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STOSOWANE SKROTY I OZNACZENIA

1,3-diCQA — kwas 1,3-dikawoilochinowy (ang. /,3-dicaffeoylquinic acid)

1-CQA — kwas 1-kawoilochinowy (ang. 1-caffeoylquinic acid)

TH-13C HMBC - heterojadrowa spektroskopia korelacyjna dalekiego zasiegu jader 'H i 1*C

(ang. heteronuclear multiple bond correlation)

TH-13C HSQC - heterojadrowa spektroskopia korelacyjna jader 'H i 13C z wykorzystaniem
koherencji kwantowej pierwszego rzedu (ang. heteronuclear single
quantum coherence)

'H-"TH COSY - korelacyjna spektroskopia jader 'H (ang. correlation spectroscopy)

2x5-CQA*2xH20  — hydraty 5-CQA sktadajace si¢ z dwodch czasteczek 5-CQA i dwoch

czasteczek wody

3,4-diCQA — kwas 3,4-dikawoilochinowy (ang. 3,4-dicaffeoylquinic acid)

3,5-diCQA — kwas 3,5-dikawoilochinowy (ang. 3,5-dicaffeoylquinic acid)

3-CQA — kwas 3-kawoilochinowy (ang. 3-caffeoylquinic acid)
4,5-diCQA — kwas 4,5-dikawoilochinowy (ang. 4, 5-dicaffeoylquinic acid)
4-CQA — kwas 4-kawoilochinowy (ang. 4-caffeoylquinic acid)
5-CQA — kwas 5-kawoilochinowy (ang. 5-caffeoylquinic acid)

5-CQA-OH  — wodny addukt kwasu 5-kawoilochinowego
ABTS —2,2'-azobis(3- etylo-2,3-dihydrobenzotiazolino-6-sulfonian) diamonu (ang.
diammonium 2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazole-6-sulphonate))

ANOVA — analiza wariancji (ang. analysis of variance)

B3LYP — hybrydowy funkcjonat korelacyjno-wymienny (ang. Becke, 3 parameter,
Lee-Yang-Parr)

BBO — dwukanatowa (*'P-'>N/'H) szerokopasmowa sonda pomiarowa

C-18 — zel krzemionkowy modyfikowany grupami oktadecylowymi

COX — cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

CPCM — model solwatacyjny (ang. Conductor-Polarizable Continuum Model)

CUPRAC — metoda oznaczania zdolnosci do redukowania jonéw miedzi (II) (ang.

cupric ion reducing antioxidant capacity)

cz.d.a. — czysty do analizy
D20 — deuterowana woda
D4 — dyspersyjna korekta energii stosowana w teorii funkcjonalu gestosci

3



DFT — teoria funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory)

DMSO-ds — deuterowany dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DOSY — dyfuzyjna spektroskopia NMR (ang. diffusion-ordered spectroscopy)

DPPH — 2,2-difenylo-1-(2,4,6-trinitrofenylo)hydrazyl (ang. 2, 2-diphenyl-1-(2,4,6-
trinitrophenyl)hydrazyl)

Dy — warto$¢ wspotczynnika dyfuzji wzorca wewngtrznego wyznaczona
eksperymentalnie

Do, odn — wartos$¢ odniesienia wspolczynnika dyfuzji wzorca wewnetrznego

Dy — warto$¢ wspolczynnika dyfuzji analitu lub wzorca zewnetrznego

wyznaczona eksperymentalnie

Dy, norm — znormalizowany wspotczynnik dyfuzji analitu lub wzorca zewnetrznego
ESI — jonizacja poprzez elektrorozpylanie (ang. electrospray ionization)
ET-PT — mechanizm przeniesienia protonu poprzedzonego transferem elektronu

(ang. electron — transfer proton — loss)

Ferit — warto$¢ rozktadu F Snedecora
Fexp — statystyka testowa obliczona na podstawie danych eksperymentalnych
FRAP — metoda oznaczania zdolnos$ci redukowania jonow zelaza (I1I) (ang. ferric

ion reducing antioxidant parameter)
GIAO — orbitale atomowe zalezne od punktu odniesienia pola wektorowego (ang.

Gauge Including Atomic Orbitals)

HAT — mechanizm przeniesienia atomu wodoru (ang. hydrogen atom transfer)
HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high performance liquid
chromatography)
IC 50 — stgzenie hamujace aktywnos$¢ w 50 % (ang. half maximal inhibitory
concentration)
IUPAC — Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej 1 Stosowanej (ang. International

Union of Pure and Applied Chemistry)

LC-MS — chromatografia cieczowa sprze¢zona ze spektrometrig mas (ang. Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry), chromatograf cieczowy sprzgzony
ze spektrometrem mas

LDL — lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. low density lipoproteins)
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— ekstrakcja ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction)

— masa molowa [g'mol]

— stosunek masy jonu do jego tadunku

— kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase)

— bufor 2-(N-morfolino)etanosulfonowy, kwas 2-morfolinoetanosulfonowy
(ang. 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid)

— pole sitowe MMFF94s (ang. static Merck Molecular Force Field 94)

— wielostopniowa spektrometria mas

— ekstrakcja z wykorzystaniem dyspersji matrycy do fazy stalej (ang. matrix
solid-phase dispersion)

— jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa B)

— jadrowy rezonans magnetyczny (ang. nuclear magnetic resonance),
spektroskopia jadrowego rezonansu magnetycznego

— spektroskopia jadrowego efektu Overhausera (ang. nuclear Overhauser
effect spectroscopy)

— metoda ekstrakcji QUEChERS (ang. Quick Easy Cheap Effective Rugged
and Safe)

— wspotczynnik determinacji

— skanowanie jako tryb akwizycji danych

— tryb monitorowania pojedynczego jonu (ang. signle ion monitoring), tryb
monitorowania wybranych jonéw (ang. selected ions monitoring)

— ekstrakcja ciato state-ciecz (ang. solid-liquid extratction)

— ekstrakcja do fazy statej (ang. solid-phase extraction)

— mechanizm przeniesienia elektronu poprzedzonego deprotonacja (ang.
Sequential proton loss — electron transfer)

— stata relaksacji spinowo-sieciowej

— zupeta spektroskopia korelacyjna (ang. fotal correlation spectroscopy)

— 2,4,6-tri(2-pyridylo)-s-triazyna

— tréjkanatowa ('H/'3C/!°N) inwersyjna sonda pomiarowa

— zakres ultrafioletowy i widzialny promieniowania elektromagnetycznego
(ang. ultraviolet-visible)

— skala przesuniecia chemicznego jader 'H i *C
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— dhugos¢ czasu dyfuzji

— dhlugos¢ impulséw gradientu pola magnetycznego
— maksymalny btad dopasowania

— odchylenie standardowe

— magnetyczna stata ekranowania jadra X
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WSTEP

Zwigzki pochodzenia roslinnego to jedna z najwazniejszych grup substancji
wplywajacych na funkcjonowanie cztowieka. Weglowodany, thuszcze, aminokwasy i biatka,
okreslane bardzo czesto jako pierwotne metabolity roslinne [1], sg podstawowymi sktadnikami
odzywczymi w codziennej diecie. Wtorne metabolity roslinne, takie jak np. alkaloidy,
polifenole oraz terpenoidy, ktorych biosynteza jest zwigzana przede wszystkim
z reakcja roslin na czynniki stresogenne [2], od wiekdw sg obiektem zainteresowan badaczy.
Juz na poczatku XIX wieku, kiedy po raz pierwszy dokonano izolacji morfiny z maku
lekarskiego, zaobserwowano, ze wlasciwosci produktéw roslinnych sg Scisle zwigzane
z obecnoscig okreslonych substancji [3-6] begdacych wilasnie wtornymi metabolitami
ros$linnymi. Od tamtego czasu dokonano izolacji 1 identyfikacji tysigcy substancji pochodzenia
ro§linnego wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng. Zainteresowanie zwigzkami pochodzenia
roslinnego ulegto dalszemu spotggowaniu na przetlomie XX i XXI wieku [3-6]. Obecnie
poszukiwanie nowych substancji o wysokiej aktywnosci biologicznej i innych pozadanych
wiasciwosciach jest uwarunkowane nie tylko perspektywa opracowania nowych preparatow
leczniczych, lecz rowniez poszukiwaniem substancji, ktore moga by¢ sktadnikami zywnosci
funkcjonalnej [7], badz tez zastapia otrzymywane syntetycznie barwniki oraz konserwanty [8].

Jedng z najbardziej istotnych grup substancji zaliczanych do wtoérnych metabolitéw
roslinnych sa polifenole. Powszechne wystepowanie w przyrodzie, niska toksycznos$¢
1 szeroki zakres aktywnoS$ci biologicznej sprawiaja, ze zwiazki polifenolowe sa obiektem
zainteresowania przecigtnego cztowieka, przemystu oraz S$rodowiska naukowego,
a szczegOlnie lekarzy 1 dietetykow [9, 10]. Do najwazniejszych grup zwigzkow polifenolowych
zalicza si¢ kwasy chlorogenowe, bedace estrami kwasu chininowego 1 kwasu kawowego lub
innych kwasow trans-cynamonowych. Glownym przedstawicielem tej grupy jest kwas 5-
kawoilochinowy okreslany skrétowo jako 5-CQA. Sam 5-CQA, jak 1 inne kwasy
chlorogenowe, posiada silne wiasciwosci przeciwutleniajace, dziatanie przeciwzapalne,
przeciwbakteryjne oraz przeciwwirusowe [9, 10]. Wykazano réwniez, ze 5-CQA moze
zmniejsza¢ ryzyko wystapienia wielu choréb [11]. Wymienione wlasciwos$ci oraz powszechne
wystepowanie 5-CQA w produktach spozywczych sprawiaja, ze zwiazek ten cieszy si¢
rosngcym zainteresowaniem $§wiata nauki. Niniejsze opracowanie stanowi dowod, ze wiele jego

wlasciwosci nie zostalo jeszcze poznanych.
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1. Polifenole — ogolna charakterystyka

Termin polifenole, a wiasciwie polifenole roslinne, pojawil si¢ w literaturze po raz
pierwszy w drugiej potowie XX wieku. Definicja zaproponowana przez Bate’a, Smith’a,
Swain’a oraz White’a i1 nast¢pnie rozszerzona przez Haslama okresla polifenole jako zwigzki
fenolowe rozpuszczalne w wodzie o masie czasteczkowej z zakresu od 500 do 4000 Da,
zawierajace od 12 do 16 grup hydroksylowych, z 5-7 pier§cieniami aromatycznymi na
1000 Da masy oraz wykazujace zdolnos¢ do stragcania biatek i niektorych alkaloidow [12, 13].
Taka definicja obejmuje przede wszystkim taniny, powstajagce w wyniku kondensacji
niskoczasteczkowych zwigzkow fenolowych, ktore byty przedmiotem licznych badan m.in. ze
wzgledu na ich wykorzystanie w roli garbnikow [12]. Obecnie terminem polifenoli
okresla si¢ roéwniez liczne zwigzki fenolowe o znacznie mniejszych masach czasteczkowych,

ktére zawieraja przynajmniej jedng grupe fenolowa [12, 14].

1.1. Budowa i podzial polifenoli

Polifenole stanowig wyjatkowo zréznicowang grupg zwiazkow. Ze wzgledu na budowe
mozna je podzieli¢ na flawonoidy oraz nie flawonoidy [15]. Podstawowym elementem
struktury flawonoidéw jest uktad dwodch pierscieni fenylowych (oznaczanych jako pierécienie
A oraz B) polaczonych ze sobg za pomocg pierscienia heterocyklicznego zawierajacego atom

tlenu (oznaczany jako pierscien C) (patrz rys. 1) [16, 17].

O
C

Rys. 1. Podstawowy szkielet flawonoidéw z oznaczeniem poszczegélnych pierscieni jakie
powszechnie stosuje si¢ w literaturze.
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Poszczegolne flawonoidy roznig si¢ iloscig grup hydroksylowych lub metoksylowych
przytaczonych do wymienionych pier§cieni, miejscem przylaczenia pierScienia ,,B” oraz
strukturg pier$cienia ,,C” (patrz rys. 2). Flawonoidy mozna podzieli¢ na nastepujace grupy:
flawony, flawonole, flawanony, flawanole (katechiny), antocyjanidyny, izoflawonoidy oraz
neoflawonoidy [16, 17]. Do flawonoidéw zalicza si¢ rowniez chalkony, ktére nie posiadajg

pierscienia ,,C” [18]. Dosy¢ powszechna modyfikacja struktur flawonoidéw jest ich

OH
AN
HO O .“\\\
OH O
Flawony Flawonole Flawanony
(apigenina) (mirycetyna) (hesperetyna)
/
H 0
OH
HO O HO o\ O
0H I Zom
OH OH
Epikatechina Antocyjanidyny Izoflawonoidy
(flawanole) (malwidyna) (daidzeina)

OH O
Neoflawonoidy Chalkony
(dalbergina) (buteina)

Rys. 2.  Najwazniejsze grupy flawonoidow.
(Elementy strukturalne charakterystyczne dla poszczegoélnych grup flawonoidow
zaznaczono kolorem czerwonym. Centrum chiralne oznaczone w strukturze
flawanoli gwiazdka moze przyjmowac zaréwno konfiguracj¢ R, jak i S).
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OH
OH

-C-glukozyd

Luteolina: R=-OH R, =-H
Cynarozyd: R;=-O-Glu R=-H
Orientyna: R;=-OH R,= -C-Glu

Rys. 3. Luteolina i jej -O- 1 -C-glikozydy (cynarozyd 1 orientyna) jako przyktad aglikonowe;j
oraz glikozydowej formy flawonoidow.

glikozylacja, ktora wiaze si¢ z utworzeniem wigzan -O-glikozydowych lub -C-glikozydowych
z forma aglikonowa danego flawonoidu (patrz rys. 3) [19, 20].

Do nie flawonoidow naleza kwasy fenolowe, stilbeny, lignany oraz taniny
(patrz rys.4) [15, 21-23]. Kwasy fenolowe sa hydroksylowymi pochodnymi kwasu
benzoesowego lub kwasu trans-cynamonowego, natomiast stilbeny sg hydroksylowymi
pochodnymi stilbenu. W przeciwienstwie do wigkszosci wymienionych grup polifenoli,
lignany oraz taniny sg zwigzkami o bardziej ztozonej budowie. Lignany sa substancjami
powstajacymi w wyniku oksydacyjnego sprzegania pochodnych alkoholu cynamonowego [12].
Taniny za$, bedace zwigzkami o charakterze oligomerycznym lub polimerycznym, powstaja
poprzez oksydacyjne sprzeganie lub estryfikacje [12, 13]. Monomerami, z ktorych powstaja

taniny sg flawonoidy, kwasy fenolowe oraz cukry proste.
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o]
m\\\\ OH
OH
“OH HO OH
OH
Procyjanidyna C1 Penta-O-galoillo-B-D-glukoza
(Tanininy) (Taniny)
Przykladowe  zwiagzki nalezagce do  poszczegdlnych grup  polifenoli

Rys. 4.
nieflawonoidowych.
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1.2. Biosynteza polifenoli

Biosynteza polifenoli zachodzi w ramach szlaku fenylopropanoidowego lub szlaku
fenylopropanoidowo-octowego [1, 15]. Podstawowymi prekursorami w tych szlakach sg kwas
szikimowy oraz malonylo-koenzym A [24]. Poczatkowe etapy biosyntezy wigkszosSci
polifenoli zachodza zgodnie z nastgpujacym schematem (patrz rys. 5): kwas szikimowy jest
przeksztalcany do fenyloalaniny lub w przypadku niektérych roslin do tyrozyny, ktore
nastepnie sg transformowane do para-kumarylo-koenzymu A (tioestru koenzymu A z kwasem
para-kumarowym) [25, 26]. Dalszy przebieg syntezy poszczegdlnych grup polifenoli jest juz
zrdznicowany. Do powstania odpowiedniego szkieletu flawonoidow oraz stilbenow niezbgdne
jest utworzenie kolejnego pier§cienia aromatycznego. W jego syntezie biorg udziat czasteczki
malonylo-koenzymu A. W wyniku przylaczenia trzech czasteczek malonylo-koenzymu A do
grupy karbonylowej fragmentu fenylopropanoidowego powstaje tancuch tetraketydowy, ktory
w wyniku cyklizacji zostaje przeksztalcony w pier§cien aromatyczny [27]. Na skutek takich
przeksztalcen powstaja chalkony [18]. Biosynteza stilbenéw zachodzi w analogiczny sposob.
Cyklizacja chalkondw, tzn. reakcja wigzania alkenowego z jedna z fenolowych grup -OH
prowadzi do powstania pier§cienia chromenowego i tym samym utworzenia uktadu pierscieni
typowego dla flawonoidéw [27]. Opisane reakcje s3 najwazniejszymi elementami szlaku
fenylopropanoidowo-octowego.

