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STRESZCZENIE
6.1. Cel, zakres i spojnos¢ tematu

Wybrany cykl publikacji obejmuje:

a) synteze kompleksdw metali z wybranymi roslinnymi zwigzkami
fenolowymi,

b) okreslenie sktadu zsyntezowanych zwigzkéw za pomocg analizy
elementarnej i termograwimetrycznej,

c) badania struktury molekularnej ligandéw i komplekséw oraz rozktadu
tadunku elektronowego za pomocg metod spektroskopowych (FT-IR, FT-
Raman, 'H i 3C NMR, UV) i metod obliczeniowych (na poziomie
B3LYP/611++G(d,p); optymalizacja struktury, rozktad tadunku atomowego
NBO, APT, energia orbitali HOMO i LUMO) oraz rentgenowskiej analizy

monokrysztatu,

d) badania aktywnosci biologicznej komplekséw metali i ligandéw (pro-
/antyoksydacyjnych, przeciwdrobnoustrojowych, lipofilowych,
cytotoksycznych),

e) badania (oraz zebranie danych do przysztych badan) zaleznos$ci miedzy
strukturg zwigzkow a ich aktywnoscig biologiczna.

Do badan wybrano pie¢ nastepujacych ligandow bedacych roslinnymi
zwigzkami fenolowymi:
e kwas gentyzynowy (kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy, 2,5-dHB) —
zwigzek z grupy kwasow fenolowych, pochodna kwasu benzoesowego,
e kwasy ferulowy (4-hydroksy-3-metoksycynamonowy), p-kumarowy (4-
hydroksycynamonowy) i chlorogenowy (5-kawoilochinowy, 5-CQA) —
zwigzki z grupy kwaséw fenolowych, pochodne kwasu cynamonowego,
e kwercetyna — zwigzek z grupy polifenoli (flawonoidéw).

Wyzej wymienionymi ligandami kompleksowano nastepujgce metale:
e pierwszej (Li, Na, K, Rb, Cs) oraz drugiej (Ca) grupy uktadu okresowego,
e wybrane metale przejsciowe [Mn(ll), Cu(ll), Zn(ll), Cd(II), Ni(ll)].

Do badan wybratam 5 roslinnych zwigzkow fenolowych jako substancje
nietoksyczne, bezpieczne dla sSrodowiska naturalnego oraz wykazujgce aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowg i antyoksydacyjng. Wtasciwosci te sg scisle skorelowane
ze strukturg tych zwigzkdéw, dlatego synteza zwigzkéw kompleksowych
spowodowata zmiane wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych liganddéw.
Dobér kationdw metali do badan byt rédwniez celowy. Stanowity je (a) mikro- i
makroelementy (Ca, K, Na), (b) metale przejsciowe, ktdrych zwigzki posiadaja
znane witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe (Cu, Zn), (c) metale pierwszej grupy
uktadu okresowego (co pozwolito badac zalezno$¢ miedzy strukturg molekularng
zwigzkdéw, ich aktywnoscig biologiczng a zmiang parametru kationdw metali
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takimi sg potencjat jonowy, promien jonowy, elektroujemnosc¢). Strukture
zwigzkow fenolowych oraz ich komplekséw i soli szczegétowo zbadatam przy
uzyciu réznych, wzajemnie komplementarnych metod spektroskopowych oraz
obliczeniowych. Wprowadzenie nowego zwigzku do powszechnego uzycia (np.
jako substancja przeciwdrobnoustrojowa czy antyoksydant) musi by¢
poprzedzone jego dokfadnymi badaniami fizykochemicznymi. Ponadto
otrzymane dane analityczne bedg stuzyty poszukiwaniu zaleznosci pomiedzy
strukturg molekularng zwigzkéw a ich aktywnoscig biologiczng. Aby uzyskane
wyniki odzwierciedlaty ogdlne zaleznosci, koniecznym jest przeprowadzenie
analizy na bardzo duzej, zréznicowanej strukturalnie grupie zwigzkow.

6.2. Motywacja i znaczenie podjetego tematu

W 2018 r. Komisja ds. Zanieczyszczen i Zdrowia powotana przez ,Lancet”
wydata raport bedacy efektem 2-letniego projektu, w ktédrym brato udziat ponad
40 ekspertow z roézinych krajow [1]. Wyniki ich badan wskazujg, ze
zanieczyszczenie Srodowiska gwattownie wzrasta. W 2015 r. dziewieé¢ milionow
ludzi zmarfo przedwczesnie z powodu zanieczyszczenia srodowiska na skutek
astmy, nowotwordw oraz chordb neurorozwojowych, serca i ptuc (rys. 1.). Wg.
Komisji zanieczyszczenie srodowiska moze by¢ takzie przyczyng cukrzycy,
przedwczesnych poroddw oraz zaburzen neurologicznych (takich jak autyzm czy
demencja starcza). Szokujace jest, ze ciggle trwajg badania nad oceng wptywu na
zdrowie cztowieka neurotoksyn srodowiskowych, odpaddéw farmaceutycznych,
nanomateriatdw, nowych chemicznych $rodkdw chwastobdjczych i
owadobojczych, ktéorych toksycznos¢ nie zostata jeszcze uwzgledniona w
opublikowanym raporcie.

Ww. powody zmuszajg nas, naukowcow, do poszukiwania rozwigzan
ograniczajacych zanieczyszczenie srodowiska naturalnego. Jednym 1z takich
sposobow mogg by¢é nowe, nietoksyczne substancje o wtasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych i antyoksydacyjnych, ktéore mogtyby mieé
zastosowanie w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym i
innych. Duze nadzieje budzg roslinne zwigzki fenolowe. To ogromna i
strukturalnie zréznicowana grupa zwigzkéw chemicznych, ktéra jest intensywnie
badana ze wzgledu na ich cenne wtasciwosci biologiczne. Pomyst otrzymywania
pochodnych roslinnych zwigzkéw fenolowych, jako bioaktywnych substancji o
niskiej toksycznosci, nie jest nowy. Jak podajg dane literaturowe, 60% lekéw
przeciwbakteryjnych oraz 51% antyrakowych odkrytych w ciggu ostatnich kilku
dekad jest pochodzenia roslinnego [2]. Np. alvocidib, pochodna zwigzku
fenolowego, bedgaca na etapie badan klinicznych jako potencjalny lek antyrakowy
[3]. Innym przyktadem jest resweratrol i jego pochodna SRT501, ktére badane
byty jako potencjalne leki w leczeniu szpiczaka mnogiego [4]. Czestym
ograniczeniem w badaniach zwigzkéw fenolowych jest ich niska rozpuszczalnos¢
w wodzie oraz mata biodostepnos¢. Dlatego podejmuje sie proby otrzymania

7



M. Kalinowska ,,Badania spektroskopowe, strukturalne oraz biologiczne wybranych kompleksow metali ...”

syntetycznych pochodnych o wiekszej aktywnosci biologicznej, przy zachowaniu
braku lub niskiej toksycznosci.
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Rys. 1. Szacowana ilos¢ zgondw na Sswiecie w 2015 r. spowodowana
zanieczyszczeniem srodowiska oraz innymi czynnikami [1].

W ramach swoich badan podjetam sie syntezy nowych kompleksow
wybranych roslinnych zwigzkéw fenolowych, ktore roznityby sie wtasciwosciami
fizykochemicznymi i biologicznymi w poréwnaniu do wyjsciowych liganddw.
Synteza soli litowcow z kwasami fenolowymi doprowadzita do otrzymania
zwigzkéw o wysokiej rozpuszczalnosci w wodzie. Utatwito to dalsze badania
aktywnosci biologicznej oraz stworzytlo wieksze szanse na praktyczne
zastosowanie otrzymanych zwigzkéw jako srodkéw przeciwdrobnoustrojowych
lub antyutleniaczy. W przypadku kompleksdw metali przejsciowych, zaktadatam,
Zze mogg posiadac¢ wyzszg aktywnosc¢ biologiczng (np. przeciwdrobnoustrojows,
pro-/antyoksydacyjng) niz wyjsciowy ligand. Ogélnie wiadomo, ze kationy m.in.
miedzi(ll), cynku(ll) charakteryzuja sie wysoka aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowg, a w wielu przypadkach kompleksowanie tymi metalami
zwieksza aktywnos¢ pro-/antyoksydacyjng ligandu. Kompleksy kadmu zostaty
celowo uwzglednione w badaniach jako zwigzki o potencjalnie bardzo silnych
wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, ktére mogtyby miec zastosowanie w
stosunku do wysoce opornych linii komérkowych. Synteza komplekséw dawata
szanse na poprawe aktywnosci biologicznej ligandu.

W  wyniku prowadzonych badain uzyskatam szereg danych
spektroskopowych  (doswiadczalnych i teoretycznych), obliczeniowych
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(parametry strukturalne, rozktad tadunku, energie orbitali HOMO i LUMO) oraz
parametrow okreslajgcych aktywnosc¢ biologiczng dla 25 zwigzkdw (5 ligandow i
20 kompleksow lub soli). Zebranie duzej liczby parametréw do badania zaleznosci
struktura — aktywno$¢ pozwoli na poszukiwania nowych zwigzkdw o
wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych lub pro-/antyoksydacyjnych nie
metodg prob i bteddéw, ale na podstawie ustalonych ogdlnych zaleznosci.

6.3. Zastosowane metody badawcze

Otrzymatam 20 zwigzkédw kompleksowych i soli. Sktad i stopien
uwodnienia zsyntezowanych zwigzkéw okreslitam za pomocg analizy
elementarnej i termograwimetrycznej. W przypadku komplekséw w postaci
krystalicznej zastosowano rentgenowskg analize monokrysztatéw. Badania
fizykochemiczne oraz rozktadu tadunku elektronowego w ligandach i
kompleksach wykonatam stosujgc: (a) spektroskopie w zakresie podczerwieni
(FT-IR); (b) spektroskopie ramanowskg (FT-Raman); (b) absorpcyjng
spektroskopie elektronowg (UV); (d) spektroskopie magnetycznego rezonansu
jadrowego (1H, *C NMR); (e) metody obliczeniowe z wykorzystaniem programu
Gaussian 98W i Gaussian 09W.

Badania wtfasciwosci antyoksydacyjnych wykonatam w stosunku do
wybranych trwatych rodnikdw w oparciu o popularne metody: DPPH, FRAP i
CUPRAC. Aktywnos¢ pro-oksydacyjng okreslitam w reakcji utleniania troloksu.
Wykonatam analize wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych zwigzkéw w
stosunku do wybranej grupy drobnoustrojow stosujgc metode turbidymetryczng
lub wyznaczajac minimalne stezenie hamujgce rozwdj drobnoustroju (MIC).
Dyskutowatam wtasciwosci lipofilowe okreslone metoda chromatograficzng w
pieciu roznych uktadach chromatograficznych. Badania cytotoksycznosci
zwigzkéw wykonano na liniach MCF-7 (hormonozalezny gruczolakorak piersi). W
celu statystycznej oceny uzyskanych wynikéw zastosowatam program
Statistical3 oraz Excel.
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OMOWIENIE BADAN
Wprowadzenie

Wszyscy stajemy sie coraz bardziej swiadomi skutkow zycia w
zanieczyszczonym S$rodowisku, spozywania wysoko przetworzonej zywnosci,
wszechobecnosci  konserwantéw, naduzywania antybiotykéw, stosowania
srodkdw ochrony roslin czy masowej hodowli zwierzat. Dlatego istnieje ogromna
potrzeba spoteczna, uzasadniona ww. czynnikami, powrotu do produktow
bazujgcych na produktach naturalnych. Do powszechnie stosowanych substancji
nalezy zaliczy¢ zwigzki przeciwdrobnoustrojowe i antyutleniajace, ktére uzywane
sg jako konserwanty, kosmetyki czy leki. Mimo, ze jest to stosunkowa duza i
dobrze zbadana grupa zwigzkéw chemicznych, ciggle podejmuje sie préby
uzyskania nowych bezpiecznych dla cztowieka i srodowiska naturalnego
zwigzkdéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i antyoksydacyjnej. Do podjecia
tego typu badan zmuszajg: (1) zanieczyszczenie s$rodowiska naturalnego
wynikajgce ze zwiekszajgcego sie stosowania konserwantéw, lekdw,
dezynfekantdw nie ulegajacych biodegradacji lub powodujacych powstawanie
toksycznych produktéw, a przez to negatywnie wptywajgcych na organizmy
wodne, a w dalszej konsekwencji na cztowieka, (2) wzrastajgca odpornosé
drobnoustrojdw na obecnie stosowane S$rodki (leki, konserwanty, S$rodki
dezynfekujace), (3) wystepowanie reakcji alergicznych oraz jednostek
chorobowych powodowanych czestym kontaktem z ww. preparatami, (4)
wzrastajgca swiadomos¢é konsumentow i potrzeba stworzenia nowych zwigzkdow
przeciwdrobnoustrojowych oraz antyoksydacyjnych jako alternatywe do obecnie
stosowanych preparatow. Obiecujgcg grupy zwigzkéw sg roslinne zwigzki
fenolowe, jako nietoksyczne dla srodowiska, ale jednoczesnie wykazujgce wysoka
aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg i antyoksydacyjna.

Zwigzki fenolowe to wtérne metabolity roslinne, ktérych obecnos¢
stwierdzono we wszystkich organach roslin. W roslinach petnig funkcje
regulacyjne, sygnalizacyjne, antyoksydacyjne. Stanowig naturalng ochrone przed
patogenami, chronig przed szkodliwym promieniowaniem UV oraz dzieki
wiasciwosciom chelatujgcym metale nadajg odpowiednig barwe kwiatom [5-7].
Wspdblng cechg budowy roslinnych zwigzkéw fenolowych jest obecno$é
pierscienia aromatycznego oraz przytaczonej do niego grupy hydroksylowe;j.
Réznorodnosc strukturalna tej liczagcej ponad 8000 zwigzkéw decyduje o szerokim
zakresie  wifasciwosci  biologicznych i petnionych funkcjach. Schemat
przedstawiajacy podziat zwigzkéw fenolowych z uwzglednieniem tych objetych
badaniami znajduje sie na rys. 2.
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kwasy fenolowe flawonoidy inne polifenole
* kwasy benzoesowe « flawonole o stilbeny
np. kwas gentyzynowy np. kwercetyna e lignany

e taniny

0, OH
/é/OH
HO

* kwasy cynamonowe

np. (a) kwas ferulowy e flawony
0

HCO Ao e flawanole
e flawanony

HO -
e izoflawony

(b) kwas p-kumarowy e antocyjany
(0]

HO

* estry kwaséw fenowych
np. kwas chlorogenowy

Rys. 2. Ogdlny podziat zwigzkow fenolowych z uwzglednieniem tych objetych
badaniami [6,7].

Wybrane przeze mnie do badan ligandy sg zrdznicowane strukturalnie.
Kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy (gentyzynowy) to pochodna kwasu
benzoesowego. Dwa kolejne ligandy (kwasy 4-hydroksy- i 4-hydroksy-5-
metoksycynamonowe) to pochodne kwasu cynamonowego, ktéry w poréwnaniu
do kwasu benzoesowego posiada dodatkowy uktad —-C=C— pomiedzy
pierscieniem a grupg karboksylowg. Czwarty ligand to kwas 5-kawoilochinowy
(chlorogenowy), ester kwasu hydroksycynamonowego i kwasu chinowego.
Ostatnim ligandem jest najbardziej ztozona strukturalnie — kwercetyna. Wybrane
ligandy posiadajg grupy wigzgce kationy metali, tj. grupe karboksylows,
hydroksylowg i metoksylowa. Poniewaz grupa karboksylowa wykazuje rding
dendatnos¢, koordynacja kationdw metali odbywa sie w sposéb mono-, bi-, tri-
lub tetradentatny. Dodatkowa (lub alternatywna) koordynacja przez grupy
hydroksylowg i/lub metoksylowg stwarza mozliwos¢ otrzymania rozinych
strukturalnie komplekséw [7]. Typ wigzania metal-ligand wptywa na lokalne
zmiany w rozktadzie fadunku elektronowego kompleksu w poréwnaniu z
wyjsciowym ligandem. Konsekwencjg tego s3 globalne zmiany wtasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych zwigzku. Kompleksowanie metali to jeden ze
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sposobdw modyfikacji tzw. struktury wiodacej. Cel badan zostaje osiggniety, jesli
w wyniku modyfikacji poprawione zostajg cechy struktury wiodgacej. Niezbednym
etapem poszukiwan zwigzkéw chemicznych o pozgdanych wtasciwosciach jest
okres$lenie zaleznosci miedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng. Dlatego
szczegotowa strukturalna i fizykochemiczna analiza zwigzkow jest niezbedna. W
koncowym efekcie badan otrzymuje sie szereg parametrow, ktére moga
charakteryzowac¢ lipofilowos¢ zwigzkédw, ich wifasciwosci spektroskopowe,
czastkowy tadunek zgromadzony na atomach, moment dipolowy, obecnosé
wigzan wodorowych i inne [8]. Konieczno$¢ zgromadzenia duzej ilosci danych
wynika z faktu, ze aktywnos$¢ biologiczna zwigzkdw chemicznych jest wypadkowa
wielu parametréw fizykochemicznych.

