cl |54 35
35 |[ph |CH; [H 72 2
3 |[Ph  [CH; [2-CH, [60 3
37 |[ph [CH; [3-CH, [78 2
44 |[Ph |CH; [4-NO, |52 51

# numer otrzymanej pochodnej uktadu 1H-pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny

Kolejng probe syntezy 1H-pirazol[4,3-e][1,2,4]triazyn przeprowadzono wychodzac
z oksymu 2 (Schemat 19).
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R

/N\N R-NH-NH, HCI N | N\\N

I N
HON N EtOH / stez. HCI / 78 °C \ pZ
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Schemat 19. Wykorzystanie oksymu 2 do syntezy 1H-pirazolo[4,3-€]-[1,2,4]triazyn [9]

W wyniku tej reakcji zwigzek 4 powstat z 18% wydajnoscig. Pomimo ze wydaj-
no$¢ zwigzku 4 byta niska metoda wydaje si¢ by¢ oplacalna, poniewaz tagczy w sobie
trzy r6zne operacje: utworzenie 5-acylo-1,2,4-triazyny, hydrazonu i reakcje cyklizacji.
W celu rozszerzenia zakresu metody badano reakcj¢ zwiazku 2 z chlorowodorkiem
niepodstawionej hydrazyny i metylohydrazyny (Schemat 19). W obu przypadkach
otrzymano oczekiwane pochodne uktadu 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. WyniKki
tych badan przedstawia Tabela 10.

Tabela 10. Wydajnosci i czasy reakcji syntezy zwigzkow 4, 61 i 68a z oksymu 2

Nr zwigzku R Wydajnos¢ [%] Czas reakgji [h]
4 Ph 18 5

61 H 27 1

68a CH; |13 6.5

Metoda ta umozliwia syntez¢ N-1 i C-3 niepodstawionych pochodnych uktadu
1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny wychodzac z oksymoéw 5-formylo-1,2,4-triazyny
(Schemat 20).

H
\

NNy
R=Ph "\ | /)\
N . N Ph
Z H,N-NH, HCI

JN\ H 64 (65%)
HON \N R EtOH/stez.HCI/78 oc\
R=SCH,
H mieszanina produktow
62: R = SCH,
63: R=Ph

Schemat 20. Proba syntezy 1,3-niepodstawionych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn

Oksymy 5-formylo-1,2,4-triazyny 62 i 63 poddatem reakcji z chlorowodorkiem
hydrazyny we wrzacym etanolu w obecnosci stezonego kwasu solnego (Schemat 20).
W obu procesach juz po godzinie stwierdzono brak wyjsciowego zwiazku. Jednakze
oksym 62, ktory zawierat grupe odchodzacg przy C-3, ulegat rozktadowi do miesza-
niny produktow. Reakcja oksymu 63, ktory w potozeniu C-3 posiadal podstawnik
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fenylowy prowadzita do powstania produktu 64 z 65% wydajnoscia. W widmie
'"H-NMR zwiazku 64 brak jest sygnatu pochodzacego od protonu pierscienia 1,2,4-
triazyny przy 9.58 ppm. Widoczny jest singlet przy 6 = 8.47 charakterystyczny dla
protonu pierscienia pirazolu oraz poszerzony singlet przy 11.25 ppm, ktéry znika po
deuterowaniu, co $wiadczy o obecnosci grupy NH. Oba eksperymenty wykazaty, ze na
wynik syntezy 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn z oksymdéw ma wptyw nie tylko rodzaj
podstawnika przy hydrazynowym atomie azotu, ale rowniez grupa w polozeniu C-3
pierscienia 1,2,4-triazyny. Powstanie zwigzku 64 oznacza, ze podstawnik fenylowy
w wigkszym stopniu niz grupa metylosulfanylowa stabilizuje pierscien 1,2,4-triazyny.

4. Podsumowanie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad nowa i ogoélng metoda otrzymywania
pochodnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny z tatwo dostepnych 5-acylo-1,2,4triazyn
lub ich oksymow i pochodnych hydrazyny, oparta na metodologii reakcji nukle-
ofilowego podstawienia wodoru.

Wykazano, ze proces cyklizacji hydrazonoéw 5-acylo-1,2,4-triazyny do pochodnych
1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny jest katalizowany przez kwasy i jest zapoczatkowany
atakiem hydrazynowego azotu na niepodstawiony atom wegla C-6 1,2,4-triazyny.
Powstaty addukt c" ulega nastepnie utlenieniu do finalnego produktu reakcji. Badajac
reakcje cyklizacji fenylohydrazondéw 5-acylo-1,2,4-triazyny do odpowiednich pocho-
dnych 1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny w ukfadzie etanol-10% kwas solny stwier-
dzono, ze czas reakcji zalezy od charakteru podstawnika w pierscieniu fenylowym.
Obecnos¢ podstawnikéw elektronodonorowych przyspiesza, a elektronoakceptorowych
spowalnia proces cyklizacji.

Optymalizujac warunki tej przemiany badano wptyw rozpuszczalnika, rodzaju kwasu,
promieniowania mikrofalowego oraz temperatury na wydajno$¢ tworzacych sie¢
1H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyn. Prowadzac reakcje w uktadzie etanol-dioksan (1:3) /
10% kwas solny lub przez stapianie reagentow wobec kwasu p-toluenosulfonowego
uzyskiwano dobre wydajnosci produktéw w znacznie krotszym czasie niz w ukladzie
etanol-10% kwas solny. Podobny efekt daje zastosowanie promieniowania mikro-
falowego.

W celu rozszerzenia zakresu metody przeprowadzono szereg syntez uktadu
1H-pirazolo[4,3-e][ 1,2,4]triazyny wychodzac z 5-acylo-1,2,4-triazyn lub ich oksymow
bez koniecznosci izolowania przejsciowych fenylohydrazonow. Wychodzac z oksymu
5-formylo-1,2,4-triazyny otrzymano 1,3-niepodstawiong 5-fenylo-1H-pirazolo[4,3-€]
[1,2,4]triazyne.
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Studia nad syntezg pochodnych ukladu pirazolo[4,3-€][1,2,4]triazyny

Streszczenie

W artykule przedstawiono wyniki badan nad opracowaniem warunkéw syntezy pochodnych uktadu
pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny. Zainteresowanie tym ukladem wynika z faktu, iz naturalne pochodne
wyodrebnione z produktow przemian metabolizmu bakterii wykazuja aktywnos$¢ przeciwbakteryjng
i przeciwnowotworows. Przeprowadzone badania pozwolily na opracowanie wygodnej drogi syntezy
opartej na reakcji 5-acylo-1,2,4-triazyn z pochodnymi fenylohydrazyny, dajacej w pierwszym etapie
odpowiednie hydrazony ulegajace nastgpnie wewnatrzczasteczkowej cyklizacji do odpowiednich
pirazolotriazyn na drodze reakcji nukleofilowego podstawienia wodoru w obecnosci kwasu. W badaniach
wykorzystano klasyczne metody syntezy organicznej oraz element wspomagania promieniowaniem
mikrofalowym.

Stowa kluczowe: pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazyny, hydrazony 5-acylo-1,2,4-triazyn, skondensowane 1,2,4-
triazyny, wewnatrzczasteczkowe 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 oddzialywan kwasow fulwowych
I huminowych z mikroelementami

1. Wstep

Procesy interakcji pomiedzy kwasami humusowymi a mikroelementami, prowadzace
do wytworzenia rozpuszczalnych, mineralno-organicznych komplekséw, wptywaja
znaczaco na biodostgpnos¢ danego pierwiastka dla roslin [1-3]. Oddziatywania te sa
zalezne zarowno od rodzaju frakcji zwiazkow prochnicznych, jak tez od wiasciwosci
chemicznych metalu, mocy jonowej, temperatury i pH roztworu. Problem analizy
oddziatywan kwaséw huminowych i fulwowych z metalami zwigzany jest wiec z ich
szeroka roznorodnoscia chemiczng i duza wrazliwoscia na zmiany warunkow $§rodo-
wiska. Nowoczesne metody spektroskopowe w potaczeniu z modelowaniem danych
moga pomoc przewidzie¢ zachowanie tych waznych sktadnikow roztworu glebowego.

W niniejszej pracy przedstawione zostaty mozliwosci wykorzystania spektroskopii
fluorescencyjnej do analizy interakcji pomigdzy kwasami huminowymi i fulwowymi
a metalami waznymi z punktu widzenia prawidtowego wzrostu i rozwoju roslin.

2. Geneza kwasow huminowych i fulwowych

Na drodze formowania si¢ poszczegdlnych frakcji glebowej substancji organicznej
mozna wyr6zni¢ dwa zasadnicze, $ciSle powigzane ze sobg procesy: mineralizacje
i humifikacjg.

Mineralizacja dotyczy kazdego etapu rozkladu szczatkow organicznych, przebiega
rownolegle do humifikacji i wystepuje zar6wno w fazie humusu, jak i prehumusu.
Produktem koncowym procesoOw mineralizacji sa proste, nieorganiczne zwigzki [4].
Mineralizacja warunkowana jest obecnoscia wyspecjalizowanych mikroorganizméw
glebowych, odczynem, temperatura, zawartoscig wegla organicznego, rodzajem gleby
i wilgotnoscig. Proces ten moze zachodzi¢ dwukierunkowo: w warunkach tlenowych
(butwienie) z wytworzeniem CO,, H,0, a takze jonow Ca®*, K, SO, PO,*, NO5
i innych lub beztlenowych (gnicie), z wytworzeniem takich zwiazkéw, jak CO,, H,0,
H.,S, CH, [5].

Humifikacja jest zlozonym procesem obejmujacym szereg zmian chemicznych
i biochemicznych zachodzgcych w obumartych szczatkach roslinnych i prowadzacych
do powstania humusu. Proces humifikacji zachodzi w gtownej mierze pod wptywem
aktywnos$ci mikrobiologicznej i czynnikow atmosferycznych. Rozkladana substancja
organiczna jest ponownie syntetyzowana w zwiazki o zmienionych wiasciwosciach
fizykochemicznych, wykazujace wielkoczasteczkowa naturg i wysoka trwatos¢. Proce-

! p.boguta@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzaniskiego Polskiej Akademii Nauk,
Doswiadczalna 4, 20-280 Lublin, http://Avww.ipan.lublin.pl/.

2 k. skic@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk,
Do$wiadczalna 4, 20-280 Lublin, http://Amww.ipan.lublin.pl/.
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sowi towarzyszg reakcje kondensacji i polimeryzacji [6]. Ksi¢zopolska [7] opierajac si¢
na literaturze, wyrdznia kilka zasadniczych kierunkow humifikacji. W teorii Waksmana
zwigzki prochnicze wywodzg si¢ od zmodyfikowanej ligniny. Teoria polifenoli zaktada
przemiany zwigzkow takich jak lignina czy celuloza do czasteczek polifenoli, ktore
pod wptywem dziatania enzymow (oksydaza fenolowa) ulegaja utlenieniu do chinonéw.
Reakcje chinonéw ze zwigzkami azotowymi prowadzg do powstania zwigzkéw proch-
niczych. W teorii kondensacji cukrowo-biatkowej, przyjmuje sie wystepowanie reakcji
polimeryzacji cukréw i aminokwasow bedacych produktami przemian metabolicznych
mikroorganizmow glebowych. W wyniku tych proceséw powstaja zwigzki azotowe,
ktore w kolejnych etapach tacza si¢ z nastgpnymi czasteczkami cukréw i mogg ulegaé
fragmentacji, z wytworzeniem bardzo reaktywnych zwigzkow takich jak aldehydy
i ketony. Te z kolei tatwo polimeryzuja do ztozonych form barwy brazowej. Wyste-
powanie, intensywnos$¢ 1 kolejnos$¢ poszczegdlnych mechanizméw humifikacji zaleza
w glownej mierze od typu gleby i stosunkéw wodno-powietrznych, jakie panuja
w danym utworze [8]. Miarg shumifikowania substancji organicznej jest stopiefi humi-
fikacji wyrazajacy procentowy udzial substancji humusowych w ogdlnej masie martwych
organicznych sktadnikow [5]. Powstajace zwiazki charakteryzuja si¢ amorficzng
postacia i ciemnym zabarwieniem — stanowig glowny sktadnik préchnicy glebowe;.
W oparciu o kryterium rozpuszczalnosci dzielimy je na kwasy huminowe, fulwowe
oraz huminy.

3. Struktura kwaséw huminowych i fulwowych, wlasciwosci
fluorescencyjne

Struktura masa czasteczkowa, jak i grupy funkcyjne kwaséw huminowych i fulwo-
wych pomimo licznych badan wcigz nie sa doktadnie poznane [9, 10]. Wiaze si¢ to
W gtéwnej mierze ze stale postepujacym procesem humifikacji substancji organicznej
i przemianami powstajgcych zwigzkéw humusowych.

Poszczegdlne frakcje substancji humusowych roznig si¢ miedzy sobg masa
czasteczkowsg, sktadem elementarnym, liczbg grup funkcyjnych czy stopniem polime-
ryzacji. Kwasy huminowe sg zwigzkami wielkoczasteczkowymi o masie w zakresie od
50000 do 100000 A i $rednicy od 60 do 100A, s dobrze rozpuszczalne w wodnych
roztworach alkaliow. Natomiast kwasy fulwowe sa rozpuszczalne w wodnych
roztworach w szerokim zakresie pH, wykazuja mas¢ czasteczkowa w zakresie 500-
2000 A i $rednice 20-30A [11,12]. Rdzen czasteczki substancji humusowych zbudo-
wany jest z aromatycznych i heterocyklicznych pierscieni typu benzenu, pirydyny
i furanu oraz skondensowanych pierscieni typu antracenu, naftalenu, chinoliny i indolu.
Pierécienie aromatyczne polagczone sg wigzaniami pomiedzy atomami wegla (-C-C-)
lub mostkami (-O-, -S-, -CH»--N-, -NH-) tworzacymi porowata sie¢ [13]. Kwasy
humusowe zawieraja charakterystyczne grupy funkcyjne: metylowe, metylenowe,
metoksylowe, hydroksylowe, karboksylowe, ketonowe, chininowe i aminokwasowe,
ktore determinujg silne wtasciwosci sorpcyjne i buforowe tych zwigzkow.

Budowa kwaséw huminowych i fulwowych sprawia, ze sa one substancjami wyka-
zujacymi wilasciwosci fluorescencyjne. Odpowiedzialne sa za to szczegdlne grupo-
wania chemiczne zwane fluoroforami np. grupy katecholowe, chinonowe, ftalanowe,
fenolowe, aminowe czy salicylowe. Czasteczki substancji wykazujacych aktywnos$c
fluorescencyjng, moga ulega¢ wzbudzeniu przez absorpcje¢ promieni o krotkich
dhugosciach fal, np. UV, a nastgpnie mogg emitowa¢ pochfonieta energi¢ w postaci
fluorescenciji.
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4. Spektroskopia fluorescencyjna — podstawy teoretyczne

Mechanizm fluorescencji polega na emisji fotonéw w momencie, gdy wzbudzony
elektron ulega przejsciu z pierwszego wzbudzonego stanu singletowego do singletowego
stanu podstawowego. Przejscia tego rodzaju dotycza promocji dostqg)nych n- lub
n- elektroné6w na orbital n*. Czas trwania fluorescencji wynosi ~10™ S. Poniewaz
bezpromienista dezaktywacja wyzszych standéw oscylacyjnych zachodzi jeszcze szybciej,
dlatego fluorescencj¢ mozna obserwowac z najnizszego oscylacyjnego poziomu pierw-
szego elektronowego stanu wzbudzonego. Fluorescencja w przeciwienstwie do
fosforescencji, nie pociagga za sobg zmiany multipletowosci.

Fluorescencja (w zakresach niskich stgzen fluoroforéw) jest proporcjonalna do
stezenia substancji fluoryzujacej (w wyzszych stezeniach moze nastgpowaé auto-
wygaszanie):

- =k-1,-c-s %))
gdzie: k — stata proporcjonalnosci, Iy — natgzenie promieniowania wzbudzajacego,
C — stgzenie, S — grubos$¢ warstwy absorbujace;j.

Mechanizmy elektronowe opisujace fluorescencje sa wysoce prawdopodobne
W czasteczkach zawierajacych atomy z wolng parg elektrondw np. w tlenie, azocie czy
strukturach aromatycznych i/lub sprzg¢zonych, nienasyconych uktadach strukturalnych.
Powyzsze sytuacje wystepuja w czasteczkach kwaséw huminowych i fulwowych.
Mozna wigc powiedzie¢, ze intensywno$¢ fluorescencji (IF) jest powigzana bezpos-
rednio z ilo$cig struktur fluoryzujacych w kwasie huminowym lub fulwowym.

Spektrometria fluorescencyjna jest metoda bardzo wrazliwa na roézne czynniki
srodowiska: pH, moc jonowa, rodzaj roztworu, temperatur¢ czy oddziatywanie
z metalami. Mozliwo$¢ zastosowania fluorescencji w badaniach interakcji kwasow
huminowych/fulwowych z jonami metali wynika z faktu, iz grupy funkcyjne poten-
cjalnie odpowiedzialne za wigzanie metali, s3 rowniez odpowiedzialne za wiasciwosci
fluorescencyjne kwasow huminowych [14]. W przypadku wigzania jonow metali
fluorescencja moze by¢é wzmacniana badz wygaszana, zaleznie od przylaczanego
metalu, a $cislej moéwigc mechanizmu jego wigzania [15]. Ogdlnie, jony paramag-
netyczne w wigkszosci przypadkéw powodujg wygaszanie fluorescencji, natomiast
oddziatywanie jonow diamagnetycznyych moze w rdzny sposob wptywac na inten-
sywno$¢ fluorescencji. Senesi i in. [16], Hernandez i in. [17], a takze Shin i in. [18]
W badaniach oddzialywan kwaséw huminowych z jonami metali stwierdzili, ze
fluorescencja mierzona przy wyzszych dlugosciach fal wiaze si¢ z obecnoscia struktur
skondensowanych, o wysokim stopniu sprzgzenia wigzan nienasyconych, duzej masie
czasteczkowej i wysokim stopniu humifikacji. Odwrotnie dla fluorescencji wyste-
pujacej przy niskich dtugosciach fal, ktéra moze dotyczy¢ struktur prostych, nisko-
czasteczkowych i o niskim stopniu aromatycznosci.

5. Mozliwosci analityczne zastosowania spektroskopii fluorescencyjnej
do badan kwasow huminowych i fulwowych i ich oddzialywan z
mikroelementami

W celu analizy interakcji kwasow humusowych z metalami pomiarom podlega naj-
czesciej seria roztwordw o statym stezeniu danego zwigzku organicznego i wzrastajagcym
stezeniu jonu metalu, przy ustalonym pH i w statej temperaturze. Widma probki
kontrolnej pokazujg stan fluoroforé6w danego materialu przed dodatkiem metalu.
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Zmiany intensywnosci oznaczonych pikow zachodzace pod wpltywem wzrastajacego
stezenia metali mogg $wiadczy¢ o procesie kompleksowania. Dynamika wygaszania
lub wzmacniania fluorescencji sugeruje skal¢ procesu wigzania dawki metalu.
W badaniach fluorescencji wyroznia si¢:

Widma emisji: Monochromator wzbudzajacy ustawiony jest na zadang dlugos$c¢ fali,
a monochromator emisyjny przemiata i analizuje emitowane $wiatto (A, = constant,
Aem = zmienia si¢). Widma te charakteryzuja si¢ unikalnymi, szerokimi pasmami
fluorescencji zaleznymi od natury i pochodzenia kwaséw huminowych i fulwowych.
Przyktadowe zakresy pomiarowe: 380-600 nm ze statg dtugoscia fali dla wzbudzenia:
360 nm.

Widma wzbudzenia: Monochromator wzbudzajacy przemiata dhugosc fali promie-
niowania wzbudzajacego, a monochromator emisji ustaw1ony jest na zadang dtugosé
fali w zakresie fluorescencji (Aem = constant, Ay, = zmienia si¢). Widma ztozone sa
z wigkszej ilosci pikéw niz widma emisji, sg tez lepiej rozdzielone. Pasma mieszcza si¢
w trzech zakresach dlugosci fal: dlugim (480-440 nm), posrednim (400-380 nm)
i krotkim (360-300 nm) i charakteryzuja poszczegdlne grupy materialdw humusowych.
Przyktadowe zakresy pomiarowe: 300-500 nm ze statg dtugoscig fali dla emisji: 520 nm.

Widma synchroniczne: Uzywana jest stata roznica dlugosci fal pomiedzy mono-
chromatorami AA = Agn-Awzp. Ich pomiar pozwala uzyska¢ widma jeszcze lepiej
rozdzie-lone niz w przypadku widm emisji i wzbudzenia, co pozwala na wyrazniejsze
zroznico-wanie probek pod katem wiasciwosci chemicznych i lepsza interpretacje
struktur czgsteczek odpowiedzialnych za fluorescencje. Przykladowe zakresy
pomiarowe: 300-550 nm przy AA= Aem- Aex = 18 Nm.

Widma emisji-wzbudzenia: Pomiar w tym przypadku polega na zebraniu widm
emisji i wzbudzenia w postaci matrycy intensywnos$ci fluorescencji i dlugosci fal.
Pozwala on na obserwacje zmian fluorescencji w pelnym zakresie badanych dtugosci
fal. Taki rodzaj analizy fluorescencyjnej jest bardzo wygodny, gdyz daje wigcej
informacji na temat natury chemicznej kwaséw huminowych. Dlugos¢ fali emisji
czgsto skanowana jest w zakresie od 300 do 600 nm, podczas gdy dhlugos¢ fali
wzbudzenia od 250 do 500 nm. Otrzymane widmo wyswietlane jest w formie mapy
konturowe;j, ktdra mozna podda¢ dodatkowej obrobee pod katem wizualizacji 3D.

6. Modelowanie procesu kompleksowania kwaséw huminowych
i fulwowych

Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej do badan roztworéw kwasow
huminowych i fulwowych z jonami metali, umozliwia rowniez wyliczenie pojemnosci
kompleksacyjnych zwigzku humusowego wzgledem danego jonu metalu, a takze
statych trwato$ci powstajacych kompleksow [19]. Zaproponowany do obliczen model
zaktada proporcjonalnos¢ fluorescencji do ligandu zwigzanego metalem, komplekso-
wanie w identycznych i niezaleznych miejscach aktywnych, w stosunku liganda do
metalu 1:1. Kompleksowanie jonu metalu (M) przez ligandy organiczne (L), w statych
warunkach pH i mocy jonowej, tj. powstawanie kompleksu (ML) moze by¢ opisane
stalg trwalosci:

_ [ML]
[M]Ix[L] 2)

gdzie [M] jest molowym stezeniem metalu, [L] — molowym stgzeniem wszystkich
form liganda niezwigzanego z metalem, a [ML] jest molowym stezeniem kompleksu.
Réwnowage mas mozna zapisaé nastepujaco:
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C, =[M]+[ML] 3

C, =[L]+[ML] )

gdzie Cy i Ci sg stechiometrycznymi ilo$ciami metalu i liganda.
Polgczenie rownania (2) i (4) pozwala uzyskaé ilo$¢ frakcji liganda zwigzanego (v)
wyrazong w funkcji stalej trwatosci (K) 1 stezeniu niezwigzanego metalu:

L_ML_ K[M]
CL 1+K[M] )

Potaczenie rownan (3) 1 (5) daje zaleznos¢:
L= K (CM B UCL)
1+K[C,, —1C,]

(©)
Rownanie (6) moze by¢ rozwigzane wzgledem v:
=(. > )1+ KC, +KC, —/@+KC, +KC, )’ —4K’C,C,,
2KC, 7

W odniesieniu do modelu, intensywno$¢ fluorescencji (I) zmienia si¢ liniowo
z frakcjg liganda zwigzanego:

I, -1
v 01

IO_IML 8)

gdzie Iy jest intensywnoscia fluorescencji kwasu huminowego lub fulwowego bez
dodatku jonéw metalu, a Iy jest intensywnos$cia fluorescencji, przy ktérej pomimo
dodatku jonéw metali nie obserwuje si¢ jej dalszego obnizania (tj. intensywnosc¢
fluorescencji dla wysyconego metalem kwasu huminowego lub fulwowego).
Z potaczen rownan (7) 1 (8) otrzymuje si¢ zaleznosc:

=1y + (1, - |°(2ch)(1+ KC, +KC,, —/1+KC, +KC,,)? -4K*C,C,,
L
*)

Znajac intensywno$¢ fluorescencji z pomiarow eksperymentalnych wykonanych
przy roznych stezeniach jonu metalu, a takze intensywno$¢ fluorescencji w stanie
wysycenia ligandow jonami metalu, rownanie (9) mozna rozwigza¢ wzgledem K i C_
uzywajac algorytmu minimalizujacego sumy kwadratow rdznic pomiedzy wartosciami
(T) dos$wiadczalnymi i wyliczonymi przez model.

W obliczeniach parametréw kompleksowania uzywane sa dodatkowo rézne modele
i techniki obliczeniowe. Do matematycznego réwnania Ryana i Webera [19] naj-
czesciej wykorzystuje sie takze algorytmy dekompozycji danych PARAFAC (parallel
factor analysis) lub NMF (non-negative matrix factorization).
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7. Przykladowe wyniki badan proceséw kompleksowania w ukladach
kwaséw huminowych i fulwowych z mikroelementami

Wykorzystanie spektroskopii fluorescencyjnej w dotychczasowych badaniach
kwasow huminowych i fulwowych dotyczy najczesciej charakterystyki strukturalnej
fluoroforéw, stopnia humifikacji, charakterystyki zwigzkéw DOC (dissolved organic
matter), a takze badan oddziatywan frakcji kwasow humusowych z innymi kompo-
nentami gleby.

W kontekscie mikroelementéw najczgsciej badanym zagadnieniem jest analiza
wplywu stezenia metalu, pH uktadu i wlasciwosci chemicznych ligandow: kwasow
huminowych Iub kwaséw fulwowych. W badaniach przeprowadzonych przez Boguta
i in. [20] pomiary widm emisji-wzbudzenia wykorzystano do oszacowania parametrow
kompleksowania jonéw Cu (II) w roznych warunkach pH przez kwasy huminowe
pochodzace z gleb torfowo-murszowych. Matryce fluorescencyjne wykazaty dwa
obszary strukturalne biorgce udziat w wigzaniu metalu. Wedlug Senesi i in. [16] podobna
lokalizacja fluoroforow wskazywata na obecno$¢ prostych zwigzkéw o niskiej masie
czasteczkowej i stabym stopniu skondensowania struktur aromatycznych, a takze na
struktury silnie shumifikowane, o wysokim stopniu skondensowania. W pracy wykazano
wigksze wartoSci pojemnos$ci kompleksacyjnej i statych trwatosci kompleksow
zjonami Cu w pH 7 niz w pH 5. Pojemnosci kompleksacyjne wykazywaty ponadto
dodatnig zaleznos$¢ ze stosunkiem atomowym O/H i stopniem utlenienia wewngtrznego
badanych zwiazkow humusowych co wskazywato na istotno$¢ struktur tlenowych
W procesach wigzania Cu (II). Fakt wygaszania fluorescencji przez jony miedzi
wykorzystany zostat takze do obliczen kompleksometrycznych w pracach innych
autoréw [17, 21, 22]. Mozliwo$¢ wnioskowania o jako$ci struktur biorgcych udziat
w kompleksowaniu mikroelementéw jest niezwykle wazna, z uwagi na fakt, iz zagad-
nienie to wcigz jest badane i zawiera wiele znakéw zapytania. Przypuszcza sig, ze
gléwnym czynnikiem odpowiadajacym za wigzanie metali przez kwasy huminowe
i fulwowe jest obecno$¢ licznych powierzchniowych grup funkcyjnych zawierajacych
tlen (grupy karboksylowe, fenolowe, fenylowe, hydroksylowe, enolowe czy karbo-
nylowe), azot (grupy aminowe i amidowe) oraz siarke (grupy siarczkowe i sulfhy-
drylowe) [23, 24]. Czg$¢ naukowcodw sugeruje takze mozliwo$é polaczen metali
poprzez jony azotu [25, 26].