Kwasy fenolowe bedace hydoksypochodnymi kwasu trans-cynamonowego powstaja na
skutek reakcji nalezacych do szlaku fenylopropanoidowego. Sktadaja si¢ na niego
przeksztalcenia tytutowego fragmentu strukturalnego w trakcie ktorych nastepuje przytaczenie
lub odtaczenie grup hydroksylowych, badz tez grup metoksylowych [10, 28]. Synteza kwasow
hydroksybenzoesowych przebiega w sposdb odmienny niz w przypadku bardziej ztozonych
polifenoli. Istnieja dwie drogi syntezy tych kwasow (patrz rys.5) [29].
W pierwszej z nich substancja wyjsciowa jest kwas szikimowy lub jego metabolity takie jak
kwasy trans-cynamonowe. Kwas szikimowy ulega szeregowi enzymatycznych reakcji
dehydrogenacji, co prowadzi do powstania pierScienia aromatycznego z przylaczonymi
grupami -OH [30, 31]. Transformacja kwaséw trans-cynamonowych opiera si¢

o beta-oksydacj¢ fragmentu propionoidowego skutkujaca utworzeniem grupy karboksylowej
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Rys. 5.  Uproszczony schemat biosyntezy poszczegélnych grup polifenoli.
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przylaczonej do pierScienia aromatycznego [32]. Druga S$ciezka biosyntezy kwasow
hydroksybenzoesowych wykorzystuje acetylo-koenzym A oraz malonylo-koenzym A do
utworzenia pierScienia aromatycznego w szeregu reakcji przebiegajacych w analogiczny
sposob do procesu powstawania pierscienia ,,A” w przypadku flawonoidow oraz

chalkonéw [29].

1.3. Wilasciwosci chemiczne oraz aktywnos¢ biologiczna polifenoli w zarysie

Wiasciwosci chemiczne oraz wysoka aktywno$¢ biologiczna polifenoli wynikaja
w duzej mierze z obecnosci licznych grup fenolowych zawartych w strukturze tych zwigzkow.
Moga one peti¢ zarowno rolg donora, jak i akceptora przy tworzeniu wigzan wodorowych.
W przypadku wystepowania kilku grup hydroksylowych potozonych w nieodlegtych pozycjach
w czasteczce zwiazku, np. w pozycji orto wzgledem siebie, sg one zdolne do chelatowania
jonow metali [12]. Obecno$¢ grup hydroksylowych ma rowniez istotny wptyw na rozktad
gestosci elektronowej w pierscieniu aromatycznym. Elektronodonorowy charakter grupy -OH
powoduje zwickszenie gestosci elektronowej nad ptaszczyzng pierscienia aromatycznego, co
przektada si¢ na mozliwos$¢ wystepowania specyficznych odzialywan z-z z innymi zwigzkami
zawierajgcymi grupy aromatyczne, oddzialywan z-kation oraz oddziatywan elektronow =z
z atomami wodoru zdolnymi do tworzenia wigzan wodorowych [33]. Wymienione wtasciwosci
polifenoli sprawiajg, ze moge one tworzy¢ liczne oddziatywania ze zwigzkami o matych
masach czgsteczkowych [34-36], jak rowniez z makromolekutami [37-42], czego przejawem
jest wysoka aktywnos¢ biologiczna polifenoli. Przyktadem powyzZszych oddziatywan moze by¢
przedstawiony na rys. 6 kompleks trans-resweratrolu z reduktazg chinonowg [37].

Inng istotng cechg znacznej czesci zwiazkow polifenolowych jest ich silne dziatanie
przeciwutleniajace. Przeciwutleniacze sa substancjami zdolnymi do neutralizacji wolnych
rodnikéw lub spowolnienia reakcji z ich udziatem [43]. Istotnymi przykladami wolnych
rodnikow sa: rodnik hydroksylowy (OH"), rodnik ponadtlenkowy (HO>"), rodniki alkoksylowe
(RO oraz rodniki peroksylowe (ROQO") [44]. Chociaz wymienione rodniki majg znaczenie
w regulacji funkcjonowania organizmow [45, 46], ich nadmierne ilo§ci maja negatywny wplyw
ze wzgledu na ich wysoka reaktywno$¢ powodujaca uszkodzenia biomolekut, np. biatek,
kwasow nukleinowych lub lipidow [47-49] oraz degradacj¢ substancji o malych masach

czasteczkowych bedacych skladnikami produktow spozywczych 1 kosmetycznych
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Rys. 6.

Struktura krystalograficzna kompleksu ztozonego z trans-resweratrolu, dinukleotydu
flawinoadeninowego oraz reduktazy chinonowej typu drugiego (enzymu
uczestniczagcego w redukcji szkodliwego wplywu chinonéw na ludzki organizm).
Liniami przerywanymi Zaznaczono najwazniejsze oddziatywania
trans-resweratrolu. Struktura z bazy PDB: 1SGO [37].

[50]. Neutralizacja wolnych rodnikéw przez polifenole moze odbywaé si¢ wedlug

nastepujacych mechanizmow [51-53]: przeniesienia atomu wodoru HAT (ang. hydrogen atom

transfer) (rbwnanie 1), przeniesienia protonu poprzedzonego transferem elektronu ET-PT (ang.

electron transfer — proton transfer) (rbwnania 2, 3) lub przeniesienia elektronu poprzedzonego

deprotonacja SPLET (ang. Sequential proton loss — electron transfer) (rownania 4, 5, 6).

ArOH + R® —> ArO® + RH (1)
ArOH +R® — ArfOH*" + R~ @)
ArOH*" + R~ — ArO*® + RH 3)
ArOH — ArO™ + H* &)
ArO™ +R® — ArO® + R (5)
R™+H' — RH (6)

Udzial poszczegdlnych mechanizméw przeciwutleniajacego dzialania polifenoli zalezy od

wlasciwosci tych ostatnich oraz $rodowiska reakcji [54, 55]. Efekt koncowy kazdej

z wymienionych $ciezek jest podobny. Nastepuje neutralizacja wolnego rodnika, tzn. jego

przeksztalcenie do zwigzku, w ktorym wszystkie elektrony sa sparowane oraz przeksztalcenie
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zwiazku polifenolowego do postaci rodnikowej. Niskie wartosci energii dysocjacji wigzan
O-H oraz niskie warto$ci potencjatdéw jonizacji polifenoli sprawiaja, ze juz nawet
w przypadku niskich stezen beda one wykazywaly istotne dziatanie przeciwutleniajace [54, 55].
Ponadto, dzigki obecnosci pierscieni aromatycznych oraz innych fragmentow nienasyconych
rodniki polifenolowe sg stabilne 1 nie ulegaja dalszym reakcjom, w wyniku ktérych mogtyby
powstawac kolejne rodniki [54, 55].

Zwiazki polifenolowe posiadajg rowniez zdolnos¢ do absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego. Obecne w nich grupy aromatyczne odpowiadajg za zdolnos¢
pochlaniania promieniowania ultrafioletowego, przy czym pozycja oraz intensywnos¢ pasm
absorpcyjnych w tym zakresie jest zréznicowana w poszczegdlnych grupach polifenoli [56-58].
Antocyjanidyny, antocyjany oraz kompleksy polifenoli z jonami metali wykazuja absorpcje w

obszarze promieniowania widzialnego [59, 60].
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2. Kwasy chlorogenowe — ogolna charakterystyka

Kwasy chlorogenowe sg jedng z najwazniejszych grup polifenoli roslinnych. Chociaz
pierwsze doniesienia na temat kwasu 5-kawoilochinonwego pojawitly si¢ juz w XIX wieku, to
znaczacy wzrost zainteresowania kwasami chlorogenowymi nastgpil dopiero w okresie
ostatnich dwoch dekad [61]. Do omawianej grupy nalezy juz okoto 300 zwigzkow [61, 62].
Cechuje je powszechne wystepowanie w produktach roslinnych i produktach spozywczych
oraz wysoka aktywno$¢ biologiczna. Wiasciwosci te sprawiajg, ze kwasy chlorogenowe sg
istotnymi skladnikami diety majacymi wplyw na zdrowie oraz wskazuja na mozliwos¢ ich

wykorzystania w leczeniu wielu schorzen [61-63].

2.1. Budowa kwasow chlorogenowych

Do rodziny kwaséw chlorogenowych zalicza si¢ estry powstajace pomiedzy kwasem
chinowym oraz jedna, dwiema lub trzema czasteczkami kwasu trans-cynamonowego lub jego
pochodnymi [61-63]. Kwas chinowy, bedacy pochodng kwasu szikimowego, posiada cztery
grupy hydroksylowe. Kwasami fenolowymi, ktore najczesciej tworza wigzania estrowe z tymi
grupami s3 kwas trans-cynamonowy, kwas para-kumarowy, kwas ferulowy
oraz kwas kawowy [63].

Zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej z 1976 roku,
w przypadku izomeru 1-L-(-) kwasu chinowego bgdacego izomerem tworzacym wigkszos¢
kwasow chlorogenowych, przyjmuje si¢ numeracje atomoéOw wegla w pierScieniu
cykloalkilowym, wedtug ktorej atomy wegla z ekwatorialnymi grupami hydroksylowymi
sa oznaczane numerami 4 15, a atom wegla z aksjalng grupa -OH numerem 3 (patrz rys. 7) [64].
Przytoczone zalecenia okreslajg jednoczesnie zasady nazewnictwa kwasow chlorogenowych.
Przyktadowo, kwas chlorogenowy powstajacy w wyniku reakcji pomiedzy grupa
hydroksylowa przytaczona do atomu wegla nr 3 kwasu chinowego oraz kwasem ferulowym
okreslany jest jako kwas 3-feruloilochinowy, a w przypadku analogicznego potaczenia z grupa
-OH z atomu wegla nr 5 otrzymywany jest kwas S-feruloilochinowy. Pomimo wyzej
wymienionych  zalecen co do nazewnictwa cyklitoli 1 ich  pochodnych,
we wspolczesnej literaturze ciagle spotyka si¢ archaiczng numeracje atoméw weglanr 315, co
czesto wywoluje nieporozumienia zwigzane z rozrdznieniem poszczegolnych izomerow

kwasow chlorogenowych [62].
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HO™ 3 ™7
OH

Rys. 7.  Struktura kwasu 1-L-(-)-chinowego.
Numery atomoéw wegla zgodne z zaleceniami IUPAC z 1976 roku.

Sposrod ponad 300 odkrytych kwasdéw chlorogenowych najwigkszym zainteresowaniem
cieszg si¢ estry powstajace pomiedzy kwasem chinowym oraz kwasem kawowym. Do kwaséw
kawoilochinowych (CQA, ang. caffeoylquinic acid) zalicza si¢ kwas 3-kawoilochinowy (3-
CQA) — okreslany potocznie jako kwas neochlorogenowy, kwas
4-kawoilochinowy (4-CQA), kwas 5-kawoilochinowy (5-CQA), kwas 3,4-dikawoilochinowy
(3,4-diCQA, ang. 3,4-dicaffeoylquinic acid), kwas 3,5-dikawoilochinowy (3,5-diCQA), kwas
4,5-dikawoilochinowy (4,5-diCQA) oraz kwas 1,3-dikawoilochinowy (1,3-diCQA) nazywany
potocznie cynaryng [61-63]. Ich struktury prezentuje rys. 8. Najbardziej rozpowszechnionym
spo$rod omawianej grupy jest kwas 5-kawoilochinowy, ktory bardzo czesto okresla sie po

prostu jako kwas chlorogenowy (patrz rys. 9).

22



(@)
@)
X O
\\\\‘ HO
ORj3 - ORg

= OH

ORy4 Grupa acylowa kwasu kawowego (KK)
3-CQA:  R,=-H R,=-KK R,=-H R.=-H
4-CQA:  R,=H R,=-H R,=-KK R.=-H
5-CQA:  R,=-H R,=-H R,=H R.=-KK
3,4-CQA: R,=-H R,=-KK R,=KK R.=-H
3,5-CQA: R=-H R,=-KK R,=H R.=-KK
4,5-CQA: R,=-H R,=-H R,=KK R.=-KK
1,3-CQA: R=-KK R,=-KK R,=-H R.=-H

Rys. 8.  Struktury najwazniejszych kwasoéw chlorogenowych begdacych estrami kwasu
chinowego i kwasu kawowego.

Rys. 9. Przyktadowa konformacja 5-CQA.
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2.2. Wystepowanie kwasow chlorogenowych

Jednym z najwazniejszych zrodet kwasoéw chlorogenowych jest kawa. Zawartosé
kwasow chlorogenowych w ziarnach zielonej kawy z gatunkow Coffea arabica L. oraz Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner, dwoéch najwazniejszych gatunkéw wykorzystywanych
komercyjnie, wynosi od 3 do 14 % ich suchej masy [65-69]. Nalezy jednocze$nie zauwazy¢, ze
pozostale czesci owocow kawy, np. tuski owocoéw kawy oraz pulpa kawowa, ktore sg odpadami
przy produkcji kawy moga zawiera¢ do 2.6 % kwasdéw chlorogenowych [70, 71]. Kwasy
kawoilochinowe, feruilochinowe oraz dikawoilochinowe sg gtownymi przedstawicielami
kwasow chlorogenowych w zielonej kawie, przy czym 5-CQA stanowi zazwyczaj

przewazajaca czgs¢ ich catkowitej zawarto$ci. Prazenie ziaren kawy powoduje

Rys. 10. Najwazniejsze zrodta kwaséw chlorogenowych:
(A) ziarna zielonej kawy, (B) kwiatostany karczocha, (C) zmielone liscie i1 todygi
ostrokrzewu paragwajskiego (Yerba mate), (D) owoce borowki wysokie;.
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spadek zawartosci kwasow chlorogenowych, ktory w duzej mierze zalezy od temperatury oraz
czasu prowadzenia procesu, a w przypadkach bardzo intensywnego prazenia, np. w stylu
wiedenskim lub francuskim, moze powodowac obnizenie zawarto$ci kwaséw chlorogenowych
do ilo$ci ponizej 1 % masy przetworzonego ziarna [66, 68, 72]. W filizance kawy, zawierajacej
200 mL naparu z prazonych ziaren, moze znajdowacé si¢ od 27 mg do 625 mg kwasow
chlorogenowych, gdzie 5-CQA wcigz wystepuje w najwyzszych ilosciach. Warto jednak dodac,
ze calkowita ilo§¢ pozostaltych kwaséw chlorogenowych jest poréwnywalna do zawartosci
kwasu 5-kawoilochinowego [66, 73-76].

Do roslin oraz produktow spozywczych bogatych w kwasy chlorogenowe mozna takze
zaliczy¢ karczoch oraz yerba mate. Kwasy kawoilochinowe odpowiadajg za okoto 8 % suchej
masy karczocha (Cynara scolymus L.) we wczesnych etapach dojrzewania, natomiast
w kolejnych stadiach rozwoju ich zawarto$¢ maleje do poziomu ponizej 1 % [77-79]. Kwas
5-kawoilochinowy oraz 1,5-dikawoilochinowy odpowiadaja za ponad 50 % calkowitej
zawartosci kwasow chlorogenowych w kwiatostanach oraz innych cze$ciach karczocha.
Zawarto$¢ cynaryny uwazanej za istotny sktadnik aktywny karczocha nie przekracza 1.5 %
catkowitej zawarto$ci kwasow chlorogenowych [77, 78]. Kwas 1,3-dikawoilochinowy jest
jednak gléwnym kwasem kawoilochinowy w soku uzyskiwanym z karczocha, w ktéorym jego
stezenie wynosi ok. 529.5 mg/L [78]. Kwasy chlorogenowe s3 rowniez obecne w innych
roslinach z rodziny astrowatych, do ktorej nalezy karczoch, np. w jezéwce purpurowej
(Echinacea purpurea L. Moench), krwawniku pospolitym (Achillea millefolium L.), podbiale
pospolitym (Tussilago farfara L.), ostropescie plamistym (Silybum marianum L. Gaertner) oraz
rumianku  (Matricaria chamomilla L.) [63, 80, 81]. Yerba mate powstajaca
z wysuszonych lisci oraz todyg ostrokrzewu paragwajskiego (llex paraguariensis A.St.-Hil)
zawiera znaczne ilosci 5-CQA oraz kwasoéw dikawoilochinowych [82, 83]. Catkowita ilo$¢
kwasow chlorogenowych w §wiezo zebranych liciach 1 todygach ostrokrzewu paragwajskiego
wynosi odpowiednio od 45.8 do 80.8 g/kg oraz od 31.6 do 78.9 g/kg [84]. Zawartos¢ kwasow
kawoilochinowych w naparach przygotowywanych z Yerba mate silnie zalezy od sposobu ich
przygotowania, przy czym wykazano, ze warunki zalecane przez producentow nie zapewniajg
wyczerpujacej ekstrakcji kwasow chlorogenowych,
w szczegolnosci kwasoéw dikawoilochinowych [85]. W przypadku komercyjnych Yerba mate
sprzedawanych w Brazylii maksymalng wydajno$¢ ekstrakcji kwaséw chlorogenowych
podczas parzenia otrzymano poddajac 2 gramy Yerba mate dziataniu wody o temperaturze 95°C
przez 16 minut [85]. Jedna porcja naparu (200 lub 300 mL) z Yerba mate moze zawiera¢ od

17.62 do 52.90 mg kwasow chlorogenowych, sposrdd ktorych najwigkszy udziat maja typowo
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3,5-diCQA, 3,4-diCQA, 4,5-diCQA 1 3-CQA, natomiast 4-CQA, 5-CQA oraz kwasy
feruloilochinowe obecne sg w znacznie mniejszych ilosciach [85-88].

Kwasy chlorogenowe bedace wtornymi metabolitami ro§linnymi wystepuja tez
w innych ro$linach i produktach przemystu spozywczego. Jednym z istotnych przyktadow sg
jabtka  zawierajace  przede wszystkim 5-CQA oraz mniejsze ilosci  kwasu
4-para-kumaroilochinowego. Deserowe odmiany jablek zawieraja od 1.60 do 43.00 mg
5-CQA w 100 gramach, ze $rednig zawartoscia 5-CQA wynoszaca 13.37 mg/100 g [89].
Odmiany jabtek przeznaczone do produkcji cydru zawierajg wigksze ilosci 5-CQA,
od 15.84 mg do 400.58 mg na 100 graméw [90]. Innymi przyktadami owocow jabtkowatych
zawierajacych kwasy chlorogenowe sg owoce gruszy (Pyrus L.), aronii (4ronia Medik.) oraz
pigwy pospolitej (Cydonia oblonga Mill.) [80].