Prowadzone przeze mnie badania biologiczne dotyczyty aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowych i pro-/antyoksydacyjnych zwigzkéw, ktore w swietle
najnowszych badan sg scisle ze sobg powigzane. Na przetomie kilku ostatnich lat
zaistniata intensywna dyskusja dotyczgca roli wolnych rodnikéw w
mechanizmach dziatania przeciwdrobnoustrojowego zwigzkéw chemicznych.
Wedtug Kohanski’ego i wspoétpracownikéw istnieje ogdlny mechanizm dziatania
zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych polegajagcy na generowaniu wolnych
rodnikdw hydroksylowych w komdrce bakteryjnej, ktére zapoczatkowujg rézne
procesy prowadzace do $mierci komorki [9, 10]. Nastepne prace potwierdzity
udziat wolnych rodnikdéw w mechanizmach przeciwdrobnoustrojowych zwigzkéw
chemicznych [11, 12]. Pojawity sie tez gtosy krytykujagce metodyke badan oraz
osiggniete wyniki [13]. Zwigzki fenolowe mogg powodowac oksydatywne zmiany
w komorkach drobnoustrojéw. To czy wykazujg wtasciwosci antyoksydacyjne
(wstrzymujg lub opdziniajg proces utleniania substancji) czy pro-oksydacyjne
(indukujg wytwarzanie wolnych rodnikéw) zalezy m.in. od kilku czynnikéw takich
jak obecnosé jondow metali, wtasciwosci chelatujace, pH, typ rozpuszczalnika [14].
Majgc na uwadze wyniki prac, ktére wskazujg, ze mechanizm dziatania
przeciwdrobnoustrojowego zwigzkéw fenolowych moze by¢ zwigzany z ich
aktywnoscig pro-oksydacyjng, podjecie takich badan moze by¢é pomocne w (a)
badaniach mechanizmu dziatania przeciwdrobnoustrojowego zwigzkow
fenolowych i ich pochodnych, (b) projektowaniu zwigzkdéw o wysokiej aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej na bazie roslinnych zwigzkéw fenolowych.

Szczegotowe cele:

1) synteza, badania strukturalne, spektroskopowe oraz
przeciwdrobnoustrojowe komplekséw manganu(ll), miedzi(ll), kadmu(ll)
oraz cynku(ll) z kwasem p-kumarowym [H1, H2],

2) synteza, badania strukturalne, spektroskopowe oraz
przeciwdrobnoustrojowe kwasu ferulowego oraz jego kompleksow z
wapniem(ll), manganem(ll), miedzig(ll), kadmem(ll) oraz cynkiem(ll) [H3],
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3)

4)

5)

6)

7)

8)

synteza, badania strukturalne, obliczeniowe, spektroskopowe oraz
przeciwdrobnoustrojowe kwasu gentyzynowego oraz jego soli z sodem i
komplekséw z miedzig(ll) i kadmem(ll) [H4],

badania spektroskopowe, obliczeniowe oraz strukturalne monokrysztatu
gentyzynianu wapnia oraz okreslenie jego cytotoksycznosci na liniach
MCF-7 (hormonozalezny gruczolakorak piersi) [H5, H6],

badania spektroskopowe, obliczeniowe oraz przeciwdrobnoustrojowe
kwasu chlorogenowego [H7, H8],

badania spektroskopowe, obliczeniowe oraz wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych, lipofilowych oraz pro-/antyoksydacyjnych
chlorogenianéw litu, sodu, potasu, rubidu i cezu [H9],

synteza, badania strukturalne, spektroskopowe oraz antyutleniajgce
komplekséw sodu, niklu(ll) i cynku(ll) z kwercetyng [H10],

szczegotowy przeglad danych literaturowych dotyczacy pozyskiwania
ekstraktow roslinnych bogatych w zwigzki fenolowe o wysokiej aktywnosci
biologicznej [H11].

Zakres badan:

a)

b)

f)

g)

okreslenie skfadu, stopnia uwodnienia i struktury komplekséw na
podstawie  analizy  elementarnej, termograwimetrycznej oraz
rentgenowskiej analizy monokrysztatu,

badania spektroskopowe ligandéw i kompleksdw za pomocay: (a)
spektroskopii w zakresie podczerwieni (FT-IR); (b) spektroskopii
ramanowskiej (FT-Raman); (c) absorpcyjnej spektroskopii elektronowej
(UV); (d) spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (*H, 3C
NMR),

obliczenia wykonane w programie Gaussian 98W i Gaussian 09W
(optymalizacja struktury; teoretyczne widma IR, NMR; rozktad tadunku
NBO, APT; energie orbitali HOMO i LUMO),

badania aktywno$ci antyoksydacyjnej z wykorzystaniem metod DPPH,
FRAP, CUPRAC,

badania aktywnosci pro-oksydacyjnej okreslone w reakcji utleniania
troloksu,

badania lipofilowosci zwigzkéw na podstawie analizy chromatograficznych
parametrow  lipofilowosci  wyznaczonych ~w  pieciu  ukfadach
chromatograficznych,

analiza aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ligandéw i komplekséow w
stosunku do wybranej grupy drobnoustrojéw na podstawie gestosci
optycznej roztworéw lub minimalnego stezenia hamujgcego rozwdj
drobnoustroju (MIC).
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Prowadzone przeze mnie badania majg wyrazny aspekt aplikacyjny
polegajacy na poszukiwaniu zwigzkéw pochodzenia naturalnego o aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej i pro-/antyoksydacyjnej, a ponadto
charakteryzujacych sie brakiem toksycznosci, dobrg rozpuszczalnoscig w
wybranych rozpuszczalnikach, stabilnoscia i matg masg czasteczkowa.
Otrzymane zwigzki mogtyby mie¢ zastosowanie jako konserwanty lub
antyutleniacze w przemysle spozywczym, farmaceutycznym, kosmetycznym i
innych. Uzyskane obszerne dane analityczne (spektroskopowe, strukturalne,
obliczeniowe) majg istotny aspekt poznawczy i s3 niezbedne do ustalenia
ogolnych zaleznosci miedzy strukturg zwigzkdéw a ich aktywnoscia biologiczng.

6.1. Synteza, badania strukturalne, spektroskopowe oraz
przeciwdrobnoustrojowe kompleksow wybranych metali z kwasami p-
kumarowym [H1, H2] i ferulowym [H3]

Kwas p-kumarowy [kwas 3-(4-hydroksyfenylo)-prop-2-enowy; p-CA] to
powszechny w przyrodzie izomer kwasu kumarowego obecny m.in. w zbozach,
wybranych owocach i warzywach, w miodzie, piwie, winie. Kwas p-kumarowy
wykazuje witasciwosci antyoksydacyjne [15, 16], przeciwnowotworowe w
stosunku do komérek linii komdérkowych, m.in. Caco-2 (ludzkiego gruczolaka
okreznicy) [17], HT-29 (raka okreznicy) [18], SW480 (raka jelita grubego) [19],
MDA-MB-231 (rak piersi) [20] oraz przeciwdrobnoustrojowe w stosunku do
Bacillus subtilis (MIC=15,75 pg/ml, MBCC=37,50 pg/ml), Bacillus megaterium
(MIC=18,75 pg/ml, MBCC=37,50 pg/ml) [21], Shigella dysenteriae (MIC=10
ug/ml), Escherichia coli (MIC=80 ug/ml) oraz Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis (MIC=20 pg/ml)
[23]. Kwas ferulowy [kwas 3-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)-prop-2-enowy],
powszechny roslinnych zwigzek fenolowy, ktdéra posiada aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowg w stosunku do Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Aspergillus niger [24]. Ze wzgledu na wtasciwosci antybakteryjne,
przeciwgrzybicze i antyutleniajgce, kwas ferulowy ma zastosowanie jako sktadnik
aktywnych powtok polimerowych [25].

Mechanizm dziatania przeciwdrobnoustrojowego kwaséw p-kumarowego
i ferulowego polega na niszczeniu bakteryjnej btony komdrkowej i bezposrednim
oddziatywaniu z bakteryjnym DNA, co w konsekwencji powoduje zahamowanie
funkcji zyciowych komorki i jej Smier¢ [23]. Inne badania wykazaty, ze kwas p-
kumarowy moze by¢ inhibitorem quorum sensing (zjawiska porozumiewania sie
drobnoustrojow za pomoca zwigzkdéw chemicznych) u bakterii Escherichia coli,
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis
[26]. W przypadku komplekséw kwasédw fenolowych, wyzej wspomnianemu
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mechanizmowi moze towarzyszy¢ przenikanie do wnetrza komorki jonéw metali
i ich oddziatywanie ze sktadnikami cytoplazmy lub/i organellami komorki
bakteryjne;.

W publikacjach H1, H2, H3 przedstawiono wyniki badan strukturalnych,
spektroskopowych oraz przeciwdrobnoustrojowych komplekséw manganu(ll),
miedzi(ll), kadmu(ll) i cynku(ll) z kwasem p-kumarowym oraz komplekséw
manganu(ll), miedzi(ll), kadmu(ll), cynku(ll) i wapnia(ll) z kwasem ferulowym. p-
Kumaryniany miedzi i manganu oraz wszystkie ferulany otrzymano w postaci
trudno rozpuszczalnych osadéw. Natomiast w przypadku komplekséow kadmu i
cynku z kwasem p-CA otrzymano bezbarwne krysztaty w wyniku powolnego
odparowania rozpuszczalnika. Struktura krystaliczna p-kumarynianu kadmu(ll)
byta identyczna jak opublikowana juz poprzednio [27]. W celu ustalenia skfadu
komplekséw wykonano analize elementarng, termograwimetryczng lub
dyfrakcyjng analize monokrysztatu. Ustalony sktad komplekséw kwasu p-
kumarowego jest nastepujgcy:  Mn(CoH703)2:3H20;  Cu(CsH703)2:4H,0;
Cd(CoH703)2:4H,0  [H1], natomiast ferulandw:  Mn(CioH904)2:1,5H,0;
Cu(C10H904)2:4H,0; Cd(C10H904)2:4H;0; Zn(C10H904)2:1,5H,0;
Ca(C10H904)2:1,5H,0 [H3]. Wymienione kumaryniany ulegajg stopniowemu
rozktadowi termicznemu, ktéry w pierwszej kolejnosci (w zakresie temperatur od
30do 120-140°C) zwigzany jest z procesem dehydratacji, a nastepnie z degradacja
bezwodnego kompleksu (w zakresie temperatur od 120-160 do 370-480°C).
Koncowymi produktami rozktadu termicznego badanych zwigzkow s3
odpowiednie tlenki metali. Rozktad termiczny ferulandéw zwigzany z procesem
dehydratacji przebiega w zakresie temperatur, tj. od 30°C do 135-150°C
(podobnie jak w przypadku kumaryniandw). Utworzone bezwodne ferulany sg
niestabilne termicznie i ulegajg dalszemu rozktadowi do koricowych produktéw
(tlenkdw metali) w wyiszym zakresie temperatur niz to miato miejsce w
przypadku kumaryniandw, czyli 440-700°C.

Strukture p-kumarynianu cynku okreslono na podstawie analizy
dyfrakcyjnej monokrysztatu [H2]. Kompleks cynku o sumarycznym wzorze
[Zn4(CoH703)8(H20)6]-4(H20) to centrosymetryczny agregat zbudowany z czterech
kationdw cynku (1), oSmiu aniondw p-kumarynianu oraz szesciu czgsteczek wody
(rys. 3). Jony cynku koordynowane sg przez grupy karboksylanowe: dwie
mostkujgce typu syn,syn, dwie mostkujgce typu syn,anti oraz cztery mostkujgce
jednoatomowe. Sfere koordynacyjna kationu Znl uzupetniajg trzy czasteczki
wody, dzieki czemu otoczenie jonu centralnego ma geometrie znieksztatconego
oktaedru. Natomiast wokot jonu Zn2 ligandy tworzg otoczenie tetraedryczne.
Grupy hydroksylowe przy pierscieniu nie biorg udziatu w koordynacji metalu, ale
zaangazowane s3 W tworzenie silnych miedzyczasteczkowych wigzan
wodorowych.
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Rys. 3. Struktura krystaliczna [Zna(CeH703)s(H20)s]-4(H20) [H2].

Zarejestrowano widma w podczerwieni (FT-IR), ramanowskie (FT-Raman)
oraz magnetycznego rezonansu jadrowego (*H i 3C NMR) w celu oceny
poprawnosci syntezy oraz wptywu wybranych jondw metali na strukture
molekularng p-kumarynianu i ferulanu (rys. 4).

W poréwnaniu z widmami FT-IR i FT-Raman kwaséw p-kumarowego (p-CA)
i ferulowego (FA), w widmach komplekséw pojawiajg sie dodatkowe pasma
pochodzace od drgan grupy karboksylanowej (-COO’) oraz zanikajg pasma
przypisane drganiom grupy karbonylowej (C=0) (tabela 1). Swiadczy to o
koordynacji metalu przez grupe -COO". Stosujac znane kryterium
spektroskopowe! mozna probowaé przewidzie¢ typ koordynacji kationu metalu
przez grupe karboksylanowa. Wartosci parametru Av wynoszg: 133 cm™? (p-

1 Na podstawie potozen w widmie IR pasm pochodzacych od drgah asymetrycznych i symetrycznych
grupy karboksylanowej badanego kompleksu w porownaniu do potozen tych pasm na widmie IR soli
sodowe]j mozna oceni¢ typ koordynacji metalu. Mianowicie: (a) w przypadku dwupozycyjnej chelatujace;j
grupy karboksylowej pasmo vas(COO") jest przesunigte w strong nizszych liczb falowych a vs(COO) w
strong wyzszych liczb falowych w poréwnaniu do potozenia odpowiednich pasm w widmie soli sodowe;;
lub Av(COO)padany kompleks << AV(COO")ss1 sodowa; [AV(COO") — rdznica pomiedzy liczbami falowymi pasm
pochodzacych od drgan asymetrycznych i symetrycznych grupy karboksylanowej]; (b) obecno$¢ grupy
dwupozycyjnej mostkujacej potwierdza przesuniecie pasm vas(COO") i vs(COO") w strone wyzszych liczb
falowych poréwnaniu do potozenia odpowiednich pasm w widmie soli sodowej; lub Av(COO)padany kompleks
< Av(COO)ss1 sodowa; (€) typ koordynacji jest jednopozycyjny gdy pasma vas(COQ") jest przesunigte w strone
wyzszych liczb falowych a vs(COO") w strone nizszych liczb falowych w poréwnaniu do potozenia
odpowiednich pasm w widmie soli sodowej; lub Av(COO")padany kompleks > AV(COO)ss1 sodowa [28, 29].
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kumarynian sodu), 126 cm™ (p-kumarynian miedzi), 110 cm™ (p-kumarynian
kadmu), 114 cm? (p-kumarynian manganu), 137 cm? (p-kumarynian cynku).
Sugeruje to chelatujagcg oraz jednopozycyjng Ilub mostkujgcg grupe
karboksylanowga odpowiednio w przypadku komplekséw kadmu (11) i cynku (I1), co
zgodne jest ze strukturami krystalicznymi tych zwigzkéw [H2, 27]. Pozwala to
stwierdzi¢, ze zastosowane kryterium spektroskowe jest wystarczajgce do
wstepnej oceny typu koordynacji metalu w p-kumarynianach. Jednoczesnie
mozna przypuszczac chelatujgcy typ koordynacji w przypadku p-kumarynianu
manganu oraz chelatujacy lub mostkujgcy w przypadku kompleksu miedzi.
Policzony parametr Av dla ferulandw znajduje sie w zakresie 106-110 cm™. Biorac
pod uwage warto$¢ Av=170 cm™ uzyskang dla soli sodowej kwasu ferulowego,
pozwala to przypuszczac, ze badane ferulany mogg posiadac chelatujacg grupe
karboksylanowa.

Rozpatrujgc zmiany w potozeniu pasm na widmach ligandéw i komplekséw
przypisanych drganiom grup metoksylowej (-OCHs) oraz hydroksylowe] przy
pierscieniu mozna dyskutowaé zaangazowanie tych grup w wigzanie metalu. W
widmie Zn p-CA pasmo v(OH) znajduje przy wyzszych liczbach falowych
(3514 cm?) niz w widmach pozostatych kumarynianéw, co moze sugerowaé
zaangazowanie grupy -OH w tych kompleksach w oddziatywania z jonem
centralnym. Struktura krystaliczna Zn p-CA (przedstawiona wyzej) wskazuje na
brak wigzania kationu cynku przez grupe hydroksylowg, natomiast w strukturze
krystalicznej Cd p-CA (identyczna z literaturowq [27]) grupa -OH uczestniczy w
oddziatywaniach z kationem kadmu. Podobna sytuacja moze mie¢ miejsce w
przypadku kumaryniandw manganu i miedzi. W czasteczkach ferulanéw, oprdécz
grupy -OH przy pierscieniu, w pozycji orto do niej znajduje sie grupa -OCHs.
Wyraznie przesuniecia pasm pochodzacych od drgan -OCHs [np. 6as(CH3) i BO-
(CHs)] w widmach komplekséw w poréwnaniu do FA, sugeruje udziat tej grupy w
wigzaniu kationdw metali. Ma to miejsce w przypadku literaturowej struktury
feluranu sodu, w ktorej to zaréwno grupa -COO" jak i -OCHs i -OH biorg udziat w
wigzaniu kationu sodu [30].
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Réznice w widmach FT-IR i FT-Raman p-CA i FA oraz ich komplekséw metali
dotyczacg rowniez pasm przypisanych drganiom pierscienia i wigzania
podwdjnego -C=C- pomiedzy grupa karboksylanowg a pierscieniem. Najwieksze
réznice (>5 cm™) widoczne sg w przypadku pasm nr 20a, 7b, v(CC)c=c, 8a, 19b, 14,
10a, 1, 16a, B(CH)c=c, Y(CH)c=c. Niektére z nich ulegajg przesunieciu w strone
wyzszych lub nizszych liczb falowych w poréwnaniu do odpowiadajgcych sobie
pasm w widmie ligandu. Wieksze rézinice widoczne sg w potozeniach pasm
przypisanych drganiom uktadu -C=C- [np. V(CC)c=c, B(CH)c=c, V(CH)c=c] niz
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pierscienia aromatycznego (np. charakterystyczne pasma 8a, 8b, 19a, 19b).
Oznacza to, ze kationy metali bardziej wptywajg na rozktad gestosci elektronowej
wigzania -C=C- niz odleglejszego pierscienia. Generalnie wiadomo, ze
przesuniecie w widmach komplekséw pasm pochodzacych od drgan
rozciggajagcych w strone nizszych liczb falowych w pordownaniu do
odpowiadajacych sobie pasm w widmie ligandu spowodowane jest spadkiem
statych sitowych wigzan i zmniejszeniem gestosci elektronowej wokot
oscylujgcych atomdéw w kompleksach [28, 29]. Dlatego wyrazne przesuniecie
pasm V(CC)c=c w kierunku wyzszych liczb falowych w widmach kumarynianéw i
ferulanow w pordéwnaniu do widma ligandu, swiadczy o wzroscie gestosci
elektronowej wokot atomoéw -C=C- w kompleksdw.

