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Celem badan stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej byta analiza strukturalna i
spektroskopowa zwigzkéw nalezacych do trzech grup wtoérnych metabolitow roslin. Badania
byty prowadzone w celu okreslenia zaleznos$ci pomiedzy strukturg elektronowg a widmem
oscylacyjnym oraz wptywu czynnikow zewngtrznych na strukture zwigzku, a posrednio tez na
widmo. Ponadto, celem badan bylo wykorzystanie spektroskopii oscylacyjnej do identyfikacji
i okreslenia dystrybucji analizowanych zwigzkow w materiale roslinnym i produktach
farmaceutycznych.

Pierwsza badang grupa byly poliacetyleny. Poliacetyleny, a wilasciwie poliyny, to
zwigzki organiczne zawierajagce w swojej strukturze przynajmniej dwa wigzania potrdjne
wegiel-wegiel, ktore z reguty sg ze sobg sprzgzone. Najczesciej spotykanymi zwigzkami tego
typu sa diacetyleny tworzace liniowy uktad diacetylenowy —C=C-C=C-, do ktorego
przylaczone sg rézne podstawniki. Zwiazki te nalezg do wtornych metabolitow roslin i
wykazuja wlasciwosci bioaktywne. Naturalnie wystepujace poliacetyleny syntezowane sa
przez rosliny jako wazne zwiazki ochronne przeciw insektom, grzybom oraz chorobom.
Najbardziej znanymi przedstawicielami tej grupy zwiazkow sg diacetyleny typu falkarinol
(Rys. 1).
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Rys. 1. Wzory strukturalne diacetylenéw naturalnych typu falkarinol.



W ramach badan analizie poddano szereg zwiazkéw nalezacych do poliacetylendw, w
tym zaréwno zwigzki naturalne (falkarinol, falkarindiol) jak 1 zwiazki modelowe. W celu
lepszego poznania wilasciwosci spektroskopowych poliacetylendw, w pierwszej kolejnosci
zbadano wptyw podstawnikow na strukturg elektronowg uktadu diacetylenowego wykonujac
obliczenia teoretyczne dla prostych symetrycznie dipodstawionych diacetylenow. Na tym
etapie badan przeanalizowano 35 rdéznych zwigzkow. W kolejnym kroku przeprowadzono
szczegOlowq analiz¢ wybranych szesciu prostych diacetylenow, dla ktorych przeprowadzono
obliczenia teoretyczne i pomiary spektroskopowe (Rys. 2, zwigzki P-1 do P-6). Nastegpnie,
chcac pozna¢ wilasciwosci zwigzkdéw zblizonych budowa do poliacetylenow naturalnych,
analogiczng analiz¢ przeprowadzono dla trzech kwasow diacetylenowych, ktére posiadajg w
swojej strukturze dtugie tancuchy alifatyczne (Rys. 2, zwigzki P-7 do P-9). Ostatnim etapem
badan byta analiza poliacetylenow pochodzenia roslinnego oraz ich identyfikacja
bezposrednio w materiale ro§linnym, tj. w korzeniach ro§lin z rodziny selerowatych
(Apiaceae).

Analiza teoretyczna efektu podstawnikowego w symetrycznie dipodstawionych
diacetylenach pozwolita na wyznaczenie korelacji pomigdzy wlasciwosciami elektronowymi
podstawnikdéw a parametrami geometrycznymi oraz cz¢stosciami drgan charakterystycznych
uktadu diacetylenowego. Zgodnie z otrzymanymi wynikami wzrost wtasciwosci elektronowo-
donorowych podstawnika powoduje zwigkszenie si¢ dtugosci wigzan potrojnych wegiel-
wegiel, a tym samym obniZenie czgstoSci drgan charakterystycznych, co mozna

zaobserwowac na widmach oscylacyjnych w postaci przesuni¢¢ odpowiednich pasm.
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Rys. 2. Wzory strukturalne i nazwy badanych poliacetylenéw modelowych.



Teoretyczna analiza strukturalna wybranych prostych diacetylenow oraz kwasow
diacetylenowych (zwigzki P-1 do P-9) pozwolita na wyznaczenie stabilnych struktur
elektronowych tych zwigzkéw, na podstawie ktorych wykonano symulacj¢ teoretycznych
widm oscylacyjnych. Przeprowadzone obliczenia wykorzystano do interpretacji widm
doswiadczalnych (widma absorpcyjne w podczerwieni i ramanowskie). Szczegolng uwage
zwrécono na czestosci drgan rozciggajacych C=C diacetylenéw, ktore zgodnie z
przewidywaniami teoretycznymi zmieniajg si¢ w zaleznosci od podstawnika. Dodatkowo, na
niektorych widmach oscylacyjnych badanych zwigzkow zaobserwowano dublety w miejscu
wystepowania pasm charakterystycznych, ktore wynikaja z obecnosci zjawiska rezonansu
Fermiego. W przypadku kwasow diacetylenowych, spektroskopia ramanowska zostala uzyta
jako skuteczna metoda badania stopnia polimeryzacji tych zwigzkow pod wpltywem $wiatta
UVv.