W badaniach dotyczacych kompleksowania jonéw Zn (II) przez kwasy huminowe
roéznych gleb [27] wykazano istotny wptyw pH na proces interakcji przebiehajacy
z udzialem struktur stabo i $rednio shumifikowanych, podczas gdy struktury silnie
shumifikowane nie uwidaczniaty takiego zwiazku. Najtrwalsze potaczenia tworzone
byty z jednostkami o wysokiej masie czasteczkowej, zawierajagcymi liniowo skonden-
sowane pier§cienie aromatyczne i wigzania nienasycone. Jest to zgodne ze spostrze-
zeniami Tippinga [10], méwigcymi, ze grupy karboksylowe aromatycznych pierscieni
i sgsiadujace z nimi grupy fenolowe mogg tworzy¢ wysoce stabilne struktury
Z metalami. Analizujac widma fluorescencyjne warto rowniez przyjrze¢ si¢ zmianom
potozenia rejestrowanych maksiméw. Ich przesuniecia na skutek dodatku mikroele-
mentu, mogg wskazywac na przegrupowania elektronowe sugerujgc zmiang strukturalng
tworzacego si¢ zwiazku kompleksowego [28]. Skutecznos¢ dziatania algorytméw
dekompozycyjnych PARAFAC (parallel factor analysis) i NMF (non-negative matrix
factorization) zostata porownana mig¢dzy innymi dla uktadéw zwigzkéw humusowych
z jonami Zn (II) w pH 6 w stosunku do obliczen kompleksometrycznych bez uzywania
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metod dekompozycyjnych [29]. Zastosowaniec PARAFAC Iub NMF pozwalato
rozdzieli¢ naktadajace si¢ sygnaty pochodzace od réznych fluoroforow i tym samym
obliczy¢ dokladniej parametry reakcji. Dodatkowo zastosowanie algorytméow uwidocz-
nito nowy obszar fluorescencyjny odpowiedzialny za stabe oddziatywania z jonami Zn.
Najtrwalsze polagczenia kompleksowe powstawaty z udzialem struktur zawierajgcych
azot. Badania wskazujg takze, iz spektroskopia fluorescencyjna pozwala zbadaé réwniez
wplyw wartosciowosci kationu danego metalu [30], mocy jonowej czy stezenia
sktadnikéw na mechanizm oddziatywan ze zwigzkami humusowymi [31].

8. Podsumowanie

Badania wykazaly, iz spektroskopia fluorescencyjna moze stanowi¢ wartosciowe
uzupelnienie wynikow otrzymanych innymi metodami oceniajacymi parametry komp-
leksowania pomi¢dzy kwasami huminowymi/fulwowymi a jonami mikoelementow.
Opracowania dostgpne w literaturze przedstawiaja mozliwos¢ obliczen pojemnosci
kompleksacyjnych, statych trwalosci kompleksowania, a takze stopnia przereagowania
ligandéw. Wysoka czuto$¢ metody pozwala réznicowa¢ interakcje chemiczne pod katem
zmian wlasciwosci chemicznych kwaséw huminowych i fulwowych, stezen reagujacych
sktadnikow, pH, mocy jonowej czy wartosciowosci mikroelementu. Nalezy jednak
podkresli¢, iz metoda fluorescencyjna nie dostarcza bezposrednich wynikow stezen
sktadnikéw skompleksowanych. Wartosci te otrzymywane sa po przetworzeniu sygnalu
fluorescencyjnego przez dodatkowo zastosowane model matematyczne i algorytmy
dekompozycji danych. Niewatpliwa zaleta metody jest natomiast krotki czas i niski
koszt analiz, a takze brak destrukcyjnego wptywu pomiaru na badany materiat.
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Wykorzystanie spektroskopii fluorescencyjnej w badaniach oddzialywan kwasow
fulwowych i huminowych z mikroelementami

Streszczenie

Kwasy humusowe pehia kluczowa funkcj¢ w ksztattowaniu wiasciwosci fizycznych, chemicznych i biolo-
gicznych gleb. Miedzy innymi, dzigki znacznej pojemnosci sorpcyjnej poszczegélne frakcje tych zwigz-
kow tj. kwasy huminowe i fulwowe determinuja mobilno$¢ metali w glebach. Procesy interakcji pomiedzy
kwasami humusowymi a mikroelementami, prowadzace do wytworzenia rozpuszczalnych, mineralno-
organicznych kompleksow, wplywaja znaczaco na biodostgpno$¢ danego pierwiastka dla rodlin. Oddzia-
lywania te s3 zalezne zaréwno od rodzaju frakcji zwiazkow prochnicznych, jak tez od wiasciwosci
chemicznych metalu, mocy jonowej, temperatury i pH roztworu. W niniejszej pracy przedstawione zostaty
mozliwosci wykorzystania spektroskopii fluorescencyjnej do analizy interakcji pomiedzy kwasami
huminowymi i fulwowymi a metalami waznymi z punktu widzenia prawidlowego wzrostu i rozwoju
roslin. W pracy wykazano miedzy innymi potencjat metody w okre$laniu rodzaju ugrupowan struktu-
ralnych odpowiedzialnych za wigzanie metalu, w ocenie pojemnosci kompleksacyjnej i statych trwatosci
zwigzkow, a takze w analizie wptywu pH i wiasciwosci chemicznych frakcji kwaséw humusowych.
Badania wykazaty, iz znajomo$¢ mechanizméw kompleksowania moze mie¢ korzystne znaczenie
w kontekscie celowego zwickszenia mobilnosci mikroelementéw w stanie deficytowym.

Praca finansowana przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach programu BIOSTRATEG,
numer umowy BIOSTRATEG3/347464/5/NCBR/2017.

Stowa kluczowe: kwasy huminowe; kwasy fulwowe; kompleksowanie mikroelementow przez kwasy
huminowe i fulwowe; fluorescencja kwaséw 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
czasteczkami acylogliceroli jako metoda zwi¢kszenia
jego potencjalu aplikacyjnego w przemysle

1. Wstep

Kwas ferulowy (FA), czyli kwas (E)-3-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)prop-2-
enowy swoja nazwe potoczng zawdziecza roslinie Ferula foetida, z ktorej zostat po raz
pierwszy wyizolowany w potowie XIX wieku [1]. Jest to jeden z najczgsciej wystepu-
jacych przedstawicieli kwaséw fenolowych, bedacy pochodng kwasu kawowego, ktory
powszechnie wystepuje w zywnosci pochodzenia roslinnego: owocach, warzywach,
zbozach oraz herbacie i kawie, przez co stanowi nicodtgczny sktadnik naszej diety [2].
Jego zawarto$¢ w surowcach naturalnych jest rézna w zaleznosci od zrodta pocho-
dzenia. W otrgbach pszennych jego zawarto$¢ 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 srodowisku naturalnym kwas ferulowy (FA) w postaci wolnej wystepuje w niek-
torych warzywach takich jak pomidory, marchew, w pomaranczach czy kukurydzy
[2, 5, 6]. Najczgsciej jednak w nasionach i lisciach FA wystgpuje w formie estrow
z mono- i disacharydami, natomiast w $cianie komorek roslinnych gtéwnie w formie
potaczen z polisacharydami, glikoproteinami, poliaminami i ligninami, sposrdd ktorych

wiele stanowi polaczenia odporne na trawienie w naszym uktadzie pokarmowy [2].
o)

H3CO
A OH

HO
Rysunek 24. Wz6r strukturalny kwasu ferulowego (FA) [opracowanie wiasne]

Przedstawiona na rys. 1 struktura chemiczna kwasu ferulowego (FA), a w szczeg6l-
nosci obecno$¢ wigzania nienasyconego w tancuchu bocznym oraz grupa hydroksylowa
w pozycji para i metoksylowa w pozycji meta wzgledem fancucha propenowego
determinuja jego szeroko opisany w literaturze potencjat biologiczny [7].

Zwigzek ten wystepuje w postaci dwoch izomerow. Pod wzgledem fizykoche-
micznym izomer cis jest z6Olta oleista ciecza, podczas gdy izomer trans tego zwigzku
jest biatym lub jasnozoltym proszkiem [7]. Na uwage zastuguje fakt, ze okoto 90%
tego kwasu w produktach naturalnych ma forme izomeru trans [3].

Kwas ferulowy (FA), przede wszystkim charakteryzuje si¢ silng aktywnoscig
przeciwutleniajaca, ale prowadzone na calym $wiecie badania potwierdzity rowniez
jego duzy potencjat terapeutyczny, uzyteczny w zakresie zwalczania chorob cywiliza-

! rychlicka.magda@wp.pl, Katedra Chemii, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet
Przyrodniczy we Wroclawiu.

2 anna.gliszczynska@wp.pl, Chemii, Wydzial Biotechnologii i Nauk o Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy
we Wroctawiu.
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cyjnych, takich jak: nowotwory, cukrzyca, czy choroby ukladu krazenia [7]. Jego
potwierdzone, zarowno w testach in vitro, jak i in vivo, wtasciwos$ci biologiczne, niska
toksyczno$¢ wzgledem ssakow (LDsy 2445mg/kg i 2113 mg/kg wyznaczone odpo-
wiednio wzgledem osobnikéw meskich i zenskich szczuréw) [8], sprawity, ze jest to
zwigzek cieszacy si¢ duzym zainteresowaniem wielu gatezi przemystu, w tym gldwnie
przemystu spozywczego, kosmetycznego i farmaceutycznego.

Niestety niezaleznie od rodzaju galezi przemystu zastosowanie kwasu ferulowego
(FA) jest w duzym stopniu, ze wzgledu na jego staba rozpuszczalnos¢, zar6wno
w srodowisku hydrofilowym, jak i hydrofobowym, ograniczone. Od lat podejmowane
sa proby modyfikacji jego struktury chemicznej w celu poprawy wiasciwosci fizyko-
chemicznych, a w konsekwencji zwigkszenia biodostepnosci w uktadach biologicznych
I tym samym szerszego zastosowania praktycznego. Jedna ze strategii badan podejmo-
wana w tym obszarze zaktada uzyskanie pochodnych kwasu ferulowgo (FA) o charak-
terze lipofilowym poprzez faczenie go ze szkieletem acylogliceroli w skutek utworzenia
miedzy tymi dwoma czgsteczkami wigzania kowalencyjnego. Cel ten mozna osiaggnac
zarowno na drodze chemicznych, jak i enzymatycznych przeksztalcen. Jednak, ze
wzgledu na mozliwos¢ prowadzenia procesu w tagodnych warunkach oraz selektywnosc¢
dziatania biokatalizatorow bez konieczno$ci stosowania szkodliwych dla srodowiska
odczynnikow chemicznych i bez tworzenia niepozadanych produktéw ubocznych,
czyni proces enzymatyczny korzystniejszym. Metody biotechnologiczne majg réwniez
szczegdlne znaczenie w przypadku tworzenia molekut mogacych znalezé doce-lowe
zastosowanie w przemysle spozywczym. Zgodnie z prawem Unii Europejskiej
produkty uzyskane w wyniku reakcji biokatalizy zwigzkéw naturalnych zaliczane sa
do zwiazkow naturalnych (Dyrektywa UE 88/388/EEC), co stwarza mozliwos¢ ich
pOzniejszego wykorzystania w charakterze suplementéow diety czy dodatkéow do
Zywnosci.

Przedmiotem prezentowanego artykutu jest zatem przyblizenie informacji na temat
enzymatycznej lipofilizacji kwasu ferulowego (FA) czasteczkami triacylogliceroli,
jako efektywnej metody zwigkszenia aplikacyjnych mozliwosci zastosowania tego
kwasu fenolowego w przemysle.

2. Enzymatyczne metody lipofilizacji kwasu ferulowego (FA) i ich
zastosowanie w przemysle

2.1. Wprowadzenie czasteczki kwasu ferulowego (FA) do struktury
acylogliceroli w celu otrzymania lipofilowych UV-protektantow

Pierwsze badania zmierzajace do otrzymania pochodnych kwasu ferulowego
o0 charakterze lipofilowym na drodze enzymatycznych przekszatatcen naturanych tria-
cylogliceroli podyktowane byly wzrostem zapotrzebowania na poczatku lat dziewigé-
dziesigtych XX wieku ze strony przemystu kosmetycznego na aktywne wzgledem
promieniowania UV substancje, ktore moglyby by¢ sktadnikami preparatow kosme-
tycznych. Jednocze$nie prezentowane w tym czasie wyniki badan in vitro i in vivo
$wiadczace o potencjalnie niekorzystnych dla zdrowia i srodowiska wtasciwosciach
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powszechnie dotad stosowanych w przemysle kosmetycznym syntetycznych UV
protektantow, takich jak oksybenzon (rys. 2) czy padymat-O (rys. 3) zapoczatkowaty
poszukiwania ich naturalnych i bezpiecznych odpowiednikow [9].

I I J\/\/
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Rysunek 25. Oksybenzon [opracowanie wiasne] Rysunek 3. Padymat-O [opracowanie wiasne]

Jedna z pierwszych opublikowanych prac w tym obszarze badan jest autorstwa
Laszlo AJ. i wsp. (2003) i dotyczy enzymatycznej transestryfikacji oleju sojowego
(SO) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE). Opracowany proces prowadzony byt
w Dbioreaktorze ze zlozem upakowanym zawierajacym immobilizowang lipaze B
z C. antarctica (Novozym®™) w ilosci 150 mg/ml, bez zastosowania rozpuszczalnika
organicznego, gdzie stosunek molowy substratéw FAE:SO i temperatura wynosity
odpowiednio 1:1 i 45 °C. Po 6 dniach prowadzenia procesu konwersja FAE osiagneta
poziom 64%. Analiza HPLC otrzymanych produktéw reakcji potwierdzita, ze stanowig
je gtownie ferulowane mono- (FMAG) i diacyloglicerole (FDAG) (rys. 4) sumarycznie
nazwane i opatentowane przez autorobw pod nazwa SunSren” jako biodegradowalne
sktadniki kremu z filtrem.
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Rysunek 4. Transestryfikacja oleju sojowego (SO) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE)
[opracowanie wiasne na podstawie Laszlo A.J. i wsp., 2003]

Rozszerzeniem tych badan jest praca D. L. Comptona i wsp. z 2017 roku, w ktdrej
autorzy w pierwszym etapie opracowali metode otrzymywania w skali laboratryjnej
oleju kokosowego oraz masta shea wzbogaconych w czasteczki kwasu FA, a nast¢pnie
optymalizowali proces ciagtej transestryfikacji oleju kokosowego w skali bioreak-
torowej i okreslili potencjat otrzymanych lipofilowych pochodnych (FA) w zakresie
pochtaniania promieniowania UV. Zastosowanie stosunku molowego substratow 1:1,3
FAE (100 mg) do tluszczu (olej kokosowy lub masto shea 400-500 g) oraz
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immobilizowanej lipazy B z C. antarctica (Novozym 435%) w ilo$ci 75% wagowych
FAE, w temperaturze 60 °C pozwolilo na uzyskanie konwersji odpowiednio na pozio-
mie 63 1 70% dla oleju kokosowego i masta shea po 22 dniach reakcji. Analiza HPLC
otrzymanych produktow potwierdzita powstawanie ferulowanych pochodnych takich
jak: FMAG i FDAG zaréwno dla oleju kokosowego, jak i masta shea. Jednak,
w przypadku tego ostatniego zaobserwowano réwniez tworzenie si¢ hydrofilowego
diferulowanego glicerolu (F,G) w postaci biatego precypitatu w mieszaninie poreak-
cyjnej, co wykluczylo mozliwo$¢ prowadzenia transestryfikacji masta shea w skali bio-
reaktorowej oraz stato si¢ podstawa do wyciagnigcia wniosku, ze rodzaj zastosowanego
thuszezu ma istotny wptyw na kinetyke i przebieg procesu biotechnologicznego. Enzy-
matyczna transestryfikacja oleju kokosowego estrem etylowym kwasu ferulowego
(FAE) w systemie ciggtym z zastosowaniem bioreaktora ze ztozem upakowanym oraz
ustalonych wczesniej parametrow reakcji pozwolita na otrzymywanie produktow
lipofilizacji w ilosci 0,5-0,9 kg/dzien (rys. 5). Przeprowadzone w kolejnym etapie testy
absorpcji promieniowania UV potwierdzily potencjal otrzymanych ferulowanych
thuszczy w tym zakresie. Produkty pochtaniaty promieniowanie UV o dlugosci fali
Amax = 328 nm, co zgodnie z definicjg Agencji Zywnosci i Lekéw potwierdza ich duza
zdolnosci do absorpcji promieniowania UVAII i stwarza mozliwosci zastosowania
jako komponentoéw preparatow swiattoochronnych.
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Rysunek 5 Transestryfikacja triacylogliceroli (TAG) z oleju kokosowego i masta shea estrem etylowym
kwasu ferulowego (FAE) [opracowanie wiasne na podstawie Compton D.L. i wsp., 2017]

2.2. Wprowadzenie czasteczki kwasu ferulowego (FA) do struktury
acylogliceroli w celu otrzymania bezpiecznych dla zdrowia substancji
0 charakterze przeciwutleniajacym

W literaturze znalez¢ mozna liczne informacje na temat enzymatycznych mody-
fikacji triacylogliceroli czasteczkami kwasow fenolowych wykazujacych aktywnosé
przeciwutleniajaca prowadzonych w celu poprawy ich rozpuszczalnosci w srodowisku
lipofilowym, a tym samym umozliwienia zastosowania produktéw takich przeksztat-
cen jako antyoksydantow w zywnosci. Nurt ten nasilit si¢ szczegolnie w odpowiedzi na
informacje o potencjalnie kancerogennych wtasciwosciach powszechnie stosowanych
w przemysle spozywczym przeciwutleniaczy takich jak BHA (butylohydroksyanizol)
(rys. 6) i BHT (butylohydroksytoluen) (rys. 7) [12,13].
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~o OH
OH
Rysunek 6. Struktura chemiczna BHA Rysunek 7. Struktura chemiczna BHT
[opracowanie wtasne] [opracowanie wiasne]

Ze wzgledu na bardzo niska toksycznos¢ oraz silne wlasciwosci przeciwutleniajgce
kwas ferulowy (FA) stanowi zatem interesujacg alternatywe w tym zakresie. Udo-
wodniono, ze FA zastosowany w stezeniu 250 mg/L neutralizuje 92,5% rodnikow
hydroksylowych powstatych w reakcji Fentona zachodzacej w otrgbach pszennych [7].
Ponadto, doswiadczenie przeprowadzone z udzialem syntetycznego rodnika 1,1-
difenylo-2-pikrylohydrazylu (DPPH) wskazuje nawet na wigkszy potencjat antyoksy-
dacyjny kwasu ferulowego (FA) od powszechnie stosowanego BHA [14]. Celem pracy
wielu zespotow badawczych stato si¢ zatem otrzymanie pochodnych kwasu ferulowego
o zwigkszonej rozpuszczalnosci, przy jednoczesnym zachowaniu jego unikalnych wiasci-
wosci przeciwutleniajacych. Jedng z pierwszych prac prezentujacych wprowadzenie
czasteczek kwasdéw fenolowych do struktury triacyloglicerolu w wyniku reakcji enzy-
matycznej jest praca autorstwa Safari i wsp. (2006). Zesp6t ten prowadzit modyfikacije
trioleinianu glicerolu (TO) czasteczkami wybranych kwasoéw fenolowych (ferulowego,
p-hydroksyfenylooctowego, p-kumarowego, synapinowego, 3,4-dihydroksybenzo-
esowego) w srodowisku mieszaniny rozpuszczalnikow heksan/butan-2-on (85:15 v/v)
katalizowanych przez Novozym 435%, w temperaturze 55 °C przez okres 10 dni.
Zalozone parametry reakcji (TO 40 mmol, kwas 26,7 mmol, enzym 20 mg) pozwolity
na uzyskanie stopnia konwersji substratow na poziomie 61,6, 45,7, 10,0, 24,8 i 1,5%
odpowiednio dla kwaséw p-hydroksyfenylooctowego, p-kumarowego, synapinowego,
ferulowego i 3,4-dihydroksybenzoesowego oraz na wyciggniecie wnioskdw, ze obecno$é
wigzania nienasyconego w tancuchu bocznym kwasu fenolowego oraz podstawnikow
w pier§cieniu aromatycznym o charakterze donorow elektronowych obniza wydajnosé
reakcji katalizowanych przez lipazy. Analiza HPLC potwierdzila obecnos¢ dwoch
gtownych produktow liofilizacji, jakie stanowity mono- (PMAG) i dioleinowe (PDAG)
pochodne kwasow fenolowych (rys. 8). Zaskakujace dla autorow okazaty si¢ jednak
wyniki uzyskane z testow na dezaktywacje wolnych rodnikow. Wykazaly one, ze kwas
ferulowy (FA) w wolnej formie neutralizowat rodnik DPPHe w 62%, natomiast po
wbudowaniu go do TAG jedynie w 9,9%, natomiast poczatkowo mato skuteczny
w tym procesie kwas p-kumarowego neutralizujagcy DPPHe zaledwie w 2% zwigkszyt
te aktywnos$¢ do wartosci ponad siedmiokrotnie do 15,7%.
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Rysunek 8. Acydoliza trioleinianu (TO) czasteczkami wybranych kwasow fenolowych
[opracowanie wiasne na podstawie Safari i wsp., 2006]

Analogiczng tendencje zaobserwowano w badaniach przeprowadzonych w 2009
przez Choo W.S. i wsp., w ktorych trioleinian glicerolu modyfikowano czasteczka
kwasu ferulowego i cynamonowego w srodowisku rozpuszczalnika organicznego, jakim
byt 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 Stopien
konwersji FA i CA osiagnatl poziom odpowiednio 24,8% i 45,3%. Na podstawie
pomiaréw aktywnos$ci antyoksydacyjnej uzyskanych w wyniku biokatalizy produktow
odnotowano rézne dla obu kwaséw wyniki. Kwas ferulowy (FA) w wolnej formie
neutralizowat rodnik DPPHe w 96,1%, podczas gdy po wbudowaniu go do TAG
aktywno$¢ ta zmalata do 72,2%, natomiast poczatkowo niewykazujacy aktywnosci
w tym procesie kwas cynamonowy po lipofilizacji prezentowal zdolno$¢ do neutrali-
zowania DPPHe na stosunkowo wysokim poziomie (63,9%). Choo i wsp. ttumaczyli
ten fakt tym, ze pochodne kwasu cynamonowego w zaleznosci od ich struktury
chemicznej mogg stabilizowa¢ rodnik DPPHe na drodze odmiennych mechanizmow
dziatania (transfer atomu wodoru lub transfer elektronow). Przylgczenie szkieletu
glicerolu o charakterze donora elektrondw moze zatem wywiera¢ wzmacniajacy lub
oslabiajagcy wplyw na aktywno$¢ antyoksydacyjna poszczegdlnych lipidowych
pochodnych kwasu cynamonowego.

W kolejnych latach podjeto zatem probe wyjasnienia wptywu budowy otrzymanych
produktow taczenia kwasu ferulowego (FA) z TAG na jego aktywno$¢ przeciw-
utleniajgcg. Zheng Y. i wsp. (2010) przeprowadzili enzymatyczng transestryfikacje
krétkotancuchowych triacylogliceroli — tributyryny (TB) estrem etylowym kwasu
ferulowego (FAE). Proces prowadzono w toluene jako medium reakcji, przy stosunku
molowym substratow TB:FAE rownym 3:1. W reakcji zastosowano 10% wagowych
biokatalizatora (Novozym 435") oraz temperature 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. jI'ransestryfi kacja tributyryny (TB) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE)
[opracowanie wiasne na podstawie Zheng Y. i wsp., 2010]

Oba zwiazki badano w kolejnym etapie pod katem ich aktywnosci antyoksy-
dacyjnej stosujac trzy testy wzgledem: anionorodnika ponadtlenkowego O,e’, rodnika
hydroksylowego OHe oraz rodnika DPPHe. Bez wzgledu na zastosowang metode
produkty wykazalty wyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajaca w stosunku do wolnej formy
kwasu fenolowego. Udowodniono, ze FDB charakteryzuje si¢ mniejszym potencjatem
antyoksydacyjnym od FMB, ktory, na co nalezy zwroci¢ uwage, i tak wykazat zblizong
aktywno$¢ antyoksydacyjng do zastosowanego w badaniach jako kontrola komer-
cyjnego przeciwutleniacza BHT.

Ze wzgledu na silniejszg aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg, ale rowniez lepsze wlasci-
wosci emulsyfikujace i stabilizujace FMB, zespot ten opracowal réwniez metode
selektywnej syntezy FMB z tributyryny w oparciu o metode powierzchni odpowiedzi
(RSM z ang. Response Surface Methodology) [18]. Zdaniem autoréw parametrem
wywierajacym kluczowy wptyw na rodzaj powstajacego produktu jest rodzaj zasto-
sowanego rozpuszczalnika organicznego stanowigcego Srodowisko reakcji. W tym
celu przeanalizowano trzy z nich najczeSciej stosowane w enzymatycznych modyfi-
kacjach triacylogliceroli: toluen, heksan, 2-metylobutan-2-ol oraz ich mieszaniny
wréznym stosunku objetosciowym. Zgodnie z otrzymanymi wynikami wraz ze
zmiang heksanu na mieszaning 2-metylobutan-2-ol:toluen (1:1, v/v) przy jednoczesnym
zachowaniu pozostatych parametréw procesu selektywnos$¢ przebiegu reakcji enzy-
matycznej w kierunku powstawania FMAG wzrosta z 14,5% do 94,2%, a konwersja
osiggneta poziom 75,4%. W kolejnym roku Zheng i wsp. (2009) zaprezentowali
wyniki badan na temat stosowania metody RSM w celu optymalizacji pozostatych
parametrow reakcji (czasu, temperatury, zawarto$ci enzymu, stosunku molowego
substratow, aktywnosci wody) transestryfikacji trioleinianu glicerolu estrem etylowym
kwasu ferulowego (FAE) pod katem otrzymania diacylowej pochodnej. Najwyzsza
otrzymana przez nich konwersja oraz selektywno$¢ tworzenia FDAG wynosity odpo-
wiednio 73,9% i 92,3% wowczas, gdy stosunek molowy substratow EF:TO wynidst
1:3,7, a zawarto$¢ enzymu (Novozym 435%) 30,4 mg/ml. Reakcja prowadzona byta
W temperaturze 55 °C bez obecnos$ci rozpuszczalnika organicznego przez okres 5 dni.

2.3. Wprowadzenie czasteczki kwasu ferulowego (FA) do struktury
acylogliceroli w celu zwigkszenia ich stabilnosci oksydacyjnej

Znaczna cze$¢ pozycji literaturowych z zakresu modyfikacji triacylogliceroli czas-
teczka kwasu ferulowego dotyczy produkcji strukturyzowanych lipidéw o polepszonych
parametrach fizyko-chemicznych, ale rowniez wlasciwosciach prozdrowotnych. Wiele
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sposrod naturalnie wystepujacych olei roslinnych stanowi bogate oraz tatwo przyswa-
jalne Zrodto cennych dla zdrowia nienasyconych kwasow ttuszczowych. Jednak, ze
wzgledu na obecnos¢ wigzan nienasyconych tatwo ulegaja one utlenieniu, przez co ich
zastosowanie w charakterze nutraceutykéw oraz funkcjonalnych dodatkow do zyw-
nosci jest znaczaco ograniczone. Wprowadzenie do ich struktury czasteczki takiej jak
kwas ferulowy (FA) majacej charakter przeciwutleniajgcy moze mie¢ zatem pozytywny
wptyw na zwigkszenie ich stabilno$ci oksydacyjne;j.