Wysoka zawarto§¢ kwaséw chlorogenowych zostala rdéwniez zaobserwowana
w roslinach z rodziny boréwkowatych. Zaréwno boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum L.)
oraz niska (Vaccinium angustifolium Aiton), czyli gatunki boroéwek wykorzystywane
komercyjnie pochodzace z Ameryki poinocnej, jak rowniez borowka czarna (Vaccinium
myrtillus L..) majaca ogromny wktad w ksztattowanie roslinnosci lesnej, sa waznymi zrodtami
kwasow chlorogenowych [91, 92]. Owoce kazdego z wymienionych gatunkow zawieraja
5-CQA oraz niewielkie ilosci innych kwasoéw fenolowych. Zawartos¢ 5-CQA w jagodach
borowki wysokiej wynosi od 20.1 do 157.6 mg w 100 gramach [92-96], natomiast
w przypadku owocow boréwki niskiej, gatunku o mniejszym znaczeniu komercyjnym — 100 g
Swiezych owocow zawiera od 58.9 do 110.0 mg 5-CQA [92, 97]. Kolejnymi przyktadami roslin
zawierajacych kwasy chlorogenowe sg sliwa domowa oraz ziemniaki. W skdrce oraz migzszu
owocow Sliwy domowej stwierdzono obecnosé¢ 3-, 4- oraz 5-CQA, przy czym dominujagcym
w przypadku wigkszosci odmian kwasem chlorogenowym jest zazwyczaj pierwszy z nich -
zawartos¢ kwasu 3-kawoilochinowego w owocach waha si¢ od 85 do 1300 mg na kilogram
suchej masy [98]. Bulwy ziemniakoéw pochodzace od odmian o biatym oraz zottym migzszu
zawierajg od 73 mg do prawie 300 mg 5-CQA w przeliczeniu na jeden kilogram §wiezej masy
[99, 100]. W przypadku odmian charakteryzujacych si¢ purpurowym oraz czerwonym
migzszem bulw, zyskujacych coraz wigksza popularno$¢ ze wzgledu na swoje walory
organoleptyczne oraz ze wzgledu na potencjalny korzystny wplyw na zdrowie, zawarto$¢ 5-
CQA w bulwach jest typowo kilka razy wyzsza niz w ,tradycyjnych” odmianach i przy
korzystnych warunkach uprawy w jednym kilogramie moze by¢ obecny prawie 1 gram
5-CQA [99, 100]. W przypadku wszystkich odmian ziemniakéw najwyzszymi stezeniami
5-CQA charakteryzuja si¢ ich skorki.
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Niewielkie ilosci kwasow chlorogenowych wykryto rowniez w organizmach niebedacych
ro$linami wyzszymi. Nieliczne gatunki mikroalg oraz cyjanobakterii sg zdolne do biosyntezy
5-CQA przy udziale $ciezek syntezy analogicznych do tych zaobserwowanych w roslinach

[101-103].

2.3. Znaczenie kwasow chlorogenowych w przyrodzie

Obecnos¢ zwigzkéw polifenolowych (w tym réwniez kwasdéw chlorogenowych)
w roslinach jest $ci§le powigzana z warunkami ich funkcjonowania. Obecno$¢ tych zwigzkow
jest odpowiedzig na ekspozycj¢ na promieniowanie UV, wplyw patogendéw, zagrozenie ze
strony roslinozercow, wahania temperatury oraz zmienng zawartos¢ wody 1 innych sktadnikow
odzywczych [104-107]. Dziatanie wymienionych czynnikéw prawdopodobnie byto powodem
ewolucji  szlaku fenylopropanoidowego oraz szlaku fenylopropanoidowo-octowego
umozliwiajacej skuteczng biosynteze oraz akumulacj¢ polifenoli [1]. Liczne badania wykazuja,
ze na skutek dziatania wymienionych czynnikow ro$nie ekspresja genow kodujacych enzymy
kluczowe dla szlaku fenylopropanoidowego, co przeklada si¢ na wzrost zawarto$ci kwasow

chlorogenowych w tkankach roslinnych [104-107].

2.4. Aktywnos¢ biologiczna kwasow chlorogenowych

Kwasy chlorogenowe, podobnie jak inne zwiazki polifenolowe, cechuje szeroka gama
wlasciwosci istotnych dla funkcjonowania organizmu — maja wtasciwos$ci przeciwutleniajgce
[108], wykazuja dzialanie przeciwzapalne [109], przeciwbakteryjne [110] oraz zmniejszajg
ryzyko wystgpienia wielu choréb [111]. Nalezy w tym miejscu zauwazy¢, ze aktywnos¢
przeciwutleniajgca oraz przeciwzapalna sa bardzo czesto laczone z innymi, wyzej
wymienionymi formami aktywno$ci kwasoéw chlorogenowych [109, 112]. Silne dzialanie
przeciwutleniajagce kwasow chlorogenowych wynika z obecnosci grupy lub grup
katecholowych w strukturze tych zwigzkow [113]. Badania in vitro kwasow
monokawoilochinowych oraz dikawoilochinowych wykazaty, Zze maja one zdolno$¢ do
neutralizacji reaktywnych form tlenu oraz rodnikoéw organicznych, np. 2,2’-azobis(3-
etylobenzotiazolino-6-sulfonianu) diamonu (ABTS) 1 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH)
[114-116].  Aktywno$¢  przeciwutleniajgca  poszczegdlnych — izomerow — kwasow

kawoilochinowych maleje zgodnie z nastepujaca kolejnoscig [116]:
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4,5-diCQA > 3,4-diCQA =3,5-diCQA > 5-CQA = 4-CQA = 3-CQA.

Wyniki testow in vitro pokazuja rowniez, ze 5-CQA chroni DNA przed dzialaniem nadtlenku
wodoru, co moze zmniejsza¢ ryzyko wystgpienia zmian mutagennych oraz zahamowacé
indukowane obecno$cig jonow miedzi utlenianie lipidow w lipoproteinach o niskiej gestosci
(LDL, ang. low density lipoproteins) [116, 117]. Ten ostatni proces jest jednym z czynnikow
zwiekszajacych prawdopodobienstwo wystgpienia zmian miazdzycowych w organizmie.
Badania z wykorzystaniem linii modelowych komoérek oraz zwierzat laboratoryjnych wskazuja,
ze 5-CQA redukuje skutki wystapienia stresu oksydacyjnego wywolanego czynnikami
chemicznymi oraz promieniowaniem UV (np. zmniejszenie st¢zen naturalnych
przeciwutleniaczy — witamin C 1 A) oraz zwigksza ekspresje 1 aktywno$¢ enzymow
uczestniczacych w metabolizmie wolnych rodnikéow [118, 119]. Dziatanie przeciwzapalne
5-CQA polega na regulowaniu szlakow sygnatowych, np. szlaku jadrowego czynnika
transkrypcyjnego kappa B (NF-xB, ang. nuclear factor kappa B) [120, 121], szlaku kinazy
aktywowanej mitogenami (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase) [121] oraz szlaku
cyklooksygenazy (COX, ang. Cyclooxygenase) [122], w przypadku ktdérych ich niepoprawne
funkcjonowanie przyczynia si¢ migdzy innymi do wystepowania dtugotrwatych standéw
zapalnych oraz zwigksza ryzyko wystapienia zmian onkologicznych, chordb naczyniowo-
sercowych 1 autoimmunologicznych [122-125].

Jednym z glownych powoddow  niemalejagcego  zainteresowania  kwasami
chlorogenowymi, w szczegdlnosci kwasem 5-kawoilochinowym, jest ich zdolnos¢ do
modulowania metabolizmu lipidow, co moze przektada¢ si¢ na ich potencjalny wpltyw na
regulacj¢ masy ciala, rozwoj niealkoholowej sttuszczeniowej choroby watroby oraz rozwoj
chorob sercowo-naczyniowych [11]. Do podstawowych sposobow leczenia otylo§ci mozna
zaliczy¢ inhibicj¢ dziatania lipazy trzustkowej odpowiedzialnej za przeksztalcenie
trojglicerydow do kwasow tluszczowych oraz monoglicerydow, ktore moga zosta¢ wchtonigte
w jelitach [126]. Kwasy dikawoilo-, monokawoilo-, feruloilochinowe oraz ekstrakty z ziaren
zielonej kawy wykazuja zdolno$¢ do inhibicji wymienionego enzymu. 4,5-diCQA wykazuje
najnizsze IC 50 (st¢zenie hamujace aktywno$¢ w 50 %, ang. half maximal inhibitory
concentration) sposrod w/w zwigzkow (0.25 = 0.03 mg/mL), natomiast okreslone
w analogicznych badaniach in vitro IC 50 orlistautu, ktory jest wykorzystywany jako lek
w leczeniu otytosci, zawiera si¢ w zakresie 0.1-1 pg/mL [127-129]. Przedstawione wartosci
sugeruja mozliwo$¢ wykorzystania kwaséw chlorogenowych w formie ekstraktow jako

czynnika wspomagajacego leczenie otytosci. Ekstrakty bogate w kwasy chlorogenowe hamuja
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rowniez akumulacje lipidow w adipocytach [130]. Badania z udzialem zwierzat wskazuja, ze
kwasy chlorogenowe oraz ekstrakty z zielonej kawy obnizaja zawarto$¢ trdjglicerydow
i cholesterolu w osoczu oraz w watrobie, zmniejszaja absorpcje lipidow
w jelitach oraz zmniejszaja aktywno$¢ wybranych enzymow zwigzanych z wystepowaniem
otylosci [131-134]. Efektem wypadkowym wymienionych zmian w metabolizmie jest
widoczny spadek masy ciata zwierzat laboratoryjnych poddanych diecie wysokottuszczowe;.
Badania kliniczne z udzialem pacjentow z nadwagg wykazaly, ze regularne spozywanie kawy
wzbogaconej w kwasy chlorogenowe powoduje znaczny spadek masy ciata (Sredni spadek
masy ciata wynosit 5.4 kg po 12 tygodniach) oraz przyczynia si¢ do zmian wartosci innych
wskaznikow antropometrycznych [135]. W przypadku pacjentow pijacych kawe
niewzbogacong zaobserwowano mniejszy wplyw jej spozycia na masg ciata (spadek masy ciata
nieprzekraczajacy 2 kg) oraz inne wskazniki [136-138]. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze
cytowane prace obejmowaly proby przeprowadzane na niewielkich grupach pacjentdéw, co
moze istotnie wptywaé na omawiane wyniki. Warto zauwazy¢, ze inne badania z udziatem
pacjentdw spozywajacych napoje testowe zawierajace kwasy chlorogenowe wskazuja na ich
znikomy wptyw na mase ciata [139, 140]. Tak wigc, dalsze badania kliniczne oceniajace wplyw
kwasow chlorogenowych oraz zawierajacych je produktéw na leczenie otytosci sg niewatpliwie
potrzebne w celu dokladnego poznania znaczenia kwaséw chlorogenowych w tego
typu terapiach.

Kolejng choroba, w przypadku ktérej rozwazane jest wykorzystanie kwasow
chlorogenowych oraz produktéw bogatych w kwasy chlorogenowe jest cukrzyca typu drugiego.
Patogeneza tej jednostki chorobowej obejmuje dwa efekty: zaburzenia sekrecji insuliny oraz
postepujacag oporno$¢ tkanek obwodowych na dziatanie insuliny, czego podstawowym
objawem jest hiperglikemia [141]. Testy in vitro oraz testy z udzialem zwierzat laboratoryjnych
pokazuja, ze kwasy chlorogenowe moga przeciwdziata¢ insulinoopornos$ci tkanek [142, 143].
Kwasy chlorogenowe wykazuja réwniez zdolno$¢ do inhibicji enzyméw zwigzanych
z rozktadem polisacharydéw (i tym samym otrzymywaniem glukozy) takich jak a-amylaza,
a-glukozydaza, B-glukozydaza oraz glukozo-6-fosfataza, co przeklada si¢ na obnizenie
poziomu glukozy we krwi [144, 145]. Mogg¢ one takze zapobiega¢ nieenzymatycznej glikacji
biatek, ktora jest Scisle powigzana z hiperglikemia [146]. Kwasy chlorogenowe przeciwdziataja
szeregowi powiklan zwigzanych z cukrzyca typu drugiego: retinopatii cukrzycowej,

cukrzycowej chorobie nerek, neuropatii oraz powolnemu gojeniu si¢ ran [147-150].
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3. Izolacja wtornych metabolitow z matryc roslinnych

Badania wtornych metabolitow roslinnych z wykorzystaniem technik instrumentalnych
lub wielu testow aktywnosci biologicznej wymagajg ich wst¢pnej izolacji z matryc roslinnych,
najczesciej na drodze ekstrakceji. Do klasycznych metod ekstrakcji zalicza si¢ takie techniki jak
maceracja, perkolacja, ekstrakcja pod chlodnica  zwrotng oraz  ekstrakcja
w aparacie Soxhleta. Ostatnie dekady byly czasem rozwoju wielu innowacyjnych technik
ekstrakcji, stosowanych rowniez do izolacji wtornych metabolitow roslinnych, np.
przyspieszonej ekstrakcji rozpuszczalnikiem, ekstrakcji nadkrytycznej, podkrytycznej
ekstrakcji woda, ekstrakcji enzymatycznej, ekstrakcji z wykorzystaniem dyspersji matrycy
w fazie statej [76, 151]. Najwazniejszym czynnikiem wplywajacym na wyniki analiz
instrumentalnych oraz testow aktywno$ci biologicznej otrzymywanych ekstraktow jest
wydajno$¢ izolacji wtéornych metabolitow z matryc ro$linnych. Prowadzenie ekstrakcji
w wysokiej temperaturze jest podstawowym sposobem na zwigkszenie wydajnosci ekstrakcji
[152, 153]. Dodatkowymi parametrami modyfikowanymi podczas optymalizacji ekstrakcji sa
pH (bardzo czgsto osiggajace skrajne wartosci) oraz rodzaj i zawarto$¢ rozpuszczalnikéw
organicznych w ekstrahentach [152, 153].

Istotnym problemem pojawiajacym si¢ w trakcie ekstrakcji wielu wtornych metabolitow
roslinnych jest ich ograniczona stabilno§¢ w wysokiej temperaturze, w warunkach skrajnego
pH oraz w obecnosci rozpuszczalnikow organicznych [152, 153]. Do takich substancji mozna
migdzy innymi zaliczy¢: chinine [154], rutyne [155, 156], piperyne [157], betanine [158],
kwercetyne [159], kurkumine [160-163] oraz kwasy chlorogenowe [164-171]. Zachodzace
przemiany degradacyjne obnizaja wydajnos¢ ekstrakcji 1 bardzo czesto prowadza jednoczesnie
do powstawania nowych zwigzkow, ktore nie s3a pierwotnie obecne w badanym

materiale ro§linnym.

3.1. Degradacja kwasow chlorogenowych podczas ich ekstrakcji

Najczesciej] wykorzystywanymi ekstrahentami do izolacji kwaséw chlorogenowych
z matryc roslinnych oraz produktow spozywczych sa alkohole, ich mieszaniny z woda oraz
sama woda. Szczegdlnie interesujgce jest zastosowanie wody do ekstrakcji tych kwasow ze
wzgledu na podobienstwo tego procesu do takich czynnosci zycia codziennego jak parzenie
kawy, herbaty czy tez domowego lub przemystowego przetwarzania substancji roslinnych
zawierajacych kwasy chlorogenowe. Przeprowadzone dotychczas badania wykazuja, ze

wykorzystanie wymienionych ekstrahentéw moze prowadzi¢ do szeregu przemian
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chemicznych izolowanych kwasow chlorogenowych, ktorych rozlegtos$¢ zalezy od temperatury
ekstrakcji oraz rodzaju i pH ekstrahenta [164-171].

Badania modelowe symulujace proces wodnej ekstrakeji 5-CQA, pozostatych kwasow
monokawoilochinowych oraz kwasow dikawoilochinowych wskazuja, ze w trakcie esktrakcji
zachodza przemiany degradacyjne tych kwasow takie jak: hydroliza, transestryfikacja
1 izomeryzacja cis-trans [164, 170]. W przypadku np. wodnego ekstraktu 5-CQA stwierdza si¢
w nim obecno$¢ kwasu kawowego, kwasu chininowego, izomeréw 4- 1 3-CQA oraz
cis-5-CQA (patrz struktury 1-5 na rys. 11) [164]. Nalezy w tym miejscu jednak podkresli¢, iz
poza w/w produktami jego hydrolizy/transestryfikacji/izomeryzacji ekstrakty zawieraja takze
dwie inne substancje, ktorych masy czasteczkowe sg o 18 Da wigksze od masy 5-CQA. Roznica
ta odpowiada masie czasteczki wody [164]. Biorac pod uwage budowe kwasu chlorogenowego,
tj. obecno$¢ podwdjnego wigzania C=C sprzezonego z grupa karbonylowa, zasugerowano, ze
omawiane substancje sa hydroksylowymi pochodnymi 5-CQA powstajacymi w wyniku addycji
Michaela (patrz diastereoizomeryczne struktury 6 oraz 7 na rys. 11). Ich identyfikacja zostata
oparta gtownie o dane z wysokorozdzielczej spektrometrii mas, przy jednoczesnym braku
istotnych roéznic pomigdzy widmami MS" otrzymanych pochodnych i 5-CQA [164]. Obecno$¢
analogicznych produktow przemian jak w przypadku 5-CQA, w tym réwniez pochodnych
o masie o 18 Da wickszej, ktore moga by¢ postrzegane jako wodne addukty obserwuje si¢
rowniez w przypadku ekstrakcji 3- 1 4-CQA oraz kwasow dikawoilochinowych [170, 171].
Nalezy zauwazy¢, ze we wszystkich tych ekstraktach ilosci zwigzkéw o masie o 18 Da wigkszej
od masy 3-,4- 1 5-CQA sa niewielkie co wykluczato mozliwos¢ ich zbadania z wykorzystaniem
innych technik instrumentalnych, np. jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR, ang.
nuclear magnetic resonance) lub rentgenografii. Brak jednoznacznie potwierdzonej ich
identyfikacji oraz doniesienia literaturowe wskazujace na problem addycji wody do
nienasyconych zwigzkéw organicznych [172, 173], a takze niestabilno$¢ zwigzkow beta-
hydroksykarbonylowych, ktora skutkuje eliminacja czasteczki wody [172, 173] sprawiaja, ze
tworzenie si¢ hydroksylowych pochodnych 5-CQA
w omawianych ekstraktach budzi pewne watpliwos$ci. Zostalo to szczegétowo wyartykutowane
w kolejnym rozdzialeczesci teoretycznej.