Naturalnie wystepujace poliacetyleny typu falkarinol byly analizowane pod katem
wplywu otoczenia (rozpuszczalnika) na potozenia pasm drgan rozciagajacych C=C.
Potwierdzono wystepowanie poliacetylenow (falkarinolu i falkarindiolu, Rys. 2) w korzeniach
kilku odmian marchwi dzikiej oraz w korzeniach pasternaku, pietruszki i selera. Dzigki
zastosowaniu techniki mapowania ramanowskiego wyznaczono dystrybucj¢ badanych
zwigzkéw w tkankach korzeni. Najwigksze stezenie poliacetylenow zaobserwowano w
zewnetrznych tkankach korzenia (tkanki floemu), podczas gdy w rdzeniu ich ilo$¢ byla
znikoma.

Druga grupa badanych zwigzkow byly karotenoidy. Karotenoidy to nienasycone
weglowodory o specyficznej budowie, ktorej elementem charakterystycznym jest uklad
sprzezonych wigzan podwojnych wegiel-wegiel. S one popularnymi barwnikami w ro$§linach
oraz nalezag do naturalnych przeciwutleniaczy. Dos$¢ istotng kwestia w kontek$cie diety
cztowieka jest fakt, iz karotenoidy sg prekursorami witaminy A begdac jednoczesnie jej
gléwnym Zroédtem u cztowieka. Glowna funkcja karotenoidow w roslinach zwigzana jest
natomiast z fotosynteza, ktora taczy absorpcje Swiatla, transfer energii i jej rozproszenie po
uktadzie oraz procesy transferu elektronéw. Do najbardziej znanych karotenoidow naleza
m.in. B-karoten, likopen i luteina.

W ramach rozprawy doktorskiej badaniami obj¢to karotenoidy wystepujace w
korzeniu marchwi, w tym dwa najwazniejsze z nich, czyli a- i B-karoten, oraz trzy zwigzki z
grupy retinoidow (tretynoine zwang rowniez kwasem retinowym, izotretynoine oraz etretynat)
bedace metabolitami retinolu, gléwnego sktadnika witaminy A (Rys. 3). Podobnie jak w

przypadku poliacetylenéw, celem badan byla analiza strukturalna i spektroskopowa
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wybranych karotenoidow. Ze wzgledu na to, ze analizowane zwiazki sa stosowane jako
substancje czynne w produktach farmaceutycznych, wykonano takze badania wptywu na ich
strukture czynnikdw zewnetrznych (Srodowiskowych) takich jak rozpuszczalnik, pH czy
temperatura. Ponadto, wykonano badania materiatu ros§linnego analizujac wptyw warunkoéw
uprawy ro$lin oraz ich przechowywania na zawartos¢ [-karotenu. Celem badan
mikroskopowych materiatu roslinnego byto okreslenie sktadu i1 dystrybucji poszczegdlnych

karotenoidow w krysztatach obecnych w komorkach korzenia marchwi.

Rys. 3. Struktury badanych karotenoidow: a-karotenu (A), B-karotenu (B), tretynoiny (C),
izotretynoiny (D) oraz etretynatu (E).

Przeprowadzenie analizy strukturalnej p-karotenu i trzech retinoidow pozwolito na
uzyskanie teoretycznych widm oscylacyjnych, ktore uzyto nastepnie do interpretacji widm
doswiadczalnych oraz potwierdzenia obecnosci badanych karotenoidow w lekach. Roznice w
liczbie wigzan podwdjnych oraz w rodzaju grupy terminalnej (pierscienia) wplynely na
potozenie pasm charakterystycznych (pasma vi, v, oraz vz odpowiednio w zakresach 1510 —
1580 cm™, 1150 — 1190 cm™ oraz 1000 — 1020 cm™) i umozliwily na tej podstawie
identyfikacj¢ badanych zwigzkow.

