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Selektywna hydroliza wigzan estrowych na przyktadzie per-O-acetylowanej-D-glukopiranozy

CEL CWICZENIA

Celem niniejszego ¢wiczenia jest przeprowadzenie i porownanie réznych metod
hydrolizy wigzan estrowych na przyktadzie per-O-acetylowanej-D-glukopiranozy.

PODSTAWY TEORETYCZNE

Grupy zabezpieczajgce sg bardzo wazine przy przeprowadzaniu wielu reakcji
chemicznych. Jesli reakcja ma zajs¢ w sposob regioselektywny konieczne jest odpowiednie
zablokowanie reaktywnych miejsc wielofunkcyjnego zwigzku w taki sposéb, aby reakcja
zaszta jedynie na pozadanej grupie funkcyjnej. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadku
chemii cukrow, w ktérych wystepuje duza liczba grup hydroksylowych mogacych ulegac
reakcji. Dlatego nalezy wprowadza¢ odpowiednie grupy zabezpieczajgce. Muszg one jednak
spetnia¢ pewne kryteria.

Grupy zabezpieczajgce powinny posiadac nastepujgce wiasciwosci:

- powinny by¢ tatwo wprowadzane;

- powinny by¢é usuwane w sposob selektywny w tagodnych warunkach i z dobrg wydajnoscia;
- muszg wykazywac sie trwatoscig w trakcie danej syntezy;

- powinny posiada¢ jak najmniej dodatkowych grup funkcyjnych mogacych ulegaé reakcjom
ubocznym;

- muszg by¢ tatwe w usunieciu na dowolnym etapie syntezy i z koncowego produktu.

W przypadku zabezpieczania grup hydroksylowych w syntezie oligosacharyddw,
nalezy dokona¢ wyboru odpowiednich grup zabezpieczajacych, tak aby reakcja przebiegata
zmozliwie najwiekszg wydajnoscia i selektywnoscia. Mozemy podzieli¢ grupy
zabezpieczajgce na tzw. state i tymczasowe. Oba typy charakteryzujg sie wtasnymi
warunkami ich wprowadzania i usuwania. State grupy muszg charakteryzowac sie
stabilnoscia az do momentu zakonczenia reakcji glikozylacji, takze w trakcie wprowadzania
badZ usuwania grup tymczasowych. Grupy tymczasowe natomiast muszg by¢ stabilne
jedynie od momentu ich wprowadzenia do chwili ich usuniecia. Wykorzystanie tych samych
grup zabezpieczajgcych do protekcji kilku grup funkcyjnych daje mozliwos$¢ usuniecia ich
rownoczesnie, zastosowanie réoznych grup natomiast umozliwia selektywne odbezpieczanie
pozgdanych miejsc funkcyjnych.

Najpopularniejsze grupy ochronne wykorzystywane do zabezpieczania grup
hydroksylowych mozemy podzieli¢ na:

Eterowe: Estrowe: Acetalowe:

- metylowe, - acetylowe, - izopropylidenowe,
- etylowe, - benzoilowe, - cykloheksylo-1,2-
- sililowe, - krzemianowe; diacetalowe,

- trotylowe, - fosforanowe, - benzylidenowe.

- benzylowe, - siarczanowe,

- allilowe,
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Podstawowym problemem w syntezie glikozydow jest zapewnienie wysokiej
stereoselektywnosci reakcji glikozylacji. Osigga sie jg poprzez odpowiednie dobranie
reagentdw i warunkdéw reakcji (rozpuszczalnika, temperatury i katalizatora). W reakcjach
glikozylacji istniejg rézne drogi aktywowania centrum anomerycznego cukru ufatwiajgce
wprowadzenie aglikonu.

