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prof. zw. dr hab. Maria Cieslak-Golonka, profesor Poli-
techniki Wroctawskiej. Absolwentka Uniwersytetu Marii
Curie-Sklodowskiej w Lublinie. W 1974 roku doktorat
z chemii koordynacyjnej wolframu ktéry wykonywata
pod kierunkiem prof. Adama Barteckiego. Habilitowata
sie w roku 1993 na podstawie publikacji dotyczacych syn-
tezy i spektroskopii elektronowej zwigzkéw chromu(VI)
W ostatnich latach Jej zainteresowania poszerzone zostaly
o badania nad farmaceutykami nieorganicznymi. Jest
autorka i wspotautorka ponad stu prac w czasopismach
o zasiggu i miedzynarodowym. Pelni funkcje wiceprezesa

Oddzialu Wroctawskiego PTChem.

dr Jan Starosta, urodzit si¢ w 1936 roku w Gostyniu
Poznanskim. W latach 1954-1959 studiowal chemie na
Uniwersytecie Wroctawskim. Po jej ukonczeniu pod-
jal prace naukowo-dydaktyczng w II Katedrze Chemii
Nieorganicznej Politechniki a od roku 1968 w Instytucie
Chemii Nieorganicznej i Metalurgii Pierwiastkéw Rzad-
kich tej Uczelni. Prowadzil badania dotyczace problema-
tyki réwnowag w roztworach zwigzkéw kompleksowych,
a takze biometalurgii. W roku 1967 obronit prace doktor-
ska, ktorej promotorka byla Profesor Bogustawa Jezow-
ska-Trzebiatowska. Jest aktywnym czlonkiem Polskiego

Towarzystwa Chemicznego. Wielokrotnie byl wybierany do Zarzadu Wroctaw-
skiego PTChem oraz do Centralnej Komisji Rewizyjnej tej organizacji. Byl orga-
nizatorem i kierownikiem Studium Podyplomowego dla Nauczycieli. Jest wspdtau-
torem podrecznika akademickiego pt. Wstep do chemii koordynacyjnej, autorstwa
Marii Cie$lak-Golonki, Jan Starosty, Marka Wasielewskiego, wydanego w roku 2010
przez Wydawnictwo Naukowe PWN.



ADAM BARTECKI (1920-2010) - SZKIC O ZYCIU I TWORCZOSCI 535

Scientia nihil est quam veritatis imago
Sir Francis Bacon

Sentencja powyzsza, najkrocej ujmuje to,
czemu Profesor Bartecki stuzyl calym swoim
zyciem czyli wytrwalemu poszukiwaniu prawdy
poprzez ponad 60-letnig dzialalno$¢ naukows.
Kazda praca jest nierozerwalnie zwigzana z histo-
rig czlowieka a zatem nalezy zacza¢ od poczatku,
od miejsca, gdzie wszystko sie zaczeto.

Stanistawow-Lwéw-Zlotniki

Adam Barteckiurodzitsie 17 marca 1920 roku w Stanistawowie w rodzinie urzed-
niczejMinyiMaksymiliana. Region, wktorym lezal Stanistawow, to byly Polskie Kresy.
Kresy... bogate, stare, pigkne stowo. Jest w nim obszar i przestrzennos¢, bezkres row-
nin falujgcych, oddalenie od swiata i wicher stepowy — pisata Zofia Kossak-Szczucka.
Stanistawow to byly kresy Kreséw. Miasto usytuowane na przedgdrzu Karpat, ktore
liczyto w okresie migdzywojennym 60 tys. mieszkancow zalozyt w 1663 roku Jedrzej
Potocki - imi¢ Stanistaw nosit zaréwno syn jak réwniez ojciec Jedrzeja, stynny
Rewera Potocki. D’Alerach, francuski kupiec tak pisal w roku 1684: Najwigkszym,
najpiekniejszym miastem na Pokuciu jest Stanistawéw. Rynek, budynki, mieszkaricy
jak i arsenal przewyzsza wszystkie inne. Mieszkaticy bardzo bogaci. Sprawiedliwie,
Stanistawow jest sercem Krolestwa (...).

Tu wlasnie w stanistawowskiej farze Henryk Sienkiewicz umiescit scene
pogrzebu Michala Wotodyjowskiego. Wydaje sie, ze w murach kosciota jeszcze sty-
cha¢ echo glosu ksiedza Kaminskiego: Dlaboga, panie Wotodyjowski! Larum grajg!

Wybitni stanistawowianie to m.in. Franciszek Karpinski (1741-1825), poeta,
autor m.in. stynnej koledy Bdg sig rodzi; Mieczystaw Romanowski (1834-63), poeta,
patron szkoly do ktdrej uczeszczal Adam Bartecki — Mieczystaw Romanowski zgi-
nat w powstaniu styczniowym; Albin Dunajewski (1814-94), kardynal krakowski;
Bogustawa Jezowska-Trzebiatowska (1908-1991), zalozycielka wroctawskiej szkoty
chemii koordynacyjnej. W Stanistawowie urodzony byt réwniez oraz spedzit dzie-
cinstwo i mlodo$¢ Stanistaw Sosabowski (1892-1967), jeden z najwybitniejszych
generalow polskich XX wieku.

Jak wszystkie miasta kresowe, Stanistawéw byl mozaika narodowosciowa w kto-
rej dominowali Polacy i Rusini (Ukraincy), bylo tam tez wielu Ormian, Niemcow,
Lemkow i Zydow.

Ojciec przysztego profesora Adama Barteckiego byl urzednikiem w firmie
ubezpieczeniowej, matka za$ zajmowala si¢ wychowywaniem dzieci. Adam byl
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najmlodszym sposrdd tréjki rodzenstwa. Jego rodzice przed I-sza wojng $wiatowa
mieszkali w rdzennej Austrii, stad matka znala bardzo dobrze jezyk niemiecki
i mogla tego jezyka od najmiodszych lat nauczaé swoje dzieci. Ponadto, Adam uczyt
sie dwdch kolejnych jezykow obcych tj. ukrainskiego (ruskego) i taciny, w szkole
podstawowe;j.

Stynne I Gimnazjum i Liceum im. Mieczystawa Romanowskiego w Stanistawo-
wie do ktérego uczeszczal Adam Bartecki stalo si¢ tematem wspomnieniowego arty-
kutu Profesora, ktory napisal z okazji swojego 85-lecia urodzin [1]. Szkota ta, zwana
Collegio Stanislaopolitano byla zalozona w XVII w. na wzér Akademii Zamoyskiej
przez Jedrzeja Potockiego i byla najstarsza w miescie, stanowila tak jak chcial jej
Zalozyciel, ognisko promieniujgce na cate Zadniestrze [2] - uczyli w niej m.in. dok-
torzy Wszechnicy Jagielloniskiej. W roku 1722 powstalo z niej Kolegium Jezuickie
nawiazujace do tradycji Akademii, ktore przezywa rozkwit w latach 1730-1760.
Po I-szym rozbiorze Polski i rozwigzaniu Zakonu w roku 1773, szkola przeszla
pod zarzad panstwa austriackiego, z niemieckim jezykiem wyktadowym. Dopiero
w polowie XIX wieku wprowadzono polski i ruski jako jezyki wyktadowe. W okresie
II-giej Rzeczpospolitej, I Gimnazjum i Liceum im. M. Romanowskiego nalezalo do
najlepszych szkét w miescie. Miala ona wspanialg biblioteke liczaca kilka tysiecy
ksigzek i jak pisal dr Jozef Zielinski, historyk: (...) Biblioteka naszego gimnazjum pod
wzgledem swojej wartosci naukowej stoi na pierwszym miejscu wsrod reszty bibliotek
stanistawowskich [2]. W szkole istniata rowniez czytelnia czasopism zagranicznych.

Szkota miata profil humanistyczny, ale Adam Bartecki szczegélnie upodobat
sobie matematyke. Kazimierz Waligéra, wychowawca klasy, do ktorej uczeszczal
Adam potrafil zainteresowa¢ mlodziez tym przedmiotem poprzez m.in. organizacje¢
dodatkowych zaje¢ samoksztalceniowych. Doceniajac zdolnosci jezykowe ucznia,
profesor Maksymilian Freszel, germanista powierzyl mtodemu Adamowi opieke nad
zbiorem niemieckojezycznym szkolnej biblioteki. Niestety, prawie cala inteligencja
stanistawowska (ponad 250 oséb), w tym wyzej wymienieni nauczyciele, zgingta
z ragk niemieckich w czasie II wojny $wiatowej, w wiekszosci w sierpniu 1941 roku.
Adamowi wojna zabrata zaré6wno rodzicow, ktérych widzial ostatni raz w kwietniu
1941 roku, jak i wielu innych cztonkéw rodziny.

17 wrze$nia 1939 roku do Stanistawowa wkroczyla Armia Czerwona. Zmienito
sie wszystko, miedzy innymi szkola, ktdra na wzdr sowiecki stala sie dziesieciolatka.
Adam zostal uczniem ostatniej klasy licealnej z ukrainskim jezykiem wykladowym
— dlatego dopiero po wojnie juz w polskim Wroclawiu, w liceum przy ul Parkowej
jako uzupetnienie swiadectwa maturalnego, Adam Bartecki zdawat egzamin z jezyka
polskiego, historii i geografii.

W ostatniej klasie licealnej zainteresowal sie chemig, ktéra zafascynowala Go
do tego stopnia, zZe postanowil rozpocza¢ studia chemiczne w Lwowskim Instytu-
cie Politechnicznym, podlegtym wéwczas bezposrednio Moskwie - przedwojennej
Politechnice Lwowskiej.
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Po ukonczeniu dziesigciolatki w roku 1940 Adam Bartecki wyjechal do Lwowa,
gdzie zdawal egzamin wstepny na Wydzial Chemiczny. Egzamin ten obejmowat
matematyke, chemig i jezyk ukrainski. Jak wspomina: Mialem opanowanego catego
Tottoczke - chodzilo najpewniej o ksigzke autorstwa L. Brunera i S. Toloczki,
Chemia nieorganiczna, W-wa 1921, wyd. Gebethner i Wolft. Po przyjeciu na studia
mieszkal w akademiku przy ul. Abrahamowiczéw niedaleko Wzgérz Wuleckich.
Wykladowcami i studentami uczelni na ktdrej pobierat studia byli Polacy, stad
w wiekszosci wyklady prowadzone byly w jezyku polskim. Kierownikami katedr
Wydziatu Chemicznego byli tacy wybitni uczeni jak Wiktor Jakéb, Stanistaw Pilat,
Edward Sucharda i Adolf Koszt [3].

Fotografia 1. Fasada Gmachu Chemii Politechniki Lwowskiej, gdzie studiowal Adam Bartecki w roku akade-
mickim 1940/1941

Z tego pamietnego roku akademickiego 1940/1941, profesor Adam Bartecki
wspominal wielu nauczycieli. Uwazal za swoich mistrzéw m.in. Wiktora Jakéba,
wykladowce chemii nieorganicznej; Kazimierza Bartla, wykladowce geometrii
wykreslnej; Stanistawe Witekowa prowadzaca laboratorium chemiczne; Jana Wey-
ssenhofa, wykladowce fizyki, czy tez Adama Maksymowicza, wykladowce matema-
tyki. Po II wojnie $wiatowej, niektérzy profesorowie pozostali we Lwowie, z innymi,
m.in. Edwardem Suchardg i Wiktorem Jakobem, Adam Bartecki spotykal sie po
przesiedleniu na Ziemie Zachodnie. Chemik Stanistaw Pilat i matematyk Kazimierz
Bartel zostali zamordowani przez hitlerowcoéw wraz z innymi profesorami na Wzgo-
rzach Wuleckich, w lipcu 1941 roku.

Jak przedstawial w swoich wspomnieniach profesor Bartecki [4], najbardziej
frapowaly go analizy chemiczne. Czesto prof. Wiktor Jakéb w otoczeniu asystentow
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wizytowal laboratoria i zwracal uwage oraz udzielat rad pracujacym w nich mlodym
adeptom chemii. Adam Bartecki pisat:

(...) W moich wspomnieniach nie moze zabrakngc takze paru stow o matema-
tyce, chyba najwazniejszym niechemicznym przedmiocie naszych studiow. Wyktad
i (liczne) kolokwia prowadzit docent (czy profesor?) A. Maksymowicz. Niski, mocno
pochylony, po wejsciu na sale wyktadowg zwykt wycigga¢ z kieszeni jakis karteluszek
i po spojrzeniu nan i schowaniu do ubrania ,ruszat do ataku”. Musial mie¢ wspanialg
pamieé, bo wyktad toczyt si¢ gtadko, juz bez powtornego zaglgdania do kartki (...).
Profesor Maksymowicz byt niezwykle wymagajgcy, co dowodnie okazato sie podczas
kolokwiéw i co nawet stawalo si¢ tematem (bolesnych) zartow. I tak, na przyktad,
kolokwia z geometrii analitycznej mialy taki przebieg: Student stoi przy tablicy i biedzi
sie nad zadaniem, ktore podyktowat mu Profesor (odwrécony tytem). (...) delikwent
co$ méwi ale czesto mowi Zle, Profesor czeka, student wreszcie odpowiada dobrze.
Profesor stwierdza: ,,Zaliczam panu geometrie analityczng w zakresie prostej i kota (!),
material w zakresie nastepnych krzywych (np. elipsy, paraboli itd.) bedzie Pan zdawat
za tydzien (lub dwa) [4].

Do catkowitego zaliczenia letniej sesji egzaminacyjnej roku akademickiego
1940/1941 Adamowi Barteckiemu zabraklo zdanego egzaminu z chemii nieorga-
nicznej wyznaczonego na 23 (lub 24) czerwca. Jednak 22 czerwca 1941 roku rozpo-
czyna sie wojna sowiecko-niemiecka i 30 czerwca armia niemiecka zajmuje Lwow.
Za wyjatkiem paru szkdot zawodowych zamykane sg szkoly, w tym takze wyzsze
uczelnie — zamkniety zostal Lwowski Instytut Politechniczny. W przeddzien ataku
niemieckiego do Lwowa przyjechal ojciec aby cieszy¢ si¢ wraz z nim pomyslnie
zdanymi egzaminami i perspektywa otrzymania stypendium na rok nastepny. Nie-
stety, Adam Bartecki zmuszony byl powrdci¢ najpierw do rodzinnego Stanistawowa
a potem do Ztotnik kolo Podhajec gdzie pracowal jako laborant u swojej siostry,
ktora byta kierowniczka apteki. Praca ta, w pewnym sensie spowodowata, ze utrwalit
swoje wiadomo$ci z chemii oraz nauczyt sie podstawowych czynnosci dotyczacych
technik laboratoryjnych.

W Zlotnikach réwniez spotkal swoja przyszla zone Krystyne Radnicka, corke
lekarza i jednoczesnie pdzniejszego dowddcy jednego z oddziatéw Armii Krajowej.
Krystyna byla sanitariuszk tego oddzialu — po wojnie cz¢sto wspominala operacje
przeprowadzane w lesie u boku swojego ojca. W roku 1944 nastgpito drugie wejscie
Sowietow i ojciec Krystyny, dr Bogumit Radnicki za swojg dziatalno$¢ zostal wywie-
ziony na Syberie, gdzie przebywat 10 lat.

W polowie 1945 roku Adam Bartecki opuscil Kresy i zostal przesiedlony do
Mirska k/Jeleniej Gory, gdzie osiedlita si¢ jego siostra, ktéra ponownie rozpoczela
prowadzenie apteki. Totez, w latach 1945-1946, juz jako sila fachowa - wprawdzie
po jednym roku studiéw chemicznych lecz dwuletniej praktyce w Zlotnikach - kon-
tynuowal on prace w aptece.
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Okres wroctawski

Po wojnie w zrujnowanym Wroctawiu, organizowala si¢ Politechnika, ktéra
w tym okresie wraz z Uniwersytetem stanowila jedng uczelni¢: Ze wzgledu na fakt,
ze prof. Jakob w owym czasie przebywajacy w Gliwicach, przywidzt ze Lwowa pod-
stawowg dokumentacje dotyczacg studentéw tamtejszej Politechniki i dzigki Jego
zyczliwosci Adam Bartecki otrzymal dokument potwierdzajacy ukonczenie pierw-
szego roku studiow we Lwowie. Na jego podstawie i pod pewnymi warunkami, m.in.
uzupelnienia przedmiotéw maturalnych, mdgt rozpoczaé¢ rok akademicki 1946/47,
jako student drugiego roku Oddzialu Chemii Technicznej Wydzialu Matematyki,
Fizyki i Chemii Uniwersytetu i Politechniki we Wroclawiu. Jednakze kolejnym
warunkiem, ktéry nalezalo spelni¢, byto zaliczenie ¢wiczen z analizy jakosciowej
i ilo$ciowej. Profesor Trzebiatowski swoim charakterystycznym nosowym brzmie-
niem glosu stwierdzit: No nie, Panie Kolego, Pan juz zapomnial, byta wojna. Owszem,
zalicze Panu (wiczenia, ale tylko wstgpne. Tak wigc rok akademicki 1946/1947 -
drugi rok studiéw chemicznych - byl bardzo pracowity bo nalezato zda¢ dodatkowo
kilka przedmiotéw maturalnych oraz uzupelni¢ laboratorium z analizy jako$ciowej
i ilosciowej. Dzigki wielkiej pracowitoéci i ambicji Adama, nastepny rok akade-
micki (1947/1948) rozpoczal juz bez zalegtosci. W kolejnym roku akademickim
1948/1949, Adam Bartecki student IV roku chemii po wyborze specjalizacji zostat
zastepca asystenta w Katedrze Chemii i Technologii Wegla, ktora kierowat prof. Bta-
zej Roga (1895-1977), wybitny chemik o $wiatowej stawie [5-7]. Wobec tego Adam
Bartecki od 1 stycznia 1949 roku stal sie formalnie pracownikiem Politechniki Wro-
ctawskiej. Temat pracy magisterskiej zaproponowany przez Profesora Roge zwigzany
byt z zagadnieniami ekstrakeji wegla brunatnego mieszaning alkoholi. Tytul pracy
brzmial ,Wplyw skladu mieszanki benzolu i alkoholu etylowego oraz suszenia wegla
brunatnego na wydajnos¢ bituminéw”. Po uzyskaniu dyplomu w roku 1950 Adam
telegrafowat do swojej narzeczonej: Operacja udana-pacjent zyje. Prof. Roga zapro-
ponowal miodemu asystentowi badanie proceséw spalania paliw stalych - na ten
temat powstala w latach nastepnych trzycze$ciowa publikacja [8]. Adam Bartecki
przeszed! na Wydziale Chemicznym Politechniki Wroclawskiej wszystkie stopnie
naukowej kariery akademickiej: doktorat (1960), habilitacja (1965), profesura (pro-
fesor nadzwyczajny 1973 i profesor zwyczajny 1979). Od roku 1968 do przejscia na
emeryture w roku 1990 Profesor Bartecki pelnit funkcje kierownika Zaktadu Che-
mii Pierwiastkow Rzadkich im. W. Trzebiatowskiego w Instytucie Chemii Nieorga-
nicznej i Metalurgii Pierwiastkéw Rzadkich Wydzialu Chemicznego PWr. W latach
1982-87 byl dyrektorem tego Instytutu. W latach 1984-87 Profesor Bartecki pelnit
réwniez funkcje Prezesa Oddzialu Wroclawskiego Polskiego Towarzystwa Che-
micznego (dwie kadencje).

Adam Bartecki w roku 1950 poslubil Krystyne Radnicka z ktéra mial troje
dzieci: Janusza, Malgorzate i Ewe, doczekal si¢ czworga wnuczat: Karola, Agnieszki,
Marcina i Barnaby.
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Twérczos¢

Rozwoj i dzialalno$¢ naukowa Adama Barteckiego mozna podzieli¢ na trzy
gltowne okresy:

1. badania pod kierunkiem mistrzéw (1949-1965),

2. realizacja wlasnych zainteresowan i nauczanie mlodych (1965-1990) oraz

3. badania nad barwg (1990-2010).

Czas nauczycieli (1949-1965)

Czas nauczycieli rozpoczal si¢ od objecia stanowiska asystenta u prof. Rogi
i trwatl do usamodzielnienia si¢ poprzez habilitacje,w roku 1965. Jak wspomniano
wezesniej, bedac studentem IV roku (1949) Adam Bartecki i jego bliski kolega Stefan
Jasieniko zostali zastepcami asystentéw na Oddziale Chemii Technicznej Wydzialu
Mat.-Fiz.-Chem. Uniwersytetu i Politechniki we Wroctawiu [5,6]. Pierwszym wro-
clawskim mistrzem Adama Barteckiego byl wspomniany wcze$niej Blazej Roga
(1895-1977), absolwent Politechniki Lwowskiej, specjalista z zakresu fizykochemii
i technologii wegla, kierownik Zakladu Chemicznej Przerobki Wegla w Giéwnym
Instytucie Gérnictwa w Katowicach, pozniejszy cztonek PAN. Profesor Roga zachecit
mlodego adepta nauki do badan z zakresu zagadnien zwigzanych ze spalaniem wegli.
Z tego okresu pochodza pierwsze publikacje Adama Barteckiego dotyczace analizy
sktadu wegli brunatnych oraz sposobu oznaczania przebiegu spalania paliw stalych.
W latach 1952-1954 powstaly trzy publikacje zwigzane z praca Adama Barteckiego
w Katedrze Chemii i Technologii Wegla, z ktérej artykut O fotoelektrycznej metodzie
oznaczania przebiegu spalania paliw stalych, opublikowany w 1952 roku wydaje si¢
by¢ pierwsza pracg miodego uczonego [9-11]. Znacznie pdzniej, bo w 1961 roku,
zostala opublikowana ostatnia z tego cyklu trzyczesciowa praca dotyczaca zjawiska
$wiecenia naturalnych paliw stalych [8]. Chociaz okres ten byl owocny pod wzgle-
dem dorobku naukowego oraz przyniost pierwsze doswiadczenia w pracy badaw-
czej, to jednak tematyka zwigzana z chemig koordynacyjng stala si¢ dla mlodego
uczonego bardziej interesujaca. W zwigzku z tym w 1954 roku podjat decyzje o prze-
niesieniu do katedry Chemii Nieorganicznej II, kierowanej przez Bogustawe Jezow-
ska-Trzebiatowska. Zespo! jakim kierowata wowczas prof. Jezowska-Trzebiatowska,
obejmowal pracownikéw katedr Chemii Nieorganicznej Uniwersytetu i Chemii
Nieorganicznej II Politechniki. Pani Profesor na poczatek zaproponowata mtodemu
uczonemu badania nad rolg rozpuszczalnikéw niewodnych w ukltadach redokso-
wych, a konkretnie nad przebiegiem reakcji KMnO, z SnCl, w acetonie. Okazalo sig,
ze aceton nawet tzw. bardzo czysty zawieral domieszki, ktére redukowaly manga-
nian(VII) potasu. Zatem nalezalo oczysci¢ ten rozpuszczalnik, co zabrato badaczowi
okolo roku. Byla to benedyktynska praca. Ostatni etap oczyszczania przebiegal na
kolumnie destylacyjnej o siedemdziesieciu potkach teoretycznych. Doswiadczenie
pracy z rozpuszczalnikami niewodnymi bylo kontynuowane wlasciwie przez caty
ponad 60-letni okres pracy Uczonego. Wkrotce potem otrzymat kolejne zadanie
od prof. Jezowskiej-Trzebiatowskiej, dotyczace oznaczenia wplywu rozpuszczal-
nikéw na widma elektronowe metali, przede wszystkim zwigzkéw uranu(VI).
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Z tej tematyki w 1960 roku obronit prace doktorska pt. Widma absorpcyjne azotanu
uranylu i ich struktura w rozpuszczalnikach organicznych. W swoim doktoracie zwro-
cit szczegdlng uwage na strukture oscylacyjng widm elektronowych U(VI) i infor-
macje w nich zawarte, co pozwolilo m.in. na wyznaczenie odleglosci migdzyatomo-
wej uran-tlen w jonie UO;*, stalych sifowych wigzania i wartosci energii dysocjacji
w stanie podstawowym. Recenzentem pracy byl m.in. $wiatowej klasy fizyk z Toru-
nia, prof. Aleksander Jablonski (1898-1980). Praca doktorska na temat zwigzkdéw
uranu(VI) miescila si¢ w nurcie badan zespolu prof. Jezowskiej-Trzebiatowskiej,
gdyz w tym okresie istnialo duze zainteresowanie chemig i fizykochemia tych
polaczen. Wyniki badan prezentowano na konferencji po$wieconej pokojowemu
wykorzystaniu energii jadrowej, ktora odbywata si¢ w 1959 roku w Genewie oraz
zostaly opublikowane w 1962 roku w czasopismie Spectrochimica Acta [12]. Praca
ta byla wielokrotnie cytowana w literaturze. Do$wiadczenie uzyskane w badaniach
zwigzkow uranu(VI) stalo sie podstawg do rozszerzenia tej tematyki na inne formy
oksyjonéw metali, np. CrO;*.

Jeszcze przed doktoratem autor wyjechal do Szeged (Wegry) na dwumiesieczne
stypendium. Po kilku latach przyjechal ponownie na Wegry, tym razem do Buda-
pesztu i Pecsu, na zaproszenie do wygloszenia wykladow. Wtedy spotkat dr L. Langa,
redaktora atlasu widm absorpcyjnych wydawanego przez Wegierska Akademie
Nauk [13]. Dr Lang zaproponowal dr Barteckiemu czlonkostwo w komitecie redak-
cyjnym Atlasu. Od tego czasu regularnie w Bibliotece Wydzialu Chemicznego Poli-
techniki Wroctawskiej zaczety pojawiac si¢ ciemnogranatowe zeszyty atlasu widm
elektronowych Langa. Byt on obok atlasu Hershensona, waznym Zzrédlem infor-
macji z tej dziedziny spektroskopii. Tak oto spektroskopia elektronowa zwigzkow
koordynacyjnych, ktéra w omawianym okresie przezywala swoj burzliwy rozwoj,
stala si¢ gtéwnym narzedziem badawczym Uczonego. Chemicy wegierscy pozostali
szczegolnie bliscy Adamowi Barteckiemu - z niektérymi korespondowat do konca
zycia — echem tej przyjazni byl list do redaktora naczelnego Structural Chemistry,
Istvana Hargittaia, napisany przez prof. Barteckiego w roku 2010. Profesor dzigkujac
za numer okolicznosciowy czasopisma, ktory zostal wydany z okazji jego 90-tych
urodzin, powotywal si¢ na ponad potwieczng przyjazni z chemikami wegierskimi.

Réwniez w tym okresie Adam Bartecki odbywal dwumiesi¢czny staz w Rzy-
mie w grupie naukowej profesora Claudio Furlaniego, wybitnego fizykochemika
przedstawiciela tzw. rzymskiej szkoly chemii koordynacyjnej. Brat udzial w licznych
konferencjach i sympozjach zagranicznych m.in. Sztokholmie (1962), Tihany na
Wegrzech (1965) oraz St. Moritz w Szwajcarii (1966).

Po Marii Wronskiej (1958) i Lechu Pajdowskim (1959), Adam Bartecki byt trze-
cim doktorantem pani Profesor Jezowskiej-Trzebiatowskiej — dzieki zakrojonej na
szeroka skale jej wspolpracy z wieloma o$rodkami na $wiecie, mozliwy byl dostep
do najnowszych osiagnie¢ w dziedzinie chemii koordynacyjnej. W sytuacji, gdy ze
wzgledow politycznych trudne byty kontakty uczonych Wschodu i Zachodu, pani
prof. Jezowska-Trzebiatowska organizowata migdzynarodowe konferencje poswie-
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cone problematyce zwigzkéw kompleksowych. Na przyklad, w 1962 roku Adam
Bartecki byl uczestnikiem a takze sekretarzem konferencji: ,Theory and Structure of
Complex Compounds”, ktéra odbywala si¢ we Wroctawiu czy tez konferencji orga-
nizowanej w roku 1970 w Krakowie i Zakopanem - ,,XIII International Conference
on Coordination Chemistry” (ICCC).
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Fotografia 2. Przygotowywanie kolejnej konferencji. Od lewej siedza: L. Pajdowski, T. Mikulski, A. Bartecki,
prof. Jezowska-Trzebiatowska, J. Ziotkowski

W latach sze$édziesigtych i siedemdziesigtych ubieglego wieku bral réwniez
czynny udzial w Letnich Szkotach Chemii Koordynacyjnej w Karpaczu. Uczest-
nictwo w tych konferencjach bylto znaczace dla rozwoju kadry naukowej i integra-
cji polskich oraz zagranicznych osrodkéw akademickich. Dodatkowym efektem
powyzszych dzialan byly wspomniane wczesniej staze i udzial w prestizowych
konferencjach i sympozjach zagranicznych. Adam Bartecki w petni wykorzystywat
mozliwo$ci kontaktow z naukg $wiatowg poprzez udzial w konferencjach, publiko-
waniu swoich wynikéw w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym a takze we
wspotpracy z wybitnymi uczonymi, na przyktad V. Gutmannem z Austrii i S.P. Sinhg
ze Szwajcarii [15]. Jak wspominal, szczegoélnie utkwilo w Jego pamieci spotkanie
z Christianem C. Jérgensenem, w owym czasie najwigkszym specjalistg od spektro-
skopii elektronowej. ‘Guru’ chemii koordynacyjnej byl takze amerykanski uczony
Fred Basolo, z ktérym jak pisze, ,,spedzili wiele czasu dyskutujgc na tematy naukowe
lub po prostu gawedzqgc” [4].

Spektroskopia elektronowa byla dla niego najwazniejszym instrumentem
poznawczym w badaniu zwigzkéw kompleksowych metali przejsciowych ze szcze-
gblnym uwzglednieniem ugrupowan UOJ*, MoO* i CrO,Cl,. Problemy spektro-
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skopii elektronowej zwiazkéw chromu staly si¢ przedmiotem pracy habilitacyjnej
(1965). W swoim wykladzie habilitacyjnym Adam Bartecki przedstawil aktualne w
tamtym okresie teorie widm elektronowych pierwiastkdw przejsciowych, a kilka lat
pozniej (1971) ukazala si¢ pierwsza jego ksiazka zatytulowana Spektroskopia elektro-
nowa zwigzkow nieorganicznych i kompleksowych [16]. Wydana zostala przez PWN,
liczyta trzysta czterdziesci stron i zawierala imponujacy liczbe siedemset siedem-
dziesieciu pigciu pozycji literaturowych — publikacja ta posiada charakter podrecz-
nikowy; sktadata sie¢ z pieciu duzych rozdzialéw omawiajacych takie zagadnienia
jak widma atomow i czasteczek dwu- oraz wieloatomowych, a takze teorie widm
elektronowych. Ostatni rozdzial tej ksigzki przedstawia problemy symetrii i teorie
grup.

Czas nauczycieli (okreslenie A.B.) byt dla Adama Barteckiego bardzo owocny
i w pelni przez niego wykorzystany.

Czas uczniow (1965-1990)

Habilitacja otworzyla nowy etap dzialalno$ci Adama Barteckiego; zaréwno
naukowej, dydaktycznej jak i organizacyjnej. Byl to najdluzszy (1965-1990) i naj-
bardziej owocny okres pracy tego Uczonego. Gléwny przedmiot badan, to znaczy
spektroskopia elektronowa zwigzkéw koordynacyjnych zyskal swoje zastosowa-
nie w interpretacji wielu proceséw hydrometalurgicznych oraz zostal poszerzony
o zastosowanie metod numerycznych w analizie widm elektronowych.

Fotografia 3. Wyklad ze spektroskopii

Te najwazniejsze kierunki badan przetozyly sie na tematy prac doktorskich,
ktorych byt promotorem (Tabele A-C).

Profesor Adam Bartecki byl promotorem osiemnastu prac doktorskich.
Osmioro jego doktorantéw uzyskalo stopien naukowy doktora habilitowanego
(E. Ingier-Stocka, L. Rycerz, J. Myrczek, W. Apostoluk, W. Walkowiak, K. Kurzak,
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A. Sztejnberg, M.Cieslak-Golonka) a troje z nich zostalo profesorami tytularnymi
(W. Apostoluk, M. Cieslak-Golonka i W. Walkowiak). Dwoje doktorantéw pracuje
naukowo zagranica: M. Sowinska (Strasburg, Francja) i J. Masetko (Anchorage,
USA).

W oparciu o gtéwne kierunki zainteresowan naukowych Adama Barteckiego
tj. zwiazki kompleksowe w badaniach podstawowych i stosowanych oraz analize
komputerowa widm elektronowych, tematy proponowanych przez niego prac dok-
torskich w sposob bardzo ogoélny mozna podzieli¢ na trzy grupy. Nalezy podkres-
li¢, ze podzial ten ma charakter umowny, o czym $wiadczy m.in. praca doktorska
Malgorzaty Sowinskiej dotyczaca spektroskopii elektronowej komplekséw Ga(III)
iIn(III), w ktérej stosowano analize matematyczng widm elektronowych tych zwigz-
kow (Tab. 1A, poz. 5).

W Tabeli 1A podano informacje dotyczace doktoratow wykonanych w zakre-
sie badan podstawowych to znaczy obejmujacych synteze, wlasciwosci fizykoche-
miczne, w tym spektroskopie komplekséw wybranych jondw metali przejsciowych.

Tabela 1A. Autorzy oraz tytuly prac doktorskich dotyczacych badan podstawowych
w zakresie spektroskopii elektronowej zwigzkow kompleksowych
Table 1A. Authors and titles of the PhD theses related to basic research in electronic spectroscopy
of complex compounds

Rok
Lp. Doktorant Tytul pracy obrony
1. Danuta Dembicka Struktura i wlasnosci zwigzkéw kompleksowych Mo(VI). 1971
Wroctaw (1971)
2. Maria Cieslak Badania nad zwigzkami koordynacyjnymi W(IV) i W(VI) 1974
3. Jan Kaminski Spektroskopowe badania wlasciwosci i struktury oksykationowych | 1975
zwigzkéw kompleksowych wanadu(V)
4. Teresa Ttaczata Reakgje oscylacyjne w ukladzie: kwas organiczny-bromian potasu | 1977
kwas siarkowy-siarczan manganu”
5. Malgorzata Sowinska | Widma przeniesienia fadunku (CT) w zwigzkach Ga(III) i In(III) 1977

Druga grupa tematow prac doktorskich dotyczyta zastosowania komputerdéw
w chemii. Doktoranci tej grupy w wigkszosci byli absolwentami kierunkéw mate-
matycznych badz informatycznych. Wykaz tych tematéw podaje Tabela 1B. Trze-
cig, ostatnig grupe stanowia prace z zakresu zastosowan chemii koordynacyjnej
w hydrometalurgii (Tab. 1C).

Jeszcze raz nalezy podkresli¢, ze jest to jedynie podzial formalny, niechronolo-
giczny, w ktérym tematyka nie byta jednorodna. We wszystkich grupach podstawg
byty zwigzki koordynacyjne. Swiat tych zwigzkéw byl najczesciej widziany metoda
spektroskopii elektronowej, ktérej analiza dokonana w oparciu o programy kompu-
terowe dostarczala wielu interesujacych i waznych informacji, réwniez w zakresie
zastosowan w hydrometalurgii. Jak wida¢, w jednej osobie krzyzowaly sie nici pro-
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bleméw z pozoru oddalonych od siebie, ale tak naprawde tworzacych jedna, spdjna
calo$¢. Kazdy z ucznidw ,,przadl swojg nic”

Szczegblng atencja Profesor darzyl swoja pierwsza asystentke, Danute Dem-
bickg (1940-2009), ktora byla tworczg realizatorky Jego naukowych zainteresowan
w latach 60. i 70. Oksykationowa grupa uranylowa byla tak atrakcyjnym obiektem
badawczym, ze Profesor poszerzyt ten temat o inne formy oksyjonoéw. Jak si¢ okazalo,
poprzez ich szczegdlowa analize znaleziono indywidualne, charakterystyczne cechy
danej grupy oksymetalu i skorelowano je z takimi warto$ciami, jak na przyklad,
promien jonowy [17]. Korelacja promieni oksykationéw z przejsciami CT O->M
dokonana przez Adama Barteckiego i Jego zespol, byta obok analogicznej korelacji
promieni oksyanionéw opracowanej przez M.C.R. Symmonsa, waznym dowodem
na to, ze forma {MO}, zachowuje swojg tozsamo$¢ w widmach réznych zwigzkow i
nalezy ja traktowac jako trwate indywiduum chemiczne.

Dr Dembicka odznaczala si¢ ogromng pracowitoscig i rzetelnoscig swoich
badan. Po obronie doktoratu jeszcze kilka lat pracowata w Instytucie lecz ze wzgle-
déw rodzinnych przeniosta si¢ do Legnicy, gdzie pracowata w laboratorium $rodo-
wiskowym afiliowanym przy Urzedzie Miasta. Ostatnia wspolna ich praca dotyczyla
komplekséw jonéw metali o strukturze d° elektronowej z biekitem molibdenowym
[18].

W badaniach podstawowych waznym zagadnieniem byta preparatyka zwigzkow
koordynacyjnych metali, gléwnie przejsciowych [19]. Na szczegdlne wyrdznienie
zastuguje synteza kompleksu [VO,acac] (gdzie acac oznacza anion acetyloacetonia-
nowy) po raz pierwszy otrzymanego przez doktoranta Jana Kaminskiego [20]. Zwia-
zek ten stal si¢ prekursorem w syntezie wielu alkoholanéw V(V), ktére majg zna-
czenie katalityczne [21]. Inne spojrzenie na role komplekséw metali przejsciowych
przyniosly badania reakeji oscylacyjnych stanowigce tre$¢ pracy doktorskiej Teresy
Tlaczaly. Przedmiotem badan Doktorantki byly reakcje oscylacyjne w ukladach:
[kwas organiczny (malonowy, jablkowy)-bromian(V) potasu-kwas siarkowy(VI)-
siarczan(VI) manganu(II)], w ktoérych pojawia si¢ periodycznie utleniona barwna
forma katalizatora Mn’** (d*). Metoda spektroskopowa wykazano, ze w takich ukta-
dach jony katalizatora moga wystepowa¢ w formie komplekséw z kwasem organicz-
nym. Badano warunki wystepowania oscylacji oraz zaleznosci pomig¢dzy stezeniami
poczatkowymi reagentdéw a czasem indukcji i okresem oscylacji [22].

Nagromadzony material doswiadczalny w zakresie spektroskopii elektronowej
stal si¢ podstawg wprowadzenia metod matematycznych do analizy widm. Metody
te pozwalaly uzyskiwa¢ z widm, nowe, interesujace informacje. Pierwsza praca dok-
torska w ktorej wykorzystane zostaty metody rozktadu widm elektronowych wyko-
nana zostala przez Malgorzate Sowinska, chociaz pewne elementy analizy krzywych
spektralnych zawarte byly juz we wczesniejszych doktoratach prowadzonych przez
Profesora. Doktorantka analizowala widma elektronowe absorpcyjne i emisyjne
kompleksow Ga(III) i In(III) z bipirydylem i fenantroling [23].
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Nowy kierunek badawczy zwigzany z zastosowaniem komputeréw do analizy
widm elektronowych zostal zainicjowany i rozwijany przez Profesora w latach 70.
i 80. XX w. Jego realizacja miata swoje odbicie podczas kierowaniu piecioma pra-
cami doktorskimi (Tab. 1B). Do tego celu Profesor stworzyl zespdl, ktéry realizo-
wal obszerny, przemyslany i spdjny program badan. Powstala interdyscyplinarna
grupa, w sklad ktérej wechodzili: chemicy, w wigkszos¢ sktadajacy sie z pracownikow
Zakladu; matematycy, Z. Staszak i J. Myrczek; fizycy, L. Stelmaszek, J. Sottowski
oraz informatyk K. Wasko. Zespdt ten rozpoczal w Polsce rozwija¢ problematyke
zaawansowanego interpretowania widm elektronowych komplekséw metali przej-
$ciowych. Badania te stanowily nie tylko poznawczy lecz réwniez rozwijaly meto-
dologi¢ badawcza w tym zakresie.

Tabela 1B. Autorzy oraz wykaz prac doktorskich realizowanych w zakresie zastosowan komputeréw
w spektroskopii elektronowej
Table 1B. The authors and the list of PhD theses realized in the frame of computer applications
in the electronic spectroscopy

Lp. Doktorant Temat Rok

1. Aleksander Sztejnberg Okreslenie parametréw widm absorpcyjnych kompleksow okta- | 1977
edrycznych pierwiastkéw d-elektronowych

2. Krzysztof Kurzak Interpretacja elektronowych widm absorpcyjnych tetragonal- | 1983
nych komplekséw metali przejsciowych (d>d?, d’, d®) z zastoso-
waniem rozktadu ztozonych krzywych

3. Jozef Myrczek Komputerowa analiza elektronowych widm absorpcyjnych | 1984
zwigzkéw kompleksowych z uwzglednieniem przejs¢ d-d i
struktury wibronowej

4. Zbigniew Staszak Analiza komputerowa i interpretacja elektronowych widm | 1985
absorpcyjnych mieszanin komplekséw nastepczych

5. Krzysztof Wasko Organizacja systemu bazy danych spektralnych: ESTE-DBS 1986

Oprocz wyzej wymienionych doktoratéw (Tab. 1B), efektem zainteresowa-
nia Profesora Barteckiego, dotyczacego matematycznego podejscia do zagadnien
spektroskopowych byta monografia oraz pie¢ konferencji (w tym jedna miedzyna-
rodowa) poswieconych zastosowaniu komputeréw w chemii (rok 1987). Pierwsza
konferencja na ten temat ,,Mini- i mikrokomputery w chemii” odbyla si¢ w 1986
roku we Wroctawiu. Konferencje te mialy na celu zaréwno zapoznanie uczestnikow
z ta niezwykle szybko rozwijajaca si¢ dziedzing wiedzy ale tez integracja réznych
srodowisk uniwersyteckich i przemystowych zainteresowanych zastosowaniem
informatyki w chemii.

Badania nad szerokim zastosowaniem metod komputerowych w zakladzie
prof. Barteckiego zostaly zapoczgtkowane wspolpraca z Aleksandrem Sztejnbergiem
i Krzysztofem Kurzakiem. Gléwnym celem tych rozpraw byla préba opisu struktury
geometrycznej i elektronowej zwiagzkéw kompleksowych o symetrii oktaedrycznej
[24] (A. Sztejnberg) oraz tetragonalnej [25] (K. Kurzak). Dokonano tego na pod-
stawie poglebionej analizy widm elektronowych komplekséw jonéw metali przejs-
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ciowych. W opracowaniu metody ogélnej zaréwno rozkladu pasm jak i obliczen
parametrow pola krystalicznego mozna wyrdzni¢ dwa etapy:

1. Numeryczny rozktad widm elektronowych na krzywe Gaussa.

2. Obliczenia parametréw pola krystalicznego i oddzialywan miedzyelektro-

nowych w kompleksach.

W pracy doktorskiej Jozefa Myrczka (Tab. 1B, poz. 3) rozszerzono analize
widm elektronowych o widma wibronowe (elektronowo-oscylacyjne). Badania te
byty wazne gdyz Adam Bartecki w swoich wczesniejszych pracach wykazal wplyw
rozpuszczalnika na stopien wyksztalcenia struktury oscylacyjnej drgania v (U-O)
sprzezonego z przejsciem elektronowym CT (O->U). W pracy doktorskiej J. Myr-
czek zastosowal zmodyfikowana metode komputerowego rozkladu widm elek-
tronowych w taki sposéb, aby mozliwe bylo uwzglednienie struktury oscylacyjnej
(z zastosowaniem parametryzacji pasm skladowych progresji). Przedmiotem badan
byty zaréwno oksyjony uranu(VI), jak i zwiazki Cr(IV), a takze w okresie pdzniej-
szym Cr(VI) [26].

Praca doktorska Zbigniewa Staszaka dotyczyla analizy widm roztworéw kom-
plekséw nastepczych Ni(II) z etylenodiaming. Zaproponowano w niej odpowiedni
algorytm, ktory w pierwszym etapie wyznaczat liczbe skladnikéw mieszaniny kom-
plekséw a w kolejnym etapie ich charakterystyki spektralne (widma). W ramach
analizowanych ukladéw udato si¢ otrzymac i zanalizowa¢ widma wszystkich kom-
plekséw nastepczych [27].

Krzysztof Wasko, pracownik Instytutu Organizacji i Zarzadzania Politechniki
Wroctawskiej, w swojej pracy doktorskiej skonstruowal baze danych widm elektro-
nowych zwigzkéw kompleksowych. Baza EST-DBS (ang. Electronic Spectra of Tran-
sition Elements — Data Base System) zawierala charakterystyke widm np. kontury
pasm oraz ich przypisanie odpowiednim przejsciom elektronowym. Opis widma
obejmowal nazwe badanego zwiazku, jego strukture (symetrie), parametry pola
krystalicznego, zakres pomiarowy, polozenie i intensywno$¢ pasm oraz rodzaj sto-
sowanego rozpuszczalnika [28]. Tak szczegotowy opis widma pozwalal nie tylko na
gromadzenie danych, ale ich interpretacje.

Efektem intensywnych badan przedstawionego zespolu byla monografia pt.
Widma elektronowe zwigzkow kompleksowych. Metody analizy przetwarzania i gro-
madzenia danych przy uzyciu mikrokomputera (1987) [29] autorstwa grupy zajmu-
jacej sie zastosowaniem komputeréw w chemii.

Trzecig grupe problemdéw rozwijanych pod kierunkiem Adama Barteckiego
byty badania w zakresie chemii stosowanej. Na Wydziale Chemicznym zainicjowat
je profesor Wlodzimierz Trzebiatowski (1906-1982) i realizowal przy wspotudziale
swoich wychowankoéw: Aleksandra Bogacza, Jana Niemca, Franciszka Letowskiego,
Wiadystawy Mulak i Witolda Charewicza. Sprzyjajaca okoliczno$cig rozwoju meta-
lurgii chemicznej i hydrometalurgii byla eksploatacja pobliskich zt6z miedzi w rejo-
nie Glogowa i Lubinia. W efekcie nawigzala si¢ wspdtpraca pomiedzy Kombina-
tem Gorniczo-Hutniczym Miedzi w Lubinie, Instytutem ,,Cuprum” we Wroctawiu,
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Instytutem Metali Niezelaznych w Gliwicach a Politechnika Wroctawska. Przerébka
rud miedzi dostarczala wielu tematéw do opracowania, a w szczegdlnosci doty-
czyla mozliwosci zastosowania metod ,,nieogniowych” w uzyskiwaniu miedzi oraz
innych cennych metali jej towarzyszacych (np. Ag) zawartych w rudach i odpadach
poflotacyjnych. Réwnie waznym zrédtem tych pierwiastkéw byly szlamy anodowe
powstale w procesie elektrorafinacji miedzi. Wydzial Chemiczny Politechniki stat
sie znaczacym osrodkiem naukowym i dydaktycznym metalurgii miedzi oraz pier-
wiastkow jej towarzyszacych w zlozach. Wiedza Adama Barteckiego w zakresie
chemii koordynacyjnej, ktorg posiadt i rozwijat poczgtkowo w ramach wspotpracy
z profesor Jezowska-Trzebiatowska a nastepnie wspolnie ze swoimi doktorantami,
pozwolily zrozumie¢ i zinterpretowaé procesy technologiczne zachodzace podczas
przerobki rud miedzi. Szczegdlnie wspotpraca Profesora Barteckiego z Wiadystawa
Mulak pozwolila na wyjasnienie metodami spektroskopowymi wielu proceséw
towarzyszacych tugowaniu miedzi i innych metali z ich siarczkéw [30]. Wykaz prac
doktorskich prowadzonych w tym zakresie podano w Tabeli 1C. W kazdym z reali-
zowanych doktoratéw wazna byta znajomo$¢ proceséw kompleksowania, w szcze-
golnosci w ekstrakeji i flotacji, a takze w wyjasnieniu kinetyki i mechanizméw roz-
twarzania mineraléw bedacych naturalnymi sktadnikami rud metali.

Wladystaw Walkowiak, ktéry w swojej pracy zajal si¢ badaniem flotacji jonow
wybranych pierwiastkow grup 8-10 (dawna VIII podgrupa) [31], wykazat, ze o flo-
towalnosci jonow metalu decyduje gléwnie powstawanie w roztworze wodnym tzw.
sublatu, czyli nierozpuszczalnego polaczenia: jon metalu-kolektor flotacji. Dzigki
zastosowaniu unikalnej metody wskaznikéw promieniotwodrczych ustalono kinetyke
i mechanizm flotacji jonéw metali. Badania spektroskopowe — widma elektronowe
i oscylacyjne sublatéw jonéw Pt(IV) oraz Co(III) - pozwolily okredli¢ charakter
wigzan w tych kompleksach.

Do waznych badan podstawowych w zakresie hydrometalurgii nalezy zali-
czy¢ wyniki zawarte w pracach doktorskich Jerzego Masetki i Barbary Kozlowskiej
-Kolodziej.

W celu rozdzielania jondw metali obecnych w niskim stezeniu w rudach i odpa-
dach flotacyjnych Jerzy Masetko stosowal metody wymiany jonowej. Wzorowal
sie przy tym na metodach uzywanych do rozdzielania zwigzkéw kompleksowych.
Efektem tych badan bylo opracowanie tak zwanych portretéw fazowych w kinetyce
wymiany izotopowej [32] .

Barbara Kozlowska-Kotodziej pracowata nad mozliwoécig roztwarzania Ag,O
w obecnosci amoniaku i soli amonowych a takze rozpuszczalnikéw organicznych
w warunkach podwyzszonej temperatury [33]. Doktorantka wyznaczyla ilosciowa
charakterystyke procesu kompleksowania zachodzacego w uktadzie {Ag(I)-H,O-
NH,} - powstal model odzysku srebra, ktére wystepowato w postaci tlenku srebra
w szlamach anodowych po elektrorafinacji miedzi.

Tematyka pracy doktorskiej Romany Wojciechowskiej dotyczyla probleméw
geochemicznych réwniez zwigzanych z rudami Legnicko-Glogowskiego Okregu
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Miedziowego (LGOM). Oparta byla na badaniach termochemicznych (analiza TG/
DTG/DTA) prébek rud, na podstawie ktérych wyznaczono kinetyke ich rozkladu.

Kinetyce tugowania siarczkdéw metali poswiecone byly prace doktorskie Lucjusza
Dudy i Leszka Rycerza. Lucjusz Duda zajmowal si¢ badaniem mechanizmu roztwa-
rzania siarczkéw miedzi w ukladzie: Cu,S-zwigzek organiczny, gdzie zwigzek orga-
niczny oznacza uzywany rozpuszczalnik np. EDTA. Kinetyka tego heterogenicznego
procesu zalezy od ci$nienia parcjalnego tlenu i od pH roztworu. Zaproponowano
dwa etapy roztwarzania Cu,S w $rodowisku obojetnym i kwasnym: w pierwszym
jako produkt przejsciowy tworzy si¢ CuS, w drugim za$ powstaje kompleks miedzi
z EDTA i elementarna siarka. W $rodowisku alkalicznym zamiast siarki powstaje
SO,*. Z poréwnania energii aktywacji tych proceséw wynika, ze pierwszy etap ma
charakter dyfuzyjny a drugi przebiega w obszarze kinetycznym [34].

Praca doktorska Leszka Rycerza miescila si¢ w temacie ogélnym dotyczacym
oceny technologicznej przydatnosci krajowych rud zawierajgcych molibden. Dok-
torant zajmowal sie badaniem kinetyki i mechanizmem roztwarzania syntetycznego
MoS, w roztworach zawierajacych bromiany. Mechanizm ten okazal si¢ wieloeta-
powy, a jego produktami posrednimi byty jony Mo(V) i Mo(VI) przy czym ten
ostatni wystepowal w formie oksykationu MoO,* i oksyanionu MoO;~ [35].