Karboune i wsp. (2008) zaproponowali metode wzbogacania oleju Inianego (OL),
zawierajgcego biologicznie aktywny kwas linolenowy, w czasteczki 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 wptyw stosunku molowego oleju do kwasow na
poziomie 4:1 i 8:1 oraz struktury chemicznej stosowanego polifenolu na przebieg
procesu biokatalizy. Reakcje prowadzono 10 dni stosujac jako medium mieszaning
rozpuszczalnikéw heksan/butan-2-on (85:15, v/v), temperature 55 °C oraz 3 mg/ml
biokatalizatora Novozym 435%. Otrzymane wyniki potwierdzaja, ze wzrost zawartosci
OL w mieszaninie reakcyjnej skutkowal wzrostem stopnia biokonwersji kwasow
z poziomu 5-60% do 7-74%. Potwierdzono réwniez, ze obecno$¢ grupy hydroksylowe;j
W pozycji para w pierscieniu aromatycznym kwasOw i wigzania nienasyconego w ich
fancuchu bocznym znacznie ograniczaja wydajnos¢ reakcji co wynika ze stosunkowo
niskiego stopnia konwersji kwasu ferulowego (19%).

Dezaktywujacy wplyw wigzania nienasyconego w lancuchu bocznym na aktyw-
no$¢ enzymu potwierdzono rowniez w badaniach Sabally K. i wsp. (2006) gdzie
poréwnano przebieg reakcji acydolizy trilinolenianu glicerolu (TLA) i trilinoleinianu
glicerolu (TLNA) czasteczka kwasu ferulowego i dihydrokawowego prowadzonych
w $rodowisku mieszaniny heksan:butan-2-onu (75:25 v/v) przy stosunku molowym
kwasu do oleju 1:2, temperaturze 55 °C i 3mg/ml Novozymu 435, Otrzymane stopnie
konwersji dla obu olei, ktore w przypadku FA miescily si¢ na poziomie 14 i 15,6%,
a dla kwasu dihydrokawowego 62 i 66% odpowiednio dla TLNA i TLA sugeruja, ze
ten fragment czasteczki w wickszym stopniu niz obecnos$¢ grupy hydroksylowej
W pozycji para ogranicza przebieg reakcji enzymatycznej.

W 2014 roku pojawita si¢ rowniez praca autorstwa Sun S. i wsp. ktorej zalozeniem
bylo wzbogacenie w czasteczke kwasu ferulowego oleju rycynowego (RO), ktory jest
powszechnie stosowany w przemysSle spozywczym, kosmetycznym i farmaceu-
tycznym. Przeprowadzona podczas realizacji badan optymalizacja warunkéw procesu
obejmowata dobér odpowiedniego biokatalizatora (Novozym 435, Lipozym TLIM,
Lipozym RMIM), dawcy reszty acylowej (kwas ferulowy oraz jego ester etylowy),
stosunku molowego substratow (FAE:olej rycynowy 1:1, 1:2, 1:3, 1:5), zawartoSci
enzymu (5, 10, 20, 30, 40, 60% ww. substratow) oraz temperatury (60, 70, 80, 90,
100°C) i czasu (0-72h) reakcji. Konwersje na poziomie 100% dla estru etylowego
kwasu ferulowego uzyskano stosujac jako biokatalizator Novozym 435" w ilosci 20%
wagowych wzgledem substratow, stosunek molowy FAE:oleju 1:1, temperatura 90°C i
cisnieniec 10 mmHg. Proces prowadzono przez 72 h bez uzycia rozpuszczalnika
organicznego (rys. 10).

110



Enzymatyczna lipofilizacja kwasu ferulowego czgsteczkami acylogliceroli
Jjako metoda zwigkszenia jego potencjatu aplikacyjnego w przemysle

I [l
H,C——0—C—R, H,C——OH H,C——0—C—R;

8 | .
HC——0—C—R; HC——OH HC——O—C-OH
|3 T
Hzc—ofng1 Hzc—ofng2 HZC—Oft‘:‘-RZ
+
RO G FMAG
° lipaza
R 0" N FI) 9 o
H,C——O0—C-R; H,C——0—C—R,
HO ‘ (‘)‘ ‘ S OH
OCHs EAE HC—O0—C-R; HC—OH o
|3 |3

I I OCH,
H,C—O0—C—R, H,C——0—C—R,

Ry =C7H330CO0H R, = /@N?
N FDAG F,G FA

o,

Rysunek 10. Transestryfikacja oleju rycynolowego (RO) estrem etylowym kwasu ferulowego (FAE)
[opracowanie wiasne na podstawie Sun S. i wsp., 2014]

3. Podsumowanie

Potencjal biologiczny kwasu ferulowego (FA), jego niska toksyczno$¢ wzgledem
ssakow oraz duza dostepnos¢ w wielu surowcach naturalnych pochodzenia roslinnego,
przy jednoczesnie stabej rozpuszczalnoscei i niskiej biodostgpnosci w organizmie czlo-
wieka zapoczatkowaly szereg badan majacych na celu poprawe jego wilasciwosci
fizyko-chemicznych oraz zwigkszenie potencjatu aplikacyjnego w przemysle.
W przedstawionych przyktadach enzymatycznych metod wbudowywania czasteczki
kwasu ferulowego (FA) do struktury triacylogliceroli z udzialem Novozymu 435"
udowodniono, ze optymalizacja takich parametréw procesu jak stosunek molowy
substratow, rodzaj i ilo$¢ zastosowanego biokatalizatora, jak réwniez rozpuszczalnik,
temperatura oraz czas reakcji znaczaco wptywaja na stopien konwersji substratow, ale
réwniez ukierunkowuje proces pod katem tworzenia lipidowych pochodnych FA
0 zdefiniowanej strukturze chemicznej. Badania potwierdzaja pozytywny wplyw
modyfikacji struktury kwasu ferulowego (FA) na wzrost aktywnosci otrzymanych
pochodnych w testach na aktywnos$¢ przeciwutleniajgca oraz zdolnosci do pochtaniania
szkodliwego promieniowania UV. Enzymatyczna inkorporacja FA do struktury TAG
ze wzgledu na wysoka wydajnos¢ oraz naturalny charakter otrzymywanych w tym
procesie produktow jest efektywng metodg tworzenia koniugatéw tego kwasu o zwigk-
szonej rozpuszczalnos$ci w srodowisku hydrofobowym i stanowi dobrg alternatywe do
zaspokojenia zapotrzebowania przemystu na takie produkty.
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Enzymatyczna lipofilizacja kwasu ferulowego czasteczkami acylogliceroli
jako metoda zwigkszenia jego potencjalu aplikacyjnego w przemysle

Streszczenie

Lipofilizacja, czyli nadanie charakteru hydrofobowego czasteczce, ktora poczatkowo go nie posiadata jest
jedna z najbardziej efektywnych metod funkcjonalizacji i zmiany parametrow fizykochemicznych
zwiazkoéw posiadajacych duzy potencjal biologiczny w celu ich szerszego wykorzystania w przemysle.
Kwas ferulowy (FA) jest naturalnym zwiazkiem pochodzenia roslinnego, ktory posiada szereg uzytecz-
nych aktywnosci biologicznych takich jak np. wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjna, zdolnos¢ do
pochtaniania promieniowania UV oraz wlasciwosci terapeutyczne skuteczne w ograniczeniu wystepo-
wania 1 szerzenia si¢ chorob cywilizacyjnych. Niestety staba rozpuszczalno$¢ tego zwiazku znaczaco
ogranicza jego przemystowe zastosowanie. Prezentowany artykul stanowi przeglad najciekawszych
pozycji literaturowych z ostatnich lat dotyczacych modyfikacji struktury chemicznej kwasu ferulowego
(FA) czasteczkami naturalnych triacylogliceroli prowadzonych z udziatem biokatalizatorow, w celu
poprawy jego wiasciwosci fizykochemicznych i szerokiego zastosowania w przemysle kosmetycznym,
spozywczym i farmaceutycznym.

Stowa 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. Wstep

W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny wzrost zainteresowania lipidowymi
czastkami, jakimi sg liposomy. Nazwa liposom wywodzi si¢ z jezyka greckiego, gdzie
,,l1pos” oznacza lipid, natomiast ,,soma” ciato [2]. Liposomy to koloidalne pecherzyki,
w ktorych roztwor wodny otoczony jest jedng lub kilkoma dwuwarstwami lipidowymi.
Struktury te zostaty opisane po raz pierwszy przez brytyjskiego biofizyka i jego wspot-
pracownikow w 1965 roku (Bangham i wspotpracownicy) [1]. Liposomy ze wzgledu
na bardzo niewielki rozmiar, jak i mozliwos$¢ enkapsulacji substancji zar6wno hydrofi-
lowych (w roztworze wodnym), jak i hydrofobowych (wewnatrz dwuwarstwy lipidowej)
sa powszechnie stosowane w medycynie, farmacji, kosmetyce czy przemysle spozyw-
czym. Co wigcej, te lipidowe pecherzyki charakteryzuje niska toksyczno$é,
biodegrado-walno$¢ oraz biokompatybilno$é. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt
wykorzysty-wania liposomow jako nosnikow substancji aktywnych biologicznie
W leczeniu wielu chordb. Odpowiednia preparatyka zapewnia wystarczajaco dhugi czas
krazenia tych lipidowych nosnikéw w krwioobiegu, a kontrolowany proces uwalniania
leku, jak izwigkszona biodostepnos¢ transportowanej substancji stanowig kolejne
zalety liposoméw. Naukowcy na calym Swiecie stale doskonalg metody zamykania
poszczegbdlnych zwigzkow, biorac pod uwage ich indywidualne wiasciwosci
fizykochemiczne. Liczba preparatdéw bazujacych na technologii liposomowej stale
wzrasta, co §wiadczy o ogromnym potencjale lipidowych czastek.

2. Powstawanie liposoméw — mechanizm

Istota powstawania liposoméw wynika z wlasciwosci fosfolipidow, z ktorych sg
zbudowane. Pegcherzyki lipidowe mozna uzyska¢ z fosfolipidow naturalnych Iub synte-
tycznych. Najczgsciej stosowanymi sg: uwodorniona fosfatydylocholina sojowa (HSPC),
fosfatydylocholina z zo6ttka jaja lub soi (PC), dipalmitylofosfatydylocholina (DPPC)
czy distearylofosfatydylocholina (DSPC). Czasteczka fosfolipidu ma charakter amfi-
filowy, a zlozona jest z czeSci hydrofilowej (przez co mozliwe jest tworzenie otoczki
hydratacyjnej dookota niej) oraz hydrofobowej.

Budowa oraz wartos¢ HLB (rownowaga hydrofilowo-lipofilowa) tych zwigzkoéw
wplywa na ksztatt otrzymywanych liposoméw. W momencie kontaktu z roztworem
wodnym polarne ,,gtowy” fosfolipidu tatwiej oddziatywuja ze Srodowiskiem wodnym,
natomiast niepolarne ,,ogony” wykazujg tendencj¢ do interakcji miedzy sobg [3].
Dochodzi do spontanicznej samoorganizacji w dwuwarstwowg strukture. Dwuwarstwa
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nie jest forma sztywna, poniewaz nie wystepuja w niej wigzania kowalencyjne. Struk-
tura ta dzieli si¢ na dwie strefy: hydrofobowa w obrebie, ktorej wystepuja gtownie
oddziatywania dyspersyjne oraz hydrofilowa, gdzie moga zachodzi¢ interakcje typu:
dipol-dipol, jon-jon czy jon-dipol. Dalej na skutek minimalizacji energii brzegowej
podczas zaginania ptaskiej dwuwarstwy dochodzi finalnie do tworzenia zamknigtych
struktur — pecherzykow liposomowych (rys.1) [4]. Koncowy rozmiar liposoméw zalezy
glownie od rodzaju fosfolipidow, z jakich sa zbudowane, ich stezenia czy temperatury
przejscia fazowego. Proces przejscia fazowego jest zjawiskiem endotermicznym,
przyjmuje si¢, ze im dtuzszy jest tancuch (fancuchy) hydrofobowy, tym wyzsza jest
temperatura oraz entalpia przejscia. Znaczacy wplyw na formowanie postaci finalnej
liposoméw ma takze charakter zamykanej substancji.

ENERGETYCZNIE NIEKORZYSTNE

plaska dwuwarstwa
fosfolipidowa

zasklepiony przedziat
zamykajacy dwuwarstwe
./ fosfolipidowg

ENERGETYCZNIE KORZYSTNE

Rysunek 1. Tworzenie pecherzyka liposomowego [4]

3. Klasyfikacja liposomow

Liposomy klasyfikuje si¢ gtdéwnie na podstawie ich rozmiaru oraz ilosci dwuwarstw
lipidowych, ktore je tworza. Inny podziat dotyczy funkcji i swoistych wtasciwosci
fizykochemicznych liposoméw. Na Rysunku 2 zostat przedstawiony obraz liposomow
tworzacych si¢ z filmu lipidowego widziany pod mikroskopem $wietlnym.

Rysunek 2. Obraz wielowarstwowych liposoméw pod mikroskopem $wietlnym [opracowanie wiasne]
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3.1. Podzial liposoméw ze wzgledu na wielkos¢

Liposomy pod wzgledem wielkosci dzieli si¢ na trzy podstawowe klasy:
o wielowarstwowe pecherzyki (MLV),
e duze jednowarstwowe pecherzyki (LUV),
e male jednowarstwowe pecherzyki (SUV).

Liposomy wielowarstwowe MLV (ang. multilamellar large vesicles) zostaty odkryte
jako pierwsze, a ich wielko$¢ wynosi od 200 nm do kilku mikronéw. Ten rodzaj lipo-
somow przekrojem przypomina gltéwke cebuli, ze wzgledu na koncentryczne utozenie
dwuwarstw lipidowych, ktore oddzielajg przestrzenie wodne. Liposomy MLV ze
wzgledu na wielowarstwowo$¢ cechujg sie opéznionym uwalnianiem substancji zawartej
w ich wnetrzu. Natomiast LUV (ang. large unilamellar vesicles) oraz SUV (ang. small
unilamellar vesicles) to pecherzyki otoczone tylko jedng dwuwarstwg lipidows, ich
wielko$¢ to odpowiednio 100-400 nm i 25-100 nm. Liposomy jednowarstwowe LUV
charakteryzuja si¢ relatywnie duza homogennoscig. Dzigki swojej budowie stosowane
sa jako model btony komoérkowe;j. Liposomy SUV cechuje sktonnos¢ do agregacji oraz
zwickszona przepuszczalno$¢ dla zwigzkéow hydrofilowych. Niewatpliwie najwieksza
zaleta tego typu liposoméw jest rozmiar, ktory pozwala na ich przenikanie przez
niewielkie pory i dotarcie do tkanek docelowych. Wazng cechg réznigca dane klasy
liposomow to objetos¢ roztworu wodnego do ilosci lipidu potrzebnego do jego zamk-
nigcia. Wielkos¢ liposomow ma istotny wptyw na czas krazenia w krwioobiegu. Czas-
teczki o wigkszych rozmiarach sg szybciej wychwytywane przez makrofagi, co za tym
idzie okres ich poéttrwania jest krétszy w porownaniu do no$nikéw o mniejszych rozmia-
rach. Aby zapobiec agregacji, jak i rozpoznaniu liposoméw przez uktad fagocytarny,
powierzchni¢ ich modyfikuje si¢ wykorzystujac hydrofilowe polimery [5].

W celu réznicowania liposoméw pod wzgledem wielkosci oraz ilo$ci tworzacych je
dwuwarstw lipidowych powszechnie stosuje si¢ kilka technik. Do najwazniejszych
i najczgsciej stosowanych zaliczy¢ mozna mikroskopi¢ elektronowa. Technika ta
pozwala na uzyskanie odpowiednio duzego powickszenia niewielkich czastek, dzieki
czemu mozliwe jest szczegétowe poznanie budowy powierzchni liposomow. Mikros-
kopia elektronowa pozwala na okreslenie zardwno warstwowosci, jak i rozmiaru
liposomow. Ilo$¢ dwuwarstw tworzacych dane pecherzyki lipidowe mozna réwniez
okresli¢ stosujac spektroskopie NMR czy analizator typu SAXS (katowe rozpraszanie
promieniowania rentgenowskiego). Do oznaczenia rozmiaru liposomow wykorzystuje
si¢ glownie analizator typu DLS (ang. dynamic light scattering), w ktorym pomiar
oparty jest na zjawisku dynamicznego rozpraszania $wiatla na czastkach drgajacych
ruchami Browna. Inng technika pozwalajaca oceni¢ rozmiar pgcherzykow lipidowych
jest SPOS (ang. single particle optical size). Metoda to opiera si¢ na dwoch
zjawiskach: odbicia oraz rozpraszania swiatla [6].

3.2. Podzial liposoméw ze wzgledu na wlasciwosci fizykochemiczne
i funkcje
Liposomy w oparciu o wlasciwosci, jak i funkcje mozna podzieli¢ na cztery klasy:
liposomy konwencjonalne,
liposomy stabilizowane sterycznie (dtugokrazace),
immunoliposomy,
liposomy kationowe.
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Liposomy konwencjonalne zbudowane sa najczesciej z jednego typu fosfolipidow
pozbawionych tadunku lub o tadunku ujemnym, czgsto zawieraja dodatek cholesterolu.
Liposomy w obrebie tej grupy roznig si¢ wzgledem siebie rozmiarem, sktadem lipido-
wym ptynnoscig dwuwarstwy fosfolipidowej czy tadunkiem powierzchniowym. Ograni-
czeniem stosowania liposomoéw konwencjonalnych jest przede wszystkim ich relatyw-
nie krotki czas pottrwania w krwioobiegu. Nosniki te po podaniu dozylnym sa tatwym
celem dla opsonin, wystepujacych w osoczu powodujacych nasilony proces fago-
cytozy, co uniemozliwia dotarcie leku w zamierzone miejsce. Liposomy konwencjo-
nalne mogg by¢ stosowanie jako system dostarczania leku do watroby czy $ledziony.
Organy te wykazujg obfite ukrwienie, jak i duzg ilo§¢ makrofagow, wychwytujacych
skutecznie opsonizowane liposomy co prowadzi do zwiekszonej akumulacji liposomow
w tych organach. Ta grupa liposomow moze by¢ rowniez wykorzystywana w celu dos-
tarczenia substancji przeciwdrobnoustrojowych do zainfekowanych makrofagow [7].

Przez wiele lat trwaty badania nad opracowaniem no$nikow, ktore gwarantowatyby
optymalny czas krazenia w krwioobiegu. Rozwdj technologii zaowocowat powstaniem
kolejnego typu liposomdéw — stabilizowanych sterycznie. Liposomy dlugokrazace charak-
teryzuja si¢ zmodyfikowang powierzchnia, ktora pozwala na uniknigcie szybkiej
fagocytozy. Najczesciej w tym celu stosuje si¢ fosfatydyloetanoloaming podstawiong
poprzez grupg aminowa z glikolem polietylenowym. Juz niewielki dodatek (2-5% mol)
takiego pegylowanego lipidu umozliwia wytworzenie bariery sterycznej w postaci
warstewki hydratacyjnej, ktora sprawia, ze liposomy staja si¢ w pewnym stopniu
niewidoczne dla makrofagéw [5]. Co wigcej, tak stabilizowane czastki, wykazuja
zwigkszone zdolnosci do akumulowania si¢ w miejscach zmienionych chorobowo.
System dostarczania leku w oparciu o ten typ liposomdw, nie zmienia jego wiasciwosci,
a ponadto pozwala na ograniczenie czestotliwosci dawkowania. Przyktadem preparatu,
ktory powstat i zostat zatwierdzony przez Agencje Zywnosci i Lekow jako pierwszy
jest Doxil®. Lek ten powstalt dzigki wykorzystaniu technologii liposomoéw
dhugokrazacych i jest stosowany w leczeniu zaawansowanego raka jajnika, szpiczaka
mnogiego czy mi¢saka Kaposiego zwigzanego z wirusem HIV [8].

Immunoliposomy posiadaja na swojej powierzchni specyficzne przeciwciata lub
fragmenty przeciwcial, co zapewnia zwigkszong selektywnosci oraz akumulacjg
w migjscu docelowym. Podobnie jak liposomy konwencjonalne charakteryzujg si¢ ten-
dencja do gromadzenia w watrobie czy $ledzionie. Niewystarczajaco dtugi czas pottrwania
w krwioobiegu immunoliposoméw bywa czgsto ograniczeniem wykorzystania ich jako
nos$nikow. Aby oming¢ te bariere mozna stosowaé dodatek pegylowanych lipidow,
ktory poprawia farmakokinetyke lipidowych transporterow [5].

Nastepna grupe stanowia liposomy kationowe, ktore zawieraja syntetyczne lipidy
kationowe w swoim sktadzie lipidowym. Stosowane sg w celu przenoszenia materiatu
genetycznego, ktorego transport za pomoca tych no$niko6w mozna podzieli¢ na dwa
kluczowe etapy. W pierwszej kolejnosci utworzony zostaje kompleks pomiedzy dodatnio
natadowanymi liposomami, a ujemnie naladowanym DNA. Dalej dochodzi do inter-
akcji miedzy kompleksem liposom-DNA a transfekowang komorka, Finalnie przeno-
szona informacja genetyczna ekspresjonowana jest w komorce docelowej. Ograni-
czeniem stosowania tego typu nosnikow jest mozliwe oddziatywani DNA na strukture
chemiczng, ksztalt, tadunek czy stabilnos¢ liposoméw [9]. Wobec powyzszych
czynnikow proces transfekcji moze nie osiagac satysfakcjonujacej wydajnosci.
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4. Metody otrzymywania liposomow

Wybor odpowiedniej metody przygotowania liposoméw zalezy przede wszystkim
od specyfiki zamykanej substancji oraz od rodzaju nos$nika, jaki chce si¢ uzyskac.
Z biegiem lat klasyczne sposoby otrzymywania pecherzykéw lipidowych sg stale mody-
fikowane i ulepszane. Do podstawowych metod uzyskiwania liposoméw zalicza sie:

e hydratacje cienkiego filmu lipidowego,

e odparowywanie technikg faz odwroconych,
e wstrzykiwanie roztworu etanolowego,

e dializ¢ detergentows.

Hydratacja cienkiego filmu lipidowego jest jedng z najstarszych technik uzyski-
wania liposomow. Polega na rozpuszczeniu okre$lonych lipidow w rozpuszczalniku
organicznym. Zwykle stosuje si¢ do tego celu chloroform lub mieszaning chloroformu
i metanolu. Kolejno rozpuszczalnik odparowuje si¢ pod zmnigjszonym ci§nieniem.
Otrzymany w ten sposob cienki film lipidowy, nastepnie uwadnia si¢ roztworem
wodnym w temperaturze wyzszej niz temperatura przejscia fazowego lipidow, z kt6-
rych zbudowane sg liposomy. Wykorzystujac t¢ metode uzyskuje si¢ wiclowarstwowe
pecherzyki (MLV), ktéore mozna nastgpnie podda¢ sonikacji otrzymujgc liposomy
jednowarstwowe SUV lub LUV za pomocg ekstruzji przez filtry poliweglanowe [10].

Metoda odparowywania technikg faz odwrdéconych REV (ang. reverse-phase
evaporation) zostata po raz pierwszy opisana przez Szoka i Paphadjopoulusa w 1978 r.
W mysl tej metody lipidy rozpuszcza si¢ w rozpuszczalniku organicznym, nastepnie
dodaje si¢ roztwor wodny 1 powstala dwufazowa mieszaning sonikuje si¢. Kolejnym
krokiem jest odparowanie rozpuszczalnika na wyparce prozniowej. Finalnie otrzymuje
si¢ gestg paste z duzych jednowarstwowych liposomow, ktora rozciencza si¢ woda lub
roztworem soli fizjologicznej. Wielko$¢ otrzymanych liposoméw miesci si¢ w prze-
dziale 300-1200 nm. Metoda ta pozwala zamykac¢ hydrofilowe substancje z wydajnoscia
ok. 50% [11].

Kolejng metoda otrzymywania liposomow, jest wstrzykiwanie etanolowego
roztworu lipidow do roztworu wodnego. Technika ta zostata zapoczatkowana w latach
siedemdziesiatych i stata si¢ pierwsza alternatywa przygotowywania liposomow SUV
bez koniecznosci sonikacji. Jest to prosta i szybka metoda jednakze czynnikiem ograni-
czajacy moze by¢ niska rozpuszczalnos$¢ niektdrych lipidow w etanolu. Wielkos$¢ czastek
otrzymywanych z wykorzystaniem tej techniki w duzej mierze zalezy od st¢zenia
lipidu w alkoholu, natomiast w mniejszym stopniu od tempa wstrzykiwania roztworu
etanolowego do wody.

Dializa detergentowa pozwala na uzyskanie liposoméw o wielkosci 40-180 nm
[12]. Metoda ta polega na rozpuszczeniu lipiddéw w rozpuszczalniku organicznym
z dodatkiem detergentu (najczgsciej cholan sodu Iub deoksycholan sodu). Kolejno roz-
puszczalnik organiczny usuwany jest za pomoca wyparki prozniowej. Powstaty film
lipid/detergent nastepnie uwadnia si¢ co skutkuje utworzeniem mieszanych miceli.
Dalej detergent jest usuwany na drodze dializy w wyniku czego micele przeorgani-
zowuja sie¢ w liposomy. Technika stosowana jest gtéwnie w celu przygotowania proteoli-
posomow. Nalezy jednak pamigtaé, ze niemozliwe jest catkowite usuniecie detergentu.
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W celu redukcji rozmiaré6w pecherzykow lipidowych stosuje sie migdzy innymi
proces ekstruzji przez pory w filtrach poliwegglanowych. W zalezno$ci od pozadanych
rozmiarodw liposoméw stosuje si¢ filtry o okreslonej wielkosci pordw (najczesciej 200
lub 100 nm). Inng metoda uzyskania czastek o matych rozmiarach jest sonikacja przy
zastosowaniu sonikatora zanurzeniowego czy wannowego. Niewielkie liposomy mozna
otrzymac réwniez poprzez wykorzystanie prasy French’a. Jest to urzadzenie stuzace do
dezintegrowania zawiesiny podczas przeciskana jej przez waska szczeling pod
wysokim ci$nieniem [4].

5. Zastosowanie

Liposomy ze wzgledu na swoje wlasciwosci fizykochemiczne, nie stanowia zagro-
zenia dla organizmu ludzkiego. Sg powszechnie stosowane w przemysle farmaceu-
tycznym, spozywczym czy kosmetycznym. Ze wzgledu na bardzo male rozmiary oraz
biodegradowalno$¢ stosowanie liposoméw jako nosnikéw substancji aktywnych stale
ro$nie.

Efektywne dostarczanie substancji aktywnej zamknigtej we wnetrzu liposomow
opiera si¢ na interakcjach liposomow z komoérkami, do ktorych zalicza si¢ glownie
adsorpcje na powierzchni komorki, endocytoze/ fagocytoze czy fuzje z btong komor-
kowa. Rodzaj zachodzacego procesu w duzej mierze zalezy od kompozycji lipidow,
rozmiaru, tadunku czy dodatkowej modyfikacji powierzchni.

W medycynie liposomy moga by¢ wykorzystywane jako nosniki lekow przeciwno-
wotworowych, substancji przeciwbakteryjnych, przeciwwirusowych, przeciwgrzy-
biczych, immunomodulatorow, lekéw genetycznych, szczepionek, anestetykow czy
enzymow [13, 14].

