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Opis wynalazku

Przedmiotem projektu wynalazczego jest nowa pochodna czwartorzedowych soli amoniowych
i sposdb otrzymywania nowej pochodnej czwartorzedowych soli amoniowych.

Szerokie zastosowanie czwartorzedowych soli amoniowych (CSA) wynika z ich wielu interesu-
jacych wtasciwosci. Znaczna czesc¢ tej grupy zwigzkéw zawiera w swojej strukturze zaréwno czesc
hydrofobowg jak i hydrofilowa, dzieki czemu wykazujg one przede wszystkim aktywnosé powierzch-
niowa i sg zaliczane do klasy kationowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych, co opisuje J. Btasz-
czyk, A. Skrzypczak, w pracy p.t. ,Czwartorzedowe sole amoniowe” Poznan 2005, str. 32. Cecha ta
pozwala na zastosowanie CSA jako sktadnikow detergentéw, srodkéw pianotwdérczych, emulgatorow,
antyelektrostatykow i zmiekczaczy tkanin, co zostato udokumentowane przez E. Grabinska-Sota,
w pracy p.t. ,Ocena Oddziatywania Czwartorzedowych Soli Amoniowych na Srodowisko Wodne”,
Gliwice 2004, str. 12. Liczne czwartorzedowe znane sole amoniowe charakteryzujg sie wysoka aktyw-
noscig biologiczng. Aktywnos¢ biologiczna wobec bakterii i grzybow jest znana od kiedy Domagk
wprowadzit srodek dezynfekcyjny Zephird, oparty na czwartorzedowych solach amoniowych, co zosta-
to opublikowane przez D. Demberelnyamba, K.-S. Kim, S. Choi, S.-Y. Park, H. Lee, Ch.-J. Kim, |.-D.
Yoo, Bioorg. Med. Chem., 2004, 12, 853. Biobojczo$¢ wobec powyzszych mikroorganizmow znajduje
réwniez wykorzystanie w srodkach chronigcych przed ich pojawieniem sie na powierzchni drewna czy
tynkéw, czego dowodzi J. Btaszczyk, A. Skrzypczak w pracy p.t. ,Czwartorzedowe sole amoniowe”,
Poznan 2005, 32. Literatura, w postaci opracowan D. Demberelnyamba, K.-S. Kim, S. Choi, S.-Y.
Park, H. Lee, Ch.-J. Kim, I.-D. Yoo, opublikowanych w Bioorg. Med. Chem., 2004, 12, 853 podaje, ze
istnieje zwigzek pomiedzy wiasciwosciami kationowych zwigzkéw powierzchniowo czynnych, a ich
aktywnoscig biologiczng, to znaczy ze zwigzki o niskiej aktywnosci powierzchniowej moga byé nieak-
tywne wobec mikroorganizmow i odwrotnie.

Jak ujawnia literatura tematu, wsréd licznych tlenowych kwaséw fosforu, kwas fosforowy (V)
i jego pochodne zastugujg na szczegodlne wyréznienie. Organiczne pochodne potgczen tego typu od-
grywajg bardzo wazne role w podstawowych procesach zyciowych. Do tego typu pofaczen nalezg
miedzy innymi kwasy nukleinowe, fosfolipidy oraz szereg koenzyméw, a takze produkty wyjsciowe
w wielu procesach metabolicznych w postaci pochodnych fosforowych i polifosforowych.

Proces fosforylacji mozna przeprowadzi¢ na trzy rézne sposoby. Na drodze enzymatycznej,
na drodze syntezy chemicznej lub na drodze taczacej enzymatyczng synteze z chemiczng. Metody
enzymatyczne i enzymatyczno-chemiczne pozwalajg na skuteczng synteze fosforylowanych produk-
téw, jednak nie sg chetnie stosowane ze wzgledu na wysoki koszt enzyméw. Gtéwnie z tego powodu
wazne jest poszukiwanie sposobu i metod wprowadzania grupy fosforanowej na drodze chemicznej
syntezy.

Czwartorzedowe sole amoniowe sg szeroko znane i opisane w literaturze przedmiotu, nato-
miast w przypadku czwartorzedowych soli amoniowych pochodnych cukrow, wiedza o ich syntezie
i wykorzystaniu jest niewielka.

Znane i opisane czwartorzedowe sole N-D-glikopiranozyloamoniowe wykazujg wady, do ktérych
zalicza sie zwlaszcza niskg wydajnos¢ i niewielkg aktywnos¢ biologiczna.