Badania nad rola rozpuszczalnikéw niewodnych w procesie kompleksowania
jonéw metali, interesowaly Adama Barteckiego od poczatku jego pracy naukowe;
w zespole Profesor Boguslawy Jezowskiej-Trzebiatowskiej. Badania te nie tylko
mialy charakter podstawowy (obszerna praca doktorska Adama Barteckiego), ale
takze technologiczny, w szczegdlnoéci w poszukiwaniach metod otrzymywania cen-
nych metali. Dla przyktadu, jako rozpuszczalnik o znaczeniu strategicznym, w tech-
nologii przerébki rud uranu, stosowany byl fosforan tréjbutylowy (TBP). Adam
Bartecki wraz z Stanistawem Kopaczem pracowali nad mechanizmami ekstrakeji
réznych metali przy uzyciu TBP w ukladzie ciecz—ciecz [36].

Badaniem wplywu rozpuszczalnikéw amidowych na widma elektronowe
w ukfadach: chlorek kobaltu(II)-formamid, dimetyloformamid-H,O; zajmowata
sie w latach sze§¢dziesigtych Felicja Golinska, stazystka z Uniwersytetu Mikolaja
Kopernika w Toruniu. Badala widma elektronowe bezwodnego i uwodnionego
chlorku kobaltu(II) w rozpuszczalnikach amidowych [37].

Tematyka zwigzana z rozpuszczalnikami niewodnymi zajmowal sie Wiestaw
Apostoluk. kolejny doktorant profesora Adama Barteckiego (Tab. 1C). Badal on eks-
trakcje jondéw Cu(Il) i Fe(IIl) z roztwordw zawierajacych kwas kaprynowy (deka-
nowy), zwigzek organiczny z grupy kwaséw karboksylowych zawierajacy fancuch
alkilowy (C,H,,COOH). Na uwagg zastuguje wykazanie metodami spektroskopowa
i przewodnictwa elektrycznego obecnos$ci w fazie organicznej formy kompleksowe;j
Fe(III) zawierajgcej rdzen Fe O. Do interpretacji mechanizméw ekstrakcji zastoso-
wano metode analizy regresyjnej, ktdra pozwolila uzyska¢ pogtebiony obraz réwno-
wag ekstrakcyjnych w tych ukladach [38]. Ekstrakcja przy uzyciu kwaséw karbok-
sylowych byta twérczo kontynuowana takze po doktoracie.
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W tematyce rozpuszczalnikéw organicznych bardzo owocng byla wspolpraca
oraz czg¢ste kontakty z profesorem Wiktorem Gutmannem z Wiednia. Byl to wybitny
chemik austriacki, autor poczytnych monografii, ktdéry m.in. zaproponowat w latach
70. XX wieku donorowo-akceptorowy teorie rozpuszczalnikow [39].

Kolejna praca doktorska poswigcona byta kinetyce i mechanizmom roztwarza-
nia metali w rozpuszczalnikach organicznych i wodno-organicznych. Ewa Ingier-
Stocka w swojej pracy badata rozpuszczalnos¢ siarczanu kobaltu(II) w takich roz-
puszczalnikach jak formamid, DMF i glikol etylenowy oraz wyznaczyla ilo§ciowa
kinetyczng charakterystyke tych proceséw (stale szybkosci reakeji, rzedy reakeji
oraz energie aktywacji). Identyfikacje produktow w fazie stalej i cieklej przeprowa-
dzita metodami spektroskopowa i konduktometryczng. W oparciu o wyznaczone
parametry kinetyczne procesu rozpuszczania CoSO, okreslita mechanizm tych
reakcji. Zbadano takze wplyw zawartosci wody w polarnych rozpuszczalnikach na
mechanizm rozpuszczania CoSO, [40].

Wyniesione do$wiadczenia zwigzane z przygotowywaniem swoich prac dok-
torskich staly sie podstawg dalszego rozwoju naukowego doktorantéw Profesora
Barteckiego.

Tabela 1C. Autorzy oraz tytuly prac doktorskich dotyczacych badan podstawowych
w zakresie zastosowan badan podstawowych w hydrometalurgii
Table 1C. Authors and titles of the PhD theses related to application of fundamental research

to hydrometallurgy
Rok
Lp. Doktorant Tytut pracy obrony
1. | Wiladystaw Walkowiak Flotacja jondéw niektérych pierwiastkéw VIII podgrupy 1973

2. | Barbara Kozlowska-Kolodziej | Rownowagi chemiczne i elektrochemiczne w ukfadzie | 1974
Ag-H,O-NH, w temperaturach podwyzszonych

3. | Jerzy Masetko Model kinetyki wymiany jonowej zwiazkéw komplekso- | 1974
wych
4. | Romana Wojciechowska Fizykochemiczne badania wystepowania wegla w zlozach 1975
miedzi Dolnego Slaska
5. | Wiestaw Apostoluk Ekstrakcja niektorych metali 3d elektronowych kwasami | 1977
karboksylowymi
6. | Ewa Ingier-Stocka Kinetyka i mechanizm rozpuszczania siarczanu kobaltu(II) 1977

w polarnych rozpuszczalnikach organicznych

7. | Lucjusz Duda Mechanizm rozpuszczania siarczkéw miedzi w ukladzie: 1978
siarczek miedzi-ligand organiczny-rozpuszczalnik

8. | Leszek Rycerz Kinetyka i mechanizm roztwarzania syntetycznego dwu- 1985
siarczku molibdenu w roztworach bromianowych

Opiece Adama Barteckiego nad swoimi doktorantami nieodigcznie towa-
rzyszyla praca zwigzana z biezagcym przygotowywaniem seminariow, konferencji
i wykfadow. Rezultatem dwudziestoletniego okresu prowadzenia wykladu na temat
chemii pierwiastkéw przejSciowych byto napisanie przez Profesora ksigzki o tym
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samym tytule (Chemia pierwiastkéw przejsciowych), ktorej pierwsze wydanie uka-
zalo sie w 1987 roku, a nastgpne w 1996 [36]. Ksigzka ta, a wlasciwie doskonaly
podrecznik akademicki natychmiast zdobyt popularno$¢ wsérdd polskich studentow
i pracownikéw specjalizujgcych sie w dziedzinie chemii metali przejsciowych. Plany
dotyczace trzeciego wydania, Profesor konsultowat z najblizszymi wspdtpracowni-
kami, niestety nie zdazyt ich zrealizowac.

Ostatnie dwudziestolecie (1990-2010). Badania nad barwg.

Byl to okres w dzialalnosci Profesora, nie majacy nic wspolnego z tradycyj-
nym my$leniem o emeryturze. Od polowy lat osiemdziesiatych, czyli pod koniec
kariery zawodowej Profesor zajal si¢ problemem barwy zwigzkéw chemicznych.
Jak sie okazalo, byla to Jego wielka i ostatnia w Zyciu pasja naukowa. Inspiracja
dla podj¢cia badan nad tym problemem bylo obserwowane wielokrotnie oraz
znane z literatury zjawisko solwatochromizmu [3, 42] a takze szerokie zastoso-
wanie zwigzkéw barwnych w analizie chemicznej. Wraz z T. Tlaczalg, J. Myrcz-
kiem i K. Kurzakiem [43, 50] rozpoczal badania nad zaleznoscig ilosciowa zja-
wiska barwy od charakterystyki spektralnej danego zwiazku oraz parametru
rozszczepienia pola krystalicznego. W roku 1989 na konferencji w Jerozolimie
wyglosil referat pt. An Approach to Quantitative Estimation of Solvatochromism.
W referacie tym zaproponowal trzy wielkos$ci wazne w nauce o barwie: a) ener-
gia i intensywno$¢ pasm odpowiadajacych przejsciom elektronowym w widmie,
b) parametry pola ligandéw oraz c) parametry chromatyczno$ci w réznych rozpusz-
czalnikach. Publikacje po$wigcone barwie zostaly napisane juz po przejéciu Profe-
sora na emeryture — w tym tez okresie, rowniez organizowal konferencje na temat
barwy. W roku 1993 ukazata si¢ Jego pierwsza ksigzka z tej dziedziny pt Barwa
zwigzkéw metali [44]. Wedlug autora, na szczegélng uwage zastuguje rozdzial oma-
wiajacy barwe i kolorymetrie tréjchromatyczng zwigzkéw metali d-elektronowych.
W ksigzce opisano zaréwno problemy pierwiastkow d- jak i f- elektronowych (lan-
tanowcow). Duzo miejsca po$wigcono zastosowaniu i znaczeniu barwy w anali-
zie chemicznej a takze szczegdtowo przedstawiono problemy barwy w obiektach
makroskopowych, takich jak: mineraly, pigmenty, kamienie szlachetne oraz szkta
zawierajace metale przejsciowe. Ostatni rozdzial ksigzki dotyczyl barwy i jej znacze-
nia w nauczaniu chemii.

Powyzsza monografia stala si¢ podstawa do opracowania wraz z wybitnym
chemikiem brytyjskim Johnem Burgessem poszerzonej wersji anglojezycznej zaty-
tutowanej The colour of metal compounds, ktéra ukazata si¢ w roku 2000 nakladem
wydawnictwa Gordon & Breach Science Publishers [45].

W drugim wydaniu tej ksigzki, ktdre ma sie ukaza¢ w roku 2012 wspoétauto-
rem jest profesor Krzysztof Kurzak z Uniwersytetu Opolskiego. W omawianej edy-
cji zostang dotgczone wyniki badan nad barwg oparte przede wszystkim na dwdch
duzych pracach przegladowych autorstwa Profesora i Krzysztofa Kurzaka opubli-
kowanych w czasopiSmie Reviews in Inorganic Chemistry [46]. Dodatkowo, zain-
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teresowania Profesora nanomateriatami, a w szczegdlnosci ich barwa, spowodo-
waly ze temu problemowi poswiecit jeden z rozdziatéw kolejnego wydania ksigzki
- w pierwszej edycji nie bylo na ten temat nawet wzmianki - te nowe informacje
sprawily, ze Wydawnictwo szybko zdecydowalo sie na wznowienie ksiazki.

Profesor Bartecki zmart nagle 30 sierpnia 2010 roku. Kilka dni przed $miercig
przestal Johnowi Burgessowi finalng wersje ksigzki [49].

Mistrz, Nauczyciel, Czlowiek

Cechg charakterystyczng metodyki naukowej Profesora byl czesty powrot
do wynikow wczesniejszych badan i tworcze ich poglebianie poprzez stosowanie
nowych metod. Tak bylo w przypadku badan nad zwigzkami chromu, struktura
oscylacyjna widm elektronowych czy badaniem roli rozpuszczalnikéw niewodnych.
Inng cechg bylo §ciste polaczenie eksperymentu z teorig przy czym pierwszenstwo
dawal eksperymentowi. Profesor byl autorem ponad trzystu publikacji.

Nie byl On fatwym szefem. Wymagal pracy wlasciwie bez ograniczen czaso-
wych. Cotygodniowe rozmowy indywidualne, co dwa tygodnie sprawozdania
pisemne i regularne seminaria nauczyly nas jednak systematycznosci wg zasady
Michata Aniota: ,codziennie jedna kreska” Czesto po takiej spowiedzi delikwent
wychodzil z gabinetu Profesora z przyspieszonym tetnem i zacisnigtymi pig§ciami.
Znoéw ktos otrzymal zadanie ponad sily. Wielu odeszto. Trzeba jednak przyznaé, ze
na ogdt doskonale wyczuwal stan ducha penitenta w danym momencie i dostosowy-
wal do tego swoje wymagania.

Gdy dzialo si¢ co$ interesujacego na stole laboratoryjnym, potrafil pyta¢ nawet
trzy razy na godzine: No i co? Wytrgcito sig? A gdyby tak? A moze tg metodg. Czasem
bylo to denerwujace, bo reakcje zachodzily wolniej niz chciataby tego ciekawosé¢
Profesora. W ten sposdb zaszczepit w nas niespokojnego ducha.

Do ostatnich swoich dni nie opuszczata Go pasja naukowa. Przynosil swoim
uczniom wydruki z komputera dotyczace najnowszych prac z dziedziny nanochemii
i goraco zachecat do prowadzenia badan w tym kierunku.

Kiedys przyniost artykut dotyczacy nowej koncepcji ukladu okresowego opar-
tej na paradygmacie nanonauki, dotyczacym wlasciwosci materii jako funkcji wiel-
kosci badanych obiektéw. W tym konkretnym przypadku byta to mozliwo$¢ przed-
stawienia wlasciwosci jednego pierwiastka za pomoca klastera innych pierwiastkow
- zdarzenie to stalo si¢ przedmiotem diugiej dyskusji w zespole.

Rozmowy z Profesorem byly zawsze bardzo inspirujace. Zaréwno, gdy oma-
wiany byl jaki§ powazny naukowy problem, jak i te z gatunku ,lekkich”. Nie bylo
jednak tematow banalnych. Szczegélnie w ostatnim dwudziestoleciu Jego zycia, gdy
zwolnil tempo pracy i ztagodnial wida¢ bylo, jak piekna moze by¢ staro$¢ czlowieka,
ktéremu zdrowie i sily pozwalaly na dzielenie sie mgdroscig i uSmiechem z innymi.

Osiaggniecia naukowe Profesora zostaly docenione przez wladze Wydzialu
i Uczelni. Uhonorowano go kilkoma odznaczeniami i nagrodami m.in. Krzyzem
Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski, Zlotym Krzyzem Zastugi, Ztota Odznaka
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Politechniki Wroctawskiej, Medalem z Okazji Pierwszego Wyktadu na Politechnice
Wroctawskie;j.

W uznaniu zastug dla Adama Barteckiego, wladze Uczelni oraz macierzystego
Instytutu/pozniej Wydziatu, uroczyscie obchodzily zaréwno przejscie na emeryture
(Fot. 4), jak i jego znaczace rocznice urodzin (Fot. 6). [47, 48].

Fotografia 4. Profesor Jezowska-Trzebiatowska z uczniami (1990). Od lewej: Adam Bartecki, Bogustaw Kedzia
i Walter Wojciechowski

Jak wspomniano wczesniej, w zwigzku z 90-ta rocznicg ukazal si¢ specjalny
numer czasopisma Structural Chemistry (Springer), ztozony z dwudziestu jeden ory-
ginalnych prac polskich i zagranicznych autoréw, dedykowanych Jego osobie [14].

Profesor miat w sobie pewng szarmanckos¢ i delikatno$¢, co czesto podkreslaty
kobiety. By¢ moze byly to cechy kresowe. Jak wspominata prof. Zofia Gregorczyk
»Nigdy mnie nie spotkala z Jego strony jakas zniewaga” By¢ moze dlatego w Jego
otoczeniu wiele bylo kobiet. Do wiernych i oddanych pracownikéw nalezy zaliczy¢
m.in. inz. Mari¢ Zieniewicz-Raczko (Fot. 5), ktdéra z wielka starannoscig wykony-
wala pomiary elektronowych widm absorpcyjnych a takze uczestniczyta w niektd-
rych programach badawczych.

Fotografia 5. Z inz. Marig Zieniewicz-Raczko przy spektrofotometrze (lata 60. XX w.)
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Do konca zycia Profesor aktywnie uczestniczyt w zyciu spotecznosci naukowe;
poprzez udzial w seminariach i uroczystych wydarzeniach Uczelni.

Zainteresowania Profesora nie ograniczaly sie wylacznie do zagadnien badaw-
czych. Do ostatnich chwil swojego zycia nieobce byly Mu sprawy zwigzane z zyciem
spofecznym i politycznym, ktére $ledzil w prasie, radiu, telewizji a takze w interne-
cie, a ktdre chetnie komentowat na spotkaniach towarzyskich.

Obok nauki najwigkszg pasja Profesora byla muzyka. Byt wielkim wielbicielem
muzyki klasycznej, w szczegdlnosci takich kompozytoréw jak Mozart i Beethoven.
Najchetniej stuchal koncertéw skrzypcowych tych mistrzow. Czesto mozna byto Go
spotka¢ na koncertach w Filharmonii Wroclawskiej, gdzie miat state miejsce.

Fotografia 6. Vivat Maestro! Profesor ze swoimi doktorantami na uroczysto$ci Jubileuszu 85-lecia Jego urodzin
(2005). Od lewej stoja: Leszek Rycerz, Grazyna Tlaczata, Profesor Adam Bartecki, Ewa Ingier-
Stocka, Maria Cie$lak-Golonka, Zbigniew Staszak i Wiestaw Apostoluk. Drugi rzad od lewe;j:
Jozef Myrczek, Krzysztof Kurzak, Aleksander Sztejnberg, Wiadystaw Walkowiak, Jan Kaminski,
Krzysztof Wasko

Uroczystos¢ 90-lecia jego urodzin, otworzyl fragment ulubionej przez Pro-
fesora symfonii Nr 40 g-mol W.A. Mozarta. Na tej uroczystosci Profesor wyglosit
swoj ostatni wyklad pt. O meandrach rozwoju wiedzy o barwie. Szczegdlnym prezen-
tem urodzinowym byl utwér muzyczny dedykowany Profesorowi napisany przez
chemika i muzyka prof. Piotra Drozdzewskiego. Jego tytul brzmial Cztery barwne
wariacje na temat statej Plancka. Uroczysto$¢ ta, ktora miata miejsce 27 marca 2010
roku w Starej Sali Senatu Politechniki Wroclawskiej, w sposéb symboliczny wyrazita
najwazniejsze pasje zyciowe Jubilata [47, 48].
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Jak napisal we wspomnieniu John Burgess, wspofautor ksigzki o barwie (...)
Profesor Bartecki nalezat niewgtpliwie do ludzi szczesliwych gdyz udato mu sie
zrealizowac dziewiecdziesigt dziewigé procent zamierzen. By¢ moze ten jeden pro-
cent stanowiloby ujrzenie drugiego, poszerzonego i uzupetnionego wydania ksigzki
»The Colour of Metal Compounds” [49].

Nalezy zywic nadzieje, Ze Jego wychowankowie, ich uczniowie i kolejne pokole-
nia w swoich poszukiwaniach prawdy, beda kontynuowaly idee i pasje Mistrza.
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ABSTRACT

This work presents systematically enzymes which can be obtained form animal
tissue and their applications in synthesis of pharmaceuticals and nonracemic orga-
nic compounds. It lays out similarities in procedures of isolation and purification of
particular enzymes. Such procedures usually are so simple that they can be used in
every industrial or research laboratory.

Most animal enzymes are well-investigated and their structures and substrate
specificity are known. They are used as biocatalysts in many chemical processes.
Others were used in one or a few reactions but their natural substrates and bioche-
mical properties are described. Trials of predicting potential applications of such
enzymes and other substrates for them were done.

In this part typical applications of hydrolases: lipases (porcine pancreatic
lipase [8-17], lamb pregastric lipase [22]), esterases (porcine, horse liver esterase,
liver acetone powders [34-43, 46]), L-aminoacylase [48, 49], pepsin [56], trypsin
[58, 59], imidase [52, 53], aldohexose hydrolases [60, 62-64], nucleotide pyrophos-
phatase [65]; were described.

Also examples of immobilized [10, 32] or recombined [49] enzymes are given
in the text. These modifications enhance catalytic properties or reduce costs of using
enzymes.

In practical applications a biocatalytic effect of enzymes from animal sources
is often compared with microbial ones. This text is focused on processes where ani-
mal enzymes gave much better results (yield and enantioselectivity) than micro-
organisms. They are also proper, unlike whole microorganisms, to investigate and
computer analysis of mechanism of the reaction. Enzymes isolated from animal
tissues usually have well-defined structure of active site which is a key to predict
mechanisms.

Keywords: animal enzymes, biocatalysis, organic synthesis, applications of
hydrolases

Stowa kluczowe: enzymy zwierzece, biokataliza, synteza organiczna, zastosowania
hydrolaz
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WSTEP

Wspolczesna chemia organiczna jest dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzina
wiedzy, w ktdrej coraz powszechniej stosuje si¢ reakcje katalizowane przez proste
i zlozone uklady katalityczne. Niewatpliwie enzymy sg biokatalizatorami o zlozo-
nej strukturze, ktore katalizujg roznego typu reakcje chemiczne. Wysoka selektyw-
no$¢ substratowa enzymow, jako biokatalizatoréw reakeji chemicznych umozliwia
uzyskanie odpowiednich produktéw z wysoka chemo-, regio- i stereo- selektyw-
noscia. Dlatego tez we wspolczesnych laboratoriach chemicznych enzymy sa juz sto-
sowane w rutynowych eksperymentach, co nie budzi zadnych zastrzezen. Ponadto
reakcje katalizowane przez enzymy spelniajg wszystkie wymagania zielonej chemii,
ktorych spetnienie jest niezwykle wazne w eksperymentach laboratoryjnych i pro-
cesach przemyslowych. Zalecenia organizacji miedzynarodowych ida w kierunku
wprowadzania nowych metod wytwarzania zwigzkéw chemicznych dla ktérych
ucigzliwos¢ srodowiskowa jest niewielka. Poniewaz wiekszos¢ reakeji katalizowa-
nych przez enzymy przebiega w fagodnych warunkach pod cisnieniem atmosferycz-
nym i w temperaturze pokojowej lub niewiele wyzszej zainteresowanie procesami
biokatalitycznymi roénie. Niestety, wysoka selektywno$¢ substratowa enzymow
wymusza stosowanie szerokiej gamy biokatalizatoréw, ktére sa trudno dostepne
komercyjnie. Wydaje si¢, wiec, ze nalezy szerzej korzysta¢ ze zrddel naturalnych,
w ktorych wystepuja enzymy w duzych ilo$ciach. Bariera trudna do pokonania
jest jednak brak wiedzy i umiejetnosci korzystania z tych zasobdw, co jest bardzo
istotnym ograniczeniem. Dlatego wydaje sie celowe przedstawienie ogélnej metody
wydzielania i izolowania enzymoéw z tkanek zwierzecych, ktore sg powszechnie
dostepnym zrédtem tych biokatalizatordéw, wskazujgc przy tym na ich prostote
i uniwersalno$¢. Poniewaz omoéwienie wszystkich klas enzymoéw nie jest mozliwa
w ramach tylko jednej publikacji w niniejszej czg¢sci zostanie przedstawiona ogdlna
metoda izolowania enzymoéw z komdrek zwierzecych oraz zastosowanie hydrolaz
w syntezie organicznej i biokatalizie.

W pracy przedstawiono réowniez wybrane przyklady zastosowania enzymow
rekombinowanych i immobilizowanych, ktére pierwotnie byly wydzielone z tkanek
zwierzecych. Szczegdlnie immobilizacja enzyméw umozliwia obniZenie kosztéw
procesdw poprzez zwickszenie wydajnosci a takze wielokrotne zastosowanie tego
samego biokatalizatora. Ten bardzo wazny aspekt biokatalizy byt oméwiony uprzed-
nio [1] i nie jest przedmiotem niniejszej pracy

1.1. ENZYMY

Enzymy sa to bialka o aktywno$ci katalitycznej (oprécz rybozymow, ale nie
sa one przedmiotem tej pracy i zostang pominigte), ktére nie zmieniaja réwno-
wagi reakcji, ale przyspieszajg ich przebieg dzieki obnizeniu energii aktywacji.
Ogdlnie akceptowany mechanizm reakcji katalizowanej przez enzym polega na
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dopasowaniu substratu w miejsce aktywne enzymu, co prowadzi do powstania
kompleksu enzym-substrat, ktory jest przeksztalcany w kompleks enzym-pro-
dukt i w kolejnym etapie reakcji powstaly kompleks rozpada sie uwalniajac enzym
i produkt do $rodowiska reakeji [2]. W obecnoséci enzymu, bedacego czasteczka
chiralng, stale szybkosci reakeji poszczegdlnych enancjomeréw substratu réz-
nig sie. Stosunek tych stalych definiuje si¢, jako enancjoselektywnos¢ reakcji.

Ich aktywno$¢, jako biokatalizatoréw reakcji jest silnie regulowana. Czynni-
kami, ktdre najbardziej wplywaja na ich aktywnos¢ katalityczna sg rodzaj rozpusz-
czalnika, pH, temperatura oraz obecno$¢ inhibitoréw i/lub aktywatoréw. Najczes-
ciej uzywanym rozpuszczalnikiem w reakcjach katalizowanych przez enzymy
jest woda lub mieszaniny woda rozpuszczalnik organiczny. Obecnie coraz wie-
cej reakcji tego typu przeprowadza sie tylko w rozpuszczalnikach organicznych
lub tez w mieszaninach rozpuszczalnikéw zawierajacych niewielkie ilosci wody.

W zaleznosci od typu reakcji katalizowanej przez enzym dzielimy enzymy sie¢
na sze$¢ klas, czyli: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy, ligazy.
Najcze$ciej w syntezie organicznej wykorzystywane sg hydrolazy. Enzymy te kata-
lizujg reakcje rozrywania wigzan chemicznych, w ktorych bierze udziat czasteczka
wody. Dlatego tez do ich efektywnego dzialania niezbedne jest srodowisko wodne.
Ostatnie dane literaturowe wskazuja wyraznie, ze szereg z dotychczas opracowanych
procesdw biegnacych w roztworach wodnych mozna przeprowadzi¢ w rozpuszczal-
nikach organicznych, co ma ogromne znaczenie dla proceséw przemystowych [3].

1.2. OGOLNA METODA I1ZOLACJI ENZYMOW Z TKANEK ZWIERZECYCH

Przygotowanie surowego preparatu enzymatycznego jest proste i nie wymaga
zadnego specjalistycznego sprzetu. Jest to mozliwe do wykonania w kazdym labo-
ratorium. Ponadto ten sam preparat, np. proszek acetonowy z watroby konskiej,
jest zrodlem wielu enzymdw nalezacych do roznych klas. Mozna go zastosowac,
jako katalizator reakcji zaréwno utleniania badz redukeji, jak i hydrolizy czy
transestryfikacji.

Typowe procedury przygotowania réznych enzymoéw sa bardzo podobne. Roz-
nig si¢ najczesciej rodzajem uzytego rozpuszczalnika organicznego (aceton, chloro-
form, chlorek metylenu, metanol), pH stosowanego buforu oraz stezeniem siarczanu
amonu najczesciej uzywanego do wysalania bialka, jezeli ten etap jest konieczny do
wykonania.

Opracowano kilka metod izolowania enzymdw. Poniewaz mozna je w dogodny
sposob modyfikowaé warto zawsze zastosowaé ogolna procedure przygotowania
preparatu enzymatycznego. Dogodng metodg przygotowania takiego biokataliza-
tora jest procedura opracowana przez Garnera i Smitha [4]. Autorzy zaproponowali
nastepujacy sposob uzyskania surowego preparatu zawierajacego lipaze z trzustki
wieprzowej (PPL). Zamrozong trzustke wieprzowa pocieto na kawalki i homogeni-
zowano z acetonem. Nastepnie homogenat byt wirowany, a uzyskany osad przemyto



ZASTOSOWANIA ENZYMOW Z TKANEK ZWIERZECYCH W SYNTEZIE ORGANICZNE] I BIOKATALIZIE. 1. 563

dwukrotnie zimnym acetonem, ponownie wirowano i suszono w eksykatorze pod
zmniejszonym ci$nieniem. Tak otrzymany proszek acetonowy moze by¢ bezposred-
nio zastosowany, jako biokatalizator do reakcji. Kolejne etapy oczyszczania polegaly
na dwukrotnym lugowaniu proszku acetonowego uktadem chloroform/metanol
(2:1) 1 wirowaniu. Tak uzyskany osad przemyto acetonem oraz eterem i nastepnie
suszono pod zmniejszonym cisnieniem. Tak uzyskany proszek acetonowy mozna
podda¢ kolejnym etapom oczyszczania. Kazdy z nich jest charakterystyczny dla
okreslonego enzymu, ale nalezy zauwazy¢, ze nie gwarantuje to uzyskania bioka-
talizatora bardziej aktywnego. Co wigcej, znane sg przypadki tracenia aktywnosci
przez enzym po jego dokladnym oczyszczeniu. Dlatego tez do katalizowania reak-
cji uzywa si¢ czesto wlasnie proszkéw acetonowych, gdyz sa one duzo tansze niz
oczyszczone enzymy, a ich wlasnosci katalityczne sg znakomite i czesto przewyz-
szaja komercyjnie dostepne biokatalizatory. Wynika to, miedzy innymi, z obecnosci
w surowych ekstraktach réznych zwigzkow, ktore pelnig role kofaktoréw, np. jony
metali, aktywatoréw badz zwigzkow stabilizujacych strukture enzymow.

2. WYBRANE ZASTOSOWANIA HYDROLAZ

Hydrolazy sg enzymami katalizujacymi rozpad wigzan chemicznych w czastecz-
kach zwigzkéw chemicznych z udziatem czasteczek wody i co jest niezmiernie
wazne, nie wymagaja stosowania kofaktoréw. Ponadto hydrolazy zachowujg wysoka
aktywno$¢ katalityczng nie tylko w wodzie a takze w ukladach woda/rozpuszczalnik
organiczny lub tylko w rozpuszczalnikach organicznych. Dlatego tez sa najczesciej
uzywanymi biokatalizatorami w syntezie organicznej. Kazda klasa enzymoéw dzieli
sie na podklasy. Dla hydrolaz podzial zalezy od rodzaju hydrolizowanego wiazania.
Najwazniejsze dla syntezy organicznej podklasy hydrolaz to: esterazy, lipazy, gliko-
zydazy, proteazy.

2.1. LIPAZY

Lipazy sg czesto stosowane w syntezie z uwagi na ich wysoka enancjoselek-
tywnos¢ i szeroka specyficzno$¢ substratowa. Maja réznorodne zastosowania [5].
Duzo biologicznie czynnych zwigzkéw (jak antybiotyki, nukleotydy, pestycydy)
bylo syntetyzowanych z uzyciem lipaz, jako biokatalizatoréw [6]. Wsrod zwierze-
cych lipaz lipaza z trzustki wieprzowej (PPL) jest najbardziej uzyteczng i tatwg do
przygotowania [4]. Aktywno$¢ biochemiczna lipazy trzustkowej w organizmie jest
dobrze znana [7].
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2.1.1. Zastosowania PPL w biokatalizie

a) a) Lipaza z trzustki jest szeroko stosowana w reakcjach hydrolizy estréw
alkoholi pierwszo- i drugorzedowych:

Hydroliza estrow alkoholi drugorzedowych z zastosowaniem PPL jako bio-
katalizatora przebiega czgsto bez naruszania ugrupowania estrowego alkoholu
pierwszorzedowego [8], czyli jest chemoselektywna. Na Schemacie 1 przedstawiono
chemoselektywna reakcje hydrolizy tylko jednego z dwdch obecnych w czasteczce
substratu 1 wigzan estrowych. Produkt 2 jest waznym substratem do syntezy stero-
idow jak estradiol, oesteron [8].

OAc . OH OAc
PPL
- +
0 bufor fosf. (e} (0]
10% EtOH
MeOOC MeOOC 36% MeOOC 45%
cis - 1 99,1% ee 99,2% ee
(1R,7aR)-2 (1S,7aS)-1
Schemat 1
Scheme 1

Enancjoselektywnos$¢ tej reakcji byta bardzo wysoka, wigksza niz 1000. Kilka
bakteryjnych i grzybowych lipaz byto réwniez badanych, ale odpowiednie produkty
otrzymano z niska wydajnoscia i bardzo niskimi nadmiarami enancjomerycznymi.

Krotepoksyd (3) jest zwigzkiem naturalnym, bardzo trudnym do uzyskania
w syntezie organicznej, poniewaz posiada trzy grupy estrowe i dwa pierscienie
epoksydowe o zdefiniowanej konfiguracji. Cykloheksanole uzyskane z hydrolizy
tego zwigzku sa waznymi zwigzkami biologicznie czynnymi oraz prekursorami
lekéw Zastosowanie PPL do hydrolizy wigzan estrowych w zwigzku 3 umozliwito
uzyskanie tylko dwoch produktéw, ktorych pierwszy posiadajacy strukture 4 otrzy-
mano z wydajnoscia 76,6% a drugi zwigzku 5 z wydajnoscia 14,2% [9]. Reakcja byta
regio- i chemoselektywna.

76,6%

Schemat 2
Scheme 2
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Po przeanalizowaniu skfadu uzyskanych produktéw mozna sadzi¢, ze PPL naj-
pierw hydrolizuje grupe 3-OAc, a nastgpnie grupe 7-OBz. Kolejne badania pokazaty,
ze lipazy mikrobiologiczne z Mucor miehei i Pseudomonas cepacia katalizujg hydro-
lize tych samych wigzan estrowych zwigzku 3. Préby zastosowania lipaz z innych
mikroorganizmdéw nie powiodly sie, gdyz okazalo sig, ze hydrolizowane sg wszystkie
trzy wigzania estrowe substratu 3 lub tez reakcje nie przebiegaja.

Istotnym problemem w syntezie organiczne jest uzyskanie enancjomerycznie
czystych estréw zawierajgcych pierscien epoksydowy. Hydroliza takich estrow bez
rozrywania pier§cienia epoksydowego jest mozliwa z zastosowaniem lipazy z trzustki
wieprzowej. Otrzymano w ten sposob enancjomer (R)-glicydolu (7) z wydajnoscia
55% i nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 96% [10]. Ten zwigzek jest uzy-
wany do syntezy enancjomerycznie czystych 3-aryloksy-1,2-propanodioli, waznych
dla przemystu farmaceutycznego [11]. Ponadto jest on substratem do syntezy kwasu
3-(4-metoksyfenylo)glicydowego z ktorego produkuje sie diltiazem - lek bedacy
antagonista receptoréw wapnia.

O 0O O
oktylo-agaroza-PPL .H H
LA, _O__R LN _Oo R + [N __OH
hil 5% CH,CN g (R)-7
o (R6 © 55%
R=CH,, C;H, ¢
96% ee
Schemat 3
Scheme 3

Zastosowano roézne procedury immobilizacji tego enzymu takie jak: immo-
bilizacja na zelu oktylo-agaroza, fenylo-agaroza oraz oktadecylo-polimetakrylat.
W przypadku uzycia biokatalizatora na zelu oktylo-agarozowym konwersja byta
najwieksza, a enancjoselektywno$¢ dla estru butylowego wynosita okoto 30.

PPL zastosowano rowniez, jako katalizator reakcji hydrolizy a-acetoksyamiddw
[12], przyklad takiego procesu przedstawiono na Schemacie 4. Zwiazek 9 jest analo-
giem podofillotoksyny, ktdra ma wlasnosci antynowotworowe.

(0]
PPL MeO N OH
T (RIlub(S)55 + H
bufor fosf. pH 7,4
MeO

aceton

OMe

MeO OMe
OMe
(S) lub (R)-9

Schemat 4
Scheme 4
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W przypadku stosowania natywnego enzymu reakcja trwata 7 godzin, konwer-
sja wyniosta 48% a enancjoselektywnos¢ E = 3,5. Gdy zastosowano enzym immo-
bilizowany w alginianie wapnia czas reakcji wydluzyl sie do 20 godzin, a konwersja
obnizyla si¢ do 41%, ale enancjoselektywno$¢ reakeji wzrosta do 5,1.

b) Réwniez estry fenoli i bifenoli (takich jak zwigzek 10) sa hydrolizowane
z wysoka enancjoselektywnoscia dzigki zastosowaniu PPL [13].

o)
R PPL O OH N O OLR
o_ _R

g

o]

bufor fosforanowy O OH

10 (S)-11
o (R)-10
R=(CH,),CH, 30%
97% ee
Schemat 5
Scheme 5

Zwigzek 11 otrzymano z dobrag wydajnoscig i nadmiarem enancjomerycznym
wynoszacym 97%. Enancjoselektywnos¢ tej reakcji byta wysoka, powyzej 100. Inne
lipazy réwniez byly badane, ale otrzymywano produkt 11 ze znacznie mniejsza
wydajnoscig. Drugi enancjomer byl otrzymany z podobng enancjoselektywnoscia
przez chemiczng hydroliz¢ pozostalego po reakcji enzymatycznej nieprzereagowa-
nego diestru o konfiguracji R.

c) Lipaza z trzustki wieprzowej jest bardzo czesto stosowanym biokatali-
zatorem w reakcjach transestryfikacji. Reakcje takie przeprowadza sie w roz-
puszczalnikach organicznych, gdyz w $rodowisku wodnym przebiegaja reakcje
hydrolityczne. Pierwszorzgdowe i drugorzedowe alkohole sg acetylowane z dobra
enancjoselektywnoscia.

PPL zastosowano do syntezy enancjomerycznie wzbogaconych oraz enancjo-
merycznie czystych zwigzkéw zapachowych (Schemat 6) [14].

H OAc OH
PPL, eter t-butylowo-metylowy +
octan winylu
12 48% (5-13 (R1-12
60% ee 55% ee

Schemat 6
Scheme 6
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Produkty otrzymano z bardzo dobra wydajnoscig i nadmiarami enancjome-
rycznymi wynoszacymi 60% dla estru 13 i 55% dla alkoholu (R)-12. Aby uzyskac
wyzsze nadmiary enancjomeryczne nieprzereagowany alkohol byt ponownie pod-
dany reakeji transestryfikacji, w wyniku czego jego nadmiar enancjomeryczny
wzrést do 99%. Ester octowy byl chemicznie hydrolizowany (wodorotlenek potasu
w metanolu) do alkoholu, ktéry poddano kolejnej reakcji transestryfikacji z PPL
jako katalizatorem. Nadmiar enancjomeryczny octanu wyniést 99%. Alkohol (R)-12
i octan 13 byly nastepnie przeksztalcane w stereoizomery florhydralu, ktére maja
rézne zapachy (znacznie silniejsze niz zapach racemicznego florhydralu) i sg stoso-
wane w przemysle kosmetycznym.

W przypadku dioli z pierwszorzedowymi i trzeciorzedowymi grupami hydrok-
sylowymi, acetylowane s3 tylko grupy pierwszorzedowe [15]. Jest to typowe dla
katalizowanych enzymatycznie reakcji acetylowania. Metode te zastosowano do
otrzymywania chiralnych trzeciorzedowych alkoholi (S)-14, co pokazano na Sche-
macie 7. Produkty tej reakcji sg stosowane w syntezie metabolitow ze $ciezki biosyn-
tezy witaminy D, lub analogéw prostaglandyny.

OH
HO ' PPL
—_—
‘ ‘ octan winylu
t-Bu-O-Me
50%
(rac) - 14 ee>97% ee>97%
(R)-15 (S)-14
Schemat 7
Scheme 7

Produkt 15 i nieprzereagowany substrat (S)-14 uzyskano z wysokimi nadmia-
rami enancjomerycznymi, powyzej 97%. Enancjoselektywnos¢ tej reakcji jest bar-
dzo wysoka, powyzej 1000.

PPL zastosowano roéwniez jako biokatalizator transestryfikacji wewnatrzczas-
teczkowej [16], w wyniku ktorej powstaja laktony. Lakton statyny (17) jest uzywany
w produkgji lekdow, takich jak lowastatyna i simwastatyna, ktére obnizaja poziom
cholesterolu we krwi.
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o)
\wa

o

~ PPL
OH OH O ¥ Heer
Et,O, 40°C
(cis) - 16 50% ee>98%
Schemat 8
Scheme 8

Zastosowanie enzymu zwierzecego umozliwilo otrzymanie produktu 17
z wysoka wydajnodcig i nadmiarem enancjomerycznym przewyzszajacym 98%.
Wydajno$¢ zwiekszono z 25% do 50% stosujac stala matryce — sita molekularne
usuwajace wode z natywnego enzymu. W przypadku stosowania lipaz z mikroorga-
nizméw odpowiedni produkt otrzymano z nizszg wydajnoscia.

d) Typowym zastosowaniem PPL jest uzycie tego enzymu, jako biokatalizatora
hydrolizy estrow prowadzacej do chiralnych kwasow:

Kwasy 2-cyjano-2-metylo-podstawione (19) otrzymano z wysoka enancjoselek-
tywnoscig (wigkszg niz 150) stosujac PPL, jako biokatalizator [17]. Obecno$¢ dwoch
grup funkcyjnych w bezposrednim sgsiedztwie grupy karboksylowej powoduje, ze
sa to zwigzki bardzo uzyteczne w syntezie organicznej.

PPL
%C“ — %CN 1

CO,R bufor fosf. COOH
H7,0
(rac)- 18 P 0% 98%ee  dla R=n-C,H,
Schemat 9
Scheme 9

Autorzy nie okreslili konfiguracji absolutnej hydrolizowanego enancjomeru.
Enancjoselektywnos¢ zalezy od rodzaju grupy alkoksylowej R estrze bedgcym sub-
stratem reakcji (18). Odpowiednie produkty otrzymano z wydajno$ciami od 13 do
51% oraz nadmiarami enancjomerycznymi zmieniajacymi si¢ w zakresie 79-98%.
Reakcje, w ktdrej otrzymano najlepszg enancjoselektywnos¢ przedstawiono na Sche-
macie 9. Enzymy mikrobiologiczne nie byly przydatne w tej reakcji, gdyz produkty
otrzymywano ze znacznie nizszymi nadmiarami enancjomerycznymi.
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2.1.2. Inne lipazy

Réwniez lipazy z réznych gatunkéw ryb [18], owczych organéw [19], brazo-
wego tluszczu szczura [20] oraz psiej trzustki [21] byly izolowane i oczyszczane.
W wigkszosci przypadkéw do homogenizacji uzywano acetonu. Aktywnosci enzy-
matyczne byly mierzone odpowiednio dla palmitynianu p-nitrofenylu, triacylo-
gliceroli, trioleiny i tributyryny jako substratow, zatem prawdopodobnie reakcje
zwigzkéw podobnych do tych moga by¢ katalizowane przez wymienione lipazy.
Zwlaszcza surowy ekstrakt lipazy z psiej trzustki wykazywat duza aktywno$c¢ i jest
potencjalnie uzyteczny w biotransformacjach.

Lipaze¢ z narzadéw owczego przewodu pokarmowego zastosowano do katalizo-
wania hydrolizy 1,2-propanodiolu (20) [22].

o 0
o< o< OH
C,H, LPGL C,H,  migracja Ac
O\H/CsH7 OH - OTC3H7
(0] (0]
20 21 22

Schemat 10
Scheme 10

W stanie rOwnowagi 1-monoester (21):2-monoester (22) wystepuja w stosunku
33,2:66,8. Przeniesienie reszty acylowej w drugim etapie jest obserwowane réwniez
bez obecnosci enzymu. Pozycja 2 jest preferowana przez lipaz¢ prawdopodobnie
dlatego, ze jest bardziej hydrofobowa.

2.2. ESTERAZY

Mechanizm katalizowania reakeji przez esterazy jest dobrze znany [23], a ich
bardzo liczne zastosowania zostaly opisane [24]. Znanych jest bardzo wiele esteraz
pochodzenia mikrobiologicznego, jednak niewiele z nich ma zastosowanie w syn-
tezie. Natomiast esterazy zwierzece sg szeroko wykorzystywane. Wlasnoséci oraz
zastosowania najbardziej popularnej z nich, esterazy z watroby wieprzowej, zostaly
zestawione i opisane [25].

Esterazy izolowano z watroby réznych zwierzat, najczesciej $wini i konia. Sg
uzywane gléwnie jako proszki acetonowe. Procedury przygotowania proszkow
acetonowych z watroby réznych zwierzat sa podobne [26]. Sa réwniez podobne do
standardowej procedury podanej w rozdziale 2.2., ale prostsze od niej. Do homoge-
nizacji tkanki uzywa si¢ zimnego acetonu, po wirowaniu osad suszy si¢ i rozciera,
nie ma kolejnych etapdw ekstrakeji.
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Esteraza z watroby wieprzowej (PLE) jest enzymem wystepujacym w postaci
kilku izoenzymoéw. Wszystkie one majg aktywno$¢ esterazy, zatem nie ma sensu
oczyszczanie ich do pojedynczych bialek i nastepnie tgczenie. Lepiej zastosowa’
surowy proszek acetonowy, ktory zawiera wszystkie izoenzymy obecne w danej
tkance, ma takg sama specyficznos¢ substratows, a jest go o wiele fatwiej otrzymac.

PLE zostala sklonowana i eksprymowana w drozdzach Pichia pastoris [27].
Uzyskano rekombinowane izoenzymy inne niz y-PLE ktére posiadaly wyzsza
aktywno$¢ specyficzng w reakeji hydrolizy (R)-metylo-(4E)-5-chloro-2-izopropylo-
-4-pentenianu (enancjoselektywno$¢ powyzej 200), niz surowe PLE. Mutanty PLE
réwniez byly eksprymowane [28]. Daja one lepsza enancjoselektywno$¢ pod-
czas hydrolizy 1-fenylo-1-etylooctanu i preferuja inny enancjomer 1-fenylo-3-
-butylooctanu niz enzym natywny.

2.2.1. Zastosowanie esteraz zwierzecych, jako katalizatorow reakcji chemicznych

a) Esterazy sg bardzo popularnymi katalizatorami hydrolizy estrow, w wyniku,
ktorej otrzymuje sie chiralne alkohole drugorzedowe:

Pochodne 1-fenyloetanolu i 1-fenylopropanolu byly rozdzielane z uzyciem
proszkow acetonowych z krowy, kota, kurczaka, indyka, owcy, §wini i szczura [29].
Przyklad takiej reakcji przedstawiono na Schemacie 11. Powstajace w ten sposob
chiralne alkohole (np. zwigzek 24) sg jednostkami budulcowymi w syntezie lekow
oraz chemikaliéw stosowanych w rolnictwie.

OAc OAc OH
Br koci LAP Br Br :
+
pH 8,0 dioksan (R)-24
0,

23 51% (S)-23 ee>99%
Schemat 11
Scheme 11

1-(3-Bromofenylo)etanol (24) otrzymano z wydajnoscig 51% i swietnym nad-
miarem enancjomerycznym, powyzej 99%. Reakcje prowadzono z dodatkiem réz-
nych rozpuszczalnikéow organicznych. W zaleznosci od zrodta enzymu, zastosowanie
innych rozpuszczalnikow dawalo optymalne rezultaty. W wiekszo$ci przypadkow
produkty otrzymano z dobra wydajnoscig i nadmiarami enancjomerycznymi powy-
zej 80%. We wszystkich przypadkach otrzymano alkohol o konfiguracji R, niezalez-
nie od gatunku, z ktérego pochodzit enzym.

Synteza a-hydroksy-p,y-nienasyconych estréw (26) z zastosowaniem proszku
acetonowego z watroby wieprzowej zostala opisana przez Vankara i wspolpracowni-
kow [30]. Produkty byly uzywane do syntezy chiralnych epoksydéw winylowych.
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OAc OH OAc
PLAP :
COEt —— COEt T CO,Et
pH=8
S)-26 R)-25
- ) (R)
90% ee 54% ee
Schemat 12
Scheme 12

W tej reakeji enzym hydrolizuje wigzanie estrowe, w ktorym bierze udzial alkohol
drugorzedowy, a pozostawia nienaruszone wigzanie z alkoholem pierwszorzedo-
wym. Jest to powszechne zjawisko w przypadku hydrolizy enzymatycznej. Produkt
26 otrzymano z wydajnoscig 81% i nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym
90%. Odzyskano réowniez wzbogacony enancjomerycznie substrat (R)-25.

LAPy zastosowano rowniez do rozdzialu estréw z innymi grupami
funkcyjnymi:

Reakcje octanow fenylotiocykloalkenylow (27) [31] przebiegaja z niewielka
enancjoselektywnoscig (okolo 10), jednak bylo to wystarczajace, aby wykorzystaé
otrzymane produkty do dalszej syntezy uzytecznych zwigzkéw chemicznych.

OA
¢ HO. .H
SPh PLAP SPh ' SPh
I +
o7 (S)-27 (R)-28
54% 26%
53% ee 70% ee
Schemat 13
Scheme 13

Produkt 28 otrzymano z umiarkowang wydajno$cig i nadmiarem enancjome-
rycznym wynoszacym 70%. Po przeprowadzeniu reakcji z analogami substratu 27
stwierdzono, ze wplyw grupy fenylosulfidowej na przebieg hydrolizy zmniejsza sig,
gdy znajduje si¢ ona dalej od centrum stereogenicznego.

Immobilizowana PLE byla zastosowana w reakcji hydrolizy estru butylowego
ofloksacyny (29) do chiralnej lewofloksacyny (30) [32]. Jest to antybiotyk z grupy
lekéw fluorochinolonowych. Lewofloksacyna jest znacznie aktywniejsza biologicz-
nie niz forma D, ponadto D-ofloksacyna moze by¢ toksyczna przy dtuzszym stoso-
waniu, dlatego wazne jest otrzymanie izomeru L.
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29 (L)-30 (D)-29

Schemat 14
Scheme 14

Produkt otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym ok. 60%. Centrum ste-
reogeniczne znajduje sie daleko od centrum reakcji, mimo to wykazano, ze ma
wplyw na enancjoselektywno$¢ reakcji. W kolejnym etapie badan enzym byl immo-
bilizowany w alginianie, Zelu poliakrylamidowym i przez adsorpcj¢. Dwie pierwsze
metody umozliwily uzyskanie biokatalizatoréw, ktére zastosowane w powyzszej
reakcji katalizowaly powstawanie produktu z podobnym nadmiarem enancjome-
rycznym, co w przypadku stosowania natywnego enzymu (53-60%). Adsorpcja
okazala sie tym razem metoda zmieniajaca wlasnoséci enzymu tak, iz stal si¢ nie-
przydatny jako biokatalizator.

b) Zastosowano PLE do regioselektywnej hydrolizy octanéw dioli (31) [33].

OAG OAc OH
| PLE | |
- o +
| 70% | !
OAc OH OAc
31 32 33

80:20

Schemat 15
Scheme 15

Badania wykazaty, ze wigzanie estrowe w poblizu wigzania podwdjnego o kon-
figuracji Z bylo tatwiej hydrolizowane przez enzym pochodzenia zwierzecego,
powstaje gldwnie zwiazek 32 (Z:E 80:20). Lipaza z grzyba Mucor miehei preferuje
hydrolize drugiego wigzania estrowego, gléwnie otrzymano zwigzek 33 (Z:E 20:80).
Mikrobiologiczne lipazy byly uzywane do acetylowania dioli, a PLE byta najlepszym
enzymem do przeprowadzenia selektywnej hydrolizy.
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c) Zastosowanie proszkow acetonowych do enancjoselektywnej hydrolizy
estrow fenoli:

Proszek acetonowy z trzustki wieprzowej katalizuje hydrolize dipentanianu
1,1’-bi-2-naftylu (34) [34]. Enancjomery binaftolu w kompleksie z tytanem znalazly
zastosowanie, jako katalizatory np. w reakcji Friedela-Craftsa z fluoranem [35] lub
w reakcji utleniania sulfidow [36].

988 . CO 1
CH, _ ™M 0~ "CH,
¢} C,Hy buforfosf OH o C,H,
90 e (1 OO T
(0]

34 (S)-35 (R)-34

Schemat 16
Scheme 16

o~ >:o

W wyniku rekcji enzymatycznej otrzymano (S)-bi-2-naftol (35) z wydajnoscia
64-67%. (R)-Bi-2-naftol otrzymano stosujac chemiczng hydrolize nieprzereagowa-
nego estru 34 (metanol i wodorotlenek sodu). Po krystalizacji z toluenu czysto$¢
chemiczna i optyczna byly wigksze niz 99%.

d) Enancjoselektywna hydroliza estrow z uzyciem proszkéw acetonowych
z watroby jako biokatalizatorow, w wyniku ktorej otrzymuje si¢ optycznie czynne
kwasy i estry:

Hydroliza moze przebiega¢ bez otwierania pier$cienia laktonu [37]. Powstajacy
(4R,5R)-4-karboksy-5-pentylo-y-butyrolakton jest prekursorem zwiazku natural-
nego; kwasu (-)-fazeolinowego. Uzywano tu proszku acetonowego z watroby wie-
przowej, gdyz esterazy mikrobiologiczne badz z innych zwierzat nie katalizujg tej
reakcji lub produkt powstaje z bardzo malym nadmiarem enancjomerycznym.