Zastosowanie liposomow daje szereg korzySci w poréwnaniu z podaniem wolnej
formy konwencjonalnego leku. Znaczace zalety tego typu no$nikoéw to biokompaty-
bilno$¢, kontrolowane uwalnianie leku oraz zwigkszenie selektywnosci enkapsulowa-
nego terapeutyku, czyli lepsze parametry farmakokinetyczne i farmakodynamiczne.
Liposomy wykazuja mata toksycznos$¢, a dodatkowo sa stabo immunogenne. Moga
przenosi¢ substancje o charakterze zarowno hydrofilowym, lipofilowym, jak i amfifilo-
wym. W zalezno$ci od whasciwosci sg one zamykane wewnatrz pecherzykow, budo-
wywane do dwuwarstwy lipidowej lub przytaczane do powierzchni liposomu. Liposomy
przedtuzaja okres pottrwania enkapsulowanych lekow, chronige je przed czynnikami
zewnetrznymi, degradacja enzymatyczng lub inaktywacja immunologiczng oraz agre-
gacja. Pecherzyki lipidowe znalazty zastosowanie w terapii celowanej, ktora stuzy
zwiekszeniu efektywnosci leku, dzieki wzrostowi selektywnosci gromadzenia sie w
miejscu docelowym, minimalizujac ekspozycje zdrowej tkanki. Jest to uzyskiwane
dzigki wykorzystaniu ligandow, gldwnie specyficznych przeciwciat, ale rowniez gliko-
protein, oligopeptydoéw, polisacharydéw, czynnikow wzrostu i niskoczasteczkowych
substancji takich jak kwas foliowy. Ligandy te wiaza si¢ specyficznie do biatek
nadekspresjonowanych w komorkach nowotworowych (np. receptor folianowy, HER2
rceptor transferyny) [15-17]. Enkapsulowane w liposomach leki potencjalnie staja si¢
biodostepne dopiero po uwolnieniu W miejscu docelowym — w obrebie tkanki guza
nowotworowego lub wewnatrz komorek nowotworowych. Obecnie nadal trwaja
badania, ktorych celem jest udoskonalanie aktywnego kierowania leku do komorek
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nowotworowych oraz ich wewnatrzkomorkowych organelli, a takze kontrolowanego
uwalniania substancji z wykorzystaniem réznic w mikrosrodowisku guza. W tym celu
opracowano liposomy reagujace na bodzce pochodzace z tkanek docelowych (pH,
potencjal redoks) Iub z zewnatrz organizmu (hipertermia, ultradzwieki, pole magne-
tyczne). Liposomy takie zawierajg zwigzki wrazliwe na dany bodziec, ktore wptywaja
na stabilno$¢ lub przepuszczalno$ci dwuwarstwy lipidowej. Na przykiad termo-
wrazliwe liposomy w wyniku dziatania podwyzszonej temperatury ulegajg destabilizacji
i uwalniajg zamknigty w nich lek. Uwalnianie substancji czynnej nastepuje w tempe-
raturze przejScia fazowego (Tm), kiedy to dwuwarstwa lipidowa zmienia swoja
przepuszczalnos¢ z powodu przejscia z fazy zelowej do fazy ciektokrystalicznej [3,
17]. Jednym z przyktadowych potencjalnie skutecznych termowrazliwych preparatow
liposomowych jest ThermoDox zawierajacy antracykling — doksorubicyne. Jest on
obecnie w fazie badan klinicznych: faza I nowotwory jelita grubego, watroby, piersi;
faza IlI: rak watrobowokomoérkowy [18]. Jak podaje producent testy na modelu
zwierzecym wykazaty, Zze zastosowanie preparatu umozliwia dostarczenie 25 razy
wiecej doksorubicyny do guzéw niz sam wlew dozylny wolnego leku i 5 razy wigcej
doksorubicyny niz standardowe preparaty liposomalne leku ,,celsion.com/thermodox/”.
Obecnie na rynku farmaceutycznym dostgpnych jest kilka formulacji liposomalnych
doksorubicyny roznigcych si¢ sktadem lipidowym oraz podmiotem odpowiedzialnym
za produkcj¢. 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]. Przyktadem
innego leku zawierajacego substancje czynng — cytarabing jest DepoCyte®. W przypa-
dku tego preparatu wskazanie rejestracyjne dotyczy zapalenia opon mozgowo-rdzenio-
wych w przebiegu chtoniaka [20]. W 2015 roku zatwierdzony do uzytku Klinicznego
zostal liposomalny irynotekan (Onyvide®) inhibitor topoizomerazy I, ktory stosowany
jest w kombinacji z 5-fluorouracylem i leukoworyna w leczeniu pacjentéw z rakiem
trzustki, poddanych wczeéniej terapii opartej na gemcytabinie. Badania kliniczne
wykazaty, ze pacjenci przyjmujacy taka kombinacje zyli $rednio 2,1 miesigca dhuzej
W poréwnaniu z pacjentami leczonymi jedynie fluorouracylem i leukoworyng [21].
Leki przeciwnowotworowe stanowia najwigksza grupe klinicznie zatwierdzonych
preparatow liposomowych, ale produkty oparte na zastosowaniu liposomow zostaly
opracowane 1 zatwierdzone rowniez dla innych jednostek chorobowych, na przyktad
zwigzanych z infekcjami grzybiczymi i pasozytniczymi. Obecnie na rynku farmaceu-
tycznym dostgpne sg trzy lipidowe formulacje amfoterycyny B (Amphotec®,
Ambisome®, Abelcet®), ktora jest lekiem pierwszego wyboru o szerokim spektrum
dziatania stosowanym w inwazyjnych zakazenia ogdlnoustrojowych wywotanych
przez Aspergillus, Candida lub Cryptococcus [22]. Ponadto liposomy wykorzystywane
sg jako nosniki lekéw przeciwbolowych: DepoDur® — zawiera siarczan morfiny,
uzywany do znieczulenia bolu po zabiegu chirurgicznym. Exparel® jest to preparat
bupiwakainy, bedacej $rodkiem znieczulajacym stosowanym w podczas leczenia
operacyjnego [23]. Liposomy znalazly réwniez zastosowanie w terapii fotodynamicznej
do transportu substancji fotouczulajacych. Przyktadem jest zawierajacy werteporfine
preparat Visudyne® wykorzystywany w leczeniu zwigzanego z wiekiem zwyrodnienia
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plamki zottej i patologicznej krotkowzrocznosci [8, 24]. Z biegiem lat wzrasta rowniez
potencjal terapeutyczny liposomow jako nos$nikéw lekdéw genetycznych: DNA,
antysensownych oligonukleotydow (asODN), SiRNA, dsRNA and mikroRNA [25].

Wykorzystanie liposomow w kosmetyce czy dermatologii opiera si¢ przede
wszystkim na naturalnym integrowaniu tych no$nikéw z warstwa rogowa naskorka
i efektywnym dostarczaniu substancji aktywnej. Pecherzyki lipidowe ze wzgledu na
bardzo niewielkie rozmiary oraz odpowiedniag kompozycje lipidow, moga dociera¢ do
glebszych warstw skory w pordwnaniu z tradycyjnymi nos$nikami. Posta¢ liposomalna
podana na skore moze wykazywa¢ dziatanie na czterech poziomach: powierzchni
skory, warstwie rogowej, glebszych warstwach naskorka oraz skorze whasciwej. Lipo-
somy nie tylko zwickszajg biodostgpnos$¢ transportowanej substancji, ale réwniez
wykazuja wlasciwos$ci nawilzajace czy regenerujace skore. Pierwszym liposomowym
produktem kosmetycznym, jaki pojawit si¢ na rynku byl krem przeciw oznakom
starzenia ,,Capture” wyprodukowany przez firm¢ Dior w 1986 roku. Liposomy znalazty
powszechne zastosowanie w kosmetyce, ale przede wszystkim w dermatologii. Przy
wykorzystaniu tej technologii mozliwe jest efektywne leczenie atopowego zapalenia
skéry, tuszczycy, tradziku czy bielactwa [26]. Kolejnym przyktadem zastosowania
pecherzykéw lipidowych jako nos$nikéw substancji czynnej moze by¢ preparat
dermatologiczny ,,Regaine”, gdzie zwigzkiem aktywnym biologicznie jest minoksydyl,
ktory dziata stymulujaco na meszki wlosowe [13]. Liposomy mogg by¢ stosowane jako
nosniki substancji ujedrniajacych, tagodzacych podraznienia, nawilzajacych, chronig-
cych przed promieniowaniem stonecznym, dziatajacych na przebarwienia czy niedosko-
natosci skoéry. Za pomoca tych lipidowych czastek dostarczane sa migdzy innymi
witaminy, kwas hialuronowy, kolagen, kwas pirogronowy, koenzym Q10 czy rdzne
wyciagi roslinne wykazujace pozadane wtasciwosci biologiczne.

W przemysle spozywczym liposomy zostaly po raz pierwszy wykorzystane w latach
osiemdziesiatych, do enkapsulacji enzymow proteolitycznych. Zamykanie proteaz we
wewngtrzu pecherzykow lipidowych zwigksza ich ochrong przed degradacja. Tym
samym przypuszczalnie prowadzi to do skrocenia czasu dojrzewania, ktorego kluczo-
wym etapem jest proteoliza. Wykorzystanie enzyméw w postaci wolnej moze skutko-
wac przedwczesnym dojrzewaniem, niepozadanym smakiem czy zapachem. Co wigcej,
stosowanie liposomowych nosnikéw podnosi ich stabilno$¢ oraz zapewnia efektyw-
niejszg dystrybucje. Badania przeprowadzone przez Matsuzaki i wspotpracownikow
wskazuja na zachowanie aktywnos$ci enzymatycznej B-galaktozydazy, zamknietej
w liposomach o niskim pH, przechowywanych w lodéwce przez miesigc [27]. Innym
przyktadem wykorzystania liposoméw w zywnosci jest enkapsulacja nizyny. Zwigzek
ten wykazuje dzialanie przeciwbakteryjne, a w przemysle spozywczym stosowany jest
jako srodek konserwujacy [28]. Lee 1 wspolpracownicy opracowali metode zamykania
w liposomach bromelainy, ktéra stuzy do zmigkczania miesa [29]. Kolejne badania
dowodza efekt ochronny nos$nikow dla trasnportowanej substancji, ktory skutkuje
poprawg aktywnosci antymikrobiologicznej pediocyny AcH poprzez zastosowanie jej
liposomowej postaci. Technologi¢ liposomowa stosuje si¢ takze do wzbogacania zyw-
nosci w witaminy, antyoksydanty czy srodki smakowo-zapachowe [30].
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6. Podsumowanie

Liposomy od momentu ich odkrycia staly si¢ przedmiotem badan w wielu placow-
kach naukowych. Ze wzgledu na szereg zalet, jakie wykazuja staly si¢ narzedziem
wykorzystywanym obecnie w réznych dziedzinach. Czynnikami limitujagcymi zastoso-
wanie liposomow sg koszty produkcji czy problem z przeniesienie skali laboratoryjnej
na produkcyjng. Innym powodem mogg by¢ trudnosci z osiagnigciem odpowiedniej
stabilnosci tych struktur. Pecherzyki lipidowe przede wszystkim stosowane sa z powo-
dzeniem jako nosniki lekow. Potwierdzona poprawa farmakokinetyki transportowanej
substancji czynnej, jak i redukcja dzialah niepozadanych po podaniu liposomow
przemawiajg za wykorzystaniem ich jako no$nikéw. Bez watpienia te niewielkie
czastki posiadajg ogromny potencjat, ktory nadal bedzie wykorzystywany i rozwijany.
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Streszczenie

Liposomy to lipidowe czastki o bardzo matych rozmiarach, posiadajace szereg korzystnych wiasciwosci
fizykochemicznych. Do najwazniejszych mozna zaliczy¢ biodegradowalnosé, biokompatybilno$¢ i niska
toksycznos¢. Istnieje kilka metod otrzymywania pecherzykow lipidowych, do podstawowych zaliczy¢
mozna hydratacj¢ cienkiego filmu lipidowego, odparowywanie metoda faz odwrdoconych, wstrzykiwanie
roztworu etanolowego czy dializ¢ detergentowa. Liposomy znalazly zastosowanie miedzy innymi
w farmacji, przemysle spozywczym czy kosmetyce. Ze wzgledu na mozliwo$¢ enkapsulacji zaréwno
zwigzkow hydrofilowych, jak i hydrofobowych, liposomy sa powszechnie wykorzystywane jako system
dostarczania substancji bioaktywnych.

Stowa kluczowe: liposomy, biodegradowalno$¢, biokompatybilnos¢, 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 sa w zdecydowanej wiekszosci galezi prze-
mystu. Rozwoj technologiczny przyczynit si¢ do wzrostu zapotrzebowania na bardzo
doktadne kontrole surowcow, potproduktéw, opakowan, czy produktow gotowych.
Specyfika kazdego procesu jest inna, w zwiazku z tym podczas przeprowadzania
badan poszukuje si¢ uniwersalnych rozwigzan, mozliwych do stosowania na duza
skalg. Nowoczesne techniki analityczne odnajduja rowniez coraz nowsze zastosowania
w medycynie. Obecnie oznaczanie jakos$ciowe i iloSciowe z duza dokladnoscia dla
przewazajacej czesci zwigzkéw organicznych jest mozliwe. Wiodgcym procesem
wykorzystywanym podczas analiz jest absorbowanie lub emitowanie $wiatlta przez
probe badang. Czgsto za pochtonigcie Iub emisj¢ promieniowania odpowiada bezpo-
srednio analit. Zdarza si¢ jednak tak, ze oznaczenie konkretnego zwigzku wymaga
stworzenia okreslonego srodowiska lub dodania substancji dodatkowych, np. w roli sond
spektroskopowych. Maja one na celu zwickszenie intensywnosci absorpcji lub emisji
promieniowania, a tym samym zwigkszenie doktadnosci i precyzji otrzymanych wyni-
kéw [1]. W zwiazku z tym, w niniejszej pracy opisano proces syntezy i proces komp-
leksowania otrzymanego barwnika skwaryliowego z serum albuminy jaja kurzego oraz
dokonano jego oceny pod wzglgdem skutecznosci w roli sondy spektroskopowej do
oznaczania ilo$ciowego serum albuminy jaja kurzego.

2. Kwas kwadratowy

3,4-dihydroksy-3-cyklobuteno-1,2-dion bardzo szybko wzbudzit duze zaintereso-
wanie wsrod naukowcow. Wplyw na to miata z pewnoscia jego nietypowa struktura,
ktéra spowodowata, ze wsrod nazw potocznych tego zwigzku odnalez¢ mozna: kwas
kwadratowy, kwas skwaryliowy, diketocyklobutenodiol [2]. Pod wzgledem budowy
chemicznej zaliczany jest do ketonéw. Zbudowany jest z czterowgglowego pierscienia,
na rogach ktorego znajduja si¢ symetrycznie przy kazdym weglu odpowiednio dwie
grupy hydroksylowe i dwa tleny (rysunek 1). Ze wzgledu na ten uklad kwas kwadra-
towy charakteryzuje sie symetrig atoméw i silng delokalizacjg elektronéw w [3, 4].
Najprawdopodobniej ze wzgledu na te cechy zwigzek wykazuje rowniez wlasciwosci
kwasowe. Potwierdzaja to reakcje z nadmanganianem i woda bromowa, prowadzace
do odbarwienia roztworéw. Obecno$¢ sasiadujacych grup hydroksylowych potwierdza
reakcja z kwasem nadjodowym [5]. W latach 60. XX wieku zwiazek ten zaliczono do
zwigzkéw nazwanych ,,0xocarbons”, czyli posiadajacych w postaci jonowej jedynie
atomy tlenu i wegla [6]. W wyniku badan wykazano, ze idealng symetri¢ wykazuje
jedynie jon podwojny kwasu kwadratowego, natomiast atomy postaci czasteczkowej
i jonu pojedynczego nie sg rowno od siebie oddalone. Kwas kwadratowy wykazuje

! Wydziat Technologii i Inzynierii Chemicznej, Uniwersytet Technologiczno-Przyrodniczy w Bydgoszczy.
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korzystne wilasciwosci optyczne, absorbuje §wiatto w zakresie bliskiego ultrafioletu
(ok. 220-300 nm) [7].

HO OH

O/ \\O

Rysunek 1. Wzdr strukturalny postaci czasteczkowej kwasu kwadratowego
[opracowanie wlasne na podstawie [2]]

3. Pochodne kwasu kwadratowego

Kwas kwadratowy tworzy jedno-, dwu-, trzy-, a nawet czteropodstawione pochodne
symetryczne i niesymetryczne. Z biegiem czasu mozliwe stato si¢ podstawienie do
niego réznorodnych grup, m.in. arylowych, pirolowych, aminowych, czy alifatycznych
[8]. Syntezy przeprowadza si¢ w oparciu o kondensacje podstawnika z kwasem kwad-
ratowym [9], podstawianie estrow kwasu kwadratowego [10], czy z wykorzystaniem
chlorku kwasu, w miejsce ktorego podstawiana jest wybrana grupa (np. aminowa)
[11]. Pochodne kwasu kwadratowego mozna w zaleznosci od potrzeb przeprowadzaé
w kolejne pochodne, uzyskujac w ten sposob ogromna game zwiazkow. Mozliwe jest
réwniez otrzymanie 1,2-podstawionej kwasu kwadratowego przy wykorzystaniu wybra-
nych zwigzkoéw metaloorganicznych niklu, czy zelaza. Oznacza to, Ze otrzymanie
pochodnej kwasu skwaryliowego jest mozliwe bez wykorzystania do syntezy samego
kwasu [12]. Dokonano rowniez prob przeprowadzenia reakcji otrzymywania pochod-
nych kwasu kwadratowego przy uzyciu mikrofal, w celu zminimalizowania ilo$ci
odczynnikow wykorzystywanych do reakcji oraz skrocenia jej czasu. Syntezy ta metoda
najczesciej trwaja krocej i z wyzszg wydajnoscig [13]. Mnogos$¢ metod otrzymywania
pozwala na dobranie najbardziej wydajnej dla danego procesu, a tym samym umozli-
wia opracowanie efektywnych syntez w przemysle, np. farmaceutycznym.

Znaczna cze$¢ pochodnych kwasu kwadratowego, w szczegdlnosci tych 1,3-podsta-
wionych, wykazuje korzystne wlasciwosci optyczne. Wigkszos¢ z nich to substancje
barwne, dobrze rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych i stabo rozpusz-
czalne w wodzie. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci sporg grupg zwiazkow pochod-
nych kwasu kwadratowego nazywa si¢ barwnikami skwaryliowymi [10].

4. Zastosowanie pochodnych kwasu kwadratowego

Popularnym zastosowaniem barwnikéw skwaryliowych sg detektory rozmaitych
jondéw i grup funkcyjnych. W 2017 roku opracowano zwiazek czuly na zmiany st¢zen
AI**, Zn? oraz Cd** [14]. Kilka lat weze$niej — w 2013 roku zaprezentowano pochodna
kwasu kwadratowego wskazujaca zmiang stezen Hg®* w roztworze [15]. W 2008 roku
przedstawiono réwniez dozymetr, ktérego praca opierala si¢ na reakcji addycji nukle-
ofilowej barwnika z tiolami w $rodowisku wodnym. Proba przeprowadzona na cysteinie,
zawierajacej ugrupowanie tiolowe, zakonczyta si¢ powodzeniem. Dodatek tego amino-
kwasu spowodowat wygaszenie fluorescencji i raptowne odbarwienie roztworu barw-
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nika [16]. W 2013 roku opracowano chemoreceptor wskazujacy obecno$¢ acetonitrylu
w probie. Mechanizm reakcji opiera si¢ o tworzenie wigzan wodorowych pomigedzy
atomami chloru celowo dodawanymi do proby a zastosowanym barwnikiem zawie-
rajacym podstawnik o-benzoilowy. Reakcja zachodzi w srodowisku acetonitrylu i tym
samym umozliwia jego detekcje w roztworze [17].

Kwas kwadratowy i wigkszos$¢ jego przebadanych pochodnych nie stanowig zagro-
zenia dla zdrowia czlowieka [2]. Nie wykazuja whasciwosci rakotworczych, moga
jednak powodowa¢ reakcje alergiczne. Ester dibutylowy kwasu kwadratowego jest
aktualnie stosowany w leczeniu tysienia i brodawek. Kuracja jest stosunkowo tatwa do
przeprowadzenia i opiera si¢ na sterowaniu dziataniem uktadu odpornosciowego. Moze
jednak powodowa¢ skutki uboczne zblizone do zatrucia. Rzadko zdarzaja si¢ pecherze
i rozjasnienia skory. Skutki uboczne stosowania tej substancji mozna tagodzié¢ przy
uzyciu kremu kortyzonowego [18]. W Stanach Zjednoczonych prowadzone sa aktualnie
badania dotyczace wykorzystania tej pochodnej w leczeniu opryszczki. Eksperymen-
towi poddana jest grupa liczaca 54 osoby, z ktorej potowa otrzymata lek, a pozostali
placebo [19].

W przeciagu ostatniej dekady opublikowanych zostato wiele artykutow dotyczacych
wykorzystania pochodnych kwasu kwadratowego w leczeniu nowotworéw skory.
Poczatkowo sprawdzano ich skutecznos¢ w roli markeréw zmian enzymatycznych.
Badania przeprowadzone na myszach i in vitro daty pozytywny wynik [20]. Podjeto
réwniez proby zastosowania barwnikow skwaryliowych w roli fotouczulaczy pozwa-
lajacych na zlokalizowanie komoérek nowotworowych. Barwnik powoduje pochto-
ni¢cie energii $wietlnej i przeniesienie jej na oznaczone komorki. W nastgpnej kolejnosci
energia ta powoduje aktywacj¢ czynnika niszczacego, np. powstanie tlenu single to-
wego 1 jego rodnikow z tlenu tkankowego, co skutkuje liza komorek nowotworowych
[21]. W przewazajacej wickszosci opublikowane dotychczas badania zakonczyly sie
powodzeniem.

5. Pochodne indolu

Korzystny wplyw na zdrowie czlowieka maja réwniez pochodne indolu od lat
wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym. Duza grupa zwigzkow pochodnych
2,3-benzopirolu to substancje biologicznie czynne, wystepujace naturalnie w roslinach
w roli, np. alkaloidow. Ze wzgledu na naturalne pochodzenie, substancje te odnalazty
swoje zastosowanie w lecznictwie wiele lat temu [22]. Znajduje si¢ wsrod nich na
przyktad rezerpina 1, ktorej dziatanie umozliwia regulacje ci$nienia krwi, a ze wzglgdu
na wptyw na o$rodkowy uktad nerwowy zaczeto ja stosowac, jako lek na schizofrenie.
Inng znang substancja czynng z tej grupy zwigzkow chemicznych stanowi wilazodon 2,
podawany jako antydepresant, czy metisazon 3, w roli leku antywirusowego [23].
Poszczegdlne pochodne 2,3,3-trimetyloindoleniny sg skutecznymi antybiotykami dla
bakterii lekoopornych [24]. Znane sa rowniez zastosowania pochodnych indolu w roli
sond fluorescencyjnych. Jedna z nich pozwalala na oznaczenie jonéw wapnia i kadmu
obok siebie. Odkrycie to mialo duze znaczenie ze wzglgdu na wysoka toksycznosc
kadmu i konieczno$¢ kontrolowania jego poziomu [25]. Wiele substancji czynnych
zawierajacych pier§cien indolowy to zwigzki o dziataniu przeciwnowotworowym, na

przyktad winkrystyna 4 [23].
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Rysunek 2. Wzory strukturalne opisanych pochodnych zawierajacych pierécien indolowy
[opracowanie wiasne na podstawie [23]]

Wyrazne zmiany we wlasciwosciach tych substancji mozna zauwazyé przepro-
wadzajac je do postaci fluoropochodnych. Dziatanie to ma na celu usunigcie skutkow
ubocznych stosowania niektérych lekéw, zmiane ich rozpuszczalno$ci, czy przebieg
rozkltadu w przewodzie pokarmowym. Wiele z tych zwiazkow jest jeszcze w fazie
badawczej. Pojawiaja si¢ publikacje opisujace wyniki badan, przeprowadzanych na
zwierzgtach, dotyczacych substancji potencjalnie hamujacych rozwoj wirusa HIV, czy
badania kliniczne zwigzane ze stosowaniem okreslonej pochodnej indolu w roli leku
przeciwmiazdzycowego [23, 26].

Ogromne zainteresowanie zwigzkami pochodnymi indolu w medycynie, ich r6zno-
rodnos$¢ 1 dostgpnos¢ oraz potencjalnie korzystne wlasciwosci optyczne, wptynetly na
decyzj¢ o wykorzystaniu 2,3,3-trimetyloindoleniny w roli podstawnika do syntezy
opisanego w tej pracy barwnika skwaryliowego.

6. Metodyka

Syntezy przeprowadzano w Zaktadzie Chemii Ogoélnej i Nieorganicznej Wydziatu
Technologii i Inzynierii Chemicznej Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego
W Bydgoszczy. Odczynniki, ktore zastosowano do syntez pochodzity od znanych
producentéw m.in.: Sigma-Aldrich 1 Alfa Aesar. Synteza przebiegata w dwoch etapach:
pierwszy stanowila reakcja otrzymania soli czwartorzgdowej 2,3,3-trimetyloindo-
leniny, a drugi reakcja kondensacji kwasu kwadratowego z otrzymang solg czwarto-
rzgdowa. Otrzymano tym sposobem barwnik 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindo-
lenino) skwaryliowy. W nastgpnej kolejnosci przeprowadzono badania procesu
kompleksowania otrzymanego zwiazku z serum albuminy jaja kurzego.
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6.1. Synteza jodku N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindoleniny

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 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. Mieszaning ogrzewano w temperaturze wrzenia pod
chtodnica zwrotng ciagle mieszajac. Po zajsciu reakcji zawarto$¢ kolby przesgczono
przez saczek migkki jakosciowy, przemywajac acetonem. Tg metodg uzyskano ciemno-
bordowe krysztaty jodku N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindoleniny. Schemat reakcji zostat
przedstawiony na rysunku 3. Reakcje przeprowadzano w oparciu o synteze opisang
w literaturze [27].

CH HC 1
HsC 3
HsC, />—CHs
/ CH3 + >—CH3 —_— l—N+
N ! >7CH3
HaC

Rysunek 3. Schemat reakcji otrzymywania jodku N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindoleniny
[opracowanie wiasne na podstawie [27]]

6.2. Synteza 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny

Synteza barwnika zostala przeprowadzona zgodnie z procedura opisang w zrédle
literaturowym [28]. W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono nawazki
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 uzyto 10 ml
mieszaniny n-butanolu i toluenu w stosunku objetosciowym 4:1. Calo$¢ ogrzewano
W temperaturze wrzenia pod chtodnica zwrotng zaopatrzong w nasadke Deana-Starka
ciggle mieszajac. Zajscie reakcji mozna bylo zaobserwowac dzigki zmianie barwy
z brunatno-bordowej mieszaniny substratow na intensywnie turkusowa barwnika. Po
krystalizacji otrzymano btyszczace krysztalty o niebiesko-zielonkawej barwie. Przebieg
reakcji przedstawiono na schemacie na rysunku 4.

o\\ //0
+ 2
HO OH

Rysunek 4. Schemat reakcji otrzymywania 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny
[opracowanie wiasne na podstawie [28]]
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6.3. Otrzymanie roztworow podstawowych

6.3.1. Przygotowanie roztworu chlorku sodu

W celu przygotowania 0,9% roztworu chlorku sodu odwazono 9 g substancji na
wadze analitycznej i rozpuszczono w wodzie destylowanej w kolbie miarowej
0 pojemnosci 1000 ml.

6.3.2. Przygotowanie roztworu serum albuminy jaja kurzego

Roztwér przygotowano przez rozpuszczenie w 0,9% roztworze chlorku sodu
z dodatkiem buforu fosforanowego nawazki serum albuminy jaja kurzego o masie
0,4429 g (1-10”° mol) w kolbie miarowej o pojemnosci 1000 cm®. Roztwor pozosta-
wiono na dobe i po tym czasie dokonano dziesigeciokrotnego rozcienczenia przy uzyciu
0,9% NaCl. Uzyskano zatem roztwor o stezeniu 1-10°° mol/dm?.

