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Gléwnym celem naukowym pracy doktorskiej jest analiza spektroskopowa chiralnych
ksantofili oraz ich struktur supramolekularnych, przy zastosowaniu réznych metod
spektroskopowych: spektroskopia ramanowska, spektroskopia absorpcyjna UV-Vis, ramanowska
aktywnos¢ optyczna — ROA (ang. Raman Optical Activity) i elektronowy dichroizm kotowy - ECD
(ang. Electronic Circular Dichroism). Ze wzgledu na wlasciwosci badanych ukladdw szczegdinie
skupiono si¢ na ramanowskiej aktywnosci optycznej ze wzmocnieniem rezonansowym (RROA)
oraz na zglgbieniu nowo odkrytego, efektu — rezonansowego wzmocnienia sygnalu ROA
indukowanego agregacjg ksantofili (AIRROA ~ ang. Aggregation-Induced Resonance Raman
Optical Activity). Efekt AIRROA daje nadzieje na pomiary ROA ukladéw chiralnych o bardzo
niskim stgzeniu, nawet kilka rzedow wielkosci nizszym niz w przypadku konwencjonalnej
spektroskopii ROA bez wzmocnienia rezonansowego. Przedmiotem badan, w trakcie doktoratu sg
zwigzki chemiczne z grupy ksantofili bedace naturalnymi, z0Ho-czerwonymi barwnikami
organicznymi, ktére ze wzgledu na swoje wysokie wlasciwosci przeciwutleniajace, petnia role

ochronng przeciw chorobom ukfadu sercowo-naczyniowego, ukladu odpornosciowego oraz



przeciwko stanom zapalnym i chorobom neurodegeneracyjnym. Ksantofile w odpowiednich
warunkach, réwniez biologicznych, ulegaja zjawisku agregacji tworzac struktury
supramolekularne o nie do konca poznanej budowie, co prowadzi do zmiany ich wiasciwosci,
takich jak trwato$¢, biodostepnosé, czy wlasciwosci przeciwutleniajace. Dlatego badania procesu

agregac]i ksantofili sa bardzo istotne.

W ramach doktoratu zrealizowano trzy zadania badawcze. 1/ Pomiary spektroskopowe
monomerow chiralnych ksantofili oraz ich analiza strukturalna. 2/ Synteza i pomiary
spektroskopowe agregatéw wybranych ksantofili. 3/ Opis i interpretacja wynikéw w oparciu
o modele teoretyczne, wykorzystujace obliczenia kwantowo-chemiczne oraz symulacje metodami
dynamiki molekularnej. Najwazniejszym osiagnieciem prowadzonych badan jest odkrycie nowego
efektu rezonansowego wzmocnienia sygnatu ROA (AIRROA), zarejestrowanego po raz pierwszy
dla agregatéw astaksantyny (AXT) oraz potwierdzonego dla innych ksantofili (luteiny
i pochodnych). Wykazano, ze aby doszto do rejestracji tego efektu, niezbedne jest aby diugosé fali
przejscia elektronowego znajdowata sie w poblizu dtugosci fali linii lasera spektrometru ROA
(warunki rezonansowe badZ warunki pre-rezonansowe), co wiecej, chromofor (lub uklad
chromoforéw) biorgcy udziat w rezonansowym przejsciu elektronowym musi by¢ chiralny lub
wspoltworzy¢  supramolekularng  strukture  chiralng. Kolejnym  osiggnieciem  jest
usystematyzowanie znanych w literaturze markeréw spektroskopowych na widmach
ramanowskich réznych typéw agregatéw ksantofili oraz zaproponowanie nowych, bardziej
subtelnych  zmian  widmowych charakterystycznych dla  poszczegélnych  struktur
supramolekularnych. W trakcie pracy dokonano réwniez analizy struktury agregatéw AXT
w oparciu o obliczenia dynamiki molekularnej oraz obliczenia kwantowo-chemiczne widm
absorpcyjnych UV-Vis oraz ECD agregatow H i J oraz AXT w formie monomerycznej. Obliczenia
dynamiki molekularnej agregatéw AXT pokazaly analogiczne trendy w zmianach strukturalnych

oraz widmowych, jakie mozna zaobserwowa¢ w pomiarach eksperymentalnych agregatow Hil.

Pierwszym markerem spektroskopowym obserwowanym w trakcie pomiardw
poszczegdinych agregatéw byly przesuniecia oraz zmiany w szerokosciach potdwkowych pasm
absorpcji UV-Vis. W zaleznosci od typu agregatow, obserwowano przesuﬂi:;cia hipsochromowe,
zwgzenie ghdwnego pasma absorpeji oraz brak struktury elektronowo-oscylacyjnej (o ile taka

wystepowata) — agregaty H, badz przesunigcie batochromowe, poszerzenie pasma absorpcji oraz