Podczas symulowanej ekstrakcji 5-CQA w roztworach buforowych o zréznicowanym pH

obserwuje si¢ tworzenie takich samych produktow degradacji 5-CQA, jakie sg obecne
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Rys. 11. Struktury pochodnych 5-CQA powstajacych podczas ekstrakcji tego kwasu woda.
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w jego wodnych ekstraktach [165]. Nalezy zauwazy¢, ze w tych ekstraktach odnotowuje si¢
réwniez obecnos$¢ 6 substancji o masach o 18 Da wiekszych od masy 5-CQA. Na podstawie
danych retencyjnych oraz analogicznej analizy jako$ciowej jak w przypadku pochodnych
otrzymanych podczas symulowanej ekstrakcji w roztworach wodnych zasugerowano, ze
wskazane substancje mogg by¢ hydroksylowymi pochodnymi 3-, 4- oraz 5-CQA (patrz
struktury 6, 7 oraz 11-14 narys. 11). Poza w/w substancjami w trakcie ekstrakcji buforowanymi
roztworami mogg powstac takie pochodne jak: 1-CQA, izomer cis kwasu kawowego oraz kwas
protokatechowy [165] (patrz struktury 8-10 na rys. 11).

Omawiajac badania z wudzialem roztworéw buforowych warto zauwazy¢, ze
w przypadku buforow fosforanowych nie stwierdza si¢ reakcji zachodzacych bezposrednio
pomiedzy analitami 1 skladnikami buforow [165-167]. Odmienna sytuacja wystepuje
w przypadku buforow octanowych, cytrynianowych oraz amonowych. W mieszaninach
otrzymanych po symulowanej ekstrakcji 5-CQA obserwuje si¢ w nich obecno$¢ odpowiednio
estrow powstajacych pomiedzy 5-CQA i czasteczkami kwasu cytrynowego (patrz struktury
1-3 na rys. 12) oraz octowego (patrz struktury 4, 5 na rys. 12), a w przypadku buforu
amonowego powstajg pochodne, w ktorych jedna z fenolowych grup hydroksylowych jest
podstawiona grupa aminowa (patrz struktury 6-11 na rys. 12) [166].

Symulowana ekstrakcja 5-CQA z uzyciem alkoholu oraz mieszanin alkohol/woda czy
alkohol/bufor prowadzi do powstania kolejnych pochodnych 5-CQA — produktéw estryfikacji
kwasow chlorogenowych oraz alkoksylowych pochodnych 5-CQA, ktore potencjalnie tworza
si¢ poprzez przylaczenie czasteczki alkoholu do wigzania podwojnego na drodze addycji
Michaela (patrz struktury 12, 13 na rys. 12) [167].

Tworzenie si¢ produktow degradacji kwasow chlorogenowych zostalo potwierdzone nie
tylko na drodze symulowanej ekstrakcji, ale takze podczas wysokotemperaturowej ekstrakcji
artykutéw spozywczych zawierajacych CQA, np. kawy oraz owocoOw boréwki [169, 170].
W badaniach tych stwierdzono, ze na stopien degradacji kwasow chlorogenowych maja wptyw
pozostate sktadniki badanych matryc. Dla przyktadu warto np. zauwazy¢, ze sacharoza

w sposob widoczny spowalnia przeksztatcenia 5-CQA [169].
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metanolem

(struktury  12-13).



4. Problem  tworzenia  zwiazkow  beta-hydroksy-
karbonylowych na drodze bezposredniej addycji
Michaela

Jak zaznaczono w poprzednim podrozdziale, jednymi z produktéw degradacji 5-CQA
oraz innych kwasow chlorogenowych, ktore budza pewne watpliwosci co do stusznosci ich
identyfikacji w oparciu o analiz¢ LC-MS, sg ich hydroksylowe pochodne bedace produktami
addycji Michaela czasteczki wody do wigzania podwojnego C=C sprzezonego z grupa
karbonylowg w reszcie kwasu kawowego. Powstajacy uktad beta-hydroksykarbonylowy
stanowi obiekt niematego zainteresowania chemii organicznej - chociazby ze wzgledu na jego
uzyteczno$¢ w syntezie bardziej ztozonych zwigzkow [172-177]. Do najczesciej stosowanych
metod otrzymywania tego motywu strukturalnego naleza kondensacja aldolowa, kondensacja
Claisena z p6zniejsza redukcjg beta-ketoestrow oraz metody wykorzystujace epoksydacje [172-
177]. Natomiast bezposrednie przylaczenie wody w wyniku addycji Michaela do
a,B-nienasyconych zwigzkow karbonylowych jest reakcja problematyczng. Czasteczka wody
jest bowiem stabym obojetnym nukleofilem obdarzonym wytacznie tadunkiem czastkowym
[173, 178]. Ponadto, analiza energii orbitali molekularnych ,,bioracych udzial” w rozwazanej
reakcji wskazuje na ich wysokie roznice, co znacznie ogranicza efektywne ,,naktadanie si¢”
orbitali prowadzace do powstawania nowych wigzan [173]. Dodatkowym argumentem
wskazujacym na trudno$¢ przylaczenia wody do podwdjnego wigzania jest to, ze tego typu
reakcje charakteryzuja si¢ stanami rOwnowagi przesunigtymi wyraznie w kierunku bardziej
stabilnych termodynamicznie substratow, co moze przejawiaé si¢ rozpadem utworzonych
in situ zwigzkoéw beta-hydroksykarbonylowych [173, 178, 179].

W literaturze mozna odnalez¢ kilka rozwigzah wymienionych trudno$ci dotyczacych
bezposredniego przytaczenia wody na drodze addycji Michaela. Jednym z nich jest kataliza
enzymatyczna. Enzymy z podklasy hydrataz takie jak fumaraza, hydrataza maleinowa,
akonitaza oraz hydrataza enoilo-koenzymu A zapewniaja skuteczng hydratacje prostych
zwigzkoéw organicznych przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej enancjoselektywnosci [178-
184]. Wykorzystuja one specyficzne oddziatywania reszt aminokwasowych z reagentami lub
zdolnos¢ kofaktorow zawierajacych atomy metali do koordynowania czasteczek wody (patrz
rys. 13) [180, 181]. Wymienione enzymy charakteryzuje rowniez wysoka selektywnos¢, a
niekiedy specyficzno$¢ wzgledem substratow, co ogranicza ich zastosowanie gldwnie do

bardzo waskiego zakresu substancji [178-184].

35



Addycja wody do a,B-nienasyconych zwigzkéw karbonylowych prowadzona
z wykorzystaniem $rodkéw typowych dla chemii organicznej zazwyczaj wymaga zastosowania
katalizatorow, ktore aktywuja czasteczke wody lub zwiazku karbonylowego. Jednym
z pierwszych przykladow takiej syntezy bylo zastosowanie reakcji katalizowanej
trimetylofosfing [185]. Innymi przyktadami katalizatorow zastosowanych w tym celu sa pallad
naniesiony na weine [186], katalizator bimetaliczny naniesiony na wetnge [ 187] oraz katalizatory

wzorowane na  DNA  [188, 189]. Reakcje  wykorzystujace = wymienione

Rys. 13. Struktura centrum aktywnego akonitazy zawierajacej kofaktor bedacy klasterem
atomow zelaza 1 siarki. Atom Zelaza niezwigzany z reszta cysteiny koordynuje
czasteczke wody oraz anion kwasu trans-akonitowego. PDB: 1ACO [182].

katalizatory zapewniaja wysokie wydajnos$ci reakcji, jednak tylko dla pojedynczych zwigzkow
lub tak jak w przypadku wykorzystania katalizatorow wzorowanych na DNA wymagaja
substratow zawierajacych w swojej strukturze fragment imidiazolowy [188] (patrz rys. 14).
Resch ze wspot. zaproponowali wykorzystanie L-lizyny w celu przeprowadzenia addycji wody
do cykloheksenonu i jego pochodnych, jednak z wydajnoscig si¢gajaca tylko 21 % [190]. Jeden
z bardziej skutecznych sposobow przeprowadzenia addycji wody do a,B-nienasyconych

zwigzkow karbonylowych stanowi kataliza z udzialem soli metali, np. soli
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Rys. 14. Schemat reakcji addycji wody z wykorzystaniem kompleksu jonow Cu?" i DNA
z jader tososia jako katalizatora. Wg. [188].

chromu lub bizmutu [177, 191, 192]. Jako kwasy Lewisa zapewniajg one silng aktywacj¢ grupy
karbonylowej 1 sprzgzonego z nig wigzania C=C. W ten sposob przeprowadzono
przeksztatcenie ponad 15 ketondéw (réznigcych si¢ podstawnikami przylaczonymi do grupy
karbonylowej) do ich beta-hydroksy pochodnych [177, 191, 192]. Jednak jak wynika z [177,
191, 192], w przypadku ketonow zawierajacych dodatkowe podstawniki przylaczone do
sprzezonego wigzania alkenowego reakcja ta w ogdle nie zachodzi lub przebiega z niewielka
wydajnoscia.

Powyzszy przeglad wskazuje, ze bezposrednie przytaczenie wody do tak ztozonych

struktur jak kwas kawowy czy chlorogenowy wydaje si¢ mato prawdopodobne.
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Jak podkreslono wyzej, w trakcie ekstrakcji kwasow monokawoilochinowych oraz
kwasow dikawoilochinowych woda i wodnymi roztworami alkoholi zachodzg przemiany
degradacyjne takie jak ich hydroliza, transestryfikacja 1 izomeryzacja cis-trans [164-171].
W przypadku np. wodnego ekstraktu 5-CQA (glownego ich przedstawiciela) stwierdza sig¢
w nim obecnos¢ kwasu kawowego, kwasu chininowego, izomerdw 4- 1 3-CQA oraz cis-5-CQA.
Poza tymi produktami ekstrakty zawieraja takze dwie inne substancje, ktorych masy
czasteczkowe sg o 18 Da wigksze od masy 5-CQA. Poniewaz roznica ta odpowiada masie
czasteczki wody, a w czasteczce kwasu chlorogenowego wystepuje podwojne wigzanie C=C
sprzezone z grupa karbonylowa, zasugerowano, ze omawiane substancje sg hydroksylowymi
pochodnymi 5-CQA powstajacymi w wyniku addycji Michaela [164, 170, 171]. Przedstawiony
w poprzednim rozdziale przeglad literatury wskazuje jednak, Zze bezposrednie przylaczenie
wody do tak ztozonych struktur jak kwas kawowy czy chlorogenowy jest mato prawdopodobne.
Dlatego tez podstawowym i wyj$ciowym celem niniejszej rozprawy byto zbadanie czy
w trakcie ekstrakcji 5-CQA woda rzeczywiscie tworzg si¢ jego hydroksylowe pochodne.

Podstawowa metoda pozwalajacg na jednoznaczng identyfikacje zwiazkow organicznych
jest spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego. Jej istotng wadg jest stosunkowo mata
czuto$¢, co pocigga za sobag konieczno$¢ uzycia w procesie prawidlowej NMR’owskiej
identyfikacji zwigzku znacznej jego ilosci. Dlatego tez jednym z nurtow eksperymentalnych
realizowanych w trakcie prezentowanej pracy byly badania NMR zatezonych frakcji
zawierajacych zwiazki bedace przedmiotem zainteresowania (t.j. zwiazki charakteryzujace si¢
masg czasteczkowa wigkszg o 18 Da od masy 5-CQA) wyodrebnionych metoda chromatografii
preparatywnej z symulowanych ekstraktow 5-CQA.

Jak zauwazono w poprzednim podrozdziale, hydroksylowe pochodne 5-CQA to zwiazki,
ktére powinna cechowac niska trwatos¢, szczegdlnie w srodowisku wodnym. Tak wigc ich ilo$¢
w wodnym ekstrakcie powinna male¢ w trakcie jego przechowywania. Dlatego tez w ramach
prezentowanej pracy badaniami NMR objeto rdwniez suche pozostatosci otrzymywane po
odparowaniu rozpuszczalnika z wodnych ekstraktow 5-CQA spodziewajac si¢ uzyskania widm
potwierdzajacych obecnos¢ w nich zwigzkéw bedacych przedmiotem zainteresowania. Wobec
powyzZszego W prezentowanej pracy poza wyzej wymienionym nurtem eksperymentalnym
nalezy takze wyr6zni¢ drugi nurt — badania NMR suchych pozostatosci uzyskanych po
odparowaniu rozpuszczalnika z symulowanych ekstraktow 5-CQA. Nurt ten traktowany

poczatkowo jako poboczny stat si¢ nurtem zasadniczym gdyz w trakcie jego realizacji wykryto
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nowe, nieznane dotychczas wodne pochodne 5-CQA - kompleksy 5-CQA 1 wody. Fakt ten stat
si¢ inspiracjg do rozszerzenia wyzej sformulowanego celu i dodatkowo poznania innych

mozliwych wodnych pochodnych 5-CQA tworzacych si¢ w warunkach jego ekstrakcji woda.
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5. Materialy i odczynniki

Do przeprowadzenia badan omawianych w niniejsze] pracy wykorzystano nastepujace

odczynniki oraz materiaty:

. Rozpuszczalniki (skladniki faz ruchomych do HPLC, eluenty SPE/MSPD,
deuterowane rozpuszczalniki do badan NMR):

Acetonitryl, czysto$¢ Gradient HPLC, Avantor Performance Materials Poland
S.A., Polska,

Metanol, czystos¢ Gradient HPLC, Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Polska,

Etanol, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Chloroform, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Aceton, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,

Octan etylu, czysto$¢ > 99.8 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Propanol, czystos¢ > 99.8 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Deuterowany dimetylosulfotlenek (DMSO-ds), stopien deuterowania 99.9 %,
Sigma-Aldrich, Polska,

Deuterowana woda (D20), stopien deuterowania 99.8 %, Sigma-Aldrich, Polska,

. Odczynniki organiczne:

Kwas mrowkowy, czystos¢ LC-MS, Sigma-Aldrich, Polska,

Kwas 5-kawoilochinowy (5-CQA), czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,
Kwas 4-kawoilochinowy (4-CQA), czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,
Kwas 3-kawoilochinowy (4-CQA), czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,
Kwas kawowy, czystos¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Kwas chininowy, czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,

L-tryptofan, czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Irydyna, czysto$¢ > 90 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Rutyna, czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Stewiozyd, czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Beta-escyna, czysto$¢ > 95 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Kwas octowy, cz.d.a., stezony, Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Polska,

Sacharoza, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,

Kwas cytrynowy, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
2,2'-azobis(3- etylo-2,3-dihydrobenzotiazolino-6-sulfonian) diamonu (ABTS,
ang. diammonium 2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazole-6-
sulphonate)), czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,
2,2-difenylo-1-(2,4,6-trinitrofenylo)hydrazyl (DPPH, ang. 2,2-diphenyl-1-(2,4,6-
trinitrophenyl)hydrazyl)), czystos¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,
2,4,6-tri(2-pyridyl)-s-triazyna (TPTZ), czystos¢ > 99 %, Sigma-Aldrich, Polska,
Octan amonu, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
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Octan sodu, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Kwas linolowy, czystos¢ > 99 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Neokupreina, czystos¢ > 99 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Tween 20, Sigma-Aldrich, Polska,

Beta-karoten, czystos¢ > 95 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Limonen, czysto$¢ > 95 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Tartazyna (E102), czysto$¢ > 85 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Azorubina (E122), czysto$¢ > 85 %, Sigma-Aldrich, Polska,
Kwercetyna, czysto$¢ > 95 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Kofeina, czysto$¢ > 98 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Kwas askorbinowy, czystos¢ > 99 %, Sigma-Aldrich, Polska,
Trietyloamina, cz.d.a, Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Benzen, czysto$¢ > 99.8 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Heksan, czysto$¢ > 99.8 %, Sigma-Aldrich, Polska,

Heksadekan, czysto$¢ > 99.8 %, Sigma-Aldrich, Polska,

= Odczynniki nieorganiczne:

Chlorek miedzi (IT), cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Siarczan zelaza (II1) heptahydrat, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland
S.A., Polska,

Chlorek zelaza (III) heksahydrat, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland
S.A., Polska,

Kwas solny, cz.d.a. st¢zony, Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Polska,

Chlorek sodu, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Chlorek magnezu, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,
Chlorek wapnia, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A., Polska,

Diwodorofosforan sodu, cz.d.a., Avantor Performance Materials Poland S.A.,
Polska,

. Sorbenty:

Sepra C18-E (50 um, 65 A), Phenomenex, Stany Zjednoczone,

= Produkty spozywcze oraz materialy roslinne (zakupione w lokalnych sklepach):

ziarna prazonej kawy (Coffea arabica L.),

liscie zielonej, czerwonej oraz czarnej herbaty,

korzenie arcydziegla litworu (4Angelica Archangelica radix),
liScie rozmarynu lekarskiego (Salvia rosmarinus Spenn.),
napdj Lipton Ice Tea,

sok jabtkowy.