OH OAc OAc
o [0} o
HO —— > AcO ——> AcO
HO Etap I AcO Etap I AcO
OH OAc OH
OH OAc OA
1 2 3 ¢
D-glukopiranoza

Etap I

OAc OAc OAc

=0 AcO

e ®/ <« AcO
-EX AcO % Etap IV AcO X
5 OAc A 4 OAc
OAc OAc
)
Nu o]
: AcO Nu
AcO
OAc
8
X: grupa nukleofugowa
E: katalizator
CH, Nu: nukleofil
Schemat 1

Najbardziej popularng estrowg grupa zabezpieczajgcg jest grupa acetylowa (Ac).
Wprowadzana jest ona do zwigzku w reakcji z bezwodnikiem octowym w pirydynie (Etap |,
Schemat 1). Pirydyna petni w tej reakcji funkcje zaréwno rozpuszczalnika jak i katalizatora.
W warunkach tej reakcji powstaje mieszanina anomeréw a i B (2), ktére sg w stanie
rownowagi. Rozdzielenie tej mieszaniny metodami chromatograficznymi badz przy uzyciu
krystalizacji jest zazwyczaj bardzo trudne. Dlatego opracowano réwniez metody prowadzgce
do powstania tylko jednego z anomerdéw. Jedno z rozwigzan to O-acetylowanie
z wykorzystaniem bezwodnika octowego i uzycie octanu sodu jako katalizatora. W reakcji tej
powstaje gldwnie anomer B. Zeby otrzymaé anomer a, nalezy zamiast octanu sodu uzy¢
katalitycznej ilosci chlorku cynku albo kwasu nadchlorowego.

Grupy acetylowe mozna tatwo usuwac na drodze hydrolizy, aminolizy lub amonolizy -
co czesto wykorzystuje sie do projektowania wieloetapowych syntez sacharydéw. Hydrolize
octandw mozna katalizowa¢ zarowno przy uzyciu zasady jak i kwasu. Grupy te sg jednak
wzglednie stabilne w srodowisku kwasnym. Najczesciej usuwa sie je przy uzyciu metanolanu
sodu (MeONa), amoniaku (NHs) badz wodorotlenku potasu (KOH) w metanolu. Natomiast
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selektywna hydroliza wigzania estrowego przy atomie wegla anomerycznego (Etap II,
Schemat 1) wymaga odpowiednio dobranych warunkdéw.

Przeglad chemicznych metod selektywnej hydrolizy grupy estrowej przy
anomerycznym atomie wegla:

Lp. Warunki reakcji Czas Wydajnos¢ | Literatura
1 Octan hydrazyny, DMF, 55 °C, 15min ~100% [1]
2 Octan hydrazyny, DMF, 20 °c, 3h 99% [2]
3 1H-imidazol, metanol, 40 °C 26h ~100% [3]
4 Bu3zSnOMe, THF, reflux 18h 94% [4]
5 FeCl;*6H,0, acetonitryl, 70 °c 30 min 92% [5]
6 Amoniak, THF : methanol (7:3) 20min 92% [6]
7 HClO,-SiO,, acetonitryl, 70 °C 1.5h 92% [7]
9 Benzylamina , THF, 20 °c 30h 92% [8]
9 Kwas octowy, etylenodiamina, THF 18h 71% [9]
10 Metanolan sodu, THF 6h 70% [10]