6.3.3. Przygotowanie roztworu barwnika

Przygotowanie roztworu podstawowego barwnika rozpoczeto od odwazenia
0,0049 g (1,019:10° mol) 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny.
Nawazke rozpuszczono w 20 cm® metanolu, a nastepnie rozcieficzono 0,9% roztworem
chlorku sodu w kolbie miarowej o objetosci 200 cm®. Uzyskany roztwor miat stezenie
5,10-10"° mol/dm®.

6.4. Otrzymanie roztworow do pomiaréw spektrofotometrycznych

Do zbadania procesu kompleksowania barwnika z serum albuminy jaja kurzego
ESA nalezalo wykona¢ miareczkowanie spektrofotometryczne barwnika roztworem
serum albuminy jaja kurzego i miareczkowanie odwrotne. W zwigzku z tym, w kolbach
miarowych o objetosci 10 cm® przygotowano roztwory o réznej zawartosci ESA
i skwaryny. W tym celu pobrano odpowiednie objetosci roztwordw podstawowych
i uzupetniono do kreski 0,9% roztworem NaCl. Wykorzystane objetosci i otrzymane
W ten sposob stezenia prezentuje tabela 1.

Tabela 1. Objetoscei roztworéw podstawowych zastosowanych do otrzymania roztworéw do miareczkowania
i wartosci uzyskanych stezen

Numer Objetos¢ barwnika | Objetos¢ ESA | Stezenie barwnika | Stezenie ESA
roztworu | [cm’] [cm’] [mol/dm?] [mol/dm?]
1 2 0 1,02-10° 0

2 2 1 1,02-10° 1,00-107
3 2 2 1,02-10° 2,00-107
4 2 3 1,02-10° 3,00-107
5 2 4 1,02-10° 4,00-107
6 2 5 1,02-10° 5,00-107
7 0 2 0 2,00-107
8 1 2 0,51-10° 2,00-107
9 2 2 1,02-10° 2,00-107
10 3 2 1,53-10° 2,00-107
11 4 2 2,04-10° 2,00-107
12 5 2 2,55-107 2,00-107

Zr6dto: Opracowanie wiasne
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7. Zestawienie i omOwienie wynikow
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 badan zestawiono na rysunkach 5 i 6.
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Rysunek 5. Elektronowe widma absorpcji 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryny o statym
stezeniu 1,02-10°° mol/dm?® przy wzrastajacym stezeniu serum albuminy jaja kurzego
od 1-107 do 5-107 mol/dm®w roztworach 1-6 [opracowanie wiasne]

Absorpcja roztworu barwnika pozbawionego roztworu albuminy jaja kurzego (rozt-
wor 1) jest znacznie nizsza wzgledem pozostalych roztworéow. Wraz ze wzrastajagcym
stezeniem serum albuminy jaja kurzego (roztwory 2-6) absorpcja rosta, natomiast
roéznice te nie sg bardzo wyrazne. Prawdopodobnie wynika to ze znacznej rdéznicy
stezen roztwordow zastosowanych do badania procesu kompleksowania, a te znow
zalezne sg od rozpuszczalnos$ci poszczegoélnych zwigzkdéw chemicznych w wodzie.
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Rysunek 6. Elektronowe widma absorpcji roztworu serum albuminy jaja kurzego ESA o stalym stezeniu
2107 mol/dm® przy wzrastajacym stezeniu barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino)
skwaryliowego od 0,51-10° do 2,55-10"° mol/dm? w roztworach 8-12 [opracowanie whasne]

Miareczkowanie odwrotne, czyli miareczkowanie serum albuminy jaja kurzego ESA
przy uzyciu roztworu barwnika o wzrastajacym stezeniu pozwala na zaobserwowanie
znaczacych zmian w intensywnosci absorbancji dla kolejnych stezen barwnika. Nie
obserwuje sie natomiast przesuni¢¢ maksimum absorpcji.

Powyzsze dane liczbowe zostaly wykorzystane do obliczen, zgodnie z rownaniem
Benesi’ego-Hildebranda. Wyznaczono w ten sposob zaleznos$¢ 1/(A-Ao) od 1/[X] oraz
1/(A-Ag) od 1/[X]? gdzie X to odpowiednio: [ESA] — stezenie serum albuminy jaja
kurzego, [SQ] - stezenie barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino)
skwa-ryliowego. Ponadto wyznaczono parametry procesu, takie jak: stata tworzenia,
liczba miejsc wigzacych oraz entalpia swobodna. Do opracowania wynikéw wyko-
rzystano rowniez rownanie Lehrera, dzigki czemu mozna bylo obliczy¢ stalg tworzenia
i okreslic poprawno$¢ wynikow obliczen. Wyznaczone z réwnania Benesi’ego-
Hildebranda zaleznos$ci przedstawiono w postaci graficznej na rysunkach 7, 8, 9 i 10.
Wiyniki obliczen zestawiono w tabeli 2.
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Rysunek 7. Wykres zaleznosci 1/[A-Ag] od odwrotnosci stezenia serum albuminy jaja kurzego
[opracowanie wiasne]
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Rysunek 8. Wykres zaleznosci 1/[A-Ag] od kwadratu odwrotnosci stgzenia serum albuminy jaja kurzego
[opracowanie wtasne]
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Rysunek 9. Wykres zaleznosci 1/[A-Ag] od odwrotnosci stezenia barwnika
1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-indolenino) skwaryliowego [opracowanie wiasne]
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Rysunek 10. Wykres zaleznosci 1/[A-Ag] od kwadratu odwrotnosci stgzenia barwnika
1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-indolenino) skwaryliowego [opracowanie wlasne]

Lepsze dopasowanie wyznaczonej metoda graficzng krzywej liniowej lub wielo-

mianowej $wiadczy o zdolnos$ci do kompleksowania w stosunku 1:1 (dopasowanie
krzywej liniowej) lub 1:2 (dopasowanie krzywej wielomianowej). W przypadku obu
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miareczkowan réznica wartosci dopasowan jest niewielka, natomiast wyzsza jest dla
krzywej liniowej. Oznacza to, ze prawdopodobnie kompleks barwnik-ESA tworzy si¢
w stosunku 1:1.

Tabela 2. Wyznaczone wartosci obliczonych statych tworzenia zwigzkow, entalpii swobodnych oraz liczby
miejsc wigzacych

Numery Stata tworzenia | Stata tworzenia | Entalpia swobodna | Liczba miejsc
roZtworow Ky Ka AG [kJ] wigzacych n
1-6 8,47-10 5,88:10 -45,23 0,1181

7-12 1,54-10° 1,56-10° -18,18 10,8342

Zr6dto: Opracowanie wlasne

Wyznaczone state tworzenia K, i K, maja zblizone wartosci, co $wiadczy o pop-
rawno$ci wynikow. Ich wysoka warto§¢ sugeruje wysoka zdolnos¢ kompleksowania
barwnika 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryliowego z serum albu-
miny jaja kurzego. Wartosci ujemne entalpii swobodnych oznaczaja, Ze proces tworzenia
kompleksow jest samorzutny. Wyznaczona liczba miejsc wigzacych oznacza, ze barw-
nik, wbrew wynikom wyznaczonym graficznie, kompleksuje z serum albuminy jaja
kurzego w stosunku 1:10.

8. Whnioski

Zaproponowana metoda syntezy jest skuteczna i pozwolita na otrzymanie barwnika
1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryliowego. Dzieki wykonanym
miareczkowaniom mozna zaobserwowaé, ze istnieje zalezno$¢ miedzy stgzeniem
serum albuminy jaja kurzego a intensywnoscig absorbancji roztworu, jak i rowniez
miedzy stezeniem barwnika a wysoko$cig absorbancji roztworu. Pozytywna cecha
otrzymanego barwnika jest brak przesunig¢cia maksimum absorpcji na widmach. Bada-
nia proceséw komplesowania wykazaty, ze proces ten zachodzi samorzutnie, a otrzymany
barwnik wykazuje wysoka zdolno§¢ kompleksotworcza. Dopasowanie krzywych linio-
wych i wielomianowych dla tego procesu sugeruje stosunek tworzenia kompleksu
barwnik-ESA 1:1. Wyznaczone liczby miejsc wigzacych sugeruja natomiast tworzenie
tego kompleksu w stosunku 1:10. Na podstawie przeprowadzonych badan mozna
stwierdzi¢, ze 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetyloindolenino) skwaryna moze byé
zastosowana, jako potencjalna sonda spektroskopowa.

Podzigkowania

Podzigkowania kieruje po pierwsze dr inz. Katarzynie Jurek za bycie moim
autorytetem podczas tych kilku lat nauki oraz za nieskonczong inspiracje. Pragne
podzigkowa¢ Zaktadowi Chemii Ogolnej i Nieorganicznej za udostgpnione odczynniki
i aparatur¢. Serdeczne dzigkuje sktadam rowniez moim najblizszym za cierpliwos¢
i pomoc podczas pisania kolejnej pracy.

135



Paulina Szaruga

Literatura

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Bajorek A., Kabatc J., Paczkowski J., Barwniki styrylochinoliniowe jako sondy spektro-
skopowe w procesie polimeryzacji rodnikowej, Polimery 2007, 52, nr 7-8, s. 556-561.
Karta charakterystyki produkty 3,4-dihydroxy-3-cyclobutene-1,2-dione, Sigma-Aldrich
[dostep online: 28.03.2019].

Schwartz L.M., Howard L.O., = Electronic Structure of Aqueous Squaric Acid and Its
Anions, The Journal of Physical Chemistry, Vol. 77, No. 3, 1973, s. 314-318.

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, 5.10097-10109.

Cohen S., Lacher J.R., Park J.D., Diketocyclobutenediol, Journal of the American
Chemical Society, 81, 1959, s. 3480.

West R., Powell D.L., New Aromatic Anions. I1l. Molecular Orbital Calculations on
Oxygenated Anions, Organic and Biological Chemistry, 85, 1963, s. 2577-2579.

Widmo UV-Vis zwigzku 3,4-dihydroxy-3-cyclobutene-1,2-dione. Spectra Base,
https://spectrabase.com/spectrum/7LPchiCHk2D [dostep online: 28.03.2019].

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.

Matsui M., Fukushima M., Kubota Y., Funabiki K., Shiro M., Solidstate fluorescence of
squarylium dyes, Tetrahedron 68, 2012, s. 1931-1935.

Lynch D.E., Hamilton D.G., Microreview: Pyrrol-3-yl squaraines (including indol-3-yl
squaraines), J. Heterocyclic. Chem., 55, 2018, s. 1249-1262.

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.

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.
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.

SunJ., Ye B., Xia G., Wang H., A multi-responsive squaraine-based “turn on” fluorescent
chemosensor for highly sensitive detection of AI**, Zn®* and Cd** in aqueous media and its
biological application, Sensors and Actuators B: Chemical 249, 2017, s. 386-394.

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

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.

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.

136



Pochodne kwasu kwadratowego, jako potencjalne sondy spektroskopowe

18. My Doctor Online. The Permanente Medical Group Squaric Acid Dibutylester (SADBE),
Home Immunotherapy of Common Warts, [dostep 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 zwigzkow pochodnych indolu, [dostgp online: 28.03.2019
https://Aww.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(Il) and
Ca(ll) Delective Nanoliter-Scale sensing of Metal lons, 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 Il 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 Cu** 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 wzgledu na prostote i dokladnos$é, swoje zastosowanie odnalazty miedzy
innymi w chemii analitycznej, medycynie, czy biotechnologii. W ostatnich latach opracowano wiele metod
badawczych z wykorzystaniem absorpcji i emisji $wiatta przez zwigzki chemiczne. Czgsto bada si¢
bezposrednio absorpcj¢ czy fluorescencje analitu. Bywa rowniez tak, ze badany zwiazek absorbuje lub
emituje zbyt malg ilo§¢ $wiatla, aby byla ona cenna analityczne. Mozna wowczas zastosowa¢ sonde
spektroskopowa, ktora umozliwi oznaczenie ilosciowe lub jakosciowe analitu przy zastosowaniu wybranej
metody. Opracowywanie nowych sond spektroskopowych pozwala zatem na usprawnienie analiz
i odnalezienie szybkich i tanich metod analitycznych.

Ze wzglegdu na korzystne wiasciwosci optyczne i prosty sposob otrzymywania pochodne kwasu
kwadratowego w ostatnich latach cieszyly si¢ szerokim zainteresowaniem badaczy. W niniejszej pracy
prowadzono badania nad mozliwoécia zastosowania barwnika: 1,3-bis(N-izopropylo-2,3,3-trimetylo-
indolenino) skwaryliowego, jako potencjalnej sondy spektroskopowej. Opisano poszczegdlne etapy
syntezy zwiagzku oraz zbadano proces kompleksowania barwnika z serum albuminy jaja kurzego.
Wyznaczono parametry procesu i wykazano, ze zsyntezowany barwnik moze by¢ zastosowany, jako
potencjalna sonda spektroskopowa.

Stowa 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
0 nowej architekturze rdzenia
z wykorzystaniem reakcji CUAAC

1. Wstep

Glikomimetyki to obszerna grupa zwigzkow chemicznych, ktoére swg budowa
»hasladujg” cukry. Podobienstwo do zwigzkéw naturalnych sprawia, iz glikomimetyki
moga oddzialywac z enzymami odpowiedzialnymi za przemiany metaboliczne weglo-
wodandéw 1 ich pochodnych np. glikoprotein czy glikolipidow. Konsekwencja takich
oddziatywan jest mozliwo$¢ wplywania na procesy metaboliczne organizmow, co
powoduje, ze glikomimetyki posiadajg potencjalne wlasciwosci lecznicze [1,2].

Wazna grupg glikomimetykéw sa iminocukry, bedace analogami naturalnych mono-
sacharydow, w ktorych endocykliczny atom tlenu zostal zastapiony atomem azotu.
Iminocukry wykazujag powinowactwo do glikozydaz, enzymow klasyfikowanych
w grupie EC.3.2.1, przy czym w wigkszosci jest to dziatanie hamujgce aktywno$c¢
enzymow. Moga réwniez iminocukry peti¢ funkcje biatek opiekunczych, co
sumarycznie sktada si¢ na ich potencjalne dziatanie przeciwcukrzycowe,
przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe oraz dzialanie przeciw chorobom
neurodegeneracyjnym [3, 4]. Niezwykle atrakcyjne mozliwosci oddziatywania na
enzymy oferowane przez iminocukry zostaly juz wykorzystane w praktyce i dwa
zwiazki z tej grupy stosuje si¢ obecnie w lecznictwie. Sg to miglitol (1) uzywany
w leczeniu cukrzycy typu 2 (insulino-niezaleznej) oraz miglustat (2) stosowany
W terapii choroby Gaucher’a i choroby Niemanna-Picka typu C [5]. Obydwa zwigzki
sg pochodnymi 1-deoksynojirimycyny (3), bedacej azotowym analogiem D-glukozy
i stosowanej szeroko jako modelowa struktura wiodaca w badaniach nad iminocukrami
[6-18].

OH

HO,, \OH HO,, HO,, \OH

OH

N N
H

HO\) 1 /\) 2 3
Rysunek 1. Struktury miglitolu, miglustatu oraz 1-deoksynojirimycyny.

Ogromne mozliwos$ci terapeutycznego zastosowania iminocukrow do regulacji
procesow metabolicznych w organizmach sa, niestety, niejednokrotnie zaburzone przez
zbyt malg selektywno$¢ testowanych zwiazkow. Oddzialywanie z enzymami innymi

! tomek@ch.pw.edu.pl, Zaktad Chemii Organicznej, Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska,
www.zcho.ch.pw.edu.pl.
2 Zaklad Chemii Organicznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska, www.zcho.ch.pw.edu.pl.
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od docelowego powoduje bowiem wystepowanie efektow ubocznych, co w wielu
przypadkach uniemozliwia bezpieczne wprowadzenie danego zwiazku do terapii.
Dlatego tez prowadzone sg wcigz badania dgzace do otrzymania nowych, bardziej
selektywnych iminocukrow. Jedna z takich nowych, obiecujgcych podgrup sa multiwa-
lencyjne iminocukry, zawierajace wigcej niz jedna reszt¢ iminocukru w czasteczce.
W wielu przypadkach charakteryzujg si¢ one bowiem nieliniowym wzmocnieniem
dziatania hamujacego wobec enzymoéw w stosunku do posiadanych reszt iminocukru
[19-23]. Zjawisko to, okreslane jako efekt multiwalencyjny, obserwowane takze dla
innych glikomimetykéw i glikanow [24-30], wynika z unikalnego oddziatywania
zwigzkow zawierajacych wiele reszt cukrowych lub imitujacych cukry z enzymami
i prowadzi niejednokrotnie do wzmocnienia efektywnosci rzedu ponad 10° razy [31-35].

Niniejsza praca zawiera opis syntezy i ustalenie struktury w peni zabezpieczonego,
dwuwalencyjnego iminocukru o nowej strukturze rdzenia zawierajacej pierscien
aromatyczny. Do celow poréwnawczych otrzymano réwniez odpowiedni monowa-
lencyjny iminocukier. Jako metode tgczenia rdzenia z resztg iminocukru zostala
wybrana reakcja katalizowanej jonami miedzi(l) cykloaddycji azydek-alkin (CUAAC)
[36, 37]. Charakteryzuje si¢ ona wysoka efektywnoscig 1 umozliwia otrzymywanie
produktow o zdefiniowanej strukturze, dlatego tez jest szeroko stosowana w syntezie
multiwalencyjnych glikanow i glikomimetykow [38-42].

2. Synteza iminocukrow

Kluczowym substratem w syntezie docelowych produktéw byta N-(6-azydo-
heksylo)-tetra-O-benzylo-1-deoksynojirimycyna (8), ktérg otrzymano w oparciu
0 donie-sienia literaturowe [22]. Poniewaz proba powtdrzenia syntezy wedhug opisanej
procedury pozwolita na otrzymanie zwiazku 8 jedynie z 2% wydajnos$cig wobec poda-
nych sumarycznie 16%, konieczna byta jej modyfikacja. Zmiana warunkéw prowa-
dzenia czgséci reakcji, jak réwniez sposobow wydzielania niektorych potproduktow
pozwolila na otrzymanie azydku 8 z wydajnoscig 11% w stosunku do wyjsciowego
substratu 2,3,4,6-tetra-O-benzylo-D-glukopiranozy (4).

2.1. Synteza N-(6-azydoheksylo)-tetra-O-benzylo-1-deoksynojirimycyny (8)
Synteze amidu 5 prowadzono wg doniesien literaturowych [22]. Osiagni¢to wydaj-
nos$¢ na poziomie nieomal 70% wobec podawanej 78%. Obserwowano jednak regularnie
powstawanie produktu ubocznego, zidentyfikowanego jako 2,3,4,6-tetra-O-benzyl-D-
glukonolakton (5a), jak réwniez obecno$¢ w mieszaninie poreakcyjnej nieprzereago-
wanego substratu 4. Uwzglgdnienie wydzielenia zregenerowanego substratu dawato
W przeliczeniu 78,6% wydajnosci produktu 5. Opisane oczyszczanie amidu 5 za pomoca
chromatografii kolumnowej okazato si¢ ucigzliwe, zwtaszcza w wigkszej skali. Opraco-
wano wiec nowg metode oczyszczania za pomocg krystalizacji z eteru dietylowego,
ktora w potagczeniu z chromatografig byta zdecydowanie bardziej efektywna. Charakte-
rystyka spektralna otrzymanego produktu byta zgodna z danymi literaturowymi [22].
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Oproécz nowego sposobu wydzielania zwigzku 5 istotng poprawe w stosunku do
danych literaturowych osiggnieto na etapie alkilowania aminy 7 prowadzacym do
zwigzku 8. Gdy zastosowano jedynie 1,5 réwnowaznika 1-azydo-6-bromoheksanu
zamiast podawanych 5 rownowaznikow, a jednoczesnie prowadzono reakcj¢ w tubie
cisnieniowej przez 7 godzin w temp. 150°C, zamiast 4 dni w temp. 120°C uzyskano
produkt z wydajnoscia niemal 75%. Oprocz prawie dwukrotnego wzrostu wydajnosci
warto tez podkresli¢ znaczne skrocenie czasu reakcji.

2.2. Reakcje CuAAC zwigzku 8

Synteze zabezpieczonego, dwuwalencyjnego iminocukru oraz monowalencyjnego
zwigzku modelowego przeprowadzono stosujac generowane in Situ sole miedzi(l).

/—:
O (0]
=/
10
Q_\ CuS0,, askorbinian sodu,

DMF, H,O, r.t., 19h,
27%

o b 2. O

_ “O
/—_
O 0
9
CuSQy, askorbinian sodu,
,N‘ N

CH,Cl,, H,0, r.t., 15h,
2% N"
o ZJ/OO
N , -
’y ,/N
o N<y
? @ )
@ °
N.
N” N o, N
ZJ 11 o7 ™
o 0

Rysunek 4. Synteza zwigzku modelowego 11 i dwuwalencyjnego iminocukru 12
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3. Struktura iminocukréow 111 12

3.1. Numeracja atomoéw

Uzywana w opisie numeracja zostata ustalona arbitralnie. Atomy wodoru potaczone
z odpowiednim atomami Cn sa numerowane jako Hn.

13 109
18 17 2 5 6
16 /—\_/—\
19 %
27
23 28
24 29
25 30 31

Rysunek 5. Numeracja atomow w zwigzku 11 oraz w zwiazku 12 (z wyjatkiem 5°°” 1 6°”).

3.2. Ustalenie struktury zwigzkow 11 i 12

Budowe zabezpieczonych iminocukrow 11 i 12 zweryfikowano na podstawie
analizy widm magnetycznego rezonansu jadrowego. Dane uzyskane z widm
jednowymiarowych *H i ®C NMR, jak réwniez dwuwymiarowych: *H-"H COSY,
'H-C HSQC oraz 'H-"*C HMBC pozwolily na jednoznaczne przypisanie sygnatow.
Pomocny w analizie byt fakt, ze z wyjatkiem atoméw 5°° 1 6°”” obecnych jedynie
w zwiazku 11, pozostala czgs¢ obydwu czasteczek jest przystajaca, co pozwolito to na
latwiejsze stawianie hipotez.
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Rysunck 6. Poréwnanie fragmentow widm *H NMR zwiazkow 11 i 12
obejmujace zakres przesunie¢ protondéw aromatycznych

Charakterystycznymi sygnatami, ktore umozliwity rozpoczecie przypisania potozen
sygnatéw rdzenia iminocukru, pier§cienia triazolowego oraz tancucha alkilowego byly
singlety protonéw 5°’ oraz 1’’’ znajdujace si¢ odpowiednio przy przesunigciu 7,57ppm
i 5,24ppm na widmie zwigzku 11 oraz przy przesuni¢ciu 7,55ppm i 5,17ppm na
widmie zwigzku 6. Dla zwiazku 12 charakterystyczny jest rowniez, pochodzacy od
protonow H4’*’, singlet przy 6,94ppm. Nast¢pnie, wykorzystujac informacje z widm
dwuwymiarowych dokonano, krok po kroku, przypisania wszystkich sygnatow ‘H
i *C dla tej czesci zwigzkow 11 12.
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Rysunek 3. Reprezentatywny fragment widma COSY zwiazku 11
obejmujacy zakres przesuni¢¢ protonow alifatycznych
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Rysunek 3. Reprezentatywny fragment widma HMBC zwiazku 11
obejmujacy zakres przesuni¢¢ protonow alifatycznych

Przypisanie sygnatow pochodzacych od pierscienia piperydyny oraz zwigzanych
z iminocukrem podstawnikéw bylo trudniejsze i wymagato jednoczesnej analizy
wszystkich sygnatow pochodzacych od tej czgsci czasteczek. Dodatkowym utrudnie-
niem bylo nakladanie si¢ czesci sygnaléow zaréwno w widmie 'H, jak i C.
Szczegdlnie trudne okazalo si¢ ustalenie polozenia sygnatldéw grup benzyloksy
zwigzanych z atomami C3 i C5. Przyczyna byto naktadanie si¢ w widmie **C sygnatow
pochodzacych od ww. atomami C3 i1 C5 dla zwigzku 11 oraz bardzo niewielka rdznica
w polozeniu dla zwigzku 12, tak, iz rozdzielczo$¢ widm dwuwymiarowych nie
pozwalata na ich odréznienie.
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Rysunek 3. Por6wnanie fragmentow widm BCNMR zwigzkow 11 i 12 obejmujacych sygnaty atomow wegla
o hybrydyzacji sp®. Widoczne natozone sygnaty atomow wegla C3 i C5 przy78,6ppm dla zwiazku 11
i odlegte od siebie o mniej niz 0,1ppm, analogiczne sygnaty dla zwigzku 12.

Dla definitywnego ustalenia struktury pomocna okazata si¢ wizualizacja geometrii
zwigzku 11 zoptymalizowanej metoda Teorii Funkcjonatu Gestosci (DFT). Pozwolita
ona bowiem rozstrzygnac, iz to protony H17 znajduja si¢ w bezposrednim sgsiedztwie
grup benzyloksy oraz benzyloksymetylo znajdujacych sie odpowiednio w pozycjach 4
i 2 pierscienia piperydyny. Ponadto, co istotne, s3 one usytuowane prawie prostopadle
nad plaszczyznami pierscieni aromatycznych ww. grup w pozycjach 4 i 2. Poniewaz
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najmniejsza odlegto$¢ protonow H17 od plaszczyzn ww. pierscieni wynosi odpo-
wiednio 3,211 A oraz 3,042 A, protony te znajduja sie czesciowo w stozkach
przestaniania generowanych przez prad pierscieniowy. Powoduje to przesuni¢cie
sygnatow protonow H17 w gore pola, tak, ze ich sygnat, w odroznieniu od reszty
protondéw z grup benzylowych, zamiast w zakresie 7,25-7,36 ppm, pojawia si¢ przy
przesunieciu 7,17 ppm, jednakowo dla obydwdch iminocukréw 11 i 12.