42



6. Preparatyka iizolacja wodnych adduktow 5-CQA

Jak zaznaczono wyzej zasadniczym celem pracy byla identyfikacja pochodnych 5-CQA
o masie o 18 Da wigkszej od masy ich prekursora, t.j. potencjalnych wodnych adduktow tego
kwasu. Pochodne te pojawiaja si¢ w wodnych i alkoholowych ekstraktach ro$lin i preparatéw
zawierajagcych 5-CQA. Azeby dokona¢ ich jednoznacznej identyfikacji technika NMR
postanowiono pozyskac je w wymaganych do tego celu ilosciach. Przygotowano symulowany
ekstrakt 5-CQA wykorzystujac w tym celu 5 % wodny roztwor tego kwasu 1 uktad do ekstrakcji
pod refluksem. Proces symulowanej ekstrakcji trwal 2 godziny. Z uzyskanego ekstraktu
wyodrebniano pochodne 5-CQA bedace przedmiotem zainteresowania przy uzyciu
chromatografii preparatywnej.

Preparatywne wydzielenie wodnych adduktow 5-CQA zostalo przeprowadzone przy
uzyciu chromatografu cieczowego wyposazonego w kolumne LUNA C18(2) o wymiarach
150 mm % 10.0 mm, z ziarnem fazy stacjonarnej o $rednicy 5 pum (Phenomenex, Torrance,
USA), detektor SPD-20AV UV-VIS i automatyczny kolektor frakcji FRC-10A (Shimadzu,
Kyoto, Japonia). Skladnikiem A fazy ruchomej byta woda z dodatkiem kwasu mrowkowego
(0.5%); skladnikiem B fazy ruchomej byl acetonitryl. W trakcie rozdziatu stosowano
nastepujacy profil zmian sktadu eluentu: 3 % B przez okres 0 — 20 min a nastepnie przez okres
I min (20 — 21 min programu) szybki liniowy wzrost B do 30%. Sktad ten utrzymywano przez
kolejne 4 min. (21-25 min. programu) po czym w ciggu 1 min obnizano stezenie sktadnika B
do wartosci 3% (25 min. — 26 min programu), ktorg utrzymywano przez 10 min (26 — 36 min
programu). Objetosciowa predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 3.0 mL/min. Praca
kolektora frakcji byta kontrolowana za pomoca detektora UV-VIS pracujacego przy dlugosci
fali wynoszacej 205 nm. Otrzymane frakcje zostaly przebadane za pomoca chromatografu
sprzezonego ze spektrometrem mas (LC-MS), poddane liofilizacji, a otrzymane suche

pozostatosci rozpuszczano w D>O 1 poddano analizie NMR.

7. Eksperymenty dotyczace wodnych kompleksow 5-CQA

7.1. Preparatyka i badanie suchych ekstraktow zawierajacych wodne
kompleksy 5-CQA

Jak zauwazono w celu pracy badania dotyczyly nie tylko identyfikacja pochodnych
5-CQA o masie wigkszej o 18 Da, ale takze komplekséw 5-CQA z woda, ktore wystepuja

w suchej pozostatosci symulowanych ekstraktow 5-CQA i to w znacznie wigkszej ilosci niz
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wspomniane wyzej pochodne 5-CQA. Procedura otrzymywania tych kompleksow sktada sie¢
z dwoch etapow:
e symulowanej ekstrakcji (okreslanej w pracy réwniez jako inkubacja) lub rzeczywistej
ekstrakcji wodnych roztworéw 5-CQA lub produktéw zawierajacych 5-CQA, oraz

e usuni¢cia wody lub rozpuszczalnika organicznego z otrzymanych ekstraktow.

Pozostatosci po odparowaniu (w dalszej czesci pracy okreslane rowniez mianem suchych
ekstraktow) byly rozpuszczane w DMSO-ds 1 poddawane analizie NMR, a niektoére takze
analizie LC-MS (patrz rozdziat - Metody badawcze).

7.2. Badania strukturalne wodnych kompleksow 5-CQA

Strukture¢ kompleksow 5-CQA z woda okreslono technika NMR wykorzystujac
w badaniach suche ekstrakty 5-CQA. Zostaly one otrzymane poprzez usuni¢cie wody metoda
liofilizacji z wodnych roztworéow 5-CQA o stezeniu 1 mg/mL, ktoére utrzymywano
w temperaturze wrzenia pod chtodnicg zwrotng przez 1 godz. Poza wodnymi kompleksami
5-CQA wyrywkowymi badaniami objeto rowniez wodne kompleksy 4-CQA i 3-CQA. Wyniki
badan strukturalnych wodnych kompleksow 5-CQA, jak i jego izomerdéw przedstawia

rozdzial 12.

7.3. Badanie mechanizmu powstawania wodnych kompleksow 5-CQA

7.3.1. Badanie kinetyki powstawania wodnych kompleksow 5-CQA
Badania suchych ekstraktow 5-CQA za pomoca NMR wykazaty, ze stopien transformacji

tego kwasu do jego wodnych komplekséw zalezy od sposobu ich otrzymania. Dlatego tez
postanowiono przeprowadzi¢ systematyczne badania majace na celu okreslenie kinetyki ich
tworzenia. Badano wplyw nastgpujacych czynnikow na stopien konwersji 5-CQA do tych
kompleksow:

e stezenia 5-CQA w jego wodnych roztworach;

e czasu inkubacji wodnych roztworow 5-CQA;

e temperatury inkubacji wodnych roztworéw 5-CQA.

Poniewaz na stopien konwersji 5-CQA do jego wodnych hydratow mogg mie¢ wptyw warunki

procesu usuwania wody z roztworéw (symulowanych ekstraktow) 5-CQA dlatego tez
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przebadano wplyw sposobu usuwania wody z roztworow 5-CQA po ich inkubacji.
W badaniach tych wykorzystano nast¢pujace techniki usuwania wody:
e liofilizacj¢ przy wykorzystaniu liofilizatora chemicznego (Labconco, Kansas City,
USA);
e odparowanie w warunkach prozni w temperaturze 50 lub 80°C przy uzyciu
koncentratora CentriVap (Labconco, Kansas City, USA);
e odparowanie w temperaturze wrzenia w warunkach ci$nienia atmosferycznego;

e odparowanie pod strumieniem azotu w temperaturze pokojowe;.

Proces inkubacji wodnych roztworow 5-CQA prowadzono w warunkach statycznych lub
dynamicznych. W celu przeprowadzenia dynamicznej inkubacji roztwory umieszczone
w naczyniach szklanych byly mieszane z wykorzystaniem wytrzasarki lub poddawane

dziataniu ultradzwiekéw w tazni ultradzwickowe;.

7.3.2. Analiza elementarna suchych ekstraktéw S-CQA
Analiza elementarna wybranych suchych ekstraktow wodnych roztwordéw 5-CQA zostata

przeprowadzona z wykorzystaniem aparatu EuroEA3000 CHNS-O Analyser (Euro Vector,
Pawia, Wtochy).

7.3.3. Oznaczanie zawartosci wody w suchych ekstraktach 5-CQA

Zawarto$¢ wody w wybranych suchych ekstraktach wodnych roztworéw 5-CQA zostata
okreslona metodg miareczkowania odczynnikiem Karla Fischera wykorzystujac titrator V10S
Compact (Mettler Toledo, Warszawa, Polska). Badane probki przed miareczkowaniem

rozpuszczono w metanolu po uprzednim odmiareczkowaniu zawartej w nim wody.

7.3.4. Spektroskopia dyfuzyjna NMR i wyznaczanie masy molowej wodnych
kompleksow 5-CQA

Widma 'H DOSY (ang. diffusion ordered spectroscopy) badanych zwigzkow
rozpuszczonych w DMSO-ds zarejestrowano z wykorzystaniem sekwencji impulsow
dstebpgp3s [193, 194] (ang. double stimulating echo sequence with bipolar gradient pulses and

3 spoil gradients — sekwencja wykorzystujaca podwojne stymulowane echo gradientowe
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z bipolarnymi impulsami gradientu i kompensacja konwekcji oraz trzy impulsy gradientu
niszczace resztkowe namagnesowanie). Diugo$¢ czasu dyfuzji (Ap) oraz dhugos¢ impulsow
gradientu (0p) byly dobierane tak, aby otrzymac¢ odpowiednie ostabienie sygnalow przy
zastosowaniu narostu warto$ci gradientu pola magnetycznego od 2 % do 95 % maksymalnej
wartosci gradientu przy 32 krokach jego narostu. Przetwarzanie otrzymanych widm pseudo 2D
zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem programu Dynamics Center Software (Bruker,
Brema, Niemcy). Warto$ci wspotczynnikéw dyfuzji oszacowano na podstawie dopasowania
uzyskanych danych do odpowiednich réwnan Stejskala—Tannera [195], a kontury pikéw
wyznaczono na podstawie btedu dopasowania.

Do okreslenia mas molowych badanych zwigzkéw zastosowano metode wzorca
zewngtrznego zaproponowang przez Stalkego 1 wspotpracownikéw  [196, 197].
W wymienionej metodzie wyznaczana jest liniowa zalezno$§¢ pomiedzy logarytmem
znormalizowanego wspotczynnika dyfuzji (znormalizowanego z uzyciem wspotczynnika
dyfuzji wzorca wewnetrznego dodawanego do roztworéw zwigzkow kalibracyjnych oraz

roztwordw analitdw - patrz rownanie 8) i logarytmem masy molowej podana réwnaniem 7:

log Dy orm = logK + alogM (7

lOg Dx,norm = lOg wa,odn - lOg D, + lOg D, (8)

gdzie Dynorm Oznacza znormalizowany wspolczynnik dyfuzji analitu lub wzorca
zewnetrznego, K oraz a sg stalymi, M to masa molowa [g'mol™], Dy oan to warto$¢
odniesienia wspdtczynnika dyfuzji wzorca wewnetrznego [m?>s!], D, to warto$¢
wspolczynnika dyfuzji wzorca wewngtrznego wyznaczona eksperymentalnie, D, to wartos$¢
wspolczynnika dyfuzji analitu lub wzorca zewnetrznego wyznaczona eksperymentalnie.
Zastosowanie znormalizowanych warto$ci wspotczynnikow dyfuzji eliminuje wpltyw wielu
czynnikow na otrzymane wyniki, np. temperatury, niedoktadnej kalibracji impulséw gradientu.
Do wyznaczenia zalezno$ci kalibracyjnej jako wzorce zewngtrzne zastosowano: kwas kawowy
(M = 180.16 gmol'), tryptofan (M = 204.23 gmol'), kwas chlorogenowy
(M = 354.31 g'mol™), irydyne (M = 522.46 g-mol!), rutyne (M = 610.52 g-mol!), stewiozyd
(M = 804.87 g'mol™!) oraz beta-escyne (M = 1131.27 g'mol™"). DMSO byt wykorzystany jako

wzorzec wewnetrzny.
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Dotyczy podrozdziatu 7.3 - W tym bloku tematycznym przebadano duzgq ilos¢ probek roznigcych

sig stezeniem, czasem i temperaturq inkubacji wodnego roztworu 5-CQA oraz sposobem
usuwania z niego wody. Zeby czytelnikowi tatwiej byto analizowa¢ wyniki przeprowadzonych
eksperymentow postanowiono nie zamieszcza¢ w tym miejscu szczegolowych danych na temat
badanych uktadow i warunkow przeprowadzonych eksperymentow, lecz podac je w trakcie
dyskusji wynikow i w podpisach do odpowiednich rysunkow i tabel - patrz rozdziatl 13
i podrozdziatu 14.3.

7.4. Poszukiwania obecnosci prekursorow wodnych kompleksow 5-CQA
w roztworach zawierajacych ten kwas

Jedno z pytan jakie pojawito si¢ w trakcie badan wodnych komplekséw 5-CQA dotyczyto
obecnosci ich prekursorow w wyjsciowych 1 inkubowanych roztworach tego kwasu przed
usunieciem z nich wody. W celu odpowiedzi na to pytanie przeprowadzono dwa
typy eksperymentow:

e bezposrednie badania wodnych roztworow 5-CQA za pomoca jadrowego rezonansu
magnetycznego oraz

e ocen¢ wybranych wtasciwosci fizykochemicznych 5-CQA 1 jego wodnych roztworow.

Pierwszy typ eksperymentow to analiza NMR inkubowanego przez 24 godziny roztworu
5-CQA w mieszaninie HO/D>0 (90 % H>0/ 10 %D-0).
Drugi typ badan to ocena:

e przewodnictwa elektrolitycznego,

e podatnosci 5-CQA na hydrolize do kwasu kawowego 1 chininowego oraz

e kinetyki reakcji rodnikowych 1 reakcji redoks
Swiezo przygotowanych oraz inkubowanych 1 i 24 godziny wodnych roztworow 5-CQA. We
wszystkich tych eksperymentach st¢zenie 5-CQA w badanych roztworach wynosito 1 mg/mL,
za$ inkubacje prowadzono w temp 25°C.
W drugim typie badan poza roztworami 5-CQA wykorzystano rowniez dwa modelowe

produkty spozywcze o ponizszych sktadach:
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e modelowy nap0j energetyczny zawierajacy 5-CQA (1 g), sacharoze (50 g), NaCl
(1.5 g), MgCl» (1.5 g), CaCl (0.1 g), kwas cytrynowy (0.1 g), azorubine (E122) (0.2 g)
oraz kofeing (0.3 g) w 1 litrze wody,

e modelowy napo6j izotoniczny zawierajacy S-CQA (1 g), sacharoze (50 g), NaCl (1.5 g),
MgCl, (1.5 g), CaCl (0.1 g), kwas cytrynowy (0.1 g), tartazyna (E102) (0.2 g), oraz
limonen (0.3 mL) w 1 litrze wody,

ktore rowniez badano bezposrednio po przygotowaniu oraz po 1 1 24 godzinnej inkubacji.

Wyniki wyzej wymienionych eksperymentéw oméwiono w podrozdziatach 14.1 1 14.2.

7.4.1. Eksperymenty prowadzone w trakcie badan dotyczacych wplywu czasu inkubacji
wodnego roztworu 5-CQA na:
- wielkos$¢ jego przewodnictwa elektrolitycznego;
- podatnos¢ 5-CQA na hydroliz¢ oraz na
- kinetyke reakcji rodnikowych i reakcji redoks

7.4.1.1. Pomiar przewodnictwa wodnych roztworow 5-CQA
Przewodnos$¢ elektrolityczng wybranych wodnych roztworow 5-CQA zmierzono za

pomoca konduktometru Model 912 (Metroohm, Herisau, Szwajcaria).

7.4.1.2. Badanie hydrolizy 5-CQA

Hydrolizg 5-CQA w jego wybranych roztworach wodnych prowadzono w temperaturze
25°C przez jedng godzing po uprzednim zmieszaniu roztworu z 0.1 M roztworem buforu
fosforanowego o pH=3 przy zachowaniu objetosciowego stosunku probki do buforu rownego
1:1. Otrzymane mieszaniny byty nast¢pnie poddawane analizie LC-MS w celu okreslenia ilo$ci
pozostatego kwasu 5-kawoilochinowego oraz powstajacego kwasu chininowego oraz kwasu
kawowego po hydrolizie. W obliczeniach wykorzystano krzywe kalibracyjne wyznaczone przy

uzyciu roztwordéw standardéw wymienionych zwigzkow.

7.4.1.3. Badanie kinetyki reakcji rodnikowych oraz reakcji redoks
Wptyw czasu inkubacji wodnego roztworu na kinetyke reakcji rodnikowych i reakcji
redoks okreslano wykorzystujac spektrofotometryczne metody oceny antyutleniajacych

wlasno$ci zwigzkow organicznych. W badaniach tych okreslano zdolnos¢ 5-CQA do zmiatania
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kationorodnikéw  ABTS, rodnikow  DPPH, spowalniania  reakcji  utleniania
B-karotenu, redukcji jonéw Fe** oraz jonow Cu?". W tym celu zastosowano metody ABTS,
DPPH, beta-karotenowa, FRAP (ang. ferric ion reducing antioxidant parameter) i CUPRAC
(ang. cupric ion reducing antioxidant capacity). W badaniach wykorzystano nieinkubowane
1 inkubowane przez 1 i 24 godziny w temperaturze 25°C wodne roztwory 5-CQA oraz
modelowe produkty spozywcze. Spektrofotometr UV-VIS UV PROBE-2500 (Shimadzu,
Kyoto, Japan) shuzyl jako narzedzie pomiarowe. Doktadny opis poszczegdlnych procedur

pomiarowych znajduje si¢ w nastepujacych pozycjach literaturowych [198-201].