Wplyw czynnikow zewngtrznych na widma ramanowskie karotenoidéw zbadano
zarowno dla standardow analizowanych zwigzkow jak i dla materiatu roslinnego. Badania nad

zalezno$cig pomigdzy potozeniem pasm vi, v, oraz v3 na widmach ramanowskich a rodzajem
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rozpuszczalnika (polarny, niepolarny) przeprowadzono dla etretynatu. Dla niektérych
rozpuszczalnikow zaobserwowano przesunig¢cie pasma vi, ktore nie korelowalo jednak ze
statymi dielektrycznymi poszczegdlnych rozpuszczalnikow. Prawdopodobng przyczyng
zmian na widmach ramanowskich byta agregacja lub samoorganizacja czasteczek etretynatu,
co jest do$¢ powszechne dla retinoidow tego typu. W przypadku wptywu pH na widma
ramanowskie etretynatu, zauwazono wyrazne przesuniecie (5 — 7 cm™) pasma v, dla wartosci
pH powyzej 12, co zinterpretowano jako efekt hydrolizy tego zwiazku w $rodowisku silnie
zasadowym. Syntetyczny B-karoten poddano analizie temperaturowej. Wraz ze wzrostem
temperatury zaobserwowano nieznaczne przesunigcie w kierunku nizszych liczb wszystkich
trzech pasm charakterystycznych (vi, v, oraz v3) tego zwigzku oraz zmiany ich intensywnosci.
Przeprowadzone obliczenia teoretyczne pozwolity na przypisanie tych zmian do wzrastajacej
abundancji wysokoenergetycznych konformeréw B-karotenu przy wyzszych temperaturach.
Badania przeprowadzone na materiale roslinnym dotyczyty natomiast wptywu nawodnienia i
warunkéw przechowywania na zawarto$¢ i sktad karotenoidow w korzeniach marchwi
uprawnej. W przypadku analizy wptywu nawodnienia zaobserwowano wyrazny wzrost
zawartosci karotenoidow dla ro$lin z ograniczonym dostgpem do wody, natomiast
przechowywanie materialu biologicznego w warunkach dostgpu $wiatta i podwyzszonej
temperatury powodowalo szybka degradacje tych metabolitow, co widoczne byto na
odpowiednich widmach ramanowskich w postaci malejagcych intensywno$ci pasm
charakterystycznych.

Badaniom spektroskopowym poddano réwniez komorki korzeni odmian marchwi,
ktore charakteryzuja si¢ rozng zawarto$cig poszczegélnych karotenoidow (a-karotenu,
B-karotenu i ksantofili). Pierwszym etapem badan byta identyfikacja karotenoidow w
pomaranczowych krysztalach obecnych w cytoplazmie komorkowej przy pomocy
spektroskopii ramanowskiej. Polozenie pasma vi (ok. 1518 cm™) pozwolito stwierdzi¢, ze
gtéwnym sktadnikiem obserwowanych krysztaléw byt B-karoten. Bardziej szczegotowe
badania z wykorzystaniem techniki mapowania ramanowskiego i mikroskopu konfokalnego
umozliwily identyfikacje innych karotenoidow (luteiny, a-karotenu) jak réwniez okreslenie
przestrzennej dystrybucji tych zwiazkow. Wyniki analiz map ramanowskich wskazaty na
wspotwystepowanie karotenoidow (P-karotenu, a-karotenu lub/i luteiny) we wszystkich
badanych krysztalach oraz ich homogeniczng dystrybucj¢ w catej objgtosci analizowanych
obiektow.

Trzecig grupa zwiazkow, ktére zostaly wybrane jako przedmiot badan w ramach

rozprawy doktorskiej, byty cztery alkaloidy drzewa chinowego, czyli chinina, chinidyna,
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cynchonina i cynchonidyna (Rys. 4). Alkaloidy te sa znanymi zwigzkami chiralnymi o
potwierdzonych wlasciwosciach przeciwmalarycznych. Wystepuja gldwnie w korze drzewa
chinowego oraz w innych spokrewnionych gatunkach z rodziny marzanowatych (Rubiaceae).
Najbardziej znanym alkaloidem z tej grupy zwiazkow jest chinina, ktéra przez ponad 300 lat
petnita kluczowa role w leczeniu malarii. Pomimo pdzniejszego wyparcia chininy przez m.in.
chlorochining, zwigzek ten jest nadal stosowany w przypadku leczenia bardzo odpornych
szczepow tej choroby. Z drugiej strony, chinina jest uzywana takze w przemysle spozywczym
jako dodatek o gorzkim smaku, np. w tonikach, oraz w przemysle farmaceutycznym jako lek

na skurcze mie$ni, np. w tabletkach leku Limptar®™ N.

H3;CO

Rys. 4. Wzory strukturalne oraz konfiguracje centrow chiralnych badanych alkaloidow
drzewa chinowego: chinina (A), chinidyna (B), cynchonina (C) oraz cynchonidyna (D).