zachowanie struktury subtelne] — agregaty J. Spektroskopia ECD réwniez pozwala na identyfikacje
i analizg strukturalng supramolekularnych agregatéw ksantofili i jest uzyteczna przede wszystkim
w ocenie ich chiralnodci i struktury przestrzennej. Na widmach ECD agregatéw ksantofili,
w zakresie absorpcji gidwnego przejscia elektronowego, pojawiaja sie intensywne pasma ECD,
$wiadczace o indukeji chiralnodci w tancuchu polienowym. Jednoczesnie, zarejestrowane widma
ECD pokazuja, ze mamy do czynienia z chiralno$cia ekscytonowa (dwuznakowe efekty Cottona
dla jednego pasma absorpcji), wynikajaca z chiralnego (helikalnego) utozenia w przestrzeni dwéch
(lub wigcej) nie sprzezonych ze soba chromofordéw. Widma ECD enancjomerdw poszezegdlnych
agregatow AXT, charakteryzujg si¢ sygnalami bedacymi odbiciami lustrzanymi, co $wiadcezy, ze
struktury tych agregatéw réwniez sa swoimi odbiciami lustrzanymi. Dodatkowo, kolejnosc
znakow pasm w dwuznakowym efekcie Cottona (idac od fal diuzszych do fal krétszych) pozwala
oceni¢ skretno$¢ helisy (helikalno$¢) badanych ukltadéw supramolekularnych. Znak efektow
Cottona w kolejnosci dodatni-ujemny oznacza helis¢ prawoskregtng (dodatnia chiralnosé

ekscytonowa) z kolei ujemny-dodatni, lewoskretng (ujemna chiralnos¢ ekscytonowa).

Spektroskopia ramanowska rdéwniez pozwala na badanie procesu agregacji oraz
identyfikacje struktur supramolekularnych. W trakcie pomiaréw wszystkich agregatow ksantofili
zaobserwowano zmiang polozenia pasma vi (drganie rozciagajace C=C), w stosunku do polozenia
tego pasma dla monomerdéw poszczegdlnych ksantofili. Dla kazdego badanego zwigzku po
agregacji zaobserwowano przesunigcie potozenie pasma vi w kierunku nizszych czestosci.
W przypadku agregatéw J AXT pasmo v; przesuwa si¢ o 5 cm!, natomiast jesli chodzi o agregaty
H1 przesunigcie jest nieco nizsze i wynosi okoto 3 cm!. Dla agregatéw HiJ AXT zauwazy¢ mozna

réwniez obnizenie linii bazowej, co zwiazane jest ze zmniejszeniem intensywnosci fluorescencji.

Zarejestrowane po raz pierwszy dla AXT rezonansowe widma ROA agregatéw ksantofili
(AIRROA) charakteryzuja sie jednoznakowoscig pasm a ich znak jest przeciwny do pasma ECD
Zwigzanego z rezonansowym przejéciem elektronowym. Co wigcej, widma enancjomeréw AXT
sg swoimi idealnymi odbiciami lustrzanymi a dla mieszaniny racemicznej oraz dla AXT w formie
niezwigzanej nie zaobserwowano zadnego sygnalu ROA, co $wiadczy, Ze otrzymane widma
AIRROA nie sg artefaktami. Ponadto, wartosci CID (ROA/Raman) i czyrinika g (ECD/UV-Vis)
dla przewazajacej wigkszodci badanych uktadéw, sa poréwnywalne, a wigc intensywnosé

zarejestrowanych widm RROA jest dwukrotnie wyzsza niz wynikaloby to z teorii Nafiego,



dotyczacej rezonansowej spektroskopii ROA ze wzbudzeniem na pojedynczy stan elekironowy.
Zatem agregacja ksantofili jest powodem jeszcze wigkszego wzmocnienia sygnatu, niz wynikatoby
to z podstawowej teorii RROA. Zarejestrowane widma AIRROA sa tak intensywne, ze mozliwa
staje si¢ obserwacja nadtonéw oraz pasm kombinacyjnych, co jest raczej rzadkoscia dla
spektroskopii ROA. Kolejnym interesujacym zjawiskiem, obserwowanym dla wigkszosci
badanych agregatéw jest nieprzefiltrowane, bardzo intensywne, pasmo rozpraszania Rayleigha
(ponizej 300 cm?), ktére jest odbiciem lustrzanym dla enanacjomeréw AXT. Otrzymane wyniki,
moga by pierwsza eksperymentalng obserwacjg chiralooptycznego efektu RayOA, czyli
aktywnosci optycznej pasma Rayleigha (ang. Rayleigh Optical Activity). Dla agregatéw J AXT,
zaobserwowano réwniez indukcje chiralnosci acetonun ~ skiadnika roztworu bedacego w bliskim
kontakcie z chiralng strukturg agregatu. Jak pokazujg obliczenia dynamiki molekularnej, aceton
skupia si¢ wokol powstajacego agregatu AXT. Kontakt chiralnych agregatow AXT poprzez
wigzania wodorowe z achiralnym rozpuszczalnikiem powoduje, ze on rdwniez staje si¢ chiralny,

co obserwowa¢ mozna w postaci pojawiajacych sig na widmie ROA pasm acetonu.