7.5. Eksperymenty prowadzone w trakcie badan wplywu mediow
hydrofobowych na  stopien konwersji 5-CQA do jego
wodnych kompleksow

Jedno z zagadnien jakie rozpatrywano w trakcie realizacji prezentowanych badan
dotyczylo wptywu kontaktu medium hydrofobowego z wodnymi roztworami 5-CQA oraz
ekstraktami roslinnymi i produktami spozywczymi zawierajagcymi ten kwas na stopien jego
transformacji do hydratéw. W praktyce taki kontakt ma miejsce np. w trakcie przygotowania
probki do analizy z wykorzystaniem typowych technik takich jak ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE,
ang. liquid-liquid extraction), ekstrakcja ciato state-ciecz (SLE, ang. solid-liquid extratction),
ekstrakcja do fazy statej (SPE, ang. solid-phase extraction), QUEChERS (ang., quick, easy,
cheap, effective, rugged and safe) czy dyspersja matrycy w fazie statej (MSPD, ang. matrix
solid phase dispersion).

Wyniki wyzej wymienionych eksperymentow omowiono w rozdziale 15.

7.5.1. LLE
Ekstrakcje ciecz-ciecz zastosowano do izolacji 5-CQA z ponizszych probek:
e wodnego roztworu 5-CQA (st¢zenie 1 mg/mL);
e wodnego ekstraktu z zielonej lub prazonej kawy;
e wodnych ekstraktow z zielonej, czerwonej lub czarnej herbaty, korzenia arcydziggla lub
lisci rozmarynu lub napoju Lipton Ice Tea;
e wodnych roztwordéw 5-CQA (1 mg/mL) zawierajacych rownomolowe ilo$ci kofeiny lub

sacharozy, badz nasyconych rutyng lub kwercetyna;
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e wodnych roztworow 5-CQA (1 mg/mL) zawierajacych kwas askorbinowy lub kwas
cytrynowy lub kwas mrowkowy lub trietyloamine lub kwas solny (stosunek molowy
5-CQA:dodatek wynoszacy 1:0.1).

Nalezy uzupehié, ze wodne ekstrakty z zielonej, czerwonej lub czarnej herbaty, korzenia
arcydziegla, liSci rozmarynu oraz napdj Lipton Ice Tea zostaly wzbogacone w 5-CQA do
stezenia 1 mg/mL.

W/w prébki o objetosci 1 mL ekstrahowano trzykrotnie 2 mL porcjami octanu etylu,
kazdorazowo poprzez 5 minutowe wytrzasanie. Po procesie ekstrakcji oddzielone na drodze
wirowania (4000 obrotéw na minut¢ przez 10 minut) fazy organiczne potaczono i poddano
dzialaniu strumienia azotu celem odparowania z nich rozpuszczalnika. Suche pozostatosci
ekstraktow rozpuszczano w DMSO-ds lub metanolu 1 poddawano odpowiednio analizie NMR

oraz LC-MS.

Uzupetniajqce eksperymenty 7 LLE
Badajac wptyw kontaktu medium hydrofobowego na stopiefn konwersji 5-CQA do jego
wodnych komplekséw wykonano rowniez, poza w/w, dwa eksperymenty uzupetniajace.

a) W 10 mL wody nasyconej heksanem lub benzenem rozpuszczono 10 mg 5-CQA. Po
jednominutowym wytrzasaniu pobrano 1 ml z otrzymanego roztworu, ktory
odparowywano do sucha w strumieniu azotu, a otrzymany osad przekazano do
badan NMR.

b) 5 mL wodnego roztworu 5-CQA (stezenie 1 mg/mL) wytrzgsano z 5 mL heksadekanu
przez 1 minute. Po rozwarstwieniu faz (proces przyspieszono poprzez wirowanie)
pobrano 1 mL fazy wodnej, odparowywano w strumieniu azotu, a otrzymany osad

przekazano do badanh NMR.

7.5.2. SPE
Technikg¢ SPE zastosowano do izolacji 5-CQA z ponizszych probek:

e wodnego roztworu 5-CQA (stezenie 1 mg/mL);

e wodnego ekstraktu z zielonej lub prazonej kawy;

e wodnych ekstraktow z zielonej, czerwonej lub czarnej herbaty z dodatkiem 5-CQA
(koncowe stezenie 5-CQA wynosito 1 mg/mL);

e napoju Lipton Ice Tea z dodatkiem 5-CQA (koncowe stezenie 5-CQA wynosito
I mg/mL).
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Do prowadzenia ekstrakcji zastosowano kolumienki wypeklione 750 mg sorbentu Sepra
C18-E (zel krzemionkowy modyfikowany chemicznie grupami oktadecylowymi) podtaczone
do systemu prézniowego SPE-12 G (J.T. Baker, N.J., USA). Kondycjonowanie sorbentu
przeprowadzano poprzez jego przemycie 5 mililitrami koncowego eluentu (acetonitrylu lub
octanu etylu lub acetonu lub metanolu lub etanolu lub propanolu lub mieszniny woda/metanol)
oraz 5 mililitrami wody. Nastgpnie na kolumienke nanoszono 2 mL badanej probki. Elucje
5-CQA z sorbentu prowadzono 5 mL jednego z wymienionych eluentéw. Zebrane ekstrakty
SPE odparowywano w strumieniu azotu, a uzyskane suche pozostalo$ci rozpuszczano
w DMSO-ds 1 poddawano odpowiednio analizie NMR.

W przypadku ekstraktow SLE kawy, herbaty oraz napoju Lipton procedura postepowania
byta taka sama jak wyzej z ta r6znica, ze przed procedura SPE zostaly one zakwaszone do pH=2
poprzez dodatek kwasu mréwkowego. Sorbenty, na ktore nanoszono te probki byly przed elucja
5-CQA dodatkowo przemywane 5 mL wody w celu usunigcia polarnych interferentow

7 kolumienki.

Uzupelniajqce eksperymenty 7 SPE

Na kolumienke SPE wypelniong 750 mg sorbentu Sepra C18-E wprowadzano 20 mL
wodnego roztworu 5-CQA (1 mg/mL). Po odebraniu z ukladu 15 mL wycieku zebrano
oddzielnie trzy kolejne 1 mL porcje wycieku. Uzyskane z nich po odparowaniu wody suche

pozostatosci rozpuszczano w DMSO-dg 1 poddawano analizie NMR.

7.5.3. QuEChERS

Zastosowanie QUEChERS do wyodrebniania analitow z wodnych probek nie jest
klasycznym jej uzyciem, ale zostata ona wykorzystana w celu okreslenia czy w tej procedurze
tez moze nastgpi¢ zmiana stopnia transformacji 5-CQA do jego hydratéw. Przebieg procedury
byl nastepujacy. Do 1 mL wodnego roztworu 5-CQA (1 mg/mL) o pH=2 (do zakwaszenia uzyto
kwas mrowkowy) wprowadzano sole ekstrakcyjne (50 mg NaCl oraz 200 mg MgSOa.).
Otrzymang zawiesing wytrzgsano przez 1 minute, a nast¢pnie dodawano do niej 1 mL
acetonitrylu. Mieszanina byta ponownie wytrzgsana przez 1 minute po czym pobierano z niej
900 pL supernatantu po uprzednim usunigciu soli ekstrakcyjnych na drodze odwirowania (4000
obrotow na minute przez 10 minut). Do pobranego supernatantu dodawano 15 mg sorbentu

C-18 (Sepra C18-E), zawiesing wytrzasano przez 1 minut¢ i ponownie wirowano (4000
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obrotoéw na minut¢ przez 10 minut) w celu oddzielenia sorbentu. Otrzymane ekstrakty byty
odparowywane w strumieniu azotu. Suche pozostatosci ekstraktow rozpuszczano w DMSO-ds

i poddawano analizie NMR.

7.5.4. MSPD

Mieszaniny ztozone z 1 mg 5-CQA, 1 grama sorbentu C-18 (Sepra C18-E) oraz 1 mL
wody byly ucierane w mozdzierzu szklanym przez 10 minut. Otrzymane mieszaniny
umieszczano w cylindrze 5 mL strzykawki i kompresowano za pomocg tloczka. Elucje
5-CQA z utworzonego zloza prowadzono 5 mL acetonitrylu. Otrzymane ekstrakty
odparowywano w strumieniu azotu, a suche pozostato$ci rozpuszczano w DMSO-ds

1 poddawano analizie NMR.

7.6. Badania zaleznoSci pomi¢dzy wodnymi kompleksami i wodnymi
adduktami 5-CQA

Przedstawione wyzej eksperymenty dotyczyly dwoch oddzielnych rodzajow wodnych
pochodnych 5-CQA - wodnych kompleksow 5-CQA i wodnych adduktow 5-CQA. W celu
zbadania czy istnieje powigzanie pomigdzy nimi przebadano probki uzyskane

w nastepujacych eksperymentach.

a) Z wodnych roztworow 5-CQA o stezeniu 0.25 1 1 mg/mL inkubowanych
w temperaturze 25°C pobrano probki do analizy LC-MS 1 oznaczono w nich stezenia
wodnych adduktow 5-CQA. Analizowano probki pobrane w 1, 2,3,4,6,7, 8,9, 10, 12,
15, 18 1 25 dniu inkubacji.

b) Wyizolowane technikg chromatografii preparatywnej z wodnego roztworu 5-CQA
frakcje zawierajace wodne addukty 5-CQA odparowano do sucha, a otrzymane
pozostatosci rozpuszczono w DMSO-ds (z dodatkiem 0.5 mM D3PO4) 1 poddano
analizie NMR.

Wyniki wyzej wymienionych eksperymentéw omoéwiono w rozdziale 16.

Dotyczy rozdzialu 6 i 7 Dane eksperymentalne prezentowane na odpowiednich wykresach

1 diagramach dla poszczego6lnych pomiaréw przedstawiono jako warto$¢ §rednig + odchylenie

standardowe z trzech niezaleznych pomiardw przeprowadzanych dla odrebnych probek.
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Otrzymane zaleznosci 1 dane eksperymentalne porownywano za pomocg analizy wariancji

(ANOVA). Réznice w badanych grupach uznawano za istotne dla p < 0.05 1 Ferit < Fexp.

8. Analiza chromatograficzna
Analizy chromatograficzne prowadzono wykorzystujac uktad LC-MS sktadajacy si¢

z wysokosprawnego chromatografu cieczowego oraz hybrydowego spektrometru mas Orbitrap
Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA). Chromatograficzne rozdzielenie
prowadzono na kolumnach Gemini C18 o wymiarach 100 mm x 4.6 mm wypelnionej fazg
stacjonarng o Srednicy  ziarna 3 um, oraz  Kinetex  Core-Shell C18
o wymiarach 100 mm X% 4.6 mm wypetnionej faza stacjonarng o S$rednicy ziarna 2.6 um
(Phenomenex, Torrance, USA). Sktadnikiem A fazy ruchomej byta woda z dodatkiem kwasu
mrowkowego (25 mM), za$ sktadnikiem B acetonitryl z dodatkiem kwasu mrowkowego
(25 mM). W procesie elucji wykorzystywano gradient fazy ruchomej o nastgpujacym ksztatcie:
liniowy wzrost zawartosci sktadnika B od 5 % do 35 % przez 30 minut, nastepnie liniowy
wzrost zawartosci sktadnika B do 90 % przez 5 minut. Objgtosciowa predkos¢ przeptywu fazy
ruchomej wynosita 0.4 mL/min.

Detekcja sktadnikow badanych mieszanin za pomocg spektrometrii mas byta prowadzona
z wykorzystaniem komory jonizacyjnej typu ESI (ang. electrospray ionization - jonizacja
poprzez elektrorozpylanie) w nastepujacych warunkach: napiecie kapilary — 4500V,
temperatura kapilary — 320°C, polaryzacja — ujemna, nat¢zenie przeptywu gazu rozpylajacego
— 40 jednostek, natezenie przeptywu gazu pomocniczego — 10 jednostek, natgzenie przeptywu
gazu oslonowego — 10 jednostek, gaz rozpylajacy/pomocniczy/ostonowy: azot
(czystos¢ > 99.998 %). Akwizycja danych byta prowadzona w trybie SCAN, w zakresie od 100
do 1000 m/z przy rozdzielczosci 70000 lub w trybie SIM (obserwacja sygnatow pochodzacych
od jonow [M-H]").

9. Analiza NMR

Do prowadzenia pomiarow NMR wykorzystano aparat Ascend 600 o indukcji pola
magnetycznego 14.09 T wyposazony w sondy pomiarowe TXI (trdjkanatowa 'H/C/°N
inwersyjna sonda pomiarowa) oraz BBO (dwukanatowa *'P-">’N/'H szerokopasmowa sonda
pomiarowa) (Bruker, Brema, Niemcy). Probki rozpuszczano w 550 ul wybranego

rozpuszczalnika deuterowanego. W przypadku widm 'H, 'H-'H COSY (ang. correlation
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spectroscopy - korelacyjna spektroskopia jader 1H), 'H-1*C HSQC (ang. heteronuclear single
quantum coherence - heterojadrowa spektroskopia korelacyjna jader 'H i !*C
z wykorzystaniem koherencji kwantowej pierwszego rzedu), 'H-C HMBC (ang.
heteronuclear multiple bond correlation - heterojagdrowa spektroskopia korelacyjna dalekiego
zasiegu jader 'H i 13C), selektywnych widm 1D TOCSY (ang. total correlation spectroscopy -
zupetna spektroskopia korelacyjna), 1D oraz 2D NOESY (ang. nuclear Overhauser effect
spectroscopy - spektroskopia jadrowego efektu Overhausera) rejestrowanych podczas
identyfikacji badanych zwigzkow zastosowano standardowe sekwencje impulséw oraz
wartosci parametrow akwizycji. Do kalibracji przesunig¢cia chemicznego wykorzystywano
resztkowy sygnal rozpuszczalnika. Wygaszenie sygnatu wody podczas rejestracji widm 'H
probek rozpuszczonych w mieszaninie H>O/D20 (90 %/10 %) uzyskano za pomocg sekwencji
zgesgppe [202, 203].

Oznaczenia zawartosci pochodnych 5-CQA w probkach rozpuszczonych w DMSO-de
byty prowadzone na podstawie widm 'H uzyskanych z pomoca sekwencji zg, z czasem
akwizycji — 2.72 s, oraz catkowita liczba powtdrzen — 128. Stopien konwersji 5-CQA, liczony
jako iloraz intensywnosci integralnej 5-CQA oraz sumy intensywnosci integralnych 5-CQA
1 jego pochodnych, w suchych ekstraktach otrzymanych po odparowaniu rozpuszczalnika
z roztworow 5-CQA wyznaczano na podstawie intensywnos$ci integralnych protonow
alkenowych ($rednia z wartosci intensywnos$ci obydwu sygnatow) 5-CQA 1 jego pochodnych.
Wyznaczone wartosci statych relaksacji T (stala relaksacji spinowo-sieciowej) okreslone
technikg inversion recovery dla jader 'H 5-CQA i jego pochodnych dajacych sygnaty
w zakresach 6.10-6.25 ppm oraz 7.40-7.55 ppm zawieraty si¢ w granicach od 1.60-2.10 s.
W celu zapewnienia catkowitego odtworzenia rGwnowagowych populacji stanéw spinowych
czas relaksacji dla sekwencji zg ustawiono na 15 s (co odpowiada niemal catkowitej relaksacji
namagnesowania jader o najwolniejszej relaksacji). Roztwor o znanym stezeniu 5-CQA
w DMSO-ds byt wykorzystany jako wzorzec zewnetrzny podczas wyznaczania zawartosci
5-CQA oraz jego pochodnych w suchych ekstraktach. Przetwarzanie rejestrowanych widm
(transformacja Fouriera, apodyzacja wykladnicza z poszerzeniem sygnalu rownym 0.3 Hz,
korekcja linii bazowej, korekcja fazowa, dekonwolucja sygnaléw) prowadzono w programie

TOP SPIN 4.1.4 (Bruker, Brema, Niemcy).
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10. Obliczenia kwantowo-chemiczne

Teoretyczne wartosci przesunie¢ chemicznych diastereoizomeréw 5-CQA-OH
wyznaczano z wykorzystaniem metod teorii funkcjonalu gestosci (DFT, ang. Density
Functional Theory) w programie ORCA [204-206]. Wizualizacj¢ i analiz¢ wynikow obliczen
prowadzono w programie Avogadro [207]. Do wyznaczenia geometrii najbardziej stabilnych
konformeréw kazdego 2z izomeréw zastosowano kilkuetapowa procedure. Wstepne
przeszukanie przestrzeni konformacyjnej zostato przeprowadzone za pomocg programu
Pcmodel z wykorzystaniem pola sitowego MMFF94s (ang. static Merck Molecular Force Field
94) [208]. Dla kazdego z diastereoizomeréw wybrano 50 rotameréw o najmniejszej energii,
ktére nastgpnie poddano wstepnej optymalizacji geometrii przy zastosowaniu funkcjonatu
B3LYP [209] z korekta dyspersyjna D4 [210] oraz bazy funkcyjnej def2-SVP [211] w prozni
(poziom obliczen skrotowo okres$lany jako B3LYP-D4/def2-SVP). W dalszych obliczeniach
DFT zastosowano réwniez metod¢ CPCM (ang. Conductor-like Polarizable Continuum Model)
[212] w celu uwzglednienia efektow rozpuszczalnikowych pochodzacych od wody. Dla
konformeréw o réznicach energii elektronowej nie przekraczajacych 3 kcal/mol (liczonych
wzgledem konformerow R-5-CQA-OH i S-5-CQA-OH o najnizszej energii na poziomie
B3LYP-D4/def2-SVP)  prowadzono  reoptymalizacj¢ =~ geometrii na  poziomie
B3LYP-D4/def2-TZVP. Obecno$¢ minimdéw energii dla otrzymanych geometrii potwierdzono
na podstawie analizy wibracyjnej. Wyznaczone geometrie wykorzystano do
dalszych obliczen.