Tabela 1. Liczby falowe [cm™] i przypisanie wybranych pasm z widm w
podczerwieni p-kumaryniandw i ferulandéw manganu(ll), kadmu(ll), miedzi(ll) i
cynku(ll) oraz kwaséw p-kumarowego (p-CA) i ferulowego (FA)

p-KUMARYNIANY p-CA FERULANY FA Przypisanie**
Zn(ll) Mn(ll) Cd(I1) Cu(ll) Zn(ll) Mn(ll) Cd(l1)  Cu(ll)
3514m 3458s* 3435s  3458m  3383s 3426s 3426s  3418s  3219s  3437s  Vv(OH)ar
1640s  1638s 1636s 1640s  1628s 1638m 1634s  1636s  1641s  1620vs V(CC)c=c
1605s 1607s 1609m  1608s 1603vs 1553w 1557s  1554sh 1550sh 1552w  v(CC)ar 8a
1589s 1591m  1592m  1593m  1591s 1595m 1597s  1595s  1574s  1601vs Vv(CC)a 8b
1510vs 1510vs 1514s 1512s 1512s 1516vs  Vv(CC)a 19a
1545s  1530vs  1514s  1553vs 1510s  1510vs 1514vs 1516vs as(COO’)

1450m 1450s  1449s 1449w 1466s  8as(CH3)

1458m  1440s 1442s  1450s 1450vs 1425w 1425vs 1427s  1433s  1433s  v(CC)ar 19b
1408s 1416vs 1404vs 1427s 1404s  1402vs 1399vs 1406vs vs(COO)
1319m 1315w 1327s B(CH)c=c+B(OH)ar
1292m 1292m  1292m 1292w 1283m 1273s  1267vs 1273vs 1275vs 1277vs B(CH)c=c
989m 984s 984w 974m 984s  982m  982m 980m 980m 972w Y(CH)c=c
866m 883s 874w 858s 860w  853m 860m 853m 866w 853m v(CH) 10a

523m 527w 517m 511w 521m B O-(CHs)

* skréty oznaczajg intensywnosé pasm: s — silne, vs — bardzo silne, m — $rednie, sh — na zboczu, w — stabe
** numeracja drgan normalnych pierscienia aromatycznego [31]

Potwierdza to analiza widm *H i 13C NMR (tabela 2). Najwieksza rdznica w
potozeniu sygnatéw na widmach 3C NMR ligandéw p-CA i FA oraz ich
komplekséw dotyczy sygnatéw pochodzacych od C9, C7, C8 (C8 — w przypadku
ferulandow) — czyli atoméw wegli ugrupowania -C9=C8-COQO", oraz sygnatéw od
wegli pierscienia C3 i C5. Utworzenie komplekséw znacznie bardziej wptywa na
zmiane rozktadu tadunku elektronowego atomoéw ugrupowania -C9=C8-COO"
ferulanéw niz kumarynianéw. W kompleksach nastepuje wzrost gestosci
elektronowej wokét atoméw C8 i C9 oraz spadek wokét C7. W przypadku
kumaryniandw gestosc elektronowa wokét C3 maleje, ale w przypadku ferulanéw
ro$nie w poréwnaniu z odpowiednim ligandem. Spowodowane jest to obecnoscia
przy atomie C3 grupy metoksylowej w czgsteczkach ferulandw, ktéra dodatkowo
moze brac¢ udziat w koordynacji kationu metalu. Pordwnujgc widma samych
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liganddw, mozna zauwazy¢, ze dodatkowa obecnosé grupy -OCHs przy pierscieniu
kwasu ferulowego powoduje znaczny spadek gestosci elektronowej wokdét atomu
C3 i wzrost wokot C2 i C4 w pordwnaniu z czasteczkg kwasu p-kumarowego. W
widmach *H NMR komplekséw sygnaty pochodzace od H8 i H7 (ugrupowania —
CH7=CH7-COO") oraz H6, H2 ulegajg pewnym przesunieciom w poréwnaniu z

odpowiadajgcymi sobie sygnatami w widmach liganddw.

Tabela 2. Chemiczne przesuniecia sygnatéw z widm 'H and 3C NMR kwaséw p-
kumarowego (p-CA), ferulowego (FA) oraz ich komplekséw, & [ppm]; brak danych
NMR dla kompleksdow manganu spowodowany jest ich rozktadem podczas
dokonywania pomiaru; znaczace rdznice pogrubiono

Numeracja  P-KUMARYNIANY oA FERULANY "
atomu Zn(ll) cd(l) Cu(l) Zn(ll) cd(n) cu(n) ca(l)
H1° 12,13 12,11
H2 733 7,34 749 723 7,18 7,10 7,27
H3 675 676 678 679 3,79 3,81 3,76 3,82
H4 993 9,79 10,03 9,96
H5 675 676 678 679 675 6,76 6,75 6,79
H6 733 7,34 749 704 6,96 6,93 7,08
H7 630 632 646 629 634 6,39 6,27 6,37
H8 738 742 750 7,52 7,40 7,34 730 7,50
c1 126,11 126,22 125,36 126,17 126,53 124,14 119,12 124,62
c2 129,24 129,23 130,80 130,17 111,02 110,71 113,15 110,59 111,00
c3 120,65 119,29 117,77 115,83 147,89 14851 149,89 147,83 151,40
ca4 158,85 158,72 158,87 159,67 147,70 147,88 149,71 147,44 149,40
c5 120,65 119,29 117,77 115,83 119,52 119,39 117,98 115,53 117,78
6 129,24 129,23 130,80 130,17 122,35 121,87 123,45 119,05 122,55
c7 172,12 173,78 168,05 173,67 169,94
cs8 115,71 115,63 115,80 115,41 111,02 115,62 113,15 115,38 117,58
c9 140,96 141,14 144,27 136,69 141,65 130,34 121,45 148,95
55,56 55,66 5553 5556 57,42

* numeracja atomoéw ligandéw (a) i kompleksow (b); M-kation metalu; w przypadku kwasu ferulowego i

ferulanéw grupa OCHs znajduje sie przy weglu C3 (w miejscu wodoru H3)

a

2 1
O~ 7.0 1
H

b /M\
23 . ot
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Kolejnym etapem badan byta ocena aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
kwasdw p-kumarowego i ferulowego oraz ich wybranych kompleksdw metalii soli
sodowej. Kompleksy kadmu zostaty celowo uwzglednione w badaniach jako
zwigzki o potencjalnie bardzo silnych wtasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych,
ktore mogtyby mieé zastosowanie w stosunku do wysoce opornych linii
komadrkowych. Zwigzki, ktérych aktywnosci nie badano, wykazywaty ograniczong
rozpuszczalnos¢ w stosowanych rozpuszczalnikach. Ocene aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zwigzkéw wykonano metodg pomiaru gestosci
optycznej roztwordw bulionowych, w ktérych stezenie zwigzku wynosito 0,1%.
Otrzymane wyniki gestosci optycznej roztwordéw przeliczano na stopien
zahamowania wzrostu drobnoustrojéw zgodnie ze wzorem: I=[(Ac— As)/Ac]-100%,
gdzie ,1” to stopien zahamowania wzrostu drobnoustrojow [%], Ac - gestos¢
optyczna hodowli bulionowej bez dodatku préoby i As — gestos¢ optyczna proby.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze utworzenie kompleksdw z jonami metali
przejSciowych oraz soli sodowej zwieksza aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
ligandéw (rys. 5 i 6). Najbardziej aktywne w stosunku do wybranych
drobnoustrojow (1>80%) okazaty sie ferulan sodu, cynku i kadmu praz p-
kumaryniany manganu i kadmu. Silne wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
komplekséw z kadmem wynikajg z wysokiej toksycznosci kadmu, dlatego w
dalszej dyskusji nie beda brane pod uwage. Z punktu widzenia praktycznego
zastosowania, najwieksze nadzieje rokuje Na(l) FA przeciwko P. aeruginosa i S.
aureus, Zn(ll) FA — jako substancja hamujgca rozwdj wszystkich badanych
drobnoustrojow z wyjgtkiem P. aeruginosa, Mn(ll) p-CA przeciwko B. subtilis oraz
Zn(l1) p-CA przeciwko E. coli. Zaden z badanych p-kumarynianéw nie wykazywat
aktywnosci przeciwko P. aeruginosa (z wyjatkiem Zn p-Ca, ktérego aktywnosé
byta znikoma 1<10%).

Generalnie ferulany posiadaja lepsze wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe niz p-kumaryniany (sole sodowe i kompleksy cynku).
Sugeruje to, ze obecnos$¢ dodatkowej grupy metoksylowej przy pierscieniu
zwieksza aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg badanych zwigzkow.
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Rys. 5. Stopieri zahamowania wzrostu drobnoustrojow [%] przez badane kwasy
ferulowy (FA) i p-kumarowy (p-CA) oraz ich kompleksy i sole po 24 godzinach
inkubacji.
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Rys. 6. Stopiern zahamowania wzrostu drobnoustrojow [%] przez badane kwasy
ferulowy (FA) i p-kumarowy (p-CA) oraz ich kompleksy i sole po 48 godzinach
inkubacji.

Uzyskane wyniki badan wyraznie wskazujg, ze utworzenie zwigzkow
kompleksowych powoduje wzrost aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ligandu.
Jednym z czynnikdw wptywajgcych na wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
substancji jest lipofilowos$é. Wzrost lipofilowosci zwigzku utatwia jego transport
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do bftony komdrkowej. Utworzenie zwigzku kompleksowego zwieksza
lipofilowos¢. Ufatwia to penetracje przez btone komdrkowg i oddziatywanie z
komponentami bakteryjnych lub grzybowych komodrek, czego efektem jest
zahamowanie wzrostu drobnoustrojow.

6.2. Synteza, badania strukturalne, spektroskopowe, teoretyczne oraz
biologiczne kompleksow wybranych metali z kwasem gentyzynowym [H4,
H5, H6]

Kolejny etap prac dotyczyt badan komplekséw miedzi(ll), kadmu(ll),
wapnia(ll) z kwasem gentyzynowym (2,5-dihydroksybenzoesowym; 2,5-dHB),
ktore zostaty opisane w publikacjach H4, H5 i H6. Kwas gentyzynowy to roslinny
zwigzek fenolowy oraz aktywny metabolit przemian kwasu salicylowego.
Wykazuje szerokie spektrum aktywnosci biologicznej takie jak przeciwzapalne,
przeciwreumatyczne, przeciwutleniajgce i przeciwbakteryjne.

Sktad komplekséw okre$lono metodg analizy elementarnej i
termograwimetrycznej [H4]. Natomiast w przypadku Ca 2,5-dHB uzyskano dwie
formy monokrysztatéw, ktére poddano analizie rentgenograficznej [H5 i H6].
Kompleksy miedzi(ll) i kadmu(ll) s3 czterowodne o sumarycznym wzorze
M(C7Hs04)2-4H,0 (gdzie M - metal). Kompleks miedzi(ll) ulega dehydratacji w
zakresie temperatur 30-150°C, a nastepnie catkowitemu rozpadowi do CuO w
temperaturze 150-410°C. Czterowodny kompleks kadmu(ll) jest stabilny do 30°C,
w wyzszej temperaturze ulega dehydratacji tracgc 2,5 (30-140°C) i 1,5 czgsteczek
wody (140-180°C). Stopniowy termiczny rozktad Cd(ll) 2,5-dHB nastepuje w
zakresie 180-415°C do CdO jako koncowego produktu rozpadu.

Gentyzynian wapnia wystepuje w dwéch formach krystalicznych o wzorze
sumarycznym: struktura | - [Ca(C7Hs04)2(H20)6]-H20 [H5] (rys. 7) oraz struktura Il
- Ca(CsHs04)2(H20)s [H6] (rys. 8). W obu przypadkach kation wapnia(ll) jest
koordynowany przez dwa ligandy gentyzynianu za pomocgy jednopozycyjnych
grup karboksylowych oraz pieciu [H6] lub szesciu [H5] czasteczek wody. Grupy
hydroksylowe nie biorg udziatu w koordynacji kationu metalu, ale zaangazowane
sg w tworzenie szeregu wigzan wodorowych O-H---O, ktére stabilizujg strukture.
Oproécz miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych O-H---O, grupa hydroksylowa
03-H3 uczestniczy w wewnatrzczasteczkowym wigzaniu wodorowym z tlenem
O1 grupy karboksylowej. Silne wigzania wodorowe z udziatem czgsteczek wody
koordynacyjnej i sieciowej (w przypadku struktury 1) petnig gtéwng role w
tworzeniu struktury supramolekularnej, ktéra dodatkowo stabilizowana jest
stabymi oddziatywaniami C-H* * - O oraz oddziatywaniami warstwowymi typu m-nt
stacking pomiedzy pierscieniami fenylowymi.
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Rys. 9. Struktura krystaliczna Ca(C7Hs04)2(H20)s [H6].

W celu uzyskania parametréw strukturalnych dla komplekséw miedzi(ll) i
kadmu(ll) przeprowadzono obliczenia w programie Gaussian 09W stosujac
metode obliczeniowg B3LYP/6-311++G(d,p). Obliczone struktury maja
jednopozycyjny typ koordynacji przez grupe -COO". Dodatkowo kationy metali
koordynowane sg czterema czgsteczkami wody (zgodnie z wynikami analiz
elementarnej i termograwimetrycznej), podobnie jak w przypadku literaturowej
struktury Zn 2,5-dHB [Zn(C7H504)2(H20)4] [33]. W pierwszej kolejnosci policzono
14 struktur kwasu gentyzynowego (rys. 9).
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Rys. 9. Policzone [B3LYP/6-311++G(d,p)] struktury kwasu gentyzynowego oraz ich
energie w odniesieniu do energii konformeru o najnizszej energii, tj. nr | [H4].

Struktury kwasu o najwyzszej energii nie posiadaty
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego (w.w.w.) (VII-XIV). Zas te o
najnizszej energii (nr | i Il) posiadaty w.w.w., ktére stabilizowato struktury.
Struktury | i Il réznity sie przestrzennym utozeniem podstawnika -OH przy
pierscieniu, przy atomie wegla nr 5. Konformer o najnizszej energii posiada
podstawniki -OH skierowane w kierunku grupy karboksylowej, tak jak to ma
miejsce w przypadku struktury gentyzynianu wapnia (rys. 8 i 9) czy tez
eksperymentalnej struktury monokrystalicznej kwasu gentyzynowego [34].
Wspodtczynnik korelacji liniowej pomiedzy teoretycznymi i eksperymentalnymi
dtugosciami wigzan wynosi R=0,994, natomiast dla wielkosci katéw R=0,962.
Chociaz w.w.w. zostaty uwzglednione podczas obliczed, to inne
miedzyczgsteczkowe oddziatywania wodorowe zostaty pominiete, co w duzej
mierze wptyneto szczegdlnie na rdznice miedzy parametrami strukturalnymi
grupy karboksylowej -COOH. W dalszej kolejnosci policzono struktury
gentyzynianow kadmu(ll), miedzi(ll) i sodu(l) biorgc pod uwage obydwa ligandy
kwasu gentyzynowego o najnizszej energii (I i Il) (rys. 10). Typ kationu metalu
decyduje o strukturze przestrzennej czgsteczki, parametrach geometrycznych i
rozktadzie tadunku atomowego. Mimo takiego samego stopnia uwodnienia i
sposobu koordynacji kationu metalu, gentyzyniany kadmu(ll) i miedzi(ll) réznity
sie przestrzennym utozeniem obu ligandéw. W przypadku Cu(ll) 2,5-dHB oba
ligandy lezg w jednej ptaszczyZznie oraz parametry strukturalne (dtugosci wigzan,
wielkosci katow), rozktad fadunku NBO s3 identyczne dla obu czasteczek
(zaréwno dla struktury 1i Il). W przypadku Cd(ll) 2,5-dHB oba ligandy lezg w
ptaszczyznie wzajemnie do siebie skreconej (o 121,10° - struktura I; o 67,36° -
struktura Il). Ponadto parametry strukturalne, rozktad tadunku atomowego NBO
réznig sie w przypadku obu ligandéw w czgsteczkach Cd 2,5-dHB.
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Rys. 10. Policzone [metodq B3LYP/6-311++G(d,p)] struktury przyktadowych
gentyzynianow [H4].

Zmiana kationu metalu w grupie karboksylanowej ligandu wptywa tez na
site wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych (w.w.w) O-H2:-:02, ktérych
dtugos¢ rosnie w serii: Na(l) 2,5-dHB->Cd(ll) 2,5-dHB—>Cu(ll) 2,5-dHB—>2,5-dHB
(tj. 1,68A>1,69-1,71A>1,73A>1,77A; struktury |; rys. 10). Wielko$¢ kata C2-03-
H2 rosnie w serii: Cd(ll)=>Na(l)=>Cu(ll) 2,5-dHB—>2,5-dHB. Obecnos¢ kationu
metalu zwieksza site w.w.w. Najsilniejsze O-H2:--:02 posiada sél sodowa (o
jonowym typie wigzania metal-ligand). Rodzaj kationu metalu decyduje rowniez
o strukturze anionu karboksylanowego. Wielkos¢ kata O1-C7-02 rosnie w serii:
2,5-dHB—>Na(l)->Cd(ll)>Cu(ll) 2,5-dHB (tj. 108,0°-105,8°-105,5°->106,9°;
struktury |, podobne zaleznosci w przypadku struktur Il), a sumaryczny ujemny
tadunek atomowy NBO grupy COO" rosnie w serii: 2,5-dHB—>Cu(ll)->Cd(ll)->Na(l)
2,5-dHB (tj.-0,534e->-0,706e—>-0,816e->-0,881e).