HLAP zastosowano takze do syntezy pochodnych kwasu parakonowego [38],
co przedstawiono na Schemacie 17.

EtOOC HLAP HOOC EtOOC EtOOC

(0]
36 (S)-37 R)-38 | y- 1% ee
86% ee (S)-36
EtOOC i
(0] (R)-3
94% ee
Schemat 17

Scheme 17
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Produkt hydrolizy, czyli lakton z wolna grupa karboksylowa (37) otrzymano
znadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 86%. (S)-lakton 36 byt obecny w mie-
szaninie reakcyjnej, ale jego nadmiar enancjomeryczny byl niewielki. Natomiast
(R)-lakton 36 wyizolowano po dodaniu kwasu do uzyskania pH = 2, z nadmiarem
enancjomerycznym wynoszacym 94%. Lipazy mikrobiologiczne nie wykazywaty
regioselektywnosci i hydrolizowaly pierscien laktonowy, natomiast zastosowanie
proszku acetonowego z watroby konskiej (HLAP) umozliwito otrzymanie optycznie
czynnego laktonu.

Hydroliza laktonu bez rozrywania innych wigzan estrowych réwniez jest moz-
liwa dzieki zastosowaniu HLAP:

Kiedy y-butyrolakton jest podstawiony grupa alkilowa w pozycji 5, wigzanie
laktonowe jest tworzone przez alkohol drugorzedowy i zachodzi jego enzymatyczna
hydroliza [39]. HLAP hydrolizuje substraty o konfiguracji cis, mimo Ze tego typu
zwiazki nie sg dobrymi substratami do enzymatycznej hydrolizy. Enzymy z innych
zrodel katalizowaty nieenancjoselektywng hydrolize.

W przypadku 5-arylopodstawionych parakonianéw PPL i a-chymotrypsyna
nie sg selektywne. Natomiast gdy zastosowano HLAP nieprzereagowane estry
wyizolowano z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi [40]. Hydroliza lakto-
néw o konfiguracji trans jest szybsza, ale nie regioselektywna, otrzymuje si¢ mie-
szanine kwaséow.

Zastosowanie kurzego LAPu do rozdzialu estrow kwasu 1,2,3,4-tetrahydro-
izochinolino-3-karboksylowego (40) [41] przedstawiono na Schemacie 18. Kwas 40
jest jednostka budulcowy biologicznie czynnych peptydéw oraz inhibitoréw enzy-
mow, np. proteazy HCV [42] lub metaloproteinazy wystepujacej w matrix [43].

(0] O O|
| OR LAP z kurczaka H\OR + OH
NH NH NH
R=Me, Et, Bu
39 (R)-39 (S)-40
Schemat 18
Scheme 18

Autorzy twierdza, ze produkty (R)-39 i 40 otrzymali z wysoka wydajnoscia
i $wietnymi nadmiarami enancjomerycznymi, niezaleznie od reszty alkoholu
w substracie 39, ale nie podaja konkretnych wartoéci. Inne proszki acetonowe,
PPL i lipaza z Candida cylindracea prowadzily do powstania produktéw z mniej-
szymi nadmiarami enancjomerycznymi. Wydajnos¢ nie zalezy od rodzaju alkoholu
w hydrolizowanym estrze.

Proszki acetonowe zastosowano tez do syntezy amidéw z chlorowodorkow
amin i estréw (Schemat 19).



ZASTOSOWANIA ENZYMOW Z TKANEK ZWIERZECYCH W SYNTEZIE ORGANICZNE] I BIOKATALIZIE. 1. 575

0}
o o}
- NH30| LAP z kurczaka .~ Nk(CHZ)BCH3
+ CHy(CH.),COOMe —— > H
HO 14,8% HO
41 42 43

Schemat 19
Scheme 19

Bez dodatku enzymu do $rodowiska reakcji nie powstawal zaden produkt.
Zastosowanie LAP pozwolilo otrzyma¢ amidy 43 bedace analogami kapsaicyny,
ktére majg wlasnosci przeciwbolowe [44] i wplywajg na przewodzenie bodzcow
nocyceptywnych [45]. Byly otrzymywane z chlorowodorku wanillylaminy (41) oraz
estrow metylowych réznych kwaséw ttuszczowych (42) [46]. Enzym katalizuje for-
mowanie nowego wiazania amidowego, co jest zupelnie rézne od innych reakcji,
w ktorych byl stosowany i pokazuje jak szerokie jest spektrum mozliwych zastoso-
wan. Produkt otrzymano z niskg wydajnoscia, ale reakcja przebiegata w tagodnych
warunkach i nie trzeba byto stosowa¢ zadnych toksycznych reagentow.

2.3. L-AMINOACYLAZA Z NEREK SSAKOW

Przygotowanie proszkéw acetonowych z nerek (KAP) zostalo opisane przez
Regla i wspdtpracownikow [47]. Jest to ta sama metoda, co do przygotowania prosz-
kow z watroby. Te procedure zaadaptowano do przygotowania proszkéw z nerek
wolowych, psich, wieprzowych, szczurzych i owczych.

Proszki acetonowe z nerek s wykorzystywane gtéwnie do otrzymywania
optycznie czynnych aminokwaséw, np. L-homofenyloalaniny (45). Ester etylowy
L-homofenyloalaniny jest stosowany do syntezy Benazeprilu, inhibitora ACE (ace-
tylocholinoesterazy) [48].

COOH COOH COOH
NH KAP NH, NH
AN T T ¥ A
(0] (@]
41% - 37,5%
a4 o (L)-45 ° (D)-44
99,9% ee ee>99%
Schemat 20
Scheme 20

Stwierdzono, ze KAP wolowy ma najwieksza aktywnos$¢ specyficzng i przy
jego zastosowaniu uzyskano najlepsze rezultaty w powyzszej reakcji. Produkty 45
i (D)-44 otrzymano z wysokimi wydajno$ciami i nadmiarami enancjomerycznymi
bliskimi 100%.
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Wieprzowa aminoacylaza 1 byla eksprymowana w Escherichia coli, konstruo-
wano tez rozne mutanty tego enzymu [49]. Pozwolilo to odkry¢ mechanizm katali-
tyczny i budowe miejsca aktywnego tej metaloproteiny. Dzieki temu nowe substraty
dla tego enzymu moga by¢ projektowane in silico.

2.4. IMIDAZY

Imidazy to enzymy katalizujace reakcje hydrolizy wigzania imidowego, gtow-
nie w zwigzkach cyklicznych, np. dihydrouracylu (46). Byly izolowane z watroby
szczurzej [50], wieprzowej [51] i wolowej [52]. Procedury byly podobne, polegaly
na ekstrakecji enzymu z proszku acetonowego za pomocg buforu (w odréznieniu od
podanej ogolnej procedury, gdzie ekstrahowano proszki rozpuszczalnikami orga-
nicznymi). Enzym (nazywany réwniez dihydropirymidynaza) katalizuje reakcje
hydrolizy 5-, 6- i 7-cztonowych pierscieni imidéw oraz diacetamidu. Amidy, estry
i N-podstawione imidy nie sg hydrolizowane przez imidazy.

H o H,N
O:<_/NH + o imidaza OH NH
H2 _
Tris-HCI, pH 7,0 0>/
46 47
Schemat 21
Scheme 21

Stwierdzono, ze produkt hydrolizy dihydrouracylu (46) — N-karbamylo-f-alanina
(47) jest inhibitorem tego enzymu.

Imidaza ze szczurzej watroby ma rowniez zdolno$¢ katalizowania reakcji
hydrolizy cyklicznych organicznych weglandéw jak weglan etylenu (48), ktdry jest
hydrolizowany do glikolu etylenowego (49) [53]. Jest to reakcja nietypowa dla tego
enzymu, gdyz hydrolizowane jest wigzanie estrowe, a nie imidowe.

(0]
)L imidaza
] 9 HO OH + co,
99%
48 49

Schemat 22
Scheme 22
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2.5. PEPSYNA

Pepsyna i trypsyna to proteazy, czyli enzymy hydrolizujace wigzania pep-
tydowe.

Surowe ekstrakty pepsyny byly przygotowywane z zotadkéw réznych zwierzat,
np. ryb [54] (homogenizacja z acetonem, zawieszenie w buforze o pH 6 i liofilizacja)
iindyka [55] (ekstrakcja z uzyciem HCI).

Enzym ten zastosowano jako katalizator syntezy peptydéw [56]. Pepsyna
immobilizowana na Celicie wykazywala aktywnos$¢ syntazy w rozpuszczalnikach
organicznych, jak acetonitryl, chlorek metylenu, etanol. Przyklad syntezy peptydu
z zastosowaniem pepsyny podano ponizej:

o o
H
o)
Z/N\Z)kNJﬁ(N\_/lLOH + H\)OL M NQJ\ H\)Ok{l\‘i Nvloj\ oM
: H o HN N , H OMe 7 . N : : ” e
o) : 0 - [SHE o - 0
50 51 52 \©

Schemat 23
Scheme 23

Wydajnos$¢ wyniosta 90%. Metoda byta efektywna w syntezie hydrofobowych
peptydow, ktdre nie moga by¢ syntetyzowane w rozpuszczalnikach wodnych.

2.6. TRYPSYNA

Ekstrakty trypsyny byly izolowane z wnetrznosci réznych gatunkéw ryb [57].
Wszystkie procedury byly podobne (homogenizacja sledziony z acetonem, wiro-
wanie, zawieszenie w buforze Tris-HCI i liofilizacja oraz czasem frakcjonowanie
siarczanem amonu).

Trypsyna zwykle katalizuje hydrolize wigzan peptydowych i jest czesto uzywana
do dzielenia biatek na mniejsze peptydy przed ich analizg w spektrometrze maso-
wym. Jednak enzym ten ma réwniez inne wlasnosci katalityczne. Trypsyna byla
uzyta do badania kinetyki hydrolizy pochodnych aminokwasow: estréw metylo-
wych chlorowodorkéw L-argininy, L-homoargininy i L-ornityny [58]. Stwierdzono,
ze acylowanie enzymu jest szybkie, a deacylowanie kompleksu enzym-substrat jest
etapem limitujacym. Ester argininy byl najlepszym substratem, za$ ester ornityny
byt hydrolizowany najwolniej i z najmniejszg stereoselektywnoscia.

Réwniez hydroliza p-guanidynofenylowych estréw aminokwasow (53) i pepty-
dow byla przeprowadzana z uzyciem trypsyny [59] (na Rysunku 1 skrét AA oznacza
reszte aminokwasows).
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NH
N-Boc- AA—O N—{
—< >—H TsOH 53
NH,

Rysunek 1
Figure 1

Badania wykazaly, iz takie pochodne D- i L-aminokwaséw maja duze powino-
wactwo do trypsyny, podobne do powinowactwa dla typowych substratéow (L-lizyny
i L-argininy). Natomiast D aminokwasy sg wolniej acylowane niz enancjomery L.

2.7. HYDROLAZY ALDOHEKSOZ
Sa to enzymy hydrolizujace wigzania glikozydowe pomiedzy resztami cukro-

wymi. Mozna je réwniez stosowa¢ do reakeji syntezy oligosacharydéw. Przyktady
takich zastosowan przedstawiono ponize;j.

2.7.1. B-Glukuronidaza

B-Glukuronidaza z watroby wolowej byla biokatalizatorem uzytym w syntezie
disacharydéw zawierajacych f-D-glukuronian [60].

OH_-OH
(0]
56 HO
-00C OH_OH o OO-p-NP
HO$O O-p-NP 0 glukuronidaza -00C OH
HO + HO (ﬁ e ——
OH bufor octowy
O-p-NP H52 HOHO
54 55 pR o, +
-00C o
HO o Ol-cl)
HO OH 57
HO
OH
O-p-NP
Schemat 24
Scheme 24

p-Nitrofenylo-B-D-glukuronian (54) byt uzyty jako donor, a p-nitrofenylo-
galaktopiranoza (55) jako akceptor. Produkty 152 (56) i 14 (57) otrzymano
z wydajnoscia 21% i 16%. Substraty zawierajg po kilka grup hydroksylowych, zatem
jest duzo teoretycznie mozliwych produktéw. Powstawanie tylko dwdch z nich
$wiadczy o bardzo duzej selektywnosci enzymu. Powstalo 40% produktow transgli-
kozylacji, co jak na enzym hydrolityczny jest dobrym wynikiem.
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2.7.2. a-L-Fukozydaza

a-L-Fukozydaza byta izolowana z kilkunastu zwierzat (gadow, ptazow, ptakow
i ssakow) [61]. U réznych gatunkéw rozne tkanki byly bogate w ten enzym, glow-
nie watroba, nerki, §ledziona. Stezenie tego enzymu w organizmie jest niewielkie
i uzyskanie dostatecznie czystego do przeprowadzenia reakcji enzymu wymagato
dokladnego oczyszczenia metodami chromatograficznymi.

a-L-Fukozydaza z migczakow i psa ma aktywno$¢ trans glikozydazy [62].
Donorem fukozy byt p-nitrofenylo-«-L-fukopiranozyd (58). Jako akceptory stoso-
wano rozne zmetylowane cukry. Typowa reakcje¢ przedstawiono na Schemacie 25.

o/pNP

?@Z fukozydaza \i 2 OH
OH 4 ~ ?\ + ?\
OH
OH 0 %
OH

/-0 jOH
58 OH 60

OH
59

Schemat 25
Scheme 25

Najlepszymi akceptorami byly zmetylowana a-L-fukoza (a-L-Fuc-O-Me, 59) i zme-
tylowana $-D-galaktoza (B-D-Gal-O-Me). Regioselektywno$¢ zalezy od akceptora:
w przypadku a-L-Fuc-O-Me produkty 152 (60) i 13 (61) powstawaly w proporcji
45/55, w przypadku -D-Gal-O-Me produkty 12, 13, 156 otrzymano w proporcji
45/42/13. W drugim przypadku izolowano nie tylko di-, ale tez tri- i tetrasacharydy.
Posiadaly one reszte fukozy w réznych pozycjach.

2.7.3. f-Galaktozydaza

B-Galaktozydaze zastosowano do syntezy p-galaktozylowanych pochod-
nych nukleozydéw (Rys. 2), ktére majg aktywnos¢ antynowotworowa i anty
HIV [63]. Mimo ze grupa 5-hydroksylowa w nukleozydach jest nieaktywna,
B-galaktozydaza z mieczaka pozwolila otrzymaé 5’-B-galaktozylonukleozydy ze
$wietng regioselektywnoscia.
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HO
Hob 0 HO
o F 1o o o)
Ho” Y /
OH O N HN
HO : 0 O% /
OH

\ N
HO  “on

Y

62

Rysunek 2
Figure 2

5’-0-f3-Galaktozylo-5-fluorourydyna (62) (pochodna leku przeciwnowotwo-
rowego) byla otrzymana z wydajnosciag 60%, a 5-O-p-galaktozylo-3’-azydo-3’-
deoksytymidyna (63) (pochodna leku anty HIV) z wydajnoscig 43%. Analogi
nukleozydéw innych zasad otrzymano z niskg wydajno$cig, poniewaz posiadaja
one grupy aminowe bardziej reaktywne niz hydroksylowe i glikozylacja zachodzita
gléwnie na grupie aminowe;j.

2.7.4. a-Glukozydaza
a-Glukozydaza réwniez wykazuje aktywnos¢ transferazy. W pH 5,8 z uzyciem
p-nitrofenylo-a-D-glukozy jako substratu, katalizuje przeniesienie a-D-glukozy na
celobioze, sacharoze i izomaltoze. Na poczatku tworzy si¢ gtéwnie wigzanie 154,
ale p6zniej kumuluje si¢ produkt 1->6. Enzym ten katalizuje réwniez glukozylacje
pirydoksyny [64].
2.8. PIROFOSFATAZY NUKLEOTYDOW (NPP)

NPP katalizujg reakcje:

NMP-O-X + H,0 NMP + [H]-O-X

gdzie X jest oligofosforanem lub reszta alkoholu, a NMP jest dowolnym 5’-nukleo-
tydem. Pirofosfatazy nukleotydéw zastosowano réwniez, jako katalizator reakcji
alkoholizy [65]. Badano takie reakcje pirofosfataz pochodzacych z wnetrznosci
wolowych, watroby szczurzej i ludzkiego serum. Stwierdzono, ze NPP maja w tych
reakcjach aktywnos$¢ transferazy.
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Schemat 26
Scheme 26

W przypadku wolowej i ludzkiej NPP tworzyly si¢ estry (66) tylko w przypadku
zastosowania alkoholu metylowego badz etylowego. Natomiast pirofosfataza ze
szczurzej watroby katalizuje reakcje z glicerolem, seryng (65), glikolem polietyleno-
wym, glicerolo-2-fosforanem.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przytoczonego pis$miennictwa stwierdzono, iz tkanki zwierzece
s3 zrédtem bardzo wielu hydrolaz, uzywanych jako biokatalizatory réznorodnych
reakcji. Wida¢, ze najwieksze zastosowanie znalazly lipaza z trzustki wieprzowej
i esteraza z watroby wieprzowe;j.

Znane s3 przyklady stosowania enzymoéw immobilizowanych, pokazano to dla
PPL (otrzymywanie (R)-glicydolu) i PLE (otrzymywanie lewofloksacyny).

W pracy zostaly pokazane reakcje, w ktdrych enzymy pochodzenia zwierze-
cego nierzadko okazywaly si¢ wydajniejszymi biokatalizatorami niz te z mikroor-
ganizmow. Wskazano réwniez zastosowania produktéw reakcji enzymatycznych do
dalszej syntezy, np. lekow.
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ABSTRACT

This work shows systematically known types of animal enzymes and their
applications in synthesis of pharmaceuticals and nonracemic organic compounds.
It lays out similarities in procedures of isolation and purification of particular enzy-
mes. Such procedures usually are so simple that they can be used in every industrial
or research laboratory.
Most animal enzymes are well-investigated and their structures and substrate
specificity are known. They are used as biocatalysts in many chemical processes.
Others were used in one or a few reactions but their natural substrates and bioche-
mical properties are described. Trials of predicting potential applications of such
enzymes and other substrates for them were performed.
Typical applications of:
- Oxidoreductases: horse liver alcohol dehydrogenase [3-13], lactate dehy-
drogenase [16-18], glutamate dehydrogenase [19, 20], carbonyl reductase
[24], catalase [27];

- Transferases: transaldolase [29], galactosyltransferase [30], UDP-glucuro-
nosyltransferase [31], fucosyltransferase [34], farnesyl diphosphate synthase
[35];

- Lyases: DOPA decarboxylase [38, 39], aldolase [42];

- Isomerases: N-acyl-D-glucosamine 2-epimerase [44]

were described.

Also examples of or recombined [24, 39, 44] enzymes are given in the text.
These modifications enhance catalytic properties or reduce costs of using enzymes.

In practical applications a biocatalytic effect of enzymes from animal sources is
often compared with microbial ones. This text is focused on processes where animal
enzymes gave much better results (yield and enantioselectivity) than microorga-
nisms. They are also proper, unlike whole microorganisms, to investigate and
computer analysis of mechanism of the reaction. Enzymes isolated from animal
tissues usually have well-defined structure of active site which is a key to predict
mechanisms.

A quantitative analysis of applications of these enzymes was performed. Among
animal enzymes hydrolases and oxidoreductases have found the most applications
in synthesis. Transferases are also often used. Other classes of enzymes seldom act
as biocatalysts. It is general tendency, true also in relation to microbial and plant
enzymes.

Key words: animal enzymes, biocatalysis, organic synthesis, applications of enzy-
mes

Stowa kluczowe: enzymy zwierzece, biokataliza, synteza organiczna, zastosowania
enzymow
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AcOH - kwas octowy

AldDH - dehydrogenaza aldehydowa

DOPA - 3,4-dihydroksyfenyloalanina

ee - nadmiar enancjomeryczny

FMN - mononukleotyd flawinowo adeninowy

Fuc - fukoza

GDH - dehydrogenaza glutaminianowa

GDP - guanozynodifosforan

GlcNAc - N-acetyloglukozamina

HLADH - dehydrogenaza alkoholowa z watroby konskiej
LDH - dehydrogenaza mleczanowa

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NE - norepinefryna

Neu5Ac - kwas N-acetyloneuraminowy

Ni (Ra) - nikiel Raneya

p-NP - para-nitrofenol

PLP - pirydoksyno-5’-fosforan

rac - racemat

rPHCR - rekombinowana reduktaza karbonylowa z serca $§wini

UDP - urydynodifosforan
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WPROWADZENIE

Waznym wyzwaniem w syntezie organicznej jest uzyskanie odpowiednich pro-
duktow w reakcjach o wysokiej chemo-, regio- i stereoselektywnosci.

Poniewaz katalizatory chemiczne nie zawsze umozliwiajg przeprowadzenie
odpowiednich reakcji w zadowalajacy sposob, warto zwroci¢ uwage na reakcje,
ktore sg katalizowane przez enzymy. W pierwszej czesci tego opracowania przedsta-
wiono zastosowania hydrolaz w syntezie organicznej. Wynika to z tego, iz ta klasa
enzymow znalazla zdecydowanie najszersze zastosowanie w syntezie. W niniejszej
cze$ci zostaly przedstawione zastosowania oksydoreduktaz, transferaz, liaz i izome-
raz. Enzymy nalezace do tych klas nie znalazly, az tak szerokiego zastosowania, ale
zdecydowanie powinno sie to szybko zmieniaé. Niestety odpowiednie dane litera-
turowe zostaly opublikowane nie tylko w czasopismach chemicznych, co bardzo
utrudnia zapoznanie si¢ z tym zagadnieniem. Dlatego w tej czesci opracowania
przedstawiono znane zastosowania enzymow nalezacych do odpowiednich klas tak,
aby w mozliwie przejrzysty sposob usystematyzowac dane literaturowe. Szczegélnie
hydrolazy i oksydoreduktazy znalazly szerokie zastosowanie w syntezie zlozonych
produktow koncowych, ktére zwykle posiadaja wysoka cene jednostkowg [1].

1. KOFAKTORY

Czesto do prawidlowego dzialania enzymy wymagaja obecnosci kofaktordw,
czyli zwigzkow chemicznych o malej masie czgsteczkowej, nieorganicznych (takich
jak jony metali) badZ organicznych, (dla ktérych dinukleotyd nikotynoamidoadeni-
nowy — NADH jest dobrym przedstawicielem). Ten fakt jest czesto pomijany w lite-
raturze. Nalezy jednak podkresli¢, ze bez kofaktoréow aktywnos¢ szeregu enzymow
jest niewielka, co rzutuje na uzyskiwane wyniki i prowadzi do btednych wnioskow.
Zastosowanie nieoczyszczonych preparatow biologicznych, ktore jak moze si¢ wyda-
wac nie sg zbyt atrakcyjnymi biokatalizatorami, zapewnia obecnos¢ kofaktorow, co
przeklada sie na ich wysoka aktywnos¢ katalityczng. Warto wiec w przesiewowych
badaniach laboratoryjnych, ktérych celem jest tylko znalezienie dogodnego bioka-
talizatora stosowac takie preparaty.

2. WYBRANE ZASTOSOWANIA ENZYMOW

2.1. WYBRANE ZASTOSOWANIA OKSYDOREDUKTAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Oksydoreduktazy sg to enzymy, ktére katalizujg reakcje utleniania i redukeji.
Utleniaja np. grupy hydroksylowe, aminowe, jony metali, wigzania pojedyncze
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wegiel-wegiel do wigzan podwdjnych. Redukujg np. grupy karbonylowe. Kofaktory
takie jak NAD(P)H, mononukleotyd flawinowo adeninowy (FMN), sa niezbedne
do prawidlowego dzialania tych enzymoéw poniewaz umozliwiajg regeneracje
biokatalizatora.

2.1.1. Dehydrogenaza alkoholowa z watroby konskiej (HLADH)

Dehydrogenazy to podklasa oksydoreduktaz katalizujaca reakcje odszczepienia
wodoru od czgsteczki. Dehydrogenaza alkoholowa znalazta zastosowanie, jako bio-
katalizator zaréwno w reakcjach utleniania jak i redukcji.

Typowa, szeroko stosowana procedura izolacji tego enzymu zostala opisana
przez Dalziela [2].

2.1.1.1. Reakgje utleniania

HLADH znalazt szerokie zastosowanie w reakcjach utleniania dioli:

a) Dzigki zastosowaniu tego enzymu w reakcji utleniania 1,3-mezo-dioli [3]
(takich jak zwigzek 1) do laktondéw otrzymano enancjomerycznie czyste bicykliczne
[3.2.1] laktony o strukturze zwigzku 2 oraz jego analogi i [3.3.1] laktony, ktére sa
cennymi intermediatami w syntezie organiczne;j.

HLADH, NAD*, FMN
100% ee
pH9

-
OH OH 81% O 0
(mezo) - 1 (1S,3R)-2

Schemat 1
Scheme 1

Jak pokazano na Schemacie 1, lakton 2 otrzymano z wysoka wydajnos$cig oraz
nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 100%. Analogiczne zwigzki otrzymano
z podobng wydajnoscig. Aby umozliwi¢ regeneracje dinukleotydu nikotynoamido-
adeninowego (NAD"), do reakcji dodano mononukleotyd flawinowo adeninowy
(FMN). Dodatek FMN znacznie zwigksza koszty syntezy, ale jest to duzo tansze niz
dodawanie NAD* w wigkszej ilosci i nie regenerowanie go. Przeprowadzone bada-
nia wykazaly, ze diole z pier§cieniem cyklopentanowym badz cykloheksanowym sg
akceptowane przez enzym. Wykazano ponadto, ze cis-1,3-bis(hydroksymetylo)cyc-
loheksan i (1R,3S,5R)-syn-anti-1,3-bis(hydroksymetylo)-5-(metoksymetylo)cyklo-
heksan byly doskonalymi substratami dla tego enzymu.

b) Réwniez utlenianie 1,2-mezo-dioli w warunkach analogicznych do przed-

stawionych na Schemacie 1, jest katalizowane przez ten enzym [4]. Takie lak-
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tony sa waznymi substratami do syntezy lekdw i biocydow, np. lakton cyklo-
butanowy byt dalej przeksztalcany do grandizolu - feromonu uzywanego
do ochrony upraw bawelny przed wotkiem zbozowym. Utlenianie cis-mezo
dioli dato bardzo dobre rezultaty. Natomiast utlenianie racemicznych trans
dioli przebiegalo z niska wydajnoscia i uzyskiwano produkty racemiczne.
Aby to wyjasni¢ zaproponowano model szesciennych przestrzeni w miejscu
aktywnym, w ktérym oba izomery trans wpasowuja si¢ dobrze w te prze-
strzenie, co wyjasnia tworzenie racemicznych produktow.

¢) HLADH katalizuje rowniez utlenianie hydroksycyklopentenéw [5] takich

jak zwiazek 3 do laktonéw, co pokazano na Schemacie 2.

OH OH

O o
OH pH 9, 20°C /\OH
75% 48%
23% ee 49% ee
(rac) - 3 (1S,2R)-3 (1R,2S)-4
Schemat 2
Scheme 2

Wydajnos¢ liczona jest wzgledem odpowiedniego enancjomeru substratu. Dzigki
zastosowaniu tego enzymu reakcja jest regio- i enancjoselektywna. Regioselektywnos¢
reakeji jest zgodna z przewidywaniami, tzn. utleniana jest pierwszorzedowa, a nie
drugorzedowa grupa hydroksylowa, co prowadzi do powstania laktonu 4 i odzyski-
wany jest wzbogacony enancjomerycznie substrat (1S,2R)-3. Produkty otrzymywane
s3 z umiarkowanymi nadmiarami enancjomerycznymi.

Otrzymywanie optycznie czynnych laktondéw z wykorzystaniem réznych bio-
transformacji zostato opisane [6]. W niniejszej pracy przedstawiono kilka przykladow
otrzymywania laktondw z zastosowaniem enzymow zwierzecych.

d) Zastosowanie HLADH oraz dehydrogenazy aldehydowej immobilizowanych
razem w zelu poliakrylamidowym umozliwilo utlenianie dioli (np. zwigzku 5) do
L-a-hydroksykwasow [7]. Kwas 3-amino-2-hydroksypropionowy (7) otrzymany w ten
sposob moze by¢ wykorzystany do syntezy blokeréw receptoréw 3-adrenergicznych,
ktore sg stosowane jako leki.

Jest to interesujgcy przyklad wspoétdziatania dwdch réznych enzymow. Zgodnie
z ideg przedstawiong na Schemacie 3, najpierw dehydrogenaza alkoholowa utlenia
pierwszorzedowa grupe hydroksylowa diolu do aldehydu 6, a nastepnie dehydroge-
naza aldehydowa utlenia powstalg grupe zwigzku 6 do grupy karboksylowej kwasu 7.
Konwersja aldehydu do kwasu przesuwa rownowage pierwszej reakcji w strone pro-
duktu, co zwieksza wydajnos¢ catej przemiany.
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H

e}

OH HLADH OH AldDH
H NJVOH — = HN__A_0 ———=H,N

, 0
NAD i Y Y

H OH
96% ee
5 6 7
Schemat 3
Scheme 3

Zastosowanie drozdzowej dehydrogenazy alkoholowej pokazalo, ze enzym ten
byt niestabilny i mniej aktywny w przypadku utleniania dioli i @-aminoalkoholi.

2.1.1.2. Reakcje redukcji

Dehydrogenaza alkoholowa jest réwniez szeroko stosowana w reakcjach reduk-
cji aldehyddéw i ketondw. Enancjoselektywne redukcje katalizowane odczynnikami
organicznymi sg zwykle bardzo trudne do przeprowadzenia szczegdlnie, gdy odpo-
wiednie reakcje majg by¢ enacjo- i diastereoselektywne.

a) Typowe zastosowanie tego enzymu do redukcji bicyklicznych ketondw

[8] przedstawione jest na Schemacie 4. Alkohole 9 otrzymano z dobrymi
wydajno$ciami i nadmiarami enancjomerycznymi wynoszacymi 95-97%.
Najlepsze rezultaty otrzymano, gdy jako grupe karboksylowa w substracie 8
zastosowano reszte kwasu propionowego. Hydrofobowe ancuchy boczne
ketonéw (8) oddzialujg z hydrofobowg strefa miejsca aktywnego enzymu,
co zwieksza stabilizacje kompleksu enzym-substrat. Reakcja byla enacjose-
lektywna (tylko jeden z enancjomerdw substratu jest redukowany) i diaste-
reoselektywna (tworzy si¢ drugie centrum stereogeniczne i powstaje tylko
jeden z mozliwych diastereoizomerdéw).

0
0
0 HLADH, NADH H +H
H _—
+ H' ' Na,s,0, pH7,0
OTR
0

OH
o_. R O__R
o_ R
Y LA

O
R=alkil 42-50% 36-51%
(1R,2R,4R)-8 (1S,25,4S)-8 80-94% ee 95-97% ee
(1S,25,4S5)-8 (1R,2R,4R,5R)-9
Schemat 4

Scheme 4
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b) Zastosowano HLADH roéwniez do redukcji heterocyklicznych ketonow [9],
co przedstawiono na Schematach 5 i 6.

HLADH, NADH
o + o + o
bufor fosf., pH 7,0 10) HO HO™"

51% 17% 5%
52% ee 93% ee 19% ee

(1S,6R)-10 (1R,3S,65)-11 (1R,3R,6S)-11

Schemat 5
Scheme 5

ACD
Q@
;Cb :
JCD

HLADH, NADH :
S + S
bufor fosf., pH 7,0 o : HO

H H
52% 33%
53% ee >97% ee
(1S,65)-12 (1R,3S,6R)-13
Schemat 6

Scheme 6

Stwierdzono, ze substraty zawierajgce tlen (10) lub siarke (12) sa dobrze akcep-
towane przez HLADH, a ich redukcja przebiega tak jak dla weglowych analogéw.
Zauwazono rowniez, iz male znaczenie ma czy substrat zawiera tlen czy siarke.
Znaczgce jest natomiast jaka substrat ma konfiguracje. Jezeli ma konfiguracje trans
reakcja jest enacjo- i diastereoselektywna. W przypadku substratu o konfiguracji cis
diastereoselektywnos¢ jest nizsza.
¢) Optycznie czystych acyklicznych alkoholi drugorzedowych nie da si¢ otrzy-
macé przez bezposrednig redukcje biokatalityczng, gdyz acykliczne ketony
nie s dobrymi substratami dla dehydrogenazy alkoholowej. Dlatego zapro-
ponowano koncepcje przedstawiong na Schemacie 7 [10].
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O OH
? OH
HLADH Ni (Ra) :
S R S R
14 15 16
Schemat 7
Scheme 7

Polega ona na redukcji heterocyklicznych ketondw zawierajacych siarke (16) do
alkoholi, a nastepnie ich desulfuryzacji metodami chemicznymi (z zastosowaniem
niklu Raney’a). W ten sposob powstaja acykliczne, optycznie czyste alkohole drugo-
rzedowe (18), ktore sg bardzo trudne do otrzymania metodami chemicznymi.

Na Schemacie 8 przedstawiono warunki etapu enzymatycznego (redukcji
2-podstawionych tetrahydrotiopiran-4-onéw do cyklicznych alkoholi).

o o OH OH
HLADH, NADH : ’
+ +
EtOH, pH 7
S S r s ‘/ s
35% 1% 29%
39% ee opt. czysty opt. czysty
17 (2R)-17 (2R,4S)-18 (2S,45)-18
Schemat 8
Scheme 8

Enancjoselektywnos¢ tej reakejijest niewielka, redukcji ulegajg oba enancjomery
zwigzku 17. Natomiast nowo powstajace centrum stereogeniczne ma tylko jedna
konfiguracje, zatem reakcja jest diastereoselektywna. Produkty otrzymano z umiar-
kowang wydajnoscia, ale sa one optycznie czyste. Zwiazki (2R,45)-18 i (25,45)-18 sa
diastereoizomerami, wiec mozna je rozdzieli¢ metodami fizycznymi.

d) Redukcja 3-podstawionych tetrahydrotiopiran-4-onéw [11] byla przepro-
wadzana w takich samych warunkach jak podane na Schemacie 8. W tym
przypadku produkty otrzymano z wyzsza wydajnoscia (do 49% izomeru
trans), ale z nizszymi nadmiarami enancjomerycznymi (78-90%).

e) Dehydrogenaze alkoholowg zastosowano réwniez do katalizowania reduk-
¢ji [1-H] oktanalu (19) [12].
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OH
HLADH, NADH, pH6,9 1. S of
ot R H S—— /x""lD
R™ "0 EtoH, dioksan D RA
R=C,H,, ee>95%
19 (15)-20 (1R)-20
Schemat 9
Scheme 9

Enzym odréznia wodér od deuteru. Tak male réznice sg niezauwazalne w przy-
padku metod chemicznych, zatem zastosowanie biokatalizy jest bardzo trudne do
zastgpienia. Produkt otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym wiekszym niz
95%. Enancjomer (S) (zwiazek 20) otrzymany w ten sposob byt chemicznie prze-
ksztalcony w mniej dostepny enancjomer (R), zatem mozliwe jest otrzymanie ta
metoda obydwu enancjomerdw.
f) HLADH akceptuje rowniez zwigzki organometaliczne jako substraty. Dzieki
temu z powodzeniem zastosowano ten enzym do redukcji trikarbonylo-
(r]6—benzaldehydo) komplekséw chromu [13].

CH,OH

(S)-21 (R)-22
Tween 80, 36°C
Cr(CO); HLADH Cr(CO){ Cr(CO)
dla R=2-CH,
NADH 089% 699
0 (]
CH,CHO — —— CH,CH,OH
81% ee 91% ee

R=CHg, Cl, OCHj, F (orto lub meta)

Schemat 10
Scheme 10

Na Schemacie 10 przedstawiono przebieg reakcji oraz role, jaka spetnia doda-
tek etanolu (umozliwia regeneracje kofaktora). W zaleznosci od reszty R produkty
otrzymano z wydajnoscig od 60 do prawie 100% oraz nadmiarami enancjomerycz-
nymi od kilku do ok. 91%. W przypadku izomeru meta otrzymywano zawsze alko-
hol o konfiguracji R, ale w przypadku izomeru orto produkty 2-metoksy i 2-fluoro
powstawaly z przewaga enancjomeru S. Aby to wyjasni¢ zastosowano komputerowe
modelowanie dopasowania substratéw do miejsca aktywnego enzymu. Okazalo sie,
ze uklad oddzialywan hydrofobowych i wigzan wodorowych enzym-substrat zmie-
nia si¢ w zaleznosci od podstawnika i stad roznice w enancjopreferencji.
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2.1.2. Dehydrogenaza mleczanowa

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) byta izolowana np. z osocza i leukocytéow
krow i koni [14]. Jednak otrzymanie LDH z tkanki miesniowej $wini jest wydaj-
niejsze i tansze [15]. Zastosowano nietypowg procedure wydzielania tego enzymu.
Tkanke mig$niowa homogenizowano z buforem Tris-HCI, a nastepnie mieszano
z piang wytworzona z surfaktanta, NaOH i barwnika. Po wirowaniu w fazie wodnej
znajdowal sie oczyszczony enzym. LDH akceptuje duze spektrum kwaséw jako sub-
stratow, zatem jest uniwersalnym katalizatorem.

Dehydrogenaz¢ mleczanowsg zastosowano, jako biokatalizator reakeji syntezy
kwasu f-chloromlekowego (24) oraz glicydolanu potasu (25) [16].

O
L-LDH OH 2 KOH COOK
NADH b 78% L
52%
ee>97% ee>97%
23 24 25
Schemat 11
Scheme 11

Na Schemacie 11 przedstawiono etap enzymatyczny i chemiczny reakcji. Produkt
otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym powyzej 97% i umiarkowang wydaj-
noscig. Enzym byt uzywany w formie immobilizowanej (zamykany w zelu). NADH
byl regenerowany za pomocg glukozo-6-fosforanu oraz dehydrogenazy glukozo-6-
-fosforanu. Stosujac zwierzeca LDH otrzymywano kwas L-S-chloromlekowy oraz
L-glicydol. Izomery D uzyskiwano w ten sam sposéb z podobnymi nadmiarami
enancjomerycznymi uzywajac D-LDH z Lactobacillus leichmanni.

Opisano réwniez zastosowanie LDH do syntezy innych 2-hydroksykwasow
(27) [17], ktére s waznymi substratami zastosowanymi w syntezie epoksydow, gli-
koli i haloestrow.

(0]
L-LDH HO, ,H
L L

R COOH NADH R COOH
' 94-99% 0e>99%
R=Et, Pr, iPr, Bn
26 27
Schemat 12
Scheme 12

Na Schemacie 12 pokazano ogolnie reakeje tego typu. Wydajno$¢ i nadmiary enan-
cjomeryczne produktéw byly bardzo wysokie. NADH regenerowano za pomocg
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mréwczanu i dehydrogenazy mréwczanowej. Enzym byt immobilizowany w zelu
poliakrylamidowym. Dehydrogenaza mleczanowa ma grupe tiolowa tatwo ulega-
jaca utlenieniu na powietrzu, co jest duzym utrudnieniem w zastosowaniu tego
enzymu. Immobilizacja enzymu daje trwaty biokatalizator, ktory jest zabezpieczony
przed utlenianiem.

Dehydrogenaza mleczanowa byla réwniez wykorzystana podczas syntezy gli-
koproteiny, ktorej fragmentem byt zwigzek 28a [18].

N, OH N, OH N, OH
OH OH
HO . o aldolaza  HOw.[ o OH aldolaza HO.. 7&
AcHN COOH = ™ AcHN ——————AcHN O7/™cooH
HO CHO 0 Bc
LDH, NADH )J\ HO
2 2
’ ° H’c” ~COONa 28a
Schemat 13
Scheme 13

Sacharyd z izotopem wegla C byl syntetyzowany w celu zbadania mechanizmu
formowania oligosacharydéw w organizmie. Etapy enzymatyczne tej wielostopnio-
wej syntezy przedstawiono na Schemacie 13. Jest to przykiad wspdtpracy dwdch
enzymow w tym samym etapie syntezy. Aldolaza katalizuje tutaj zaréwno reakcje
retroaldolowg (pierwszy etap), jak i aldolowa (drugi etap). Gdy nie uzywano LDH
jako dodatkowego katalizatora, pierwsza reakcja byla odwracalna, a jej wydajnos¢
wynosita 60%. Po dodaniu LDH, stwierdzono, ze wydajnos¢ zwiekszyta sie do 98%,
a w drugim etapie analog [3-"*C] kwasu N-acetyloneuraminowego (28a) otrzymano
z wydajnoscia 93%.

2.1.3. Dehydrogenaza glutaminianowa

Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH) z watroby wolowej byla uzyta do syn-
tezy L-6-hydroksynorleucyny (32) [19], ktora jest kluczowym substratem do syntezy
omapatrilatu, leku przeciwko nadci$nieniu [20].

(0] NH, NH,
GDH, NADH :
ONa NH; ONa ’ OH
HOWS( —= HO o How

o) 0 Rl 0e>99% o

30 31 (L)-32
Schemat 14
Scheme 14

Produkt otrzymano z wysoka wydajnoscia i nadmiarem enancjomerycznym powy-
zej 99%. Zaobserwowano, ze enzym katalizuje enancjoselektywna redukcje wigzania
iminowego tworzacego si¢ in situ, co pokazano na Schemacie 14.
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L-6-hydroksynorleucyna byla réwniez otrzymana w reakcji deracemizacji,
w dwoch etapach, z zastosowaniem dwoch enzymoéw (Schemat 15). Oksydaza
D-aminokwasow z nerki wieprzowej katalizuje utleniajace deaminowanie D-6-hy-
droksynorleucyny (czyli zbednego enancjomeru), a GDH katalizuje redukujace
aminowanie ketokwasu do L-enancjomeru, potrzebnego do produkc;ji leku.

(0]
NH, D-aminokwasow OH
MOH oksydaza HO
HO
I o, 30a 4 (@) GDH
32 NH, Nﬁﬁ“
HO/\/\/\[(
91-97% O
ee>99% (L)-32
Schemat 15
Scheme 15

Produkt otrzymano z tak samo wysokim nadmiarem enancjomerycznym, ale z wyz-
sz3 wydajnoscig niz powyzej. Tworzacy sie, jako produkt uboczny pierwszego etapu
reakcji nadtlenek wodoru byt rozkladany przez dodanie katalazy (enzym opisany
w rozdziale 3.1.5.). Po przeprowadzeniu badan stwierdzono, Ze ekstrakty dehydro-
genazy fenyloalaniny z mikroorganizméw Sporosarcina sp. i Thermoactinomyces
intermedius byly réwniez efektywnymi biokatalizatorami. GDH z mikroorgani-
zmow byly aktywne przy uzyciu NADPH, a nie NADH. Bakteryjne dehydrogenaza
leucyny i dehydrogenaza alaniny byly nieaktywne.

2.1.4. Reduktaza karbonylowa

Reduktazy karbonylowe sa obecne we wszystkich tkankach i odgrywaja wazna
role w metabolizmie wielu lekéw. Ich biochemiczna aktywnos$¢ zostata opisana
przez Forresta i Gonzaleza [21]. Reduktaza karbonylowa byla wyizolowana mig¢dzy
innymi z serca krélika [22]. Reduktaze karbonylowa z serca $wini sklonowano przez
rekombinacje plazmidu i transformacj¢ do E.coli [23].

Rekombinowana reduktaza karbonylowa z serca §wini (rPHCR) zostata zastoso-
wana do redukcji 4-benzoilopirydyny (33) [24]. a-Pirydylo alkohole sg substratami
w syntezie wielu lekéw. Maja aktywno$¢ analgetyczng i antykonwulsyjna [25]. Sto-
sujac chemiczne katalizatory trudno byloby uzyska¢ alkohole podobne do zwigzku
34 z dobrym nadmiarem enancjomerycznym, gdyz réznica pomiedzy pier§cieniami
benzenu i pirydyny jest mala.
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Jak pokazano na Schemacie 16, po zastosowaniu tego enzymu otrzymano
produkt z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 87,2%. «-Fenylo-pirydy-
lometanole byty wczesniej syntetyzowane z uzyciem drozdzy piekarnianych, ale
uzyskano produkty z nadmiarami enancjomerycznymi od 3 do 86%, dlatego posta-
nowiono zastosowaé rekombinowany enzym, by uzyska¢ produkty z wiekszymi
nadmiarami enancjomerycznymi. Niestety, uzyskano produkty z analogicznymi
nadmiarami enancjomerycznym.

O H
| Xy rPHCR, NADPH | AN
N bufor fosf., pH 6,0 _N 87,2% ee
33

0,
18,1% (S)-34

nQ

Schemat 16
Scheme 16

2.1.5. Katalaza

Enzym wyizolowano i oczyszczono z watroby wolowej [26]. W odrdéznieniu
od najczgsciej stosowanych procedur watrobe homogenizowano z kwasem cytry-
nowym, a nie rozpuszczalnikiem organicznym. Po odwirowaniu osad rozpuszczono
w buforze fosforanowym i wysalano enzym stalym siarczanem amonu.

Katalaza katalizuje reakcje rozkladu nadtlenku wodoru do wody i tlenu.
Znalazla zastosowanie do katalizowania innych reakcji, np. utleniania kwasu
3-hydroksyantranilowego (35) [27].

COOH COOH COOH

NH, katalaza @Njé['\mz
OH 0, o OH
36

bufor octowy, pH 5,0
35 Yy, P

Schemat 17
Scheme 17

Nadtlenek wodoru byt stale dostarczany przez uklad glukoza/oksydaza glukozy.
Pokazany na Schemacie 17 zwigzek 36 wykazuje aktywnos¢ antybakteryjna.
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2.2. WYBRANE ZASTOSOWANIA TRANSFERAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Transferazy sa enzymami, ktore katalizujg przenoszenie réznych grup pomie-
dzy czgsteczkami zwigzkow chemicznych. Najwiecej transferaz uzywanych w bioka-
talizie to te katalizujace przenoszenie grup cukrowych. Stosujac je mozna otrzymac
produkty z wysoka regio- i stereoselektywnoscia. Nie jest to mozliwe przy uzyciu
metod chemicznych, gdyz cukry maja kilka chemicznie réwnocennych grup hydrok-
sylowych nierozréznialnych dla klasycznych katalizatorow.

2.2.1. Transaldolaza

Transaldolaza byla otrzymana np. z wolowego gruczolu sutkowego [28].
Tkanka byla homogenizowana z buforem o pH 4, a nastgpnie supernatant frakcjo-
nowano siarczanem amonu. Enzym ten byl zastosowany do produkeji 2,5-D-treo-
diketoheksozy [29]. Wszystkie wczes$niej znane akceptory reszt przenoszonych
przez transaldolaze mialy grupe hydroksylowa przy weglu sasiadujacym z grupa
aldehydowa. W przytoczonym tu eksperymencie okazato sie, iz pomimo ze aldehyd
hydroksypirogronowy nie spetnia tego warunku, jest on réwniez dobrym akcepto-
rem w tej reakcji. Stad wniosek, ze transaldolaza jest bardziej uniwersalnym katali-
zatorem, niz wczesniej uwazano.

2.2.2. Galaktozylotransferaza

Galaktozylotransferaza z mleka krowiego znalazta zastosowanie w syntezie
3-O-metylolaktozy (39) [30], co pokazano na Schemacie 18.

OH__-OH OH
(0]
* Ho N
HO (0] MeO
MeO
oubp OH OH OH OH
37 38

Schemat 18
Scheme 18

Ten f3-1>4 disacharyd byl otrzymany z wydajnoscia 15%, co w przypadku syn-
tezy sacharyddéw majacych wiele tak samo reaktywnych grup hydroksylowych jest
dobrym wynikiem. 3-O-metylolaktozy uzyto w diagnostyce medycznej do spraw-
dzania aktywno$ci laktazy w jelitach. 3-galaktozydazy w analogicznej reakeji katali-
zujg tworzenie wigzania 1->6-glikozydowego.
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2.2.3. Transferaza UDP-glukozy

Ten enzym (obecny w watrobach ssakow) byt zastosowany w reakeji glukuro-
nidacji 3-O-benzylowej pochodnej morfiny (40) [31]. Na Schemacie 19 przedsta-
wiono reakcje glukuronidacji oraz koncowy efekt przemian chemicznych.

~~
UDP-glukoza
transferaza
HoOC_ O
HOW
40 HO
41
Schemat 19
Scheme 19

Stwierdzono, ze mimo do$¢ znacznego rozbudowania sterycznego, czasteczka zmo-
dyfikowanej morfiny jest akceptowana jako substrat dla tej transferazy. Hydroliza
produktu przy uzyciu wodorotlenku sodu w izopropanolu oraz uwodornienie
(Pd/C, H,0/MeOH/AcOH) data 7,8-dihydromorfino-6-glukuronid (42), ktéry ma
lepsze wlasciwosci przeciwbodlowe niz morfina. Zabezpieczenie grupy OH w fenolu
w pozycji 3 jest interesujacym przykladem jak mozna chemicznie kierowa¢ reakcja
katalizowang przez enzym. Dla substratu z wolng grupg 3-OH enzym preferuje glu-
kuronidacje tej pozycji i nie jest mozliwe uzyskanie produktu funkcjonalizowania
W pozycji 6.

2.2.4. Fukozylotransferaza

Glikany biorg udzial w procesach takich jak adhezja podczas zapalenia i meta-
stazy lub rozpoznawanie komorek. Ta transferaza moze by¢ uzyteczna w produkeji
glikomimetykdw bedacych inhibitorami powyzszych procesow.

Enzym zostal wyizolowany z mleka ludzkiego [32], ale mleko innych ssakéw
moze by¢ rowniez dobrym zrédtem fukozylotransferazy. W natywnych tkankach
stezenie tego enzymu jest niskie, dlatego ludzka fukozylotransferaza III byta ekspry-
mowana w komoérkach Spodoptera frugiperda Sf9 [33], co umozliwilo zwigkszenie
produkcji enzymu.

Fukozylotransferaza jest enzymem przenoszacym reszte fukozy, réwniez na
trzeciorzedowy alkohol, co jest unikalng wlasciwoscia, zastosowang do otrzymania
analogu czynnika grupowego krwi — LeX trisacharydu (44) [34].
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43 44

Schemat 20
Scheme 20

Stwierdzono, ze reakcja przebiega rownie dobrze, jak dla akceptora z drugorze-
dowg grupg OH (bez grupy CH,).

2.2.5. Syntaza difosforanu farnezylu

Ten enzym, nazywany réwniez transferaza prenylu, byl izolowany z watroby
wieprzowej [35] i kurczecej [36] (homogenizacja z buforem fosforanowym o pH 7
i frakcjonowanie siarczanem amonu). Syntazy maja zdolnos¢ katalizowania tworze-
nia wigzania C-C. Metody chemiczne tworzenia takich wigzan sg trudne, wymagaja
dobrania specyficznych warunkéw reakeji i zastosowania drogich katalizatorow.
Syntazy powinny by¢ przedmiotem zainteresowan naukowcéw i szczegdtowych
badan, gdyz ich zastosowanie moze zdecydowanie rozwing¢ znane metody syntezy
nawet bardzo ztozonych zwigzkow.

Enzym syntaza difosforanu farnezylu wydzielony z watroby wieprzowej oraz
z Bacillus stearothermophilus byly uzywane w syntezie difosforanow (47).

enzym bufor Tris-HCI O\/\opp
)\/\/k/\ pH 7,0 N N

Schemat 21
Scheme 21

Reakeje z cyklicznym analogiem substratu (przyklad pokazano na Schemacie 21)
przebiegaja z wydajnoscig 42,2% w przypadku enzymu pochodzenia zwierzecego,
a tylko 13,6% z enzymem bakteryjnym. Produkt zawiera reszte difosforanowg i moze
stuzy¢ do tworzenia bardziej rozbudowanych czasteczek.
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2.3. ZASTOSOWANIA LIAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Liazy to enzymy, ktore katalizujg rozszczepienie wigzan zwigzkéw chemicznych
bez udzialu wody. Wiekszo$¢ liaz z wyzszych eukariotow uzywanych w syntezie
organicznej pochodzi z roslin, ale te znajdujace si¢ w organizmach zwierzecych cha-
rakteryzuja sie cennymi wlasciwo$ciami biokatalitycznymi.