Wartoéci magnetycznych statych ekranowania jader 'H oraz '*C poszczegdlnych
konformeréw wyznaczano na poziomach B3LYP/def2-TZVP, B3LYP/6-311++G(2d,p) oraz
B3LYP/def2-QZVP stosujac metode GIAO (ang. Gauge-Independent Atomic Orbitals) [213].
State ekranowania jader dla kazdego diastereoizomeru obliczono jako S$rednie wazone

w oparciu o udziaty poszczegolnych rotamerow.

Przykladowe geometrie wybranych pochodnych 5-CQA (patrz odpowiednio rozdziaty 12.2

oraz 13.7) wyznaczono z wykorzystaniem mechaniki molekularnej i pola sitowego MMFF94s.
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11. Identyfikacja wodnych adduktow S-CQA

Jak wykazano w czesci teoretycznej, powstawanie wodnych adduktow 5-CQA, tzn.
zwigzkow tworzacych sie¢ w wyniku addycji wody do sprzezonego wigzania alkenowego
w czasteczce 5-CQA na drodze reakcji Michaela, podczas symulowanej i rzeczywistej
ekstrakcji tego kwasu jest procesem budzacym wiele watpliwosci. Dlatego gtdéwnym celem
badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy byta identyfikacja pochodnych 5-CQA,
ktorych masa czgsteczkowa jest o 18 Da wigksza od masy 5-CQA.

Jak zaznaczono wczes$niej, podstawowa metoda pozwalajaca na jednoznaczng
identyfikacj¢ zwigzkdéw organicznych jest spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego.
Poniewaz jej istotng wada jest stosunkowo mata czulo§¢ dlatego tez
w pilerwszym etapie przygotowano znaczne ilosci symulowanych ekstraktow 5-CQA,
z ktorych metoda chromatografii preparatywnej izolowano frakcje zawierajace pochodne
5-CQA o masach wigkszych o 18 Da od masy ich prekursora. Rys. 15A i 15B przedstawiaja
odpowiednio chromatogram roztworu wzorcowego 5-CQA oraz przyktadowy chromatogram
symulowanego ekstraktu 5-CQA z zaznaczonymi frakcjami, ktére wyodrebniano do badan
NMR. Jak wynika z rys. 15B, poza 5-CQA (pik 1) i jego pochodnymi, ktérych masa jest o 18
Da wigksza od masy 5-CQA (piki 3 i 4) ekstrakt zawiera szereg innych pochodnych tego kwasu.
Sa to: kwas chinowy (pik 2), kwas kawowy (pik 5), 4-CQA (pik 6), 3-CQA (pik 7) oraz 4,5-
diCQA (pik 8). Obecnos¢ tych zwiazkow w ekstrakcie 5-CQA jest zgodna z danymi
literaturowymi [164-168]. Rys. 15C i D przedstawiaja chromatogramy LC-MS wyizolowanych
przy pomocy chromatografii preparatywnej frakcji potencjalnych wodnych adduktow 5-CQA
(tj. zwigzkow ktérych masa jest o 18 Da wigksza od masy 5-CQA).
Z poréwnania chromatograméw wynika, ze zebrane frakcje zawieraja gldwnie pojedyncze

izomery potencjalnych adduktow.
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Chromatogramy LC-MS (tryb SIM): (A) roztworu wzorcowego 5-CQA, (B)

symulowanego ekstraktu 5-CQA oraz (C i1 D) frakcji wyizolowanych preparatywnie

zawierajacych wodne addukty 5-CQA.

Chromatogram (B') zawiera zapis sygnatow pochodzacych wylacznie od jonow
[M-H] o0 m/z 353 (t.j. jondéw 3-, 4- 1 5-CQA) oraz o m/z 515 (t.j. jonow 4,5-diCQA)
(powigkszenie 30-krotne).
Poszczegolne piki odpowiadajg nastepujagcym zwigzkom: 1 — 5-CQA, 2 — kwas
chininowy, 3 1 4 — wodne addukty 5-CQA, 5 — kwas kawowy, 6 — 3-CQA,

7 —-4-CQA, 8 —4,5-diCQA.

Widma 'H wyizolowanych potencjalnych wodnych adduktow 5-CQA zaprezentowano na

rys. 16A oraz 16B. Poréwnanie widm 'H otrzymanych frakcji z widmem 5-CQA (patrz

rys. 16C) wskazuje na istotne rdznice wystgpujace w obrebie zakresu odpowiadajacego

sygnatom protonéw grup nienasyconych. W zakresach 6.1-6.4 ppm oraz 7.4-7.6 ppm widoczne

s jedynie resztkowe sygnaty pochodzace od 5-CQA 1 jednocze$nie nie obserwuje si¢ sygnatow

protonow

alkenowych

pochodzacych
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Rys. 16. Widma 'H (600 MHz, D>0O)
(A) wodnego adduktu 5-CQA nr 1 (pik nr 3 na rysunkach 15B-D),
(B) wodnego adduktu 5-CQA nr 2 (pik nr 4 na rysunkach 15B-D) oraz
(C) 5-CQA.
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Natomiast w zakresie alifatycznym — zard6wno w pozycjach 4.92, 2.82 1 2.70 ppm dla pierwsze;j
pochodnej, jak i w pozycjach 4.90, 2.79 i 2.72 ppm dla drugiej pochodnej - widoczne s3
dodatkowe multiplety, przy czym kazdy =z nich jest dubletem dubletow
1 pochodzi od pojedynczego protonu. State sprzezen protondéw 2.82 i 2.70 ppm oraz 2.79
12.71 ppm wynoszace odpowiednio 15.0 Hz oraz 14.6 Hz wskazuja na sprzezenia geminalne
(4. sprzezenia przenoszone przez dwa wigzania) pomiedzy jadrami w kazdej z tych par co
sugeruje, ze wymienione pary sygnaldw pochodza od protondéw nalezacych do grup
metylenowych. Stale sprzezen protonow metylenowych z protonami dajagcymi sygnaty
w pozycjach 4.90 oraz 4.92 ppm zawieraja si¢ w zakresach od 6.0 do 8.0 Hz. Sg one typowe
dla sprzezen wicynalnych, tj. przenoszonych przez trzy wigzania. Tak wigc, kazda
z otrzymanych pochodnych zawiera dodatkowy fragment CH>-CH, a wlasciwie to
CH>-CH(OH) (przy czym sygnat od protonu OH nie jest widoczny w D-0). Brak sygnatéw
pochodzacych od grup alkenowych oraz zidentyfikowane ugrupowania alifatyczne wskazuja
na to, ze wyodrebnione pochodne 5-CQA powstaty w wyniku addycji Michaela. Dodatkowym
dowodem zaj$cia tej reakcji jest rOwniez zmiana wartosci przesunie¢ chemicznych protonow
aromatycznych, ktore w przypadku pochodnych wystepuja przy znacznie nizszych wartosciach
przesuni¢¢ niz analogiczne jadra w 5-CQA. Takie przesunigcie w kierunku wyzszych wartos$ci
pola moze by¢ wytlumaczone brakiem sprzezenia z grupa enonowsa, ktore powoduje
zmniejszenie ekranowania protondow w 5-CQA. Powyzsza analiza widm NMR, przypisanie
pozostatych sygnalow rezonansowych (patrz tabela 1) oraz pozycje sygnatow na widmach MS
(wskazujace na to, ze masa pochodnych jest o 18 Da wigksza od masy 5-CQA) jednoznacznie
dowodza, ze wyodrgbnione pochodne 5-CQA powstaja w wyniku addycji wody do wigzania
alkenowego na drodze addycji Michaela i s3 one diastereoizomerami réznigcymi si¢ mi¢dzy
soba wylacznie konfiguracja nowoutworzonego centrum chiralnego. W dalszej czgsci dyskusji
addukty te beda oznaczane jako 5-CQA-OH, a poszczegdlne diastereoizomery jako 5-CQA-
OH-1 1 5-CQA-OH-2. Dane z widm NMR dla 5-CQA oraz jego hydroksylowych pochodnych

zostaly przedstawione w tabeli 1.

Nalezy zaznaczy¢, ze podczas omawiania w/w sygnatow rezonansowych i odpowiadajgcych im
fragmentow strukturalnych zastosowano nomenklature oraz numeracje atomow kwasow
chlorogenowych i ich pochodnych zgodng z zaleceniami IUPAC z 1976 roku (patrz podrozdzial

2.1 w czesci literaturowej). Uwaga ta dotyczy takze kolejnych rozdzialow tej pracy.
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11.1.Konfiguracja diastereoizomerow 5-CQA-OH

Jak wykazano w poprzednim podrozdziale, w wyniku przytaczenia czasteczki wody do
5-CQA na drodze addycji Michaela powstajg dwa diastereoizomery 5-CQA-OH. Rdéznig si¢
one jedynie konfiguracjg centrow chiralnych w resztach kwasu 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-3-
hydroksypropionowego. W przypadku spektrometrii NMR stereochemi¢ zwigzkow

Tabela 1 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
5-CQA oraz wodnych adduktow 5-CQA (5-CQA-OH) (D20, 600 MHz i 125 MHz).

5-CQA 5-CQA-OH-1 5-CQA-OH-2
lH 13C lH 13C 1H 13C
1 - 74.0 - -@ - -@
20| 2.20 (dd, J = 14.6, 3.6 H?) g | LoB(MIb1es(m) | | 1e4(mibissm |
2eq | 2.06 (ddd, J =14.5,5.3, 2.1 Hz) ' 1.98 (m) lub 1.88 (m) ' 1.94 (m) lub 1.85 (m) ’
3 423 (dt, 1=53,3.2 Hz) 68.6 4.04 (m) 703 4.05 (m) 705
4 3.87 (dd, J = 8.6, 3.3 Hz) 709 | 363 (dd'HJZ): 96,32 | 753 | 361(dd, J=98,33Hz) | 725
5 5.26 (td, J = 9.1, 4.4 Hz) 713 | 504(d,J=10548 | 5y 5 | 503(1,J=109,47 | 4,
Hz) Hz)
6 | 2.13(dd, J= 136, 9.6 H?) 175 (t, 3= 11.1 H?) 162 (t, 1= 12.1 Hz)
36.8 377 = 38.0
6eq | 2.24 (ddd, J=13.7, 4.3, 2.2 H2) 1.86 (m) 1.86 (dt ﬂz) 123,32
7 - 1754 - 169.6 - 168.1
1 - 126.1 - 134.9 - 1344
2 7.13(d, = 2.1 Hz) 1153 | 681(d,J=19Hz) |1139| 681(d,J=18Hz) | 114.0
3 - 146.1 - 143.7 - 143.7
4 - 1488 - 143.9 - 143.9
5 6.91 (d, J = 8.2 Hz) 1162 | 678(d,J=83Hz) |1162| 677(d,J=81Hz) | 1162
6 7.07 (dd, 1= 8.3, 2.0 Hz) 1218 | 672(0dJ=84,20 | (g, 6.72(dd J=82,18 | .55
Hz) Hz)
7 7.55 (d, J = 16.0 Hz) 1454 | 49 (dd'ljz): 78,67 | 697 | 492(dd,J=7.7,6.7Hz) | 70.0
2.82(dd, J = 14.9,8.1 2.79 (dd, J= 14.6, 8.0
g 6.30 (d, J = 16.0 Hz) 114.8 Hz) 431 Hz) 433
30(d, J=16. 8 7270(dd, J=150,62 1 T 271(dd J=144,65 :
Hz) Hz)
o - 166.2 - 1726 - 172.9

9 ax — potozenie aksjalne, eq — potozenie ekwatorialne.

®  d — dublet, dd — dublet dubletéw, ddd — dublet dubletéw dubletow, dt — dublet tripletow, t —
triplet, td — triplet dubletow, m — ztozony multiplet.

9 Sygnat jadra nie byl widoczny na widmie *C.
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organicznych okresla si¢ najczgsciej w oparciu o jadrowy efekt Overhausera (NOE, ang.
Nuclear Overhauser effect) oraz poprzez poroOwnanie wartosci stalych sprzezen spinowo-
spinowych [173, 214-216]. Rys. 17A-17D przedstawiaja przykladowe widma 1D
'H-'H NOESY uzyskane dla protonéw H7' 5-CQA-OH, czyli protonéw metinowych
z centrum chiralnego tworzacego si¢ podczas addycji. Jak wida¢ w widmach poszczego6lnych
diastereoizomerow widoczne sg sygnaty korelacyjne o zblizonej intensywno$ci wzgledem
protonow aromatycznych, co wskazuje na brak istotnych r6znic w oddziatywaniach badanych
powyzszych protonéw w kazdym z nich. Ponadto wicynalne stale sprz¢zen spinowo-spinowych
protonow H7' oraz H8' w obydwu adduktach sa podobne, co wskazuje na zblizone wartosci
katéw torsyjnych wystepujacych pomiedzy omawianymi jadrami. Tak wigc, jednoznaczne
rozréznienie diastereoizomerow 5-CQA-OH z wykorzystaniem powyzszych parametréw nie

jest mozliwe.

b b ek
ke

T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0 35 30 25 ppm 75 70 6.5 60 55 50 45 40 35 3.0 25 ppm

Rys. 17. Selektywne widma 1D 'H-'H NOESY (D,0, 600 MHz) uzyskane dla protonéw H7'
5-CQA-OH-1 przy czasie mieszania 0.3 sekundy (A) 1 0.5 sekundy (C) oraz dla
protonow H7' 5-CQA-OH-2 przy czasie mieszania 0.3 sekundy (B)
1 0.5 sekundy (D).

Inng strategig stosowang do identyfikacji zwigzkéw organicznych (w tym réwniez par
diastereoizomerow) na podstawie danych NMR jest wykorzystanie metod chemii teoretycznej
[214,215]. W tym przypadku wyznaczone eksperymentalnie warto$ci przesunig¢ chemicznych
(lub statych sprzgzen) jader sa pordwnywane z warto$ciami obliczonymi teoretycznie dla

mozliwych struktur rozwazanych substancji. Z uwagi na nieznaczne roznice wartoSci
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parametrow eksperymentalnych dotyczacych adduktow 5-CQA
omawianych w poprzednim akapicie, postanowiono wyznaczy¢ warto$ci przesunieé
chemicznych dla kazdego z diastereoizomerow 5-CQA-OH z wykorzystaniem metod teorii
funkcjonatu gestosci (DFT, ang. density functional theory).

W celu doktadnego wyznaczenia wartosci przesuni¢¢ chemicznych za pomocg metod
teoretycznych niezbedne jest uwzglednienie wszystkich stabilnych konformerow badanych
substancji. Ze wzgledu na znaczng ilo§¢ wigzan pojedynczych obecnych w 5-CQA-OH i tym
samym ogromng ilo$¢ potencjalnych rotameréw, do przeprowadzenia analizy konformacyjnej
zastosowano procedur¢ wykorzystujacg metody mechaniki molekularnej 1 DFT. Dla kazdego
z diastereoizomerow przeprowadzono wstepne przeszukanie przestrzeni konformacyjnej
z wykorzystaniem pola sitowego MMFF94s (ang. static Merck Molecular Force Field 94)
[208]. Diastereoizomery oznaczono jako R-5-CQA-OH i S-5-CQA-OH, gdzie przedrostki
R- 1 S- pochodza od konfiguracji centrum chiralnego utworzonego w wyniku addycji.
50 konformeréw R-5-CQA-OH o najnizszej energii oraz 50 konformerow S-5-CQA-OH
0 najnizszej energii poddano wstepnej optymalizacji geometrii z wykorzystaniem funkcjonatu
B3LYP [209], bazy funkcyjnej def2-SVP [211] oraz korekty dyspersyjnej D4 [210]
(oznaczonych dalej skrétowo jako B3LYP-D4/def2-SVP). Dalsza optymalizacj¢ na poziomie
B3LYP-D4/def2-TZVP przeprowadzono wytacznie dla konformeréow dla ktorych réznice
energii elektronowej nie przekraczaty 3 kcal/mol (liczonych wzgledem konformerow
R-5-CQA-OH 1 S-5-CQA-OH o najnizszej energii na poziomie B3LYP-D4/def2-SVP).
Struktury geometrii rownowagowych trzech najbardziej stabilnych konformeréw kazdego
z diastereoizomerow sg widoczne na rys. 18. W kazdej z przedstawionych geometrii obserwuje
si¢ uklad wigzan  wodorowych  powstajacych  kolejno  pomiedzy  grupami
COOH:--OH1---OH3---OH4, podobnie jak w przypadku konformerow 5-CQA [217]. Pozostale
oddzialywania wodorowe maja zréznicowany charakter w poszczegdlnych konformerach.
W rotamerach o najnizszej energii, t.j. R1 1 S1 oraz S3 obecne s3 wigzania wodorowe
powstajace pomigdzy grupa karboksylowa i1 jedng z fenolowych grup -OH. W przypadku
konformeréow R2, R3 i S2 atom wodoru grupy OH4 tworzy wigzanie wodorowe z grupa
estrowa, co skutkuje powstaniem uktadu oddziatywan COOH---OH1---OH3---OH4---O=C.

Teoretyczne warto$ci przesuni¢¢ chemicznych zostaly wyznaczone na podstawie rownan
liniowych uzyskanych z wykorzystaniem dopasowania obliczonych magnetycznych statych
ekranowania 1 eksperymentalnych wartosci przesunig¢ metoda najmniejszych kwadratow.