Wptyw metali na strukture gentyzynianéw widoczny jest rowniez w
réznicach pomiedzy widmami w podczerwieni (FT-IR), ramanowskimi (FT-Raman)
oraz magnetycznego rezonansu jagdrowego (*H i 3C NMR) kwasu gentyzynowego
i gentyzyniandw. W widmach FT-IR i FT-Raman gentyzynianéw pasma nr 8a, 8b,
7a, 13, 18b, 16a, 6a ulegajg przesunieciu w strone wyzszych liczb falowych w
poréwnaniu z widmem kwasu (tabela 3; rys. 11). Natomiast pasma 19a, 19b (z
wyj. komplekséw wapnia), v(CC) ~1420 cm’, 17b, 11, 12, 6b przesuwajg sie w
strone nizszych liczb falowych w porédwnaniu do odpowiadajgcych sobie pasm w
widmie ligandu. Najwiekszym przesunieciom ulegajg pasma pochodzgce od drgan
rozciggajgcych pierscienia aromatycznego znajdujace sie w zakresie 1650-1458
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cm™? (FT-IR), 1651-1455 cm™ (FT-Raman), maksymalnie do 20 cm™. Obecno$é
wody koordynacyjnej (na przyktadzie gentyzyniandw wapnia [H5 i H6]) réwniez
wptywa na zmiane pofozen pasm na widmach oscylacyjnych. Rdznice w potozeniu
odpowiadajgcych sobie pasm sg maksymalnie ~10 cm™.

Tabela 3. Liczby falowe [cm™], intensywnosci i przypisanie wybranych pasm z
widm podczerwieni (IR) i ramanowskich (R) kwasu gentyzynowego (2,5-dHB) i
gentyzyniandow

Genzytyniany

2,5-dHB Pravoisan
Na()  Cu(l)  cd(ll)  Ca(l)[H8] Ca(ll)[H7]  ~Ypisanie
IR 1624m*  1632s 1650sh 1632m 1643 m
v(CC)  8b**
R 1642w 1642 m 1651vw 1640w 1642w
IR 1595 m 1614m  1611sh 1612w o s
R 1609 m 1611w 1611w VICO) 8
IR 1497 s 1491vs  1493s 1487vs 1510m 1506 m
v(CC)  19b
R 1473m 1498 vw 1511 vw
IR 1472 vs 1462 m 1460vs 1462sh 1460m 1458
v(CC) 19a
R 1455w 1459 vw 1459 m 1459 m
R 1314w 1327m 1326sh  1329s 1341m 13525 o 14
\)
R 1307 s 1329w 1325vw 1342w 1343m
IR 1074 m 1078w  1084s 1084w 1088 vw SCH) 18
R 1080w 1083 w 1087w 1090vw 1087 vw 1087 vw
IR 951w 951 sh 945m 943 m 947 vw
v(CH)  17b
R 957w 942 m 944vw 945w 945 vw
IR 839m 822s  816m  822s 821m 824 m o 1
R 83w 817vs 821m 826vw 823 m 825s v
IR 797s 787s  785s 783 m 785 m O 1
a
R 802 s 798 w 785 s 792 vw 793 vw
IR 469 s 461 w 459 w
a(CcC) 6b
R 457s 466w 463w

* oznaczenie intensywnosci pasm: s —silne, m — Srednie, w — stabe, vw — bardzo stabe, sh — na zboczu
** numeracja pasm wedtug [31]
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Rys. 11. Widma w podczerwieni dla (kolejno od gdry): kwasu gentyzynowego,

gentyzynianu sodu(l), gentyzynianu miedzi(ll), gentyzynaniu kadmu(ll) w zakresie
1850-400 cm™ [H4].

W przypadku widm H i 3C NMR rejestrowanych w DMSO, stopien
uwodnienia komplekséw nie odgrywa znaczacej roli (tabela 4). Maksymalna
réznica w pofozeniu sygnatéw na widmach H NMR wynosi A58=0,08 ppm,
natomiast na widmach 3C NMR A8=0,82 ppm i dotyczy atomu wegla C7. Wzrost
wartosci sygnatéw pochodzacych od C1, C3, C6 i C7 na widmach gentyzyniandw
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w poréwnaniu z widmem kwasu oznacza spadek gestosci elektronowej wokét
tych atomoéw w czasteczkach gentyzynianow. Najwiekszy spadek gestosci
elektronowe] nastepuje wokét atomu Cl1 w kompleksach w poréwnaniu z
ligandem. Biorgc pod uwage obliczony teoretycznie rozktad tadunku atomowego
NBO dla czasteczek kwasu gentyzynowego oraz jego kompleksédw z kadmem(ll) i
miedzig(ll) zauwazalny jest spadek gestosci elektronowej wokdt atoméw C1 (tj.
2,5-dHB: -0,235e; Cu 2,5-dHB: -0,215e; Cd 2,5-dHB: -0,216e), C6 (tj. 2,5-dHB: -
0,228e; Cu 2,5-dHB: -0,189¢; Cd 2,5-dHB: -0,190e) i C7 (tj. 2,5-dHB: 0,796;
Cu 2,5-dHB: 0,810e; Cd 2,5-dHB: 0,810e). W przypadku pozostatych atomoéw
wegla zaobserwowano wzrost gestosci elektronowej w czgsteczkach kompleksow
w poréwnaniu z ligandem.

Tabela 4. Wartosci sygnatéw [ppm] na widmach 'H i 3C NMR kwasu
gentyzynowego (2,5-dHB) i gentyzyniandw wapnia

Ca2,5-dHB Ca2,5-dHB 2,5- Ca2,5-dHB Ca2,5-dHB 2,5-
[H5] [H6]  dHB [H5] [H6]  dHB
Héa * 6,51 647 678 €7 172,88 172,06 171,82
H4a 6,67 663 69 C5 15456 154,76 154,22
H3a 7,21 718 7,17 €2 14799 147,76 149,48
C5-OH 10,70 ca 123,85
C2-OH 864 856 9,15 €6 119,67 120,29 117,86
COOH 13,30 €1 11955 119,10 114,67

c3 115,91 115,72 112,69

* numeracja atomow
COOH
i

he X,

B

SN
| 3a
H

4

a

HO

Przeprowadzono badania  aktywnosci mikrobiologicznej  kwasu
gentyzynowego i jego zwigzkdéw z metalami (rys. 12 i 13). Sposrdd badanych
zwigzkéw tylko gentyzyniany cynku i kadmu wykazywaty wyraznie witasciwosci
bakteriobdjcze i grzybobdjcze. Stopien zahamowania wzrostu drobnoustrojéw po
24 godzinach inkubacji byt na poziomie 124n=57-94% w przypadku gentyzynianu
cynku oraz 124h=82-97% w przypadku gentyzynianu kadmu. Oba zwigzki najstabiej
dziataty przeciwko B. subtilis i S. aureus. Gentyzynian miedzi posiadat silne
wiasciwosci bakteriobdjcze w stosunku do S. aureus (po 24 godzinach inkubacji
1,4n=59%; po 48 godzinach inkubacji 1,4r=92%). Gentyzynian wapnia wykazywat
najsilniejszg aktywnosc¢ biologiczng réwniez przeciwko S. aureus po 48 godzinach

29



M. Kalinowska ,,Badania spektroskopowe, strukturalne oraz biologiczne wybranych kompleksow metali ...”

inkubacji (lash=52%). Kwas gentyzynowy jedynie w przypadku P. vulgaris
wykazywat wiasciwosci hamujace wzrost drobnoustrojow na poziomie okoto 50%
w poréwnaniu do hodowli bulionowej bez dodatku testowanego zwigzku.
Gentyzynian sodu nie posiadat wiasciwosci bakteriobdjczych i grzybobdjczych
przeciwko uzytym w badaniach mikroorganizmom.

2,5-dHB Na(l) 2,5-dHB  Ca(ll) 2,5-dHB  Cu(ll) 2,5-dHB  Zn(ll) 2,5-dHB  Cd(ll) 2,5-dHB
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90
8

o

7

D
o O

5

B
o O

3
2

o O

1

o o

Stopiern zahamowania wzrostu
drobnoustroju po 24 godz. inkubacji [%]

W E. coli mB.subtilis m C. albicans P. aeruginosa M S. qureus M P. vulgaris

Rys. 12. Stopien zahamowania wzrostu drobnoustrojow [%] przez kwas
gentyzynowy (2,5-dHB) oraz jego kompleksy i sol sodowq po 24 godzinach
inkubacji.
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2,5-dHB  Na(l) 2,5-dHB Ca(ll) 2,5-dHB Cu(ll) 2,5-dHB Zn(ll) 2,5-dHB Cd(ll) 2,5-dHB

o O o O

o o

Stopien zahamowania wzrostu
o

drobnoustroju po 48 godz. inkubacji [%]
D
o

W E. coli mB.subtilis m C. albicans P. aeruginosa M S. aqureus M P. vulgaris

Rys. 13. Stopien zahamowania wzrostu drobnoustrojow [%] przez kwas
gentyzynowy (2,5-dHB) oraz jego kompleksy i sol sodowq po 48 godzinach
inkubacji.
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Biorgc pod uwage wyrazng, choé nie do korica poznang, zaleznos¢ pomiedzy
aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg a pro-/antyoksydacyjng roslinnych
zwigzkéw fenolowych, rozszerzytam swoje badania o metodyki pozwalajgce na
ocene wfasciwosci antyoksydacyjnych, a w dalszej kolejnosci pro-oksydacyjnych
zwigzkéw kompleksowych. W pierwszej kolejnosci wybratam kwas gentyzynowy
i jego kompleks z wapniem ze wzgledu na jego dobrg rozpuszczalnos¢ w wodzie.
Sam kwas gentyzynowy wykazuje lepsze wtasciwosci antyrodnikowe w stosunku
do rodnikéw ponadtlenkowych niz inne kwasy dihydroksybenzoesowe [35].
Réwnie dobre wtasciwosci co 2,5-dHB posiadajg rowniez kwasy 2,3- i 3,4-dHB,
poniewaz wzajemne utozenie podstawnikow OH w pozycji orto oraz obecnos¢
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego pomiedzy grupami -OH utatwia
przeniesienie protonu z grupy hydroksylowej do rodnika. Natomiast jony wapnia
petnig wazng role w regulacji funkcji zyciowych komorki. Wykazujg duziag
reaktywnos¢ w stosunku do sktadnikéw komarki, reagujac zaréwno z drobno- jak
i wielkoczgsteczkowymi zwigzkami (w tym z biatkami, DNA, jonami
fosforanowymi) [36]. Jony wapnia wptywajg na wiele szlakéw metabolicznych
komorki, w tym biorg udziat w procesach oddychania komérkowego, ktérym
towarzyszg reakcje wolnorodnikowe. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem jondw
wapnia w komoérce a reaktywnymi formami tlenu sg intensywnie badane ze
wzgledu na zaangazowanie jonéw Ca?* w procesy powstawania i rozwoju
nowotworu. Badania literaturowe dowodza, ze kompleksy wapnia mogg miec
potencjalne znaczenie jako substancje antyrakowe. Np. 2-, 3- i 4-
hydroksybenzoesany wapnia przy stezeniu 0,5 mmol/dm3 indukujg apoptoze
komodrek rakowych MCF-7, MCF-10A, MDA-MB231 [37]. Kompleksowanie jonami
wapnia kwasu ibandronowego zwieksza jego stezenie wewngatrzkomoérkowe oraz
dziatanie przeciwrakowe w stosunku do linii komoérek MCF-7 oraz innych [38, 39].
Dlatego zarédwno rodzaj ligandu jak i kation metalu decydujg o wtasciwosciach
fizykochemicznych jak i biologicznych utworzonego kompleksu. Podjete badania
dawaty szanse na zmiane wtasciwosci antyoksydacyjnych ligandu w wyniku jego
kompleksowania jonami Ca (l1).

Aktywnosc¢ antyoksydacyjng kwasu gentyzynowego i gentyzynianu wapnia
oceniono stosujgc metody: a) z rodnikiem DPPH- (1,1-difenylo-2-
pikrylohydrazylu), (b) FRAP (ang. ferric reducing antioxidant power) polegajaca na
ocenie zdolnosci redukcji jonéw Fe (ll) oraz (c) CUPRAC (ang. cupric ion reducing
antioxidant capacity) — poprzez oznaczenie zdolnosci do redukowania jonéw Cu
(1) przez antyutleniacze [H6]. Pierwsza metodyka przebiega z uzyciem roztworu
rodnika DPPH", ktérego maksimum absorbancji wystepuje przy dtugosci fali 516
nm. Reakcja rodnika z antyoksydantem powoduje redukcje DPPH’, co zmienia
barwe roztworu z fioletowej na z6ttg. Doswiadczenie przeprowadza sie dla
kolejnych dobranych stezen badanych zwigzkdw, dokonujgc pomiaru absorbancji
roztworu po okreslonych czasie. Wyniki przedstawia sie w postaci graficznej jak
na rys. 14, wykreslajac zaleznos¢ stezenia zwigzku od %l=[(Akontrola- Apreba)/
Akontrola] *100%.
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Rys. 14. Wykres aktywnosci przeciwrodnikowej gentyzynianiu wapnia (Ca 2,5-
dHB) wyrazonej procentem inhibicji rodnika DPPH- [H6].

Na podstawie krzywych zaleznosci %l od stezenia zwigzku oblicza sie
parametr ECso wskazujacy stezenie antyoksydantu, ktére powoduje spadek
poczatkowego stezenia DPPH' 0 50% (rys. 14, 15). Im nizsza wartos¢ ECsg tym
lepsze witasciwosci antyrodnikowe wykazuje dany zwigzek. Sposréd badanych
substancji najnizszg wartos¢ ECso uzyskatam dla Ca 2,5-dHB (ECs0=2,56
umol/dm3). Swiadczy to, ze zwigzek ten posiada lepsze wihasciwosci
antyrodnikowe niz pozostate badane substancje [w tym kwas gentyzynowy; BHA
(mieszanina 3-tert-butylo-4-hydroksyanizolu i 2-tert-butylo-4-hydroksyanizolu;
butylowany hydroksyanizol); BHT (2,6-di-tert-butylo-6-metylofenol; butylowany
hydroksytoluen) i kwas L-askorbinowy].
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Rys. 15. Aktywnosc antyrodnikowa kwasu gentyzynowego (2,5-dHB),
gentyzynianiu wapnia (Ca 2,5-dHB) oraz syntetycznych antyutleniaczy BHA, BHT i
kwasu L-akorbinowego w stosunku do DPPH- wyrazona parametrem ECso [H6].
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Metodyki FRAP i CUPRAC réwniez opierajg sie zmianie barwy roztworow
reakcyjnych. FRAP polega na redukcji przez antyoksydanty jonéw Fe(lll) do Fe(ll),
ktore koordynacyjnie potaczone z 2,4,6-tri(2-pirydylo)-s-1,3,5-triazyng (TPTZ)
tworzg kompleks o barwie niebieskiej. W tescie CUPRAC wykorzystuje sie reakcje
redukcji jondw Cu(ll) do Cu(l) w postaci kompleksu z neokuproing (2,9-dimetylo-
1,10-fenantroling) o barwie pomaranczowo-z6ttej. Wynik koricowy oznaczenia
przelicza sie ilo$¢ jondw Fe(ll) lub na ekwiwalenty troloksu (kwasu 6-hydroksy-
2,3,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowego) wyrazony w jednostkach
stezenia molowego. Im wyzsze sg uzyskane parametry, tym lepsze wtasciwosci
redukcyjne posiada dany antyutleniacz. Wyniki obu metod wskazaty, ze Ca 2,5-
dHB wykazat lepsze wtasciwosci antyutleniajgce niz 2,5-dHB (rys. 16) oraz inne
powszechnie stosowane antyutleniacze.
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Rys. 16. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna badanych zwigzkdéw okreslona jako zdolnos¢
redukcji (a) jonow Fe(lll) (zgodnie z metodykq FRAP), (b) jondw Cu(ll) (zgodnie z
metodykg CUPRAC) [H6].

Biorgc pod uwage, ze mechanizmy dziatania antyoksydantéw zwigzane s3 z
przeniesieniem atomu wodoru lub/i pojedynczego elektronu, podejmowane s3
proby przewidywania aktywnosci zwigzkéw fenolowych na podstawie liczonych
parametrow takich jak, np. potencjat jonizacji, czy tez energia orbitali HOMO
(najwyzszy obsadzony orbital molekularny) i LUMO (najnizszy nieobsadzony
orbital molekularny), ktére opisujg reaktywnosé zwigzku [40, 41]. Wyzsza wartosé
energii orbitalu HOMO oznacza wiekszg zdolnos¢ czgsteczki do oddania
elektronu. Natomiast, mniejsza wartos¢ energii LUMO oznacza wiekszg tatwosé
przyjecia elektronu. Stosujgc przyblizenie mozna policzyé potencjat jonizacji jako
ujemng wartos¢ energii orbitalu HOMA, oraz powinowactwo elektronowe jako
ujemng warto$é¢ energii LUMO. Parametry te czesto uzywane s3 w celu
wstepnego oszacowania aktywnosci antyutleniajgcej zwigzkéw fenolowych oraz
miejsc aktywnych w strukturach czgsteczek zaangazowanych w reakcje
wolnorodnikowe [42]. Policzone dla Ca 2,5-dHB orbitale HOMO sg w wiekszym
stopniu zlokalizowane na podstawnikach hydroksylowych przy pierscieniu niz
orbitale LUMO, co sugeruje ich zaangazowanie w reakcjach przebiegajgcych z
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przeniesieniem elektronu. Wykonane obliczenia wskazujg, ze kompleks wapnia
posiada wyzszg energie orbitalu HOMO (-5.7054 eV), nizszy potencjat jonizacji
(5,7054 eV) niz kwas gentyzynowy (-8.1909 eV i 8.1909 eV, odpowiednio). Nizszy
potencjat jonizacji policzony dla Ca 2,5-dHB wskazuje, ze jest on lepszym donorem
elektronéw w porownaniu do 2,5-dHB.

W literaturze brak jest jednoznacznych zaleznosci miedzy wptywem metali
na wzrost lub spadek aktywnosci antyoksydacyjnej ligandu. Generalnie zmiany
aktywnosci antyoksydacyjnej ligandu pod wptywem kompleksowania, ttumaczy
sie wptywem kationu metalu na: (a) rozktad gestosci elektronowej ligandu, w tym
na takie parametry ligandu jak np. potencjat jonizacji, powinowactwo
elektronowe, energia wigzania -OH, ktdre okreslajg tatwosé oderwania elektronu
od czgsteczki antyutleniacza; (b) potencjat redoks ligandu, a zatem i na jego
zdolnos¢ do zmiatania wolnych rodnikéw [6,7]; (c) kinetyke reakcji zwigzku
kompleksowego z rodnikiem np. DPPH* [43, 44].