2.3.1. Dekarboksylaza DOPA (3,4-dihydroksyfenyloalaniny)

Enzym ten byl izolowany z nerek wieprzowych [37] poprzez homogenizacje
z buforem fosforanowym o pH 6,8 oraz frakcjonowanie supernatantu siarczanem
amonu.

Gléwne dzialanie tego enzymu to dekarboksylacja aromatycznych L-amino-
kwasow, ale katalizuje on réwniez pol-transaminacje aromatycznych D-aminokwa-
séw (w niskim pH i w warunkach beztlenowych) oraz utleniajgce deaminowanie
aromatycznych amin (w wysokim pH, w warunkach tlenowych) [38]. W przypadku,
gdy substratem jest serotonina (48) obydwa te mechanizmy sg obserwowane i pro-
wadzg do tego samego produktu (49).

HO HO
- 5 |
m}_{f \m
N
H

N
H
48 49

Schemat 22
Scheme 22

Enzym jest zwigzany z pirydoksyno-5’-fosforanem (PLP), do ktdrego wiaze si¢ sub-
strat. PLP jest przeksztalcany podczas reakcji do pirydoksamino-5’-fosforanu.

Rekombinowang w E.coli dekarboksylaze DOPA zastosowano wreakcji dekarbo-
ksylacji L-treo-(3,4-dihydroksyfenylo)seryny do norepinefryny (NE) [39]. 6-Fluoro-
L-treo-(3,4-dihydroksyfenylo)seryna (50) byta dekarboksylowana do 6-fluoro-NE (51),
ktora jest agonista a-adrenergicznym. Stwierdzono, ze reakcje z 2-fluorowanym
analogiem zwigzku 50 nie zachodza.

H, ,OH H ,OH
HO:©5<<COOH dekarboksylaza ~ HO > NH,
H NH, ~
HO = bufor fosf. pH=6,8 HO F
50 51
Schemat 23

Scheme 23
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Zwigzek 50 jest dekarboksylowany z taka sama szybkoscig jak jego niefluorowany
analog.

2.3.2. Aldolazy

Aldolazy izolowano np. z watroby wotowej [40] (zawieszenie w KCl, dodatek
metanolu, filtracja) lub miesni krolika. Katalizujg one reakcje kondensacji aldolowej,
ktore prowadza do formowania nowego wigzania C-C [41]. Fruktozo-1,6-difosforo
aldolaza z miesni krélika byla zastosowana w syntezie aminocykloheksitolu (56),
ktory jest analogiem aminocyklitolowaliolaminy, inhibitora glikozydaz [42]. Inhibi-
tory takie s3 uzywane w leczeniu réznorodnych infekgji.

53
NO, aldolaza,
/K/\<o|\/|e HCI, THF/H,O COOEt fosforan dihydroksyacetonu
EtOOC — = - J oo ——
52 OMe 80°C ON pH=75, .t.

HO

LOH

GOOEt  OH OPOs - HO, SC_.NO, H, PO, HO,
oN y E—— g
(:)H o pH=3,9,30°C  HO MeOH/AcOH o
54 55 (1S,2S,3R,6R)-56
Schemat 24
Scheme 24

Kondensacja katalizowana przez aldolaze byla wysoce stereoselektywna. Enzym
kontroluje konfiguracje¢ na obu atomach wegla tworzacego si¢ wigzania C-C. Pro-
dukt 56 otrzymano ze zwigzku 55 poprzez chemiczng redukcje grupy nitrowej do
aminowej. Wydajnos¢ calkowita wynosila okoto 60%.

2.4. ZASTOSOWANIA IZOMERAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Izomerazy sa enzymami, ktore katalizujg zmiane wzajemnego ulozenia ato-
mow lub grup atoméw w czasteczce zwigzku chemicznego, bez zmiany ich ilodci. Sg
one rzadko uzywane w biotransformacjach i produkowane raczej przez mikroorga-
nizmy. Jednak epimerazy mozna otrzymac réwniez z tkanek zwierzecych.
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2.4.1. N-acylo-D-glukozamino-2-epimeraza (GlcNAc-2-epimeraza)

Ten enzym izolowano z nerek wieprzowych i eksprymowano w E.coli [43].
W nerkach wieprzowych ma on aktywnos¢ biatka wigzacego renine.

GlcNAc-2-epimeraza z liazg N-acetyloneuraminianu pochodzacg z E.coli byly
zastosowane do produkcji kwasu N-acetyloneuraminowego (59) z N-acetylo-D-
glukozaminy (57) i kwasu pirogronowego [44]. Oba enzymy dodano jednocze$nie
do mieszaniny reakcyjnej.

HO ) HO NHAc
o GlcNAc 2-epimeraza o Neu5Ac liaza
HO _ HO —_—
HO HO

AcNH'OH OH /
YCOOH
0

57 58

Schemat 25
Scheme 25

Pierwszy etap jest enzymatyczng epimeryzacja do N-acetylo-D-mannozoaminy
(58), a drugi to kondensacja aldolowa. Rownowage reakcji przesunieto w strone
kwasu Neu5Ac dzieki uzyciu nadmiaru kwasu pirogronowego. Konwersja GIcNAc
wyniosta 77%.

2.5. LIGAZY

Ligazy to enzymy katalizujace tworzenie nowych wigzan chemicznych, facze-
nie czasteczek w wigksze zwigzki. Znajdujg zastosowanie w biologii molekularnej
i inZynierii genetycznej, na razie brak doniesien o ich wykorzystaniu w syntezie
organicznej. Sa to enzymy pozyskiwane z mikroorganizméw, a nie z tkanek zwie-
rzecych, cho¢ oczywiscie wystepuja w organizmach zwierzat.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przytoczonego pi$miennictwa mozna stwierdzi¢, iz tkanki zwie-
rzece sg zrédlem bardzo wielu enzymow, uzywanych jako biokatalizatory réznorod-
nych reakeji. Zdecydowanie widaé, ze najwigksze zastosowanie znalazly hydrolazy
ponadto duzo jest tez zastosowan oksydoreduktaz. W znacznie mniejszym stopniu
wykorzystuje sie transferazy, liazy i izomerazy, natomiast ligazy jak dotad nie znala-
zly zastosowan w syntezie organicznej.

Znane s przyklady stosowania enzyméw immobilizowanych, pokazano to dla
dekarboksylazy DOPA (otrzymywanie 6-fluoronorepinefryny). Przytoczono réw-
niez przyklady zastosowan enzymoéw rekombinowanych - reduktazy karbonylowej
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z serca $wini (redukcja 4-benzoilopirydyny) oraz GlcNAc-2-epimerazy (otrzymy-
wanie kwasu N-acetyloneuraminowego).

W pracy zostaly pokazane reakcje, w ktérych enzymy pochodzenia zwierze-
cego nierzadko okazywaly si¢ wydajniejszymi biokatalizatorami niz te z mikroor-
ganizmoéw. Wskazano réwniez zastosowania produktéw reakeji enzymatycznych do
dalszej syntezy, np. lekow.

Z przytoczonych faktéw wynika, iz biokataliza z uzyciem enzymow zwierze-
cych jest dynamicznie rozwijajacy si¢ dziedzing i w przyszlosci bedzie coraz szerzej
wykorzystywana.
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ABSTRACT

The phenomenon of optical activity was discovered by Louis Pasteur in 1848. Since this
time, chirality of organic compounds observed in biological systems has became a central
theme in scientific research. Synthesis and quantitation of enantiomerically pure compounds
is important for a wide range of applications. Chirally pure compounds are required not only
by pharmacology, but they are also of interest in cosmetic and food industry and many other
applications.

Similarity of enantiomers in their chemical and physical properties, except for optical
rotation, makes their separation and detection very difficult. Until now, many methods have
been used for the enantioselective discrimination of organic compounds, including nuclear
magnetic resonance spectroscopy (NMR), circular dichroism (CD), capillary electropho-
resis (CE) and chromatography (GC, HPLC), where an interference of a solvent cannot be
excluded.

Recent studies have shown that mass spectrometry (MS) is an alternative approach to
traditional method for chiral recognition and determination of enantiomeric composition.
Although, mass spectrometry has been considered as insensitive to chirality because enantio-
mers have the same mass and show identical mass spectra, it is now accepted as important tool
for differentiating of enantiomeric compounds through their interactions with chiral reference
molecules (Fig. 1). The ability to transfer diastereomeric non-covalent complexes between chi-
ral selectors and analyte enantiomers, which differ in stability, into the gas-phase and measure
such differences trough mass spectrometric ion abundances, has appeared with development
of soft ionization techniques such electrospray ionization (ESI), fast atom bombardment (FAB)
and matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI). Mass spectrometry-based methods
for chiral recognition and quantitative determination of enantiomeric purity are attractive due
to their speed, high sensitivity, low sample consumption, tolerance to impurities and ability to
probe the analyte in a solvent free environment.

Currently, there are four well-defined approaches for determining a measure of enantio-
mer discrimination, using either single-stage or tandem mass spectrometry. They can be classi-
fied into the following categories: (1) measurement of the relative abundance of diastereomeric
complexes between chiral reference compound and the enantiomers (usually one isotopically
labeled [10]), (2) enantioselective ion/molecule reaction between diastereomeric complexes
and chiral or achiral reactants [11], (3) kinetic method [12] and (4) collision-induced disso-
ciation (CID) of diastereomeric adducts in a tandem mass spectrometry (MS/MS) experiment
[61, 62].

Over the past decade, new approaches to chiral separation and analysis of enantiomers
have been introduced, where molecules are separated based on their mobility (ion mobility
spectrometry) [66].

Keywords: mass spectrometry, chiral recognition, host-guest (analyte-selector) interaction,
kinetic method, ion-molecule reaction, ion mobility spectrometry

Stowa kluczowe: spektrometria mas, rozroznianie zwigzkow chiralnych, oddziatywania typu
gos¢é-gospodarz (analit-selektor), metoda kinetyczna, reakcje kompleksow jon-czasteczka,

spektrometria ,,ruchliwosci jonow”
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WSTEP

Zjawisko czynnosci optycznej zwigzkow organicznych zostato po raz pierwszy
zaobserwowane w roku 1848 przez Louisa Pasteura. Roznice w skrecalnosci plasz-
czyzny polaryzacji $wiatla, jakie zaobserwowal dla roztworéw dwoéch form krysta-
licznych kwasu winowego zostaly szeroko opisane w pracy zatytulowanej Researches
on the Molecular Asymmetry of Natural Organic Products [1], a fakt ten powszechnie
uznany za poczatek rozwoju stereochemii.

Zaproponowana przez Kelvina w roku 1893 definicja chiralnosci, zgodnie
z ktorg ,figure geometryczng lub grupe punktéw okreslamy jako chiralng wtedy,
jesli posiada ona odbicie lustrzane, ktére nie moze by¢ na nig nalozone” [2], funk-
cjonuje do dzi$ i przyjeta zostata rowniez w terminologii chemicznej. Czasteczki
wzgledem siebie chiralne wystepuja w formie dwdch stereoizomeréw, tzw. enancjo-
merdéw. Enancjomery tego samego zwigzku, zwane réwniez izomerami optycznymi
wykazujg identyczne wlasciwosci fizykochemiczne. Wyjatkiem jest jedynie kierunek
skrecania plaszczyzny $wiatla spolaryzowanego, przechodzacego przez substancje
lub jej roztwdr. Zgodnie z przyjeta konwencja enancjomer, ktory skreca plaszczyzne
$wiatla spolaryzowanego kolowo w prawo oznaczany jest symbolem (+) i nazywany
prawoskretnym, natomiast skrecajacy plaszczyzne takiego $wiatla w lewo — lewo-
skretnym i ma symbol (-).

Pelne scharakteryzowanie substancji optycznie czynnej wymaga okreslenia
nadmiaru enancjomerycznego i/lub diastereoizomerycznego oraz oznaczenia abso-
lutnej konfiguracji wokodt elementu chiralnosci odpowiedzialnego za pojawienie si¢
takiego rodzaju aktywnosci.

Zjawisko wystepowania izomerii optycznej ma szczego6lne znaczenie dla orga-
nizméw zywych. Scisle okreslone enancjomery s3 monomerami wigkszo$ci natu-
ralnych biatek, weglowodandw, kwaséw nukleinowych, terpenéw i szeregu innych
sktadnikow zywej materii. Ponadto w przypadku zwigzkéw biologicznie czynnych
takich jak leki i inne farmaceutyki, czesto tylko jeden z enancjomerdéw posiada
wlasciwosci terapeutyczne, podczas gdy drugi stanowi zbedny balast lub wywotuje
niepozadane skutki. Mozliwo$¢ otrzymywania i stosowania czystych enancjomeréw
jest rowniez istotna z punktu widzenia przemystu spozywczego, kosmetycznego czy
chemii polimerdw.

Skutkiem coraz wiekszego zapotrzebowania na pojedyncze enancjomery jest
nie tylko poszukiwanie nowych sposobow pozyskiwania zwigzkéw homochiralnych
(np. synteza asymetryczna), ale réwniez rozw6j metod analitycznych okreslajg-
cych ich czysto$¢ optyczng lub nadmiar enancjomeryczny e.e. (ang. enantiomeric
excess).

Ze wzgledu na brak istotnych réznic we wlasciwosciach fizykochemicznych
enancjomerdw okreslenie ich zawartosci przy uzyciu klasycznych metod analitycz-
nych jest bardzo trudne. Obecnie wéréd metod wykorzystywanych w kontroli czy-
sto$ci optycznej zwigzkdéw chemicznych najczesciej stosowanymi sa: spektroskopia
magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR) [3], dichroizm kotowy (CD) [4], elek-
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troforeza kapilarna (CE) [5] oraz metody chromatograficzne: wysokoci$nieniowa
chromatografia cieczowa (HPLC) [6] i chromatografia gazowa (GC) [7]. Wszystkie
zwymienionych metod, z wyjgtkiem dichroizmu kotowego, wymagajg obecnosci chi-
ralnego $rodowiska, w ktérym optycznie czynny selektor (SO) oddzialujac z danym
enancjomerem analitu, zwanym selektandem (SA), tworzy przejéciowy diastere-
oizomeryczny kompleks. Kompleksy utworzone przez poszczegélne enancjomery
danego zwigzku czgsto rdznig sie stabilnoscig. Uzyskany w ten sposéb efekt zroz-
nicowania wiasciwosci fizycznych badanych enancjomeréw umozliwia ich rozroz-
nienie z zastosowaniem wymienionych technik analitycznych (Rys. 1). W praktyce
jednak podczas stosowania opisanej strategii czgsto pojawia si¢ wiele problemow
wynikajacych ze skomplikowanej i czasochlonnej procedury przygotowania analizy
czy potrzeby uzycia relatywnie duzej ilosci probki. Alternatywne podejscie w ana-
lizie jakos$ciowej, jak réwniez ilo$ciowej zwigzkéw chiralnych, pozbawione takich
ograniczen stwarza spektrometria mas (MS), mimo iz enancjomery dajg identyczne
widma, a sama technika nazywana jest potocznie ,chiralnie $lepa”. Wykorzystanie
spektrometrii mas jako uzytecznego narzedzia w analizie zwigzkéw chiralnych
mozliwe jest poprzez tworzenie diastereoizomerycznych komplekséw w obecnosci
zwiazkow chiralnych, w ktorych stabe oddzialywania niekowalencyjne sg przeno-
szone do fazy gazowej podczas wykonywanego eksperymentu.

Ka,{R)-SD---{R}-SA ':Ka,{R})

-
—

Kd,{R)-SD--{R}-SA (Kd,{R)}

(R)-80
+

‘Ka,{R:l-SD---{S:l-SA (Ka,{S])

..
—

Kd,{R}-SD—--{S}-SA (Kd{S})

Chiralny Analizowane Para
selektor (SO) enancjomery diastereoizomerycznych
-selektandy (SA) kompleksow

Jezeli Ka,(r) # Ka,(s) i/llub Kd,(r) # Kd,(s), selektor (R)-SO
jest enancjoselelektywny wzgledem enancjomeréw SA.

Rysunek 1. Powstawanie i/lub dysocjacja diastereoizomerycznych kompleksow pomiedzy chiralng czasteczka
selektora ((R)-SO) i enancjomerycznymi czgsteczkami analitu ((R)-SA i (S)-SA) [9]

Figure 1. Generalized description of a formation and/or dissociation of diastereomeric complexes between
a chiral selector molecule ((R)-SO) and enantiomeric selectands ((R)-SA and (S)-SA) [9]
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Podstawowe cechy, stanowigce o uzytecznoéci spektrometrii mas w analizie
zwigzkow chiralnych to szybko$¢ analizy (jako$ciowej i ilosciowej), wysoka czulosé
pomiardw, tolerancja na zanieczyszczenia oraz znacznie mniejsza ilos¢ wymaga-
nego analitu. Pelng optymalizacje parametréw pomiaru wraz z rejestracja widma
mozna wykona¢ juz dla kilku mikrograméw substancji. Dodatkowo spektrometria
mas eliminuje mozliwy wplyw rozpuszczalnika lub fazy stacjonarnej na wynik prze-
prowadzonej analizy, co ma miejsce np. w przypadku metod chromatograficznych.

Pierwsza praca omawiajaca eksperymenty nad rozréznianiem enancjomeréw
z wykorzystaniem MS pochodzi z roku 1977 [8]. False i Wright opisali w niej wplyw
»chiralnosci” estréw kwasu winowego na wzgledng intensywno$¢ wybranych sygna-
toéw, ktére odpowiadaly powstajacym w warunkach jonizacji chemicznej dimerom.

W poézniejszym okresie, do znacznego rozwoju w dziedzinie MS, przyczynito
sie wprowadzenie tzw. ,lagodnych” technik jonizacji, wsréd ktérych na szcze-
golng uwage zasluguja: elektrosprej (ang. Electrospray Ionisation, ESI), jonizacja za
pomocg bombardowania szybkimi atomami (ang. Fast Atom Bombardment, FAB)
czy desorpcja/jonizacja wspomagana matrycg (ang. Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/Ionisation, MALDI). Istotny postep nastgpil réwniez wyniku zastosowania
nowych, opartych na innych zasadach dziatania, analizatoréw mas.

Mozliwosci, jakimi dysponuje wspolczesna spektrometria mas pozwolily na
wprowadzenie szeregu metod, ktdre sklasyfikowano w czterech grupach i opisano
w wielu pracach przegladowych [9]. Wykonanie oznaczen w poszczegdlnych gru-
pach metod jest mozliwe dzieki:

- tworzeniu przez analizowane enancjomery diastereoizomerycznych kom-
pleksow typu gosé-gospodarz (ang. host-guest method) w obecnoéci chi-
ralnych zwigzkéw, ktore zdolne sg inkludowaé mniejsze czasteczki, lub
ukladow analit-selektor. Przy rozréznianiu enancjomerow wykorzystuje sie
pomiar wzglednych intensywnosci pikow, odpowiadajacych poszczegdlnym
dynamicznym diastereoizomerom, ktdre z zalozenia rdznig sie stabilnoscig
w warunkach eksperymentu. Zwykle jeden z analizowanych enancjomeréow
jest znaczony trwalym izotopem, dzieki czemu piki odpowiadajace utwo-
rzonym diastereoizomerycznym kompleksom sg przesuniete wzgledem sie-
bie o okreslong warto$¢ m/z [10],

- monitorowaniu stalych réwnowagi lub statych szybkos$ci reakcji wymiany
czasteczki analitu w diastereoizomerycznym kompleksie typu gosé-gospo-
darz (analit-selektor) przez chiralng lub optycznie nieczynng czasteczke
reagenta wprowadzong w warunkach analizy [11],

- utworzeniu trimerycznego kompleksu analitu i enancjomerycznie czystego
odnos$nika w obecnosci dwuwartosciowych jonéw metali [M*(ref),(A)-H]"
(zwykle metali grup przejsciowych) i monitorowaniu szybko$ci konkuren-
cyjnych proceséw dysocjacji indukowanych zderzeniami (ang. Collision-
Induced Dissociation, CID) [12],

- wyznaczeniu wspotczynnika CR (ang. chiral recognition ratio), jako sto-
sunku wzglednej intensywnosci tylko jednego jonu fragmentacyjnego do
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jonu podlegajacego fragmentacji lub stosunku dwéch jonéw fragmentacyj-
nych powstatych w wyniku dysocjacji indukowanej zderzeniami.

Stosujac inne kryteria, wymienione metody podzieli¢ mozna na te, ktdre
wymagaja rejestracji jedynie podstawowego widma mas (pierwsza grupa) i takie
(grupa druga) gdzie konieczne jest zastosowanie tandemowej spektrometrii mas
(ang. tandem mass spectrometry, MS/MS). W pierwszej grupie metod rejestruje si¢
widma, w ktérych piki odpowiadajace utworzonym diastereoizomerom przesuniete
s3 o okreslong warto$¢ m/z w wyniku zastosowania znaczonego izotopowo jednego
z enancjomerdw. Znacznie szerzej wykorzystywane sa metody grupy drugiej, gdzie
jony o wybranej warto$ci m/z pod wpltywem niskoenergetycznych zderzen ulegaja
okreslonym procesom fragmentacji (widma CID).

W praktyce metoda MS/MS polega na tym, ze z wiazki jonéw selekcjonuje sie
wybrany jon, nazywany jonem prekursorem (ang. precursor ion), ktéry poddawany
jest kolizjom, zwykle z czasteczkami wprowadzonego gazu obojetnego, na skutek
czego rozpada si¢ na jony fragmentacyjne (ang. product ions). Dzieki tej metodzie
mozliwe jest rejestrowanie widm jondéw powstatych w wyniku fragmentacji wybra-
nego jonu prekursora (ang. product ion mass spectra), widm jonow, ktére ulegajac
fragmentacji wytwarzaja jon o wybranej masie (ang. precursor ion mass spectra)
oraz widm jondéw, ktére ulegaja fragmentacji tracac obojetng czasteczke o wybrane;j
masie (ang. neutral loss mass spectra).

1. TECHNIKI JONIZACJI I TYPY ANALIZATOROW MAS
STOSOWANE W ANALIZIE ZWIAZKOW CHIRALNYCH

Rozréznianie enancjomeréw w spektrometrii mas stato si¢ mozliwe w momen-
cie wprowadzenia odpowiednich technik jonizacji, podczas ktérych stabe oddzia-
tywania tworzone pomiedzy analitem a chiralng czasteczka odnosnika lub jonem
metalu mogly by¢ zachowane i przeniesione do fazy gazowej w trakcie wykonywa-
nia eksperymentu.

W roku 2001 ukazala si¢ praca przegladowa na temat niekowalencyjnych
oddzialywan w ukfadach typu gosé-gospodarz w fazie gazowej opisujaca mozliwosci
ich obserwacji przy zastosowaniu spektrometrii mas [13].

W ostatniej dekadzie najpowszechniej stosowang technikg jonizacji w spektro-
metrii mas jest elektrosprej (ESI). Pionierskie prace dotyczace tej techniki naleza do
Fenna i pochodza juz z polowy lat osiemdziesigtych [14]. Podstawowa zaleta ESI
jest szerokie spektrum zastosowan w analizie réznych grup zwigzkéw, od malych
czasteczek poczawszy, przez wielkoczgsteczkowe biopolimery, takie jak biatka czy
oligonukleotydy, po zlozone uklady kompleksowe.

Jonizujgc badany zwiazek technikg ESI, analit rozpuszcza sie w odpowiednim
rozpuszczalniku, zwykle z niewielkim dodatkiem kwasu, ulatwiajagcym jego pro-
tonowanie. Nastepnie roztwor zostaje wprowadzany do komory, w ktdrej utrzy-
mywane jest ci$nienie atmosferyczne. Przeplyw cieczy odbywa si¢ przez kapilare
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o stosunkowo matlej $rednicy, dzieki czemu zachowana jest niewielka szybkosci
przeptywu roztworu (2-100 pl/min). Przytozone do kapilary napigcie rzedu 2-5 kV
powoduje akumulacje tadunku na jej koncu, czego efektem jest utworzenie przez
przeptywajaca ciecz tzw. dynamicznego stozka Taylor’a [15]. Odpowiednio wyso-
kie napiecie powoduje, ze gestos¢ fadunku jest na koncu stozka na tyle wysoka, ze
napiecie powierzchniowe nie moze utrzymac cieczy w calosci i ulega ona rozprosze-
niu tworzac strumien drobnych, réwnomiernie natadowanych kropli. Wytworzone
krople zmniejszaja objeto$¢ pod wplywem gazu suszacego (nastepuje odparowywa-
nie rozpuszczalnika) oraz odpychania pomiedzy rownoimiennymi tadunkami zgro-
madzonymi na ich powierzchni. Proces ten w konsekwencji prowadzi do powstania
wiazki jondw, ktora wprowadzana jest do analizatora spektrometru mas (Rys. 2).

cylindryczna
elektroda
skimmer
\,
igta
roztwor +2-5kV strumien jonéw _ do analizatora

analitu spektrometru mas

kapilara

I —

gaz suszacy pompa pompa
(N2) prézniowa  turbomolekularna

Rysunek 2. Schemat zrédta jonéw do ESI.
Figure 2. Schematic depiction of an ESI source

Jony powstate przy uzyciu techniki ESI charakteryzuja si¢ niewielkim nadmia-
rem energii wewnetrznej, co sprawia, ze elektrosprej jest jedng z najtagodniejszych
metod jonizacji spos$rod obecnie znanych.

Inne metody jonizacji, tez zaliczane do tzw. ,,metod miekkich’, to jonizacja
w wyniku bombardowania szybkimi atomami FAB i desorpcja/jonizacja wspoma-
gana matrycg MALDI. Techniki te réwniez pozwalaja na obserwacje ,,polaczen nie-
kowalencyjnych” w warunkach wykonywanego eksperymentu. Ich wykorzystanie
do badan zwiazkow chiralnych nie jest jednak obecnie tak duze jak techniki ESI.

Jonizacja technika FAB nastepuje na skutek bombardowania roztworu analitu
w odpowiednio dobranej cieklej matrycy za pomocy strumienia atoméw argonu
lub ksenonu o energii rzedu 3-8 keV. Stosowana matryca ulatwia desorpcje jonow
substancji badanej. Ulegajac jonizacji w pierwszej kolejnosci posredniczy w prze-
kazywaniu energii niesionej przez wigzke ,rozpedzonych” atomdéw, wspomagajgc
proces jonizacji analitu. Ponadto zapewnia rownomierne stezenie badanej substan-
cji w calym obszarze podlegajacym dziataniu wigzki energetycznie wzbudzonych
atomow.



618 E. DRABIK

Jonizacja probki moze réwniez odbywac si¢ przy wykorzystaniu strumienia
jonow cezu (Cs"). Modyfikacja ta znana jest pod nazwg spektrometrii mas jondéw
wtdérnych w cieklej matrycy (ang. Liquid Secondary Ion Mass Spectrometry, LSIMS).
Z uwagi na to, ze w praktyce techniki FAB i LSIMS, jak réwniez widma rejestrowane
przy ich zastosowaniu sg bardzo do siebie podobne, akronim ,,FAB” jest czgsto uzy-
wany w stosunku do obu metod.

MALDI jako technika jonizacji, rozwijana w spektrometrii mas od potowy lat 80.,
wykorzystuje idee znana z technik FAB i LSIMS. Podstawowym zalozeniem MALDI
jest uzycie odpowiednio dobranej matrycy posredniczacej w przekazywaniu energii
umozliwiajgcej jonizacje badanej substancji. W tym przypadku zrodlem energii jest
promieniowanie laserowe. Jonizacja czasteczek analitu nastepuje po naswietleniu
wigzka lasera o energii, ktéra nie doprowadza do ich fragmentacji. Po zjonizowaniu
probki, strumien jondéw kierowany jest do analizatora, gdzie nastepuje ich rozdzial
w zaleznosci od wartosci m/z.

Obecnie spektrometry mas wyposazone s3 w analizatory réznych typéw. Na
szczegblng uwage, z punktu widzenia badania zwigzkéw chiralnych, zastugujg
analizatory kwadrupolowe (ang. Quadrupole, Q), réznego rodzaju pufapki jonéw
(ang. Ion Trap, IT), analizatory cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacja
Fouriera (ang. Fourier Transform Ion Cyclotron Resonanse, FTICR) oraz analiza-
tory czasu przelotu (ang. Time-of-Flight, TOF). Spektrometry, w ktérych analiza-
tory laczone sa szeregowo umozliwiajg stosowanie tzw. tandemowej spektrometrii
mas (MS/MS). W takim systemie, pierwsze urzadzenie stuzy do wyizolowania jonu
o okreslonej wartosci m/z, po czym wybrany jon zostaje poddany dalszej fragmenta-
cji, a powstale jony fragmentacyjne sg analizowane w drugim z analizatordw.

Najpowszechniej uzywanym analizatorem mas jest analizator kwadrupolowy
Q. Zbudowany jest on z czterech réwnolegtych pretéw utozonych symetrycznie, do
ktorych przyklada sie napiecie pradu stalego oraz naktada potencjal zmieniajacy sie
z czestoscig radiowa. Dzieki temu dziala on jako filtr masy, czyli w danym momen-
cie przepuszcza tylko jony o okreslonej wartosci m/z. Spektrometry z analizatorem
kwadrupolowym s3 aparatami o relatywnie niskiej zdolnosci rozdzielczej, za$ ich
podstawowg zaleta jest proste polaczenie z szeregiem ukladéw stuzacych do wpro-
wadzania probek np. z chromatografem.

Wisrod pulapek jonowych najczesciej wykorzystywang jest kwadrupolowa
putapka jonéw (ang. Quadrupole Ion Trap, QIT). Jej dzialanie podobne jest do zwy-
ktego analizatora kwadrupolowego. Pomiaru masy dokonuje si¢ tu przez zatrzyma-
nie w specjalnej komorze (pulapce) jonéw o szerokim zakresie wartosci m/z, dzigki
zastosowaniu odpowiedniego pola elektrycznego. Nastepnie, jony te sg selektywnie
wyrzucane do detektora, na skutek przykladanego, zmieniajacego si¢ sinusoidal-
nie potencjatu o czestoéci radiowej. Analizator taki pozwala stosowaé tandemowg
spektrometri¢ mas bez koniecznosci sprzegania go z kolejnym analizatorem. Wyse-
lekcjonowane jony sa zatrzymywane w pulapce, a nastepnie wskutek przylozonego
dodatkowego impulsu o odpowiedniej czgstosci ulegaja procesom fragmentacji.
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Jony fragmentacyjne s dalej ,wypychane” do detektora w kolejnosci zgodnej ze
zmiang wartosci m/z.

Analizator cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacjg Fouriera (FTICR),
podobnie jak putapka jonéw, zatrzymuje jony wewnatrz odpowiednio zbudowanej
komory. Jony znajdujace si¢ pod wplywem pola magnetycznego i elektrycznego
poruszaja sie¢ w jej wnetrzu po orbitach kotowych, gdzie dodatkowo przykladane
napiecie o czestotliwo$ci radiowej powoduje zmiang ich toru.

Glowna zaletg spektrometru mas wyposazonego w analizator typu FTICR,
podobnie jak w putapke jondéw QIT jest fakt, iz jony moga przebywaé w nich do
kilkudziesieciu minut. Tak ,dlugi” okres umozliwia badanie sktadu mieszaniny
powstajacych jondw w okreslonych odstepach czasu. Pozwala to na prowadzenie
precyzyjnych badan kinetycznych, ktére z uwagi na wysoka prézni¢ w komorze
analizatora (10°-10"® milibara), nie sa narazone na bledy wynikajgce z zaktocen
spowodowanych dodatkowymi oddzialywaniami mi¢dzy jonami.

Zasada dzialania analizatora czasu przelotu TOF jest zupelnie inna. Jony przy-
spieszane przy pomocy impulsu elektrycznego dryfuja przez komore analizatora,
w ktérej nie poddawane sg dzialaniu zadnego pola. Wskutek tego jony o réznym
stosunku masy do tadunku poruszaja si¢ z rézng predkoscig i w réznym czasie
docierajg do detektora.

2. METODY ANALIZY ZWIAZKOW CHIRALNYCH

2.1. TWORZENIE KOMPLEKSOW TYPU GOSC-GOSPODARZ (ANG. HOST-GUEST
METHOD) LUB UKLADOW ANALIT-SELEKTOR

Zgodnie z powszechnie przyjetym pogladem, réznicowanie zwigzkéw chiral-
nych przy uzyciu metod chromatograficznych wymaga utworzenia przez czasteczke
analitu stabilnego w warunkach analizy kompleksu z druga enancjomerycznie czystg
czasteczka. Sa to kompleksy typu analit-selektor lub gos¢-gospodarz. Uklady te two-
rzg sie dzieki obecnodci stabych oddzialywan, takich jak oddziatywania dipol-di-
pol, hydrofobowe, elektrostatyczne, van der Waalsa czy wigzania wodorowe (Rys. 3)
w przynajmniej trzech miejscach. Taki model oddziatywan oparty na trzech punk-
tach zwany regulg trzech punkéw lub regula Pirklea, zaklada, ze jedno z oddziaty-
wan wystepujacych pomiedzy enancjomerem a chiralnym selektorem powinno by¢
stereochemicznie zalezne tzn. zaleze¢ od konfiguracji centrum stereogenicznego
danego enancjomeru. W przypadku spektrometrii mas, jako techniki analitycznej,
oczywistym wymogiem jest wystepowanie podobnych oddzialywan pomiedzy wyjs-
ciowg czasteczka a powstalym jonem w fazie gazowej, w warunkach wykonywanego
eksperymentu.
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Rysunek 3.  Reguta trzech punktéw (regufa Pirklea) stosowana w rozréznianiu enancjomerdéw (1 i 2) przez
chiralny selektor (3)

Figure 3. Schematic illustration of the three-point “Pirkle Rule” required for chiral recognition of enantio-
mers (1 and 2) by chiral selector (3)

Istotny wktad w rozwéj badan nad trwatoscig kompleksow zwiazkéw chiral-
nych typu gosé-gospodarz majg prace Sawady, w ktorych do jonizacji analizowa-
nych czastek wykorzystywano gléwnie bombardowanie szybkimi atomami (FAB)
[10]. Rozréznienia enancjomerdéw dokonywano na podstawie stosunku wzglednych
intensywnosci pikéw (ang. Relative Peak Intensity, RPI) odpowiadajacych kom-
pleksom, jakie optycznie czysta czasteczka analitu (G, lub G,) utworzyla z chiralng
czasteczka gospodarza (H) wobec komplekséw utworzonych przez dany enancjomer
z czysteczky odnosnika (H ) (réwnania 1-3) [16]. Uzyty odnosnik, oprocz wiasci-
wosci kompleksujacych powinien wykazywa¢ podobienstwo chemiczne i struktu-
ralne z chiralnym gospodarzem. Z uwagi na to, iz eksperyment wymaga wykonania
dwdch oddzielnych widm, bo osobno dla poszczegélnych enancjomerdw, zacho-
wanie identycznych warunkéw pomiaru jest czesto trudne do osiggniecia i moze
prowadzi¢ do do$¢ duzego bledu (Rys. 4a).
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Rozréznianie zwigzkéw chiralnych w oparciu o trwato$¢ kompleksow typu gos¢-gospodarz:
a) RPL, b) IRIS
Recognition of chiral compounds based on stability of host-guest complexes: a) RPI, b) IRIS

H+G, .= (HG,_ )" (1)

R lub

Href + GR lub s* — (Href - GR lubS)Jr (2)

RPI ;)  I[(H-G,)')/I[H, —G,)']
RPI,  I[(H-Gy)"]/I[(H, -Gy)']

RPI = (3)

Zastosowanie znaczonych izotopowo czasteczek goscia (ang. enantiomer-labeled
guest method) lub gospodarza (ang. enatiomer-labeled host method) umozliwilo nie
tylko rozréznianie zwiazkow chiralnych, ale takze analize ilosciowa poszczegdlnych
enancjomerdw, juz podczas rejestracji pojedynczego widma mas. Obecnie metoda
ta jest do$¢ powszechnie wykorzystywana w eksperymentach, w ktorych jako tech-
nike jonizacji stosuje sie elektrospre;j (ESI) [17], za$ znacznie rzadziej jonizacje przez
bombardowanie szybkimi atomami [18].
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Metoda znaczonej trwalym izotopem czasteczki goscia wymaga przygotowania
réwnomolowej mieszaniny analizowanych enancjomeréw, z ktérych jeden jest zna-
czony izotopowo (G, i G, ), w obecnosci znacznie mniejszej ilosci zwigzku petnia-
cego role gospodarza (H) (réwnanie 4 i 5, Rys. 4b). Dzieki temu sygnaty, ktére odpo-
wiadajg utworzonym kompleksom (H-G,) i (H-G, ) s3 przesunigte wzgledem
siebie o okreslong warto$¢ m/z. Miarg zréznicowania enancjomerdw jest stosunek
wzglednej intensywnosci tych pikéw w widmie mas (zgodnie z przyjeta terminolo-
gig IRIS - réwnanie 6).

H+G;, = (H-G)" (4)

H+G-d, = (H-G )" (5)

I, _ I[(H=Gp)]

IRIS = —& = ! (6)
IS-dn I[(H_ GS—dn) ]
a) b)
1 (m/z 609) 570 573 wH ,C00CD;
——F =0,61+0,04
1 (m/z 606) NH COOCH; Q{E
"% :
H
| (m/z 573)
—=1,01:0,02
1 (m/z 570)
Am/iz=3
m/z m/z

Rysunek 5. Widma ESI-TOF trdjskladnikowych roztwordw zawierajacych a) kwas eter 18-korona-6-2,3,11,12-
-tetrakarboksylowy ((-)-18C6TA) i enancjomery estréw metylowych fenyloglicyny (L-PG-CH,
i D-PG-CD,), b) (-)-18C6TA i enancjomery estrow metylowych proliny (L-Pro-CH, i D-Pro-
CD,) w metanolu w stosunku 1:10:10 [19]

Figure 5. ESI-TOF analysis of 1:10:10 ternary solutions in methanol containing a) ([18]crown-6)-2,3,11,12-
-tetracarboxylic acid ((-)-18C6TA), enantiomers of phenylglycine methyl ester (L-PG-CH, and
D-PG-CD,) and b) (-)-18C6TA, enantiomers of proline methyl ester (L-Pro-CH, and D-Pro-CD,)
[19]

Metode opartg na wprowadzeniu izotopowo znaczonych czgsteczek jednego
z enancjomerdw analizowanego zwigzku wykorzystali m.in. Gerbaux i wspélpra-
cownicy w badaniach chiralnych aminokwaséw i ich estréw metylowych, uzywajac
jako zwiazkow réznicujacych eterow koronowych podstawionych czterema grupami
karboksylowymi [19]. Wybor tej grupy zwiazkow nie jest przypadkowy, lecz byt
efektem ich szerokiego zastosowania w rozdziale optycznie czynnych aminokwasow
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przy uzyciu technik chromatograficznych. Funkcjonalizowane resztami karboksy-
lowymi etery koronowe stosuje si¢ w chromatografii jako chiralne fazy stacjonarne
(ang. Chiral Stationary Phases, CSP). Mozliwo$ci rozrézniania aminokwaséw przez
etery koronowe wynikajg bezposrednio z ich struktury oraz ewentualnych oddzia-
tywan z grupami funkcyjnymi i fancuchem bocznym aminokwaséw, zaleznie od
stereochemii badanych ukladéw (Rys. 6). Z wybranej grupy aminokwaséw, jedynie
dla estréow metylowych proliny metoda ta nie dala satysfakcjonujacych wynikéow
(Rys. 5b) (IRIS = 1,01). Moze to wskazywa¢ na brak specyficznych oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy proling a czgsteczkami eteréw koronowych.

H
R<_5_4COO (H) . NH,
N+
H7E -
A " o
,"/\(1) /\"\\| /\\\\O //,\‘
o/ e O \i/ _.0O
/ \ el M
o ) e )
o] o] o o)
(0] (0)
odczyn roztworu obojetny odczyn roztworu zasadowy

(jon obojnaczy)
i kwasowy (czasteczka
protonowana)

Rysunek 6. Podstawowe oddzialywania pomiedzy czasteczka aminokwasu a eterem koronowym w zaleznosci

od odczynu roztworu [19]
Figure 6. Fundamental binding interactions between an amino acid and a crown ether in relation to pH

(19]

Inng grupg zwigzkéw powszechnie stosowna jako chiralne fazy stacjonarne
w chromatograficznym i elektroforetycznym rozdziale enancjomerdw sg pochodne
chininy i chinidyny, do ktérych zalicza si¢ alkaloidy chinowcowe. Stosujac spektro-
metrie mas, obiekty te zostaly uzyte jako zwiazki réznicujace - selektory (SO) m.in.
w analizie chiralnych N-(3,5-dinitrobenzoilo)aminokwaséw [20] i dipeptydow [21]
(selektandy, SA). Wykonano dwa oddzielne widma mas rejestrowane dla mieszanin
selektora i czystych enancjomerdw. Liczbowo miarg rozréznienia enancjomeréw byt
wspdlczynnik enancjoselektywnodci (a, ). Jego wartos¢, wyznaczona jako stosunek
wzglednej intensywnosci sygnatu odpowiadajacego kompleksowi analit-selektor dla
enancjomeru S i R lub na podstawie stosunkéw intensywnosci sygnatu kompleksu
analit-selektor do sumy intensywnosci wszystkich pikéw (wolny selektor + kom-
pleks) (Rys. 7), bardzo dobrze korelowal z danymi uzyskanymi w oparciu o metody
chromatograficzne (a,,,, .)-
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Rysunek 7. Widma mas dla réwnomolowych mieszanin a) tert-butylokarbamoilochininy, tBuCQD (SO)
i (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, DNB-(R)-Leu (SA) oraz b) tBuCQD i DNB-(S)-Leu w ukta-
dzie woda/metanol w stosunku 50:50 z dodatkiem 10 pM octanu sodu [20]

Figure 7. Mass spectra generated from equimolar mixtures of a) tert-butylcarbamoylquinine, tBuCQD (SO)
and (R)-N-3,5-dinitrobenzoylleucine, DNB-(R)-Leu (SA) and b) tBuCQD and DNB-(S)-Leu in
50:50 water/methanol with 10 uM sodium acetate [20]

Pochodnych chinowcowych uzyto réwniez jako zwigzkéw rédznicujacych
w analizie enancjomeréw N-podstawionych aminokwaséw wykorzystujac opisana
wczesniej metodologie, w ktdrej jeden z analizowanych enancjomerdéw byl znaczony
trwalym izotopem [22]. Z przeprowadzonych badan wynikalo, iz w przypadku tej
klasy zwigzkow metoda obarczona byla bledem wynikajagcym z kinetycznego efektu
izotopowego. Analizujagc réwnomolowa mieszanine (S)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)
leucyny i jej deuterowanego analogu o tej samej konfiguracji, w obecnosci pochod-
nej chininowej zaobserwowano réznice w intensywnosci pikow, odpowiadajacym
poszczegdlnym kompleksom analit-selektor (Rys. 8) [23].

Z uwagi na taka sama konfiguracje absolutng analizowanych zwigzkéw, praw-
dopodobnym powodem zaobserwowanych roéznic jest modyfikacja wlasciwosci
fizykochemicznych zwigzku deuterowanego wzgledem nieznaczonego. Przypusz-
czenia odnosnie ostabienia oddzialywan typu van der Waalsa pomiedzy grupa
tert-butylowa selektora i deuterowanego aminokwasu, nie znalazly potwierdzenia.
Wydeuterowanie grupy tert-butylowej w czgsteczce selektora nie spowodowalo
istotnych zmian w intensywnosci pikow, odpowiadajacym diastereoizomerycznym
kompleksom w stosunku do eksperymentéw, w ktorych jako selektora uzyto zwigzku
z niedeuterowang grupg tert-butylowa.

Wplyw kinetycznego efektu izotopowego w rozréznianiu zwigzkéw chiralnych
zostal wyeliminowany w metodzie zaproponowanej przez Koschoe, w ktorej jako
zwigzkow roznicujacych (selektoréw) zastosowano pary ,pseudoenancjomerow”
Pseudoenancjomerami nazywamy pary zwiazkow, ktore oprocz przeciwnej konfi-
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guracji roznig sie masg czasteczkowa. Roznice te powoduje zwykle podstawnik alki-
lowy o réznej diugosci tancucha w odpowiadajacych sobie enancjomerach. Grupy
te nie oddzialujg w istotny sposob z czasteczkami analitu, przez co nie maja wpltywu
na stopien zréznicowania zwigzkdw chiralnych.

a (10 uM) + (S)-2 (10 uM) + (S)-dg-2 (10 pM)

Intens.
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Rysunek 8. Widmo mas komplekséw fert-butylokarbamoilochininy 1a z (S)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)-leucyna
(8)-2 i jej deuterowanym analogiem o tej samej konfiguracji (S)-d, -2). Wyzsza intensywnos$¢ piku
odpowiadajacego diasatreoizomerycznemu kompleksowi z czasteczka niedeuterowang swiadczy
o kinetycznym efekcie izotopowym. Potwierdzeniem jest warto$¢ aIE rézna od jednosci [23]

Figure 8. Mass spectrum of la (tert-butylcarbamoylquinine) binding enantiomeric isotopologues of
2 ((S)-N-(3,5-dinitrobenzoyl)leucine) with the same configuration. A deuterium isotopic effect
is apparent from the higher ion abundance of the diastereomeric complex incorporating the non-
deuterated SA. The difference is manifested in a non unity «IE value [23]

W pierwszych doniesieniach wykorzystujacych opisane podejscie, jako selekto-
réw, uzyto rozpuszczalne analogi chiralnych faz stacjonarnych typu Pirklea. Byly to
odpowiednie amidy N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny stosowane w analizie pochod-
nych proliny (Rys. 9), ktérych rozdzial metodami chromatograficznymi przy uzyciu
tychze faz byl juz znany [24, 25].

W widmach wykonanych technikg ESI dla réwnomolowej mieszaniny zwigz-
kéw bedacych parg ,,pseudoenancjomerdéw’, tj. amidu butylowego (S)-N-(3,5-dini-
trobenzoilo)leucyny i amidu pentylowego (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, pet-
nigcych role selektoréw wobec chiralnej pochodnej proliny, zaobserwowano piki,
ktére odpowiadaty obu kompleksom analit-selektor. Wzgledna intensywno$¢ tych
sygnaldw zalezala od sktadu enancjomerycznego badanego analitu. Z réznicy inten-
sywnosci wynikalo, ze enancjomer R proliny tworzyt kompleks o wigkszej trwalosci
z amidem pentylowym (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, podczas gdy enancjo-
mer S bardziej trwale faczyl sie z jego ,,pseudoenacjomerem” (Rys. 10a).
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Rysunek 9.  Widmo mas mieszaniny pary ,,pseudoenancjomerycznych” selektoréw 1 (amid butylowy (S)-N-
(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny), 2 (amid pentylowy (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny) (2,5 mM)
ianalitu A (0,25 mM) z dodatkiem chlorku litu (25 mM) w ukladzie metanol/woda/aceton (1:1:2)
[24]

Figure 9. Mass spectrum of a solution of pseudo-enantiomeric selectors 1 (butyl amide of (S)-DNB-leucine)
and 2 (pentyl amide of (R)-DNB-leucine) (2.5 mM) and analyte A (0.25 mM) with added lithium
chloride (25 mM) in methanol/water/acetone (1:1:2) [24]

Podjeto réwniez probe, gdzie role selektora pelnily pochodne proliny [26]
oraz trans-4-hydroksyproliny [27]. Zwiazkow tych uzyto z powodzeniem w ana-
lizie N-(3,5-dinitrobenzoilo)aminokwaséw. W zalezno$ci od charakteru uzytego
selektora, widma ESI (dla tych ukladow) rejestrowane byly zaréwno w trybie jonow
dodatnich jak i ujemnych.

We wszystkich przypadkach zaleznos¢ logarytmu naturalnego ilorazu wzgled-
nych intensywnosci pikéw odpowiadajacych kompleksom analit-selektor, gdzie
pary selektordw sg ,,pseudoenancjomerami’, wzgledem utamka molowego jednego
z enancjomerow jest funkeja liniowg (Rys. 10b). Powinowactwo poszczegolnych
enancjomeréw badanego analitu wobec selektoréw okresla wspoétczynnik enancjo-
selektywnosci .. Wyznaczy¢ go mozna w prosty sposob na podstawie nachylenia
prostej, ktore réwne jest podwojonej wartoéci logarytmu naturalnego wspolczyn-

nika enancjoselektywnosci (2Ina, ).
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Rysunek 10. a) Widma mas pary ,,pseudoenancjomerycznych” selektoréw: amid butylowy (S)-N-(3,5-dinitro-
benzoilo)leucyny, (S)-1 i amid pentylowy (R)-N-(3,5-dinitrobenzoilo)leucyny, (R)-2 (2,5 mM)
z analitem A (0,25 mM) z dodatkiem chlorku litu (25 mM) w ukladzie metanol/woda/aceton
(1:1:2) dla roztwordéw o réznym skladzie enancjomerycznym analitu A, b) zaleznos¢ logarytmu
naturalnego stosunku intensywnoéci pikéw o m/z 703 i 689 w widmach mas ESI wzgledem utamka
molowego (R)-A (r* = 0,997) [24]

Figure 10. a) Partial mass spectra of pseudo-enantiomeric selectors (S)-1 and (R)-2 (2.5 mM) and analyte
A (0.25 mM) with added lithium chloride (25 mM) in methanol/water/acetone (1:1:2), b) Plot of
the natural log of the ratio of peaks at m/z 703 and 689 in the ESI-MS versus the mole fraction of
(R)-A in the solution (r? = 0.997) [24]

Istotnym zabiegiem prowadzacym do poprawienia dokladno$ci wyznaczo-
nej na podstawie powyzszej zaleznosci wartosci wspdlczynnika «  okazalo sie
wprowadzenie w czasteczkach selektoréw dodatkowej grupy, ktora fatwo ulegala
protonowaniu (grupa aminowa). Umozliwilo to odseparowanie miejsca lokalizacji
fadunku od miejsc oddzialujacych z analitem i jednocze$nie odpowiedzialnych za
zréznicowanie enancjomerdw [28].

W oparciu o podstawowe widma ESI, dzigki tej metodzie, wyznaczy¢ mozna
réwniez tzw. ulamek intensywnosci pikow kompleksu (ang. Complex Intensity
Fraction, CIF). Liczbowo jest on okreslany jako stosunek intensywnosci sygnalu
pochodzacego od jednego z komplekséw analit-selektor do sumy intensywnosci
pikéw pochodzacych od obu komplekséw jakie dany analit tworzy z parg ,,pseu-
doenancjomeréw”. Jego warto$¢ zmienia sie liniowo wzgledem enancjomerycznego
skladu badanego analitu (r?-0,999). Liniowy charakter tej zaleznosci umozliwia
z duza dokladno$cig okreslenie udzialu poszczegdlnych enancjomeréw w probkach
o nieznanym skladzie (analiza ilo§ciowa). Pozwala réwniez wyznaczy¢ wspotczyn-
nik enancjoselektywnosci o, chiralnej pary ,,pseudoenancjomerycznej” wzgledem
analizowanych ukladéw na podstawie roéwnania taczacego CIF z ulamkiem molo-

wym jednego z enancjomerdw X, analitu:
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2.2. ENANCJOSELEKTYWNE REAKCJE KOMPLEKSOW INKLUZYJNYCH
JON-CZASTECZKA W FAZIE GAZOWE]

Znanym i powszechnie uzywanym terminem w chemii supramolekularne;
jest tzw. ,rozpoznanie molekularne” (ang. molecular recognition). Pod pojeciem
tym rozumie sie¢ proces specyficznego wigzania ligandu przez wieksza czasteczke,
w wyniku ktérego dochodzi do powstania kompleksu typu gosé-gospodarz. Zwiaz-
kami, ktére najczeéciej pelnig role molekuly kompleksujacej sa uklady makro-
cykliczne, takie jak: cyklodekstryny, etery koronowe, kaliksareny, wérod ktorych
szerokg grupe stanowig rezorcynoareny, czy cykliczne poliamidy. Skuteczno$é
wymienionych zwigzkéw w otrzymywaniu polaczen inkluzyjnych, ktére czesto
tworza sie w sposdb stereoselektywny, wynika z ich specyficznej budowy. Natomiast
taka zdolno$¢ rozpoznawania zwigzkéw chiralnych (ang. Chiral Recognition, CR)
stwarza mozliwo$¢ ich wykorzystania w spektrometrii mas, do okreslania czysto$ci
optycznej zwigzkow optycznie czynnych.