Kolejnym waznym etapem podczas projektowania wieloetapowych syntez jest
wprowadzenie odpowiedniej grupy nukleofugowej w pozycje anomeryczng (Etap lll, Schemat 1).
Role grupy nukleofugowej spetniajg grupy lub aniony bedace grupami tatwo odchodzgacymi
w reakcjach podstawienia nukleofilowego Sn1 i Sn2. Sg to stabe zasady takie jak jony
halogenowe, najczesciej chloru i bromu, octanowe, tosylanowe, imidowe itd. Aby utatwi¢ reakcje
podstawienia nukleofilowego stosuje sie katalize kwasowg, zarowno kwasami Bronsteda jak
i Lewisa (Etap IV, Schemat 1). Najczesciej stosowane metody polegajg na uzyciu kwaséw Lewisa
(np. sole srebra i cyny(lV), trifluorometanosulfonian trimetylosililu, (TMS-triflan, TMSOTf)), ktére
powodujg przemiane 1-halogeno-, 1-O-acylo-, 1-O-alkilo-furanozyddw lub piranozydéw w jon
oksoniowy. W obecnosci grupy estrowej w pozycji C-2 pierscienia cukrowego jon oksoniowy
6 jest stabilizowany przez utworzenie jonu acylooksoniowego 7. Utworzony jon
acylooksoniowy determinuje kierunek ataku czynnika nukleofilowego, ktéry moze zachodzi¢
tylko od strony bardziej odstonietej w odniesieniu do grupy partycypujacej. Gdy grupa ta
znajduje sie po ,, stronie a”, w cukrach szeregu D, ponizej ptaszczyzny pierscienia, powstaje
glikokoniugat o konfiguracji B (8).
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Alternatywa w stosunku do opisanych powyzej chemicznych metod deacetylowania
jest enzymatyczna hydroliza wigzan estrowych z uzyciem enzymu lipazy. Specyficznosé
pozycyjng lub regiospecyficznos¢ lipaz definiuje sie jako zdolno$¢ tych enzymoéow do
odréznienia dwoch zewnetrznych pozycji (pierwszorzedowych wigzan estrowych)
i wewnetrznej pozycji (drugorzedowego wigzania estrowego).

OAc

AcO

AcO
OAC OAc

lipaza

OAc

OAc OH
(o} + (e} + o}
AcO AcO HO
AcO AcO AcO
OAc OH OAc OAc
A B

OAc OAc

Schemat 2

Katalizowanie reakcji przez lipazy w srodowisku o scisle okreslonym pH pozwala na
zwiekszenie kontroli nad przebiegiem reakcji. Przyktadowo zastosowanie lipazy
wyizolowanej ze szczepu Pseudomonas fiuorescens w buforze fosforanowym o pH=7 daje
jako produkt reakcji regioizomer A (Schemat 2) z 80% wydajnoscig po oczyszczeniu.
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PRZEBIEG CWICZENIA

1. Selektywna hydroliza wigzan estrowych z zastosowaniem lipazy

Odczynniki Szkto i _inne materiaty oraz potrzebny
* Penta-O-acetylo-D-glukopiranoza sprzet laboratoryjny

* Enzym (lipaza trzustkowa) * Kolba stozkowa 50 ml

e Bufor fosforanowy pH=7,0 * Mieszadto magnetyczne

* Dimetyloformamid (DMF) * Element mieszajacy

e Chloroform * Cylinder miarowy

* Metanol * Kolba okragtodenna 100 mi

* Octan Etylu * Rozdzielacz

e MgSO, * Lejek

e Zel krzemionkowy * Bagietka

e Bibuta filtracyjna

* Pipeta Pasteura

* Pipety szklanena 1i2ml

e Zlewka

*  Wyparka rotacyjna

e Kolumna chromatograficzna
* Odbieralniki

Wykonanie ¢éwiczenia

W kolbie ptaskodennej o pojemnosci 50 ml rozpusci¢ 300 mg per-O-acetylowanej-D-
glukopiranozy w 30 ml 10% r-ru DMF w buforze fosforanowym. Po rozpuszczeniu cukru
dodac¢ enzym (0,75g/mmol cukru) i miesza¢ powstatg zawiesine w temperaturze pokojowej.
Przebieg reakcji kontrolowac¢ za pomocg chromatografii TLC (uktad rozwijajacy chloroform :
metanol, 10:1, v:v) co 30 minut. Wyznaczy¢ wspoétczynnik R¢ dla wszystkich produktéw
reakcji.