Wynalazek rozwigzuje zagadnienie opracowania nowej pochodnej czwartorzedowych soli amo-
niowych i sposobu otrzymywania nowej pochodnej czwartorzedowych soli amoniowych, jako pochod-
nej zwigzkow naturalnie wystepujacych w przyrodzie, wykazujacej prawdopodobnie korzystne dziata-
nie przeciwgrzybiczne i pozwalajacej, po uprzednim zbadaniu, na wykorzystanie w przemysle kosme-
tycznym i farmaceutycznym.

Nowa pochodna czwartorzedowych soli amoniowych charakterystyczna tym wedtug wynalazku,
ze stanowi jg 1,4-anhydro-2-deoksy-3-O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitol.

Sposéb otrzymywania nowej pochodnej czwartorzedowych soli amoniowych charakterystyczny
tym wedtug wynalazku, ze od 0,140 g do 0,180 g lecz najkorzystniej 0,165 g (4,7 - 10 mola) tosylanu
N-[(1,4-anhydro-2-deoksy-D-rybitol)-5-ilo]pirydynowego o wzorze (5), rozpuszcza w od 1,05 g do 1,40 g,
lecz najkorzystniej 1,25 g tlenochlorku fosforu (POCI3), a nastepnie cato$¢ miesza sie w temperaturze
otoczenia i umieszcza w naczyniu technologicznym i zateza sie, w celu usuniecia chlorku tosylu, przez
odparowanie w temperaturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnie-
niem, utrzymywanym w przedziale od 1 kPa do 2 kPa, lecz najkorzystniej wynoszacym 1,5 kPa, przez
okres utrzymywany w przedziale od 5 godzin do 10 godzin, lecz najkorzystniej przez 8 godzin, po
ktérego uptywie, zawartos¢ naczynia technologicznego miesza sie w temperaturze otoczenia przez
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okres utrzymywany w przedziale od 10 godzin do 20 godzin, lecz najkorzystniej przez 16 godzin,
a nastepnie zobojetnia zelem Amberlit COO, majacym liczbe kwasowg utrzymywang w przedziale od
pH 4 do pH 6, lecz najkorzystniej pH 5 i ponownie zateza sie przez odparowanie w temperaturze oto-
czenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnieniem utrzymywanym w przedziale
od 1 kPa do 2 kPa, lecz najkorzystniej 1,5 kPa i uzyskuje sie okoto 0,10 g zwigzku (6) w postaci ge-
stoptynnej substanc;ji, ktérg nastepnie suszy sie w odrebnym naczyniu technologicznym, wypetnionym
na dnie pieciotlenkiem fosforu uzytym w ilosci utrzymywanej w przedziale 10 g do 30 g, lecz najko-
rzystniej 15 g, w czasie od 20 godzin do 30 godzin, lecz najkorzystniej przez 24 godziny, otrzymujac
0,098 g (80,5%) 1,4-anhydro-2-deoksy-3-O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitolu (6)
w postaci stomkowego oleju.

Nowa pochodna czwartorzedowych soli amoniowych, otrzymana sposobem wedtug wynalazku,
wedtug analizy widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR 400 MHz) oraz spektrometrii mas
(MALDI TOF-MS), potwierdza czystos¢ otrzymanego nowego zwigzku wedtug wynalazku okreslonego
jako 1,4-anhydro-2-deoksy-3-0O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitol (6).