Metoda rozrdzniania zwigzkéw chiralnych, z wykorzystaniem enancjoselek-
tywnych reakcji kompleksow jon-czasteczka w fazie gazowej (ang. ion/molecule
reaction) polega na utworzeniu kompleksu opartego na stabych oddzialywaniach
niekowalencyjnych, takich jak: sity van der Waalsa, stabe wigzania wodorowe,
oddzialywania 7-7 (nazywane takze 7-7 stackingiem) oraz oddzialywania elektro-
statyczne, w ktorym zwigzek optycznie czynny jest zainkludowany przez molekute
kompleksujaca. Powstaly w ten sposob kompleks typu gosé-gospodarz ulega nastep-
nie reakcji wymiany ligandu przez obojetna czasteczke innego zwigzku. Zwigzkami,
ktdre najczesciej pelnia funkeje reagenta zastepujacego badany analit w kompleksie
inkluzyjnym sa chiralne badz nieczynne optycznie aminy lub aminokwasy. Sama
metoda dostarcza oprocz cennych informacji na temat trwalosci diastereoizo-
merycznego kompleksu jon-czgsteczka rowniez dane opisujace szybkos¢ reakeji
wymiany czasteczki goscia w tymze kompleksie.

Ogolnie, pomiar taki wykonuje si¢ generujac z roztworu zawierajacego makro-
cykl M oraz analizowany enancjomer A odpowiedni diastereoizomeryczny kom-
pleks [M:A+H]", stosujac jako technike jonizacji elektrosprej ESI. Po wprowadzeniu
utworzonego jonu do analizatora cyklotronowego rezonansu jonéw z transformacja
Fouriera FTICR w obecno$ci wprowadzonego z zewnatrz chiralnego badz achiral-
nego reagenta B monitoruje sie szybko$¢ reakcji wymiany, opisanej rdwnaniem (8).

[M:A+H]* + B > [M:B+H]* + A (8)
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W oparciu o wzgledne intensywnosci pikéw, ktore odpowiadajg kompleksom:
wyjsciowemu [M:A+H]" oraz powstalemu w reakcji wymiany [M:B+H]", mierzo-
nym w zaleznosci od czasu, wyznaczy¢ mozna stalg szybkosci przebiegajacej reak-
cji wymiany. Jezeli I opowiada wzglednej intensywnosci kompleksu wyjsciowego
[M:A+H]" w czasie t, podczas gdy I, jest sumg intensywnosci kompleksu pierwot-
nego oraz uzyskanego w reakcji wymiany, zalezno$¢ logarytmu naturalnego (1/1)
od czasu ¢ jest zwykle zalezno$cig liniowa, a nachylenie prostej odpowiada statej
szybkosci reakcji wymiany pseudo-pierwszego rzedu (k’) (Rys. 11a). Odpowied-
nio stalg szybkosci drugiego rzedu opisuje stosunek nachylenia prostej pierwszego
rzedu wzgledem stezenia reagenta B (k=k’/[B]).
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Rysunek 11. Zalezno$¢ opisujaca kinetyke reakcji komplekséw jon-czasteczka w fazie gazowej pomiedzy
a) S-(+)-2-butyloaming a kompleksem [M:L-DOPA°™ + H]", b) S-(+)-2-butyloaming a komplek-
sem [M:L-DOPA®M¢ + H]* [31].

Figure 11. Kinetic plot for the gas-phase reaction between a) S-(+)-2-butylamine and [M:L-DOPA°* + HJ",
b) between S-(+)-2-butylamine and [M:L-DOPA®™ + H]" [31]

Istniejg przypadki, w ktérych In (I/I)) w funkcji czasu nie jest zalezno$cig
liniowg i obserwuje sie swego rodzaju zatamanie prostej (Rys. 11b). Jest to wynikiem
wspolistnienia co najmniej dwoch trwalych izomerycznych struktur kompleksu
wyjsciowego [M:A+H]", ktére réznig sie reaktywnoscia wzgledem wprowadzo-
nego zwigzku B. Mniej reaktywny okredlany jest jako [M:A+H]", oraz podlegajacy
reakcji wymiany szybciej, jako [M:A+H]’, . Zaleznos¢ In (I/I)) wzgledem czasu t
dla kompleksu bardziej reaktywnego [M:A+H]’  (zapelnione kotka na Rys. 11b)
mozna wykresli¢ odejmujgc od zaleznosci opisujacej caly proces wymiany (puste
kotka na Rysunku 11b), punkty odpowiadajace szybkosci reakeji pierwszego rzedu
rozpadu kompleksu, dla ktorego reakcja wymiany zachodzi wolniej [M:A+H]",
(gorna prosta na Rysunku 11b). Punkty przecigcia prostych opisujacych kinetyke
reakcji z osig rzednych dla kompleksow [M:A+H]", i [M:A+H]}  pozwala oszaco-
wac ich wzgledny rozklad.

Kinetyczng enancjoselektywnos¢ reakeji wymiany ligandu wyznaczy¢é mozna
pordéwnujgc stale szybkosci reakeji drugiego rzedu dla dwoch identycznych reakeji
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wymiany w diastereoizomerycznych kompleksach [M:A +H]" i [M:A+H]" prze-
prowadzonych w tych samych warunkach. Zatem, k, _ odnosi si¢ do kompleksu,
w ktérym zwigzki A i M posiadajg te samg konfiguracje, za$ k, = do pary o konfi-
guracji przeciwnej. W zaleznosci od konfiguracji zwigzku B stata szybkosci reakcji
opisywana jest jako k , lub k .

Warto$¢ enancjoselektywnosci okreslana jest dwoma parametrami p i &
Wspotczynnik p zdefiniowany jako k, 7k, dotyczy konfiguracji pary M/A nato-
miast § = k , /k , odnosi si¢ do konfiguracji substancji B (obojetnej aminy lub ami-
nokwasu). Jezeli p > 1, reakcja wymiany ligandu A przez B zachodzi szybciej dla
kompleksu homochiralnego i odwrotnie, dla kompleksu heterochiralnego gdy p < 1.
Wartos¢ p = 1 wskazuje na jednakowa szybko$¢ wymiany dla obu reakcji. Analo-
gicznie, & > 1 wskazuje na szybsza reakcje wymiany czasteczki goscia A w danym
kompleksie przez zwiazek B o konfiguracji R, podczas gdy zwiazek o konfiguracji
S zastepuje czasteczke A szybciej, jezeli spelniona jest zalezno$¢ & < 1. Identyczng
szybko$¢ reakcji wymiany niezaleznie od konfiguracji reagenta B obserwujemy
w przypadku, gdy wspdtczynnik enancjoselektywnosci & = 1.

Sposréd makrocyklicznych zwigzkow, ktére tatwo tworza kompleksy inklu-
zyjne, grupa obecnie najczesciej wykorzystywang sg kaliksareny i ich pochodne
zwane rezorcynoarenami. Z uwagi na ich wnekowa (stozkowa) budowe (Rys. 12)
majg one zdolnos¢ do kompleksowania szerokiej gamy analitow. Dodatkowo istotng
cechg tej grupy polgczen jest mozliwoé¢ ich fatwej modyfikacji poprzez funkcjo-
nalizacje grup hydroksylowych. Wprowadzenie optycznie czynnych podstawnikow
powoduje, ze staja si¢ chiralne i wykazuja stereoselektywny charakter w oddziatywa-
niach typu gosé-gospodarz wobec zwigzkéw optycznie czynnych.

adérna obrecz

dolna obrecz

Rysunek 12. Struktura rezorcynoarenow
Figure 12.  Structure of resorcinarenes

W przeprowadzonych dotychczas badaniach za pomocy spektrometrii mas,
wykazano uzyteczno$¢ metody polegajacej na reakcji wymiany jon-czasteczka
w rozréznianiu szeregu chiralnych aminokwaséw i ich pochodnych [29-33], a takze
dipeptydéw [34]. Jako molekut kompleksujgcych uzyto tu chiralnych pochodnych
rezorcyno|[4]arenow, ktorych asymetryczng budowe uzyskano dzieki wprowadzeniu
czterech aksjalnie potozonych grup L-waliny (Rys. 13). Zwigzkami uczestniczacymi
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w reakcji wymiany zainkludowanego aminokwasu byty enancjomery [(S)- lub (R)]-
2-butyloaminy.

up

Rysunek 13.  Wzér pochodnej 2,8,14,20-tetrakis(L-walinamido)rezorcyno[4]arenu (MS) oraz mozliwe miejsca
lokalizacji czgsteczki aminokwasu (czasteczki goscia) [33]

Figure 13. Formula of the flattened-cone 2,8,14,20-tetrakis(L-valinamido)resorcin[4]arene (MS) and regions
of attachment of amino acidic guest on flattened-cone 2,8,14,20-tetrakis(L-valinamido) resor-
cin[4]arene [33]

Szybko$¢ reakcji wymiany we wszystkich analizowanych ukladach zalezata
zaréwno od konfiguracji badanych aminokwaséw (p # 1) jak i od konfiguracji uzytej
aminy (£ # 1). W wielu przypadkach zaobserwowano réwniez obecno$¢ wiecej niz
jednej trwalej struktury kompleksu [M:A+H]".

Uzytecznym narzedziem, ktore pomaga zrozumiec zaistniale réznice sa metody
obliczeniowe oparte na zalozeniach mechaniki i dynamiki molekularnej. Zgodnie
z nimi w badanych pochodnych rezorcyno[4]arenéw istnieja trzy pozycje, gdzie
czasteczka goscia moze zosta¢ zainkludowana. Czgsteczka kompleksowana moze
znajdowa¢ si¢ wewnatrz achiralnej gornej obreczy (pozycja up), pomigdzy chi-
ralnymi podstawnikami (pozycja down) oraz na zewnatrz czasteczki w otoczeniu
dwdch sgsiednich chiralnych podstawnikéw (pozycja ext) (Rys. 13). Dodatkowo
istotnym elementem jest konformacja czasteczki gospodarza. Zadna z tych pozycji
nie jest uprzywilejowana dla calej grupy badanych analitéw i zalezy od charakteru
tancucha bocznego i konfiguracji aminokwasow.

Grupa zwigzkow rownie czesto wykorzystywang w opisanej metodzie badan
zwigzkow chiralnych sg cykliczne poliamidy [35]. Na szczegolng uwage zastu-
guje amfifilowy charakter grup amidowych w oddzialywaniach dipolowych oraz
wigzaniach wodorowych. Grupa karbonylowa moze spelnia¢ funkcje donorowa
w oddzialywaniu dipolowym i by¢ akceptorem wodoru w wiazaniu wodorowym,
za$ grupa N-H dziala¢ jako akceptor dipolowy, a zarazem donor wodoru w wigza-
niu wodorowym.
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Kompleksy cyklicznych poliamidéw z pochodnymi aminokwaséw [M:A+H]"
moga przyjmowac w fazie gazowej trzy rézne konformacje, zalezne od polozenia
podstawnikéw alkilowych lub fenylowych przy dwdch sasiednich stereogenicznych
atomach wegla (Rys. 14).

OCH;

TR (R1=Re=CsHs)
RR (R1-R1=R2-R2=(CH2)4

Rysunek 14. Wzér cyklicznych tetramidéw i odpowiadajace mu struktury o najnizszej energii [36]
Figure 14.  Formula and relevant minimum energy structures of tetra-amide macrocycles [36]

Wsrdd nich polozenia eg-eq i ax-ax wykazuja najwigksza trwalos¢, dajac zwy-
kle mieszaning dwoch konformeréw dla danego diastereoizomerycznego kompleksu
[M:A:H]", ktorych stosunek zalezy od konfiguracji czasteczek A i M i charaktery-
zujacych sie rozng reaktywnoscig wzgledem stosowanej aminy. W odrdznieniu
od rezorcynoarendéw szybko$¢ reakcji wymiany zainkludowanej czgsteczki przez
reagent B nie zalezy w znacznym stopniu od jego konfiguracji (§ = 1) [36].

Szeroka analize osiagnie¢ w badaniach zwigzkéw chiralnych, z wykorzystaniem
enancjoselektywnych reakeji w fazie gazowej komplekséw jon-czasteczka przedsta-
wil w pracy przegladowej Speranza [37].

Kolejng szeroko stosowang grupa makrocykli wykorzystywana w analizie
zwigzkow chiralnych, réwniez metodami chromatograficznymi sg cyklodekstryny.
Sa to cykliczne uklady zbudowane z jednostek cukrowych a-1,4-glukozy, z ktérych
najbardziej rozpowszechnione formy to a, f8 i y sktadajace si¢ odpowiednio z 6, 7
lub 8 merdéw. Z uwagi na toroidalny ksztalt czasteczki z chiralng wneka oraz gru-
pami hydroksylowymi obecnymi na krawedzi toroidalnej struktury, cyklodekstryny
posiadaja zdolnos¢ stereoselektywnego inkludowania mniejszych czgsteczek. We
wczesniejszych latach fakt ten wykorzystywany byt w rozréznianiu zwigzkéw chi-
ralnych opisang w poprzednim rozdziale metoda oparta na tworzeniu kompleksow
typu gosé-gospodarz [38], a obecnie dodatkowo wykorzystujaca reakcje wymiany
zainkludowanego w czasteczce cyklodekstryny goscia. Stosowany w eksperymen-
cie reagent B, w przypadku uzycia cyklodekstryn jako zwigzkéw kompleksujacych
musi charakteryzowaé sie odpowiednio wysokim powinowactwem wzgledem
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protonu (ang. Proton Affinity, PA), aby reakcja wymiany ligandu mogla nasta-
pi¢. W przypadku analizy chiralnych cyklicznych -aminokwaséw w kompleksie
z B-cyklodekstryng konieczne bylo zastosowanie trietyloaminy (PA = 982 kJ mol™),
podczas gdy w obecnosci eteréw koronowych wystarczyta n-propyloamina , ktorej
powinowactwo wzgledem protonu wynosi 918 kJ mol™ [39].

Interesujaca obserwacja w przypadku stosowania cyklodekstryn jako czaste-
czek kompleksujacych wzgledem chiralnych aminokwaséw, oprdcz typowej reakeji
wymiany ligandu przez wprowadzony reagent, jest obecno$¢ trimerycznych kom-
plekséw [M:A:B+H]", ktdre nie wystepuja w przypadku opisanych poprzednio klas
zwigzkow kompleksujacych (Rys. 15)..

Aby unikna¢ tworzenia kompleksow trimerycznych w analizie chiralnych ami-
nokwasow w obecnosci S-cyklodekstryn, ktore moga zakldcac ich rozréznianie, w
wielu przypadkach stosuje si¢ modytikacje cyklodekstryn poprzez czgsciowe mety-
lowanie grup hydroksylowych [40]. Za przyczyne powstawania kompleksow tri-
merycznych uznaje si¢ wystepowanie aminokwaséw w postaci jonéw obojnaczych
(zwitterion), ktére oddzialujg jednoczesnie z czasteczka S-cyklodekstryny i proto-
nowana czgsteczka aminy.

[B-CD : Et3N + HJ" + pB-cyclo-A

[B-CD : B-cyclo-A + H]* + Et3N
[B-CD : B-cyclo-A : Et3N + HJ*

[B-CD : B-cyclo-A + H]*

[-CO - EBN=HI" |0 e lo-A : Et3N + HJ*
= . p-CyCIO-A +
Czas reakgcji 20s L s p y[ ]
Czas reakcji 50s l |
Czas reakcji 80s l L
' ' 1100 ' 1200 ' 1300 1400 ms

Rysunek 15.  Widma mas ESTkompleksu -cyklodekstryny (8-CD) z f-aminokwasem 1R,2S-cykloheksanowym
(B-cyclo-A) w obecnosci trietyloaminy (Et,N) w réznych odstepach czasu opisujace reakcje
wymiany ligandu w kompleksie [39]

Figure 15.  a) ESI mass spectra of ion/molecule reaction of host-guest complex of f-cyclodextrin (-CD) and
1R,2S-cyclohexane -amino acid (B-cyclo-A) with triethylamine (Et,N) [39]
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H3N+\ /CH3

Rysunek 16. Proponowana struktura aminokwasu w postaci jonu obojnaczego zainkludowanego we wnece
cyklodekstryny [41]

Figure 16.  Proposed structure of gas-phase zwitterionic amino acid in the cavity of cyclodextrin (represented
as a toroidal cavity) [41]

Szczegdlowa analiza kompleksowania chiralnych aminokwaséw przez a-, -,
y-cyklodekstryny oraz reakcje wymiany liganddw przez obojetne aminy wskazala,
ze aminokwasy, ktdre preferencyjnie wystepuja w postaci jonu obojnaczego w fazie
gazowej charakteryzuja sie wysoka zasadowoscia. Zgodnie z proponowana struktura
kompleksu inkluzyjnego, aminokwas w postaci jonu obojnaczego jest stabilizowany
przez wigzania wodorowe, jakie tworzy z grupami hydroksylowymi w obszarze
waskiej obreczy cyklodekstryny. Ponadto tadunek dodatni protonowanej czasteczki
aminy, bedgcej reagentem bioragcym udzial w reakcji wymiany jest skoordynowany
z grupa karboksylowa aminokwasu (Rys. 16). Kluczowymi w tworzeniu kompleksow
cyklodekstryn z aminokwasami jest geometria i wielko§¢ wneki, jakimi charaktery-
zuje sie dana molekuta kompleksujaca oraz rodzaj grupy w tancuchu bocznym zain-
kludowanego ligandu. Im wneka ta jest wigksza, a co za tym idzie czgsteczka posiada
wiecej grup hydroksylowych w obszarze waskiej obreczy (ang. narrow rim), tym
tatwiej stabilizuje ona aminokwas w formie jonu obojnaczego [41]. Rozrdznienie
zwigzkdéw chiralnych w oparciu o reakcje wymiany ligandu w kompleksie typu gosé-
gosodarz zastosowano réwniez w analizie ilosciowej. Krzywa kalibracyjng wyznacza
sie w oparciu o intensywnos¢ pikow, ktére odpowiadaja kompleksom wyjsciowemu
[M:A+H]* i powstalemu w reakcji wymiany [M:B+H]" w $ci$le okreslonym czasie ¢
dla mieszanin o znanej zawarto$ci poszczegdlnych enancjomerdw [42]. Zaleznos¢
I/I, wzgledem utamka molowego jednego z enancjomeréw ma charakter liniowy, co
pozwala z do$¢ duzg dokladnoscig wyznaczy¢ stosunek poszczegdlnych enancjome-
réw dla mieszanin o nieznanej ich zawartosci.

2.3. METODA KINETYCZNA (ANG. KINETIC METHOD)
Metoda kinetyczna (ang. kinetic method) zostala po raz pierwszy wprowadzona

przez Cooks’a i poczatkowo szeroko stosowana w wyznaczaniu wielko$ci termoche-
micznych [43, 44]. Z czasem znalazta réwniez zastosowanie w oznaczaniu i kontroli
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czystosci enancjomerycznej zwigzkow chiralnych. W ciagu ostatnich dziesieciu lat
metode te zastosowano w oznaczaniu wielu grup zwigzkéw chiralnych jak amino-
kwasy [45], a-hydroksykwasy [46], dipeptydy [47], 3-blokery [48], cukry [49] czy
nukleozydy stosowane jako leki antywirusowe [50]. Prowadzone do chwili obecnej
badania majg na celu jej udoskonalenie i okreslenie wplywu réznych czynnikéw na
jej uzyteczno$c.

Stosujac metode kinetyczng w analizie enancjomerdw w pierwszym etapie
pomiaru wymagane jest wygenerowanie odpowiedniego trimerycznego kompleksu
[M?**(ref*),(A, lub A )-H]". Kompleks taki mozna otrzymac z mieszaniny wodnych
roztworéw metanolu zawierajacych odpowiednio: interesujgcy izomer optyczny A,
lub A, chiralny odnosnik ref* i sl dwuwartosciowego metalu M, stosujgc jako
technike jonizacji elektrosprej. Nastepnie wyizolowany jon poddaje si¢ dysocjacji
indukowanej zderzeniami (CID), w wyniku ktérej ulega on dwém konkurencyjnym
procesom eliminacji ligandéw. W efekcie odejscia czasteczki bedacej odnosnikiem

lub czasteczki analizowanego enancjomeru powstajg odpowiednio dimeryczne jony:
[M?**(ref*)(A, lub A)-H]" i [M**(ref*),-H]".

CID
24 paf* [M2*(ref ) (Ag)-H]* + ref
_MTrel M2 (ref),(A R) - HT* 5
Ag .
ESI . [M?*(ref ), -H]I" +Agipp s
As —_— [M2*(ref ),(Ag)-H]* <
M?* ref [M2*(ref ) (Ag)-H]* + ref*

Z uwagi na réznice energii wewnetrznej jondw [M* (ref)(A)-H]* dla poszcze-
golnych enancjomeréw A, i A, stale szybkosci reakeji eliminacji prowadzace do
ich powstawania sg odpowiednio rézne. Rysunek 17 przedstawia diagram zmian
energetycznych dla dwoch konkurencyjnych proceséw fragmentacji trimerycznych
komplekséw [M**(ref),(A,)-H]* i [M*(ref),(A,)-H]" prowadzacych do odpowied-
nich jonéw fragmentacyjnych.

M2+ (ref),- H* 1248

[M?* (ref)(Ag) - HI*

[MZ* (ref)o(Ag) - HI* [MZ* (ref)y(Ag) - HI*

Rysunek 17. Diagram zmian energii wewnetrznej jonéw powstalych w konkurencyjnych procesach fragmen-
tacji dwdch trimerycznych komplekséw rézniacych sie chiralnoscia jednego z ligandow.

Figure 17.  Energy diagram for competitive dissociations of metal-ion bound cluster ions of two deprotona-
ted trimeric cluster jons that differ in the chirality of one ligand

Efektem réznicy w energii wewnetrznej oraz szybkosci reakcji eliminacji,
prowadzacych do powstawania dimerycznych komplekséw [M**(ref)(A,)-H]"
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i [M*(ref)(Ay)-H]" jest réznica wzglednych intensywnosci odpowiadajgcych im
pikéw w rejestrowanych widmach jondéw produktéow dla odpowiedniego diastere-
oizomerycznego kompleksu [M**(ref’) (A, lub A()-H]" (Rys. 17), oraz wielkosci R,
i R, opisane odpowiednio réwnaniami (9) i (10):

Rechiral = RrIRs
=2.2+/-0.1

R,

R

[M* (ref")(A ) —HI"

[M™ (ref"), - H]"

[M* (ref")(A,) - HI"

[M* (ref"), —H] "

)

(10)

J|(R)-Arg + Z-(R)-Arg + Ca"

[M**(ref)2(Ar)-H] *
829.1

- ref
— Rr=0.92+/- 0.03
-Ar
—nrR
521.1 655.1
100 200 300 400 500 700 800 m/z

Intens |
x104
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w

~

NERERINY)

(S)-Arg + Z-(R)-Arg + Ca

M (ref)a(As)-H] *
829.2

o
|

- ref
] Rs =0.41+/- 0.02
-As
. 655.1
521.1 J
L
T T T T T T
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Rysunek 18. Rozréznienie enancjomeréw argininy (A, i Aj) metoda kinetyczng przy uzyciu N-benzyloksy-
karbonylo-(R)-argininy (Z-(R)-Arg) jako odnosnika i Ca" jako jonu metalu: (a) i (b) widma jondw
produktow dla trimerycznych jonéw (m/z 829) [55]

Figure 18.

Example of chiral discrimination of Arg by Z-(R)-Arg using the kinetic method: (a) and (b) show

the dissociation of the trimer ion (m/z 829) formed from (R)-Arg and (S)-Arg, respectively, with
Z-(R)-Arg and Ca" metal mediation [55]

Stosunek R, do R, okreslony jako R,  (réwnanie 11) liczbowo opisuje sto-
pien zréznicowania dwdch enancjomerdw w okreslonym eksperymencie i zalezy od
rodzaju jonu centralnego oraz uzytego odnosnika.

R gy =2 = * *
TR M (ref )(Ag) ~HI'/[MY (ref ), ~H]'

R, _ [M* (ref")(A,) ~ H)]'/[M* (ref”), ~ HJ'

(11)

Aby uznad, ze przeprowadzony pomiar umozliwia rozréznienie enancjomerdw

R, .. powinna mie¢ wartos¢ jak najbardziej r6zng od 1. W przypadku, gdy R

1

chiral =

wybodr okreslonego kationu M?** oraz odnos$nika jest bledny i wskazuje na brak
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w diasteroizomerycznych kompleksach oddzialywan zaleznych od konfiguracji ana-
lizowanych enanacjomeréw A, i A

Istotg doboru odpowiedniego zwigzku jako odnos$nika jest jego powinowactwo
wobec uzytego w eksperymencie jonu metalu, ktére powinno by¢ poréwnywalne
z powinowactwem substancji analizowanej. Znaczna rdznica w powinowactwie
powoduje eliminacje tylko jednego z ligandéw (analitu lub odnosnika) lub znaczng
przewaga jednego z dwoch konkurencyjnych proceséw fragmentacji. Cecha réownie
pozadang jest podobienstwo w strukturze analitu i odno$nika, co ulatwia tworzenie
sie uktadow kompleksowych wokét jonu centralnego.

Wiekszos¢ obecnie prowadzonych prac ma na celu optymalizacje metody kine-
tycznej w rozréznianiu zwigzkéw chiralnych, gléwnie aminokwaséw i ich pochod-
nych, poprzez stosowanie réznego rodzaju odnosnikéw oraz jonéw metali. Bazu-
jac na szeregu wczesniejszych doniesien najlepsze wyniki rozrézniania chiralnych
aminokwaséw uzyskano w przypadku stosowania jako odno$nikéw aminokwasow
zawierajacych pierscien aromatyczny w tanicuchu bocznym (np. L-fenyloalanina).
Zgodnie z hipotezg Cooks’a jest to wynikiem oddziatywan 7-m typu stacking, czyli
nakfadaniem sie orbitali 77 pier§cienia aromatycznego w taicuchu bocznym tej czas-
teczki i grupy karboksylowej analizowanego aminokwasu [51].

Vairamani wraz ze wspolpracownikami opublikowali szereg danych doty-
czacych halogenowych pochodnych aromatycznych aminokwaséw, uzytych jako
czgsteczek odno$nika w metodzie kinetycznej i wptywu obecnego podstawnika na
warto$¢ enancjoselektywnosci. Pochodne tyrozyny, posiadajace r6zng liczbe pod-
stawionych atomow jodu w pier§cieniu aromatycznym uzyto w analizie wszystkich
naturalnie wystepujacych aminokwaséw [52]. Wraz ze wzrostem liczby atomoéw
jodu zaobserwowano wzrost enancjoselektywnosci dla wszystkich alifatycznych
i aromatycznych aminokwasow. Jest to prawdopodobnie wynikiem oddzialywan
sterycznych wynikajacych z bliskiego potozenia atoméw jodu i tanicucha bocznego
analizowanych L-aminokwaséw, ktére obnizajg trwalos¢ powstalych kompleksow
w stosunku do powstalych z enancjomerami D. Stosujac szereg halogenowych
para-podstawionych pochodnych L-fenyloalaniny jako odnosnikéw, zaobserwo-
wano dla analizowanych uktadéw wzrost enancjoselektywnosci w szeregu I > Br >
Cl > F [53]. Wysoka elektroujemno$¢ atomu fluoru, ktéra powoduje zmniejszenie
gestosci elektronowej w pierscieniu aromatycznym fenyloalaniny moze mie¢ ujemny
wplyw na sile oddzialywan -7 typu stacking i obnizenie efektywnos$ci w rozréznie-
niu zwigzkéw chiralnych. Wzrost enancjoselektywnosci w przypadku pozostatych
pochodnych jest wynikiem oddziatywan sterycznych w kompleksach powstatych
z L-aminokwasami i jest zalezne od wielkosci atomu podstawionego w pierscieniu
fenyloalaniny.

Szczegdtowa optymalizacje doboru odpowiedniego jonu metalu i odnosnika
przeprowadzil wraz ze wspélpracownikami Ramagiri, wykorzystujac metode kine-
tyczng w analizie enancjomeréw L i D kwasu N-ftaliloglutaminowego [54]. Dzieki
acetylowaniu grupy aminowej L-fenyloalaniny, uzytej jako odnosnik, uzyskano bar-
dziej satysfakcjonujace wyniki od prezentowanych wczesnie;j. Jest to prawdopodob-
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nie wynikiem obecnos$ci dodatkowej grupy karbonylowej uczestniczacej w oddzia-
tywaniach ligand-ligand lub ligand-metal.

Najczesdciej stosowanymi jonami metali do rozrdzniania enancjomeréw metoda
kinetyczng sg jony metali grup przejsciowych, ktdre posiadajg zdolnos¢ tworzenia
kompleksow z wigkszoscig zwigzkow organicznych, wykorzystujac elektronowe
orbitale d. Znane s3 réwniez prace gdzie w analizie zwigzkéw chiralnych metoda
kinetyczng jako jonu centralnego uzyto jondéw wapnia [55].

Udoskonaleniem klasycznej metody kinetycznej w analizie zwigzkéw chiral-
nych jest wprowadzona przez Cooksa w roku 2003 tzw. metoda kinetyczna z ,,nie-
ruchomym” ligandem (ang. kinetic method with fixed ligand).

Ogolng procedury tej metody jest zastapienie w wygenerowanym w warunkach
jonizacji trimerycznym kompleksie, jednej z dwdch czasteczek chiralnego odnos-
nika ligandem, ktéry nie ulega odej$ciu w wyniku fragmentacji indukowanej zde-
rzeniami (ang. fixed ligand) [56]. Istotna cechg, ktérg musi posiada¢ zwigzek uzyty
jako dodatkowy ligand jest wysokie powinowactwo wzgledem stosowanego jonu
metalu, za$ fragmentacja diastereoizomerycznego kompleksu powinna przebiegac¢
zgodnie z obserwowang w metodzie klasycznej. W przypadku przedstawionej przez
Cooks’a analizy aminokwasow jako ligandy stosowane byly krétkie peptydy (od 2
do 5 aminokwaséw), ktorych powinowactwo do jonu metalu jest wyzsze niz poje-
dynczych aminokwaséw. Dwie konkurencyjne $ciezki fragmentacji, w ktorych eli-
minacji ulegajg czasteczka chiralnego odnos$nika lub analizowanego zwiazku, pro-
wadzg do posiadajacych ro6zng energie odpowiednich jonéw [(M* +Lx4-H)(A)]"
i [(M**+L=d-H)(ref)]" zgodnie z przedstawionymi rownaniami:

CID

2+ * | fixed d ) (A f +A S
) m‘, [(m2* + L fixed - )(re )( R)] < 2+ 4 | fi
] 2 H [(M + fixed _ H)(ref)] R lub

ESI
As - [(M2* + Lixed - H)(ref')(AQ)]* <
M2* ref", L fixed [(M2* + Lfxed - HY AT + ref’

W przeciwienstwie do klasycznej metody, gdzie trudno dokladnie wskaza¢ miej-
sce oderwania protonu i strukture powstalych komplekséw, wprowadzenie ligandu,
ktéry nie ulega eliminacji jednoznacznie wskazuje czasteczke tego ligandu jako
miejsce deprotonacji. Dzigki temu struktura wygenerowanych komplekséw moze
by¢ $cisle okreslona. Dodatkowo, poréwnujac fragmentacje komplekséw z dwoma
identycznymi ligandami odno$nika, oddziatywania ligand-metal oraz ligand-ligand
sa tatwiejsze do zoptymalizowania w przypadku zastosowania odno$nika, ktéry nie
podlega eliminacji, co usprawnia i poprawia efektywnos$¢ rozréznienia zwigzkow
optycznie czynnych.

Metode kinetyczng z zastosowaniem ,nieruchomego” ligandu wykorzystano
w ostatnim czasie w analizie pochodnych fenyloalaniny [57], z ktérych tylko jeden
z enancjomero6w, L-3,4-dihydroksyfenyloalanina (L-DOPA) wykazuje wlasciwosci
terapeutyczne. Pochodne pirydylu, ktére posiadaja dwa aromatyczne atomy azotu

[(M2* + Lixed - HYA )]*+ ref’
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o hybrydyzacji sp* potozone w jednej plaszczyznie, uzyto jako ligandéw nie ulega-
jacych eliminacji. Wolne pary elektronowe atomdéw azotu uczestnicza w wigzaniach
koordynacyjnych z centralnym jonem metalu, prowadzac do stabilnych polgczen
w diastereoizomerycznych kompleksach. Vainiotalo i wspdtpracownicy wykorzy-
stali natomiast opisang metode w analizie chiralnych cyklicznych B-aminokwaséw
posiadajacych dwa asymetryczne atomy wegla, wykorzystujac jako ,nieruchome”
ligandy dipeptydy [58]. Zgodnie z wczesniejszymi obserwacjami dipeptyd, w ktérym
jeden z aminokwaséw posiada w fancuchu bocznym uklad aromatyczny, powoduje
znaczny wzrost enancjoselektywnosci, wskutek oddzialywan z grupa karboksylowg
analizowanych aminokwasow.

2.4. ANALIZA ILOSCIOWA ZWIAZKOW CHIRALNYCH
OPARTA NA METODZIE KINETYCZNE]

Roéznice w energii wewnetrznej dimerycznych kompleksow [M*(ref*)(A)-H]"
i [M*(ref*)(Ay)-H]" i co si¢ z tym wigze roznice w szybkosci ich tworzenia, skut-
kuja rézng wzgledna intensywnoscia odpowiadajacych im pikom w widmach jonéw
produktéw dla wybranych diastereoizomerycznych kompleksow [M*(ref*) (A,
lub A))-H]". W analizie ilo$ciowej zwigzkéw optycznie czynnych opierajacej si¢ na
metodzie kinetycznej wykorzystuje sie logarytmiczng zalezno$¢ pomiedzy R
a nadmiarem enancjomerycznym (e.e.) jednego z enancjomerdw.

Logarytm naturalny stosunku stalych szybkosci reakeji (R) jest proporcjonalny
do réznicy pomiedzy zmianami entalpii swobodnej dla dwoéch konkurencyjnych
drog fragmentacji prowadzacych do utworzenia dwoch dimerycznych produktow:

e <AL (12)

gdzie R w mianowniku jest stal gazows, T temperatura efektywna kompleksu
aktywnego uktadu trimerycznego ($rednia temperatura komplekséw aktywnych dla
dwoch konkurencyjnych proceséw fragmentacji), A(AG) réznice energii swobodnej
reakcji opisanych réwnaniami (13) i (14)

chiral

[M?**(ref) (A)-H]" — [M**(ref ) (A)-H]" + ref (13)
[M?*(ref),(A)-H]" — [M**(ref ), -H]" + A (14)

W przypadku analizy czystych enancjomeréw A, i A, A(AG) w réwnaniu (12)
opisane jest odpowiednio przez A(AG), i A(AG),. Dla mieszaniny enancjomeréw
z nadmiarem enancjomeru R o okreslonej wartosci e.e. A(AG) wyraza sie jako:

ce _[MAG), + A(AG)s], [AAG), -AAG)]

1+ ee 1-
+A(AG
(A6)s 2 2 2

AM8G)=AMAG,)—

(15)
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Zaleznos¢ faczaca R z nadmiarem enancjomerycznym e.e. opisuje wiec rowna-
nie (16):

- {lna{}e) . ln(Rﬂ N {m(chm,al)}ee 6

Przeprowadzenie pomiaru ilo§ciowego wymaga wyznaczenia w pierwszym eta-
pie krzywej kalibracyjnej. Stosujac klasyczne podejscie krzywa ta w metodzie kine-
tycznej wykonuje sie wykorzystujgc liniowa zalezno$¢ pomiedzy InR a nadmiarem
enancjomerycznym e.e. jednego z analizowanych enancjomeréw. W metodzie SR
(ang. Single Ratio method, SR) wyznaczenie takiej krzywej wymaga przynajmniej
dwdch punktéw kalibracyjnych (racemat i probka o znanej czystosci enancjome-
rycznej, dwdch czystych enancjomeréw R i S lub dwoch préobek o znanej czystosci
enancjomerycznej).

Rejestrujgc jedno widmo jondéw produktéw dla diastereoizomerycznego kom-
pleksu [M*(ref*) (A)-H]" dla mieszaniny o nieznanej zawartosci poszczegolnych
enancjomerdw i okreslajac R jako stosunek wzglednych intensywnosci dimerycz-
nych jonéw fragmentacyjnych, mozliwe jest okreslenie na podstawie krzywej kali-
bracyjnej jej skladu enancjomerycznego.

Metoda ta posiada pewne ograniczenia i nie moze by¢ stosowana w przypadku,
gdy dostepna jest tylko jedna prébka optycznie czystej substancji lub o znanej
czystoéci enancjomerycznej (potrzebne dwa punkty kalibracyjne). Problem ten
jest szczegolnie czesto spotykany w przypadku chiralnych lekéw otrzymywanych
z naturalnych chiralnych produktéw, gdzie tylko jeden z enancjomeréw wystepuje
w postaci czystej, a uzyskanie nawet mieszaniny racemicznej jest skomplikowane.

Problem ten zostal wyeliminowany przez wprowadzenie bardziej rozbu-
dowanej metody QR (ang. Quotient Ratio method, QR) [59]. Metoda ta wymaga
tylko jednej probki o znanej czystosci enancjomerycznej w celu uzyskania krzywej
kalibracyjne;.

W odroéznieniu od metody single ratio widma jonéw produktéw wykonuje si¢
dla trimerycznego kompleksu [M**(ref*)(A),-H]" (zamiast [M**(ref*),(A)-H]"), dla
ktérego monitoruje si¢ dwa konkurencyjne procesy eliminacji ligandow: czgsteczki
chiralnego odno$nika ref* i analitu A, prowadzace do powstania odpowiednio
dimerycznych jonéw [M**(A),-H]" i [M*(ref*)(A)-H]". Tworzenie krzywej kali-
bracyjnej, jak rowniez analiza probki o nieznanej zawartosci poszczegélnych enan-
cjomerow, wymaga zarejestrowania dwoch oddzielnych widm jonéw produktow
dla kompleksu [M*(ref*)(A),-H]", stosujac optycznie czyste lub o znanej czystosci
enancjomerycznej czasteczki odno$nika ref¥ i reff.

Wynikiem réznicy w energii potrzebnej do powstania dimerycznych jonéw
fragmentacyjnych [M**(ref )(A)-H]" i [M* (ref )(A)-H]" jest rézna intensywnos¢
wzgledna odpowiadajacych im pikéw w widmach jonéw produktéw oraz stosunek
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wzgledem [M**(A),-H]". Ogélny schemat metody QR oraz zalezno$ci matematyczne
opisujgce stopien rozréznienia enancjomerdw RR . = w tej metodzie przedstawiono
ponizej:

) CID _ [V (ref )(A) - HI* + A
M?*, refp
—_——

A [M?* (ref) (A),- HI*

[M?* (A) - H* + refi
ESI [M2* (A); - H]* + refg
———— [MZ*(refy) (A),- HI* <
A yor— [M2*(refy) (A),- H] VP (ref,)(A) - HI* + A

o 2 IV (ref,) (A)- HI /M (A), - T
[M (ref)(@)-n ] 7[v (A), - 1]

W przypadku gdy analit jest enancjomerycznie czysty tzn. A = A ,to RR=RR,,
lub gdy A = A, to RR = RR,, za$ stopien ich rozrdznienia okresla RR,, | zdefinio-
wany jako:

(17)

RR,.  =RR,/RR (18)

Podobnie jak w metodzie single ratio InRR wykazuje zalezno$¢ liniowg wzgle-
dem czystoséci enancjomerycznej e.e. jednego z enancjomerow. Zgodnie z zaleznos-
ciami opisanymi w cytowanej pracy InRR dla mieszaniny racemicznej wynosi zero,
co umozliwia uzyskanie krzywej kalibracyjnej w oparciu o dane eksperymentalne
dla jednej probki o znanej czystosci enancjomerycznej. Poréwnujac dane ekspe-
rymentalne z rzeczywistymi dla szeregu probek L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny
(L-DOPA), $redni btad pomiaru nadmiaru enancjomerycznego (réznica pomiedzy
warto$ciami zmierzonymi a rzeczywistymi) wyniost 2,4%.

Polaczenie metody kinetycznej opartej na wprowadzeniu ,nieruchomego”
ligandu z opisang wyzej metoda QR pozwolilo na wprowadzenie kolejnej modyfi-
kacji w analizie ilo$ciowej zwigzkéw chiralnych. Jest to tzw. fixed-ligand quotient
ratio method QR™, Jej gtéwna zaletq jest szybka konstrukeja krzywej kalibracyjnej
przez zmiang chiralnoéci ,nieruchomego” ligandu i czgsteczki odno$nika oraz jesz-
cze wigksza doktadno$¢ pomiaru [60]. Sredni btgd pomiaru nadmiaru enancjome-
rycznego dla szeregu probek wspomnianej wczesniej pochodnej alaniny (L-DOPA)
wyznaczony ta metodg wynosi mniej niz 1,2%.

Praktycznie we wszystkich podjetych préobach analizy ilosciowej zwigzkow
chiralnych metoda kinetyczna stosowang technika jonizacji jest elektrosprej.
Dotychczas opublikowano tylko jedna prace, gdzie w analizie ilo$ciowej kwasu
N-ftaliloglutaminowego metoda kinetyczng wykorzystano desorpcje/jonizacje
laserowg wspomagang matryca MALDI [54]. Uzyskane wyniki m.in. wysoki wspot-
czynnik korelacji dla linowej zaleznosci R, w funkgji czystosci enancjomerycznej
enancjomeru L (r* = 0,9843) sugeruje, iz MALDI moze by¢ uznawana jako technika
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komplementarna do ESI w okreslaniu zawartosci poszczegdlnych enancjomeréw
w probkach o nieznanym skladzie.

2.5. WYZNACZENIE WSPOI:CZYNNIKA CR (ANG. CHIRAL RECOGNITION RATIQ)
W OPARCIU O WIDMA JONOW PRODUKTOW DLA OKRESLONYCH KOMPLEKSOW

Druga opartg na tandemowej spektrometrii mas jest metoda, w ktdrej rozrdz-
nienie enancjomeréw polega na wyznaczeniu wspolczynnika nazywanego chiral
recognition ratio CR. Kinetyczna metoda opisana powyzej wymaga doboru odpo-
wiedniego metalu i odnosnika, aby jony powstate w dwdch konkurencyjnych proce-
sach fragmentacji mialy odpowiednio wysoka intensywnos¢. W wielu przypadkach
dobodr tych reagentow jest dos¢ problematyczny. Alternatywng metodg okazala si¢
metoda oparta na wyznaczeniu wspélczynnika CR. Metoda ta wymaga wygenero-
wania odpowiedniego trimerycznego ukltadu analit-seletor lub diastereoizomerycz-
nego kompleksu, zawierajgcego analogicznie jak w metodzie kinetycznej czasteczke
analitu i enancjomerycznie czystego odnosnika w obecnosci jonu metalu. Wartos¢
CR okredla si¢ na podstawie stosunku wzglednej intensywnosci tylko jednego jonu
fragmentacyjnego do intensywnosci jonu prekursora lub stosunku intensywnosci
dwdch jondéw fragmentacyjnych (Rys. 19, réwnanie 19). Logarytm naturalny tego
stosunku wzgledem nadmiaru enancjomerycznego jednego z enancjomerdw jest
zaleznoscig liniows, co pozwala na zastosowanie tej metody w analizie ilosciowe;.

Int | mieszanina homochiraina [AL (SOL)Z + H]+ Int mieszanina heterochiraina [AD (SOL)2+ H]+
[A(SO) + HI
: CID +
------------ [Ap (SO,) + H]
-SO.
U S
- SO,
m/z m/z

Rysunek 19. Fragmentacja trimerycznych diastereoizomerycznych komplekséw homochiralnych (wszystkie
czasteczki o konfiguracji L) i heterochiralnych (uktady o konfiguracji D, D, Li L, L, D) wskazujace
na enancjoselektywne wigzanie jednego ze sktadnikéw w kompleksie wyjsciowym [9]

Figure 19. Dissociation of homochiral (all L) and heterochiral (D, D, L; L, L, D) trimeric diastereomeric com-
plexes for the purpose of measuring a branching ratio indicative of enantioselective binding in one
component of the parent trimeric complex [9]

R = [AL(80,)+H]'/[A,(SO,), + H]'

(19)
[A,(SO,)+HI"/[A,(SO,), +H]

Pionierskie prace oparte na tej metodzie badan zwigzkéw optycznie czynnych
naleza do Yao, ktory wykorzystal ja zaréwno w analizie jako$ciowej jak i ilo$cio-
wej dziewietnastu aminokwasdw (A), stosujgc jako selektory chiralne N-tert-buto-
ksykarbonylowe pochodne seryny, fenyloalaniny i proliny (SO) [61, 62].
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Dotychczasowe badania réznych klas zwigzkéw chiralnych wykorzystywaly
mozliwo$¢ ich stereoselektywnego kompleksowania przez zwigzki powszechnie
uzywane w metodach chromatograficznych (cyklodekstryny, etery koronowe) oraz
modyfikowane aminokwasy czy peptydy. W ostatnich latach do potencjalnych
selektoréw wykorzystywanych w analizie zwigzkéw optycznie czynnych, gléwnie
aminokwasdéw w oparciu o tandemowa spektrometrie mas, dotaczyty krétkie oligo-
nukleotydy [63]. Analiza szeregu polaczen nukleotydowych, zbudowanych z trzech
deoksyrybonukleotydow, wskazala trimer GCA jako najkorzystniejsze polaczenie
w analizie chiralnych a-aminokwaséw, wykazujace stereoselektywno$¢ komplekso-
wania wobec enancjomer6w D. Interesujacy jest fakt, iz kompleksy chiralnych ami-
nokwasow z trinukleotydem ACG, ktdry posiada identyczny skiad, ale odwrotna
sekwencje w ogdle nie wykazujg charakteru stereoselektywnego. Istotnym elemen-
tem w prawidlowym okresleniu wspolczynnika CR okazal si¢ wybdr odpowiedniego
jonu, ktory poddawany jest reakeji fragmentacji. W przypadku uzycia trinukleoty-
dow jako selektoréw zaobserwowano naktadanie pikéw, ktore odpowiadaty réznym
jonom, co w istotny sposob zakldca wyznaczong warto$¢ enancjoselektywnosci.

Problem ten wyeliminowano wprowadzajac dodatkowa czasteczke aminokwasu
jako ko-selektora (co-SO), ktéry charakteryzuje si¢ podobnym powinowactwem
wzgledem oligonukleotydu. Wartos¢ CR wyznaczono w tym przypadku na pod-
stawie widma CID dla jonu [A+co-SO+2(SO)-2H]*, jako stosunek intensywnosci
dwéch pikéw fragmentacyjnych [A+2(SO)-2H]* i [co-SO+2(SO)-2H]* (Rys. 20)
[64].

[1(924)/1(970)]»

CR=——"———=55
[1(924)/1(970)],
a) 12(SO) - 2H]* b)
868 868
100 [A+ co-SO + 2(S0) - 2H]* '
- 1044 _
g B3 970
-] 75 e 75
H s
3 50 3 50
g g
: 924 H
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Rysunek 20. Widma jonéw produktéw dla jonu [A+co-SO+2(SO)-2H]*, gdzie A = D-Glu (a) i L-Glu (b),
c0-SO = D-Trp i SO = GCA [64]

Figure 20. CID spectra of [A+co-S0+2(SO)-2H]* ion, A = D-Glu (a) and L-Glu (b), co-SO = D-Trp and
SO = GCA [64]

W przeprowadzonych badaniach jako czasteczek ko-selektoréw uzyto szeregu
L- i D-aminokwasow. Nie dla wszystkich badanych ukladéw mozliwe byto wyzna-
czenie wspolczynnika CR, jednak w wiekszosci z nich jego warto$¢ okazata sie wyz-
sza niz w badaniach przeprowadzonych wczes$nie;j.
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Uzycie tetranukleotydow jako zwigzkéw kompleksujacych w rozréznieniu chi-
ralnych aminokwaséw nie wymaga wprowadzenia czasteczki ko-selektora, z uwagi
na wybdr innego rodzaju jonu, ktéry podlega procesom fragmentacji [65]. Sposroéd
analizowanych polaczen nukleotydowych GCAA i GGCA wykazaly najwyzszg ste-
reoselektywnos¢ wzgledem a-aminokwaséw; odpowiednio GCAA wzgledem enan-
cjomerow D, za§ GGCA enancjomerdw L.

Jednym z nielicznych chiralnych aminokwaséw, dla ktérego rozréznienie enan-
cjomeréw metoda kinetyczng okazalo si¢ trudne jest arginina i jej N-blokowane
pochodne. Wynika to z jej wysokiego powinowactwa wzgledem wiekszosci metali.
Problem ten préobowano rozwigza¢ stosujac jako chiralne odnosniki pochodne
argininy o podobnym powinowactwie wzgledem uzytego kationu. W wielu przy-
padkach nie uzyskano jednak pozadanego efektu i wartos¢ enancjoselektywnosci
okreslono opierajac si¢ na wyznaczeniu wspotczynnika chiral recognition ratio [55].
Poréwnywalna warto$¢ wspolczynnika korelacji dla krzywych kalibracyjnych uzy-
skanych obiema metodami (KM i CR) dla ukladéw, kiedy wzgledne intensywnosci
odpowiednich pikéw umozliwily zastosowanie obu z nich, pozwalajg twierdzi¢, ze
metody te mogg by¢ stosowane zamiennie w oznaczeniu zawartosci czystosci enan-
cjomerycznej e.e. z odpowiednio duzg doktadnoscia.

3. ,RUCHLIWOSC JONOW” W ANALIZIE ZWIAZKOW CHIRALNYCH

W ciggu ostatniej dekady zjawisko ruchliwosci jonéw, zwane réwniez mobil-
noscia w polaczeniu ze spektrometrig mas znalazto swoje zastosowanie réwniez
w ozrdznianiu zwigzkéw optycznie czynnych [66]. Typowy spektrometr wykorzy-
stywany w tej metodzie, oprdcz tradycyjnych elementéw, wyposazony jest w odpo-
wiednio skonstruowang komore, w ktdrej nastepuje separacja analizowanych zwigz-
kéw. Proces ten jest analogiczny do rozdziatu elektroforetycznego w fazie gazowej,
ktory odbywa si¢ w oparciu o wielkos$¢ czasteczek analitu i wzajemne oddzialywanie
podczas ich zderzen z czasteczkami gazu obojetnego. Z uwagi na rézne konstruk-
cje stosowanych komor, rozdzial molekul moze odbywac si¢ zaréwno w czasie, jaki
i przestrzeni. Generalnie, powstale w wyniku jonizacji jony zostaja wprowadzone do
komory separacyjnej wraz z czasteczkami gazu obojetnego i poddawane dziataniu
pola elektrycznego. Szybkos¢ przeptywu (v,) jonéw przez komore jest proporcjo-
nalna do napiecia elektrostatycznego (E), v, = KE, gdzie wspotczynnik proporcjo-
nalnosci K okresla ruchliwos$¢ jonéw w danym gazie no$nym.