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu mieszanine reakcyjng
ekstrahowac octanem etylu (2x20 ml). Potgczone warstwy organiczne przemy¢ wodg (2x20
ml), osuszy¢ nad bezwodnym siarczanem(VI) magnezu i przesgczy¢ na lejku z sgczkiem
karbowanym. Octan etylu odparowac za pomocg rotacyjnej wyparki proézniowe;j.

Otrzymany syrop oczysci¢ za pomocg chromatografii kolumnowej. Do zlewki wsypac
zel krzemionkowy, wla¢ chloroform i mieszajgc doprowadzi¢ do postaci zawiesiny bez
pecherzykdw powietrza. Nastepnie zawiesine zelu wla¢ na kolumne chromatograficzng. Po
kondycjonowaniu kolumny mieszanine reakcyjng rozpuszczong w 1 ml chloroformu nanies¢
na kolumne za pomocy pipetki Pasteura. Produkt wymywac¢ z kolumny za pomocg
gradientowego uktadu eluujgcego chloroform : metanol. Po zebraniu odpowiednich frakgcji
zawierajgcych produkt reakcji odparowac rozpuszczalnik pod préznig i wyznaczyé mase
powstatego produktu w celu oznaczenia wydajnosci przeprowadzonej reakgji.
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2. Selektywna hydroliza wigzan estrowych z zastosowaniem octanu
hydrazyny

Odczynniki Szkto i inne materiaty oraz potrzebny
* Penta-0-acetylo-D-glukopiranoza sprzet laboratoryjny
* Octan hydrazyny * Fiolka o pojemnosci 25 ml
* DMF * Mieszadto magnetyczne
e Octan Etylu * Element mieszajacy
e MgS0O, * Pipety szklanena 1,2 i 5ml
e Metanol e Komora chromatograficzna (TLC)
e Chloroform e Rozdzielacz
« Zel krzemionkowy e Lejek
e Bagietka

e Bibufa filtracyjna

e Kolba okrggtodenna o pojemnosci
50 ml

* Pipeta Pasteura

* Cylinder miarowy

e Zlewka
e Kolumna chromatograficzna
e Odbieralniki

Wykonacie éwiczenia

Do 300 mg per-O-acetylowanej-D-glukopiraozy rozpuszczonej w 3 ml DMF dodaé
80 mg octanu hydrazyny. Reakcje poradzi¢ na mieszadle magnetycznym w temperaturze
pokojowej. Przebieg reakcji kontrolowac¢ za pomocg chromatografii TLC (uktad rozwijajacy
chloroform : metanol, 10:1, v:v) co 5 minut. Wyznaczy¢é wspotczynnik Rs dla wszystkich
produktow reakciji.

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu do mieszaniny reakcyjnej
dodac¢ wode (10 ml), a nastepnie ekstrahowac octanem etylu (2x10 ml). Warstwe organiczng
przemy¢ wodg (2x10 ml) i osuszy¢ nad bezwodnym siarczanem(VI) magnezu i przesgczy¢ na
lejku z sgczkiem karbowanym. Octan etylu odparowaé za pomocy rotacyjnej wyparki
prozniowe;j.

Otrzymany syrop oczysci¢ za pomocg chromatografii kolumnowej (jak w Cwiczeniu 1).
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3. Selektywna hydroliza wigzan estrowych z zastosowaniem weglanu amonu

Odczynniki Szkto i inne materiaty oraz potrzebny

* Penta-0O-acetylo-D-glukopiranoza sprzet laboratoryjny

* Weglan amonu * Fiolka o pojemnosci 10 ml

* DMF * Mieszadto magnetyczne z grzaniem
e Metanol * Element mieszajacy

¢ Chloroform e Pipety szklanena 1i2ml

e Komora chromatograficzna (TLC)

Wykonacie éwiczenia

W fiolce o pojemnosci 10 ml rozpusci¢ 0,256 mmola (100 mg) per-O-acetylowanej-D-
glukopiraozy w 3 ml DMF. Nastepnie doda¢ 10 eq weglanu amonu (M=96 g/mol). Reakcje
prowadzi¢ na mieszadle magnetycznym w podwyzszonej temperaturze (ok. 40 °C). Przebieg
reakcji kontrolowac za pomocg chromatografii TLC (uktad rozwijajgcy chloroform : metanol,
10:1, v:v) co 30 minut. Wyznaczy¢ wspotczynnik Ry dla wszystkich produktow reakcji.