W Katedrze Biologii Molekularnej i Komérkowej na Miedzyuczelnianym Wydziale Biotechnologii
przeprowadzono testy na mutagenno$¢ nowego zwigzku wedtug wynalazku, przy uzyciu szczepu
bakteryjnego Vibrio harveyi [patrz literatura: Che¢ E, Podgérska B., Wegrzyn, G., Mutation Research,
2006, 611, 17-24]. Badaniom poddano nastepujace zwigzki: bromek N-(2,3,4,6 tetra-O-acetylo-p-D-
-glukopiranozylo)pirydyniowy, bromek N-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-gluko-piranozylo)trimetyloamo-
niowy, mieszanine bromkéw N-(a- i -B-D-glukopiranozylo)-pirydyniowych, bromek N-(j3-D-glukopirano-
zylo)pirydyniowy, bromek N-(B-D-gluko-piranozylo)trimetvloamoniowv, tosylan N-[(1,4-anhydro-2-
-deoksy-D-rybitol)-5-ilo]-trimetyloamoniowy, tosylan N-[(1,4-anhydro-2-deoksy-D-rybitol)-5-ilo]pirydy-
niowy. Oczekiwane wlasciwosci mutagenne wykazaty wszystkie badane zwigzki. Ponad to, w Zakta-
dzie Enzymologii Molekularnej MWB UG-UM w Gdansku, przeprowadzono badania dotyczace okre-
Slenia aktywnosci biologicznej jako dziatania hamujgcego na izolowane enzymy i linie komérkowe,
oraz zdolnosci rozktadu biologicznego zwigzkéw (katabolizmu) w niefrakcjonowanych homogenatach
tkanek zwierzecych. W celach poréwnawczych wskazane badania przeprowadzono z wieloma czwar-
torzedowymi solami amoniowymi: np. tosylanem 1-n-butylo-3-metyloimidazoliowym, chlorkiem 1-n-
-butylo-3-metyloimidazoliowym, tetrafluoroboranem 1-n-butylo-3-metyloimidazoliowym, bromkiem
N-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-B-D-glukopiranozylo)trimetyloamoniowym i bromkiem N-(2,3,4,6-tetra-O-
-acetylo-B-D-glukopiranozylo)-pirydyniowym. Badania te wykazaly, ze dwie czwartorzedowe sole
amoniowe: bromek N-(2,3,4,6-terra-O-acetylo-B-D-glukopiranozylo)trimetyloamoniowy i bromek N-
-(2,3,4,6 tetra-O-acetylo-p-D-glukopiranozylo)pirydynowy, wykazywaty aktywnos¢ inhibitorowg typu
niekompetycyjnego (odpowiednie ECsqy = 0,05 i 0,5 mM ), wobec deaminazy AMP (AMD-DA) izolo-
wanej z miesni szkieletowych szczura [patrz literatura A. Sktadanowski, P. Stepnowski, K. Kleszczyn-
ski, B. Dmochowska, Environmental Toxicology and Pharmacology, 2005, 19(2), 291]. Z uwagi na
istotng role tego enzymu w metabolizmie nukleotydéw purynowych i jego powszechnos$¢ wystepowa-
nia, efekty takie mogg mie¢ znaczenie toksyczne i ekotoksyczne. U podstaw syntezy tej grupy zwigz-
kéw lezato m.in. wprowadzenie ugrupowania cukrowego uwazanego powszechnie za zdolne do szyb-
kiej degradaciji biologicznej.

Najnowsze badania nad czwartorzedowymi solami trimetyloamoniowymi pochodnymi anhydro-
alditoli, dotyczg syntezy 3-hydroksymuskaryny tj. tosylanu A-[(2S,3S,4K,5S)-2,5-anhydro-1,6-dideo-
ksy-heksitol-6-ilo]trimetyloamoniowego z L-ramnozy. Pochodne muskaryny majg zastosowanie
w chemioterapii i w leczeniu choroby Alzheimera [patrz literatura Mantell S. J., Ford P. S., Watkin D. J.,
Fleet G. W. J., Brown D., Tetrahedron, 1993, 49, 3343].

Funkcjonalizowanie 3-pozycji tosylanu N-[(1,4 anhydro-2-deoksy-D-rybitol)-5-ilo]pirydyniowego
stanowi oddzielny, ciekawy z punktu widzenia dziatania biologicznego, aspekt technologii objetej wy-
nalazkiem.

Na podstawie powyzszych wynikdw mozliwe jest przyjecie tezy, ze otrzymana charakterystycz-
nym sposobem weditug wynalazku, nowa pochodna czwartorzedowych soli amoniowych jako 1,4-
-anhydro-2-deoksy-3-0O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitol (6), posiadajacy w swej struk-
turze fosfopodstawnik bedzie wykazywata wiekszg aktywnos¢ biologiczng niz przebadane czwarto-
rzedowe sole N-[(1,4-anhydro-2-deoksy-D-rybitol)-5-iloJamoniowe.

Wynalazek jest szczegdtowo opisany na przyktadzie jego wykonania i zobrazowany na sche-
macie przedstawiajgcym zapis zwigzkéw chemicznych uczestniczgcych w procesie.
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Sposéb otrzymywania 1,4-anhydro-2-deoksy-3-0-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-
-rybitol (6) polega na tym, Zze najkorzystniej 0,165 g (4,7 - 10 mola) tosylanu N-[(1,4-anhydro-2-deo-
ksy-D-rybitol)-5-ilo]pirydynowego o wzorze (5), rozpuszcza sie w najkorzystniej 1,25 g tlenochlorku
fosforu (POCI;) a nastepnie catosé miesza sie w temperaturze otoczenia i umieszcza w naczyniu
technologicznym, majgcym postac¢ kolby reakcyjnej i zateza, w celu usuniecia chlorku tosylu, przez
odparowanie w temperaturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnieniu
wynoszacym najkorzystniej 1,5 kPa. Zabieg ten prowadzi sie przez najkorzystniej 8 godzin, po ktérego
uptywie zawartosc kolby reakcyjnej miesza sie w temperaturze otoczenia przez najkorzystniej 16 go-
dzin, a nastepnie zobojetnia zelem Amberlit COO, majacym liczbe kwasowg okoto pH 5 i zateza przez
odparowanie w temperaturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnie-
niem wynoszacym najkorzystniej 1,5 kPa. W wyniku tak przeprowadzonej procedury, uzyskuje sie
okoto 0.10 g zwigzku (6) w postaci gestoptynnej substanciji, ktérg nastepnie suszy w odrebnym naczy-
niu technologicznym, zwlaszcza w eksykatorze, wypetnionym na dnie pieciotlenkiem fosforu uzytym
w ilosci najkorzystniej 15 g w czasie najkorzystniej 24 godzin. W wyniku otrzymuje sie 0,098 g (80,5%)
1,4-anhydro-2-deoksy-3-O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitolu (6) w postaci stomkowe-
go oleju.