Podobnie jak tradycyjna spektrometria mas, ion mobility spectrometry jest
metoda, ktora nie posiada mozliwosci rozdzialu zwigzkéw chiralnych bez wprowa-
dzenia dodatkowych reagentdw, ktére wplywajg na zmiane ich ruchliwoéci.

Jednym z zaproponowanych podej$¢ jest wygenerowanie diastereoizomerycz-
nych komplekséw, analogicznych do wykorzystywanych w metodzie kinetycznej,
gdzie jon dwuwartosciowego metalu (M**) potaczony jest z czasteczky analitu (A )
i dwiema czgsteczkami odnosnika (ref*) [M**(ref*) (A )-H]". Nastepnie kompleksy
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rozdzielane sa3 w komorze separacyjnej pod wplywem zmiennego pola elektrycz-
nego, ktore przytozone jest do dwoch rownolegle utozonych elektrod. Uzyskuje sie
to na skutek cyklicznie powtarzajacych sie impulséw wysokiego pola elektrycznego
o danej polarnosci w krétkim okresie czasu i niskiego pola o polarnosci przeciwnej
w okresie dtuzszym. Rozdzial jonéw nastepuje wiec w przestrzeni, w oparciu o sto-
sunek ruchliwosci jondéw w obszarze wysokiego i niskiego pola. Dzigki dodatkowo
uzytemu napieciu statemu, ktdrego warto$¢ mozna regulowad, okreslanemu jako
napiecie kompensujace, tylko interesujace jony moga przechodzi¢ przez komore.
Pozostata czes¢ podlega zderzeniom z elektrodami i zostaje utracona. Opisang
metode okresla sie jako high-field asymmetric waveform ion mobility. Dotychczas
zastosowano ja w rozréznianiu wielu zwigzkow chiralnych m.in. aminokwasow [67],
enancjomerdw terbutaliny [68], enancjomeréw kwasu mlekowego [69] oraz dia-
stereoizomerow efedryny i pseudoefedryny [70]. W wielu przypadkach okreslenie
warunkow eksperymentu, a szczegdlnie wartosci napiecia kompensujacego jest dosé
problematyczne i wymaga optymalizacji na enancjomerycznie czystym odnosniku.

Druga z uzytych metod nazywana drift tube ion mobility, ktorej ogélnym zato-
zeniem jest wprowadzenie do komory separacyjnej strumienia gazu obojetnego,
ktorego czasteczki w efekcie zderzen z analitem powodujg zmiane ich ruchliwo-
$ci. W ten sposob mniejsze czasteczki, ktére ulegaja mniejszej liczbie zderzen, ze
wzgledu na nizsza mase lub $cislejsze upakowanie, w krétszym czasie docierajg do
detektora, niz czgsteczki wieksze lub posiadajace bardziej rozbudowang strukture.
Rozdzial zwigzkow optycznie czynnych w oparciu o te metode wymaga wprowadze-
nia niewielkiej ilosci chiralnego modyfikatora, ktérego oddzialywanie z czastecz-
kami analitu moze mie¢ charakter selektywny. Jeden z enancjomeréw analizowa-
nego zwiazku mieszaniny racemicznej oddzialuje z enancjomerycznie czystg forma
modyfikatora dluzej lub oddzialywanie to jest bardziej korzystne, przez co dluzej
pozostaje w komorze separacyjnej [71]. W eksperymencie przeprowadzonym przez
Dwivediego metodg tg uzyskano rozdzial wielu chiralnych zwigzkéw, wérdd kto-
rych znalazly si¢ min. aminokwasy, weglowodany i grupa zwigzkéw zaliczanych do
lekéw. Jako chiralnego modyfikatora dodanego do gazu nosnego uzyto (S)-(+)-2-
butanolu (Rys. 21). Jest to obecnie jedyna praca dotyczaca analizy zwigzkéw optycz-
nie czynnych z wykorzystaniem tej metody i odnosi si¢ do czasteczek o niewielkich
rozmiarach. Czynnikiem, ktéry czyni ja do$¢ obiecujaca w analizie bardziej skom-
plikowanych zwigzkéw chiralnych jest fakt, ze nie wymaga wprowadzania dodatko-
wych czasteczek okreslonego odnosnika czy zwiazku kompleksujacego.
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Rysunek 21. Rozdzial enancjomerdw atenololu, a) nalozone widma (S)- i (R)-atenololu uzyskane po wprowa-
dzeniu 10 ppm (S)-(+)-2-butanolu jako chiralnego modyfikatora do strumienia gazu nosnego
(azotu), b) rozdzial enancjomeréw w mieszaninie racemicznej [71]

Figure 21.  Gas-phase separation of atenolol enantiomers, a) superimposed spectrum of (S)- and (R)-atenolol
obtained after introduction of (S)-(+)-2-butanol (10 ppm) as the chiral modifier in the inert nitro-
gen drift gas, b) separation of the enantiomers from their racemic mixture [71]

PODSUMOWANIE

W ciggu ostatniego dziesieciolecia nastgpil bardzo istotny postep w zastoso-
waniu spektrometrii mas do analizy zwigzkéw chiralnych. Czynnikami decydu-
jacymi o rozszerzeniu mozliwosci tej metody analitycznej byly przede wszystkim
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rozwdj i udoskonalenie technik jonizacji oraz rozwdj technik analizy jonéw. Coraz
powszechniejsze stosowanie elektrospreju pozwolito na wykorzystanie niekowalen-
cyjnych oddzialywan pomiedzy chiralnymi czasteczkami (jonami) w fazie gazowe;j
do rozrdézniania enancjomerdw, co uprzednio bylo mozliwe jedynie w fazie skon-
densowanej i stanowilo podstawe ich rozdzialéw chromatograficznych.

Omowione w niniejszej pracy doniesienia literaturowe $wiadcza o tym, ze
spektrometria mas jest uzyteczng, a zarazem majaca ogromne perspektywy roz-
woju metodg analityczng do analizy zwigzkéw chiralnych. Dotychczas znalazia
zastosowanie w rozroznianiu enancjomerow oraz okreslaniu ich zawartos$ci dla sze-
rokiej gamy zwiazkow, wsréd ktorych najczedciej spotykane to: aminokwasy i ich
pochodne, dipeptydy, cukry czy a-hydroksykwasy.

Wiele z cytowanych prac oryginalnych zawiera dane uzyskane przy jednocze-
snym zastosowaniu przynajmniej dwoch z opisanych metod oznaczania nadmiaru
enancjomerycznego. Otrzymane warto$ci enancjoselektywnosci, jak rowniez prze-
prowadzone przy uzyciu tych metod pomiary ilosciowe wyrazone nadmiarem enan-
cjomerycznym jednego z izomeréw optycznych, majg zwykle zblizone do siebie
wartosci. Dodatkowo w wielu przypadkach s3 one zgodne z danymi uzyskanymi
innymi technikami analitycznymi, ktérymi zwykle sa techniki chromatograficzne.
Zgodno$¢ wynikow uzyskanych réznymi metodami, jak rowniez fakt, iz spektrome-
tria mas jest metodg szybka i coraz bardziej dostepng, pozwala postrzega¢ ja jako
narzedzie do poszukiwania nowych zwigzkéw o wysokiej zdolnosci rozrdzniania
zwigzkéw chiralnych, ktére w przysziosci mogg by¢ zastosowane w chromatografii
jako chiralne selektory.
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ABSTRACT

Atopic dermatitis (AD) is an inflammatory chronic, skin disorder with the mul-
tifactorial etiology. The major symptom of AD is pruritc [1]. The treatment is symp-
tomatic and is being assisted with intensive skincare at the use of cosmetics.

Inthe paper generally used methods of AD therapy and the skin care were discus-
sed. Moreover the essential ingredients of products used to the atopic skin treating
were described. Some examples of cosmetic formulations were also presented.

Keywords: atopic dermatitis, cosmetics, emollients
Stowa kluczowe: atopowe zapalenie skory, kosmetyki, emolienty
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WSTEP

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest jedna z najczestszych chordb skory wieku
niemowlecego i dziecigcego. U wigkszosci pacjentéw choroba ta pozostaje jednak
na cale zycie [1]. Chociaz przyczyny i patogeneza atopowego zapalenia skory nie sg
jeszcze w pelni wyjasnione to wydaje sie, ze istotne moga by¢ czynniki genetyczne,
lecz przede wszystkim jest to choroba systemu odpornosciowego [2]. W uprze-
mystowionych krajach zachodnich AZS jest coraz powszechniejsza dolegliwoscia.
Czesciej wystepuje u dzieci ze Srodowiska miejskiego, pochodzacych z rodzin malo-
dzietnych i dobrze sytuowanych materialnie, co sugeruje, Ze narazenie na zanie-
czyszczenie Srodowiska, brak ekspozycji na infekcje, brak kontaktu z alergenami
w okresie wczesnego dziecinstwa oraz nadmierna higiena moga odgrywac znaczaca
role w powstawaniu alergicznego stanu zapalnego [2, 3]. Obserwuje si¢ réwniez
zaostrzenie choroby pod wptywem stresu oraz czynnikéw psychogennych [4].

AZS definiuje si¢ jako przewlekla zapalna chorobe skory przebiegajaca ze
$wigdem. Gléwng cecha AZS jest sucho$¢ skdry spowodowana dysfunkeja bariery
skornej, ze zwigkszeniem utraty wody przez naskdrek, czemu zwykle towarzyszy
intensywny $wiad i stan zapalny [1]. Nadmierna suchos$¢ skory jest zwigzana ze
zmiang aktywnosci enzymu A-6-desaturazy, ktory uczestniczy w metabolizmie nie-
zbednych nienasyconych kwasow ttuszczowych (NNKT), sktadowych bton komoér-
kowych keratynocytéow i miedzykomorkowego spoiwa lipidowego warstwy rogowej
skory. Niedobér NNKT powoduje wzrost przepuszczalno$ci skory, co prowadzi do
nadmiernej utraty wody oraz utraty NMF (Naturalny Czynnik Nawilzajacy) [4-6].
Atopowe zapalenie skory charakteryzuje si¢ réwniez zmiang miejscowej odpor-
nosci komoérkowej i wystepowaniem stanu zapalnego w skorze wlasciwej. Charak-
terystycznym objawem jest takze kolonizacja skory przez bakterie Staphylococcus
aureus, ktorych rozwoj jest ulatwiony z powodu braku kwasu oleinowego i zmiany
jakosciowej pokrywajacego skore plaszcza hydrolipidowego. Dodatkowo, ekspresja
receptordw swoistych dla S. aureus (laminina, kolagen IV, fibronektyna) powoduje
zwigkszone przyleganie bakterii na skorze atopowej [4, 7]. AZS czgsto wiaze sie ze
zwiekszonym stezeniem Immunoglobuliny E w surowicy krwi oraz alergia typu I,
alergicznym niezytem nosa i astma [8, 9]. U 0s6b chorych na AZS stwierdza si¢ row-
niez obecnos¢ genu atopii na chromosomie 11q [4, 6]. Podstawa zas do klinicznego
rozpoznania AZS jest stwierdzenie wystepowania przynajmniej trzech z czterech
gtéwnych objawow, wedtug Hanifina i Rajki, do ktérych naleza: charakterystyczna
morfologia i lokalizacja zmian, $wigd, przewlekly i nawrotowy przebieg oraz osob-
niczy lub rodzinny wywiad atopowy [10, 11].

1. LECZENIE AZS

Leczenie atopowego zapalenia skdry obejmuje profilaktyke, leczenie miejscowe
i leczenie ogdlne. W pierwszym etapie nalezy wyeliminowa¢ czynniki wywolujace
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chorobe. Jesli mozna stwierdzi¢ czynniki odczulajace, leczenie polega na eliminacji
ich z otoczenia lub diety chorego. Mozna tez podejmowac proby odczulania [10].

W leczeniu miejscowym zastosowanie znajdujg przede wszystkim emolienty,
ktore nalezy stosowac nieprzerwanie, nawet jesli na skorze nie ma wyraznych zmian
zapalnych [1]. W leczeniu ostrych zmian wypryskowych stosuje si¢ miejscowo gli-
kokortykosteroidy (GKS) (np. hydrokortyzon, prednizolon, klobetazol) [1, 12-15].
Inhibitory kalcyneuryny stosowane miejscowo (pimekrolimus i takrolimus) umoz-
liwiajg opanowanie stanu zapalnego skory bez uzycia GKS [1, 12, 16]. W leczeniu
stosuje sie rowniez miejscowe leki przeciwdrobnoustrojowe, takie jak triklosan lub
chlorheksydyna [1].

W razie rozleglego, wtérnego zakazenia bakteryjnego (zwlaszcza S. aureus) sto-
suje sie doustne leki przeciwdrobnoustrojowe. Zwykle skuteczne sg cefalosporyny I
i IT generacji lub penicyliny pdtsyntetyczne. W przypadku alergii na penicyliny lub
cefalosporyny alternatywe stanowi klindamycyna lub doustny kwas fusydowy. Zaka-
zenie skdry wirusem Herpes simplex w postaci wyprysku herpetycznego stanowi
ciezkie, mogace zagrazaé zyciu, powiklanie AZS, wymagajace ogélnoustrojowego
leczenia acyklowirem lub innym lekiem przeciwwirusowym (np. walacyklowirem).
U wybranych chorych korzystne moze by¢ miejscowe lub ogélnoustrojowe leczenie
przeciwgrzybicze [1, 12]. W leczeniu zaostrzenn AZS moga by¢ przydatne doustne
GKS, ale ze wzgledu na dzialania uboczne nalezy unika¢ ich stosowania u dzieci i
przez dtuzszy czas u dorostych [1, 12, 13]. Stosuje si¢ rowniez cyklosporyne A oraz
mykofenolat mofetilu (MMF). W przypadkach cigzkich i opornych stosowana bywa
azatiopryna, lek immunosupresyjny, powoduje jednak liczne skutki uboczne [1, 10,
12]. Jako leki wspomagajace leczenie miejscowe zaostrzen przebiegajacych z nasilo-
nym $wigdem stosuje si¢ leki przeciwhistaminowe [1, 10, 17]. Standardowym lecze-
niem u dorostych jest rowniez fototerapia [10].

2. PIELEGNACJA SKORY Z AZS

U o0s6b chorych na AZS wazine jest, aby wilasciwie dba¢ o skdre wrazliwa.
Odpowiednie wydaje si¢ by¢ tu stosowanie produktéw, ktore nie tylko zlikwidujg
podraznienia, ale takze bedg im zapobiegaé. W codziennej pielegnacji wazne jest, by
uzywa¢ preparatow przeznaczonych specjalnie do potrzeb, tego typu skory takich,
ktore wlasciwie jg oczyszcza, odzywia i nawilzg oraz beda skutecznie chronic. Jezeli
chodzi o kosmetyki, to nalezy przede wszystkim stosowa¢ produkty, ktore majg jak
najprostszy sklad. Duza liczba réznych surowcow zwigksza ryzyko pojawienia si¢
odczynow alergicznych na skorze. Warto takze pamigtaé, by produkty byly z jedne;j
tirmy badz serii. Spo$réd produktéw zalecanych do stosowania dla skory wrazliwej
mozna wymienic [18]:

- lagodnie dziatajace mleczka, kremy lub $mietanki myjace,

— Dbezalkoholowe toniki,

- nawilzajace i kojace maski oraz ampulki,
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- kremy w postaci emulsji statych W/O,

- plynne emulsje O/W utrzymujace fizjologiczne pH skory,

- preparaty z filtrami mineralnymi, np. tlenkiem cynku,

- wody termalne bogate w sole mineralne i pierwiastki sladowe,

- surowce kosmetyczne najczesciej powodujace podraznienia i alergie.

Bardzo wazne jest, by osoby majace skore wrazliwg, szczegolng uwage zwracaly
na komponenty kosmetykow, bowiem istotne jest wykrycie surowca potencjalnie
alergizujacego. Stuzg temu testy platkowe, ktdre opierajg si¢ na substancjach najczes-
ciej powodujacych uczulenia i nietolerancje skory na dany kosmetyk. Wérod takich
zwigzkdéw wyrdznié nalezy: sktadniki kompozycji zapachowych, konserwanty, pod-
toza kreméw, czy surowce naturalne pochodzenia roslinnego.

Substancje zapachowe, zaréwno naturalne, jak i syntetyczne sa powszechnie
stosowane nie tylko do wyrobow perfumeryjnych, ale takze do innych produktow
kosmetycznych. Zgodnie z nowymi uregulowaniami prawnymi pewne substancje
wystepujace w kompozycjach zapachowych sg potencjalnymi alergenami. Wymie-
nia sie tutaj: alkohol benzylowy, aldehyd cynamonowy, alkohol cynamonowy, cyna-
monian heksylu, geraniol, salicylan benzylu, eugenol, farnezol, czy limonen [19].
Réwniez substancje zapachowe naturalnego pochodzenia stanowi¢ moga naturalne
alergeny (Tab. 1) [20, 21].

Tabela 1. Substancje zapachowe naturalne - potencjalnie alergizujace [20, 21]
Table 1. Natural fragrances — potentially allergenic [20, 21]

Nazwa polska Nazwa INCI
olejek drzewa herbacianego tea tree oil
olejek sosnowy pinus silvestris oil
olejek pomaranczowy citrus dulcis oil
olejek migty pieprzowej mentha piperita oil
olejek bergamotowy citrus aurantium bergamina (bergamot) fruit oil
balsam peruwianski myroxylon pereirae

Potencjalne alergeny moga stanowi¢ takze dodawane do kosmetykow, w celu
zapobiegania wzrostowi bakterii i grzybow, konserwanty. W tej grupie na szczegolng
uwage zasluguje formaldehyd oraz zwiazki go uwalniajace. Przyktady substancji,
ktore w srodowisku wodnym uwalniajg formaldehyd przedstawia Tabela 2.
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Tabela 2. Przyklad potencjalnych alergenéw sposrod konserwantow [22]
Table 2 Example of potential allergens in preservatives [22]

Nazwa polska Nazwa handlowa
2-bromo-2-nitropropan-1,3-diol bronopol®
pochodna hydantoiny DMDM hydantoin
s6l sodowa kwasu 2-etylorteciotiosalicylowego thimerosal

imidazolidynylomocznik

germall 115

chlorek N-(3-chloroallilo)heksamoniowy

dowicil 200

heksametylenotetroamina

metenamin

W kosmetykach do skory wrazliwej nalezy réwniez unikac¢ ekstraktow roslin-
nych, ktére moga by¢ dostarczycielami alergenéw wywolujacych niepozadane reak-

cje skorne (Tab. 3) [18].

Tabela 3. Stosowane w kosmetykach ekstrakty roslinne — potencjalnie alergizujace [18]
Table 3. Plant extracts potentially allergenic, used in cosmetics [18]

Nazwa polska

Nazwa INCI

ekstrakt z dziurawca

hypericum perforatum extract

ekstrakt z cytryny

citrus medica limonum (lemon) extract

ekstrakt z melisy lekarskiej melissa officinalis extract

ekstrakt z lisci pokrzywy urtica dioica (nettle leaf) extract

ekstrakt z mniszka lekarskiego taraxacum officinalis extract

ekstrakt z rumianku matricaria recutita extract

U o0s6b chorych na AZS wazne jest odpowiednie nawilzanie i natluszczanie
skory. Odpowiednio dobierajac kosmetyki mozna unikna¢ odczynéw kontaktowych
typu alergicznego. Wybdr odpowiednich preparatoéw zaleze¢ bedzie zatem od indy-
widualnej reaktywnosci skory chorego i praktycznie nie ma idealnej, najbezpiecz-
niejszej linii kosmetykéw przeznaczonych do pielegnacji skory atopowej. W przy-
padku niezbyt rozlegtych i nie zainfekowanych zmian oraz umiarkowanego $wigdu
nalezy nawilza¢ skore przez stosowanie ttustych emulsji zawierajacych ceramidy,
NNKT, masto karite oraz srodkéw pozbawionych mydla. Do mycia nalezy stoso-
wacé preparaty zawierajgce kwasne i neutralne $rodki powierzchniowo czynne oraz
dodawac¢ olejki do kapieli. Powinno sie unika¢ stosowania produktéw zawierajacych
w duzym stezeniu mleczany (wyzszym niz 10%), w celu unikniecia podraznienia.
Zalecane jest stosowanie produktéw hipoalergicznych nie zawierajacych substancji
zapachowych oraz konserwantéw [4, 23-25].
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Pielegnacja skory atopowej ma na celu odbudowanie zaburzonej funkeji bariery
skornej, ztagodzenie §wigdu i przedtuzenie okreséw bezobjawowych. Jednym z bar-
dzo waznych elementdw programu pielegnacyjnego skory sg kapiele. Nie powinny
one jednak przekracza¢ 10-15 minut, raz dziennie, a temperatura wody nie powinna
by¢ zbyt wysoka. Zalecane jest dodawanie do wody preparatéw, ktére dodatkowo
pomagaja nawilza¢ i natluszcza¢ skore. Drugim elementem jest smarowanie emo-
lientami, zwlaszcza eksponowanych czesci ciata (rece, twarz). Zabiegi pielegnacyjne
nalezy wykonywac¢ czesto, nawet kilka razy dziennie [3].

3. FORMULACJA KOSMETYKOW DO SKORY Z AZS

Kosmetyki zawierajace substancje nawilzajace znacznie poprawiaja wyglad
powierzchni skory atopowej. Rodzaj stosowanych lipiddw oraz stosunek olej/woda
w formulacji kosmetyku decydujg o wlasciwosciach uzytkowych produktu. Emulga-
tory, humektanty i sktadniki fazy olejowej wplywaja rowniez na ocene sensoryczng
kosmetyku, rozprowadzenie na skorze, szybkos¢ wchlaniania, oraz na jako$¢ skory
po jego zastosowaniu. W AZS kosmetyk wypelnia przestrzenie miedzy cz¢sciowo
zluszczajacy sie skorg, dlatego powierzchnia, ktdrg wchlaniane sg substancje jest duzo
wieksza, co oznacza rowniez wigkszg dawke przyjmowanych przez skdrg substancji.
Kosmetyki stosowane w AZS zawieraja wyzsze stezenia substancji natluszczajacych,
nawilzajgcych i leczniczych, dlatego klasyfikuje sie je jako dermokosmetyki [22].

Wiasciwosci uzytkowe kosmetykow i tatwos¢ aplikacji sa rownie istotnymi
parametrami. Lepkie i kleiste produkty s3 uwazane za mniej atrakcyjne niz szybko
wchlaniajace sie emulsje, zwlaszcza w przypadku atopowego zapalenia skory,
gdy pacjent musi czesto (kilka razy dziennie) naklada¢ dermokosmetyk na duze
powierzchnie ciata [22].

Emolienty takie jak: eter stearylowy glikolu polietylenowego, estry alkoholi
C15-C17 i kwasu 2-etyloheksanowego, mirystynian izopropylu, lanolina, triglice-
rydy kwasu kaprylowego i kaprynowego, alkohol cetylowy, zmniejszaja tuszczenie,
pekanie i swedzenie skory. Zapewniaja odpowiednie natluszczenie i wspomagaja
nawilzanie. Chronig réowniez skore przed substancjami draznigcymi, alergenami
oraz bakteriami. Czeste stosowanie emolientéw i odpowiednia pielegnacja skory
moze zmniejsza¢ koniecznosé¢ leczenia, na przyklad sterydami [26, 27].

3.1. NIEZBEDNE NIENASYCONE KWASY TEUSZCZOWE (NNKT)

Funkcja ochronna warstwy rogowej naskorka zalezy od zawartosci lipidow,
ktdére wypelniajg przestrzenie pomiedzy korneocytami (tzw. cement miedzykomor-
kowy). W sktad tych lipidéw wchodza przede wszystkim ceramidy (50%), cholesterol
(25%) oraz dtugotanicuchowe kwasy tluszczowe (15%) [28, 29]. Spoiwo miedzyko-
morkowe stanowi uktad cieklokrystaliczny o budowie warstwowej, gdzie pomiedzy
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warstwami lipidow wystepuja bogate w hydrofilowe, maloczasteczkowe substancje
nawilzajace, warstewki wodne. Unikatowy skfad lipidéw warstwy rogowej naskorka
cechuje szczegdlnie wysoka zawartos$¢ sfingolipidow (40-50%) oraz cholesterolu
(25% lacznie z siarczanem cholesterolu). Dodatkowa ochrone skory stanowi zew-
natrzkomorkowy plaszcz hydrolipidowy (mieszanina sebum, potu i zluszczajacego
sie naskorka). Na powierzchni naskdrka znajduje si¢ mieszanina triglicerydow,
wolnych kwaséw ttuszczowych, woskow, cholesterolu, skwalenu oraz ceramidow
o ukladzie warstwowym [30].

Suchos¢ skory atopowej zwigzana jest przede wszystkim z nieprawidtowym
metabolizmem lipidow naskdrka. U chorych na AZS stwierdza sie podwyzszony
poziom kwasu linolowego oraz obnizony poziom kwasu gammalinolenowego
i kwasu arachidonowego w surowicy krwi [2, 3]. Przy niedoborze kwasu linoleno-
wego, w ceramidy wbudowywane zostaja inne kwasy tluszczowe. Kwas arachido-
nowy jest natomiast zwigzkiem wyj$ciowym dla syntezy najwazniejszych mediato-
réw zapalnych [2].

Preparaty natluszczajgce stosowane zewnetrznie wspomagajg tworzenie oklu-
zyjnego filmu lipidowego i wzmacniajg bariere lipidowa cementu miedzykomorko-
wego, zabezpieczajac skore przed utrata wody, zwickszaja jej elastycznos¢ i zmniej-
szaja uczucie $wiadu. Na zaburzona funkcje bariery skornej moze, przynajmniej na
krotki czas, korzystnie wplywaé dostarczenie lipidow. W kosmetykach do pielegna-
cji skéry atopowej stosowane sg kwasy gammalinolenowy (GLA) i arachidonowy
(Rys. 1).

HO

Kwas 5,8,11,14-ejkozatetraenowy (arachidonowy)
0o

HO
Kwas 9,12,15-oktadekatrienowy (gammalinolenowy)

Rysunek 1. Struktura kwasu arachidonowego oraz kwasu gammalinolenowego
Figure 1. Arachidonic and gamma-linolenic acids

Sposrod olejow roslinnych stosowanych jako emolienty, w NNKT szczegélnie
bogate sg oleje z: wiesiotka, nasion ogérecznika lekarskiego, zarodkéw pszenicy
czy Inu zlocistego (Tab. 4) [2]. W Tabeli 5 przedstawiono przyblizony skfad NNKT
w wybranych olejach roslinnych.
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Tabela 4. Zawarto$¢ oleju i kwasu gammalinolenowego w wybranych roélinach oleistych [31]
Table 4. The oil and gamma-linolenic acid content in selected plants [31]

Nazwa roéliny Zawarto$¢ oleju % Zawarto$¢ GLA w oleju %

Wiesiotek dwuletni
15-2 -1

(Oenothera bienis L.) 5-20 7-10
Wiesiotek dziwaczny
(Oenothera paradoxa L.) 18-22 8-10
Cz‘arna Porzeczka 20-25 15-20
(Ribes nigrum L.)
Ogoreczmk' l'ekal"skl 25-30 21-25
(Borago officinalis L.)

Tabela 5. Przyblizony sklad NNKT w naturalnych olejach roélinnych [31]
Table 5. Estimated composition of essential fatty acids of natural plant oils [31]

Typ kwasu ttuszczowego
Olej
Cle C18 C18:1 Cl18:2 Cl18:3
z czarnej porzeczki 7 2 10 49 30
z ogorecznika 9 3 14 38 25
kukurydziany 11 2 30 55 1
wiesiotkowy 6 2 8 71 12
winogronowy 6 2 25 69 -
arachidowy 10 2 48 40 -
S€Zamowy 10 5 40 45 -
sojowy 11 4 25 55 5
stonecznikowy 6 4 15 75 -
z kielkéw pszenicy 13 3 14 58 8

Termin emolienty jest czgsto stosowany w literaturze w odniesieniu do samych
NNKT. Jednak okreslenie to dotyczy takze syntetycznych estréw kwaséw tluszczo-
wych z alkoholami. Do najczg$ciej stosowanych, w kosmetykach, nalezg mirysty-
nian propylu, izostearynian izopropylu oraz stearynian oktylu [30].

3.2. CERAMIDY

Ceramidy, obecne w naskérku, maja wplyw nie tylko na jego spoisto$¢ i szczel-
no$¢, ale takze spelniajg role przekaznikow miedzykomorkowych oraz biorg udziat
w procesach réznicowania keratynocytéw. Synteza ceramidéw odbywa si¢ w, tzw.
cialkach lamelarnych (ciatka Odlanda) z fosfolipidow, glicerolipidéw, glukozyloce-
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ramidow i sfingomieliny (Rys. 2, Rys. 3). Nastepnie ulegaja one egzocytozie do prze-
strzeni miedzykomorkowej i kolejno poddawane sa dzialaniu enzymoéw. Powstajgca
ostatecznie mieszanina lipidow wypelnia przestrzenie miedzykomorkowe, wplywa-
jac na adhezje korneocytéw w warstwie rogowej naskorka, dlatego tez okre$lana jest
mianem cementu miedzykomoérkowego [30].

NH,
OH
\/\/\/\/\/\/\/\)\/
OH

sfingozyna (S)
OH NH,

OH
\/\/\/\/\/\/%)\/
OH

6-hydoksysfingozyna (H)
OH  NH,

\/\/\/\/\/\/\/H)\/OH
OH

fitosfingozyna (P)

i
/\/\/\/\/\/\/\/J\OH

kwas palmitynowy (N)

I
WOH
OH
a-hydroksykwas (A)

(@]
HO\/\/\/\/\/\/\/\/H\
OH
w-hydroksykwas (O)

HyC

S O\Wﬁ)”
o

o

ester kwasu linolowego i w-hydroksykwasu (EO)

Rysunek 2. Struktury prekursoréw ceramidow [32]
Figure 2. Structures of ceramides precursors [32]

Wystepowanie nasilonej suchosci skoéry u chorych z atopowym zapaleniem
skory jest wynikiem, miedzy innymi, niedoboru ceramidéw. Przyczyng niedoboru
jest nadmierna produkcja deacylazy sfingomieliny (SM), co powoduje gromadze-
nie si¢ w warstwie rogowej sfingozylofosforylocholiny (SPC), zamiast ceramidéow
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(CR) [33]. Catkowita ilo$¢ ceramidéw u pacjentdw z AZS, zaréwno tych posiada-
jacych i nie posiadajacych egzemy, jest podobna i znacznie nizsza niz u zdrowych
ludzi w tym samym wieku. Spadek dotyczy przede wszystkim Ceramidu 11 3 (Rys.
4). Ilo$¢ Ceramidu 3 jest bezposrednio zwigzana z transepidermalng utratg wody.
U pacjentéw z AZS obserwuje sie ponadto wzrost stezenia cholesterolu w skorze
[32].

Ceramidy 1-3

ramid 3 (NP), Ceramid 6 VD, / Ceramid 2 (NS),
ramid 7 (AP), Ceramid 8 (AH), Ceramid 5 (AS)
etyloceramid 1 (EOS),
etyloceramid 4 (EOH)
Shingow.
Gilukacerebrozydaza Ying
Glukozyloceramidy o
acetyloglukozloceramidy Sfingomielina
Tt sgelpny Diacetyloglicerol

Syntaza glukozyloceramidowa .
Syntaza sfingomielinowa

Glukozyd difosforanu urydyny

Fosfatydylocholina
Ceramidy,
acetyloceramidy
acetylo-CoA
Dihydrosfingozyna
4
Rysunek 3. Schemat syntezy ceramidow naskorka [32]
Figure 3. The scheme for the production of stratum corneum ceramides [32]

Zastosowanie ceramidéw w kosmetykach do skory atopowej poprawia uwod-
nienie skory oraz wspomaga odnowe bariery lipidowej [34].

Cer 3 (amid kwasu C24 i fitosfingozyny)

Rysunek 4. Struktura ceramidéw Cer1 i Cer3 [32]
Figure 4. Structure of Cerl and Cer3 [32]
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3.3 HUMEKTANTY

Za sucho$¢ skéry w mniejszym stopniu odpowiada uposledzenie czynnosci
gruczoléw lojowych oraz zmniejszenie ilosci skladnikéw naturalnego czynnika
nawilzajacego (NMF) w naskérku [2, 3].

Naturalny czynnik nawilzajacy, stanowi 15-20% catkowitej wagi warstwy rogo-
wej naskorka. NMF jest mieszaning sktadnikéw obecnych w warstewkach wod-
nych cementu miedzykomorkowego warstwy rogowej, zapewniajacych prawidlowe
nawilzenie naskorka. W jego sktadzie znajduja sie hydrofilowe zwigzki o malej masie
czgsteczkowej, w tym aminokwasy, kwas pirolidonowy (ang. pyrrolidone carboxylic
acid, PCA), mocznik, mleczany, kreatynina, glukozamina oraz jony sodowe, pota-
sowe, wapniowe, magnezowe, chlorkowe i inne (Tab. 6) [29, 32, 35-37].

Prekursorem aminokwaséw stanowigcych podstawowy sktadnik NMF (48%)
jest, powstajace w warstwie ziarnistej naskorka, biatko - filagryna [37, 38]. Uwaza
sie, ze patomechanizm uszkodzenia bariery naskérkowej w atopowym zapaleniu
skory, polega na mutacji genu zwanego naskdrkowym kompleksem réznicowania,
a zwlaszcza zaburzenia ekspresji genu filagryny znajdujacego si¢ na krétkim ramie-
niu chromosomu 1 [30]. Sktadniki NMF zastosowane w preparatach do pielegnacji
skory atopowej, po wniknieciu w strukture biochemiczng plaszcza lipidowego, przy-
ciagaja wode¢ do warstwy rogowej, zwiekszajac jej stopien uwodnienia [3, 22].

Tabela 6. Sktadniki NMF [39]
Table 6. Natural moisturizing formulation [39]

Sktadnik Nazwa INCI Wz6r strukturalny Za[v;art?sc
0
wag
HO —
Kwas pirolidonowy Pyrrolidone carboxylic acid N o) 12,0
0 H
HoN
Mocznik Urea >:O 7,0
HoN
Chlorek sodu Sodium Chloride NaCl 5,0
o
Mleczan sodu Sodium Lactate Na” ° 5,0
HO
o
+
Cytrynian potasu Potassium Citrate 3K 0. 0,5
OH
0 0
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Sktadnik Nazwa INCI W2zér strukturalny Za[v;arthc
0
wag
o
Seryna Serine HO/\KU\OH 182
NH >

0]
Glicyna Glycine HzN\/\k 9,1
OH

NH,
Arginina Arginine HN)\NH OH 3,2

NH2

i i

Kwas glutaminowy Glutamic Acid HOWOH 2,3
NH,
o

Tyrozyna Tyrosine OH 0,5

HO NH,

i
Alanina Alanine Hac\\/\OH 6,6
NH,

Woda Water H,0 do 100

Humektanty to zwigzki chemiczne o silnych wlasciwosciach higroskopijnych,
majace zdolno$¢ do trwalego wigzania i zatrzymywania wody z otoczenia. Dzieki
grupom hydroksylowym w swoich czasteczkach umozliwiaja powstanie natural-
nego zapasu wody w skorze. Ponadto humektanty dzialaja korzystnie na sam prepa-
rat kosmetyczny, zapobiegajac jego wysychaniu [30]. W kosmetykach do pielegnacji
skory atopowej stosowane sg mocznik, glicerol (gliceryna), aminokwasy, mleczany
i glikole.

Dodatek mocznika w stezeniu 3-10% powoduje uwodnienie warstwy rogowe;.
Najsilniejsze jego dzialanie zauwazono w emulsjach typu w/o. Lepiej tolerowane sg
jednak emulsje o/w, przy stezeniu mocznika okolo 3%. W fazie ostrej oraz przy sto-
sowaniu na twarz najlepiej stosowa¢ mocznik w ilosci 5% [2, 22].

3.4. EKSTRAKTY ROSLINNE JAKO SKEADNIKI KOSMETYKOW Z AZS

Wyniki badan wskazuja, ze ekstrakty z roslin bogatych w polifenole, jak np.
Rumex japonicus, Scutellaria baicalensis, Bambusae caulis [40], Scutellaria radix oraz
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Aloe vera [41], Cinnamomum caccia [42] s3 stosowane w leczeniu atopowego zapale-
nia skdry. Preparaty oparte na powyzszych ekstaktach maja dzialanie antyutleniajace,
antyalergiczne, antyseptyczne i przeciwzapalne [40-42]. Y-C. Nho i in. opatentowali
recepture hydrozelu zatrzymujacego wode w skorze przez dluzszy czas, dzialajacego
antybakteryjnie i chlodzaco, stosowanego bezposrednio na egzemy wystepujace
przy AZS. Zel zawiera mieszaning ekstraktow: Houttuynia cordata (tulacz serco-
listny), wigzu, hebanowca, sosny, Canavalia gladiata, rozmarynu, lawendy, miety,
czerwonego krzewu (Aspalathus linearis) [26].

Powszechnie znane jest antyoksydacyjne dziatanie flawonoidéw (polifenoli).
Jako silne antyutleniacze flawonoidy moga kontrolowa¢ stres oksydacyjny w orga-
nizmie, hamujg procesy utleniania, m.in. lipidéw, w tym NNKT i cementu miedzy-
komorkowego [43].

Dzialanie przeciwzapalne flawonoidéw (gléwnie kwercetyny, apigeniny, baika-
leiny — Rys. 5) polega na hamowaniu aktywnosci 5-lipooksygenazy i cyklooksyge-
nazy. Enzymy te biorg udzial w syntezie, z kwasu arachidonowego, prostaglandyn
i leukotrienow, ktore sa mediatorami odpowiedzi zapalnej. Zahamowanie tych
enzyméw przez flawonoidy powoduje zmniejszenie syntezy m.in. prostaglandyny
PGE2, leukotrienu B4 i trombosanu A2, co w konsekwencji prowadzi do wyregulo-
wania stanu napiecia naczyn wlosowatych i zmniejszenia odczynu zapalnego [44].

OH (0]

OH 0]

apigenina: Ri1= H, R,= OH, R3= OH, R&=H
luteolina: R;= OH, R,= OH, R3= OH, Rs«=H
baikaleina: Ri= H, R»= H, R3= OH, R4= OH

Rysunek 5. Struktura flawonoidow [44]
Figure 5. Structure of flavonoids [44]
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Kwercetyna i luteolina dodatkowo wykazujg wlasciwosci przeciwalergiczne. Ich
dzialanie polega na obnizaniu syntezy mediatoréw zapalnych i hamowaniu uwalnia-
nia histaminy. Podobne, lecz nieco stabsze dzialanie wykazuje réwniez baikaleina,
ktora dodatkowo hamuje sekrecje eotaksyny (hemokiny wydzielanej przez fibrobla-
sty) [45].

4. WYBRANE RECEPTURY KOSMETYCZNE

Produkty kosmetyczne do pielegnacji skory atopowej wystepuja w réznych for-
mach. Na rynku mozemy spotkaé: oklady, pudry, hydrozele, mleczka o/w, kremy
o/w, masci chlodzgce, masci w/o, masci lipozelowe czy plastry. Gléwnymi sktadni-
kami tych kosmetykow sg substancje nawilzajace, nattuszczajace, srodki przeciw-
$wigdowe, substancje antyseptyczne, ekstrakty roslinne oraz substancje dodatkowe,
jak tagodne surfaktanty czy hipoalergiczne i niedraznigce konserwanty [2, 3].

W Tabeli 7 zamieszczono recepture balsamu intensywnie nawilzajacego do
pielegnacji skory atopowej. Zawarta w kosmetyku lanolina uzupelnia lipidy w stra-
tum corneum redukujac oznaki suchej i popekanej skory. Eter stearylowy glikolu
polietylenowego, jako emolient zmigkcza skore i nie pozostawia uczucia ttustosci.
Estry alkoholi C15-C17 i kwasu 2-etyloheksanowego oraz mirystynian izopropylu
sg emolientami, ktore dodatkowo poprawiajg wlasciwosci uzytkowe produktu, uta-
twiajg rozprowadzanie kosmetyku na skorze. Gliceryna i mocznik s3 humektantami,
ktore wiaza wode w skorze, zas wosk jest sktadnikiem ktory tworzy na skdrze oklu-
zyjny film ochronny i nawilzajacy. Preparat jest emulsja w/o stabilizowang mono-
stearynianem glicerolu [27].

Tabela 7. Receptura balsamu intensywnie nawilzajacego z mocznikiem [27]
Table 7. Formulation of intensive moisturising balsam with urea [27]

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos$¢ [%]
Mocznik - Urea 5,0
Woda destylowana - Distilled Water do 100
Estry alkoholi C15-C17 i kwasu Cetearyl
2-etyloheksanowego, Mirystynian | Crodamol™ CAP Ethylhexanoate 8,0
izopropylu Isopropyl Myristate
Eter stearylowy glikolu Arlamol™ PS15E PPGIS5 Stearyl Ether 7,0
polietylenowego
Monostearynian glicerolu Cithrol™ GMS 40 Glyceryl Monostearate 4,0
Lanolina Liquid Medilan™ Ultra Lanolin 2,5
Wosk Polawax™ NF Wax 4,0
Gliceryna Pricerine™ 9095 Glycerin 2,0
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Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos¢ [%]
Ester propylowy kwasu
p-hydroksybenzoesowego Propylparaben Propylparaben 0,15
Ester metylowy kwasu
p-hydroksybenzoesowego Methylparaben Methylparaben 0,15

W Tabeli 8 zamieszczono recepture kremu przeciwzapalnego z hydrokorty-
zonem, ktéry ma réwniez dziatanie rozjasniajace i rozswietlajace skore. Krem ma
konsystencje lekkiej $mietanki. Lanolina, triglicerydy kwasu kaprylowego i kapry-
nowego oraz alkohol cetylowy zastosowano jako emolienty nawilzajace skore oraz
zabezpieczajace ja przed wysuszeniem i pekaniem, a tym samym przywracajgce
skorze funkcje bariery. Wystepujacy w kremie hydrokortyzon jest tagodnym kor-
tykosteroidem, ktory redukuje stan zapalny. Mieszanine estréw sorbitanu, poliok-
syetylenomonostearynianu sorbitanu oraz stearynianu sorbitanu zastosowano jako
uklad tagodnie dziatajacych, niejonowych emulgatoréw [27].

Tabela 8. Receptura kremu przeciwzapalnego z hydrokortyzonem [27]
Table 8. Formulation of hydrocortisone anti-inflammatory cream [27]

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos¢ [%]
Hydrokortyzon - Hydrocortisone 1,00
Woda destylowana - Distilled Water do 100
Trlgllcerydy kwasu kaprylowego Crodamol™ GTCC Ca.pryhc/. Capric 9,60
i kaprynowego Triglyceride
Lanolina Medilan™ Ultra Lanolin 5,00
Polu?ksyetyleno»monostearyman Tweer™ 60 Poly@(yethylene 60 3.60
sorbitanu Sorbitan Monostearate
Alkohol cetylowy Crodacol™ CS90 Cetearyl Alcohol 3,60
Stearynian sorbitanu Span™ 60 Sorbitan Stearate 2,40
Gliceryna Pricerine™ 9095 Glycerin 2,40
Ester propylowy kwasu

P 1 P 1 .1
p-hydroksybenzoesowego ropylparaben ropylparaben 0,15
Ester metylowy kwasu

Methyl], Methyl, )1
p-hydroksybenzoesowego ethylparaben ethylparaben 0,15

W Tabeli 9 zamieszczono recepture balsamu tagodzacego swedzenie, z moczni-
kiem. Zawarty w recepturze eter alkoholu laurylowego i glikolu polietylenowego jest
tagodnym $rodkiem znieczulajacym, ktéry redukuje uczucie swedzenia. Lanolina
jest ,,zbiornikiem wody in vivo” zwigkszajacym hydratacje¢ skdry, redukujac trans-
epidermalng utrate wody. Triglicerydy kwasu kaprylowego i kaprynowego oraz
alkohol cetylowy to emolienty, ktére dodatkowo sprawiaja, ze balsam idealnie roz-
prowadza si¢ po skorze. Gliceryna jest dodatkowym humektantem wigzacym wode
w naskorku, za$§ emulgatorami sa monooleinian polioksyetylenosorbitanu oraz
monooleinian sorbitanu [27].
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Tabela 9. Receptura balsamu fagodzacego swedzenie z mocznikiem [27]

Table 9. Formulation of itch relief balsam with urea [27]

p-hydroksybenzoesowego

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos$¢ [%)

Mocznik - Urea 5,0
E;ehr;;l;:i‘gi:e;“ryloweg(’ fglikolu | p i g Laureth-9 3,0
Woda destylowana - Distilled Water do 100
e :
oloteyeyenosortan Tieen™ 80 ban moneorene |36
Lanolina Medilan™ Ultra Lanolin 3,0
Alkohol cetylowe Crodacol™ CS90 Cetearyl Alcohol 3,0
Monooleinian sorbitanu Span™ 80 Sorbitan monooleate 2,4
Gliceryna Pricerine 9095™ Glycerin 2,5
Eﬁ;?;f;igﬁigi‘:gj;go Propylparaben Propylparaben 0,15
Ester metylowy kwasu Methylparaben Methylparaben 0,15

W Tabeli 10 zamieszczono recepture regenerujacego kremu na dzien. Zawarta
w recepturze lanolina poprawia kondycje skory atopowej, redukuje oznaki suchosci,
wygladza pekniecia. Gliceryna dodatkowo zwieksza wlasciwosci nawilzajace kremu.
Witamina E jest antyoksydantem, za$ mieszanine emulgujaca stanowig alkohol cety-
lowy oraz oksyetylenowany alkohol cetylowy [27].

Tabela 10. Receptura regenerujgcego kremu [27]
Table 10. Formulation of skin repair cream [27]

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos¢ [%]
Lanolina Medilan™ Lanolin 5,00
Woda dejonizowana - Deionised Water do 100
S . Lo Light Liquid

Parafina ciekla Light Liquid Paraffin Paraffin(25¢S) at 25°C 25,00
Alkohol cetylowy,
Eter alkoholu cetylowego i glikolu | Crodex™ N Cetearyl Alkohol, 12,00

. Ceteareth-22
polietylenowego
Witamina E Vitamin E Vitamin E 0,20
Gliceryna Pricerine™ 9095 Glycerin 2,40
Ester propylowy kwasu

P 1 P 1 ,1

p-hydroksybenzoesowego ropylparaben ropylparaben 0,15
Ester metylowy kwasu Methylparaben Methylparaben 0,15

p-hydroksybenzoesowego
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W Tabeli 11 zamieszczono recepture nawilzajacej emulsji do mycia skory ato-
powej. Nie zawiera detergentdw, wiec nie wysusza, ani nie drazni skory. Mirystynian
izopropylu zapewnia skuteczne i delikatne oczyszczenie, za$ lanolina przywraca
bariere lipidows, nawilza i chroni skore. Polgczenie eteru hydroksystearyloglicerylo
glikolu polietylenowego, stearynianu sorbitanu oraz oksyetylenowany monoste-
arynianu sorbitanu nadaje odpowiednig konsystencje¢ oraz stabilnos¢ emulsji. Za
dodatkowe zwigkszenie nawilzenia naskdérka odpowiada gliceryna a karbomer jest
sktadnikiem regulujacym lepkos¢ [27].

Tabela 11. Receptura nawilzajacej emulsji myjacej [27]
Table 11. Formulation of moisturizing cleansing emulsion [27]

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos$c [%]
Parafina biata ‘White Soft Paraffin White Soft Paraffin 12,0
. . . - . Light Liquid Paraffin
Ciekla parafina Light Liquid Paraffin (25¢S) at 25°C 8,0
Eter hyd.roksystearyloghcerylo gli- Croduret™ 40 Macrogol Glycerol 6.0
kolu polietylenowego Hydroxystearate
Lanolina Medilan Lanolin 3,0
Mirystynian izopropylu Crodamol™ IPM Isopropyl Myristate 3,0
Stearynian sorbitanu Span™ 60 Sorbitan Stearate 2,0
Oksyetylenowany monostearynian | . o Poly(.)xyethylene 2.0
sorbitanu Sorbitan Monostearate
Kwas poliakrylowy (sieciowany) Carbomer 941 (2%) Carbomer 941 10,0
Gliceryna Pricerine™ 9095 Glycerin 3,0
Woda dejonizowana - Deionised Water do 100
Ester propylowy kwasu
P 1 P 1 ,1
p-hydroksybenzoesowego ropylparaben ropylparaben 0,15
Ester metylowy kwasu
Methyl Methyl], 1
p-hydroksybenzoesowego ethylparaben ethylparaben 0,15

W Tabeli 12 zamieszczono recepture antybakteryjnego olejku do kapieli.
Zawarte w preparacie polaczenie emolientéw, triglicerydy kwasu kaprylowego
ikaprynowego oraz mirystynian izopropylu, zapewnia odpowiednie nawilzenie oraz
skuteczne oczyszczanie skory. Ciekla lanolina zmiekcza skore oraz uzupetnia lipidy
naskorka. Olejek szafranowy jest odpowiedzialny za odbudowe funkeji barierowej
skory. Alkohol oleinowy pelni funkcj¢ emolientu i rozpuszczalnika dla pozostatych
sktadnikéw. Srodkiem antybakteryjnym jest chlorek benzylodimetylotridecyloamo-
niowy, za$ oksyetylenowany alkohol laurylowy jest dyspergatorem [27].
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Tabele 12. Receptura antybakteryjnego olejku szafranowego do kapieli [27]
Table 12. Formulation of Safflower antibacterial bath oil [27]

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos¢ [%]

. ) Super Refined™ .
Olejek szafranowy rafinowany Safflower Oil Safflower Oil 2,5
Tr1g11cerydy kwasu kaprylowego Crodamol™ GTCC Ca.pryhc/. Capric do 100
i kaprynowego Triglyceride
Mirystynian izopropylu Crodamol™ IPM Isopropyl Myristate 15,0
Oksyetylenowany alkohol laurylowy | BrijTM LT3 C12-13 Pareth-3 10,0
Lanolina Liquid Medilan TM Lanolin 3,0
Alkohol oleinowy NovolTM Oleyl Alcohol 3,0
Chlor.ek benzylodimetylotridecylo- | Benzalkonium Chloride 0.5
amoniowy
Witamina E Vitamin E Vitamin E 0,5
Ester propylowy kwasu

P 1 P 1 ,1

p-hydroksybenzoesowego ropylparaben ropylparaben 0,15

W Tabeli 13 zamieszczono recepture emulsji oczyszczajgcej dla skory atopowej,
ktdra jest propozycja polaczenia wlasciwosci myjacych i leczniczych. Produkt nie
zawiera detergentow. Mieszanina sktadnikéw liofilowych utatwia usuniecie hydro-
fobowego makijazu oraz zanieczyszczen z powierzchni skory, nie wysuszajac skory

[27].