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu do mieszaniny reakcyjnej
doda¢ wode (5 ml), doprowadzi¢ 1 N roztworem HCl| do odczynu obojetnego, a nastepnie
ekstrahowac octanem etylu. Warstwe organiczng przemy¢ wodg i osuszy¢ nad bezwodnym
siarczanem(VIl) magnezu i przesgczy¢ na lejku z saczkiem karbowanym. Octan etylu
odparowac za pomoca rotacyjnej wyparki prézniowe;.

Otrzymany syrop oczysci¢ za pomoca chromatografii kolumnowej (jak w Cwiczeniu 1).

4. Selektywna hydroliza wigzan estrowych z zastosowaniem imidazolu

Odczynniki Szkto i inne materiaty oraz potrzebny

* Penta-0-acetylo-D-glukopiranoza sprzet laboratoryjny

* Imidazol * Fiolka o pojemnosci 10 ml

* Metanol * Mieszadto magnetyczne z grzaniem
e Chloroform * Element mieszajacy

* Pipety szklanena 1i2ml
e Komora chromatograficzna (TLC)

Wykonacie éwiczenia

W fiolce o pojemnosci 10 ml rozpusci¢ 0,256 mmola (100 mg) per-O-acetylowanej-D-
glukopiraozy w 3 ml metanolu. Nastepnie doda¢ 1.1 eq imidazolu (M=68 g/mol). Reakcje
prowadzi¢ na mieszadle magnetycznym w podwyzszonej temperaturze (ok. 40 °C). Przebieg
reakcji kontrolowac za pomocg chromatografii TLC (uktad rozwijajacy chloroform : metanol,
10:1, v:v) co 30 minut. Wyznaczy¢ wspodtczynnik R¢ dla wszystkich produktéw reakg;ji.

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu podtezy¢ mieszanine
reakcyjng na wyparce rotacyjnej, nastepnie doda¢ wode (5 ml), doprowadzi¢ 1 N roztworem
HCl do odczynu obojetnego, a nastepnie ekstrahowac octanem etylu. Warstwe organiczng
osuszy¢ nad bezwodnym siarczanem(VI) magnezu i przesaczy¢ na lejku z saczkiem
karbowanym. Octan etylu odparowad za pomocg rotacyjnej wyparki prézniowe;.

Otrzymany syrop oczysci¢ za pomocg chromatografii kolumnowej (jak w Cwiczeniu 1).
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5. Selektywna hydroliza wigzan estrowych z zastosowaniem metanolanu
sodu w THF

Odczynniki Szkto i inne materiaty oraz potrzebny
* Penta-0-acetylo-D-glukopiranoza sprzet laboratoryjny
e Metanolan sodu * Fiolka o pojemnosci 10 ml
e THF * Mieszadto magnetyczne
* Metanol * Element mieszajacy
¢ Chloroform * Krystalizator
e Ldd

* Pipety szklanena 1i2ml
e Komora chromatograficzna (TLC)
Wykonacie ¢wiczenia

W fiolce o pojemnosci 10 ml zawiesi¢ 10 mg metanolanu sodu w 3 ml THF. Nastepnie
mieszanine umiesci¢ w tazni wodno-lodowej, doda¢ 0,256 mmola (150 mg) per-O-
acetylowanej-D-glukopiraozy. Reakcje poradzi¢ na mieszadle magnetycznym w tazni wodno-
lodowej. Przebieg reakcji kontrolowa¢ za pomocy chromatografii TLC (ukfad rozwijajacy
chloroform : metanol, 10:1, v:iv) w 5, 15, 30, 60, 90, 120 minucie reakcji. Wyznaczy¢
wspotczynnik R¢ dla wszystkich produktow reakcji. Zaproponowad struktury otrzymanych
produktow z uzasadnieniem wyboru.