Bioragc pod uwage uzyskane wyniki wskazujgce, ze obecno$é kationu
wapnia zwieksza aktywnosc antyoksydacyjng 2,5-dHB wykonano badania in vitro
na liniach komoérek rakowych ludzkiego gruczolakoraka piersi MCF-7. W
badaniach wzieto pod uwage stezenia zwigzkdéw w zakresie 50-400 pumol/dm3. Ze
wzrostem stezenia wzrastat stopien zahamowania proliferacji komodrek w
zakresie od 3 do 86%. Przy stezeniu 400 pmol/dm? badane zwigzki znaczaco
zmniejszaty zywotnos¢ komorek w poréwnaniu do préby kontrolnej, tj. 0 82% (po
24 godz. inkubacji) i 92% (po 48 godz. inkubacji) w przypadku Ca 2,5-dHB, oraz o
86% (po 24 godz. inkubacji) i 91% (po 48 godz. inkubacji) w przypadku 2,5-dHB.
Okreslono parametry stresu oksydacyjnego w komodrkach mierzagc poziom
peroksydacji lipidow oraz oksydacyjnych uszkodzen biatek. Poziom peroksydacji
lipiddw oznaczono spektrofotometrycznie jako stezenie dialdehydu malonowego
— zwigzku, ktéry jest koncowym produktem peroksydacji lipidéw — tworzacego z
kwasem tiobarbiturowym (TBA) barwny kompleks (TBARS). Stopient uszkodzenia
biatek w komdrkach okreslono oznaczajgc zawartosc grup tiolowych biatek (-SH).
Reakcja ta polegata na reakcji kwasu 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowego) z
grupami tiolowymi biatek. W wyniku tej reakcji uwalnia sie anion 5-tio-2-
nitrobenzoesanowy o barwie zéttej, ktéry oznaczono spektrofotometrycznie.
Badania wykazaty, ze o ile 2,5-dHB zmniejszat poziom peroksydacji lipidéw
(zachowujac sie jak antyoksydant), o tyle Ca 2,5-dHB zwiekszat poziom
peroksydacji lipidow (rys. 17). Badane zwigzki spowodowaty zmniejszenie
zawartosci grup tiolowych biatek, co oznacza wzrost poziomu ich uszkodzen w
komédrkach. Szczegdlnie istotne zmniejszenie zawarto$ci grup tiolowych
spowodowane zostato przez Ca 2,5-dHB po 48 godz. inkubacji przy stezeniu 50
umol/dm? (spadek o 32% w odniesieniu do préby kontrolnej), 100 umol/dm?3
(spadek 0 40%), a zwtaszcza 200 pmol/dm?3 (spadek o 64%). Badania wykazaty, ze
przy badanych stezeniach powodujgcych zahamowanie proliferacji komorek
MCF-7, oba zwigzki zwiekszajg stres oksydacyjny w komdrkach. Kompleksowanie
kwasu gentyzynowego jonami wapnia zwiekszyto jego wiasciwosci pro-
oksydacyjne.
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Zawartos$é TBARS [nmol/mg biatek]
Zawarto$¢ TBARS [nmol/mg biatek]

24 48

Czas inkubacji [h] Czas inkubacii [h]

Rys. 17. Wptyw 2,5-dHB (a) oraz Ca 2,5-dHB (b) na zawartos¢ TBARS w komdrkach
MCF-7 po 24 i 48 godzinach inkubacji [nmol/mg biatka] [H6].

6.3. Kwas chlorogenowy (kwas 5-kawoilochinowy,; 5-CQA) - badania
strukturalne, spektroskopowe oraz przeciwdrobnoustrojowe [H7, H8]

Kwas 5-kawoilochinowy, zwyczajowo nazywany kwasem chlorogenowym
(5-CQA,) jest jednym z najobficiej wystepujgcych fenolokwaséw roslinnych w
diecie cztowieka. Kwasy 3-kawoilochinowy (3-CQA) i 4-kawoilochinowy (4-CQA)
wystepujg w mniejszych iloSciach Kwasy kawoilochinowe sg estrami kwasdow
chinowego i kawowego (rys. 18). Wszystkie trzy kwasy (rys. 19) nazywa sie
ogdlnie kwasami chlorogenowymi (CGA), chociaz nazwa ta dotyczy grupy
znacznie bardziej zréznicowanej strukturalnie, tj. mono-, di-, tri- lub tetraestrow
jednej lub kilku czgsteczek kwasoéw hydroksycynamonowego i chinowego. Kwasy
CGA posiadajg liczne korzystne dla zdrowia wfasciwosci biologiczne, w tym
antyoksydacyjne [45-47], przeciwdrobnoustrojowe [48], neuroprotekcyjne [49],
przeciwrakowe [50, 51] i przeciwzapalne [52.]. Kwas 5-CQA wykazuje szerokie
spektrum dziatania w stosunku do bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych
oraz grzybéw i drozdzy (tabela 2 z [H8]). Kwas 5-CQA jest rowniez skutecznym
zmiataczem rodnika hydroksylowego ‘OH (stata szybkosci reakcji z rodnikiem ‘OH
k = 7,73-109 dm3/(mol-s)), jednego z najbardziej reaktywnych rodnikdow
tlenowych, ktéry powoduje uszkodzenia btony komoérkowej, kwasdéw
nukleinowych, utlenianie lipidéw, a takze zaburzenia metaboliczne [53]. Kwas 5-
CQA okazat sie roéwniez skuteczny w stosunku do anionorodnika
ponadtlenkowego 02~ oraz nadtlenoazotanu(lll) (ONOO™) [54]. W tabeli 3
artykutu [H8] przedstawiono wtasciwosci antyrodnikowe 5-CQA w stosunku do
wybranych rodnikéw.
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i OH

kwas 4-kawoilochinowy
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Rys. 18. Struktury kwasow chlorogenowych (CGA).

Bioragc pod uwage cenne wiasciwosci biologiczne oraz naturalne
pochodzenie kwasu chlorogenowego, zostat on wybrany do dalszych badan
strukturalnych, spektroskopowych i biologicznych [H7]. W dalszej kolejnosci
utworzono sole litowcow w kwasem chlorogenowym i pordwnano ich
wiasciwosci fizykochemiczne i biologiczne z wyjsciowym ligandem [H9].

W literaturze jest sporo danych dotyczacych przypisania widm
spektroskopowych kwasu chlorogenowego. Ich interpretacja i uzytecznos¢ jest
jednak ograniczona ze wzgledu na pewne nieporozumienie wynikajgce ze zmiany
numeracji pierscienia chinowego ogtoszone w 1976 r. przez IUPAC [55]. Nowa
nomenklatura rézni sie od poprzedniej tylko zamienng numeracjg dwéch atoméw
wegla w pierscieniu kwasu chinowego (tj. C3 i C5). Dlatego dawniej nazywany
kwas 3-CQA od 1976 r. jest kwasem 5-CQA (i na odwrét). Pomimo zalecen IUPAC
nadal istnieja nieporozumienia dotyczace terminologii kwaséw
kawaloilochinowych. To prowadzi do wielu niespdjnosci i btedéw przy
porownywaniu danych literaturowych. Wciaz istniejg artykuty, w ktérych izomer
3-CQA nazywa sie kwasem chlorogenowym, a numeracja i opis zawarty w tych
artykutach wskazuje na izomer 5-CQA [56, 57]. Niektdrzy autorzy uzywajg tylko
nazwy zwyczajowej: kwas chlorogenowy i nie precyzujg do ktérego izomeru
odnoszg sie publikowane dane [58, 59]. Ze wzgledu na btedy w nomenklaturze i
stereochemii kwasu chlorogenowego przeprowadzitam jego badania
spektroskopowe [tj. H i 33C NMR, 2D (COSY, HSQC, HMBC) NMR, FT-IR, FT-IR at,
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FT-Raman, UV]. Dane eksperymentalne zostaty poparte obliczeniami
(optymalizacja struktury, obliczenia tadunkéw atomowych NBO i ATP,
teoretyczne widma IR i NMR) w B3LYP/6-311++G(d,p). Ww. metody
spektroskopowe sg zwykle uzywane w identyfikacji i analizie strukturalnej
biologicznie czynnych zwigzkéw izolowanych z ekstraktéw roslinnych bogatych w
izomery kwasu chlorogenowego. Dlatego prawidiowe przypisanie widm
spektroskopowych 5-CQA pozwala na jego prawidtowg identyfikacje. Policzona
struktura 5-CQA znajduje sie na rys. 19. Obliczenia przeprowadzono na wyzszym
poziomie [tj. B3LYP / 6-311 ++ G (d, p)] w pordwnaniu do danych opublikowanych
dotychczas dla 5-CQA [60].

W strukturze 5-CQA pierscien chinowy i pierscien kwasu kawowego s3
ustawione w pozycji trans wzgledem siebie i wigzania podwodjnego C7'=C8’.
Obliczenia przeprowadzone byty dla izolowanej czasteczki, podczas gdy w
uktadzie rzeczywistym struktura krystaliczna stabilizowana jest oddziatywaniami
miedzyczasteczkowymi, gtéwnie o charakterze wigzan wodorowych.

Ugrupowanie

‘ Grupa karboksylowa
\ katecholowe
pochodzaca od kwasu
o - chinowego pochodzace od
% ) @ kwasu kawowego
\

Rys. 19. Policzona struktura kwasu 5-CQA (kwasu chlorogenowego) metodg
B3LYP / 6-311 ++ G (d, p); energia: -1297,95259 Hartree (-814477.43930
kcal/mol) [H7].

W przypadku obliczonej struktury 5-CQA istnieje mozliwo$¢é tworzenia sie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych pomiedzy atomami O-H:--O, t;j.
02-H8:-01 (1,978 A), 0O1-H1---04 (2,042 A). Te dwa wiazania wodorowe réznia
sie wartosciami tadunkow atomowych zgromadzonych na atomach wodoru i
tlenu, tj. 01 (NBO:-0,789 e; APT: -0,644 e¢), 04 (NBO: -0,628 e; APT:-0,771¢e)iH8
(NBO: 0,488 e; APT: 0,327 e), H1 (NBO: 0,502 e, APT: 0,325 e). Natomiast
policzona rdéznica pomiedzy tadunkami atomowymi (Ae) zgromadzonymi na
tlenach i wodorach obu wigzan wodorowych jest sobie bliska i wynosi: 1,277 e
(NBO), 0,971 e (APT) dla wigzania 02-H8:::01i1,13 e (NBO), 1,096 e (APT) dla O1-
H1---O4. Stabe wigzania wodorowe typu C-H--O prawdopodobnie wystepuja
pomiedzy atomami C3-H3--02 (2,009 A), C4-H4--03 (2,067 A). tadunki

37



[e]

M. Kalinowska ,,Badania spektroskopowe, strukturalne oraz biologiczne wybranych kompleksow metali ...”

zgromadzone na 02 i O3 sg sobie bliskie i wynoszg odpowiednio: -0,770 e (NBO),
-0.639 e (APT) i -0,750 e (NBO), -0,634 e (APT). To samo dotyczy wodoréw H3
(NBO: 0.195 e; APT: -0,055 e) i H4 (NBO: 0,180 e; APT: -0,071 e). To wskazuje, ze
sita i symetria tych dwdch wigzan sg podobne. Kagt pomiedzy atomami 02-C3-H3
(105,54°) jest mniejszy (wigzanie C3-H3---02 jest krétsze, silniejsze niz C4-H4---03)
niz pomiedzy 03-C4-H4 (109,72°).

tadunki atomowe policzone metodami APT i NBO dobrze korelujg z
wartosciami przesunie¢ chemicznych z widm eksperymentalnych 3C NMR kwasu
chlorogenowego (rys. 20). Najlepszg liniowa korelacje uzyskano dla tadunkow
obliczonych metodg NBO. Sugeruje to, ze wyniki rozktadu tadunku atomowego
uzyskano metoda NBO lepiej (niz APT) odzwierciedlajg rozktad tadunku na
atomach wegla. Obecnos¢ miedzyczgsteczkowych wigzan wodorowych w
rzeczywistej strukturze powoduje réznice pomiedzy obliczonymi i doswiadczalnie
uzyskanymi danymi strukturalnymi i spektralnymi, zwtaszcza dla protonéw grup
hydroksylowych. Dlatego tez nie przeprowadzono korelacji pomiedzy
eksperymentalnymi przesunieciami chemicznymi z widm H NMR a
teoretycznymi fadunkami atomowymi.

M apT y=00078x-0,195 271 #APT  y=0,0346x-4,3439
12 4 R2=0,8795 R2=0,8529 .

11  mNBO y=0,0086x-0,5846
08 - R?=0,9039
06
04 -
02 -

ENBO  y=0,018x-23816
R2=0,8679

0 — ‘ ‘ ‘ 0 — — ‘ ‘
02 / 100 150 200 110 m 140 150 160 170
04 n 1
06 -

[ppm]
[ppm]
Rys. 20. Liniowa korelacja pomiedzy policzonymi tadunkami atomowymi APT i
NBO dla wegli pierscienia kwasu chinowego (po lewej) i dla wegli pierscienia
kwasu kawowego (po prawej) a wartosciami przesunie¢ chemicznych z
eksperymentalnych widm 3C NMR kwasu chlorogenowego [H7].

W dalszej kolejnosci zarejestrowano widma w podczerwieni i
ramanowskie dla 5-CQA przypisujac je gtdwnie na podstawie policzonych widm
w podczerwieni (rys. 21). Uzyskano dobrg zgodnos¢ pomiedzy teoretycznymi
skalowanymi i eksperymentalnymi liczbami falowymi. Szczegétowa analiza widm
znajduje sie w tabeli 2 publikacji [H7]. Pasma przy 1733 (teor.), 1725 (IRksr) i 1723
(IRatrr) cm™ przypisano drganiom rozciggajgcym C=0 grupy karboksylowej.
Nastepne pasmo [1704 (teor.), 1687 (IRker), 1687 (IRatr) i 1689 (Raman) cm™]
pochodzi od drgan rozciggajacych C=0 grupy estrowej. Te dwa oscylacje s3
»czyste”, poniewaz wktad tych pojedynczych drgan jest na poziomie 80%.
Nastepne pasma przy 1629 (teor.), 1640 (IRker), 1638 (IRatr) i 1630 (Raman) cm™
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przypisane sg drganiom rozciggajgcym pierscienia aromatycznego. Ponizej tego
zakresu trudno jest znalez¢ pasma, ktére mozna przypisa¢ konkretnym
czestosciom grupowym — drgania s3 albo mocno zdelokalizowane na catej
czasteczce, albo wkfad drgan lokalnych w drganie normalne nie przekracza 25%.
Jest to typowe dla zakresu daktyloskopowego, ktéry z tego powodu jest trudnym
do interpretacji obszarem widma.

a)

b)

C

A I o o L L o o L L o L R o e R e R RREREE RS R ST
1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700 600 500 400
Wavenumber (cm-1)

Rys. 21. Eksperymentalne widma FT-IR (KBr) (a), FT-IR ATR (b) and FT-Raman (c)
kwasu chlorogenowego [H7].

Uzyskatam dobrg korelacje pomiedzy eksperymentalnymi i teoretycznymi
widmami H i 13C NMR kwasu chlorogenowego. Wspétczynniki korelacji liniowej
wyniosty R = 0,997 (w przypadku 3C NMR) oraz R =0,991 (*H NMR). W korelac;ji
nie uwzglednitam przesunie¢ chemicznych protonéw H7, H3’ i H4’ ze wzgledu na
ich udziat w wigzaniach wodorowych. Chociaz istnieje kilka doniesien
literaturowych dotyczacych interpretacji widm NMR 5-CQA najczestsze btedy
dotycza przypisania sygnatow pochodzgcych od trzech par wegli C-2/C-6, C-4/C-
5, C-2'/C-8). Natomiast przypisania protonéw H7, H3' i H4' rzadko pojawiajg sie
w literaturze ze wzgledu na ich udziat w wewnatrzczgsteczkowych wigzaniach
wodorowych i wptyw rozpuszczalnikdw na potozenie i intensywnos¢ sygnatow.
Ponadto zastosowanie rdéinych rozpuszczalnikdow wptywa na konformacje
czgsteczkowg oraz na przesuniecia i sprzezenia w widmach NMR. Dlatego
przypisanie widm NMR dla 5-CQA jest skomplikowane i moze by¢ nieprawidtowe,
zwtaszcza w oparciu tylko o dane literaturowe.
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Tabela 5. Eksperymentalne i teoretyczne przesuniecia chemiczne z widm *H i 13C
NMR kwasu chlorogenowego (5-CQA), & [ppm]; numeracja atoméw na rys. 19

Nr protonu NMR eksp. NMR teor. Nrwegla NMR eksp. NMR teor.

H1
H2eq
H2ax
H3
H4
H5
H6eq
H6ax
H7
H8
H9
H2'
H3’
H4'
H5’
He6'
H7'
H8'’

73,6 83,38
37,3 44,29
68,2 76,92
70,5 80,26
71,0 78,64
36,4 43,28
175,0 185,86
125,7 133,86
114,9 127,09
145,6 152,49
148,4 155,41
115,9 122,37
121,5 125,30
145,0 154,90
114,4 118,89
165,9 176,17

3,777 c1
1,80 2,086 c2
2,03 2,293 c3
3,94 4,349 c4
3,58 4,013 5
5,08 5,115 o3
1,96 2,453 c7
2,01 1,961 cv
12,41 6,737* c2’
3,357 c3’
2,086 c4
7,04 6,969 cs’
9,13 4,549 ce’
9,56 4,998 c7’
6,77 6,969 cg’
6,98 7,591 cy’
7,43 7,860
6,16 6,624

* protony H7, H3’ i H4’ zaangazowane s3 w wigzania wodorowe. Wigzanie wodorowe powoduje
odstanianie co powoduje zwiekszenie przesuniecia chemicznego od protonu zaangazowanego w wigzanie
wodorowe; obecnos$¢ wigzarnh wodorowych nie zostata uwzgledniona w obliczeniach

Oceniono aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa kwasu chlorogenowego w
stosunku do bakterii Gram-ujemnych (E. coli PCM 2561, P. vulgaris PCM 542, P.
aeruginosa PCM 2563, K. pneumoniae PCM 65542), Gram-dodatnich (S. aureus
PCM 1932, E. faecium PCM 1859) i drozdzy (C. albicans ATCC 10231). Wartosci
MICgo zestawione sg w tabeli 6. Najlepsze wtasciwosci przeciwbakteryjne 5-CQA
wykazuje w stosunku do K. pneumonia z wartoscig MICgo=5 mg/ml. W przypadku

pozostatych drobnoustrojow MICgo=10 mg/ml.