Tabela 13. Receptura emulsji oczyszczajacej [27]
Table 13. Formulation of cleansing emulsion [27]

p-hydroksybenzoesowego

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos¢ [%]
. . L ) Light Liquid Paraffin

Parafina ciekla Light Liquid Paraffin (25¢5) at 25°C 10,0
Palmitynian etyloheksylu Crodamol TMOP Ethylhexyl Palmitate 1,5
Stearynian sorbitanu Span™ 60 Sorbitan Stearate 1,5
Poll(?ksyetylenomono—stearynlan Tween™ 60, Poly(.)xyethylene 60 15
sorbitanu Sorbitan Monostearate
Estry alkoholu cetylowego oraz Crodamol™ SS Cetyl Esters Wax 0,5
wosku
Stearynian glikolu polietylenowego | Cithrol™ 10MS PEG 20 Stearate 0,4
Cyklopolidimetylo-siloksan - Cyclomethicone 0,8
Woda dejonizowana - Deionised Water do 100
Ester propylowy kwasu
p-hydroksybenzoesowego Propylparaben Propylparaben 0,15
E 1

ster metylowy kwasu Methylparaben Methylparaben 0,15
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W Tabeli 14 przedstawiono recepture nanoemulsji do skory atopowej z cera-
midami. Emulsja zawiera dwa stabo rozpuszczalne w wodzie ceramidy, ceramid 3,
ktory najobficiej wystepuje w zdrowej ludzkiej skorze, a ktérego niedobor jest jedng
z cech skory atopowej, oraz nie wystepujacy w skorze ceramid 3B. Wedlug najnow-
szych badan oba ceramidy poprawiajg funkcje barierowa skory poprzez wzmocnie-
nie lipidow naskodrka i ograniczenie TEWL. Zawarta w emulsji fitosfingozyna (PS)
jest amfifilowa pochodng sfingozyny wystepujacej naturalnie, w duzym stezeniu,
w stratum corneum. Uwaza sie, ze sfingozyna jest czg¢scig systemu obronnego skory.
Dodatek PS lub jej pochodnych powoduje wzrost poziomu ceramidéw w naskérku.
Z powodu tych wiasciwos$ci PS jest bardzo atrakcyjnym surowcem w kosmetykach
do pielegnacji skory atopowej. Emulsja zawiera rowniez, w duzym stezeniu, tagodny
emolient 2-oktylododekanol oraz gliceryne. Emulgatorami sg lecytyna oraz oksy-
etylenowany monooleinian sorbitanu [34].

Tabela 14. Receptura nanoemulsji z ceramidami do skory atopowej [34]
Table 14. Formulation of nanoemulsion with ceramides [34]

Nazwa polska Nazwa handlowa Nazwa INCI Zawartos$¢ [%]
2-Oktylododekanol Eutanol G Octyldodecanol 20,00
Lecytyna Lipoid E-80° Lecithin 2,00
Fitosfingozyna Phytosphingosine Phytosphingosine 0,60
Ceramid 3B Ceramide 3B Ceramide 3B 0,20
Ceramid 3 Ceramide 3 Ceramide 3 0,20
Kwas palmitynowy Palmitic Acid Palmitic Acid 0,20
Cholesterol Cholesterol Cholesterol 0,20
Witamina E Vitamin E Vitamin E 0,03
g)l;s))ifteizlsnowany monooleinian Tween 80 Z(ﬁy;};}:;};ﬁzze 20 sorbi- 2,00
Gliceryna Glycerol Glycerin 2,50
Sorbinian potasu Potassium Sorbate Potassium Sorbate 0,10
Cyklopolidimetylosiloksan - Cyclomethicone 0,80
Woda - Water do 100

PODSUMOWANIE

W opracowaniu omoéwiono stosowane metody terapii oraz pielegnacji AZS
oraz opisano podstawowe skladniki kosmetykéw do pielegnacji skory atopowej.

W pielegnacji skory atopowej stosowane sa fagodne emolienty przywracajace
skorze funkcje naturalnej bariery, odtwarzajace plaszcz lipidowy skory, zapobiegaja
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utracie wody, w efekcie powodujace wzrost jej elastycznosci i zmniejszajace uczucie
swedzenia. Dla skdry atopowej polecane sg emolienty zbudowane na bazie olejow
mineralnych czy olejéw roélinnych bedacych zrodtem kwasu gammalinolenowego
(GLA). Wazne jest, aby kosmetyki nie wywotywaly podraznien i alergii, dlatego
w ich sktadzie mozna znalez¢ typowe i znane surowce kosmetyczne o tagodnym
i nie alergizujacym dziataniu na skore.
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ABSTRACT

The need for new, chemically and physically stable luminescent materials ope-
rating with UV excitations has stimulated research on luminescence properties of
doped sol-gel material. In this work, it has been presented a technology of pro-
duction of silica gels doped with organic molecules, lanthanide compounds and
organic/inorganic composites. Optical properties of these materials as functions of
temperature, concentration and excitation wavelength are presented. Dynamics of
excited states has been discussed based on the decay times and emission efficien-
cies data. Mechanisms of ligand-to-metal energy transfer as well as other processes
affecting emission efficiency are considered. Silica sol-gels doped with di-aminoacid
derivatives of porphyrins: PP(Ser),(Arg),, PP(Ala) (Arg),, PP(Met),(Arg),, where
Met, Arg and Ser denote methionine, serine and arginine aminoacids, respectively,
and H,TTMePP {tetrakis[4-(trimethylammonio)phenyl]-21H,23H-porphine} have
been obtained and spectroscopically studied. These materials can find applications
as phosphors or sensors of UV irradiation.

Keywords: porphyrins, porphyrin derivatives, lanthanide(III) ions, UV-Vis spec-
troscopy, luminescence; sol-gel
Stowa klucze: porfiryny, pochodne porfiryn, jony lantanowcdéw, spektroskopia
UV-Vis, luminescencja, zol-zel
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WSTEP

Produkcja szkla w sposéb konwencjonalny polega na ogrzewaniu w wysokiej
temperaturze (okoto 1000-2000°C) mieszaniny tlenkéw, takich jak SiO,, ALO,,
CaO (lub weglandéw). Otrzymang w ten sposob mase szklista poddaje sie¢ nastep-
nie procesowi szybkiego chlodzenia, co powoduje zachowanie nieuporzagdkowanej
struktury.

Zgodnie z definicjg, szktem nazywamy kazdy nieorganiczny produkt topnienia,
ktéry podczas chlodzenia przechodzi w sposéb ciagly, bez krystalizacji, ze stanu
cieklego do stanu o lepkosci wiekszej niz 10'*Pa-s [1]. Szklo jest osobliwym stanem
materii, do ktérego dochodzi si¢ na drodze przemian kinetycznych. W poréwna-
niu ze stanem krystalicznym szklo cechuje sie duzym stopniem nieuporzagdkowania
przypominajgce ciecz, z ktorej powstato [2].

Nieuporzadkowang strukture szkla mozna otrzymywa¢ nie tylko na drodze
wytopu w wysokiej temperaturze. W 1971 roku Dislich [3] przedstawil niezwykla
metode otrzymywania szkla z roztworu w znacznie nizszej temperaturze w poréw-
naniu z konwencjonalnym wytopem. Wykorzystal tu proces ,zol-zel”, znany juz
w polowie XIX wieku z powodu roli jaka petnil w naturalnych procesach takich jak
tworzenie opali [4]. Material uzyskany na drodze: roztwor > zol > zel > szklo, jest
szktem w mysl definicji podanej przez Secrita i Mackenzieego [1] (Rys. 1). Wediug
tej definicji szkto jest cialem stalym niekrystalicznym, gdzie termin ,cialo stale”
oznacza material o lepkosci wigkszej niz 10'* Pa-s, a przymiotnik ,,niekrystaliczny”
oznacza brak symetrii translacyjnej w odleglosci wigkszej niz 2 nm od wybranego
atomu, czyli wskazuje na zanik uporzgdkowania dalekiego zasiegu.

Fim xerozelu

Gesty film

Substancje otrzymywane ™ %,

Za pomocg
technologii zol-zel [ -

Rysunek 1. Otrzymywanie materialdw ceramicznych za pomoca metody zol-zel
Figure 1. Preparation of ceramic materials by the sol-gel method
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Proces zol-zel (Rys. 1) obejmuje nastepujace etapy:

1. Przygotowanie jednorodnego roztworu prekursora, przewaznie w organicz-
nym rozpuszczalniku mieszajacym sie z woda lub bedacym reagentem uzy-
tym w nastepnym etapie;

2. Przeprowadzenie roztworu w forme zolu poprzez wprowadzenie odpo-
wiedniego reagenta, np. wody zakwasznonej HCl w przypadku ceramik
tlenkowych;

3. Przeksztalcenie zolu w zel przez polikondensacje;

4. Nadanie zelowi (lub lepkiemu zolowi) odpowiedniego ksztaltu lub formy
W procesie suszenia; cienkie warstwy — filmu [5-17], widkna [18-19], czy
ziaren [20];

5. Wypalanie uformowanego zelu [4].

Zwykle technologia materiatéw dotowanych zwigzkami organicznymi zatrzy-

muje si¢ na etapie czwartym.

Sie¢ krzemionki (SiO,) moze by¢ tworzona w roztworze w reakcji polimery-
zacji kwasu krzemowego Si(OH),. Ogolnie wiadomo, ze kwas otrzymany poprzez
zakwaszenie rozpuszczalnych krzemianéw lub hydrolize SiCl, oraz organicznych
zwigzkow krzemu typu Si(OR),, gdzie R jest grupg alkilowg (na przyklad -CH,,
-C,H,), jest niestabilny i w wodnych roztworach monomery Si(OH), ulegajg reakcji
polimeryzacji, gdy stezenie SiO, przekracza 100 ppm (graniczna rozpuszczalnos¢
w wodzie w temperaturze 25°C). Reakcja polimeryzacji opiera si¢ na kondensacji
grup silanolowych:

-$i-OH + OH-Si- > -$i-O-Si- + H,O (1)

W nastepstwie powyzszej reakcji dochodzi do utworzenia najpierw dimeréw,
a potem wyzszych agregatow czasteczkowych, ktdre kondensuja tworzac pierwotne
czastki zolu, a nastepnie tacza sie w lancuchy i tréjwymiarowe sieci zelu [21]. Naj-
cze$ciej stosowanymi prekursorami w metodzie zol-zel sg alkoholany odpowiednich
metali np. krzemu (TEOS) (Tab. 1).

Metodami otrzymywania szkla krzemionkowego oraz innych szkiel tlenko-
wych wykorzystujacymi przejscie zol-zel s3: metoda zolowa, metoda alkoholanowa,
metoda redyspersji.

Tabela 1. Alkoholany stosowane do otrzymywania szkia metoda zol-zel [1]
Tabela 1. Alkoxides used to obtain a glass by the sol-gel method

M M(OR), Nazwa

Si Si(OCH,), tetrametoksysilan (TMOS)
Si(OC,H,), tetraetoksysilan (TEOS)

Ti Ti(O-C,H,), tetraetanolan tytanu
Ti(O-izoC,H.), tetraizopropanolan tytanu
Ti(0-CH,), tetrabutanolan tytanu
Ti(O-CH, ), tetrapentanolan tytanu
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M M(OR), Nazwa

Al Al(O-izoC,H,), triizopropanolan glinu
Al(O-secC H,), tri-sec-butanolan glinu

B B(OCH,), trimetanolan boru
B(OCH,), trietanolan boru

Ge Ge(O-C,H,), tetraetanolan germanu

Zr Zr(0-izoC,H.), tetraizopropanolan cyrkonu
Zr(0-C,H,), tetrabutanolan cyrkonu

Y Y(O-CH,), trietanolan itru

Ca Ca(0-CH,), dietanolan wapnia

1. PREPARATYKA ZELI KRZEMIONKOWYCH

1.1 ETAP ROZTWOR-ZOL

Alkoholany stosuje si¢ w postaci roztworéw, w ktérych rozpuszczalnikami sg
najczesciej etanol albo metanol. Po rozpuszczeniu i dodaniu odpowiedniej ilosci
wody rozpoczyna si¢ proces zol-zel. W zaleznosci od ilosci wody hydroliza moze
zachodzi¢ czg¢$ciowo lub catkowicie w my$l nastepujacej reakcji:

Si(OR), + nH,0 > (OR), -Si-(OH)_+ nROH 2)

gdzie R jest grupa alkilowg. Dwie czg$ciowo zhydrolizowane czasteczki moga pota-
czy¢ sie ze sobg w reakeji kondensacji:

(RO),Si-OR + HO-Si(OR), > (RO),Si-O-Si(OR), + ROH (3)
lub
(RO),Si-OH + HO-Si(OR), > (RO) Si-O-Si(OR), + H,0 4),

w ktorych uwalniane sg male czasteczki takie, jak woda lub alkohol [1].

Powyzsze reakcje sg reakcjami substytucji nukleofilowej i zachodza wedlug
mechanizmu S 2 [1]. Aktywno$¢ chemiczna alkoholanéw metali w reakcji hydro-
lizy i kondensacji jest zalezna od wielkosci tadunku, tendencji do podwyzszania
liczby koordynacyjnej atomu metalu oraz od dlugo$ci tancucha weglowego grupy
alkilowej R. Wynika z tego, ze reaktywnos¢ prekursoréw wzrasta z obnizeniem elek-
troujemnosci i zwiekszeniem promienia jonowego metalu oraz maleje ze wzrostem
liczby atomoéw wegla.

Wigkszo$¢ alkoholandéw metali jest zdecydowanie bardziej reaktywna niz
Si(OR), ze wzgledu na elektroujemno$¢ atoméw metali, ktéra jest mniejsza niz
krzemu. Ponadto, liczba koordynacyjna metali w tlenkach jest wieksza niz stopien
utlenienia, a jak wiadomo zwiekszenie liczby koordynacyjnej atomu metalu pelni
istotng role w podwyzszeniu reaktywnosci jego alkoholanu [1]. Mimo mniejszej
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reaktywnos$ci, do produkeji szkiel i ceramiki najczesciej stosuje si¢ alkoholany
krzemu. Krzem zachowuje koordynacje czterokrotng, zaréwno w alkoholanie, jak
i powstatym z niego tlenku. Wszystkie zwigzki Si(OR), s3 monomerami o struktu-
rze tetraedrycznej. Jednakze w roztworze w obecnosci silnego anionowego czynnika
nukleofilowego, ulegaja stabilizacji krzemiany pigciokoordynacyjne, co oczywiscie
podnosi reaktywnos¢ alkoholanéw. Z drugiej strony charakter grup alkilowych
wplywa na stala szybkosci reakcji tych zwiazkow. Stata szybkosci reakcji maleje ze
wzrostem ilo$ci atomow wegla w rodniku R. Jest to cze$ciowo spowodowane nie-
wielkim zmniejszeniem tadunku czgstkowego na atomie krzemu oraz zawadg prze-
strzenng hamujacg tworzenie sie reaktywnego kompleksu krzemu w stanie przejs-
ciowym [1].

Hydrolize i kondensacj¢ alkoholanéw krzemu mozna przyspieszy¢ za pomoca
katalizatorow kwasowych lub zasadowych (Tab. 2).

Tabela 2. Wplyw niektdrych rodzajéw katalizatoréw na czas zelowania [21]
Tabela 2. Influence of some kinds of catalysts on the gelation time

Katalizator Poczatkowe pH roztworu Czas zelowania [h]
HCI 0,05 92
CH,COOH 3,75 72
NH, 9,95 107

Kwasy nieorganiczne protonuja odwracalnie obdarzone ladunkiem grupy
alkoholanowe —-OR w stanie przejsciowym i powoduja wzrost szybkosci reakcji,
w wyniku ktdrej grupy ~OR odlaczajg sie zgodnie z ponizszym réwnaniem:

H
|
H,0* + =§i-OR > =Si-OR" > =§i-OH + ROH + H* (5)

H,0

Proton przyciagany przez atom tlenu grupy -OR powoduje przesuniecie
chmury elektronowej w wigzaniu =Si-O- w kierunku atomu tlenu. W ten sposob
wzrasta tadunek dodatni na atomie krzemu, do ktérego przylacza si¢ czasteczka
wody, tworzac kompleks aktywowany krzemu w jego pieciokoordynacyjnym stanie
przejsciowym. Katalizatory zasadowe dostarczajg silnych nukleofilowych grup OH",
ktore podczas reakeji hydrolizy deprotonuja grupy silanolowe, tworzac =Si-O-, co
zwieksza szybko$¢ kondensacji. Wynika stad, ze katalizator kwasowy sprzyja hydro-
lizie, prowadzac do utworzenia Si(OH),, w obecnosci nadmiaru wody. Z kolei kon-
densacja zachodzi szybciej, w poréwnaniu z hydroliza, w obecnosci katalizatorow
zasadowych. Reakcje hydrolizy i polikondensacji nie sg rozdzielone w czasie, lecz
biegng jednoczesnie obok siebie (Rys. 2).
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Rysunek 2. Zalezno$¢ szybkosci reakcji hydrolizy i polikondensacji od pH roztworu alkoholowego tetraetok-
sysilanu (TEOS) [1]
Figure 2. pH dependence of hydrolysis and polycondensation reaction rate in alcoholic solution of TEOS [1]

Wzgledne szybkosci tych reakcji majg wpltyw na ksztalty struktur polimero-
wych; np. szybko zachodzaca reakcja hydrolizy i powoli biegngca kondensacja fawo-
ryzuja tworzenie polimeréw liniowych, gdy tymczasem sytuacja odwrotna powoduje
powstanie polimeréw o duzych, rozbudowanych i rozgaltezionych czgsteczkach.

W wyniku postepujacej polikondensacji nastepuje wzrost czasteczek oksopoli-
meru w roztworze. Stopniowo wiec ma miejsce przej$cie do stanu koloidalnego,
zwanego zolem, w ktérym zgodnie z ogélnie akceptowang definicjg rozmiary czas-
tek fazy rozproszonej zawierajg sie w przedziale 1-1000 nm [1].

1.2 ETAP ZOL-ZEL

Zachowanie kwasu krzemowego otrzymanego w wyniku hydrolizy w obecnosci
nadmiaru wody ma nastepujacy przebieg:

Si(OC,H,), + 4 H,0 > Si(OH), + 4 C,H,OH (6)

Stwierdzono, ze po uplywie krotkiego czasu po reakcji zachowuje on mase
molowa odpowiadajacag monomerowi. Jednak wyniki badan uzyskane za pomoca
NMR #Si wskazuja, ze typowa sekwencja powstawania produktéw kondensacji
przedstawia si¢ nastepujaco: monomer - dimer > trimer liniowy - trimer cykliczny
> tetramer cykliczny; dalej w roztworze tworza sie juz tylko czastki koloidalne,
a jego lepkos¢ wzrasta w miare postepu reakcji.
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Po hydrolizie alkoholanu wyrdznia si¢ trzy etapy polimeryzacji (polikon-

densacji):

a. polimeryzacja monomeru az do utworzenia duzych rozmiardéw czasteczki;

b. dalszy wzrost czasteczki, do rozmiardw czastki koloidalnej (micelli);

c. laczenie si¢ czastek koloidalnych w fancuchy, a nastepnie w sieci, gdy funk-
cyjno$¢ monomeru wynosi f = 3 lub wigcej (w przypadku kwasu krzemo-
wego f=4).

W trakcie polikondensacji roé$nie liczba wigzan =Si-O-Sis; jednocze$nie

w wyniku wewnetrznej kondensacji ulega stopniowemu zmniejszeniu liczba kon-
cowych grup ~-OH.

monomer

dimer

|

struktura  cykliczna

czgsteczka
pH<7 A bt o pH7-10
#" Snm
/ \ 10 nm

JOnm

O 100 nm
trojwymiarowe

sieci Zelowe ele

Rysunek 3. Stadia polimeryzacji kwasu krzemowego Si(OH),
Figure 3. Stages of silicic acid Si(OH), polymerization

Na Rysunku 3 zilustrowano fakt odkryty przez Orcela [22], Ze ksztalt i rozmiar
polimerowych jednostek strukturalnych w zolu zalezy od wzglednych wartosci sta-
tych reakeji hydrolizy i polikondensacji. Zatem, parametry kinetyczne polimeryzacji
kwasu krzemowego zalezg od pH roztworu. W roztworze kwasnym (A) czastki w pro-
cesie agregacji tworzg sieci tréjwymiarowe, ktore nastepnie tworza zele. W roztwo-
rze zasadowym (B) czastki zwiekszaja swéj rozmiar z jednoczesnym zmniejszeniem
liczby czgstek [18]. Tak wiec szybko zachodzaca hydroliza oraz wolno przebiegajaca
polikondensacja (kierunek A, pH < 7) powoduja tworzenie polimeréw liniowych,
gdyz atak protonéw pochodzacych od katalizatora kwasowego skierowany jest na
konce oligomeréw. Natomiast odmienna sytuacja kinetyczna (droga B, pH 7-10)
sprzyja przylaczeniu grup Si-O”w $rodku oligomerdw, a wigc powstawaniu duzych,
zwartych i bardziej rozgalezionych czastek polimerowych. Czastki te powickszajg
sie, ulegaja agregacji, dzigki reakcji kondensacji, tworzac w koncu czastke o roz-
miarach makroskopowych, obejmujacych calg objetos¢ pierwotnego roztworu, czyli
zel.
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1.3. ETAP ZEL-KSEROZEL

W reakeji kondensacji mozliwe staje si¢ laczenie fragmentdw sieci w jedng
makroczgsteczke, tworzacg zel mokry zwany alkozelem. W tym procesie trudno
zmierzy¢ energie aktywacji; nie mozna réwniez zdefiniowa¢ dokladnie punktu,
w ktorym zol jako lepki roztwor przechodzi w staly zel. Dzieje sie tak z powodu
stopniowej rozbudowy czgstek koloidalnych i ich ciaglego wzajemnego laczenia si¢
w coraz to wieksze agregaty. Po uplywie pewnego charakterystycznego czasu (tak
zwanego czasu zelowania tg) proces osigga stopien przereagowania zwany punk-
tem zelowym, w ktorym tworzy sie ostatnie wigzanie konczace budowe czgstecz-
ki-olbrzyma. Na czas zelowania ma wplyw ilos¢ uzytej wody do hydrolizy. Jesli
po osiagnieciu punktu zelowania pozostawia sie plyn w porach, zmiany struktury
i wlasciwosci zelu nie ustajg. Zachodzi w tym czasie kilka proceséw objetych ogolng
nazwg sezonowanie — nadal ma miejsce reakcja polikondensacji. W wyniku, wzrasta
spojnos¢ i wymiary sieci.

A B LSV
~ -
. g2

Rysunek 4. Zmiany struktury zelu w trakcie poszczegélnych stadiow sezonowania [1]. (A) Zel mokry bez-
posrednio po otrzymaniu. Suszenie powoduje skurcz, czyli zmniejszenie objetosci poréw i ich
$rednicy; (B) Zel mokry po sezonowaniu cieplnym. Wzrasta jego zawartoé¢. W czasie suszenia
ulega niewielkiemu skurczowi, a $rednica pordw jest wieksza niz w zelu A; (C) Dalsze sezonowa-
nie cieplne lub procesy prowadzone w autoklawie. Uzyskuje sie postrzepiong strukture o duzych
porach i objetosci podobnej jak w probcee B; (D) Kruszenie si¢ zelu na fragmenty o nieregularnych
ksztaltach [19]

Figure 4. Structural changes of silica gel during subsequent stages of seasoning [1]. (A) A wet-gel after
preparation. Drying of the gel causes a shrinkage of the network and decreases the pores volume
and their diameter; (B) The wet-gel after a heat tretment. A content of the gel increases. During
the drying step, the gel undergoes a small shrinkage and the diameter of the pores is getting big-
ger than in the gel A; (C) The further heating or a preparation of the gel in an autoclave. A frayed
structure of the gel is obtained with the large pores with the volume similar to the sample B; (D)
The gel is crumbling into fragments with irregular shapes [19]

W tym procesie chemicznym, zilustrowanym na Rysunku 4, ro$nie liczba wigzan
mostkowych. W czasie dalszego wzrostu liczby wiazan mostkowych, zachodzi syne-
reza, czyli samorzutny skurcz zelu pofaczony z czgsciowym usunigciem ptynu z poréw
zelu. Gdy w porach Zelu obecny jest rozpuszczalnik organiczny, taki jak na przyktad
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alkohol, wtedy jego czasteczki tworzg wigzania wodorowe z grupami silanolowymi,
w wyniku czego zachodzi opdznienie kondensacji i tym samym spowolnienie pro-
cesu synerezy. Z uplywem czasu sie¢ zelowa staje si¢ coraz sztywniejsza w miare
powstawania nowych wigzan mostkujacych, co wplywa na stopniowe zmniejsze-
nie szybkosci synerezy. Nastepnie mokry zel ulega tzw. ,dojrzewaniu Ostwalda”
Ten termin oznacza proces, w ktérym mostkujace fragmenty faczace czastki zelu
powigkszajg sie i jednoczes$nie wzrasta $rednia $rednica poréw, a zmniejsza sie pole
powierzchni wlasciwej zelu. Ze wzgledu na zwigkszong rozpuszczalnosé zelu krze-
mionkowego w roztworach o wysokim pH, ten ostatni proces jest przyspieszony w
roztworach zasadowych [1].

W procesie suszenia, czyli usuwania plynu zawartego w porach sieci zelowej,
powstaja duze naprezenia kapilarne, gdy pory maja srednice mniejsza niz 20 nm
i roznig si¢ znacznie rozmiarami. Naprezenia tego rodzaju powodujg pekanie i kru-
szenie si¢ zelu. Zjawisko to udaje si¢ wyeliminowac¢ za pomocg odparowania ptynu
w warunkach nadkrytycznych (w autoklawie), wowczas sie¢ nie ulega skurczowi,
powstajacy aerozel ma niska gestosci (80 kg/m?), a pory zajmuja 98% objetosci
materialu. Parametrami kontrolujacymi jako$¢ otrzymywanego aerozelu sg szyb-
kos¢ nagrzewania probki i sposéb redukcji cisnienia. Mozna przyjaé, ze odmiang
procesu suszenia w warunkach nadkrytycznych jest proces kriogenicznego suszenia.
Proces ten polega na obnizeniu temperatury alkozelu czy hydrozelu do temperatury
nizszej od temperatury krzepniecia ciektej fazy rozpraszajacej i nastepnie sublimacji
rozpuszczalnika w tej temperaturze pod zmniejszonym cisnieniem. W odréznieniu
od alkozeli uzyskany produkt okreslany jest mianem kriozelu.

Jeszcze innym sposobem suszenia jest odparowanie plynu w temperaturze
wyzszej niz pokojowa. W trakcie tej operacji zel podlega duzemu skurczowi, a nie-
réwnomiernie wypetnione pltynem pory powoduja powstawanie duzych naprezen
niszczgcych probke. Aby zapobiec naprezeniom niszczacym probke zelu w czasie
suszenia, nalezy uzyskaé pory o rozmiarach mozliwie rGwnomiernych, stosujac juz
na etapie hydrolizy i kondensacji dodatki chemiczne kontrolujace suszenie (ang.
Drying Control Chemical Additives, DCCA) jako wspotrozpuszczalniki z alkoho-
lem. Hench [23] kontrolowal szybko$¢ odparowywania poprzez wprowadzenie
formamidu (HCONH,) razem z metanolem do roztworu prekursora (TMOS). For-
mamid charakteryzuje sie bardzo niskim ci$nieniem par (0,1 Tr w 40°C w poréw-
naniu do 100 Tr w 21°C dla metanolu) oraz wysoka temperaturg wrzenia (109°C
a metanol 64,5°C). Dodatek formamidu zmniejsza szybkos¢ odparowywania pod-
czas poczatkowych etapow suszenia, dzigki czemu zmniejsza napre¢zenia. Ponadto
DCCA wplywa na szybko$¢ hydrolizy i kondensacji, rozklad wielkosci poréw oraz
ci$nienia par cieczy znajdujacej sie w porach [23]. Oprécz formamidu w charakte-
rze chemicznego czynnika kontrolujacego suszenie stosuje sie dimetylosulfotlenek
(DMSO) oraz dimetyloformamid (DMF) [24].
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W procesie suszenie wyroznia si¢ trzy podstawowe etapy [1]:

1.

W pierwszym etapie zmniejsza si¢ objetos¢ zelu o wielko$¢ réwng objetosci
plynu usunietego z zelu przez odparowanie. Wtedy zachodzg najwigksze
zmiany objetosci, masy, gestosci i struktury. Sie¢ zelowa zostaje skurczona
przez duze sily kapilarne. Koniec pierwszego etapu rozpoznaje si¢ po zaniku
kurczenia.

Za poczatek drugiego etapu uwaza si¢ moment, gdy pory zaczynajg oproz-
nia¢ si¢ z ptynu. Ciecz wyptywa na powierzchnie i odparowuje. Wyplyw
cieczy z poréw powoduje gradient naprezen kapilarnych.

Etap trzeci zachodzi wtedy, gdy pory sa juz oprdznione, a resztki cieczy
pokrywaja powierzchnie poréw przerywang warstwa. Resztki cieczy usuwa
sie przez odparowanie z wnetrza poréw i dyfuzje par do powierzchni. Na
tym etapie nie nastepuja zmiany wymiaréw probki, a ma miejsce wolno
postepujacy ubytek masy az do osiagnigcia masy rownowagowej w dane;j
temperaturze i ci$nieniu parcjalnym pary wodnej. Po tym etapie suszenia
uzyskuje sie zel suchy, czyli kserozel.

1.4. ETAP KSEROZEL-SZKEO

Suchy zel nie posiada wody zaadsorbowanej fizycznie dlatego nalezy wygrze-
wacé zel w zakresie temperatur 100-170°C. Po takim procesie zel zawiera duzg ilo$¢
grup hydroksylowych i czasteczek wody polaczonych wigzaniem wodorowym na
powierzchni poréw (Rys. 5).

Dalsze ogrzewanie od 170 do 400°C eliminuje czesciowo i odwracalnie grupy
silanolowe (Rys. 6), a zel ustabilizowany powstaje po wygrzewaniu w przedziale
temperatur 400-800°C w wyniku nieodwracalnego procesu dehydratacji.

Rysunek 5.

Figure 5.

H
H\ /H H

t=25-170°C

H proces
0/ odwracalny

Odwracalny proces obnizenia zawarto$ci wody oraz kondensacji grup silanolowych na po-
wierzchni zelu zachodzacy w przedziale temperatur od temperatury pokojowej do 170°C [1, 23]
Reversible process of water content removal and condensation of silica groups on the silica gel
surface in the temperature range from 20 up to 170°C [1, 23]
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H t=170-400°C

proces
odwracalny

H +nH,0

Rysunek 6. Powierzchniowe grupy silanolowe usuwane odwracalnie w przedziale temperatur 170-400°C
(1,23]
Figure 6. Surface silica groups reversibly removed in the temperature range from 170 to 400°C [1, 23]

Jednoczesnie ma miejsce stabilizacja termiczna, polegajaca na zmniejszeniu
pola powierzchni wlasciwej na tyle, by zel mégt by¢ uzyty w danej temperaturze bez
wywolania odwracalnych zmian strukturalnych. Po tych operacjach maleje zwilze-
nie zelu i zwieksza si¢ jego odpornos¢ na naprezenia zwigzane z powtorng hydrata-
cja. W taki sposdb otrzymuje sie nowy rodzaj trwalego, monolitycznego materiatu
optycznego o strukturze porowatego zelu, zwanego zelosilem. W zelach domieszko-
wanymi molekulami organicznymi te dwa ostatnie etapy s3 pomijane.

W celu usuniecia catkowicie grup hydroksylowych i wody zwiazanej wigza-
niami wodorowymi uzywa si¢ chlorowane polaczenia, takie jak metylowane chlo-
rosilany: ClSi(CH3)3, Clei(CH3)2, C13SiCH3, a poza tym tetrachlorek krzemu SiCl »
tetrachlorek wegla CCl, oraz chlor. Potgczenia te catkowicie reagujg z powierzch-
niowymi grupami hydroksylowymi tworzac chlorowodoér, ktory desorbuje sie z zelu
w temperaturze z przedzialu 400-800°C. W procesie spiekania zelu w jeszcze wyz-
szych temperaturach, wyraznie zmniejsza si¢ liczba poréw, a tym samym ros$nie jego
gestos¢. Dopiero w temperaturze okoto 1000°C, w przypadku zelu krzemionkowego
uzyskanego z alkoholanu, zanikajg kompletnie pory i przechodzi on w lite szkfo

[1].

2. ZELE MODYFIKOWANE ORGANICZNIE

Klasyczne szkla otrzymane metodg zol-zel sg hydrofilowe, podczas gdy hydro-
fobowe materialy uzyskuje sie poprzez wprowadzenie zwigzkéw lub reszt organicz-
nych [25]. Szkla modyfikowane organicznie (ang. Organically Modified Ceramics;
ORMOSILs, ang. Organically Modified Silanes, ORMOCERs) wykazuja mechaniczne
cechy szkiel i polimeréw z jednoczesnym zachowaniem wiasciwosci optycznych.
Wigksza elastyczno$¢ oraz mniejsza liczba powierzchniowych grup silanolowych
pozwala na tworzenie powltok i monolitéw nie pekajacych podczas suszenia.

Wsréd metod otrzymywania organicznie modyfikowanych szkiet mozna
wyrézni¢ impregnacje oraz hydrolize i kondensacje organosilanéw, czyli zwigzkow
posiadajacych jedng lub dwie grupy alkoholanowe zastapione grupami alkilowymi,
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badz arylowymi [26]. Pierwsza metoda polega na zanurzeniu suchego kserozelu w
roztworze organicznego polimeru. Po wprowadzeniu roztworu do poréw krzemionki
odparowuje sie rozpuszczalnik, pozostawiajac czastki polimeru uwiezione w porach
kserozelu. Krzemionka impregnowana polialkoholem winylowym oraz polimeta-
krylanem metylu charakteryzuje si¢ wigksza elastycznodcig i znacznie mniejszym
skurczem [27]. W drugiej metodzie substancje organiczne zmieniajace wtasciwosci
szkla wprowadza si¢ w poczatkowym etapie tworzenia szkla. Sa nimi organosilany
takiego typu jak R-Si(OR), lub R -Si(OR),, gdzie R’ to nie ulegajacy hydrolizie
podstawnik organiczny. Hydroliza i kondensacja tego typu zwiazkéw prowadzi do
powstania hybrydy - sieci krzemionki z wbudowanymi grupami organicznymi.
Wprowadzenie podczas procesu zol-zel organosilanéw zawierajacych epoksydowe,
metakrylowe i inne grupy funkcyjne, zwigksza gietkos¢ i zwilzalno$¢ zelu, zmniejsza
skurcz w trakcie suszenia, gesto$¢ i porowato$¢ [28].

Szkla modyfikowane organicznie posiadajg nastepujace zalety [1]:

a. stosunkowo niska temperatura otrzymywania (< 150°C);

b. duza gestos¢ w poréwnaniu z tworzywami sztucznymi;

c. otrzymane monolity s3 przezroczyste w zakresie 400-800 nm;

d. wlasciwosci takie jak wspolczynnik zalamania mogg by¢ kontrolowane

skltadem chemicznym wyjsciowego zelu;
e. lepki zel mozna prosto przeksztalcaé w uzyteczne materialy o réznych
ksztaltach, takich jak cienkie filmy i widkna.

3. ZASTOSOWANIE

Technologia zol-zel, nie pozbawiona jest wad, ale ma tez sporo zalet (Tab. 3.),
dlatego znajduje szerokie zastosowanie w produkgji cienkich filméw, widkien, pre-
form, specjalistycznych urzadzen oraz w elektronice. Za pomocg metody zol-zel
uzyskiwane sa gloéwnie szkla o specyficznych wilasciwosciach, czgsto niemozliwe
do otrzymania za pomocg konwencjonalnego wytopu. Przykladem moga by¢ szkla
zwierajace jako jeden ze skladnikéw ZrO,, charakteryzujacy si¢ niezwykle wysoka
temperaturg topnienia [29].

Z ekonomicznego punktu widzenia proces zol-zel jest bardzo atrakcyjny
dla powtok i widkien. Stosuje sie go do pokrywania cienkimi powlokami duzych
powierzchni szkiet architektonicznych, okiennych, luster samochodowych oraz do
produkgiji filtréw do monitoréw, szyb odblaskowych, powlok ceramiczno-metalo-
wych oraz baterii stonecznych. Mozliwa jest réwniez produkcja widkien o zréznico-
wanym skladzie chemicznym [4].

Szkla zol-zelowe ze wzgledu na niska temperature otrzymywania, przezroczy-
sto$¢ optyczng, mechaniczng stabilnos¢, obojetnosé chemiczng, elastyczno$¢ ksztat-
towania oraz mozliwo$¢ kontrolowania parametréow fizycznych takich jak porowa-
tos¢ sa stosowane jako no$niki wielu zwigzkdow i pierwiastkéw chemicznych.
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Postep w domieszkowaniu matryc tlenkowych uzyskanych metoda zol-zel réz-
norodnymi zwigzkami organicznymi i metaloorganicznymi, takimi jak porfiryny
i metaloporfiryny, umozliwia otrzymywanie materialéw optycznych, ktorych wlasci-
wosci bedg zaleze¢ od fotoaktywnosci, bioaktywnosci, czy aktywnosci chemicznej
organicznego sktadnika. Zele domieszkowane odpowiednimi chromoforami, jak
rodamina 6G, rodamina B, czy barwniki pirometenowe s3 stosowane do produkcji
laseréw [30, 31]. Optyczne czujniki chemiczne i biochemiczne uzyskuje si¢ poprzez
wprowadzenie odpowiednich wskaznikéw do nieorganicznej sieci zol-zelowej juz
na etapie reakcji hydrolizy. Otrzymano w ten sposéb liczne czujniki pH [32] i tlenu
(33].

Tabela 3. Niektore korzysci (1) i wady (2) wynikajace z procesu zol-zel [34, 35]
Tabela 3. Some advantages (1) and disadvantages (2) as a result of the sol-gel process

1

(2

. Lepsza homogeniczno$¢ uzyskana z surowcéw.
. Lepsza czysto$¢ z surowcow.

3. Nizsza temperatura otrzymywania:

a) oszczedno$¢ energii,

b) minimalizacja strat parowania,

[

1. Wysoki koszt produktéw.

2. Duzy skurcz w czasie procesu.

3. Pozostajace drobne pory.

4. Pozostajace grupy hydroksylowe.
5. Pozostajacy wegiel.

¢) minimalizacja zanieczyszczania powietrza,
d) nie ma reakgji z pojemnikiem, w ktérym
przebiega proces — wiec czystos¢,
e) uniknigcie separacji fazowej,
f) unikniecie krystalizacji.
4. Nowe niekrystaliczne ciata stale otrzymywane
poza obszarem normalnego tworzenia szkiel.
5. Nowe krystaliczne fazy z nowych niekrystalicz-
nych ciat statych.
6. Lepsze szkla otrzymywane z zeli o specjalnych
wlasciwosciach.
7. Specjalne produkty, takie jak cienkie warstwy.

6. Szkodliwe dla zdrowia rozpuszczalniki organiczne.
7. Dlugi czas trwania procesu.

4. PORFIRYNY JAKO AKTYWNE SENSORY

Systemy oparte na chemi- i biosensorach wykorzystujg reakcje chemiczna
pomiedzy czasteczky oznaczana a substancjg bedacg elementem aktywnym sensora.
W charakterze substancji aktywnych bardzo czesto stosuje sie sprzezone zwigzki
makrocykliczne, na przyktad porfiryny.

W metodach spektroskopowych wykorzystuje si¢ to, ze warto$ci molowych
wspotczynnikow ekstynkeji porfiryn sg bardzo duze, podnosi to czulos¢ oznaczen,
a zatem w istotny sposob wplywa na zmiany w widmach absorpcji i luminescencji
w obecnosci wykrywanej substancji [36].
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4.1. NOSNIKI DLA PORFIRYN

Waznym elementem sensora jest no$nik zawierajacy substancje aktywna. Jest
on odpowiedzialny za stworzenie obszaru, w ktérym moze zajs¢ zadana reakcja
chemiczna. Dobrym rozwigzaniem jest zamkniecie substancji wykrywajacej w sta-
tej matrycy. Taka matryca musi odpowiada¢ wlasciwym warunkom dotyczacym:
trwalosci mechanicznej, biernosci chemicznej, mozliwo$¢ zamknigcia substancji
wykrywajacej bez obnizenia jej cech detekcyjnych, umozliwienia kontaktu pomie-
dzy reagujacymi substancjami, przewodzenia sygnalu bedgcego rezultatem reakcji
analitycznej (zmiana potencjatu elektrycznego, impuls $wietlny itd.), nietoksyczno-
$ci, czy tez niskiemu kosztowi wytworzenia.

Materialy, ktére dobrze spelniajg te warunki, to migedzy innymi: niskotempe-
raturowe szkla zol-zelowe, polimery oraz zeolity. Dobdr materiatu nosnika zalezy
od: rodzaju reakcji chemicznej odpowiedzialnej za detekcje, charakteru substratow,
zakresu temperatury, pH oraz fazy w ktorej znajduje si¢ substancja wykrywana
[37].

4.2. MATRYCE POLIMEROWE

Dla porfiryn, jako matryce bardzo czesto stosuje si¢ polimery. Wymagania sta-
wiane polimerom do wyrobu matryc to przede wszystkim odpornoé¢ fizyczna i che-
miczna, duza rozpuszczalnos¢ substancji aktywnej, przepuszczalno$é gazéw i cieczy,
przezroczystos¢, amorfizm oraz niska temperatura zeszklenia. Najczesciej stoso-
wanymi polimerami sg polichlorek winylu (PCV) oraz polistyren (PS). Hartmann
iin. [38] badajac luminescencyjny sensor tlenu, oparty na porfirynach Pt(II)OEPK
i PA(IT)OEPK rozpuszczonych w matrycach z PCV i PS stwierdzili silng zaleznos¢
wygaszania luminescencji porfiryny od rodzaju polimeru oraz obecnosci i ilosci
plastyfikatora. Do budowy czujnikéw tlenu domieszkowanych porfirynami stoso-
wano rowniez kopolimer oktylometakrylanu i 1-winyloimidazolu oraz kopolimery
oktofluoropentylo-metakrylanu i 1-winyloimidazolu, PMMA i polidimetylosilok-
san (GP197), polieter metakrylano-etanodioloetylenowy (pPEGMA) i kopolimer
izobutylometakrylanu i trifluorometakrylanu. Papkovsky i wspotpr. [39] przepro-
wadzili badania nad mozliwoscig zastosowania porfiryn OEP, OEPK, CP-TEE,
CPK-TEE, N-MeEP i Pd(I)CP-SB unieruchomionych w membranach PCV do spek-
trofotometrycznych pomiaréw pH. Do pomiaru stezenia gazowego HCI stosowano
porfiryne TPP w membranie z gumy silikonowej oraz w matrycach zlozonych z
réznych kopolimerdw i polimeréw. Polimerowe no$niki porfirynowe zastosowano
réwniez do detekeji benzenu oraz jonéw Hg?* i Cd**. Matryce polimerowe s3 jednak
malo stabilne termicznie, mato odporne mechanicznie oraz fotochemicznie [36].
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4.3.SZKLA ZOL-ZELOWE

W ostatnich latach coraz czgsciej ,,zamyka si¢” porfiryny w zelach krzemion-
kowy, ktdre otrzymuje si¢ z wykorzystaniem procesu zol-zel. Wprowadzenie do zolu
substancji organicznej - porfiryny — ktdra nie ulega degradacji podczas procesu
zelowania i pdzniejszego suszenia. ROwnoczesnie czasteczki porfiryny sa zamykane
w porach powstajacego zelu, ktory jest materialem przezroczystym, czyli dogod-
nym do badan optycznych i nie posiadajacym pasm absorpcji w zakresie absorpcji
porfiryn.

Takie zalety metody zol-zel, jak pokojowa temperatura otrzymywania zeli,
ich przezroczysto$¢, porowatos¢, odpornoé¢ termiczna i mozliwosci formowania
nosnika w réznych postaciach, przyczynily si¢ do szerokiego wykorzystania tych
no$nikéw w chemii biosensoréw. Plaschke i wspdtpr. [40] fluorymetrycznie ozna-
czajac jony Hg(II), zastosowali film otrzymany metodg zol-zel domieszkowany por-
firyng TPPS,. Metode te nastgpnie udoskonalono, stosujac porfirynge TCPP zwigzang
kowalencyjnie z dekstranem w celu podwyzszenia stabilnosci czujnika. Mozliwo$¢é
ilosciowego oznaczania zawartosci jonéw Hg(II), Pb(II) oraz Cd(II) w roztworach
wodnych badano za pomoca matryc zol-zelowych domieszkowanych porfirynami
TMePyP i TPyP, podczas gdy ich kompleksy z jonami Sn(IV) oraz porfiryny TMe-
PyP, TPPS, unieruchomione w szklach, stosowano do detekcji pH. Zol-zelowe
noséniki sa bardziej stabilne fotochemicznie niz matryce polimerowe, co umozliwia
ich zastosowanie do budowy czujnika tlenu dzialajgcego w oparciu o zjawisko wyga-
szania fosforescencji porfiryny PtOEP.

Od kilku lat intensywnie studiowanym zagadnieniem jest zamykanie biatek
w zol-zelowych szktach krzemianowych. Nosniki zol-zelowe pozwalaja na zacho-
wanie spektroskopowych wtasciwosci bialek i aktywnosci biologicznej enzymodw.
Co wigcej, unieruchomianie przez fizyczne zamykanie w poszczegoélnych porach
matrycy, izoluje i stabilizuje (termicznie) czastki bialek bez chemicznej modyfikacji.
Szkta krzemionkowe zawierajace biatka hemowe, takie jak: cytochrom ¢, mioglo-
bing, czy hemoglobine, moga by¢ wykorzystane do spektrofotometrycznego ozna-
czania O,, CO i NO, podczas gdy kompleks mioglobiny z manganem stosowano do
detekeji NO.

Pomimo wielu zalet, matryce zol-zelowe posiadajg rowniez wady. Juz sama
metoda zol-zel jest skomplikowana, a wlasciwosci otrzymanego szkta zalezg od
wielu czynnikéw, takich jak stosunek molowy reagentéw, rodzaj katalizatora, czas
i temperatura reakcji itd. Porfiryny rozpuszczalne w wodzie mozna fatwo wprowa-
dzi¢ do wyjsciowego zolu, podczas gdy w przypadku zwiazkéw nierozpuszczalnych
napotykamy na wiele trudnosci. Sensory zol-zelowe czesto nie sg stabilne z powodu
wymywania substancji aktywnej. Powyzsze problemy mozna cze$ciowo rozwigzaé
wykorzystujagc mozliwos$¢ wigzania chemicznego porfiryn z matryca [36].
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4.4. HYBRYDY NIEORGANICZNO-ORGANICZNE

Zol-zelowe noéniki porfiryn, w ktérych substancja aktywna jest zwigzana che-
micznie z matryca, charakteryzuja sie wieksza trwaloscig (porfiryna nie jest wymy-
wana w trakcie uzytkowania) oraz lepsza homogenicznoscig w poréwnaniu z no$ni-
kami fizycznie domieszkowanymi. Delmarre i wspolpr. [41] opracowali metode
pomiaru stezenia jonéw Hg(II) za pomocg porfiryny TPyP zwigzanej chemicznie
z powierzchnig szkla krzemionkowego, ktéra w poréwnaniu z zol-zelowym czuj-
nikiem domieszkowanym fizycznie porfiryng TMePyP charakteryzuje sie wigksza
szybkoscig detekgeji i lepszg czulo$cia. Zaproponowany przez nich mechanizm reak-
¢ji porfiryny z monowarstwg zelu przedstawiony jest na Rysunku 7.

Rysunek 7. Schemat tworzenia monowarstwy porfiryny pirydylowej na powierzchni zelu krzemionkowego
(36]
Figure 7. Scheme of pyridylpophyrin monolayer formation on the silica gel surface[36]

Pessoa ze wspolpracownikami [42] zwigzali chemiczne hematoporfiryne
IX i protoporfiryne IX z powierzchnig SiO,/Nb,O,, a nastgpnie unieruchomione
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zwigzki poddali reakcji kompleksowania za pomocg CoCl, i otrzymane kom-
pleksy zastosowali do elektrokatalitycznego oznaczania stezenia tlenu. Stwierdzili,
ze zaadsorbowane porfiryny bardzo latwo ulegaja reakcji metalacji, natomiast
powstate kompleksy sa stabilne. Porfiryny moga by¢ wigzane chemicznie nie tylko
z powierzchnig szkla, ale rowniez w calej objetosci. Delmarre i Bied-Charreton [41]
opracowali metode otrzymywania metaloporfiryny Co(II)TMePyP z podstawio-
nymi jedng, dwoma i czterema grupami etoksysilanowymi.

Struktura i wlasciwosci porfiryn nie ulegly zmianie po zwigzaniu z krzemionka.
Porfirynokrzemionki sa nowymi i bardzo obiecujgcymi materiatami do konstrukeji
sensorow porfirynowych [36].

4.5. BIOSENSORY

W ciagu ostatnich lat coraz wicksza uwage przyciagaja biosensory, ktore wyko-
rzystuja rozlegla specyficzno$¢ reakeji biokatalitycznych oraz mozliwos¢ uzyskania
sygnalow elektrochemicznych lub spektroskopowych.

Pomiar stezenia tlenu, zuzywanego w czasie enzymatycznej reakcji glukozy z jej
oksydaza za pomocg porfiryn PtOEPK [43] oraz CoTMePyP [44], moze stuzy¢ do
ilociowego oznaczania glukozy. Katalizowanie reakcji utleniania elektrochemicz-
nego tiocholiny za pomoca CoTPP zastosowano do amperometrycznego oznacza-
nia acetylocholin esterazy [45].

Porfiryny znajdujg takze zastosowanie jako zwiagzki nasladujgce substancje
biologicznie czynne. Niektore zywice jonowymienne modyfikowane metaloporfi-
rynami Co(III)TCPP oraz Mn(III)TPPS, wykazujg aktywno$¢ katalityczng analo-
giczng do peroksydazy glutationu w stosunku do nadtlenku wodoru i wodorotlenku
kumenu w reakeji utleniania glutationu do disiarczku [46, 47]. Pokazuje to, jak
wazna role porfiryn i ich pochodne odgrywaja w chemii analitycznej, technikach
medycznych, procesach przemystowych i pomiarach $rodowiskowych. Porfiryny
znajdujg wiele zastosowan jako ligandy do spektrofotometrycznego oznaczania
kationéw, spektrofluorymetrycznego oznaczania tlenu i wielu innych substancji.
Trwate kompleksy metali sg stosowane jako modyfikatory membran elektrod jono-
selektywnych w potencjometrii i woltamperometrii. Porfiryny wykorzystywane sg
réwniez do budowy biosensoréw.

5. SPEKTROSKOPIA PORFIRYN W MATRYCACH KRZEMIONKOWYCH
Optyczne wlasciwosci wolnych porfiryn zamknietych w Zelach krzemionko-

wych otrzymanych technika zol-zel wykazuja czerwong emisj¢ $wiatla, kiedy sa
wzbudzane w obszar pasma Soreta (A = 400 nm) (por. Rys. 8).



694 RJ. WIGLUSZ

= — PP(Ser), (Arg), 2 =623 nm —=— H,TTMePP z dodatkiem C,H OH A = 675 nm
—=—PP(Ala), (Arg), A = 623 nm [—=— H,TTMePP z formamidem A = 650 nm
—=—PP(Met), (Arg), A = 623 nm
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Rysunek 8.  Widma emisyjne probek zol-zelowych domieszkowanych roznymi porfirynami
Figure 8. Emission spectra of silica sol-gel sample doped with different porphyrins

Ta emisja odpowiada przejsciu S, > S porfiryny. Emisja ze stanu wzbudzonego S,
ktora obserwowano dla porfiryn erbu [48] nie zostala zarejestrowana w roztworach
EtOH/MeOH. Pokazuje to, Ze konwersja wewnetrzna S, ~~ S jest szybsza niz proces
radiacyjny. Natomiast konwersja wewnetrzna S, ~» S, oraz przejécie migdzysyste-
mowe S~ T, (ang. Inter System Crossing, ISC) s3 mniej ,,konkurencyjne” bowiem
zaobserwowano emisje ze stanéw S,. Warto zauwazy¢ rézny rozklad intensywnosci
poszczegdlnych skladowych w widmach emisji trzech typéw porfiryn zamknietych
w zelu krzemionkowym oraz to, ze calkowita wydajno$¢ emisji jest zalezna od typu
aminokwasu.