Rysunek 3. Wizualizacja zoptymalizowanej geometrii zwigzku 11. Strzatki wskazuja odlegtos¢ protonéw H17
od sasiadujacych pier§cieni aromatycznych

4. Cze$¢ eksperymentalna

4.1. Materialy i metody

Analizy TLC wykonywano stosujac ptytki firmy Merck pokryte zelem krzemion-
kowym Si-60 (0,2 mm) z fotouczulaczem F-254. Do chromatografii kolumnowej uzy-
wano zel krzemionkowy Si-60 firmy Merck o grubosci ziarna 0,040-0,063 mm. Plamki
wykrywano za pomoca lampy UV o dtugosci fali 254 nm lub wywolywano roztworem
nadmanganianu potasu (KMnO,). Acetonitryl suszono nad wodorkiem wapnia,
aDMSO nad sitami 3A. Pozostate dostepne handlowo odczynniki i rozpuszczalniki
uzywano bez dodatkowego oczyszczania. Widma NMR zarejestrowano na aparacie
Varian V NMR S przy czestotliwosci 5S00MHz dla *H oraz 125 MHz dla **C. Do kali-
bracji widm wykorzystano sygnaty rozpuszczalnika (CDCls: 8y = 7,26 ppm (resztkowy),
dc = 77,16 ppm). Wysokorozdzielcze widma masowe (jonizacja electrospray, ESI)
wykonano na spektrometrze LTQ Orbitrap Velos. Pomiar skrecalnosci wykonano za
pomoca polarymetru PolAAr32.
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4.2. Synteza (2R,3R,4R,55)-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 320ul CH,Cl,. Dodano 320ul wody oraz 100 pl (0,6332mmol) eteru fenylowo-
propargilowego (9) i cato$¢ wymieszano. Dodano 45 pl 0,2M wodnego roztworu
CuSOQO, 1 120ul wodnego roztworu askorbinianu sodu. Reakcje prowadzono w tempe-
raturze pokojowej przez 19 godzin, po czym dodano do mieszaniny reakcyjnej 10 ml
CHCI; i 2ml nasyconego roztworu NaHCOg3, a cato$¢ intensywnie wytrzasnigto. Po
rozdzieleniu faz usuni¢to faze organiczna, a wodna ekstrahowano jeszcze czterokrotnie
po 7 ml CHCIs. Potgczone fazy organiczne wysuszono nad Na,SO,, odsgczono srodek
suszacy 1 odparowano rozpuszczalniki otrzymujac 178,9 mg jasnozoéttego, klarownego
oleju. Surowy zwigzek oczyszczono chromatograficznie stosujgc gradient rozpuszczal-
nikow frakcja heksanowa: octan etylu od 10:1 do 1:10. Uzyskano 101,7mg (0,1302 mmol,
82,3%) produktu w postaci bezbarwnego oleju, ktory po umieszczeniu w lodowce
zestalit si¢ w amorficzne, biate ciato stale o temperaturze topnienia rownej 81-84°C. *H
NMR (CDCls, 500 MHz): 64 7.57 (1H, s, H5*”), 7.25-7.36 (20H, m, Ph oprocz H17,
H4’>’ 1 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), H17), 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’); *C NMR (CDCl;, 125 MHz): 8¢ 158.3 (C3°"), 144.3 (C4>), 139.0
(C22), 138.6 (C16 i1 C28), 137.8 (C10), 129.6 (C5’"), 128,4 (4 x CAr), 1279 (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 1 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 (C17), 50.3 (C6”), 30.3 (C5’), 26.9 (C3"),
26.4 (C4%), 23.7 (C2°); [a]32=-1.6° (c 1.6, CHCl;); 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) CuSO,5H,0, 18,7 mg (0,09 mmol)
askorbinianu sodu oraz 10ml mieszaniny dimetyloformamid:woda 1:1 (objeto$ciowo).
Calo$¢ mieszano przez 19 godzin w temperaturze pokojowej, a nastepnie przesaczono
przez warstwe Celitu® i usunicto rozpuszczalniki pod préznia, a otrzymany olej wysu-
szono w eksykatorze nad P,Os. Surowy produkt oczyszczono, jak zwigzek 5 za pomoca
chromatografii kolumnowej otrzymujac 56,5mg bezbarwnego oleju (0,038 mmol,
29%). *H NMR (CDCls, 500 MHz): 8y 7.55 (1H, s, H5""), 7.25-7.34 (18H, m, Ph
oprocz 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, Abg, J=11.6 Hz, H27), 448 i 4.45 (2H, ABq, H9), 4.44 (1H, d,

149



Tomasz Rowicki, Anna Jurek

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’); ®C NMR (CDCl;, 125 MHz): 8¢ 153.0 (C3°"), 144.5 (C4°"), 139.1 (C22), 138.7
(C161i 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 (C37), 26.5 (C4’), 23.8
(C2%); ”); HRMS (ESI): obliczono [M+H+]: 1483.81047, znaleziono: 1483.80972.

4.4. Obliczenia metoda DFT dla zwiazku 11

Optymalizacj¢ geometrii w fazie gazowej wykonano przy uzyciu oprogramowania
Gaussian 03 [43]. Obliczenia wykonano na poziomie funkcjonatu B3LYP w bazie 6-
31G* [44-46]. Z powodu zlozono$ci czasteczki przeprowadzono wstgpna optyma-
lizacj¢ geometrii metodg potempiryczng pm3. W celu potwierdzenia znalezienia mini-
mum wykonano frequency test. Wspotrzgdne kartezjanskie dla zoptymalizowanej
geometrii zamieszczono ponize;j.

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 45379237979
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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-18.5246543433
-18.354171992
-17.2032480564
-19.5338119744
-20.4536620835
-20.0101622196
-20.8867751273
-22.2131154655
-22.6631084197
-21.7898923313
-13.4902818248
-12.2261850132
-10.941057932
-9.6681222562
-8.3862035062
-7.1289967413
-5.9035954924
-5.4256022741
-4.3632602545
-4.1508739867
-5.1405167932
-2.9985482246
-2.2054083735
-1.3236916647
-0.5310401665
0.4081982301
0.570705862
-0.2231082335
-1.173999388
-15.3474490845
-14.0741492863
-15.650130906
-17.7389899674
-16.673844778
-16.3084023689
-14.9641188941
-16.6115895723
-14.27960112
-14.3747090117
-18.231819124
-19.0173186908
-21.3670274981
-23.5477780652
-23.6304408118
-21.5126455826
-19.3393316779
-17.4228249562

5.1755200672
3.7994855489
3.16796045
-1.1690005361
-0.9439639841
-0.3406329663
-0.1597057216
-0.5789423184
-1.1808309963
-1.3597509339
-0.024980969
0.0600189242
0.0828286676
0.2007366523
0.2414159831
0.3729100537
0.463856272
1.6757290279
1.4734170307
0.1311050624
-0.5277215012
-0.4171330232
-1.3600236114
-0.9069347816
-1.8992396269
-1.5543747012
-0.2199709436
0.7597945222
0.4310694471
-2.066428565
-1.8459972091
-0.853088735
-1.3746795408
1.3069010047
-0.0220276555
2.5147451536
2.5311563321
3.0390433541
3.8790376229
3.0566324072
1.8122240043
1.8281697215
2.4019259944
3.385197409
3.7914635099
3.2237239922
-2.5027668135
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-4.7504930598
-4.9296726114
-4.458285611
1.5728296779
2.7536655769
3.9349813744
5.0087626997
4.9148771495
3.7362762338
2.6650958498
-1.131070073
-0.2649397877
-1.1027256823
-0.254081234
-1.0954978022
-0.2275052673
-1.0164001555
-1.378627677
-2.1108144231
-2.2388723467
-1.5379134732
-3.0265905664
-2.3031639733
-1.3534858151
-0.7590099063
0.2070351682
0.5936087014
0.0012702719
-0.9705058718
-0.6651645286
0.5406879989
2.1315498829
-0.023033281
0.9616504597
-1.7712224104
-0.7746132688
-1.4604521311
-4.216220386
-2.6598788491
0.3944106349
1.3888077582
1.4150598521
0.3901149681
-1.8936010175
-3.1383685073
-2.1095185056
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 pelni zabezpieczonego grupami benzylowymi
dwuwalencyjnego iminocukru 12 oraz monowalencyjnego zwigzku modelowego 11.
Stwierdzono, ze stosowana w finalnym etapie syntezy, katalizowana jonami miedzi(I)
cykloaddycja azydek-alkin jest odpowiednig metoda syntezy potgczen iminocukru 8
z pochodnymi aromatycznymi 9 i 10 zawierajgcymi grupy propargiloksylowe.
W kazdym przypadku doboru wymagaja jednak warunki reakcji, w szczegolno$ci
rodzaj uzytego rozpuszczalnika.

152



Synteza zabezpieczonego, dwuwalencyjnego iminocukru o nowej architekturze rdzenia
z wykorzystaniem reakcji CUAAC

Za pomocg analizy widm jednowymiarowych 'H i C NMR oraz dwuwy-

miarowych: *H-'H COSY, 'H-*C HSQC i 'H-*C HMBC, a takze wspomagajac dane
spektralne informacjami uzyskanymi z obliczen wykonanych metoda DFT dokonano
pelnego potwierdzenia struktury otrzymanych zwigzkow.

Informacje i do§wiadczenie zdobyte w wyniku przeprowadzenia zaprezentowanych

badan stanowig nieoceniong baze¢ do wykonania syntezy analogicznych zwigzkéw
posiadajacych niezabezpieczone grupy hydroksylowe.
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Synteza zabezpieczonego, dwuwalencyjnego iminocukru o nowej architekturze
rdzenia z wykorzystaniem reakcji CUAAC

Streszczenie

Poniewaz dwa iminocukry miglustat i miglitol sg uzywane jako leki, synteza iminocukréw o nowej
strukturze jest waznym zagadnieniem dla poszukiwania zwigzkoéw o potencjalnej aktywnosci biologiczne;.
Celem pracy bylo otrzymanie dwuwalencyjnego iminocukru o nowej architekturze rdzenia. Zamierzony
wynik osiggnigto stosujac jako kluczowy etap reakcje katalizowanej jonami miedzi(I) cykloaddycji
azydek-alkin (CuAAC). Do reakcji uzyto fragment iminocukrowy zawierajacy grupg azydkowa oraz
zwigzki aromatyczne posiadajace grupy propargiloksy. Otrzymano zaplanowany dwuwalencyjny
iminocukier oraz odpowiedni zwigzek monowalencyjny. Struktur¢ produktow potwierdzono w oparciu
0 analize widm jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) i modelowanie geometrii metodg teorii
funkcjonatu ggstosci (DFT).

Stowa 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 (1) 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 mikroukladow przeptywowych
do lancuchowej reakcji polimerazy (PCR)

1. Wstep

Lancuchowa reakcja polimerazy (ang. Polymerase Chain Reaction, PCR) jest
powszechnie wykorzystywang metoda amplifikacji DNA. Metoda ta znalazta szerokie
zastosowanie w badaniach genetycznych, diagnostyce medycznej, biotechnologii oraz
kryminalistyce. PCR polega na wielokrotnym przeprowadzeniu cyklu reakcyjnego, na
ktory sktadajg sie trzy etapy: denaturacja, annealing i elongacja. Denaturacja polega na
rozpleceniu podwdjnej nici wyjsciowego DNA. Etap ten przebiega w wysokiej
temperaturze (okoto 95°C), ktéra umozliwia rozerwanie wigzan wodorowych pomigdzy
zasadami azotowymi. Kolejnym etapem cyklu jest annealing, czyli hybrydyzacja pary
starterow do pojedynczych nici DNA. Startery sg oligonukleotydami o $cisle okres-
lonej sekwencji, ktora jest komplementarna do skrajnych odcinkow fragmentu matrycy
poddawanego amplifikacji. Annealing zachodzi w najnizszej temperaturze ze
wszystkich etapow (okolo 45-65°C) i jest ona okreSlona dla danej pary starterow.
Ostatnim etapem cyklu jest elongacja, ktdra polega na enzymatycznej syntezie danego
genu. W temperaturze okoto 72°C polimeraza katalizuje reakcj¢ dobudowywania
kolejnych nukleotydéw obecnych w roztworze do starterow przy zachowaniu zasady
komplementarno$ci. W wyniku tego etapu powstaja fragmenty o strukturze dwuni-
ciowego DNA, gdzie jedna ni¢ pochodzi z etapu denaturacji, druga zas zostala zsynte-
zowana na etapie annealingu i elongacji. Nastepnie wszystkie wymienione wczesniej
etapy zostaja powtorzone w kolejnych cyklach. Zaktadajac stuprocentowa wydajnosc
PCR, mozliwe jest podwojenie danej sekwencji w kazdym cyklu reakcji [1].

Aparaturg najczesciej wykorzystywang do przeprowadzenia reakcji PCR jest termo-
cykler. Jego dzialanie polega na cyklicznym podgrzewaniu i ozigbianiu mieszaniny do
okreslonej temperatury na ustalony czas. Termocyklery stanowig podstawowe wyposa-
zenie wielu laboratoriow biologicznych. Korzystanie z nich niesie ze sobg pewne ograni-
czenia takie jak diugi czas reakcji (zazwyczaj od kilkudziesieciu minut do nawet kilku
godzin), wysokie zuzycie energii oraz spore rozmiary. Rozwigzaniem tych oraz wielu
innych probleméw moze by¢ miniaturyzacja urzadzen stosowanych do reakcji PCR.

Miniaturyzacja jest szybko post¢pujacym procesem zachodzacym w wielu dzie-
dzinach nauki, takze w biologii i chemii. Obecnie tworzonych jest wiele urzadzen
w mikroskali, ktore sg w stanie wykonaé¢ jeden lub kilka proceséw laboratoryjnych
i zastgpi¢ powszechnie wykorzystywang aparature oraz zautomatyzowac szereg czyn-
no$ci manualnych wykonywanych podczas danego oznaczenia. Urzadzenia tego typu
charakteryzujg si¢ niskim kosztem produkcji, niewielka iloscia stosowanych odczyn-

! kasper.marchlewicz@gmail.com, Katedra Biotechnologii Medycznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika
Warszawska, www.kbm.ch.pw.edu.pl.
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nikéw a tym samym i redukcjg ilosci powstajacych odpadéw. Ponadto sg to zazwyczaj
urzadzenia przeno$ne, dzicki ktorym czas niezbgdny na przeprowadzenie okreslonego
badania ulega znacznemu skroceniu w poréwnaniu z metodami klasycznymi. W kregu
zainteresowan naukowcow zajmujacych si¢ mikrosystemami znalazty si¢ rowniez
uktady do przeprowadzania reakcji PCR. Docelowo byloby to niezwykle ciekawe
rozwigzanie ze wzgledu na mozliwos$¢ integracji takiego urzadzenia z elementem
detekcyjnym, co pozwala na stworzenie przenos$nych i zautomatyzowanych urzadzen,
ktére moga w przysztosci zrewolucjonizowac¢ diagnostyke medyczng.

2. Konstrukcja mikroukladow

Aby mozliwe byto opracowanie oraz skonstruowanie mikrosystemu do reakcji PCR,
niezbedna jest wiedza oraz doswiadczenie z wielu dziedzin nauki takich jak mikro-
fluidyka, biologia molekularna czy chemia materiatdw. Przeniesienie PCR ze skali makro,
gdzie najczesciej wykorzystywany jest termocykler, do skali mikro, niesie ze sobg szereg
korzysci, ale takze wyzwan zarowno na poziomie inzynierskim, jak i molekularnym.
Konstrukcja mikrosysteméw umozliwia niemal natychmiastowa zmiang temperatury
wprowadzonej mieszaniny, co pozwala na wielokrotne skrocenie czasu reakcji. Ponadto
mikrosystemy pozwalaja na znaczne zmniejszenie ilo$ci uzywanych reagentow, CO
przektada si¢ na obnizenie kosztow oraz redukcje ilosci powstajacych odpadow.

Do konstrukcji mikrouktadow wykorzystywany jest szereg materialow zarowno
polimerowych, ceramicznych, jak i metalicznych. Do najczgsciej stosowanych mozna
zaliczy¢ szkto, poli(dimetylosiloksan) (PDMS), poli(metakrylan metylu) (PMMA), poli-
weglan (PC) oraz cykliczne kopolimery poliolefinowe (COC). Wyjatkowg popular-
noscig cieszg si¢ mikrosystemy wykonane z PDMS. Wynika to z biokompatybilnosci,
stabilno$ci termicznej, inertnosci oraz transparentnosci tego materiatu. Ponadto warstwe
polimerowsg stosunkowo tatwo jest kowalencyjnie powigza¢ z innymi materiatami jak
np. szkto, poprzez aktywacje powierzchni w plazmie tlenowe;.

Wybor metody tworzenia mikrouktadow zalezy przede wszystkim od wykorzysty-
wanego materiatu. Stosowane sa zarowno metody chemiczne, takie jak wytrawianie
szkta kwasem fluorowodorowym, jak i mechaniczne polegajace na mikrofrezowaniu
(PMM, PC) lub tworzeniu odlewu (PDMS). Na etapie opracowywania i optymalizacji
pracy mikrosystemu na szczegdlng uwage zashuguje metoda odlewu ze wzgledu na
prosta procedurg, niewielkie koszty procesu oraz stosunkowo duza doktadnosé
odwzorowania zaprojektowanej geometrii w warstwie polimerowej [2].

3. Mikrosystemy PCR

Ze wzgledu na réznice konstrukcyjne mikrosystemy PCR mozna podzieli¢ na stacjo-
narne oraz przeplywowe. Oba te rozwigzania wymagaja innego podejscia do geometrii
ukladéw, ogrzewania uktadu, 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. Mikrouktad taki sktada si¢ zazwyczaj z jednej
komory, potaczonej z dwoma kanatami stuzacymi do wprowadzenia i wyprowadzenia
mieszaniny. Kazdy cykl PCR polega na podgrzaniu lub ozigbieniu reagentéw do trzech
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roéznych temperatur niezbednych do zajscia reakcji. Po przeprowadzeniu odpowiedniej
liczby cykli mieszanina jest wyprowadzana z uktadu, a nastgpnie jej sktad jest
analizowany za pomocg odpowiednio dobranej techniki [3].

W podejsciu stacjonarnym kluczowy jest dobor metody ogrzewania mikrosystemu.
Najprostszym rozwigzaniem jest zastosowanie zewnetrznej grzatki, ktora zmienia
temperature catego uktadu wraz z zawarto$cig komory reakcyjnej. Element grzejny nie
kontaktuje si¢ bezposrednio z mieszaning, co eliminuje mozliwos$¢ zanieczyszczenia,
dlatego moze by¢ wykorzystany wielokrotnie. Bardziej skomplikowane podejscie
polega na wbudowaniu grzatki do mikrouktadu tak, Zze staje si¢ ona jego integralng
czescig. Element grzejny moze znajdowac si¢ w poblizu komory reakcyjnej lub stanowi¢
jej czesé 1 bezposrednio kontaktowaé si¢ z mieszaning. Podejécie to umozliwia szybsze
i bardziej wydajne zmiany temperatury. Z drugiej strony zwiekszone zostaja koszty
produkcji mikrouktadu, ktoéry zazwyczaj jest jednorazowego uzytku. Szczegdlnym
wariantem uzyskania odpowiednich temperatur jest zastosowanie bezkontaktowych
elementow grzejnych. W tym celu moze zosta¢ wykorzystana lampa ze Swiatlem
podczerwonym, laser lub lampa halogenowa.

3.2. Przeplywowe mikrosystemy PCR

Mikrosystem przeptywowy do przeprowadzenia reakcji PCR jest nieco bardziej
skomplikowanym wariantem miniaturyzacji urzadzenia. W jego konstrukcji nie
wyrdznia si¢ jednej komory, jak w przypadku mikrosystemu stacjonarnego, tylko dlugi
kanat o okreslonej geometrii, w ktorym zachodzi reakcja. Caly uktad podzieli¢ mozna
na trzy oddzielne strefy, ktore poprzez odpowiednie podgrzewanie lub chlodzenie
osiagaja optymalng temperature dla danego etapu w cyklu reakcji PCR. Uktad pota-
czony jest z pompa, ktora powoduje przeplyw mieszaniny kolejno poprzez wszystkie
strefy temperaturowe. Wsrod mikrosystemow przeptywowych PCR mozna wyréznic¢
podejscie ciagle i cyrkulacyjne.

Podejscie ciagle, nazywane czesto rowniez serpentynowym ze wzgledu na
specyficzny ksztatt kanatu, polega na zaprojektowaniu takiej geometrii kanatow, ktora
odpowiadataby okreslonej i niezmiennej liczbie cykli reakcyjnych. Mieszanina
wprowadzana jest do uktadu poprzez wezyk, a nastepnie przeptywa przez dhugi, cienki
kanat o okreslonej geometrii. Ze wzgledu na niewielka objeto$¢ mieszaniny jej zmiany
temperaturowe sa niemal natychmiastowe. W wyniku przeptynigcia mieszaniny przez
caly mikrouktad dochodzi do przeprowadzenia okreslonej liczby cykli reakcyjnych,
ustalonej poprzez zastosowang geometri¢ mikrokanatow [4].

W przypadku podejscia cyrkulacyjnego lub inaczej uktadu z zawrotem, mieszanina
przeptywa przez jeden uktad wielokrotnie. Tak samo jak w przypadku geometrii
serpentynowej reakcja rowniez przebiega w jednym kanale, ktory jest jednak znacznie
krotszy. Przeptynigcie mieszaniny przez mikrouktad odpowiada jednemu cyklowi
PCR, po czym mieszanina poprzez wezyk wylotowy potagczony z wezykiem wlotowym
powraca do uktadu. Podejscie to pozwala na dobor dowolnej liczby cykli PCR bez
koniecznosci zmiany geometrii ukladu oraz na zmniejszenie rozmiaroOw systemu
W poréwnaniu z wariantem serpentynowym. Wada takiego podejscia jest konieczno$¢
zastosowania zaworow, ktore umozliwiaja wprowadzenie, cyrkulacj¢ i wyprowadzenie
mieszaniny z uktadu bez manualnej interwencji uzytkownika systemu [5].
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Gloéwng zaleta mikrouktadow przeptywowych jest rozwigzanie problemu powol-
nych zmian temperaturowych, ktore sg gtowng przyczyna dhugiego czasu reakcji PCR.
Systemy takie moga tez by¢ w tatwy sposob zintegrowane z systemem detekc;ji.

4. Przykladowe metody detekcji

Najbardziej popularng metoda analizy produktow reakcji PCR jest elektroforeza
[6]. Stuzy ona do rozdzielenia mieszaniny powielonych fragmentow kwaséw nukleino-
wych obecnych w probcee. Po zakonczeniu procesu amplifikacji dany produkt naktadany
jest na zel (np. agarozowy). Nastepnie, pod wplywem przylozonego napigcia elektrycz-
nego czasteczki DNA migruja w fazie rozpraszajacej z r6zng predkoscia w zaleznoS$ci
od ich wielko$ci oraz tadunku. Nastepuje rozdzielenie fragmentow kwaséw nukleino-
wych ze wzgledu na wielkos¢/dhugosc ich tancuchéw. Z kolei w celu wizualizacji
rozdzielonych fragmentéw DNA zZel wybarwia si¢ np. z wykorzystaniem bromku
etydyny lub barwnik dodaje si¢ bezposrednio do zelu. Barwnik taki np. interkaluje
W dwuniciowe struktury DNA. Wizualizacja wynikow jest mozliwa przy uzyciu §wiatta
w zakresie nadfioletu. Mimo swojej popularnosci elektroforeza posiada rowniez pewne
ograniczenia. Pozwala ona jedynie na detekcj¢ fragmentu DNA ze wzgledu na jego
dlugos¢, ale nie dostarcza informacji o jego sekwencji. Ponadto miniaturyzacja tej
techniki stwarza wiele probleméw, mimo ze tego typu urzadzenia powstalty na bazie
elektroforezy kapilarnej [7].

4.1. Detekcja fluorescencyjna

Detekcja metodami fluorescencyjnymi jest czesto stosowana w mikrosystemach
PCR. Polega ona najczesciej na znakowaniu starterow (czasami tez oligonukleotydow
lub produktow reakcji PCR) czgsteczkami fluorofora. Technika ta wymaga specjalnego
mikroskopu, zdolnego do pomiaru fluorescencji. Pozwala ona rowniez na obserwacje
reakcji w czasie rzeczywistym. W tym celu mikrosystem musi by¢ wykonany z transpa-
rentnego materiatu o niskiej autofluorescencji, jakim jest np. PDMS. Ciekawym przykta-
dem modyfikacji reakcji PCR w potaczeniu z detekcja fluorescencyjng jest ilosciowa
reakcja tancuchowa polimerazy DNA (qPCR). W tej metodzie znakowane startery lub
oligonukleotydy wykazuja rézny poziom fluorescencji po potaczeniu z badanym
fragmentem DNA, dzigki czemu mozna monitorowaé przebieg reakcji PCR. Pozwala
ona réwniez na iloSciowe oznaczenie wyjsciowej ilosci czasteczek DNA, ktore byty
obecne w matrycy [8]. Mimo wielu niewatpliwych zalet techniki fluorescencyjne
wymagaja drogiej, zaawansowanej aparatury trudnej w miniaturyzacji.

4.2. Detekcja elektrochemiczna

Ciekawa metodg detekcji produktu reakcji PCR, ktora w tatwy sposdb moze byc
zintegrowana z mikrosystemem, jest wykorzystanie elektrochemicznych biosensorow
DNA. Czujniki takie sktadaja si¢ z elektrody, na powierzchni ktérej zaimmobilizowane
zostaty oligonukleotydy o specyficznej sekwencji nukleotydowej (tzw. sondy). Sygnat
analityczny powstaje w wyniku hybrydyzacji oligonukleotydu z komplementarnym
fragmentem jednoniciowego DNA obecnym w probcee. Krotkie fragmenty unierucho-
mionych pojedynczych nici moga by¢ znakowane znacznikiem redoks np. ferrocenem
lub bigkitem metylenowym. Z kolei zmiana struktury przestrzennej sond w wyniku
zaj$cia procesu rozpoznania molekularnego, prowadzi do zmiany odlegtosci znacznika
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redoks od powierzchni elektrody. To natomiast przektada si¢ na zmiang rejestrowanego
pradu, proporcjonalng do ilosci analitu w prébce [9]. Elektrochemiczne biosensory
DNA posiadajg szereg zalet, takich jak mozliwo$¢ szybkiego oraz selektywnego
wykrywania okreslonego genu nawet w probkach metnych, fatwo$¢ miniaturyzacji
i niska ceng produkcji, dlatego moga stanowi¢ ciekawy element detekcyjny zintegro-
wany z mikrouktadem do reakcji PCR.

5. Wykorzystanie prototypow mikrosystemow do przeprowadzenia
reakcji PCR

Dwa rozne mikrosystemy do reakcji PCR zostaly zaprojektowane, a nastepnie
wykonane metoda odlewu. W tym celu opracowano dwie geometrie mikrokanatow,
odpowiadajacg mikrosystemowi przeplywowemu cigglemu (serpentynowa) oraz
mikrosystemowi przeptywowemu cyrkulacyjnemu (z zawrotem). Nastgpnie wykonano
maski niezbedne do wykonania pieczatek metoda fotolitografii. Na szklang ptytke
przyklejony zostat fotorezyst, ktdry nastgpnie wyeksponowano na promieniowanie
w zakresie nadfioletu poprzez maske. Nieutwardzone fragmenty emulsji Swiatloczutej
zostaly odmyte poprzez wielokrotne przeplukiwanie ptytki woda. Tak wykonane pie-
czatki zostaly wykorzystane do wykonania mikrosystemow metoda odlewu. Réwno-
legle wykonana zostata takze pieczatka odpowiadajaca serpentynowej geometrii kanatow
z PMMA metoda mikrofrezowania. Pieczatki zostaly umieszczone w formach,
a nastepnie wylano na nie przygotowang mieszaning ptynnego prepolimeru i czynnika
sieciujacego w stosunku wagowym 10:1. PDMS zostal poddany sieciowaniu
w temperaturze 75°C przez 1,5 godziny, po czym oddzielono polimer z odwzorowanymi
kanatami od pieczatki. Doktadno$¢ odwzorowania kanalow zostata sprawdzona za
pomocag laserowego mikroskopu konfokalnego (Rysunek 1).

R TR
s M \‘v'\

o A R ‘

Rysunek 1. Zdjecia powierzchni warstwy PDMS
z odwzorowanymi kanatami wykonane laserowym mikroskopem konfokalnym;

a) Dwuwymiarowy obraz kanaléw wykonanych za pomoca pieczatki wytworzonej metoda fotolitografii;
b) Dwuwymiarowy obraz kanatéw wykonanych za pomocg pieczatki wytworzonej metoda mikrofrezowania;
¢) Trojwymiarowy obraz kanalow wykonanych za pomoca pieczatki wytworzonej metoda fotolitografii;
d) Trojwymiarowy obraz kanaléw wykonanych za pomoca pieczatki wytworzonej metoda mikrofrezowania
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W kolejnym etapie w warstwie PDMS wywiercono otwory na poczatku i koncu
kanatow. PDMS zostal kowalencyjnie powiazany ze szklang ptytka poprzez aktywacje
powierzchni w plazmie tlenowej, a nastgpnie do otwordéw podigczone zostaly wezyki.
Mikrouktady zostaty wypetnione roztworem albuminy surowicy bydlgcej (BSA), aby
zapobiec osadzaniu si¢ reagentow, w szczegolnosci polimerazy, na $ciankach kanatow
[10]. W tak przygotowanych mikrouktadach przeprowadzono reakcje PCR.