Tabela 6. Minimalne stezenie 5-CQA hamujgce wzrost drobnoustrojow w 80%

[MICgo; mg/ml]

Drobnoustroje MICgo [mg/ml]
Staphylococcus aureus 10,00
Enterococcus faecium 10,00
Escherichia coli 10,00

Proteus vulgaris 10,00
Pseudomonas aeruginosa 10,00
Klebsiella pneumoniae 5,00

Candida albicans 10,00
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7.4. Badania spektroskopowe, teoretyczne oraz wtasciwosci biologicznych (pro-
/antyoksydacyjnych, lipofilowych, przeciwdrobnoustrojowych) soli litowcéw z
kwasem 5-kawoilochinowym [H9]

Dalsze badania dotyczyty soli litowcéw z kwasem 5-kawoilochinowym (5-
CQA) [H11]. Tworzenie pochodnych miato na celu zmiane wtasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych wyjsciowego ligandu. Utworzenie soli metali
pierwszej grupy uktadu okresowego z kwasami fenolowymi znacznie zwigksza ich
rozpuszczalno$¢ w wodzie. Utatwia to przeprowadzenie badan aktywnosci
biologicznej i zwieksza szanse na praktyczne zastosowanie takich substancji.
Opublikowane w literaturze dane dotyczg badan sktadu i trwatosci wodnych
roztworow komplekséw kwasu 5-CQA gtdéwnie z metalami przejSciowymi.
Badania wykazaty, ze zardwno grupa karboksylowa kwasu jak i ugrupowanie
katecholowe (rys. 20) moga by¢ zaangazowane w koordynacje metalu tworzac
kompleksy o molowym stosunku stechiometrycznym metal : ligand 1:1,1:2 lub 2:1
[61, 62]. Kompleksy te wykazywaty inne niz ligand wtasciwosci antyoksydacyjne.
Np. zsyntezowany w postaci statej kompleks wanadu z 5-CQA, ktdrego strukture
okres$lono stosujagc metody spektroskopowe, charakteryzowat sie dobrymi
wiasciwosciami antyoksydacyjnymi oraz cytotoksycznymi w stosunku do linii
SKBR3 (nowotwor sutka) [63]. W literaturze brak byto danych fizykochemicznych
i biologicznych dla soli kwasu chlorogenowego z litowcami. Dlatego zbadatam
wiasciwosci spektroskopowe (FT-IR, FT-Raman, UV, 'H i 3C NMR), wykonatam
obliczenia teoretyczne [na poziomie B3LYP/6-311++G(d,p); optymalizacja
struktury, widma IR, fadunki atomowe NBO, energie orbitali HOMO, LUMO] oraz
testy wifasciwosci biologicznych (pro-/antyoksydacyjnych, lipofilowych i
mikrobiologicznych) chlorogeniandw Li, Na, K, Rb i Cs.

Wyniki analizy elementarnej wskazujg, ze chlorogeniany litowcow
wykazujg rézny stopien uwodnienia: C16H1709M-1,5H,0 — dla soli Li, Na i K oraz
Ci6H1709M-2H,0 — dla Rb i Cs chlorogeniandéw (gdzie M oznacza metal). Analiza
widm FT-IR, FT-Raman (rys. 22) dostarczyta informacji na temat wptywu metali na
uktad elektronowy ligandu oraz sposobu wigzania kationdw metali. Przypisanie
pasm z widm wykonatam na podstawie teoretycznych widm IR oraz
wczesniejszych danych uzyskanych dla kwasu chlorogenowego [H7]. W
poréwnaniu z widmem ligandu, w widmach soli brak jest pasm pochodzacych od
drgan C=0 grupy karboksylowej, co $wiadczy o udziale anionu karboksylanowego
w wigzaniu kationdw metali. W widmach soli pojawiajg sie silne pasma przypisane
drganiom asymetrycznym i symetrycznym anionu karboksylanowego, tj.
Vas(COO"): 1596-1603 cm™ (IR), 1598-1606 cm™ (R), vs(COO"): 1385-1395 cm™ (IR),
0op(CO0"): 613-615 cm™ (IR). Ponadto widma kwasu chlorogenowego i jego soli
roznig sie potozeniem pasm pochodzacych od drgan zaréwno ugrupowania
pochodzacego od kwasu chinowego jak i kawowego. Szczegdlne réznice widoczne
sg w potozeniu pasm pochodzacych od drgan uktadu aromatycznego i wigzania
C=C [V(CC)ar, v(C=C)], ktére w widmie kwasu obecne s3 przy 1640 cm™ (IR), 1530
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cm (IR), a w widmach soli ulegajg przesunieciu w strone nizszych liczb falowych.
Natomiast pasma przy 1602 i 1613 cm™ (IR) zanikajg w widmach soli. Wyraznym

przesunieciom ulegajg réwniez pasma przy 1289 cm™ (IR) v(C4’-02’)+8(C-H)ar [wW

widmach soli 1281-1266 cm™ (IR)], kt

hodzg od drgan C-OH przy

ore czesciowo poc
tycznym. Sugeruje to, ze ugrupowanie katecholowe moze bra

7

¢

udziat w oddziatywaniu z kationem litowca. Inne pasma przy: 1382, 1190, 1086,
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Przesuniecia chemiczne sygnatéw z widm H i ¥3C NMR kwasu
chlorogenowego i jego soli zestawiono w tabeli 6. Wartosci prawie wszystkich
sygnatéw z widm *H NMR soli malejg w poréwnaniu z odpowiadajagcymi sobie
sygnatami w widmie ligandu. Najbardziej wyrazne zmiany dotyczg sygnatéw
pochodzacych od protondéw czesci chinowej 5-CQA, tj. H2eq, H4, H6eq, i H6ax.
Pozostate sygnaty pochodzgce od protondw ulegajg mniejszym przesunieciom.
Widoczna jest regularnos¢ w przesunieciach sygnatow H2eq (z wyjatkiem Li 5-
CQA), H3, Hbeax i H5 w serii Li>Na->K->Rb—>Cs 5-CQA wraz ze zmiang
parametrow kationéw litowcow takich jak np. potencjat jonowy,
elektroujemnoé¢, promieri jonowy. W widmach 3C NMR chlorogenianéw, w
porédwnaniu z widmem kwasu, obserwowany jest wzrost wartosci przesunieé
chemicznych w przypadku sygnatéw pochodzgcych wegli C1-C7 (o ~2 ppm), co
sugeruje spadek gestosci elektronowej wokot tych atoméw w czgsteczkach soli.
Sygnaty pochodzgce od wegli pierscienia aromatycznego pozostajg praktycznie
bez zmian. Wskazuje to, ze w roztworze DMSO wptyw litowcow na uktad
elektronowy ligandu jest gtéwnie ograniczony do czesci chinowej ligandu.

Tabela 6. Przesuniecia chemiczne z widm H i 3C NMR kwasu chlorogenowego
(5-CQA) i jego soli, & [ppm] (humeracja atomow na rys. 19)

5- sole 5-CQA 5- sole 5-CQA

CQA Li  Na K Rb Cs CQA Li Na K Rb Cs
H2eq 1,80 1,68 1,73 1,72 1,61 160 C1 73,6 75,8 75,2 75,2 75,2 75,2
H2ax 2,03 1,99 199 198 198 197 €2 373 395 395 395 395 395
H3 394 392 391 390 3838 38 €3 682 71,4 714 715 716 716
H4 3,58 3,48 3,49 3,48 347 348 €4 705 715 716 716 71,7 71,6
H5 508 5,17 5,17 5,17 5,16 5,16 C5 71,0 73,2 73,3 73,4 73,5 73,5
H6eq 196 1,81 1,81 1,81 190 1,81 C6 364 380 381 382 382 382
Heéax 2,01 1,85 1,87 1,87 1,94 194 C7 1750 176,5 176,7 176,5 176,2 176,0
H7 12,41 C1’ 125,7 125,4 125,5 1254 124,4 124,5
H2’ 7,04 7,06 7,07 7,08 7,01 7,02 C2° 1149 114,5 114,7 114,7 1140 1141
H3’ 9,13 C3’ 145,6 1458 145,8 1459 146,3 146,2
H4 9,56 C4 148,4 148,8 148,5 148,8 150,2 150,0
H5’ 6,77 6,75 6,75 6,72 669 6,70 €5 1159 1159 1158 1159 1156 115,6
H6’ 6,98 6,97 6,97 6,9 6,93 693 C6’ 121,5 121,2 121,2 121,2 121,55 121,4
H7’ 743 746 744 744 7,44 7,44 C7 1450 144,7 1446 144,7 1449 1449
H8’ 6,16 6,22 6,22 6,22 6,21 6,22 C8 114,4 114,5 114,6 114,5 113,7 1141

Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej wykazaty, ze sole litowcow
kwasu chlorogenowego posiadajg lepszg aktywnos¢ niz sam ligand. Sposréd
badanych zwigzkéw Rb 5-CQA wykazuje najwyzszg aktywno$é w stosunku do
Escherichia coli i Streptococcus pyogenes oraz K 5-CQA w stosunku do
Staphylococcus epidermidis. Obecnos¢ kationdw litowcéw oraz formy
zdysocjowanej kwasu chlorogenowego moze wptywaé na sposéb ich
oddziatywania z bftong komdrkowa drobnoustroju w poréwnaniu z
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niezdysocjowanym ligandem i powodowac wiekszg aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowg soli w poréwnaniu z kwasem.

Tabela 7. Wartosci minimalnego stezenia kwasu chlorogenowego (5-CQA) i jego
soli hamujacego rozwéj drobnoustroju MIC [mmol/dm?3]

Zwigzki Escherichia Bacillus  Staphylococcus Streptococcus Candida
coli sp. epidermidis pyogenes sp.
5-CQA 7.06 >7.06 >7.06 > 7.06 > 14.11
(2.5 (2.5 (2.5 mg/mL) (2.5 mg/mL) (5
mg/mL)  mg/mL) mg/mL)
Li 5-CQA 6.46 > 6.46 > 6.46 > 6.46 > 1291
Na 5-CQA 6.20 >6.20 > 6.20 > 6.20 > 12.40
K 5-CQA 5.96 5.96 2.98 > 5.96 5.96
Rb 5-CQA 2.63 5.27 5.27 2.63 5.27
Cs 5-CQA 4.79 > 4.79 > 4.79 > 4.79 > 9,58
Kanamycyna 0.21 0.21 0.21 0.21 0.41
(kontrola
pozytywna)
Ampicylina 0.43 0.57 0.57 0.57 0.57
(kontrola
pozytywna)

Ze wzgledu na istniejgce i dyskutowane w literaturze zaleznosci pomiedzy
aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg i pro-/antyoksydacyjng oraz lipofilowoscig
zwigzkéw wykonatam kolejne badania dla kwasu chlorogenowego i jego soli
polegajace na wyznaczeniu: (a) aktywnosci antyoksydacyjnej (metodami DPPH,
FRAP), (b) aktywnosci pro-oksydacyjnej (w reakcji utleniania troloksu), (c)
lipofilowosci zwigzkdw na podstawie chromatograficznych parametréw, (d)
obliczen energii orbitali HOMO i LUMO, ktérych wartosci odzwierciedlajg
reaktywnos¢ zwigzkow.

Wyniki badan aktywnosci antyoksydacyjnej zostaty przedstawione na rys.
23 i 24. Chlorogeniany charakteryzujg sie wiekszg aktywnoscig antyoksydacyjna
(mierzong testami DPPH i FRAP) niz sam ligand. Uzyskany parametr ECso
(metodyka DPPH) dla kwasu chlorogenowego wynosi 7,39 pmol/dm?3, natomiast
dla chlorogeniandw litowcdw miesci sie w zakresie 4,50-5,80 umol/dm3. Ponadto
badane zwigzki posiadajg wyzszg aktywnos$é antyoksydacyjng (w tescie DPPH) niz
popularne antyutleniacze, tj. troloks (ECso = 8,25 umol/dm3), kwas L-askorbinowy
(ECso = 10,87 umol/dm3) i BHT (ECso = 52,80 pmol/dm3). Zauwazalna jest
tendencja wzrostu aktywnosci antyutleniajgcej w serii kwas
chlorogenowy—->Cs—>Rb->K->Li->Na chlorogeniany (mierzona testem DPPH).
Badania aktywnosci za pomoca testu FRAP wykazaty, ze ze wzrostem stezenia
badanych zwigzkéw ich wfasciwosci antyoksydacyjne wzrastajg. Dla badanych
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stezern 5 i 2,5 umol/dm?3 wartoéci FRAP wynoszg odpowiednio 114,22 i 72,53
umol/dm3 Fe?* dla kwasu chlorogenowego, a dla soli 106,92-141,13 i 78,93—
132,00 pmol/dm?® Fe?*. W serii Na—K—Rb—Cs chlorogenianéw — kwas
chlorogenowy widoczny jest spadek zdolnosci redukcyjnych zwigzkéw. Wyniki
uzyskane dla chlorogenian litu wytamujg sie z tych tendenc;ji (biorgc pod uwage
obie metodyki pomiaru). Jego aktywnos$¢é w tescie FRAP jest nawet nizsza niz dla
kwasu chlorogenowego (przy stezeniu 5 pumol/dm3). Oznaczenia testem FRAP
wykonuje sie w prawie wodnym srodowisku (11% obj. stanowi metanol), podczas
gdy oznaczenia testem DPPH wykonuje sie w metanolowym S$rodowisku.
Szczegolnie w tescie FRAP wyniki uzyskane dla Li 5-CQA odbiegaja od tych
uzyskanych dla pozostatych soli. Moze to sugerowac, ze podczas oznaczen
metodyka FRAP zachodzg dodatkowe oddziatywania w roztworze wodnym, np.
roznice w hydratacji jonow litowcoéw, ktére wptywajg na wynik koncowych
oznaczen. Kation litu jest mniejszym jonem niz pozostate kationy litowcow.
Powoduje to, ze tworzona powtoka hydratacyjna kationu litu jest wiekszych
rozmiaréw i silniej zwigzana niz w przypadku reszty kationéw litowcéw. Dane
literaturowe potwierdzajg, ze hydratacja kationow litu, ktéra zachodzi w wodnym
roztworze soli litu, wptywa na jego wtasciwosci i powoduje, ze wyniki uzyskane
dla soli litu odbiegajg od tych, ktdre uzyskano dla pozostatych soli metali
pierwszej grupy uktadu okresowego [64, 65].

Podsumowujgc, uzyskane wyniki wskazujg, ze chlorogeniany litowcow
wykazujg lepsze witasciwosci antyoksydacyjne niz kwas chlorogenowy (zaréwno
w tescie DPPH jak i FRAP). Oznacza to, ze badane zwigzki sg efektywnymi
zmiataczami rodnikow DPPH* oraz wykazujg wtasciwosci redukcyjne w stosunku
do jonow Fe (lll). Produktami utlenienia kwasu chlorogenowego i chlorogenianéw
sg semi-chinony lub chinony. Generalnie mechanizm dziatania antyoksydantéw z
DPPH- moze odbywac sie na drodze okres$lonej jako: (a) HAT (transfer atomu
wodoru; ang. hydrogen atom transfer), (b) SPLET (przeniesienie elektronu
poprzedzone deprotonacjg grupy -OH, ang. sequential proton — loss electron —
transfer) and (c) ET-PT (przeniesienie protonu poprzedzone transferem
elektronu, ang. electron — transfer proton — loss) [66-68], ale w polarnych
rozpuszczalnikach (woda, metanol, etanol) mechanizm HAT jest pomijalny.
Natomiast przebieg reakcji podczas oznaczenia FRAP okreslany jest jako gtdwnie
SET (transfer pojedynczego elektronu, ang. single electron transfer) — pojedynczy
elektron przenoszony jest z antyutleniacza na kation metalu w celu jego redukgji.
Biorgc pod uwage powyzisze mechanizmy, potencjat jonizacji i deprotonacja,
wymieniane s3 jako dwa wazne czynniki majgce wptyw na aktywnos$é
antyoksydacyjng badanych zwigzkow [69].
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Rys. 23. Aktywnos¢  antyrodnikowa kwasu chlorogenowego (5-CQA) i
chlorogeniandw oraz troloksu i kwasu L-akorbinowego w stosunku do DPPH-
wyrazona parametrem ECso [H9].
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Rys. 24. Aktywnos¢ antyoksydacyjna kwasu chlorogenowego (5-CQA) i
chlorogenianéw (przy stezeniach badanych zwigzkéw 5 i 2,5 umol/dm?) okreslona
jako zdolnosc redukcji jondw Fe (lll) (zgodnie z metodykq FRAP) [H9].

Im nizszy potencjat jonizacji tym tatwiej zachodzi proces oderwania
elektronu. W celu okreslenia potencjatu jonizacyjnego czasteczek wykonano
obliczenia teoretyczne optymalizacji struktur oraz energii orbitali HOMO i LUMO
dla kwasu chlorogenowego oraz jego soli litu, sodu i potasu w fazie gazowej i w
metanolu (rys. 25). Uzyskane wyniki wskazuja, ze sole litu, sodu i potasu posiadaja
wyzszg energie orbitali HOMO i mniejszy potencjat jonizacji niz kwas
chlorogenowy. Sugeruje to, ze chlorogeniany litowcdw s3 lepszymi donorami
elektronu niz kwas chlorogenowy, co moze czesciowo wyjasniaé ich lepsze
wiasciwosci antyutleniajgce. Planuje poszerzy¢ badania mechanizmoéw dziatania
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antyutleniaczy stosujagc metody obliczeniowe do wyznaczenia parametréw
termodynamicznych, takich jak np. entalpie dysocjacji wigzania -OH,
adiabatyczny potencjat jonizacji i entalpie dysocjacji protonu.