Celem badan nad alkaloidami drzewa chinowego byto przeanalizowanie zaleznosci
pomiedzy ich strukturg elektronowa a wlasciwosciami spektroskopowymi. Ze wzgledu na to,
ze alkaloidy drzewa chinowego sa zwigzkami chiralnymi, oprocz wykonania pomiaréw
standardowymi metodami spektroskopii ramanowskiej i absorpcyjnej w podczerwieni, do
analizy spektroskopowej zastosowano rowniez metode ramanowskiej aktywnosci optycznej
(ROA). Badane alkaloidy pochodzenia naturalnego sa sktadnikami lekow, stad tez jednym z
celow badan bylo okreslenie wplywu czynnikow s$rodowiskowych na ich strukturg.
Szczegbdlng uwage skupiono na zaleznosci wystgpowania form kationowych alkaloidow od
pH roztworu wodnego, w ktorym zostaly rozpuszczone. Niskie pH panujace w zotadku ma
istotny wptyw na posta¢ jonowgq alkaloidow trafiajacych tam jako sktadniki leku. Analityczne
zastosowanie spektroskopii oscylacyjnej wykorzystano natomiast do identyfikacji i badania
dystrybucji chininy w produkcie farmaceutycznym.

Analiza strukturalna alkaloidéow drzewa chinowego pozwolita na wyznaczenie
stabilnych struktur elektronowych tych zwigzkéw oraz otrzymanie teoretycznych widm
oscylacyjnych, ktére uzyto do interpretacji widm do$wiadczalnych. Widma ramanowskie

analizowanych alkaloidow, szczegolnie ich roztworow wodnych, sg do siebie bardzo podobne
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ze wzgledu na podobienstwo  strukturalne  odpowiednich  zwigzkéw  (pary
pseudoenancjomeréw, np. chinina i chinidyna). W zwigzku z tym, identyfikacja
poszczegdlnych zwigzkow na podstawie widm ramanowskich byta bardzo trudna.
Zastosowanie metody badan aktywnosci optycznej (ROA) pozwolito na rozroznienie
zwigzkow chiralnych o takiej samej strukturze molekularnej (pseudoenancjomerdéw), a nawet
zwigzkow o takiej samej konfiguracji absolutnej, ale r6znigcych si¢ obecnoscig dodatkowych
grup funkcyjnych (np. chinina i cynchonidyna). Widma ROA alkaloidéw drzewa chinowego
zarejestrowano i zinterpretowano po raz pierwszy.

Ze wzgledu na niskie pH panujace w zoladku, chining jako sktadnik lekow
przeciwmalarycznych i przeciwskurczowych poddano badaniom spektroskopowym w
roztworach wodnych o zmieniajacym si¢ pH. Zaréwno spektroskopia ramanowska jak i
metoda ROA umozliwily $ledzenie procesu protonacji w czasteczkach chininy przy rosngcej
kwasowos$ci roztwor6w wodnych. Przeprowadzone obliczenia teoretyczne pozwolity
natomiast na interpretacje obserwowanego przesunigcia (0 ok. 20 cm™ w kierunku wyzszych
liczb falowych) pasma charakterystycznego przy ok. 1370 cm™, ktére towarzyszy protonacji
atomu azotu w uktadzie chinolinowym.

Chinina byta analizowana takze w tabletkach leku Limptar® N, ktory stosowany jest w
leczeniu skurczy tydek. Celem tych badan byta identyfikacja substancji czynnej bezposrednio
w materiale farmaceutycznym oraz okreslenie dystrybucji chininy w catej objgtosci tabletki.
Widma oscylacyjne zarejestrowane z tabletki Limptar® N potwierdzity obecno$é chininy,
przy czym na widmie absorpcyjnym IR zaobserwowano takze pasma pochodzace od innych
sktadnikow (wypelniaczy) leku, takich jak Zelatyna, stearynian magnezu, celuloza
mikrokrystaliczna, tlenek krzemu(lV), talk, polimetakrylany czy olej rycynowy. Wyniki
mapowania ramanowskiego wskazaty na stosunkowo homogeniczny rozktad chininy w
obregbie badanej warstwy tabletki, cho¢ zaobserwowano warstwy o nieznacznie wigkszym i
mniejszym stezeniu chininy.

Uzyskane wyniki dla trzech grup zwiazkow nalezacych do wtornych metabolitow
ros$lin pokazaly, Zze metody spektroskopii oscylacyjnej sa bardzo uzyteczne do analizy
strukturalnej tych zwiazkow, badania wptywu czynnikow zewnetrznych na ich struktury jak
rowniez do identyfikacji 1 okreslenia ich dystrybucji przestrzennej w materiale roslinnym 1
farmaceutycznym. Dodatkowe zastosowanie obliczen kwantowo-chemicznych pozwolito na
pelng interpretacje wynikow doswiadczalnych oraz lepsze zrozumienie procesOw

chemicznych i oddziatywan miedzyczasteczkowych w badanych uktadach rzeczywistych.
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