Lancuchowg reakcje polimerazy przeprowadzono z wykorzystaniem mieszaniny,
ktorej sktad oraz odpowiednia temperatura etapu annealingu byly uprzednio zoptymali-
zowane przy uzyciu termocyklera. Zar6wno w przypadku mikrouktadu przeptywowego
serpentynowego, jak i cyrkulacyjnego przeptyw mieszaniny zapewniony byt przez
pompe perystaltyczng. Dobrane warunki umozliwity w obu przypadkach zajscie 34
cykli reakcji. Odpowiedni rozktad temperaturowy w mikrouktadzie zostat zapewniony
z wykorzystaniem szesciu potaczonych ze soba grzalek oraz byl monitorowany za
pomoca kamery termowizyjnej (Rysunek 2) i czujnika rezystorowego. Sktad produk-
tow reakcji analizowany byt za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym.

Wiyniki analizy wykazaly, ze w wyniku reakcji tworzy si¢ produkt o oczekiwanej
dhugosci nici DNA. Zaprezentowany uktad wymaga jednak dalszych badan optyma-
lizacyjnych, gdyz czasem obserwuje si¢ rowniez niespecyficze fragmenty DNA
0 r6znych dtugosciach tancucha.

Punkt 73.0 °C
Prostokat
Maks, 108
Min. 25.1

Rysunek 2. Zdjecie z kamery termowizyjnej obrazujgce rozktad temperatur pomiedzy poszczegolnymi
strefami temperaturowymi w mikrouktadzie [opracowanie wiasne]

6. Zastosowanie mikrosystemow PCR

Odkrycie reakcji PCR w latach osiemdziesigtych XX wieku zrewolucjonizowato
badania z wykorzystaniem kwasdéw nukleinowych. Przez ostatnie dziesieciolecia tech-
nika ta zostala zaimplementowana w wielu dyscyplinach nauki, jednak miejsce prze-
prowadzania samych analiz zawsze ograniczato si¢ wytacznie do wyspecjalizowanych
laboratoriow. Dzigki rozwojowi technicznemu i miniaturyzacji mozliwe jest opraco-
wanie miniaturowych i przeno$nych urzadzen dedykowanych reakcji PCR, co moze
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doprowadzi¢ do wykorzystania tej techniki w dotad niedostepnych aspektach zycia
codziennego.

Niezwykle ciekawa jest mozliwo$¢ wykorzystania mikrosystemow PCR w diagnos-
tyce medycznej. Obecnie wiele patogendow rozpoznawanych jest poprzez badania
fenotypowe mikroorganizméw. Podejscie to jest czasochlonne, wymaga specjalis-
tycznej aparatury oraz do$wiadczonej kadry. Ponadto badania fenotypowe moga
generowac bledy, gdyz zazwyczaj nie opieraja si¢ na analizie sygnatu pochodzacego
od oddzialywan na poziomie biomolekularnym. Jedna z aplikacji mikrosystemu PCR
jest wykorzystanie go jako elementu przenosnego urzadzenia diagnostycznego. Dzigki
wielokrotnemu powieleniu wyjSciowego materialu genetycznego w mikrouktadzie,
a nastgpnie detekcji danej specyficznej sekwencji przy uzyciu np. woltamperomet-
rycznego biosensora DNA mozliwe jest znaczne skrocenie czasu analizy, obnizenie
kosztow oraz wyeliminowanie ograniczen metod fenotypowych. Dalsze badania nad
udoskonaleniem mikrosysteméw PCR moga doprowadzi¢ do opracowania rozwigzan,
ktore stang si¢ nicodzownym elementem np. spersonalizowanej diagnostyki medyczne;.

7. Podsumowanie

W ciagu ostatnich lat powstalo wiele prac wnoszacych nowe rozwigzania
w aspekcie miniaturyzacji urzadzen do reakcji PCR, jednak podstawowe idee pozostaja
te same. Przeniesienie PCR ze skali makro do mikro niesie ze soba wiele korzysci, przede
wszystkim skroceniem czasu reakcji oraz obnizenie kosztow. Przedstawiono prosty
sposdb wykonania mikrosysteméw z materiatdw powszechnie spotykanych w labora-
toriach. Dalsze badania pozwolg na integracje mikrouktadu z elementami detekcyjnymi,
elementami automatycznego wprowadzania probki oraz mikropompa perystaltyczna,
co przetozy si¢ na skonstruowanie w petni zautomatyzowanego urzadzenia diagnos-
tycznego.
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Wykorzystanie mikroukladow przeplywowych do lancuchowej reakcji
polimerazy (PCR)

Streszczenie

Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR) jest kluczowa technika wykorzystywang w wielu dziedzinach
nauki. Coraz czgsciej do jej przeprowadzenia stosowane sa miniaturowe urzadzenia, ktore niosa ze soba
szereg korzysci takich jak skrocenie czasu reakeji, zmniejszenie liczby reagentéw oraz redukcja kosztow.
Praca opisuje najpopularniejsze podejécia do konstrukcji mikro PCR, stosowane materiaty oraz metody
wytwarzania. Przedstawiono opis tworzenia mikrosysteméw z PDMS oraz szkta metoda odlewu oraz
fotolitografii. Wskazano najpopularniejsze techniki detekcji produktu reakcji PCR.

Stowa 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. Wstep

Pochodne s-tetrazyny to heterocykliczne zwiazki aromatyczne o niezwyktych
wlasciwosciach. Za sprawa wysokiej zawartosci azotu w szescioczlonowym pierscieniu
mozliwe jest ich wykorzystanie jako materiatdow wysokoenergetycznych (HEDM),
zZ czym wigzg si¢ potencjalne zastosowanie w takich dziedzinach jak: bezpieczne
materialy wybuchowe, state paliwa rakietowe czy gazy wytlaczajace (propelenty) [1-4].
Bogactwo pierscienia w azot prowadzi réwniez do zwigkszonego powinowactwa
omawianych uktadoéw do celow biologicznych. W zwiazku z tym uktady tego typu sa
stale badane pod katem aktywnosci biologicznej oraz mozliwosci projektowania
nowych skutecznych lekéw na ich bazie. Z badan wynika, ze pochodne s-tetrazyny
moga wykazywaé wlasciwosci przeciwwirusowe, przeciwgruzlicze, przeciwbolowe,
antybakteryjne, przeciwgrzybiczne, przeciwzapalne czy antymalaryczne, jak rowniez
wywierajg silne oddziatywanie na komorki: biataczki, raka watroby, gruczolakoraka
piersi oraz raka ptuc [5-7]. Za sprawag niskoenergetycznych przejs¢ elektronowych
n—7n s3 takze oObiecujacymi kandydatami do zastosowania w optoelektronice,
przy wytwarzaniu organicznych diod elektroluminescencyjnych (OLED) oraz orga-
nicznych tranzystorow polowych (OFET). Ponadto moga by¢ wykorzystane jako
warstwa ochronna w perowskitowych ogniwach stonecznych w celu poprawy ich
stabilno$ci [8-10].

Omawiane uktady moga rowniez stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych syntez.
Przede wszystkim sa znakomitymi substratami do reakcji Dielsa-Aldera z odwro-
conym zapotrzebowaniem elektronowym. Jako cykliczne dieny reaguja z szeroka
gamg dienofili, dzigki czemu stanowig uzyteczne narz¢dzie do otrzymywania nowych
produktow, ale rowniez do zastosowan w chemii bioortogonalnej. Ich szybkie,
selektywne, biokompatybilne i bezkatalityczne reakcje cykloaddycji [4+2], w potaczeniu
z wlasciwosciami fluorescencyjnymi, umozliwiaja znakowanie i monitorowanie biatek
czy obrazowanie komorek nowotworowych [11]. Niniejsza praca stanowi przeglad
najnowszych doniesien literaturowych na temat roli pochodnych s-tetrazyny w reakcji
cykloaddycji Dielsa-Aldera.

2. Reakcje Dielsa-Aldera w chemii bioortogonalnej

Cykloaddycja Dielsa-Aldera z odwroconym zapotrzebowaniem elektronowym zostata
odkryta w 1959 roku przez Carboniego i Lindsey’a. Przeprowadzili oni reakcje styrenu
z fluorowang pochodng S-tetrazyny, ktora okazata si¢ byc silnie egzotermiczna
i gwaltowna nawet w temperaturze pokojowej (Schemat 1). Ten rodzaj przemiany byt

Y Anna.Kedzia@polsl.pl, Katedra Technologii Chemicznej Organicznej i Petrochemii, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Slaska, www.techorg.polsl.pl.

2Agnieszka.Kudelko@polsl.pl, Katedra Technologii Chemicznej Organicznej i Petrochemii, Wydziat
Chemiczny, Politechnika Slaska, www.techorg.polsl.pl.
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jednak wykorzystywany sporadycznie do czasu, kiedy w 2008 roku Fox wraz ze
wspotpracownikami odkryli, ze reakcja s-tetrazyny z szeregiem alkendéw o napictej
strukturze wykazuje cechy poszukiwane w chemii bioortogonalnej [12].

F\AI/CFB . F CFy F.. .CFq
N
; Ph
NN = N CFq e NZ Fh
] I+ _— b Ph E— 1 —_— |
N__N N N HN__=
I F CF4
F CFy

Schemat 1. Pierwszy przyktad reakcji cykloaddycji Dielsa-Aldera z odwrdconym zapotrzebowaniem
elektronowym [opracowanie wiasne na podstawie 12]

F~ ™ CF, F<™CF,

Dziedzina ta opiera si¢ na reakcjach organicznych, dzigki ktorym mozliwe jest
znakowanie i monitorowanie czasteczek obecnych w organizmie. Reakcje muszg zatem
przebiega¢ w Scisle okreslonych warunkach, obejmujacych fizjologiczne pH, tempe-
rature w zakresie 30-37°C oraz $rodowisko wodne. Powinny tez zachodzi¢ bez
koniecznosci stosowania katalizatora i bez ingerencji w naturalne procesy zachodzace
wewnatrz organizmu. Ponadto niezwykle istotna jest ich wysoka selektywno$¢. Two-
rzace si¢ produkty uboczne nie moga by¢ toksyczne i jednoczesnie powinny wykazywac
fluorescencje, ktora umozliwi ich obserwacje [13]. Prawdziwym przetomem w tej
dziedzinie okazato sie wykorzystanie reakcji Dielsa-Aldera z odwroconym zapotrzebo-
waniem elektronowym z uzyciem pochodnych s-tetrazyny. Jej glowne zalety to duza
szybko$¢, mozliwos¢ stosowania niskich stgzen, brak koniecznosci stosowania
metalicznego katalizatora, wysoka wydajno$¢ znakowania czy selektywnos¢. Dzieki
temu metoda ta stanowi niezastgpione narzedzie do badania funkcji koméorkowych oraz
proceséw zachodzacych w organizmie [14].

Typowa reakcja Dielsa-Aldera opiera si¢ na wykorzystaniu bogatego w elektrony
dienu oraz dienofila posiadajgcego deficyt elektronowy. W przypadku przemiany
z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym to dien powinien charakteryzowaé
si¢ deficytem, a dienofil nadmiarem elektronowym. Z uwagi na obecno$¢ azotu,
pierScien S-tetrazynowy wyroznia si¢ obnizong gestoscia elektronowa w obrebie
atomow wegla, dzieki czemu z powodzeniem moze pelié¢ funkcje dienu. Obecnosé
dodatkowych ugrupowan o charakterze elektronoakceptorowym prowadzi do wzrostu
szybkosci reakcji. W tym przypadku wsrdd szerokiej gamy dienofili w postaci alkenow
i alkinow, najlepiej sprawdzaja si¢ zwigzki podstawione grupami elektronodono-
rowymi. Konsekwencja przemiany jest utworzenie produktu, ktory nastgpnie ulega
reakcji retro-Dielsa-Aldera z wydzieleniem czasteczki azotu oraz utworzeniem pochod-
nej dihydropirydazyny, ktéora moze nastgpnie zosta¢ utleniona do odpowiedniej
pochodnej pirydazyny (Schemat 2) [11].
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Schemat 2. Ogélny schemat reakcji Dielsa-Aldera dla pochodnych s-tetrazyny
[opracowanie wiasne na podstawie 11]

2.1. Konstrukcja dienu

Jak juz wspomniano, podstawowa cecha dienu w reakcji Dielsa-Aldera z odwro-
conym zapotrzebowaniem elektronowym jest deficyt elektronowy. Potwierdzaja to
badania, z ktorych jednoznacznie wynika, ze uktady zawierajace ugrupowania o charak-
terze elektronodonorowym cechuja si¢ najnizszg reaktywnos$cig. Podstawniki elektro-
noakceptorowe prowadzg natomiast do zmniejszenia energii orbitalu LUMO, a co za
tym idzie rowniez do zmniejszenia przerwy energetycznej pomigdzy tym orbitalem
a orbitalem HOMO alkenu, czego konsekwencja jest wzrost reaktywnosci uktadu [14].

Niezwykle waznym elementem chemii bioortogonalnej sa réwniez wilasciwosci
fluorescencyjne. W zwiazku z tym konieczne jest zaprojektowanie takich reagentow,
ktére posiadaja grupy zdolne do wygaszania fluorescencji substratu, a po reakcji
ulegaja przeksztalceniu, ktére umozliwia jej przywrocenie. PierScien S-tetrazyny jest
chromoforem pochtaniajacym §wiatlo o dtugosci fali 500-530 nm, w zwiazku z czym
moze pehi¢ funkcj¢ wygaszacza odpowiednich fluoroforéw. Ponadto, w zaleznosci od
podstawnika, jej pochodne mogg rowniez same wykazywac fluorescencje. Ich wyko-
rzystanie w chemii bioortogonalnej opiera si¢ na zaprojektowaniu pochodnych,
w ktorych fluorescencja odpowiednich uktadow jest wygaszana przez pier§cien s-tetrazy-
Nowy, a nastepnie przywracana po jego przeksztalceniu do pochodnej pirydazyny [11].

2.2. Dobér dienofili

W przypadku dienofili bardzo istotnym parametrem jest energia orbitalu HOMO.
Aby zapewni¢ mozliwie wysoka reaktywnos$¢ w reakcjach Dielsa-Aldera, warto$¢ ta
powinna by¢ jak najwigksza. Z tego powodu dla wspomnianej przemiany alkeny sa
znacznie lepszymi substratami niz alkiny. Ws$réd nich szczegoélnie przydatne sa
naprezone cykloalkeny, poniewaz w ich przypadku energia potrzebna do utworzenia
stanu przejSciowego jest zdecydowanie nizsza, co jest zwigzane zich szczegolng
geometrig [14].

Wsrod przebadanych jak dotad reakcji bioortogonalnych najwigksza szybkoscia
wyroznia si¢ cykloaddycja z udziatem trans-cyklooktenu oraz 3,6-di(pirydyn-2-ylo)-s-
tetrazyny. Taka Kinetyka jest szczegélnie cenna, gtéwnie w przypadku niskiego
stezenia substratu. Wspomniany dienofil moze jednak ulega¢ izomeryzacji trans-cis
W obecnosci biatek zawierajacych miedz czy grupe tiolowa. W zwiazku ztym
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ograniczeniem podj¢to rowniez badania nad wykorzystaniem alternatywnych cyklo-
alkenow. Jednym z nich byl cyklopropen, ktory wykazuje wyzszg stabilnos¢. Niestety
jego reakcja z pochodng s-tetrazyny zachodzi ze znacznie mniejszg i niewystarczajacg
szybkoscig. Ciekawym rozwigzaniem okazat si¢ natomiast spiroheksen, ktory wykazuje
okoto 28-krotnie wyzsza reaktywno$¢ niz cyklopropen i jedynie 5-krotnie nizsza niz
trans-cyklookten w przypadku potaczenia tych cykloalkenow z lizyng. W zwigzku
z izomeryzacja trans-cyklooktenu, w niektorych warunkach to spiroheksen pozwolit na
uzyskanie lepszych wynikow [15].

Intensywnie badang grupa dienofili sa réwniez pochodne norbornenu. Zwiazki te
charakteryzuja si¢ duza stabilnoscia, a ponadto tatwo mozna je zsyntezowac. Zaleta
jest tez zadowalajaca szybkos$¢ reakeji i selektywno$é. Z badan wynika, ze nienaturalne
aminokwasy zawierajace reszty norbornenowe umozliwiaja specyficzne miejscowe
znakowanie biatek. Takie podej$cie moze jednak spowodowac niepozadane przer-
wanie translacji, czego konsekwencja jest powstanie krotszych biatek. Jednak odpo-
wiednio zaprojektowane pochodne znakomicie sprawdzajg si¢ w znakowaniu wybranych
protein, zarowno in vitro, jak réwniez in vivo [16].

2.3. Zastosowanie chemii bioortogonalnej w diagnostyce

Jednym z pierwszych przykladow wykorzystania s-tetrazyny w chemii bioorto-
gonalnej byla reakcja z przeciwcialem cetuksymabem, zmodyfikowanym poprzez
wprowadzenie trans-cyklooktenu. Znacznik oparty na pochodnej s-tetrazyny gromadzit
si¢ w tych samych obszarach co wspomniane przeciwciato w ciggu 60 minut. Technika
okazata si¢ niezwykle czula i umozliwia kowalencyjne znakowanie zywych komorek
nowotworowych. Przy odpowiednio dobranych warunkach moze pozwoli¢ nie tylko
wewnatrzkomoérkowe znakowanie, ale rowniez sledzenie znakowanych matoczastecz-
kowych lekow, biatek sygnatowych czy innych sktadnikéw w zywych komorkach [17].

Rowniez z dalszych badan wynika, ze reakcje cykloaddycji Dielsa-Aldera moga
sta¢ si¢ przydatnym narzedziem w diagnostyce medycznej, a konkretnie w obrazo-
waniu radioaktywnym komdrek nowotworowych. Kolejna metoda takze opiera si¢ na
odpowiednim zmodyfikowaniu przeciwcial, poprzez przytaczenie do nich fragmentu
zawierajacego trans-cyklookten w roli dienofila. Ponadto wymaga syntezy pochodnej
s-tetrazyny znakowanej izotopem ®*Cu lub %Zr w roli dienu. Nastepnie przeciwciata sa
wprowadzane do organizmu, gdzie dochodzi do ich akumulacji w guzie. Niezwykle
istotne jest w tym przypadku zapewnienie odpowiedniej ilosci czasu na wspomniang
akumulacj¢ przed podaniem pochodnej s-tetrazyny. Takie rozwigzanie prowadzi do
zaj$cia reakcji Dielsa-Aldera z odwroconym zapotrzebowaniem elektronowym w miejscu
lokalizacji komorek nowotworowych, dzigki czemu mozliwe jest ich wykrywanie za
pomocag pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Z badan przeprowadzonych na
myszach wynika, ze takie podejs$cie zapewnia szybka akumulacje¢ i zatrzymanie radio-
aktywnosci w obrebie guza, przy jednoczesnie niskiej iloSci zwigzku wychwytywanego
przez pozostate tkanki. Aby bylo to mozliwe konieczne jest jednak zastosowanie
odpowiednio dobranej dawki. Metoda wymaga jeszcze dalszych badan i modyfikacji,
poniewaz prowadzi do dtugotrwatego utrzymywania wysokiego poziomu radioaktyn-
nosci. Mimo duzego powinowactwa wprowadzonych przeciwcial do guza, radio-
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aktywnos¢ dotyczy rowniez w pewnym stopniu zdrowych narzadéw, co w dalszych
badaniach nalezatoby wyeliminowa¢ lub ograniczy¢ [18].

Innym przyktadem zastosowania radioznakowanych pochodnych mogg by¢ uklady
skonstruowane przez Rossina i wspotpracownikow. Jako antygen wybrany zostat
TAGT2, migdzy innymi z uwagi na nadekspresj¢ w szerokim zakresie guzow. Jego
modyfikacja polegata na przytaczeniu trans-cyklooktenu do reszty lizyny. Pochodna s-
tetrazyny zostala natomiast wzbogacona o fragment zawierajacy kwas 1,4,7,10-
tetraazacyklododeka-1,4,7,10-tetraoctowy (DOTA), ktorego zadaniem jest komplekso-
wanie radionuklidu "In (Schemat 3). Tak zaprojektowane uklady reaguja ze soba
gwaltownie i specyficznie rowniez w przypadku testéw in vivo przeprowadzonych na
zwierzetach (Rysunek 1) [19].

HO
(o]
N H
( ed
o]
H H
M N, o M
N= | m \/«“O’%\/ ~]\10/\NJ‘K/ \-n,/N
NS S
| 0
/N ‘-.N/N OH

| stosowana pochodna s-tetrazyny

o5 JAd
. *Qxﬁ

stosowana pochodna trans-cyklooktenu

Schemat 3. Pochodne wykorzystane przez Rossina i wspotpracownikow
[opracowanie wiasne na podstawie 19]

Rysunek 1. Zastosowanie radioznakowanych pochodnych w diagnostyce [19]
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Dalsze badania dowiodly, ze znacznik zawierajacy trans-cyklookten moze byc¢
dezaktywowany w wyniku oddziatywania z biatkami zawierajgcymi miedz. Obecnos¢
tego metalu moze powiem prowadzi¢ do izomeryzacji, ktdrej produktem jest niereak-
tywny cis-cyklookten. Problem ten udato si¢ rozwigza¢ dzigki skroceniu tacznika, co
zapewnilto odpowiednig zawade steryczna, ktdra uniemozliwia izomeryzacje. Ponadto
odpowiednia modyfikacja wspomnianego facznika pomiedzy trans-cyklooktenem
a przeciwciatem doprowadzita do 10-krotnego zwigkszenia reaktywnosci tego uktadu.
Badania rozszerzono rowniez o zastosowanie izotopu *"’Lu [20]. Dodatkowo przetes-
towano mozliwo$¢ akumulacji znakowanej radioaktywnie S-tetrazyny w organizmie
myszy. Okazuje sie, Ze nie jest ona zatrzymywana w tkankach, ktore nie sg znakowane
trans-cyklooktenem, z wyjatkiem nerek i pecherza, co jest zwigzane z wydalaniem
wprowadzonego uktadu z organizmu. Szybka i selektywna reakcja sondy tetrazynowej
z guzami ma rowniez duzy potencjal w dostarczeniu terapeutycznej dawki radio-
nuklidoéw, przy zapewnieniu ich akumulacjiw obrebie guza i jednoczes$nie zminimali-
zowaniu obcigzenia promieniowaniem zdrowych tkanek [21].

Reakcje bioortogonalne pomiedzy S-tetrazyna a trans-cyklooktenem to réwniez
doskonata metoda do budowania sond do obrazowania metodg PET, ktore wykorzystuja
izotop *°F. Radionuklid ten jest wykorzystywany zdecydowanie najczeéciej z uwagi na
wysoka wydajnos¢ pozytonowa, wysoka radioaktywno$¢ wilasciwa oraz atrakcyjny
pod wzgledem zastosowan klinicznych okres pottrwania. Pozwala to zminimalizowaé
toksyczne efekty oraz ekspozycj¢ na promieniowanie, co jest niezwykle istotne
w trosce o dobro pacjenta. Jednak krotki okres pottrwania izotopu *°F, jego niewielka
nukleofilowos¢ i niskie stezenia, ktore sa nierozerwalnie zwiazane zaré6wno z biologia,
jak i z radiochemia, utrudniajg wiaczenie tego radionuklidu do ztozonych biomolekut.
Omawiane sondy umozliwiajg obrazowanie raka czy monitorowanie cukrzycy, a takze
zostaly przebadane pod katem mozliwosci wykonania obrazowania mézgu z zasto-
sowaniem PET [22].

Najczesceiej, aby przeprowadzié¢ reakcje bioortogonalng nalezy rozpoczaé¢ od wprowa-
dzenia pochodnej alkenu, penigcej funkcje dienofila, do celu biologicznego. Kolejny
etap obejmuje wprowadzenie pochodnej dienu, konsekwencja czego jest cykloaddycja
Dielsa-Aldera. Istnieje jednak mozliwos¢ odwrocenia tej kolejnosci. Przyktadem sa
biatka zawierajace odpowiednio zlokalizowane ugrupowania tiolowe, ktore moga
wigza¢ si¢ z 3,6-dichloro-s-tetrazyng. Tak przygotowany uklad reaguje nastgpnie
z wprowadzonym dienofilem, dajac produkt wykazujacy fluorescencje. Podejscie
obejmujace wprowadzenie 3,6-dichloro-s-tetrazyny jest szczeg6lnie cenne z uwagi na
mozliwo$¢ tzw. zszywania peptydow. Zabieg ten zapewnia wigksza stabilnos¢
i utatwia wprowadzenie czastki do miejsca docelowego, w ktorym nastepuje usunigcie
acznika i rekonstrukcja struktury natywnej (Rysunek 2) [23].
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Rysunek 2. Podejscie umozliwiajace ,,zszywanie” biatek [23]

Reakcje bioortogonalne sa uzyteczne nie tylko w diagnostyce, ale rowniez w przy-
padku modyfikacji aktywno$ci biatek. Takie dziatanie opiera si¢ na wykorzystaniu
matych czasteczek, ktére po wprowadzeniu do organizmu majg za zadanie doprowa-
dzi¢ do wzmocnienia lub dezaktywacji danej funkcji biatka. Zastosowanie reakcji
Dielsa-Aldera umozliwia osiggniecie tego celu w zaledwie kilka minut. Mechanizm
dziatania opiera si¢ na fakcie, ze tworzacy si¢ w wyniku cykloaddycji produkt posredni
W postaci dihydropirydazyny moze zosta¢ przeksztalcony w pirydazyne poprzez
eliminacje grupy opuszczajacej, takiej jak alkohol czy amina w pozycji winylowej lub
allilowej. Ta sama strategia jest rowniez wykorzystywana do uwalniania prolekow.
W przypadku modyfikowania aktywno$ci biatek nalezy wprowadzi¢ tzw. klatke
w postaci odpowiedniej pochodnej trans-cyklooktenu, ktora w wyniku przytaczenia do
grupy aminowej w tancuchu bocznym aminokwasu tworzacego biatko, prowadzi do
jego dezaktywacji. Wygaszong funkcje mozna przywroci¢ poprzez reakcje Dielsa-
Aldera z odpowiednig pochodng s-tetrazyny, wynikiem ktorej jest uwolnienie wolnej
grupy aminowej i usuniecie ,,klatki” (Schemat 4) [24].
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Schemat 4. Modyfikacja aktywnosci biatek [24]

171



Anna Kedzia, Agnieszka Kudelko

3. Reakcje Dielsa-Aldera w syntezie zwigzkéw organicznych

Poza ogromnym potencjatem aplikacyjnym w obszarze chemii bioortogonalnej,
reakcje cykloaddycji Dielsa-Aldera z udzialem pochodnych s-tetrazyny odgrywaja
réwniez bardzo istotng role w syntezie réznorodnych zwigzkéw organicznych. Dosko-
natym przyktadem moze by¢ otrzymywanie uktadéw opartych na antrachinonie. Zwigzki
Z tej grupy to wystepujace w naturze czasteczki aktywne biologicznie. Wykazuja miedzy
innymi dzialanie przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwgrzybiczne, przeciw-
bakteryjne czy przeciwwirusowe. Ponadto mogg by¢ stosowane w optoelektronice oraz
W chemii barwnikéw. Ws$rod nich szczegolnie interesujagce sg analogi zawierajace
atomy azotu w jednym z pier§cieni. Ich synteza jest jednak dosy¢ trudna, dlatego
mozliwos¢ jej przeprowadzenia w oparciu o reakcje Dielsa-Aldera okazata si¢ bardzo
cennym odkryciem. Zastosowanie s-tetrazyny jako zrodta azotu umozliwia uzyskanie
wielu docelowych uktadow w tagodnych warunkach (Schemat 5). Ponadto otrzymane
produkty moga by¢ nastgpnie poddane kolejnej cykloaddycji, w charakterze dienu,
czego konsekwencjg jest konstrukcja bardziej rozbudowanych uktadow [25].