Rys. 25. Policzona struktura chlorogenianu sodu [B3LYP/6-311++G(d,p)] (kolory
oznaczajq: szary — atomy wegla; biaty — wodory; czerwony — tlenu;, fioletowy —
sodu [H9].

W kolejnym etapie badan chlorogenianéw litowcéw ocenitam ich
wiasciwosci pro-oksydacyjne w reakcji utleniania troloksu zgodnie z metodykg
zaproponowang w publikacji [70]. Rodniki fenoksylowe tworzone sg w reakcji z
H,O. katalizowanej przez enzym peroksydaze chrzanowg (rys. 26). Utworzone
rodniki mogg przeksztatca¢ sie w stabilne formy o matej reaktywnosci lub
powodowac utlenienie troloksu do chinondw, ktére wykazuje absorpcje przy 272
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Rys. 26. Schemat reakcji wykorzystanej podczas badania wtasciwosci pro-
oksydacyjnych na przyktadzie kwasu kawowego (A), zgodnie z metodykq z
publikacji [70] (HRP — peroksydaza chrzanowa).
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Uzyskane badania wykazaty, ze pro-oksydacyjne witasciwosci zalezg od
rodzaju i stezenia zwigzkdw. Ze wzrostem stezenia 5-CQA i jego soli wzrasta ich
aktywnos¢ pro-oksydacyjna (rys. 27). Badania przeprowadzone zostaty dla
czterech stezen badanych zwigzkéw (0,05; 0,015; 0,25 i 0,35 pmol/dm?3). Dla
stezen 0,25 i 0,35 pmol/dm?3 reakcja utleniania troloksu zakoriczyta sie po 20-30

minutach w zaleznosci od typu zwigzku.
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Rys. 27. Wptyw kwasu chlorogenowego (5-CQA) i jego soli cezu (Cs 5-CQA) na

reakcje utlenienia troloksu [H9].

Szczegdlne dla tych dwdéch najwyzszych stezen widoczny jest wyrazny trend:
wiasciwosci pro-oksydacyjne zwigzkéw rosng w serii Li>Na—>K->Rb—>Cs
chlorogeniany—>kwas chlorogenowy (rys. 28) (w serii nastepuje wzrost réznicy w
wielkosciach absorbancji zwigzku i kontroli).
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Rys. 28. Porownanie wptywu kwasu chlorogenowego (5-CQA) i chlorogenianow
litowcdw o stezeniu 0,35 umol/dm? na przebieg reakcji utleniania troloksu [H9].
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Whtasciwosci  pro-/antyoksydacyjne zwigzkéw fenolowych s3 czesto
wigzane z ich wtasciwosciami lipofilowymi [64, 71, 72]. Dlatego dalszy etap moich
prac polegat na ocenie wiasciwosci lipofilowych badanych zwigzkéw i ich dyskusji
w kontekscie wczesniejszych wynikow badan. Chromatograficzne parametry
lipofilowosci  badanych  zwigzkéw  wyznaczono w  pieciu  ukfadach
chromatograficznych zréznicowanych pod wzgledem rodzaju fazy stacjonarnej
oraz sktadu fazy ruchomej. Dane retencyjne uzyskane na kolumnie IAM (ang.
immobilized artificial membrane) odzwierciedlajg procesy transportu substancji
przez btony biologiczne [73, 74]. Natomiast uzycie réznych wypetnien typu RP
HPLC, bazujacych na krzemionce dajg szanse modelowania specyficznych
wiasciwosci podziatowych réznych uktadéw. Dlatego zastosowano kolumny
wypetnione zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami oktadecylowymi
(C18), oktylowymi (C8), cyjanopropylowymi (CN) i fenylowymi (PHE).

Tabela 8. Chromatograficzne parametry lipofilowosci i literaturowe wartosci
wspotczynnikow podziatu oktanol/woda dla kwasu chlorogenowego (5-CQA)
i chlorogenianéw

log kw
Cl18 C8 CN IAM PHE
5-CQA 3,88 1,11 2,09 0,74 1,45 Eksp. 0,6
Teoret. -0,45
0,07
0,69

Zwiazek logP

Li5-CQA 1,84 0,21 0,84 1,24 1,23
Na 5-CQA 2,24 1,11 1,35 1,84 1,43
K5-CQA 2,36 1,24 1,84 1,91 1,84
Rb 5-CQA 3,21 1,84 2,23 2,84 2,24
Cs5-CQA 3,74 2,13 2,64 3,84 2,64

Otrzymane parametry rdznig sie znacznie miedzy sobg biorgc pod uwage
rodzaj kolumny na jakiej byty wyznaczane (tabela 8). Najbardziej zblizone do
eksperymentalnej wartosci wspotczynnika podziatu logP (0,6) i teoretycznego
logP (0,69) dla 5-CQA jest logkw wyznaczone przy uzyciu kolumny IAM
(logkw=0,74). Wartosci logkw wyznaczone dla 5-CQA na innych kolumnach mozna
uszeregowac¢ C8 (1,11)<PHE (1,45)<CN (2,09)<C18 (3,88). Tak szeroki zakres
wartosci jaki uzyskano wynika z charakteru oddziatywan miedzy wypetnieniem
kolumny a kwasem chlorogenowym, ktdry ma charakter polarny i hydrofilowy.
Dobra korelacja parametru lipofilowosci okreslona na kolumnie IAM z
doswiadczalng wartoscia logP pozwala zatozy¢, ze wyznaczone na tej kolumnie
wartosci logkw lepiej odzwierciedlajg oddziatywania zwigzku z membrang
fosfolipidowg. Uzyskane logks dla chlorogeniandéw roznig sie réwniez miedzy
sobg biorgc pod uwage rodzaj kolumny, ale niezaleznie od typu kolumny wartosci
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logkw wzrastajg w serii Li->Na—>K->Rb->Cs chlorogeniany. Sugeruje to wzrost
lipofilowosci w tej samej serii. Jednoczesnie wskazuje to na mozliwg zaleznosc¢
pomiedzy  wzrostem  wiasciwosci  lipofilowych i pro-oksydacyjnych
chlorogeniandw litowcow. Podobne rezultaty opisano w literaturze dla soli
litowcow z warfaryng, ktorych wiasciwosci lipofilowe wzrastaty ze zmiang kationu
litowca ww. serii [64].

7.5. Synteza, badania strukturalne, spektroskopowe oraz antyutleniajgce
kompleksow sodu, niklu (Il) i cynku (1) z kwercetynq [H10]

Badaniami objetam bardziej ztozony strukturalnie polifenol jakim jest
kwercetyna. Jest ona jednym z najbardziej powszechnych flawonoidéw w diecie
cztowieka. Posiada wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe [75], przeciwwirusowe
[76], antyoksydacyjne [77, 78], antyrakowe [79]. Dane literaturowe dostarczajg
duzo informacji na temat kompleksdw kwercetyny i ich witasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych. Poniewaz kwercetyna posiada 3 rézne miejsca
koordynacji kationdw metali, powstajgce kompleksy zwykle charakteryzuje
stosunek molowy ligand:metal 1:1, 1:2 lub 2:1. W zaleznosci od warunkéw
syntezy kwercetyna moze tworzy¢é kompleksy z jednym kationem metalu o
réoznym stosunku stechiometrycznym ligand:metal przy udziale réznych grup
wigzacych. Wiele badan wskazuje, ze kompleksy posiadajg lepsze wtasciwosci
biologiczne niz sama kwercetyna. Kompleksy kwercetyny z Mn(ll), Co(ll), Ni(ll),
Zn(Il), Cu(ll) [80] wykazywaty wieksze, natomiast z Cd(ll) [81] czy Sn(ll) [82]
mniejsze wiasciwosci antyoksydacyjne niz kwercetyna.

W ramach prowadzonych badan otrzymatam sél sodowg oraz kompleksy
Ni(ll) i Zn(Il) z kwercetyng, ktore charakteryzujg sie stosunkiem metalu do ligandu
1:1 [H10]. Zwigzki te wykazujg réiny typ uwodnienia, tj. Na(CisHs0O7)-1H20,
Ni(C15HgO7)-2,5H,0 i Zn(CisHgO7)-4HO oraz rding stabilnos¢ termiczna.
Zarejestrowatam i przypisatam widma FT-IR, FT-Raman oraz UV kwercetyny i jej
zwigzkéw z wybranymi metalami (rys. 29 i 30). Utworzenie komplekséw i soli
zmienia potozenie odpowiadajgcych sobie pasm w ich widmach FT-IR, FT-Raman
w poréwnaniu z widmem kwercetyny. Szczegdlnie dotyczy to pasm przypisanych
drganiom C-OH. W $rodowisku alkalicznym, kwercetyna wykazuje tendencje do
koordynacji kationdw metali przez ugrupowanie katecholowe piescienia B (3’,4’-
OH; rys. 29). Dowodem na to sg zmiany potozenia pasm przypisanych drganiom
katecholowej grupy C-OH [tj. B(C-OH); kwercetyna: 1362 cm™, kompleksy 1344-
1346 cm™] oraz pojawienie sie pasm przy 1402 i 1421 cm™ przypisanych drganiom
rozciggajagcym v(C-O). W widmach UV komplekséw w pordwnaniu z widmem
kwercetyny zaobserwowano batochromowe przesuniecie pasma przy ~370 nm.
Obecnos¢ tego pasma jest wynikiem przejs¢ m—>mn* w pierscieniu B. Wstepne
badania aktywnosci antyoksydacyjnej (w tescie z rodnikiem DPPH') wykazaty, ze
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kompleksowanie jonéw Zn(ll) i Ni(ll) nie powoduje wzrostu aktywnosci
antyoksydacyjnej kwercetyny. Uzyskane dane nie sg zgodne z literaturowymi
[80]. Rdznice wyjasnié mozna innym typem wigzania kationdw metali w
przypadku otrzymanych przeze mnie i literaturowych komplekséw. Dane
literaturowe wskazuja na tworzenie kompleksow typu kompleksy ML-xH,0
(M-metal; L-ligand), w ktérych jon centralny wigzany jest przez dwie czgsteczki
kwercetyny za pomocg tlenow 02 i 03. W przypadku tworzenia takich
komplekséw, ugrupowanie katecholowe nie bierze udziatu w koordynacji jonu
metalu i moze by¢ zaangazowane w reakcje z rodnikami [83]. W ten sposdb typ
koordynacji metalu wptywa na wtasciwosci antyoksydacyjne kompleksu.
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Rys. 30. Widmo FT-IR kompleksu cynku(ll) z kwercetynq [H10].

Uzyskane wyniki prowadzonych prac wskazujg, ze synteza kompleksow i
soli zwigzkdéw fenolowych zmienia wtasciwosci fizykochemiczne, rozktad tadunku
elektronowego oraz wtasciwosci biologiczne wyjsciowych liganddw. Niewielkie
zmiany w rozktadzie gestosci elektronowej ligandu, ktére mozna oceni¢ na
podstawie subtelnych przesunie¢ pasm z widm spektroskopowych lub zmian
parametrow teoretycznych (strukturalnych, wartosci tadunkdéw, energii orbitali
HOMO i LUMO), wptywajg na globalne zmiany we wtasciwosciach biologicznych
zwigzkow. Jednym z celi prowadzonych przeze mnie badan jest zebranie danych
dotyczacych struktury (eksperymentalnych i teoretycznych) oraz aktywnosci
biologicznej (przeciwdrobnoustrojowej, pro-/antyoksydacyjnej) bardzo duzej
liczby zwigzkéw fenolowych i ich komplekséw z metalami. Pozwoli to badac
ogdlne zaleznosci pomiedzy strukturg zwigzkow a ich aktywnosciag biologiczng.
Okreslenie ogdlnych zaleznosci utatwi projektowanie nowych bezpiecznych dla
cztowieka i S$rodowiska zwigzkéw biologicznie czynnych bazujgcych na
naturalnych i nietoksycznych dla srodowiska roslinnych zwigzkach fenolowych.

Poszukujgc nowych zwigzkéw chemicznych, ktdére bytyby cennym
obiektem badan w przysztosci, postanowitam siegng¢ do ich zrédta jakim sa
ekstrakty roslinne. Dostepnych jest szereg danych literaturowych dotyczacych
ekstrakcji, sktadu i aktywnosci biologicznej ekstraktéw. Mojg uwage przykuty
artykuty opisujgce sktad chemiczny i wtasciwosci biologiczne jabtek, szczegdlnie
skorek i pestek z jabtek. Te czesci jabtek sg niezwykle bogate w roslinne zwigzki
fenolowe, ale ich skfad jakosciowy i ilosciowy jest uzalezniony od wielu
czynnikéw, w tym od odmiany, warunkdw uprawy, sposobu przechowywania
oraz metodyki prowadzenia oznaczen. Dane literaturowe oraz wtasne badania
wykazujg, ze ekstrakty uzyskane ze skorek i pestek jabtek charakteryzujg sie
wysokimi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi i przeciwdrobnoustrojowymi. Za
koncepcjg badania i zastosowania ekstraktow z jabtek, badz zwigzkéw
fenolowych obecnych w jabtkach, przemawiajg réwniez liczne patenty
(US6620452, WO 2011140655 A1, US 7285298 B2, US7041322 i wiele innych)
bazujgce na ww. produktach i opisujgce ich zastosowanie jako rézne bioaktywne
substancje. Sktad ekstraktow z jabtek, sposoby ich otrzymywania oraz wtasciwosci
biologiczne wyczerpujgco opisatam w publikacji przeglagdowej [H11]. Publikacja
stata sie inspiracjg do podjecia dodatkowych badan, ktdrych celem byto: (1)
poszukiwanie nowych bezpiecznych dla cztowieka i sSrodowiska naturalnego
substancji przeciwdrobnoustrojowych uzyskanych z ekstraktéw jabtek oraz (2)
badanie zaleznosci miedzy aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg a pro-
oksydacyjng ekstraktéw z jabtek oraz wybranych roslinnych zwigzkéw fenolowych
i ich pochodnych. Badania te byty jednym w etapdéw prac, ktére prowadzitam jako
kierownik w ramach dwdch grantéw: MNiISW nr N N305 384538 oraz NCN nr
2013/11/D/NZ9/02774.
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Podsumowanie:

1)

2)

3)

4)

Zarejestrowatam oraz analizowatam widma spektroskopowe FT-IR, FT-Raman,
UV, H i 3C NMR kwaséw p-kumarowego, ferulowego, gentyzynowego,
chlorogenowego i kwercetyny oraz ich 20 kompleksow lub soli. Analiza widm
pozwolita oceni¢ wptyw metali na strukture molekularng ligandow oraz
sposdb wigzania kationdw metali w kompleksach i solach. Utworzenie
komplekséw powoduje wyrazny wzrost gestosci elektronowej wokoét atomow
ugrupowania -C=C- w czgsteczkach p-kumarynianéw i ferulanow w
poréwnaniu do liganddéw. Zaobserwowatam mniejszy wptyw kationdéw metali
na rozktad gestosci elektronowej pierscienia p-kumarynianéw i ferulanow niz
gentyzyniandw. Sugeruje to, ze obecnos¢ -C=C- ostabia wptyw kationéw
metali na rozktad gestosci elektronowej pierscienia. W przypadku
chlorogeniandw wigzanie kationdw metali nastepuje przez grupe
karboksylanowg czesci kwasu chinowego oraz przez ugrupowanie
katecholowe. Widoczna jest regularnosc¢ przesunieé¢ wybranych sygnatéw w
serii widm chlorogenianéw Li>Na->K->Rb—->Cs 5-CQA wraz ze zmiang
parametrow kationdw litowcédw takich jak np. potencjat jonowy,
elektroujemnos¢, promien jonowy.

Przypisanie pasm z widm FT-IR, FT-Raman oraz 'H i 3C NMR dostarcza
ogromna liczbe danych analitycznych, ktére bedg wykorzystane w badaniach
zaleznosci struktura — aktywnos¢. W trakcie takiej analizy struktura zwigzku
moze zostaé opisana parametrami spektroskopowymi, czyli wartosciami liczb
falowych z widm FT-IR, FT-Raman lub przesunie¢ chemicznych z widm NMR.
Wykonatam obliczenia [na poziomie B3LYP/6-311++G(d,p)] dla kwasu
gentyzynowego oraz gentyzynianéw sodu(l), kadmu(ll) i miedzi(ll) celem
uzyskania parametrow strukturalnych, dyskus;ji obecnosci
wewnatrzczasteczkowych  wigzan  wodorowych, rozktadu  fadunku
czgstkowego (metodami NBO i APT). Obecnos¢ wewnatrzczgsteczkowych
wigzan wodorowych stabilizuje czasteczki kwasu gentyzynowego i
gentyzyniandw oraz wptywa na strukture przestrzenng komplekséw.

Sktad, stopien uwodnienia oraz stabilnos¢ termiczng kompleksow
scharakteryzowatam za pomocy analizy elementarnej i
termograwimetrycznej.

Otrzymatam krysztaty komplekséw p-kumarynianéw cynku(ll) i kadmu(ll) oraz
gentyzyniandw  wapnia, dla ktdérych zostata wykonana analiza
rentgenostrukturalna. w kompleksie p-kumarynianu cynku
[Zn4(CoH703)8(H20)6]-4(H20) kationy metalu koordynowane sg mostkujgcymi
grupami karboksylanowymi, ktdére tworzg oktaedryczne i tetraedryczne
otoczenie jonu centralnego. Otrzymana struktura p-kumarynianu kadmu
zostata juz opisana w literaturze. Gentyzynian wapnia wystepuje w dwéch
formach  krystalicznych o  wzorach [Ca(C7H504)2(H20)6]-H20] i
Ca(C7H504)2(H20)s. W obu przypadkach kation wapnia (Il) jest koordynowany
przez dwa ligandy gentyzynianu za pomocy jednopozycyjnych grup
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5)

6)

7)

karboksylanowych oraz pieciu lub szesciu czgsteczek wody. We wszystkich
otrzymanych kompleksach grupy hydroksylowe przy pierscieniu nie biorg
udziatu w koordynacji kationdw metalu, ale zaangazowane sg w tworzenie
szeregu wewnatrz- i miedzyczgsteczkowych wigzan wodorowych O-H--O,
ktore stabilizujg struktury.