Analiza NMR otrzymanej sposobem wedtug wynalazku nowej pochodnej czwartorzedowych soli
amoniowych, potwierdza czystos¢ nowego zwigzku okreslonego jako 1,4 anhydro-2-deoksy-3-O-
-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitol (6)

Zapis analizy NMR przedstawia sie nastepujaco:

'H NMR (D,0): & 2.11 (m, 2H, H-2, H-2’), 3.91 (q, 1H, J; 1, 8.4, H-1"), 4.01 (sekstet, 1H, J; , 4.8,
H-1), 4.32 (dt, 1H, J34 2.8, H-4), 4.48 (dd, 1H, J45 9.6, Js 5, 14.0, H-5), 4.63 (m, 1H, H-3), 4.86 (dd, 1H,
a5, 2.8, H-5'), 8.77-8.01 (m, 5H, pirydyna);

13C NMR (D,0): & 146.50, 145.09, 128.42 (C-pirydyna), 83.20 (C-4), 76.81 (C-3), 67.87 (C-1),
62.55 (C-5), 33.00 (C-2). MALDITOF-MS: m/z 260.

Zastrzezenia patentowe

1. Nowa pochodna czwartorzedowych soli amoniowych, znamienna tym, ze stanowi jg
1,4-anhydro-2-deoksy-3-O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitol.

2. Sposob otrzymywania nowej pochodnej czwartorzedowych soli amoniowych, znamienny
tym, ze od 0,140 g do 0,180 g lecz najkorzystniej 0,165 g ( 4,7 - 10 mola) tosylanu N-[(1,4-anhydro-
-2-deoksy-D-rybitol)-5-ilo]pirydynowego o wzorze (5), rozpuszcza w od 1,05 g do 1,40 g, lecz najko-
rzystniej 1,25 g tlenochlorku fosforu (POCIs), a nastepnie cato$¢ miesza sie w temperaturze otoczenia
i umieszcza w naczyniu technologicznym i zateza sie, w celu usuniecia chlorku tosylu, przez odparo-
wanie w temperaturze otoczenia i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego ci$nieniem,
utrzymywanym w przedziale od 1 kPa do 2 kPa, lecz najkorzystniej wynoszacym 1,5 kPa, przez okres
utrzymywany w przedziale od 5 godzin do 10 godzin, lecz najkorzystniej przez 8 godzin, po ktérego
uptywie zawartos¢ naczynia technologicznego miesza sie w temperaturze otoczenia przez okres
utrzymywany w przedziale od 10 godzin do 20 godzin, lecz najkorzystniej przez 16 godzin, a nastep-
nie zobojetnia zelem Amberlit COO, majgcym liczbe kwasowa utrzymywang w przedziale od pH 4 do
pH 6, lecz najkorzystniej pH 5 i ponownie zateza sie przez odparowanie w temperaturze otoczenia
i pod zmniejszonym w stosunku do atmosferycznego cisnieniem utrzymywanym w przedziale od 1 kPa
do 2 kPa, lecz najkorzystniej 1,5 kPa i uzyskuje sie okoto 0,10 g zwigzku (6) w postaci gestoptynnej
substancji, ktérg nastepnie suszy¢ sie w odrebnym naczyniu technologicznym, wypetnionym na dnie
pieciotlenkiem fosforu uzytym w ilosci utrzymywanej w przedziale 10 g do 30 g, lecz najkorzystniej 15 g,
w czasie od 20 godzin do 30 godzin, lecz najkorzystniej przez 24 godziny, otrzymujac 0,098 g (80,5%)
1,4-anhydro-2-deoksy-3-O-hydroksyoksydofosforylo-5-pirydynium-D-rybitolu (6) w postaci stomkowe-
go oleju.
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