. O‘ blll/:quq katalizator 5 mol% R | = hﬂ
+* —_—
N.zN  CcFgPh, 110°C, 20 h N

OoH O o]

Schemat 5. Synteza pochodnych antrachinonu
[Opracowanie wlasna na podstawie 25]

Inng grupa zwigzkow, mozliwych do otrzymania na drodze reakcji Dielsa-Aldera sg
pochodne epibatydyny. Zwigzek ten zaliczany jest do nieopioidowych s$rodkow
przeciwbolowych o wiasciwosciach znacznie silniejszych od morfiny i jednoczesnie
niepowodujacych uzaleznienia. Ponadto wykazuje strukturalne podobienstwo do
nikotyny, co czyni z niej agoniste tych samych receptorow. Jednak z uwagi na silng
toksyczno$¢ tego zwiazku, konieczna jest synteza odpowiednich pochodnych. Jest ona
mozliwa dzigki zastosowaniu uktadéw opartych na s-tetrazynie w reakcji z bogatym
w elektrony eterem enolowym [26].

Niezwykle interesujacg mozliwo$cig wykorzystania pochodnych s-tetrazyny jest
réowniez tworzenie otworéw w sferze fulerenow w celu wprowadzenia do ich wnetrza
np. metali. Pierwszym etapem jest utworzenie odpowiednich 1,4-dipodstawionych
pochodnych 1,4-epoksynaftalenu, ktore nastepnie ulegajg cykloaddycji Dielsa-Aldera
z odwroconym zapotrzebowaniem elektronowym z wybranymi pochodnymi s-tetrazyny.
Dalej dochodzi do wydzielenia czasteczki azotu z utworzonego adduktu w wyniku
retro cykloaddycji, konsekwencja czego jest powstanie reaktywnych uktadow opartych
na izobenzofuranie. Ostatni etap to rowniez cykloaddycja [4+2], ktorej wynikiem jest
przylaczenie wspomnianych adduktéw do fulerenu i utworzenie otworu, umozli-
wiajacego wprowadzanie wybranych metali do jego wnetrza (Schemat 6) [27].

172



Wykorzystanie pochodnych s-tetrazyny w reakcjach cykloaddycji Dielsa-Aldera

R, Ry Ry Ry
] | retro
A {© ] Z [4 -+ 2]
- /O - (0] ] ) -
R, R,
r R‘
- - :-’-(
o
R
Ri R
H H
H CH,0Ac
H COMe
Me Me

(CH,);COCH; (CH;);COCH;
CH,OTBS CH,0TBS
CH,0OH CH,0H

H CH)OH

Schemat 6. Tworzenie otworéw w sferze fulerenow [Opracowanie wlasne na podstawie [27]]

Podobne podejscie mozna takze zastosowal przy wykorzystaniu prekursoréw
bis(izobenzofuranu), co prowadzi do utworzenia szerszych otworéw w wyniku kontro-
lowanego zrywania wigzan wegiel-wegiel poprzez podwojng reakcje cykloaddycji.
Otrzymane po przytaczeniu do fulerenu addukty wykazuja rowniez wyzsza stabilnos¢
W roztworze niz w przypadku adduktéw mono(izobenzofuranu) [28].

Inne cenne uktady, w ktorych syntezie znakomicie sprawdzaja si¢ pochodne
s-tetrazyny, to sztywne czasteczki rozszczepiajace w ksztalcie litery U. Moga one
pehi¢ funkcje gospodarza dla czasteczek o charakterze aromatycznym w wytwarzaniu
uniwersalnego ztacza molekularnego. Szczegdlnie problematyczna jest w tym przypadku
konstrukcja wngk opartych na eterach koronowych. Proby ich syntezy prowadza do
utworzenia mieszaniny produktow, rdwniez niesymetrycznych. Problem ten udalo sie
rozwigza¢ dzigki zastosowaniu technologii wykorzystujacej cykloaddycje z pochodnymi
s-tetrazyny (Schemat 7) [29].

173



Anna Kedzia, Agnieszka Kudelko

Py =
NSy NE 5 =N
+ n ) —F"PY PV

Schemat 7. Synteza czasteczek rozszczepiajacych w ksztalcie litery U [29]

4. Podsumowanie

Pochodne s-tetrazyny znajduja szeroka game potencjalnych zastosowan. Znane sa
przyktady ich wykorzystania w roli materiatéw wysokoenergetycznych, co jest $cisle
powiazane z duza zawartoscig azotu w szesciocztonowym pierscieniu. Ponadto wiele
tego typu uktadow wykazuje aktywnos$¢ biologiczng czy zadowalajace wlasciwosci
luminescencyjne. Ogromnym i zarazem stosunkowo nowym obszarem, w ktorym
omawiane zwigzki odgrywaja niezwykle istotng role jest chemia bioortogonalna.
Dziedzina ta jest $cisle powigzana z diagnostyka medyczng i umozliwia obrazowanie
komorek nowotworowych czy biatek bez ingerencji w ich naturalne funkcje. Wyko-
rzystanie s-tetrazyny jest mozliwe z uwagi na jej elektronodeficytowy charakter oraz
strukture dienu. Za sprawg tych cech s-tetrazyna z tatwoscig ulega reakcji Dielsa-
Aldera z odwréconym zapotrzebowaniem elektronowym. Selektywnie przytacza si¢ do
celow biologicznych wzbogaconych o naprezone cykloalkeny, a utworzone w ten
sposob produkty wykazuja fluorescencje, co umozliwia ich obserwacje. Reakcje
cykloaddycji [4+2] to jednak nie tylko ogromny potencjat diagnostyczny, ale rowniez
syntetyczny. Tego typu przemiany umozliwiaja uzyskanie stabilnych produktéw
0 cennych wlasciwosciach w szybki sposob. Dobrze znane sa rowniez metody obejmu-
jace utworzenie wysoce reaktywnych ukladow, ktore natychmiast po utworzeniu
poddawane sa dalszym przemianom. Tak duza r6znorodno$¢ potencjalnych zastosowan
cykloaddycji Dielsa-Aldera z udziatem pochodnych s-tetrazyny, jak i samych tytuto-
wych uktadéw stanowi niepodwazalny dowod na niegasngce zainteresowanie naukow-
cOw tym obszarem chemii, a takze uwydatnia ogromna potrzeb¢ dalszych badan nad
syntezg oraz wlasciwosciami pochodnych tego niezwyklego pierscienia.
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Wykorzystanie pochodnych s-tetrazyny w reakcjach cykloaddycji Dielsa-Aldera

Streszczenie

Pochodne s-tetrazyny to niezwykle interesujace uktady o ogromnym potencjale aplikacyjnym. Wysoka
zawarto$¢ azotu w pier§cieniu sprawia, ze s3 chetnie wykorzystywane jako materiaty wysokoenergetyczne.
Wiele z nich zostato rowniez przebadanych pod katem zastosowan w medycynie czy optoelektronice.
Dzigki charakterystycznej budowie sa rowniez znakomitymi substratami w reakcjach Dielsa-Aldera
z odwrdconym zapotrzebowaniem elektronowym. Przemiany te moga prowadzi¢ do otrzymania wielu
cennych zwigzkéw o unikalnych wiasciwosciach. Ponadto sg podstawa do wykorzystania tytutowych
zwiazkéw w chemii bioortogonalnej, ktora stanowi bardzo obiecujace narzedzie diagnostyczne. Umozliwia
monitorowanie i wykrywanie réznorodnych celéw biologicznych bez ingerencji w naturalne procesy
zachodzace w organizmie. Praca ma charakter przegladu literaturowego najnowszych doniesien na temat
wykorzystania pochodnych s-tetrazyny w reakcjach Dielsa-Aldera iukazuje ogromne znaczenie tego
zagadnienia we wspolczesnej nauce.

Stowa 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 avery 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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Wplyw anionowych zwigzkow wielkoczasteczkowych
na agregacje¢ mineralow ilastych

1. Wprowadzenie

Mineraly ilaste to materialy wtdrne powstajace w procesie wietrzenia skat, wyste-
pujace w duzych ilosciach w skatach osadowych oraz tworzace frakcje ilastg gleby.
Charakteryzuja si¢ one budowa warstwowa, tj. zbudowane sg z rownoleglych
wzgledem siebie warstw krzemowo-tlenowych (tetraedry) oraz metalo-tleno-wodoro-
tlenowych (oktaedry). Warstwy te tworzg tzw. pakiety stanowigce wigksze jednostki
budulcowe mineratow. W strukturze mineralow ilastych wyrdznia si¢ pakiety dwu-
i trojwarstwowe. W pierwszym przypadku na jedng warstwe tetraedryczng przypada
jedna warstwa oktaedryczna, natomiast w drugim — jedna warstwa oktaedryczna
znajduje si¢ pomigdzy dwoma warstwami tetraedrycznymi. Mineraty ilaste razem
Z substancjami humusowymi decyduja o wlasciwosciach chemicznych i fizycznych
gleb, m.in. 0 zdolnosciach sorpcyjnych [1, 2].

Kaolinit to powszechnie wystepujacy minerat ilasty o wzorze Al,O3-2Si0O; 2H,0,
nalezacy do glinokrzemianéw. Zbudowany jest on z pakietow dwuwarstwowych,
a wielko$¢ jego czastek miesci si¢ w zakresie 0,1 — 5 um. Minerat ten charakteryzuje
si¢ malg plastycznoscia i zdolno$cia pgcznienia. Pojemno$¢ sorpcyjna kaolinitu jest
stosunkowo niewielka, co jest zwigzane z wysoce sztywng siecig krystaliczng tego
mineratu. W strukturze kaolinitu atomy tlenu sg jednocze$nie potaczone z atomami
krzemu jednej warstwy i atomami glinu warstwy drugiej, przez co sorpcja migdzy-
pakictowa jest niemozliwa. Powierzchnia wiasciwa kaolinitu wynosi od 5 do 20 m?/g
[1-3]. Kaolinit zostal wybrany do prac do§wiadczalnych opisanych w niniejszej pracy.

Montmorylonit to glinokrzemian o wzorze Aly(OH),Si040y oraz $rednim rozmiarze
czastek w zakresie 0,01-1 pm. Mineral ten zbudowany jest z pakietow 2:1, w ktorych
kazda warstwa oktaedryczna otoczona jest dwoma warstwami tetraedrycznymi. Poszcze-
golne warstwy w strukturze montmorylonitu sg polaczone mostkami tlenowymi, dzigki
czemu jego sie¢ krystaliczna wykazuje zdolno$¢ do zwigkszania swoich rozmiarow
W obecnosci wody. Powierzchnia wiasciwa tego mineratu wynosi nawet 800 m?/g.
Montmorylonit posiada najwigksza zdolno$¢ sorpcyjng sposrod wszystkich mineratow
ilastych. Jego pojemno$¢ wymienna wzglgdem kationow wynosi 80-100 me/100 g [1, 2, 4].

Illit to minerat ilasty charakteryzujacy si¢ zlozonym sktadem chemicznym oraz
rozmiarem czastek w zakresie od 0,1 do 2 um. Podobnie jak montmorylonit, posiada
on strukture pakietows typu 2:1, ale w jego warstwach krzemowo-tlenowych nawet
15% krzemu moze by¢ zastapione glinem. W wyniku powyzszego podstawienia
powstaja miejsca tzw. wolnej wartosciowosci, z ktorymi oddziatujg atomy potasu.

! k. szewczuk-karpisz@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk, www.ipan.lublin.pl.

2 sokolows@ipan.lublin.pl, Instytut Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk,
www.ipan.lublin.pl.
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Gromadzg si¢ one w przestrzeni migdzypakietowej, co zwicksza sztywnos$¢ struktury
mineratu. Illit posiada mniejszg pojemnos$¢ sorpcyjng wzgledem kationow niz
montmorylonit. Wynosi ona 15-40 me/100 g. Powierzchnia wiasciwa illitu jest
rowniez mniejsza i miesci sie w zakresie 100 — 120 m%g [1, 2, 5].

Mineraty ilaste sa materiatami bardzo podatnymi na wymywanie i wywiewanie
zZ gleby. Oznacza to, ze sa one szczegdlnie narazone na dziatanie erozji wodnej i wietrzne;.
Istnieje kilka sposoboéw ograniczania niszczacego dziatania powyzszych proceséw. Sa
to m.in.: prowadzenie uprawy ,,poprzecznej”’, zakladanie ochronnych pasow zieleni,
ograniczenie wycinki drzew, unikanie monokultur [6-8]. W niektorych przypadkach
stosuje si¢ biodegradowalne polimery, ktore zwigkszajg spdjnosc gleby i poprawiaja jej
strukture [9]. Przykladem takiego polimeru jest poliakryloamid (PAM), ktory jest
obiektem badan wielu naukowcéw na Swiecie. Prowadzone sg m.in. badania nad
toksycznoscia PAM i jego wplywem na rézne organizmy, degradacja PAM w eko-
systemach wodnych, a takze czynnikami determinujacymi proces flokulacji gleby
z uzyciem PAM [10-13]. W tej pracy zbadano wplyw dwoch anionowych zwiazkow
wielkoczasteczkowych (poliakryloamidu i skrobi) na agregacje wybranego mineratu
ilastego — kaolinitu. W ten sposob okreslono, jak polimery o réznej budowie zmieniajg
podatnos¢ ciala stalego na niszczace dziatanie erozji. Badania obejmowaly rézne
metody pomiarowe, tj. pomiary spektrofotometryczne, turbidymetryczne, wielkosci
adsorpcji i potencjatu dzeta.

2. Materialy i metody

W doswiadczeniach wykorzystano kaolinit zakupiony w firmie Sigma Aldrich
(CAS 1318-74-7). Powierzchni¢ wlasciwg (Sger) oraz $redni rozmiar poréw (d) ciata
statego okreslono metoda izoterm adsorpcji/desorpcji azotu (ASAP 2420, Micromeritics)
[14] i wynosily one odpowiednio: 8 m%/g oraz 14.3 nm. Punkt zerowego tadunku (PHpx)
kaolinitu wyznaczono przy wykorzystaniu metody miareczkowania potencjometrycz-
nego [15]. Parametr ten wynosit ok. 3.

Do prac doswiadczalnych wybrano réwniez dwa modyfikowane zwiazki wielko-
czasteczkowe: poliakryloamid anionowy (PAM) oraz skrobi¢ anionowa dostarczone
odpowiednio przez firmy Korona i Bochem. Obie substancje zawieraly w swojej
strukturze grupy karboksylowe, ktorych dysocjacja byta tym silniejsza, im wyzsze byto
pH roztworu [16]. Ponadto, charakteryzowaly si¢ one wysoka masa czasteczkowa
rzedu kilkunastu tysigcy kDa.

Wielkos$¢ adsorpcji poliakryloamidu i skrobi (/7) na powierzchni kaolinitu okreslono
na podstawie spadku ilosci polimeru w roztworze po procesie adsorpcji, przy
wykorzystaniu wzoru [17]:

Cads'V
"~ Sggrm @

gdzie: Cy4s — roznica w stezeniu polimeru w roztworze przed i po procesie adsorpcji,
V — objetos¢ uktadu, Sger — powierzchnia wiasciwa ciala statego, m — masa ciata
statego.

Oznaczenie iloSciowe polimeréw przeprowadzono z wykorzystaniem hyaminy
1622 oraz spektrofotometru UV/Vis (Jasco V-530) [18]. Na poczatku przygotowano
szereg roztwordw o objetosci 10 ml, zawierajacych elektrolit podstawowy (0.001 M
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NaCl) oraz odpowiedni polimer (10-100 ppm). Nastgpnie do kazdej probki dodawano
0,2 g kaolinitu i rozpoczynano proces adsorpcji. Adsorpcj¢ polimeru na powierzchni
kaolinitu prowadzono w warunkach cigglego wytrzasania, w temperaturze 25°C, przez
24 godziny. Po zakonczeniu procesu probki odwirowywano oraz oznaczano st¢zenie
polimeru w otrzymanym supernatancie.

Stopien agregacji kaolinitu okreslono na podstawie zmian metno$ci uktadu w czasie,
bez i w obecnosci substancji polimerowych. Pomiary te przeprowadzono z wykorzys-
taniem spektrofotometru UV/Vis (Jasco V-530) oraz turbidymetru (Hach 2100AN).
Probki przygotowano poprzez dodanie 0.04 g kaolinitu do roztworu zawierajacego
elektrolit podstawowy (0.001 M NaCl). Polimer (10 ppm) dodawano tuz przed
rozpoczeciem pomiaru. Objgtos¢ badanej suspensji wynosita 20 ml, a pojedynczy
pomiar trwat 2,5 godziny.

Ruchliwos¢ elektrokinetyczng (u) czastek kaolinitu zmierzono z wykorzystaniem
zetametru (zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments). 0.1 g ciata statego dodawano do
100 ml roztworu elektrolitu podstawowego (0.001 M NaCl) lub elektrolitu podstawo-
wego/polimeru (10 ppm) i tak otrzymang suspensj¢ poddawano dziataniu ultra-
dzwigkéw przez 3 minuty (XL 2020, Misonix). Nastepnie badany uktad podzielono na
7 rownych czesci, w ktorych ustalono pH roztworu z zakresu 3-9 (pHmetr Beckman).
Na podstawie wyznaczonej ruchliwosci elektroforetycznej oraz rownania Henry’ego
obliczono potencjal dzeta ({) czastek kaolinitu, bez i w obecno$ci substancji
polimerowych [19]:

0= En—( f (ka) 2)

gdzie: ¢ — stata dielektryczna, # — lepko$¢, I/k — grubos¢ podwdjnej warstwy
elektrycznej, a — promien czastek.
W niniejszej pracy przedstawiono i zinterpretowano wyniki otrzymane dla pH 7.

3. Wyniki i ich dyskusja
Pomiary wielkos$ci adsorpcji wykazaty, ze oba polimery anionowe adsorbuja si¢ na

powierzchni kaolinitu w pH 7. Na rysunku 1 przedstawiono otrzymane izotermy
adsorpcji.

0,4
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— 0,15 ~/

0,1 ‘
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Rysunek 1. Izotermy adsorpcji anionowych polimeréw (PAM i skrobi) na powierzchni kaolinitu, pH 7
[opracowanie wiasne]
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Zmierzone wielkosci adsorpcji polimerow na powierzchni kaolinitu byly stosunkowo
niskie, poniewaz w badanym pH roztworu (pH 7) zaré6wno makroczasteczki polimeru,
jak 1 powierzchnia kaolinitu sg naladowane ujemnie. Jak juz wcze$niej wspomniano,
punkt zerowego tadunku (pH,,c) kaolinitu wynosi ok. 3. Oznacza to, ze w pH 3 iloéci
dodatnich i ujemnych grup na powierzchni kaolinitu sa takie same. W pH < 3
powierzchnia ciata statego jest natadowana dodatnio, natomiast w pH > 3 — ujemnie.
Ladunek elektryczny polimeru roéwniez zalezy od pH roztworu. W przypadku
substancji anionowych w miar¢ wzrostu pH roztworu obserwuje si¢ silniejszy tadunek
ujemny makroczasteczek [16, 20]. A zatem, w pH 7 pomiedzy ujemnie natadowanymi
czastkami kaolinitu 1 ujemnymi tancuchami polimerowymi wystepuje odpychanie
elektrostatyczne, ktore znacznie utrudnia ich wzajemny kontakt. W rezultacie tylko
niewielka ilo§¢ polimeru adsorbuje si¢ na powierzchni ciata statego. Zjawisko to jest
prawdopodobnie podyktowane tworzeniem mostkéw wodorowych.

Adsorpcja polimerow anionowych wptywa znaczaco na potencjal dzeta czastek
kaolinitu. W tabeli 1 zestawiono wartosci potencjatu { dla badanej suspensji,
bez i w obecnosci polimerdw.

Tabela 1. Warto$¢ potencjatu dzeta czastek kaolinitu, bez i w obecnosci polimeréw anionowych (PAM
i skrobi), w pH 7 [opracowanie wiasne]

kaolinit kaolinit + PAM kaolinit + skrobia
{[mV] -15.1 -37.9 345

W pH 7 potencjat elektrokinetyczny czastek kaolinitu jest ujemny, co oznacza, ze
w tych warunkach w ptaszczyznie poslizgu badanego ciala statego przewazaja ujemne
ugrupowania. Adsorpcja polimeréw anionowych przyczynia si¢ do bardziej ujemnych
wartos$ci potencjatu dzeta kaolinitu. Jest to przede wszystkim zwigzane z odsunig¢ciem
ptaszczyzny poslizgu przez zaadsorbowane tancuchy polimerowe. Zaré6wno poliakry-
loamid, jak i skrobia tworza na powierzchni ciala statego struktury typu ,,petli”
i ,,ogonow”, ktore posiadaja wystarczajaca dtugo$é, aby oddzialywaé z plaszczyzna
poslizgu. Dodatkowy wktad w obnizenie potencjatu dzeta kaolinitu maja grupy karbo-
ksylowe obecne w tancuchach polimerowych. W pH 7 wickszos$¢ z nich jest zdysocjo-
wana, przez co zaadsorbowane makroczasteczki sa natadowane ujemnie.

Agregacje kaolinitu bez i w obecnosci polimerow anionowych oszacowano poprzez
pomiary stabilno$ci suspensji ciata statlego. W tabeli 2 zestawiono wyniki otrzymane
przy wykorzystaniu turbidymetru, natomiast na rysunku 2 przedstawiono wyniki
otrzymane przy uzyciu spektrofotometru UV/Vis.

Tabela 2. Zmiany metnosci w czasie [NTU] zmierzone dla suspensji kaolinitu, bez i w obecnosci polimerow
anionowych (PAM i skrobi), w pH 7 [opracowanie wiasne]

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 obecnosci polimeréw anionowych (PAM i skrobi), w pH 7 [opracowanie wlasne]

W pH 7 suspensja kaolinitu jest stosunkowo stabilna. Wskazuja na to wysokie
warto$ci absorbancji, a takze duza me¢tnos$¢ uktadu. W tych warunkach czastki ciata
stalego sa rownomiernie rozmieszczone w uktadzie, a ich agregacja jest minimalna.
Pewien wktad w to zjawisko ma stabilizacja elektrostatyczna. Ujemnie natadowane
czastki ciala stalego s3a otoczone warstewkami jonéw sodowych (pochodzacych
z elektrolitu  podstawowego), ktore zapobiegaja ich wzajemnym kontaktom.
Stabilizacji tej sprzyjajg rowniez ujemne wartosci potencjatu dzeta kaolinitu.

Dodatek polimeréw anionowych przyczynia si¢ do pogorszenia stabilnosci uktadu.
W obecnosci zwigzkéw wielkoczasteczkowych absorbancja suspensji kaolinitu jest
znacznie mniejsza niz ta zmierzona pod ich nieobecnos¢. Podobnie metnos¢ uktadow
zawierajagcych polimer jest wyraznie mniejsza niz ta obserwowana dla uktadéw bez
polimeru. Oznacza to, ze w ukladzie zachodzi agregacja czastek ciata stalego.
Tworzone sg agregaty o znacznych rozmiarach, ktore opadajg na dno naczynia pomia-
rowego. W rezultacie obserwuje si¢ stopniowe klarowanie ukladu. Zaobserwowana
destabilizacja suspensji kaolinitu jest glownie zwigzana z flokulacjg czgstek ciata
stalego w obecnosci zwigzkow wielkoczasteczkowych. Wykorzystane w doswiad-
czeniach substancje polimerowe majg wystarczajaco duza mase czasteczkowa, aby
adsorbowac sie na dwoch lub wiecej czastkach kaolinitu jednoczesnie. W ten sposob
tworzone sa ,,mostki polimerowe”, ktore sprzyjaja agregacji ciala statego. Opisywane
zjawisko flokulacji jest wysoce prawdopodobne przy niskich wielkosciach adsorpcji
polimeréw. A wiasnie takie zostaly odnotowane dla poliakryloamidu anionowego
i skrobi anionowej na powierzchni kaolinitu.

Tworzenie agregatow mineratlow ilastych jest wysoce korzystne dla srodowiska
glebowego. Przedstawione rezultaty zostang w przysziosci uzupelione o pomiary
wielkosci czastek mineralow glebowych bez i w obecnosci zwigzkow wielkoczastecz-
kowych, a takze pomiary wytrzymatosci mechanicznej i porowatosci powstajacych
skupisk ciala statego. Niemniej jednak, na podstawie uzyskanych do tej pory wynikow
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mozna stwierdzi¢, ze polimery anionowe sg substancjami sprzyjajacymi agregacji
mineratow ilastych. W rezultacie zwigzki te zmniejszaja podatnos¢ fazy stalej gleby na
erozj¢ wodng i wietrzng.

4. WhniosKi

Na podstawie przeprowadzonych prac do$wiadczalnych mozna sformutowac

nastgpujgce wnioski:

zar6wno poliakryloamid anionowy, jak i skrobia anionowa adsorbuja si¢ na
powierzchni kaolinitu w pH 7,

zaadsorbowana ilo§¢ polimeréw anionowych jest niewielka ze wzgledu na
odpychanie elektrostatyczne wystepujace pomiedzy powierzchnig ciata statego
i makroczasteczkami,

adsorpcja zwiazkow wielkoczasteczkowych przyczynia si¢ do bardziej ujemnych
warto$ci potencjatu dzeta czastek kaolinitu, co jest glownie podyktowane
zjawiskiem odsunigcia plaszczyzny poslizgu przez zaadsorbowane tancuchy
polimerowe,

w obecnosci polimeréw anionowych agregacja kaolinitu jest silniejsza, poniewaz
w ukladzie zachodzi zjawisko flokulacji mostkowe;.
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Wplyw anionowych zwigzkéw wielkoczasteczkowych na agregacje mineralow
ilastych

Streszczenie

Erozja to zjawisko szczegolnie zagrazajace polskim glebom. Prowadzi ona do wymywania badz wywie-
wania materialu glebowego z jednego miejsca w drugie, niszczenia powierzchniowej warstwy gleby,
atakze zubozenia podloza w substancje odzywcze. Jednym ze sposobow przeciwdzialania erozji jest
zastosowanie r6znego rodzaju zwigzkow wielkoczasteczkowych. W tej pracy zbadano efektywnos¢ dwoch
polimeré6w w poprawie agregacji wybranego mineratu ilastego — kaolinitu. Do do$wiadczen wybrano
anionowy poliakryloamid i anionowa skrobi¢, ktdre charakteryzowaly si¢ biodegradowalno$cig oraz
wysoka masg czasteczkowa. Badania obejmowaty pomiary wielkosci adsorpcji polimeréw na powierzchni
kaolinitu, ktére przeprowadzono z wykorzystaniem spektrofotometru UV/Vis. Wykonano réwniez
pomiary potencjatu dzeta czastek, ktore dostarczyty informacji o tadunku ptaszczyzny poslizgu ciala
stalego, bez i w obecnosci zwigzkow wielkoczasteczkowych. Agregacj¢ mineratu ilastego oceniono
W oparciu o pomiary zmian mgtnosci suspensji kaolinitu w czasie, przeprowadzone z wykorzystaniem
spektrofotometru  UV/Vis i turbidymetru. Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze zar6wno
poliakryloamid, jak i skrobia adsorbuja si¢ na powierzchni kaolinitu i przyspieszajg agregacje ciata statego.
W ich obecnosci tworzone sg agregaty o znacznych rozmiarach, ktére szybko sedymentuja na dno
naczynia. W przyszloéci zostana przeprowadzone kolejna badania. Zmierzona zostanie m.in. stabilno§¢
mechaniczna agregatow glebowych utworzonych w obecnosci substancji polimerowych.

Stowa kluczowe: adsorpcja, poliakryloamid anionowy, skrobia anionowa, stabilno$¢, potencjat 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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