Rysunek 9 pokazuje widma wzbudzenia badanych prébek. Widma skladajq sie
z poszczegdlnych pasm, w ktérych pasmo przy ~ 400 nm moze by¢ przypisywane
przejsciu absorpcyjnemu S > S, (pasmo Soreta), a trzy pasma z maksimami migdzy
500 i 600 nm mogg by¢ zwigzane z absorpcyjnym przejsciem S > S, (pasmo Q).

Pasmo Soreta dominuje w widmach wzbudzenia porfiryn zamknietych w zelu
krzemionkowym i z tej przyczyny wzbudzenie porfiryn nastepowalo przez to
pasmo. Warto podkresli¢, Ze zastosowano te same warunki pomiarowe, aby mozna
byto poréwnac efektywnos¢ emisji. Wzbudzano réwniez selektywnie uzywajac linii
408, 510, i 545 nm lampy ksenonowej, co objawito si¢ zmniejszeniem intensywnosci
emisji odpowiednio do linii wzbudzajacej. Z tego punktu widzenia rolg pasma Soreta
jest zasilanie emitujacego poziomu Q. Ta emisja jest mniej wydajna niz mozna byto
sie spodziewa¢ dla aminokwasowych pochodnych porfiryn. Znanym jest fakt, ze
wydajno$¢ emisji porfiryn jest zalezna od aglomeracji. Zjawisko takie jak zaobser-
wowane w ponizszych ukladach, prezentowane na Rysunkach 8 i 9, spowodowane
jest roznicami w aglomeracji poszczegolnych porfiryn.
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* — PP(Ser), (Arg), % =400 nm
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Rysunek 9.  Widma wzbudzenia emisji probek zol-zelowych domieszkowanych réznymi porfirynami
Figure 9. Excitation spectra of silica sol-gel sample doped with different porphyrins
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Rysunek 10. Czasowo zalezne intensywnosci emisji probki zol-zelowej domieszkowanej porfiryng PP(Met),
(Arg),

Figure 10.  Time dependence of emission intensity of silica sol-gel sample doped with PP(Met), (Arg),
porphyrin

Intensywnos¢ emisji dla probek PP(Ser),(Arg), (1), PP(Ala),(Arg), (2), H,TT-
MePP (4) jest stata w czasie, lecz zmienia si¢ w przypadku prébki PP(Met),(Arg),
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(3). Jak to pokazano na Rysunku 10, emisja probki (3) wzrasta w czasie pierw-
szej godziny naswietlania, a nastepnie zaczyna male¢ az do 80% jej najwyzszego
poziomu. Poniewaz emisja z poziomu S jest bezposrednio zasilana ze wzbudzonego
stanu S, proces wzrostu emisji musi by¢ kontrolowany przez szybkos$¢ konwersji
wewnetrznej S, ~ S .

Widma wzbudzenia dla probki (4) (Rys. 9) otrzymano dla dwu przypadkéw;
z dodatkiem formamidu, jak réwniez bez niego. Objawia si¢ to znaczacymi rézni-
cami w widmach w poréwnaniu z widmami pozostalych porfiryn. Pasmo Soreta
w tych widmach jest ,,rozszczepione” na dwie sktadowe i dla energii, odpowiadaja-
cej maksimum intensywnosci emisji znajduje si¢ jej minimum. Zjawisko to, spowo-
dowane jest zbyt wysoka koncentracjg aktywnych molekul na powierzchni mate-
rialu [49]. Z dotychczasowych badan wynika, ze dla substancji statych i bardziej
stezonych roztworéw wzbudzenie staje si¢ efektywne tylko wtedy, kiedy wzbudzeni
nastepuje w brzeg pasma absorpcji.

Dodatek formamidu wplywa znaczaco na optyczng przezroczystos¢ zelu,
intensywnos¢ jego emisji i kolor probki. Przezroczystos¢ zelu zalezy tez od homo-
genizacji wyj$ciowego roztworu.

Zbadano réwniez wplyw jonéw lantanowca na efektywno$¢ emisji porfiryn
dotowanych zeli krzemionkowych otrzymanych metodg zol-zel. Wybrano dwa jony
metali: Tb(III) i Pr(III). Na Rysunku 11 przedstawione sa widma absorpcji, wzbu-
dzenia emisji i emisji zwigzku (1) skoordynowanego z jonem Tb(III).

<— Pasmo Soreta

Wzgledna intensywno$¢ emisji / Absorbancja

—— 77—
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Dhugo$¢ fali [nm]

Rysunek 11.  'Widma absorpcji (fioletowe), wzbudzenia emisji (ciemnozielone) i emisji (zielone) probki zol-ze-
lowej domieszkowanej porfiryng PP(Ser), (Arg), : Tb(III)

Figure 11. Absorption (purple), excitation (dark green) and emission (green) spectra of silica sol-gel sample
doped with PP(Ser), (Arg), : Tb(III) porphyrin
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Wyciagniecie wnioskow, opierajac si¢ na przedstawionych widmach (ktdre sa dosé
zlozone), moze nastreczac szereg problemoéw. Probka wykazuje tylko zielong emisje
jonu metalu zwigzang z przejsciami ze wzbudzonego stanu °D, jonu Tb(III). Emisja
z poziomdéw emitujacych porfiryny nie zostala zarejestrowana. Widmo absorpcyjne
zelu pokazuje obecno$¢ zaréwno jonu Tb(III), jak i porfiryny w prébce. Widmo to
sklada sie z dwoch dobrze wyksztalconych pasm zlokalizowanych przy dlugosciach
fali 285 i 408 nm. Pierwsze z nich moze by¢ przypisywane przejsciom absorpcyj-
nym do wyzszych stanéw wzbudzonych jonu Tb(IIl) °H,, °F,, °H,, °L, °F,), drugie
natomiast jako pasmo Soreta porfiryny. W tym obszarze widma mozna réwniez
znalez¢ kilka bardzo stabych pasm, ktére sa przejsciami ze stanu podstawowego
’F, do stanéw wzbudzonych °D,, °G,, °L, i °G,, °D,, °G,, °L, jonu Tb(III). Widmo
wzbudzenia, zarejestrowane przy monitorowaniu w maksimum jego emisji, skfada
sie tylko z przejs¢ absorpcji jonu Tb(III). Pokazuje to, ze proces transferu energii
z liganda do metalu nie wystepuje. Jesli tak, porfiryna powinna emitowac po wzbu-
dzeniu w pasmo Soreta, co nie ma miejsca. Stan wzbudzony jonu Tb(III) °D, jest
zlokalizowany bardzo blisko stanu singletowego porfiryny S, i poziom emitujgcy
jonu Tb(IIT) °D, jest zlokalizowany pomigdzy stanami singletowymi porfiryn S, i S,
(zobacz Schemat 1), pozwala to na mozliwosci ztozonych proceséw transferu ener-
gii z liganda do jonu metalu i tak zwany transfer odwrotny (back energy transfer)
z jonu metalu do liganda [50, 51].

30000 porfiryna  Pr(Il)  Eu(Ill) Tb(III)
5
- - D 5
- 4 — D3
25000 1S,
3P2
3
_ =P 5
20000 p! ° b
i P0 —_— 5Dl
.a PasmoB |[}]| Sl — Dz o DO
g 15000 —(Soreta) ol | H» Emisia S
2 s
g — | | [™ Emisjia S,
10000 | PasmeQ
5000
0 IRARY —H, —F — 'F

Schemat 1. Diagram pozioméw energii stanéw wzbudzonych porfiryny, Pr(III), Eu(III) i Tb(III)
Scheme 1. Energy level diagram of the excited states of porphyrin, Pr(III) and Tb(III)

Transfer odwrotny energii prowadzilby do wygaszania emisji jonu Tb(III), co nie
bylo obserwowane. To znaczy, ze ligand porfirynowy, bedacy sktadowa zelu, jest
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niewidoczny z punktu widzenia emisji i nie uczestniczy w procesach transferu ener-
gii. Natomiast, zel krzemianowy domieszkowany wolng porfiryna wykazuje emisje,
a wiec rola jonéw Tb(III) w wygaszaniu jej emisji jest oczywista. Mozna rozwaza¢
konkurencyjne szybkosci promienistej relaksacji z poziomu °D, i transferu energii
z tego poziomu na stany S, porfiryny, nastepnie na stan trypletowy i stany ’F, Tb(III),
ktére mogg dezaktywowac emitujgcy poziom S porfiryny. Zostaly zarejestrowane
czasy zycia dla PP(Ser),(Arg), : Tb(III), jak i dla Zelu domieszkowanego wolng por-
firyng PP(Ser),(Arg),. Chociaz btad oznaczenia czasu zycia dla pierwszej probki
jest niewielki, czasy zycia dla probek domieszkowanych wolnymi porfirynami sa
obarczone zbyt duzymi btedami, aby mozna bylo potwierdzi¢, ktérys z omawianych
mechanizméw (Tab. 4).

Tabela 4. Czasy zycia luminescencji wybranych zeli krzemionkowych, A, = 355 nm
Tabela 4. Luminescence lifetimes of doped silica matrices, A__= 355 nm

Prébka domieszkowana w zelu krzemionkowym . ?:;S)
PP(Ser),(Arg), : Tb(III) 1,13
PP(Met),(Arg), 0,32
PP(Ser) (Arg), 0,33
PP(Ala),(Arg), 0,33
a) b)
Pasmo Soreta
A, =623 nm

Wzgledna intensywno$¢ emisji
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550 600 650 700 750 800 300 350 400 450 500 550 600
Dhugos¢ fali [nm] Dhugos¢ fali [nm]

Rysunek 12.  Widma emisji (a) i wzbudzenia emisji (b) probki zol-zelowej domieszkowanej porfiryng PP(Ser),
(Arg), : Pr(TII)

Figure 12. Emission (a) and excitation (b) spectra of silica sol-gel sample doped with PP(Ser), (Arg), : Pr(III)
porphyrin
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Prébka zol-zelowa domieszkowana ligandem (1) i jonem Pr(III) pokazuje
odmienne optyczne zachowania w poréwnaniu do probki zawierajacej jon Tb(III).
Rysunek 12a pokazuje widmo emisji probki Pr(III) wzbudzonej w pasmo Soreta
(~ 400 nm). Widmo jest takie samo jak w przypadku wolnego liganda porfirynowego
domieszkowanego w zelu. Luminescencja jonu metalu nie zostala zarejestrowana,
niezaleznie czy wzbudzenie nastepowalo bezposrednie w ligand, czy tez w pasma
absorpcyjne metalu.

Poniewaz stany wzbudzone jonu Pr(III) *P| sg zlokalizowane pomigdzy stanami
singletowymi porfiryny S iS, (zobacz Schemat 1), to moze by¢ interesujace czy stany
wzbudzone Pr(III) posredniczg w konwersji wewnetrznej S, > S,. Na Rysunku 12b
przedstawiono widmo wzbudzenia prébki z jonem Pr(III). Brak ostrych pasm jonu
Pr(III) w widmie sugeruje, ze nie ma transferu energii pomi¢dzy stanami jonu
Pr(III) a wzbudzonym stanem S, porfiryny.

Jednakze stosunek intensywnosci pasm Soreta / Q, jest duzo wyzszy niz dla
wolnej porfiryny (poréwnaj Rys. 9 i 12b), co wskazuje, ze stany wzbudzone jonu
Pr(I1I) °P, wptywajg na proces wewnetrznej konwersji. Rola jonu Pr(III) nie jest jesz-
cze w pelni wyjasniona, a intensywnosci przejs¢ f—f w widmach wzbudzenia jonu
Pr(IIT) s w poréwnaniu z przejsciami ze stanéw porfiryny tak stabe, ze optycznie
niezauwazalne w widmie wzbudzenia emisji. Ten sam uktad badano w wodnym roz-
tworze. Intensywnos¢ emisji S, pokazata silng zaleznos¢ od koncentracji jonu Pr(III).
Po dodaniu niewielkiej ilosci jonu Pr(III) emisja porfiryny wzrasta do maksimum,
dodanie dalszej niewielkiej ilosci Pr(III) powoduje spadek emisji porfiryny (omo-
wiono w poprzednim rozdziale). Nalezy rowniez zauwazy¢ pojawienie sie dodat-
kowego pasma (w poréwnaniu do prébki zol-zelu) zlokalizowanego okoto 575 nm.
Oznacza to, ze obecno$¢ jondw Pr(III) w roztworze wplywa na intensywnos¢ emisji
porfiryny ze stanu S,. Wyjasnienie roli jonéw lantanowca w tym procesie wymaga
dalszych systematycznych badan dla probek z rézng zawartoscig jondéw lantanowca
w roztworze wodnym, jak i zol-zelu dla réznych energii wzbudzenia.

Na Rysunkach 13 i 14 pokazano widma absorpcyjne roztworéw PP(Ser),(Arg),
: Tb(IIT) i PP(Ser),(Arg), : Pr(III) uzytych do syntezy szkiel metoda zol-zel.

Chiralne porfiryny zamkniete w zelach moga wykazywaé emisje wzbudzana
$wiatlem spolaryzowanym kolowo, co wykonano metoda spektroskopii CPL
(CPL - Circularly Polarized Luminescence) potwierdzito chiralno$¢ takich ukla-
dow (g, = 0,0077, gdzie g, (A) = 2AI(A)/I(A); I(A) = [, (A) + I, (A) i AI(A) = [, (1)
- I,(1)). Stwarza to nadziej¢ na przyszle zastosowanie ich jako biosenoréw i sond
strukturalnych.
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Rysunek 13.  Widmo absorpcyjne roztworu PP(Ser), (Arg), : Pr(III) (1:1000) w H,O

Figure 13. Absorption spectrum of PP(Ser), (Arg), : Pr(III) (1:1000) porphyrin in water
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Rysunek 14.  'Widmo absorpcyjne roztworu PP(Ser), (Arg), : Tb(III) (1:1000) w H,O

Figure 14. Absorption spectrum of PP(Ser), (Arg), : Tb(III) (1:1000) porphyrin in water

PODSUMOWANIE
Koniecznos$¢ poszukiwania nowych zwiazkéw biologicznie aktywnych, ktére

moga znalez¢ zastosowanie jako biosensory sktania do podjecia badan nad fotofi-
zyka otrzymanych uktadéw. W obecnej dobie z jednej strony wysitki badaczy dgzg



PORFIRYNY ZAMKNIETE W ZELU KRZEMIONKOWYM 701

do wiekszej specjalizacji, za$ z drugiej do interdyscyplinarnego podejscia w odnie-
sieniu do konkretnych zagadnien. Celem uzyskania petnej charakterystyki spektro-
skopowej badanych zwigzkéw, w prezentowanej pracy starano sie powigza¢ infor-
macje uzyskane roznymi metodami badawczymi z chemia badanych ukladéw.

W pracy tej podjeto probe zbadania: fotofizyki dwdch klas porfiryn i ich pola-
czen z jonami lantanowcow(III).

Przeprowadzono obszerne badania z zastosowaniem wysoko rozdzielczej spek-
troskopii absorpcyjnej i emisyjnej w fazie stalej, roztworach i zelach. Badania pro-
wadzono w rdznych warunkach pH, koncentracji, odtlenienia, stosujgc selektywne
wzbudzenie w szerokim zakresie temperatur (od 293 do 4 K).

Udato si¢ wyjasni¢ dynamike przejs¢ elektronowych w fazie stalej oraz sprze-
zenie elektron-fonon z uwzglednieniem efektéw rezonansowych. Okresli¢ efektyw-
no$¢ emisji i zaproponowa¢ prawdopodobne mechanizmy prowadzace do jej dez-
aktywacji badz aktywacji. Szczegélng uwage skierowano na synteze i wlasciwosci
optyczne zamknietych w zelach krzemionkowych porfiryn ze wzgledu na mozli-
wosci zastosowania ich jako biosensoréw.

Zanalizowano ponadto najwazniejsze zjawiska kontrolujace fotoluminescencje
z udzialem porfiryn w zelach krzemionkowych, jak réwniez wplywu jondw lanta-
nowca na efektywnos$¢ emisji w powyzszych ukladach, efektéw koncentracyjnych
oraz dimeryzacji i aglomeracji porfiryn.

PODZIEKOWANIA

Badania ujete w tej pracy zostaly wykonana na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego w zespole Fizykochemii Zwigzkéw Lantanowcdéw pod kierownic-
twem prof. J. Legendziewicz.
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Juz przeszto dwiescie lat ma pytanie, czy Jedrzej Sniadecki stusznie oglo-
sit odkrycie nowego metalu i pierwiastka, Vestium, ktory pdzniej zostal na nowo
odkryty i nazwany rutenem [1-6]. Odpowiedz na to wazne pytanie jest nadzwyczaj
trudna ze wzgledu na zlozony jezyk chemiczny uzyty przez Sniadeckiego w opi-
sie swoich doswiadczen [7] oraz skomplikowang chemie rutenu [8, 9]. Historyczne
proby odpowiedzi na pytanie postawione w tytule byly zaréwno na tak, jak i nie
[6]. W wiekszosci wypowiedzi zabraklo jednakze mocnego poparcia tekstem malo
znanej pracy J. Sniadeckiego, a przede wszystkim na braku przeprowadzonych jesz-
cze doswiadczen laboratoryjnych, ktorych celem byloby powtdrzenie doswiadczen,
znalezionych w opisie samego Sniadeckiego. Wprawdzie do$wiadczenia Sniadec-
kiego znane sg takze z pracy opublikowanej w jezyku rosyjskim [10], ale ten opis jest
tylko skrécong wersja pracy w jezyku polskim [7].

Zasadnicza trudno$¢ powtdrzenia doswiadczen Sniadeckiego polega na prawi-
diowym zrozumieniu jego opisu, w ktéorym Autor postuguje si¢ terminami chemicz-
nymi nie wystepujacymi w uzyciu wspotczesnym. Zrozumienie intencji Autora cze-
sto wymaga dokladnej analizy pierwotnego tekstu pracy [7]. Przypuszczalnie tekst
ten byl napisany jako wyklad wygloszony na Uniwersytecie Wilenskim dn. 10 lipca
1808 r., wedtug obecnego kalendarza, i nastgpnie opracowany do druku.

Na podstawie analizy tekstu mozna zalozy¢, ze Autor wynalazt oryginalna
metode analizy rudy platyny surowej, dzieki ktdrej uzyskal juz w jednym z pierw-
szych jej stadidw produkt, ktéry okazal sie solg nowego metalu. Tym produktem sg
drobne krysztaly pieknégo czerwonego koloru. Te krysztaly Autor otrzymal po wytra-
wieniu rudy w goracej wodzie krdolewskiej, nastepnie odparowaniu pozostalych
kwasow z retorty az do suchosci, pozostawiajac masse czarniawg przyciggajgcg wilgoé
z powietrza. Nastepnie, Autor zalal tg mase tzw. wyskokiem winnym, ktéry znaczng
jej czes¢ rozpuscit, barwiac si¢ sam na kolor ciemno-czerwony. Kiedy dodawany por-
cjami wyskok (tj. najpewniej stezony roztwor etanolu lub rektyfikat) przestal sie juz
zabarwiaé, pozostaly drobné krysztaty pigknégo czérwonégo koloru, ktore znacznie
byly cigzkie 7, str. 12].

Do analizy czerwonych krysztaldw, Autor, przystepuje w dalszej (w przyblize-
niu jednej trzeciej) cze¢sci pracy [7, str. 20-27], wczedniej za$ stwierdza, ze czer-
wone krysztaly sa chlorkami Vestium: iak mnie dtugié i pracowite doswiddczénid
przekonatly, sq solaném (chlorkiem) szczegdlnego dotgd w platynie niepostrzezonégo
metalu... Metal tén nazywam od nowo wynalezionego planety Vesta Vestium...
[7. str. 19 u dotu].

Na pozostalych stronach pracy Autor opisuje wlasnosci, czyli méwigc wspol-
cze$nie, wlasciwosci nowego metalu. Zaczyna opis od wtasciwosci fizycznych,
podajac, ze z wygladu i trudnosci topnienia podobny jest do platyny, cho¢ wydaje
sie topi¢ trudniej, kolor ma bielszy od platyny i jest mniej kruchy (ma mocnieyszé
spoiénié). Podobnie jak platyna rozpuszcza sie tylko w wodzie krolewskiej (kwa-
sie saletro-solnym lubo cokolwiek tatwiéy od platyny). Roztwér chlorku Vestium ma
kolor podobny do roztworu chlorku zlota, czyli czerwono-fioletowy, jak czerwone
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wino z Bordeaux we Francji (tj. kolor bordo), gdy roztwor chlorku platyny ma kolor
czerwono-pomarariczowy [7, str. 20].

Podobnie jak chlorek platyny, chlorek Vestium dawat s61 podwojng z chlorkami
potasu i amonu, ale kolory wytworzonych osadéw byty rézne: dla czystej platyny
koloru brudno-zéttégo, kiedy osad Westu md pigkny i swiétny (tj. blyszczacy?) kolor
cytrynowy. Nadto wspomniane sole podwojne Vestium tatwiej si¢ rozpuszczaly
w wodzie, anizeli analogiczne sole platyny [7, str. 20].

Wydaje sie, ze moze tutaj wystepowac niezgodno$¢ z wiedzg dzisiejszg. Wspot-
czesne 7zrédla podajg, ze sole podwdjne chlorku rutenu z chlorkami amonu czy
potasu tworzag czarne krysztaly, ktore woda rozklada [11, 12]. Natomiast znany
podrecznik podaje, ze roztwdr, tworzacego sél podwdjng, anionu [RuCl ]** ma
zabarwienie z6lte, z czasem do$¢ szybko czerniejace ze wzgledu na rozktad zwigzku
[8, str. 1001].

Sniadecki podaje takze, ze chlorek Vestium, w odréznieniu od platyny, nie daje
soli podwojnej z chlorkiem sodu [7, str. 22 u goéry]. Rzeczywiscie w cytowanych
wyzej encyklopedycznych zrédlach nie ma informacji na temat soli podwdjnej
chlorku rutenu(III) z chlorkiem sodu.

Wedlug Sniadeckiego istotng réznica odrézniajacg chlorek Vestium od chlorku
platyny jest rozpuszczalnos¢ w alkoholu i wodzie.

Odmiennie niz analogiczna sdl platyny, solan (chlorek) Vestium nie rozpuszcza
sie w wyskoku (stezonym roztworze etanolu) zwlaszcza na zimno, albo iezeli si¢ kiedy
rozpuszczd, to w matéy bardzo ilosci... [7, str. 21/22]. Dzigki tej roznicy rozpuszczal-
nosci w etanolu Sniadecki potrafit oddzieli¢ solan (chlorek) Vestium od analogicznej
soli platyny.

Czerwone krysztaly chlorku Vestium ... byndymniéy nie odmiéniajq (si¢)
w powietrzu..., tj. przypuszczalnie, nie chfong wody z powietrza, czyli nie s3 higro-
skopijne ani rozptywajace sie pod wplywem wilgoci w powietrzu, po angielsku, deli-
quescent. W zimnej wodzie sa bardzo stabo rozpuszczalne, dajgc roztwdr czerwono-
fioletowy (koloru chlorku zlota). Woda wrzaca rozpuszcza znacznie wigcej chlorku
Vestium, jednakze po ostudzeniu wypadaja mate krysztaty osmioboczne lub $wiécgcé
blaszki, lecz iuz nie czerwonégo, ale pigknego zéttego koloru. Podobnie parujgc solucyg
téy soli az do suchosci, otrzymuie sie massa krysztatow z6ttych w powietrzu nieodmi-
énych i bardzo swietnych [7, str. 22/23].

Wspoélczesna interpretacja opisanych przez Sniadeckiego faktéow doswiad-
czalnych nie wydaje si¢ by¢ tatwa. Naturalnie, nalezy zalozy¢, ze obserwacje byty
prawidiowe i zgodne ze stanem faktycznym, natomiast réznice moga wystapi¢ przy
probach ich objasnienia zgodnie z dwczesng oraz obecng wiedzg chemiczna.

Wydaje sie, ze kluczem do rozwigzania tej chemiczno-historycznej zagadki jest
prawidiowe okres$lenie identyczno$ci wspomnianych wyzej czerwonych krysztatow
nierozpuszczalnych w wyskoku (stezonym roztworze etanolu). Nie moze to by¢ pro-
sty chlorek rutenu, jak przypuscil Sniadecki - solan Vestium, gdyz zgodnie ze wspot-
czesng wiedza, trojchlorek rutenu RuCl, tworzy brazowe krysztaty, rozptywa sie na
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powietrzu, jest nierozpuszczalny w zimnej wodzie, w gotujacej wodzie rozklada sie,
oraz nieznacznie rozpuszcza si¢ w alkoholu [12].

Raczej nalezy przypuscié, ze czerwone krysztaly mogg by¢ forma oksychlorku
rutenu solwatowanego etanolem, analogicznego do tzw. amoniakalnej czerwieni
rutenowej, dwucentrowego zwigzku kompleksowego, Ru (OH),Cl,.7NH,.3H,0O,
majacego posta¢ proszku o intensywnym zabarwieniu brazowo-pomaranczowym,
ktdry rozpuszcza si¢ w zimnej wodzie [12]. Wyzsze chlorki, np. rutenu(IV) wyste-
puja w formie hydroksylowanej i uwodnionej oraz moga mie¢ bardzo zlozone
struktury [8, str. 1001-1009]. Tworzenie si¢ zoltych krysztaléw po rozpuszczeniu na
goraco czerwonych krysztaléw w wodzie i ochlodzeniu roztworu, moze wskazywac
na usunigcie etanolu ze struktury soli o czerwonym zabarwieniu lub na tworzenie
si¢ w gorgcym roztworze wodnym czterotlenku rutenu RuO,, ktéry to jest krysta-
licznym cialem stalym (romby lub igly) o zZ6itym zabarwieniu, niskiej temp. topnie-
nia (25,5°C), rozkladajacym si¢ w temp. 108°C, rozpuszczalnym w wodzie zaréwno
zimnej i goracej w ilosci okoto 2g/100 ml wody i rozpuszczalnym w alkoholu [12].
Tworzenie si¢ RuO, w gorgcym roztworze wodnym wskazywaloby, ze w tych warun-
kach woda moze zachowywac si¢ jako utleniacz.

Podobne hipotezy prébujace objasni¢ obserwacje opisane przez Sniadeckiego
mozna by mnozy¢. Wydaje si¢ jednak, ze wlasciwg droga sprawdzenia i wyjasnienia
obserwacji stang si¢ przeprowadzone od nowa proby laboratoryjne, majace na celu
odtworzenie warunkéw pracy i wynikéw Sniadeckiego uzyskanych w latach 1806-8
na Uniwersytecie Wilenskim.
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»Jakze pelne - pisal Zygmunt Krasinski w liscie z 13 marca 1847 roku do przy-
jaciela, Adama Soltana — gazety co chwila najdziwniejszych czy odkry¢, czy zdarzen,
czy przeczuciow (...). Planeta przez Leverriera wyrachowan wprzéd matematycz-
nie, Ze musi by¢ koto Uranusa, a potem wnet odkryt teleskopowo. Eter bol nerwom
odejmujacy i o $mierci dziwne tajemnice obwieszcajacy. Bawelna niewinna i szIma-
zarna przemieniona nagle w $miertelny proch. Balonom kierunek dany w Brukseli”
(1].

Rozlegta korespondencja Krasinskiego zawiera niejeden $lad jego przyrodni-
czo-naukowych zainteresowan. Jak widzimy, bardzo mocno oddzialala na niego
prognostyczna sita nauki, jaka przejawila sie w sprawie odkrycia Neptuna. Istnienie
tej planety przewidzial francuski astronom Urban-Jean-Joseph Leverrier w latach
1845-1846 i we wrzesniu 1846 roku zakomunikowal o tym Akademii. We wska-
zanym przezen miejscu zaobserwowal niebawem nowa planete J.G. Gall. Odkry-
cie to wstrzagsneto nie tylko uczonym $wiatem. W liscie do swojej muzy (Delfiny
Potockiej), z dnia 11 pazdziernika 1846 roku, pisal wiec Krasinski: ,,Jugiel zawczoraj
moéwil mi, ze niechybnie w tych dniach odkryto i na oczy zobaczono tego planete
tak idealnie obserwowanego, tak matematycznie przepowiedzianego, zdaje mi si¢
przez pana de Verrier, mlodego astronoma, ktdry ze zboczen Uranusa wyciagnat
konieczno$¢ bytu takiego planety i obliczyt jego wielkos¢ i przestrzen, gdzie go szu-
ka¢, wskazal. Pamietasz, mowilismy o tym. Dowiedz si¢, prosze Cie, czy w istocie tak
logika ludzka z Boza si¢ zgodzita, co do joty” [2].

Sile naukowej prognozy, tkwigca w odkryciu Neptuna, mogli wspolczesni
poréwnac chyba tylko z prognozami Mendelejewa, poczynionymi na podstawie
ukladu okresowego pierwiastkow chemicznych. Fryderyk Engels, pilny obserwator
wydarzen, jakie nastgpowaly w nauce, tak wlasnie zestawial ze sobg te dwa odkry-
cia.

»Mendelejew — pisal w artykule pt. ,Dialektyka” w 1879 roku - wykazal, ze
w szeregach pokrewnych pierwiastkéw, uporzadkowanych wedlug ciezaréw ato-
mowych, znajduja sie rézne luki wskazujace na to, ze w tych miejscach powinny
sie znajdowac nie odkryte jeszcze nowe pierwiastki. Opisal on z gory ogélne wlas-
nosci chemiczne jednego z tych nieznanych pierwiastkow — ktéry nazwal ekagli-
nem, poniewaz w szeregu zaczynajacym sie od glinu nastepuje bezposrednio po
nim - w przyblizeniu podat jego ciezar wlasciwy i atomowy oraz objeto$¢ atomows.
W kilka lat pézniej Lecoq de Boisbaudran rzeczywiscie odkryl ten pierwiastek, przy
czym przewidywania Mendelejewa sprawdzily si¢ z bardzo nieznacznymi odchyle-
niami. Ekaglin zrealizowal si¢ w pierwiastku galu. Odkrycie dokonane przez Men-
delejewa — dzigki bezwiednemu zresztg zastosowaniu heglowskiego prawa, prze-
chodzenia ilo$ci w jako$¢ — $miato mozna poréwnac z odkryciem Leverriera, ktory
obliczyl orbite nie znanej jeszcze planety Neptuna” [3].

Takie odkrycia, jak Leverriera, czy Mendelejewa, umocnity wiare w potezna
moc prognostyczng nauki i pelne przekonanie o jej potedze. W ten tez wlasnie
sposdb odkrycie Neptuna musialo podziala¢ na Krasinskiego. W trzech innych,
wymienionych przez niego odkryciach, dominowal natomiast aspekt utylitarny.
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W pierwszym rze¢dzie dotyczylo to odkrycia bawelny strzelniczej. Odkrycie to miato
catkowicie zmieni¢ pole bitwy. Dawne prochy przy wystrzalach, zwlaszcza artyleryj-
skich, zadymial to pole, skrywaja w dymie walczace oddzialy. Bawelna strzelnicza
pozbawita je tego ukrycia. Odkryl ja niemiecki chemik, Chrystian Friedrich Schon-
bein (1799-1868), wstawiony wczesniej (1839) odkryciem ozonu. Wstepna infor-
macje o swoim wynalazku przedstawit na sesji naukowej w Bazylei, 27 naarca 1846
roku, za$ do francuskiego chemika Dumasa pisal tak: ,Wiesz, ze by¢ moze odkry-
fem bardzo prosty sposéb przetwarzania bawelny w material posiadajacy wszystkie
niezbedne wlasciwosci materialu miotajacego. Obok duzej sity wybuchu ta ciekawa
substancja jest pod kazdym wzgledem lepsza od najlepszego prochu. Doswiadczenia,
jakie przeprowadzilem w kopalniach i kamieniolomach oraz z dzialami i mozdzie-
rzami, wykazaly, ze jeden funt tej substancji wytwarza efekt réwny uzyciu od dwoch
do czterech funtéw zwyklego prochu czarnego. Nalezy dodag, ze tak przyrzadzona
bawelna nie pozostawia zadnych stalych resztek i nie wytwarza dymu. Jej produk-
cja nie stwarza zadnych niebezpieczenstw i nie wymaga kosztownych instalacji. Ze
wzgledu na swoje wlasciwosci wybuchowe bawelna bez watpienia szybko znajdzie
zastosowanie w pirotechnice, a w szczegélnosci na okretach wojennych” [4].

Schénbein szybko wszedl w porozumienie z angielskimi producentami pro-
chu, a czasie swojej wizyty w Anglii osobiscie zaprezentowal krolowej pare kuropatw
ustrzelonych przy uzyciu bawelny strzelniczej. Nie mozna wykluczy¢, ze wiadomosci
o tym wydarzeniu znajdowal Krasinski w gazetach. W Faversham otwarto pierwszg
wytwdrnie nowego materialu wybuchowego. Niestety, w lipcu 1847 roku zniszczyt
ja wybuch, zabijajac dwudziestu jeden ludzi. Nie powstrzymato to jednak szybkiego
zaakceptowania bawelny strzelniczej przez armie $wiata.

Krasinski palil si¢, by osobiscie wyprobowa¢ nowy material strzelecki. Juz
2 grudnia 1846 roku pisat do przyjaciela, Konstantego Gaszynskiego: ,,Strzelatem
juz bawelng; uprzejmie strzela¢ nia, bez huku prawie, bez dymu zadnego, z sila
potrojng od prochu, z rozswietleniem bialawym, ale dymu nic a nic; niezmierna to
korzys¢ w bitwie; beda mogli sie ludzie zabija¢ $wietnie i przejrzysto. Przywioze Ci
probke”. Niestety, nie wiemy, z jakiego to zrddla czerpal Krasinski probki bawelny
strzelniczej.

Inny jego korespondent, Stanistaw Kozmian, tak wspominat wspdlny pobyt za
granica: ,ChodziliSmy co dzien do strzelnicy, gdzie go bardzo zajmowalo strzela¢
za pomocg nowo wtedy wynalezionej kulminujacej bawelny” [5]. A wiec, Krasin-
ski wykazal zywa ciekawo$¢ wobec wynalazku Schonbeina. Osobidcie tez spraw-
dzal efekty dzialania eteru na organizm ludzki, budzac strach wérdd przyjaciot, ze
moze popas¢ w naldg niebezpieczny dla zdrowia. 23 Stycznia 1847 roku przeczy-
tal Krasinski we francuskim czasopi$mie ,,Epoque” artykul Bernarda Adolfa Gra-
nier de Cassanac o zazywaniu eteru, w ktorym ow autor twierdzil, ze wdychanie
pary eteru ,,porywa do siddmego nieba”. Juz nazajutrz w liscie do Delfiny Potockiej
pisal, ze warto by bylo te rzecz wyprébowac. I zrobit to tego samego jeszcze dnia.
Potem Krasinski jeszcze dwukrotnie przeprowadzal takie nad sobg eksperymenty:
25 lutego i 1 marca. Ich przebieg opisal w licznych listach do przyjaciél. Moze naj-
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bardziej rzeczowo w liscie do Konstantego Gaszynskiego z dnia 8 lutego 1847 roku,
pisanym z Nicei. ,,Jednak mi lepiej — informowal poeta - na zdrowiu i duchu od 2ch
tygodni, od kiedym zazyt nosem i w pluca wpakowal 2 uncje eteru. Myslatem, ze
umieram i znie$miertelniam, wniebowstepuje przez wszechswiat do Boga! Zupet-
nie uczucie duszy uwolnionej od cielska; ptasialem, wyanielaetem sig, rece do lotu
wyciagac i od tej chwili nerwy mi sie poprawily. Sprébuj, ale tylko 2 uncji, nosem
wziwaj, a oddychaj geba, stopniami, (w flaszcze trzeba, by otwdr byl szeroki) ubywac
bedzie plynu, a w Tobie przybywa¢ niesmiertelnoséci” [6]. Dwie uncje eteru to byto
okoto 70 gramoéw.

Najpelniejszy natomiast opis swoich doznan psychicznych, towarzyszacych
zazyciu eteru, zawart Krasinski w liscie do Jerzego Lubomirsiego. ,Otdz — pisat — zda-
rzylo si¢ teraz pierwsze moim zdaniem chrzescijanskie odkrycie w krélestwie cial,
w kregach natury, chrzescijaistwo albowiem w naturze nie potrafi si¢ dokladniej
wyrazi¢ jak przez eter, ktdrego wlasno$ciami mitosiernie pozbawia nerwy wszelkiej
bolesciwosci, a drugiej strony ducha wprowadza¢ ludzkiego w stan posmiertnemu
zupelnie podobny i wykazywa¢ mu niczym niespozytg nieSmiertelno$¢ w stanie
takowym. Dwomam probowat nawroty; zawszem doznat tych samych wrazen zupet-
nego oddzielenia duszy od ciala, a wiec $mierci. Stuchaj! Zrazu, gdy szerokoszyjny
flakon, dwie uncje (wigcej nie trzeba) zawierajacy, do nosa przyttkniesz, ciagnac
nozdrzami, a powietrze wydychajac usty, zrazu uczujesz niezmierng lekko$¢, zdaje
ci sie ze ptasiejesz, czujesz, ze moglbys przez wszystkie Drogi Mleczne sie przedrzec
na przebdj, wszechs§wiat mina¢ i dojs¢ az do Pana Boga. Na tym uczuciu konczy
sie pierwszy rozdzial wrazen twoich; jesli dalej w pluca wciagasz wonie eterowe,
zwolna z nie$miertelnej polecialnosci wpadasz jakoby w poblize $mierci wiecznej,
ktéra pod postacia niezmiernych ciemnosci zewszad wali¢ zaczyna ku tobie. Zda ci
sie, ze twoj zywot, gdyby widnokrag z lazuru stoi przed toba. Co chwila one ciem-
nosci szerzej sie po nim rozlegaja. Doskonale wiesz i rozumiesz, ze to $mier¢ idzie,
przy tym wcale przytomno$ci nie tracisz — masz jg zupelna i do przytomnych wciaz
sie odzywasz, thumaczac im co si¢ tobie przydarza. W miare jak owe ciemnosci coraz
bardziej widnokrag ten twego zycia zachwytujg, tym mniej mozesz obcowac z ide-
ami lub wyobrazeniemi w tobie samym istniejagcymi, o osobach i sprawach ziem-
skich, cho¢by ci najdrozszych, najswietszych. Stopniami lud zywy, zaludniajacy cie-
bie, my$li twe, pie$ni, pomysly, zadze, checi, pojecia, kochania, wstrety wymieraja,
odludniasz sie, pustynniejesz, skupiasz sie, $ciesniasz w coraz drobniejszy, ale za to
coraz twardszy punkt srodkowy jazni twojej; z debu stajesz si¢ zoledzia, ale Zofe-
dzia czujaca jak najdobitniej, ze przetrwa wieki wiekow i jeszcze drugich wiekow
wieki. Czy pojmujesz? — im si¢ bardziej odpowierzchniasz, tym bardziej si¢ glebisz
- im bardziej tracisz na zywotnosci, tym bardziej czujesz, ze$ jest, bo$ jest, im bar-
dziej na mozno$ci obcowania z rojami mysli i wyobrazen, ktore sktadaja ludnosé
ducha twego zamieszkujgcg w stanie Zywota, tym bardziej bytowo czujesz, ze ten
duch w ostatecznym swym od $wiata i wszech§wiata odosobnieniu, sam w sobie
niezatracalnym i nieobalalnym i nieskoniczonym jest! Wymowisz w sobie np. imie
osoby jakiej lub sprawy, lub idei, doskonale wiesz co to stowo znaczy, ale juz nie
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mozesz z tym slowem wchodzi¢ w zywotna spolecznos¢. Nie zapomniale$ o nim
wecale, ono jest w tobie, jest, ale nie zyje juz w tobie — pojmujesz? Byt tylko swoj wia-
sny, oderwany, najczystszy, najprzepascistszy, nieprzetomnym czujesz, czujesz si¢
z granitu tego samego, z ktorego postawiona wieczno$¢. Czujesz si¢ jakby ziarnem,
jakby nasieniem wypadlym z kwiatu, ktéremu na imi¢ Bog! Stad wynika, ze kiedy
ciemno$ci rosnace juz zupelnie sie¢ zalegly, ze kiedy czujesz, ze to nie zart jednak, bo
juz do otaczajacych stowa wyrzec ci nie sposob, ze kiedy znasz oczywiscie i wiesz,
po ludzku mdwiac, ze oto umierasz. Wcale si¢ jednak o siebie nie troszczysz — wcale
a wcale - ani si¢ odrobing lekasz dla siebie unicestwienia lub oprzytomnienia, ale zal
ci ogromny, Ze nie mozesz juz tajemnicy tego ostatecznego odchodzenia i odrywa-
nia si¢ od zycia wypowiedzie¢ przytomnym. Rodu ci zal niejako ludzkiego, ze o tym
nie bedzie wiedzial, ze si¢ nie dowie, czym $mier¢! Dwa juz tylko wtedy punkciki
blekitu zostaly ci przed oczyma z calego widnokregu istnienia — turkot w uszach, ba!
nie w uszach tylko. Jakby przeswidrowany pal hatasu, foskotu, brzeczenia, od mézgu
siega az po twoje stopy - i wtedy wlasnie $mier¢ owa ryczaca i obchodzgca cie jak
lew, zaczyna w niemoznosci pokonania ciebie od ciebie si¢ odsuwac.

Zwykle wtedy z dwoch uncji kropli jednej nie wywachanej w flaszce juz nie
ma, po pieciu lub dziesieciu minutach nazad z tych otchlani powrdcony jestes na
niwy zywota, znéwes w swoim pokoju, $roéd swoich, zupelnie tak samo jak wprzody!
przez t¢ ostatnia tylko chwile nie mogle$ do nich przemawia¢ - byte$ po trupiemu -
dla nich po trupiemu, ale nie w stosunku do siebie. Zresztg przez ciag caly doswiad-
czenia wcigz 1 przytomno$é, i wole$ miat i mogles méwié, nawet z pewna wymowsa”
(7].

W tym miejscu pominiemy fragment poswiecony rozmyslaniom poety nad
wykazaniem w ten sposéb nie$smiertelnosci duszy i przejdziemy do poczynionego
przez niego podsumowania do$wiadczen. ,Ot6z takowe — pisze dalej — (,,bytowe
demonstracje $mierci,” 1.S.) przyniosty eterowe wonie. Teraz nikomu nie radzitbym
zartow tg nowg potega — wszelkie naduzycie powiodloby naprzéd do kretynostwa, po
wtére nie do juz udanej, ale rzetelnej §mierci. Sprobowa¢ warto. Gdy bol zgbow lub
glowy nieznosnie n¢ka, ustapi¢ zaraz musi. Raz z migrenom ponowil doswiadcze-
nie - jakby reka odjal. Co nadzwyczajnego takze to to, Ze nazajutrz wcale nie czujesz
ospatosci i ciezkosci, jak zwykle po opium lub winie, owszem czujesz lekko$¢ nie-
zwyczajng i animusz do wszystkiego. Jesli§ w melancholii byl, ustgpita i taki wywarty
wplyw trwa ze dwa tygodnie. Jednak, powtarzam, naduzycia zadnego i przywykania
- bo to straszna i tajemna sifa. Raz ci zbawienie przyniesie, a potem zakpi i potepie-
niem si¢ odwdzigczy. W rzadkich bardzo razach wolno czlowiekowi przed dniem
$mierci uSmierci¢ i przybi¢ do wybrzezdw wiecznosci bez szkody i kary, z dozwolo-
nym nazad powrotem, wolno, gdy idzie o nowe, umystowe odkrycie, o rozszerzenie
wiedzy - i wolno, po wtdre, gdy chodzi o odsuniecie piekielnych ciata bolesci, o ulge
nerwom wécieklym z bolu, ale dla modnej rozkoszy nie wolno sobie chodzi¢ jak na
spacer w zaswiat, w grob, do tajemnic Bozych!” [7].

W zakonczeniu listu wyraznie przebija troska, by mlody przyjaciel nasladujac
poete, nie zszedl na zle drogi. Zwraca tez uwage odwolanie si¢ Krasinskiego do, naj-
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wyrazniej wlasnych, do$wiadczen z zazywaniem opium. Podobne odwolanie znaj-
dziemy w rozprawce ,,O eterze’, ktorg poeta napisal po francusku i przestat swojej
ukochanej. Jej polskie ttumaczenie, dokonane przez Leopolda Staffa, zamieszczono
w VII tomie ,,Pism” Zygmunta Krasinskiego. Czytamy tam, Ze po zazyciu eteru ,nie
doznajesz zadnego przybicia, w rodzaju tych, ktére nastepuja po podobnych wypra-
wach w zaswiat, wywotlanych za pomoca opium lub innego silnego narkotyku” [8].

Zainteresowania eterem, a rowniez chloroformem, wzrosly wowczas silnie
w zwigzku z odkryciem znieczulajacych organizm ludzki wlasnosci tych substancji
i ich zastosowaniem do operacji chirurgicznych. Obydwu tych substancji uzyto do
tego celu niemal réwnoczesnie, ale wczesniejszy byl tu eter. W roku natomiast 1847
udal si¢ do Anglii, w celu poddania si¢ operacji wydobycia z nogi odtamku granatu
z czasOw bitwy pod Ostroleka, general Jozet Bem. Byl tam operowany w narkozie
chloroformowej. Dawka chloroformu byta najwidoczniej za mala, general obudzit
sie w czasie operacji i zarzadzil, by operacji nie przerywano [9]. W tym samym
czasie uzyto chloroformu w Warszawie. Dokonali tego lekarze Aleksander Le Brun
i Feliks Jabtonowski. W u$pieniu chloroformowym zoperowali oni wrzdd na nodze
mezczyzny i nowotwor piersi kobiety.

»le stow kilka uzyciu chloroformu - napisal w sprawozdaniu z tych operacji
Feliks Jablonowski — udzieliwszy kolegom, nie pozostaje mi, jak podzieckowaé panu
Peszze, zarzadzajacego apteky. C.K. Mosci, ktdry pierwszy ten preparat w naszem
mieécie, w swoim laboratorium, otrzymal. Doda¢ jeszcze musze, ze chloroform
stosunkowo jest tanszy od eteru, albowiem kazdy z wymienionych chorych wypo-
trzebowal niecale trzy drachmy, a jedna drachma okotlo 40 groszy tylko kosztowa¢
bedzie” [10]. Dodajmy tutaj, ze drachma odpowiadata okolo 4,5 gramom.

Po tej malej dygresji wro¢my do naszego glownego watku. Na liscie odkry¢
przyrodniczych, jaka zawarl Krasinski w liscie do Soltana, cytowanym na wstepie
tego tekstu, znajdujemy jeszcze wiadomo$¢, iz w Brukseli ,,nadano kierunek balo-
nom”. Nie umiem nic dokladniejszego powiedzie na temat tej wiadomosci. Wiek
XIX, od swego poczatku do konca, przepelniony jest wiadomosciami, ze w koncu
udalo si¢ pokierowa¢ lotem balonéw. I byly to wszystko proby nieudane. Tak tez
zapewne bylo z probami brukselskimi. Szereg takich prob i usifowan omoéwit Stani-
staw Kramsztyk w swoim artykule o balonach, napisanym w 1893 roku [11].

Pozostaje nam juz tylko poczyni¢ kilka uwag ogélnych. Zygmunt Krasinski
rysuje sie nam tutaj jako czlowiek bardzo aktywnie reagujacy na odkrycia i wydarze-
nia swojego wieku. Co wigcej jest w stosunku do nich czynny - poeta natychmiast
jest gotow osobiscie sprawdzi¢ jak si¢ rzeczy maja. Jego obserwacje, przy okazji
takich prob czynione, sa wnikliwe. Kawal niezlego przyrodnika potencjalnie tkwit
w naszym poecie. Mozna tylko zalowa¢, ze takie ogolniejsze zainteresowania nie sa
aktualnie ujawniane przez srodowiska, przypisujace sobie miano tworczych.
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Prace nalezy przesyla¢ do Redakcji poczta elektroniczna na adres: bstran@wchuwr.pl lub wchem@
wchuwr.pl.

Tekst powinien by¢ przygotowany w edytorze Word lub innym kompatybilnym z MS Office. Artykuly
nalezy opracowywac zwiezle i nie zamieszcza¢ nadmiaru szczegotow, odsylajac Czytelnika do pismiennictwa
oryginalnego, ktore powinno uwzglednia¢ najnowsze prace z dziedziny, ktérej dotyczy artykut.

Plik z pracg nie powinien przekraczac 25 stron, wliczajac wykaz pismiennictwa w przypadku krétkiego
przegladu, lub 100 stron, w przypadku monografii przeznaczonej do druku w ,,Bibliotece Wiadomosci
Chemicznych”. Strona powinna zawiera¢ 1800 znakéw (razem ze spacjami), co przy interlinii 1,5 oznacza
30 wierszy po 60 znakow oraz margines z prawej strony ok. 5 cm.

Na pierwszej stronie, pod tytutem polskim, nalezy umiesci¢ tytul w jezyku angielskim, naz-
wisko(a) i adres autora(éw) oraz spis rozdzialéw. Dalej powinno si¢ znalez¢ obszerne streszczenie
pracy w jezyku angielskim (do 2700 znakdéw, z cytowaniem pi$miennictwa i odsytaczami do tabel
i rysunkow w tekscie) oraz wykaz stow kluczowych, osobno w jezyku polskim i osobno w angielskim.
Redakcja prosi o przysylanie tekstow angielskich adjustowanych.

W oddzielnym pliku prosimy dolaczy¢ krétka (do 150 wyrazéw) notke biograficzna, zawierajaca
tytuly naukowe i miejsca pracy oraz inne informacje wg uznania Autora/Autoréw, w tym aktualne zdjecie.
Nadestanie tych informacji bedziemy traktowa¢ jako zgode na ich publikacje.

Rysunki moga by¢ kolorowe, ale wowczas nalezy liczy¢ si¢ z doplata do druku. Muszg mie¢
odpowiednia forme graficzng, by w razie potrzeby nadawaly si¢ do reprodukcji. W osobnym pliku
prosimy dolaczy¢ podpisy pod rysunki w jezyku polskim i angielskim. Osobno nalezy do taczy¢
ponadto jeden komplet wzoréow i schematow, narysowanych oddzielnie w formie nadajacej si¢ do
reprodukcji. W wersji elektronicznej rysunki czarno-biate nalezy zapisa¢ w formacie .doc, .cdr,
Jpg, .tif, .pdf, natomiast rysunki kolorowe — w formacie .jpg lub .tif. Rozdzielczo$¢ rysunkow
> 300 dpi. Kazdy z rysunkéw zapisa¢ w oddzielnym pliku.

Tabele nalezy ponumerowac cyframi arabskimi, a ich tytuly w jezyku polskim i angielskim zapisac¢
nad tabelami.

PiSmiennictwo nalezy zestawi¢ w kolejnosci cytowania w tek$cie: powinno ono zawierac
kolejno inicjaty imion i nazwisko, skrot tytutu czasopisma zgodny z przyjetymi normami, rok wydania,
tom podkreslony i numer pierwszej strony cytowanej pracy, przyktad: J. Kowalski, Wiad. Chem., 2007, 61,
473. Wykaz skrotow wazniejszych czasopism chemicznych jest podany w ,,Wiadomosciach Chemicznych”,
1989, 43, 979. Jesli czgs¢ piSmiennictwa zebrana jest w monografiach lub innych wydawnictwach, nie
nalezy podawac¢ szczegdtowo wykazu tego pismiennictwa, lecz cytowaé odnosne wydawnictwo.

O przyjeciu pracy do druku decyduje Komitet Redakcyjny. Przed podjgciem decyzji wszystkie prace
sg przesylane recenzentom.

Autor wskazany w liscie przewodnim jako osoba kontaktowa otrzymuje droga elektroniczng plik
opublikowanej pracy w formacie pdf.

Redakcja
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