Kompleks wapnia kwasu gentyzynowego oraz sole litowcoéw z kwasem
chlorogenowych wykazujg wyzszg aktywnosé antyutleniajgcg mierzong w
testach DPPH, FRAP i CUPRAC niz odpowiednie ligandy oraz popularnie
stosowane antyutleniacze: BHA, BHT i kwas askorbinowy. W serii kwas
chlorogenowy->Cs—>Rb—>K—->Na chlorogeniany widoczny jest wzrost
aktywnosci antyutleniajgcej zwigzkow. W przypadku mechanizmoéw dziatania
antyoksydantow, ktdore polegajg na przeniesieniu elektronu, potencjat
jonizacji jest waznym czynnikiem majgcym wptyw na aktywnosé
antyoksydacyjng zwigzkow. W wyniku obliczen uzyskatam nizsze wartosci
potencjatéw jonizacji dla gentyzynianu wapnia i chlorogeniandw litowcow w
poréwnaniu do samych ligandéw, co sugeruje, ze sg one lepszymi donorami
elektronu.

Kompleksy Zn(ll) i Ni(ll) z kwercetyng wykazujg stabsze witasciwosci
antyoksydacyjne niz kwercetyna. Prawdopodobnie ugrupowanie katecholowe
bierze udziat w koordynacji kationu metalu i nie moze by¢ zaangazowane w
reakcje z rodnikami. Sposdb koordynacji kationu metalu wptywa na
wiasciwosci antyoksydacyjne kompleksu.

Chlorogeniany litowcow wykazujg stabsze witasciwosci pro-oksydacyjne
(mierzone w reakgcji utleniania troloksu) niz kwas chlorogenowy. Wtasciwosci
te rosng regularnie w serii Li->Na—>K->Rb->Cs chlorogeniany->kwas
chlorogenowy. Natomiast kompleks gentyzynianu wapnia wykazuje silniejsze
wiasciwosci pro-oksydacyjne niz kwas gentyzynowy mierzone poziomem
peroksydaciji lipidow w liniach komdérkowych MCF-7. Nie tylko obecnosc iilo$é
podstawnikdw hydroksylowych (i innych) przy pierscieniu, ale rowniez rodzaj
kationu metalu zwigzanego przez grupe karboksylanowg, decyduje o
aktywnosci pro-/antyoksydacyjnej kompleksu.  Wifasciwosci pro-
/antyoksydacyjne soli i kompleksow metali mogg by¢ zwigzane z ich
lipofilowoscia.

Badane kompleksy generalnie charakteryzujg sie wyiszg aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowg niz wyjsciowe ligandy. Szczegdlnie aktywne s3a
kompleksy cynku(ll), ktére hamowaty rozwdj prawie wszystkich testowanych
drobnoustrojow. Gentyzynian miedzi(ll) posiadat silne wfasciwosci
bakteriobdjcze w stosunku do S. aureus. Z punktu widzenia praktycznego
zastosowania, najwieksze nadzieje rokuje dobrze rozpuszczalny w wodzie
ferulan sodu przeciwko P. aeruginosa i S. aureus.

Prowadzone przeze mnie spektroskopowe oraz strukturalne badania

wybranych zwigzkéw fenolowych i ich kompleksdw z metalami sg niezwykle
cenne oraz dostarczajg szereg danych analitycznych. Dane te opisujg strukture
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molekularng zwigzkdw, wptyw metali na rozktad gestosci elektronowej, sposob
koordynacji kationdw metali. Dzieki temu sg dobrymi parametrami, ktére moga
by¢ wykorzystane w badaniach zaleznosci miedzy strukturg a aktywnoscig
biologiczng zwigzkéw. Aby wyniki takiej analizy dobrze odzwierciedlaty
rzeczywiste zaleznosci, badania nalezy wykona¢ na bardzo duzej, podobnej
strukturalnie grupie zwigzkdow. Uzyskane zaleznosci pozwolg na bardziej
efektywne planowanie badan/syntez majgcych na celu otrzymanie zwigzkow o
wysokiej aktywnosci biologicznej, a jednoczesnie bezpiecznych dla cztowieka i
Srodowiska naturalnego. W wyniku prowadzonych przeze mnie badan udato sie
uzyska¢ zwigzki o wysokiej aktywnosci biologicznej, ktére moga miec
zastosowanie w przemysle. Na uwage zastuguje chlorogenian sodu — dobrze
rozpuszczalny w wodzie, o najsilniejszych wtasciwosciach antyutleniajgcych oraz
najstabszych pro-oksydacyjnych w poréwnaniu z samym ligandem (kwasem
chlorogenowym). Ponadto posiada lepsze wtasciwosci antyutleniajgce niz
popularnie stosowane antyutleniacze: BHA, BHT i kwas askorbinowy. Wsréd
substancji o witasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, najwieksze nadzieje
rokuje dobrze rozpuszczalny w wodzie ferulan sodu przeciwko P. aeruginosa i S.
aureus.
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VIIl. Omdéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

8.1. Prace naukowo-badawcze

Moj catkowity dorobek naukowych przedstawia sie nastepujgco:
- faczna liczba publikacji znajdujgcych sie w bazie JCR wynosi 48,
- faczna liczba publikacji spoza bazy JCR wynosi 26,

- sumaryczny impact factor wynosi 89,296,

- catkowita liczba cytowan bez autocytowan wynosi 448.

Szczegbétowe zestawienie dorobku naukowego osiggnietego przed i po
doktoracie zestawitam w tabeli ponizej.

Dorobek naukowo-badawczy Przed Po 2
doktoratem doktoracie

Liczba publikacji znajdujacych sie w 12 36 48

bazie JCR

Liczba publikacji spoza bazy JCR 2 24 26

(artykuty i rozdziaty w monografiach)

Uczestnictwo w konferencjach 3 11 14

zagranicznych

Uczestnictwo w konferencjach 3 9 12

krajowych

Udziat w projektach KBN/MNiSW/NCN 7 7 14

(w tym kierownictwo) - (2) (2)

Promotorstwo prac magisterskich - 3 3

Promotorstwo pracy inzynierskich - 10 10

Prace magisterskg wykonatam w 2002 r. pod kierunkiem prof. V. Isidorova
na Wydziale Biologiczno-Chemicznym Uniwersytetu w Biatymstoku. Temat pracy
obejmowat zastosowanie technik ekstrakcyjnych do wydzielania zwigzkéw
fenolowych z tkanek roslinnych oraz analize ekstraktéow za pomoca
chromatografii gazowej oraz chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
mas. Realizujgc badania zapoznatam sie z metodami i problemami ekstrakcji oraz
chromatograficzng technikg analizy sktadu ekstraktdw roslinnych. Byt to tez czas,
w ktéorym zapoznatam sie literaturg dotyczgcg wystepowania i znaczenia
ro$linnych zwigzkdw fenolowych.

W 2002 r. rozpoczetam prace w Katedrze Chemii Politechniki Biatostockie;.
Pod kierunkiem prof. Wtodzimierza Lewandowskiego rozpoczetam badania
karboksylowych kwasdw aromatycznych (gtéwnie pochodnych kwasu
benzoesowego) i ich komplekséw z metalami stosujgc techniki spektroskopowe.
Biorgc pod uwage wczesniejsze zainteresowanie roslinnymi zwigzkami fenowymi,
rozszerzytam badania o wybrane 1z nich, tj. o kwasy anyzowe
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(metoksybenzoesowe) i cynamonowy oraz ich kompleksy i sole z metalami. Dzieki
wspotpracy z Akademig Medyczng oraz Uniwersytetem w Biatymstoku mozliwe
byto wykonanie badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. Badajgc zaleznosci
miedzy strukturg zwigzkow a ich wiasciwosciami biologicznymi, wprowadzitam
statystyczng metode analizy sktadowych gtéwnych i analize regresji. W badaniach
stosowatam tez geometryczne indeksy aromatycznosci w celu opisu wptywu
metali na aromatycznos$¢ ligandéw. Zbadatam tez uzytecznosé geometrycznych
indeksdow aromatyczno$s¢ w ocenie aromatycznosci kompleksow metali z
kwasami benzoesowym, salicylowym i nikotynowym oraz pochodnymi benzenu.
Wyniki badan stanowily rozprawe doktorsky, ktérg zostata obroniona z
wyroznieniem w 2008 r. na Wydziale Chemicznym Uniwersytetu Marii Curie-
Sktodowskiej w Lublinie.

Omowione publikacje [H1-H3, H5-H9, H11] s3g efektem realizacji projektéw
MNiSW nr N N305 384538 oraz NCN nr 2013/11/D/NZ9/02774, ktérych bytam
kierownikiem. W ramach ww. projektdw prowadzitam rdownolegle badania,
ktorych celem byto: (a) badania strukturalne, spektroskopowe i biologiczne
wybranych roslinnych zwigzkéw fenolowych i ich komplekséw z metalami, (b)
pozyskanie nowych, nietoksycznych substancji przeciwdrobnoustrojowych z
ekstraktow jabtek wybranych odmian oraz (c) poszukiwania zaleznosci miedzy
wiasciwosciami pro-/antyoksydacyjnymi a przeciwdrobnoustrojowymi
ekstraktow roslinnych i zwigzkéw fenolowych. W ramach projektu otrzymatam
ekstrakty ze skoérek i pestek z jabtek wybranych odmian stosujgc rézne techniki
ekstrakcyjne. Zastosowatam metody chromatograficzne (HPLC-DAD, GC-MS, TLC)
celem rozdziatu i oznaczenia jakosciowego i iloSciowego zwigzkdéw fenolowych w
ekstraktach. Zastosowatam réwniez HPLC do ilosSciowego oznaczenia terpenéw
(kwaséw ursolowego, oleanolowego i betulinowego) oraz kwaséw jabtkowego,
winowego, chinowego, cytrynowego i askorbinowego. Okreslitam zawartos¢ w
skérkach makro- i mikroelementéw, cukrow redukujgcych. Przeprowadzitam
badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz pro-/antyoksydacyjnej
ekstraktow ze skorek i pestek jabtek. Uzyskane wyniki badan zostaty
wykorzystane do poszukiwania zaleznosci pomiedzy sktadem ekstraktéow a ich
wiasciwosciami biologicznymi. Wyniki badan prezentowatam na konferencjach
naukowych oraz opublikowatam w 4 rozdziatach w monografiach (w latach 2012-
2017) lub artykutach niebedacych na liscie JRC oraz jednej publikacji wystanej do
recenzji w Journal of Food Composition and Analysis (M. Kalinowska, K. Gryko,
A.M. Wréblewska, A. JabtoiAska-Trypué, “Phenolic content, chemical
composition, anti-/pro-oxidant activity and the influence on basic oxidative stress
parameters in cultured human skin fibroblasts of Gold Milenium and Papierowka
apple peel”.)

Realizujac projekty podjetam sie réwniez syntezy kompleksdw kwasow
chlorogenowego i syryngowego z metalami oraz ich potaczen z B-cyklodekstryna.
Celem badan byto zwiekszenie rozpuszczalnosci oraz aktywnosci biologicznej
zwigzkéw. Wyniki badan opublikowatam w 2 rozdziatach w monografii (z 2018 r.).
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8.2. Kierowanie projektami badawczymi lub udziat w tych projektach
(dziatalnos¢ naukowa w latach 2010-2018, tj. po doktoracie):

a) granty KBN/MNiSW/NCN

- jako kierownik projektow

1.

2.

grant Narodowego Centrum Nauki, nr 2013/11/D/NZ9/02774, ,Badanie
zaleznosci  miedzy aktywnos$cia przeciwdrobnoustrojowg a pro-
oksydacyjng ekstraktow z jabtek oraz wybranych roslinnych zwigzkéw
fenolowych i ich pochodnych”, kierownik: dr Monika Kalinowska, okres
realizacji: 2014-2017,

grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, nr N N305 384538,
»Nowe bezpieczne dla cztowieka i Srodowiska naturalnego substancje
przeciwdrobnoustrojowe uzyskane z ekstraktéw jabtek odmian Gold
Milenium i Melfree. Badania fizykochemiczne i mikrobiologiczne”,
kierownik: dr Monika Kalinowska, termin realizacji: 2010-2013,

- jako wykonawca projektow

3.

grant Narodowego Centrum Nauki, nr 2015/17/B/NZ9/03581, ,Badania
wptywu wybranych metali na zmiane wifasciwosci antyoksydacyjnych
zwigzkéw naturalnych wystepujacych w produktach zywnosciowych
pochodzenia roslinnego kierownik: prof. Wtodzimierz Lewandowski, okres
realizacji: 2015-2018, wykonawca,

grant Narodowego Centrum Nauki, nr 2014/13/B/NZ7/02352 , Badania
nad poprawg selektywnosci i aktywnosci wybranych lekéw i naturalnych
zwigzkdw o wiasciwosciach przeciwnowotworowych pod wptywem
kompleksowania metalami”, kierownik: prof. Wtodzimierz Lewandowski,
okres realizacji: 2015-2018, wykonawca,

grant Narodowego Centrum Nauki, nr 2011/01/B/NZ9/06830, ,Badania
fizykochemiczne wybranych polifenoli oraz ich komplekséw z kationami
metali. Poszukiwanie nowych preparatéw antyoksydacyjnych jako
dodatkéw do zywnosci, kierownik: dr Mariola Samsonowicz, termin
realizacji 2011-2014, wykonawca,

grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, nr N N312 111838,
,Badanie zaleznos$ci miedzy strukturg molekularng i wtasciwosciami
mikrobiologicznymi  wybranych  zwigzkéw biologicznie  czynnych
pochodzenia naturalnego oraz ich syntetycznych analogéw”, kierownik: dr
Renata Swistocka, termin realizacji: 2010-2013, wykonawca,

grant Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, nr N N312 427639,
»,Badania nowych, bezpiecznych dla cztowieka i sSrodowiska naturalnego
substancji  przeciwdrobnoustrojowych  oraz  przeciwutleniajgcych
pochodzenia roslinnego. Zalezno$¢ miedzy struktura molekularna a
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wiasciwosciami biologicznymi”, kierownik: prof. dr hab. Wtodzimierz
Lewandowski, termin realizacji: 2010-2013, wykonawca.

b) projekty naukowo-badawcze PB (prace witasne i statutowe Zaktadu
Chemii/Katedry Chemii, Biologii i Biotechnologii):

- jako kierownik

1. praca witasna, nr W/WBIlS/6/2010, ,Nowe substancje
przeciwdrobnoustrojowe uzyskane z ekstraktow jabtek odmian Gold
Milenium”, kierownik: dr Monika Kalinowska, okres realizacji: 2010-2012,

- jako wykonawca

2. praca statutowa Katedry Chemii, Biologii i Biotechnologii, nr
S/WBIlS/3/2017, ,Badania nad zastosowaniem wybranych materiatéw,
preparatéw organicznych i mineralnych w biotechnologii, inzynierii
srodowiska, budownictwie i technologii zywnosci”, kierownik: prof.
Witodzimierz Lewandowski, okres realizacji 2017-2021.

3. praca statutowa Zakladu Chemii PB, nr S/11$/21/07, ,Badanie
fizykochemiczne (spektroskopowe i strukturalne), mikrobiologiczne oraz
ocena mozliwosci biodegradacji wybranych soli i kompleksdw homo- i
heterocyklicznych  kwaséw karboksylowych. Poszukiwanie nowych
zastosowan badanych zwigzkdw w ochronie s$rodowiska, inzynierii
Srodowiska oraz technologii zywnosci”, kierownik: prof. Witodzimierz
Lewandowski, okres realizacji: 2007-2011, wykonawca.

8.3. Nagrody i wyrdznienia

a) Nagrody Rektora Politechniki Biatostockiej

1. Nagroda zespotowa Il stopnia za wyrdzniajgcy sie dziatalnos¢ naukowa
przyznana przez rektora Politechniki Biatostockiej, 2018 r.,

2. Nagroda zespotowa Ill stopnia za wyrdzniajgcag sie dziatalno$¢ naukowa
przyznana przez rektora Politechniki Biatostockiej, 2017 r.,

3. Nagroda zespotowa Il stopnia za wyrdzniajgcyg sie dziatalnos¢ naukowa
przyznana przez rektora Politechniki Biatostockiej, 2012 r.,

4. Nagroda zespotowa Ill stopnia za wyrdzniajacg sie dziatalno$s¢ naukowa
przyznana przez rektora Politechniki Biatostockiej, 2011 r.,

5. Nagroda zespotowa Ill stopnia za wyrdzniajacg sie dziatalno$¢ naukowa
przyznana przez rektora Politechniki Biatostockiej, PB, 2010 r.,
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6. Nagroda indywidualna Ill stopniaJ. M. Rektora Politechniki Biatostockiej za
rozwoj naukowy uwienczony uzyskaniem stopnia naukowego doktora, PB,
2009 .

b) Odznaczenia
- Medal Brazowy za Dtugoletnig Stuzbe nadany przez Prezydenta RP, 2014,
- Medal Komisji Edukacji Narodowej za szczegdlne zastugi dla oswiaty i
wychowania, 2013.

¢) Stypendia
- Stypendium dla mtodych doktoréw uzyskane w ramach projektu
,Podniesienie potencjatu uczelni wyzszych jako czynnik rozwoju
gospodarki opartej na wiedzy” finansowanego w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki, ze s$rodkéw Europejskiego Funduszu
Spotecznego w latach 2010-2011.

d) Inne

- Wyrdznienie rozprawy doktorskiej decyzjg Rady Wydziatu Chemii
Uniwersytetu Marii-Curie Sktodowskiej w Lublinie, 2008 r.

m. Keehwa b~
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