Po stwierdzeniu catkowitego przereagowania substratu podtezy¢ mieszanine
reakcyjng na wyparce rotacyjnej, nastepnie doda¢ wode (5 ml), doprowadzi¢ 1 N roztworem
HCl do odczynu obojetnego, a nastepnie ekstrahowac octanem etylu. Warstwe organiczng
osuszy¢ nad bezwodnym siarczanem(VI) magnezu i przesaczy¢ na lejku z saczkiem
karbowanym. Octan etylu odparowad za pomocg rotacyjnej wyparki prézniowe;.

Otrzymany syrop oczyéci¢ za pomocg chromatografii kolumnowej (jak w Cwiczeniu 1).

6. Catkowita hydroliza wigzan estrowych z wykorzystaniem 1M roztworu
metanolanu sodu w metanolu

Odczynniki Szkto i inne materiaty oraz potrzebny

* Penta-O-acetylo-D-glukopiranoza sprzet laboratoryjny

e 1M roztwér metanolanu sodu w e Fiolka o pojemnosci 10 ml
metanolu e Mieszadto magnetyczne

* Metanol * Element mieszajacy

e Chloroform * Pipety szklanena 1i2ml

e Komora chromatograficzna (TLC)

Wykonacie éwiczenia

W fiolce o pojemnosci 10 ml rozpusci¢ 0,256 mmola (100 mg) per-O-acetylowanej-D-
glukopiraozy w 3 ml metanolu. Nastepnie doda¢ 0,02 mmola 1M roztworu metanolanu sodu
w metanolu. Reakcje poradzi¢ na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowe;.
Przebieg reakcji kontrolowac za pomocg chromatografii TLC (uktad rozwijajacy chloroform :
metanol, 10:1, v:v) w 5, 15, 30, 60, 90, 120 minucie reakcji. Wyznaczy¢ wspotczynnik Ry dla
wszystkich  produktow reakcji. Zaproponowac struktury otrzymanych produktéw
z uzasadnieniem wyboru.
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PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC:

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje i dokfadnie przeanalizuj czynnosci oraz techniki
laboratoryjne opisane w czesci eksperymentalnej, nastepnie zapoznaj sie z zagrozeniami
zwigzanymi z stosowanymi odczynnikami oraz poszczegdlnymi czynnosciami wykonywanymi
na zajeciach (karty charakterystyk)

2. Zwrdc¢ uwage czy znasz nastepujgce pojecia: katalizator, enzym, kataliza enzymatyczna,
regiospecyficznos¢, regioselektywnos¢, grupa partycypujaca, grupa nukleofugowa, aglikon,
donor glikozylowy.

3. Zastandw sie czy wiesz:

a) jakie sg chemiczne metody selektywnej hydrolizy wigzan estrowych pochodnych cukréw,
b) na czym polega selektywnos¢ katalizy enzymatycznej,

c) jakie sg wady i zalety katalizy enzymatycznej,

d) jaka jest rola grup ochronnych,

e) jakie znasz rodzaje grup ochronnych,

f) czym charakteryzujg sie estrowe grupy ochronne.

WYTYCZNE DO SPRAWOZDANIA:

Sprawozdanie powinno zawiera¢ doktadny opis przebiegu C¢wiczenia, obserwacje
dokonane podczas prowadzenia reakgc;ji, jak i ich oczyszczania, wklejone i opisane ptytki TLC,
policzone wspétczynniki R¢ , policzone wydajnosci reakcji. We wnioskach nalezy zawrzec
porownanie przeprowadzonych metod hydrolizy z uwzglednieniem wad i zalet kazdej z nich,
wyznaczeniem tych najbardziej selektywnych.
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