Przyktadowe wykresy takich zalezno$ci, przykladowe warto$ci wyznaczonych
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Rys. 18. Najbardziej stabilne konformery R- oraz S-5-CQA-OH (numeracja zgodna z rosnacg
energia poszczegolnych konformerdow) otrzymane w wyniku optymalizacji geometrii
na poziomie B3LYP-D4/def2-TZVP.
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Rys. 19. Dopasowanie eksperymentalnych wartosci przesunie¢ chemicznych jader 'H oraz ich
teoretycznych magnetycznych stalych ekranowania wyznaczonych na poziomie
B3LYP-D4/def2-TZVP.
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Tabela 2 Warto$ci przesunie¢ chemicznych wyznaczonych eksperymentalnie (8 'Hexp.) oraz
wartosci przesunie¢ okre$lonych teoretycznie (8 !Heo) dla 5-CQA-OH-1

1 5-CQA-OH-2. Dopasowania dokonano
magnetycznych stalych ekranowania (poziom B3LYP-D4/def2-TZVP).

dla obliczonych

Dopasowanie do 5-CQA-OH-1
Nr 8 Hexp 5[1Hteor
'H [ppm] bl
R-5-CQA-OH S-5-CQA-OH
H2¢q 1.98 2.21 2.27
H2ax 1.88 1.93 1.95
H3eq 4.04 4.20 4.23
H6ax 1.75 1.66 1.49
H6eq 1.86 1.57 1.68
H6' 6.72 6.75 6.68
H2' 6.81 6.73 6.90
H5' 6.78 6.80 6.76
H5ax 5.04 4.65 4.65
H4ax 3.63 3.58 3.52
H8' 1 2.82 2.99 3.04
H8' 2 2.70 2.80 2.83
H7' 4,92 5.08 4,92
Dopasowanie do 5-CQA-OH-2
1NI’ 0 Hexp 6[;;:](”
H [ppm]
R-5-CQA-OH S-5-CQA-OH
H2¢q 1.94 2.16 2.22
H2ax 1.85 1.87 1.90
H3eq 4.05 4.17 421
H6ax 1.62 1.6 1.43
H6eq 1.86 1.51 1.62
H6' 6.72 6.76 6.70
H2' 6.81 6.74 6.92
H5' 6.77 6.81 6.77
H5ax 5.03 4.63 4.63
H4ax 3.61 3.54 3.49
H8' 1 2.79 2.95 3.00
H8' 2 2.71 2.76 2.79
H7' 4.90 5.07 4.91
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Tabela 3 Wartosci parametrow  opisujacych dopasowanie przesuni¢¢ chemicznych
wyznaczonych eksperymentalnie i obliczonych teoretycznie magnetycznych statych
ekranowania (R? i a) oraz warto$ci parametrow opisujacych réznice pomiedzy
eksperymentalnymi  warto§ciami  przesuni¢¢ 1  warto$ciami  przesuni¢é
wyznaczonymi na podstawie dopasowania (6 1 Amax).

Dopasowanie przesuni¢é¢ chemicznych jader 'H

5-CQA-OH-1 exp. 5-CQA-OH-2 exp.

Poziom Obliczen Struktura Teoretyczna | R2? a o Amax R? a c Amax
S-5-CQA-OH 0.990 | -0.899 | 0.205 | 0.392 | 0.992 | -0.912 | 0.190 | 0.403

B3LYP/def2-TZVP
R-5-CQA-OH 0.991 | -0.914 | 0.192 | 0.395 | 0.992 | -0.927 | 0.183 | 0.406
S-5-CQA-OH 0.990 | -0.904 | 0.204 | 0.354 | 0.992 | -0.917 | 0.188 | 0.364

B3LYP/6-311++G(2d,p)

R-5-CQA-OH 0.991 | -0.922 | 0.197 | 0.367 | 0.992 | -0.935 | 0.183 | 0.377
S-5-CQA-OH 0.990 | -0.902 | 0.204 | 0.390 | 0.992 | -0.914 | 0.189 | 0.401

B3LYP/def2-QzVP
R-5-CQA-OH 0.991 | -0.915 | 0.191 | 0.390 | 0.992 | -0.927 | 0.182 | 0.401

Dopasowanie przesuni¢é chemicznych jader 1°C

5-CQA-OH-1 exp. 5-CQA-OH-2 exp.

Poziom Obliczen Struktura Teoretyczna | R? a c Amax R? a o Amax
S-5-CQA-OH 0.997 | -0.946 | 2.674 | 4.388 | 0.998 | -0.952 | 2.333 | 4.286

B3LYP/def2-TZVP
R-5-CQA-OH 0.996 | -0.946 | 3.050 | 4.489 | 0.997 | -0.952 | 2.737 | 4.083
S-5-CQA-OH 0.997 | -0.945 | 2.452 | 4.484 | 0.998 | -0.951 | 2.049 | 3.663

B3LYP/6-311++G(2d,p)

R-5-CQA-OH 0.997 | -0.945 | 2.847 | 4.471 | 0.997 | -0.951 | 2.485 | 3.614
S-5-CQA-OH 0.997 | -0.928 | 2.516 | 4.363 | 0.998 | -0.934 | 2.136 | 3.908

B3LYP/def2-QZVP
R-5-CQA-OH 0.996 | -0.928 | 2.809 | 4.327 | 0.997 | -0.933 | 2.506 | 3.734

teoretycznie przesuni¢¢ chemicznych oraz wartosci parametrow opisujacych dopasowanie (tj.
wspolczynnikow determinacji, odchylen standardowych, wspotczynnikow kierunkowych oraz
maksymalnych wartosci rdznic pomigedzy warto$ciami teoretycznymi i eksperymentalnymi
przesunie¢ chemicznych oznaczonych odpowiednio jako R?, , a oraz Amax) dla poszczegélnych
par diastereoizomerow przedstawiono odpowiednio na rys. 19
oraz w Tabelach 2 1 3. Dla kazdej z rozpatrywanych par uzyskano wysokie warto$ci
wspotczynnikdw  determinacji, co stanowi dodatkowe potwierdzenie identyfikacji
wyizolowanych zwiazkéw jako adduktow 5-CQA-OH.

Poréwnanie parametréw dopasowania przesunieé¢ jader 'H oraz °C nie pozwala jednak
na jednoznaczne przypisanie  zarejestrowanych  sygnatow do  poszczegolnych
diastereoizomeréw. W przypadku przesuni¢¢ chemicznych protonéw najlepsze dopasowanie
wartos$ci eksperymentalnych (oznaczonych jako 5-CQA-OH-1 exp. i 5-CQA-OH-2 exp.) do
wartos$ci teoretycznych (oznaczonych jako R-5-CQA-OH 1 S-5-CQA-OH) uzyskano dla par
5-CQA-OH-1 exp. i R-5-CQA-OH oraz 5-CQA-OH-2 exp. i R-5-CQA-OH, a w przypadku
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rezonansu weglowego dla par 5-CQA-OH-1 exp. i S-5-CQA-OH oraz 5-CQA-OH-2 exp.
i S-5-CQA-OH. Tak wigc, dopasowania danych eksperymentalnych i wyznaczonych
teoretycznie uzyskane dla rezonansu protonowego i weglowego sa rozbiezne wzgledem siebie.
Poza tym, zaréwno w przypadku danych 'H i !3C najlepsze dopasowanie danych
eksperymentalnych kazdego z diastereoizomerow otrzymuje si¢ dla jednej struktury
teoretycznej (tj. R-5-CQA-OH dla 'H i S-5-CQA-OH dla '*C). Warto w tym migjscu
zaznaczy¢, ze obliczenia przesuni¢¢ chemicznych przeprowadzono réwniez na poziomach
B3LYP-D4/def2-QZVP oraz B3LYP-D4/6-311++G(2d,p). Doprowadzily one do
analogicznych wnioskéw (patrz Tabela 3) nie pozwalajagc tym samym na rozrdznienie
poszczegblnych diastereoizomerow.

Przyczyn powyzszego niepowodzenia moze by¢ wiele, np. brak bezposredniego
uwzglednienia wptywu czasteczek rozpuszczalnika (efekty rozpuszczalnikowe dla powyzszych
obliczen byly zaimplementowane za pomocg metody CPMC) na przesunigcia chemiczne
i populacje poszczegdlnych konformerdw czy tez wplyw efektéw wibracyjnych. Przedstawione
wyzej proby okreslenia konfiguracja diastereoizomerow 5-CQA-OH nalezy traktowaé jako
temat poboczny, ktory nie byt ujety celem prezentowanych badan. Dlatego problem ten nie byty
dalej eksplorowany, gdyz rozpoznanie najwazniejszych efektow oraz ich uwzglednienie
w  obliczeniach  znacznie =~ wykracza  poza  standardowo  wykorzystywane

metody DFT.
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11.2.Stabilno$¢ wodnych adduktow 5-CQA

Analiza chromatograméw i widm NMR wyizolowanych frakcji poszczegdlnych
wodnych adduktéow 5-CQA (patrz rys. 15C, 15D 1 16A, 16B) wskazuje na rozne ilosciowe
relacje pomiedzy danym adduktem i1 5-CQA jakie rejestruje kazda z technik w tych frakcjach.
O ile chromatogramy zebranych frakcji dowodza, ze kazda z nich zawiera pojedynczy
diastereoizomer w niewielkim stopniu zanieczyszczony drugim diastereoizomerem to widma
NMR wykazuja, ze w badanych frakcjach poza w/w adduktami 5-CQA jest obecna takze
znaczna ilo$¢ 5-CQA. Zawartosci poszczegolnych diastereoizomerdw oraz 5-CQA oszacowane

na podstawie  pomiarow LC-MS oraz NMR przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4 Stezenia 5-CQA i jego wodnych adduktéw okre§lone technikami LC-MS oraz NMR
we frakcjach wyizolowanych za pomocg chromatografii preparatywne;j.

Stezenie
Metoda Nr [%]
omiaru frakciji
P J 5-CQA 5.CQA-OH-1 | 5-CQA-OH-2
1 0.06 98.24 1.71
LC-MS
2 0.05 7.65 92.30
1 26.15 69.62 4.23
NMR
2 10.97 7.43 81.60

Z analizy tych danych wyraznie wynika, ze addukty 5-CQA ulegaja czesciowemu rozpadowi.
Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze widma NMR zostaty zarejestrowane dla frakcji, ktore
zaraz po wyodrebnieniu w skali rozdzielenia preparatywnego zostaly zamrozone
i zliofilizowane. Tak otrzymane suche pozostalosci zebranych frakcji rozpuszczono
w deuterowanej wodzie 1 natychmiast poddano analiziec NMR. Odnoszac si¢ do
zaprezentowanych w Tabeli 4 réznic 1 zaktadajagc brak rozpadu poszczegdlnych adduktow
w trakcie usuwania (metodg liofilizacji) fazy ruchomej z wyizolowanych frakcji nalezy wnosi¢,
ze rozpad adduktéw ma miejsce w deuterowanej wodzie przed pomiarem NMR.
Zaprezentowane wyniki sugeruja, ze tworzacy si¢ w trakcie ekstrakcji 5-CQA wodny addukt
tego kwasu ulega rozkltadowi w roztworze wodnym z odtworzeniem 5-CQA. Wstepnym
potwierdzeniem powolnego rozpadu wodnych adduktow 5-CQA sa zaprezentowane na rys. 20

fragmenty widm 'H dla roztworu 5-CQA-OH-1 w D>O uzyskane niedtugo po rozpuszczeniu
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A 5-CQA-OH B 5-CQA-OH

5-CQA
5-CQA

T T T T T 10 T T T T
4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 ppm 4.20 4.10 4.05 4.00 ppm

R e e

Rys. 20. Fragmenty widm 'H (D0, 600 MHz) zawierajace obszary z sygnatami protonow H3
5-CQA-OH-1 1 5-CQA zarejestrowane od razu po rozpuszczeniu suchej frakcji
5-CQA-OH-1 (A) oraz po 5-cio dniowej inkubacji  roztworu
w temperaturze 25 C (B). Wartosci intensywnosci integralnych pochodzace od
5-CQA-OH zostaty na kazdym z widm przyjete jako warto$¢ rowna 1.00.

tego adduktu i po jego 5-cio dniowej inkubacji. Jak wida¢, podczas inkubacji otrzymanego
roztworu zwigkszyta sie ilos¢ 5-CQA, na co wskazuje wzrost stosunku intensywnosci
integralnych 5-CQA 1 5-CQA-OH-1.

Bardziej jednoznacznym dowodem niestabilnosci wodnych adduktow 5-CQA sg dane na
rys. 21. Przedstawia on chromatogramy LC-MS §wiezo wyizolowanych frakcji
5-CQA-OH-1 1 5-CQA-OH-2 (patrz odpowiednio rys. 21 A i B) oraz tych samych frakcji po
ich inkubacji przez 30 1 72 dni w temp 25°C (patrz odpowiednio rys. 21 Al, A2, Bl i B2)
1w temp 5°C (patrz odpowiednio rys. 21 A1', A2' B1' 1 B2'"). Jak wynika z chromatogramow,
w badanym okresie czasu w temperaturze 25°C zachodzi niemal catkowite przeksztatcenie
5-CQA-OH do 5-CQA w kazdej z frakcji. W temp 5°C proces ten jest znacznie wolniejszy.
Poza tym ogdlnym wnioskiem chromatogramy na rys. 21 wskazuja na przeksztalcenie jednego
izomeru w drugi (5-CQA-OH-1 w 5-CQA-OH-2 i 5-CQA-OH-2 w 5-CQA-OH-1). Jest to
bardzo wyrazne w temp. 25°C (patrz zblizone co do wielkosci sygnaly od kazdego

z izomerdw), za§ mniej wyrazne w temp 5°C. Kinetyke degradacji 5-CQA-OH
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Rys. 21. Chromatogramy LC-MS (tryb SIM):
(A) wyjsciowej frakcji 5-CQA-OH-1,
(A1) frakeji 5-CQA-OH-1 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(A2) frakeji 5-CQA-OH-1 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(A1") frakeji 5-CQA-OH-1 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 5°C,
(A2") frakcji 5-CQA-OH-1 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 5°C,
(B) wyjsciowej frakeji 5-CQA-OH-2,
(B1) frakcji 5-CQA-OH-2 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(B2) frakcji 5-CQA-OH-2 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(B1") frakcji 5-CQA-OH-2 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 5°C,
(B2') frakcji 5-CQA-OH-2 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 5°C.
Pik 1 - 5-CQA-OH-1, pik 2 — 5-CQA-OH-2, pik 3 — 5-CQA.
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zaprezentowano na rys. 22. Zaleznosci dla frakcji 5-CQA-OH-1 oraz 5-CQA-OH-2
w temperaturze 25°C dla okresu pierwszych 30 dni majg liniowy przebieg. Dalszy przebieg
zmian charakteryzuje si¢ niewielkim spadkiem szybkosci degradacji 5-CQA-OH w kazdej
z frakcji (patrz rys. 22A). Jak wynika z rys. 22B, przeksztatcenie 5-CQA-OH do 5-CQA
w temperaturze 5°C przebiega ze stalg szybkoscig. Zakladajac, ze degradacja 5-CQA-OH
zachodzi wedlug tego samego mechanizmu w kazdej z temperatur, to nalezy si¢ spodziewac
podobnych zmian szybkos$ci reakcji w temperaturze 5°C jak w 25°C. Nie jest to jednak
obserwowane w okresie 72 dni (rys. 22B). Warto réwniez zauwazy¢, ze szybkos$¢ degradacji 5-
CQA-OH w temperaturze 5°C w poszczegolnych frakcjach jest zréznicowana — rozpad
5-CQA-OH-1 zachodzi szybciej niz 5-CQA-OH-2.

Wobec powyzszych dowodéw wskazujacych na powolny rozpad wodnego adduktu
5-CQA w trakcie inkubacji jego wodnego roztworu zastanawiajgce jest tworzenie si¢ tego
adduktu w trakcie wysokotemperaturowej ekstrakcji 5-CQA. Mozna to jednak wytlumaczy¢
niewielkg réznica w kinetyce tworzenia i rozpadu adduktu, ktéra w warunkach
wysokotemperaturowej ekstrakcji (w temperaturze wrzenia wodnego roztworu 5-CQA) moze
by¢ na tyle , korzystna” dla tworzenia adduktu, Zze za pomocg analizy LC-MS mozna stwierdzi¢

jego 1-3 % iloSci w ekstrakcie.

100 18
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60

80

40

~&— Frakcja 5-CQA-OH-1 —&— Frakcja 5-CQA-OH-1

20

Frakcja 5-CQA-OH-2 Frakcja 5-CQA-OH-2

Stopien konwersji 5-CQA-OH do 5-CQA [%]
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Rys. 22. Degradacja 5-CQA-OH do 5-CQA w trakcie inkubacji wyizolowanych za pomocg
chromatografii preparatywnej frakcji 5-CQA-OH-1 1 5-CQA-OH-2 w temperaturze
25 (A)15°C (B).
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11.3.1zomeryzacja 5-CQA-OH w trakcie inkubacji

Zasadniczy wniosek wynikajacy z poprzedniego podrozdziatu to powolny rozpad
wodnych adduktow 5-CQA w ich roztworach wodnych. Inng istotng informacjg jest
izomeryzacja kazdego z adduktow w trakcie inkubacji ich chromatograficznie wyizolowanych

frakcji. Przebieg tego procesu podczas dtugookresowej inkubacji w temperaturze 25°C oraz
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Rys. 23. Przebieg izomeryzacji 5-CQA-OH w trakcie inkubacji frakcji:
5-CQA-OH-1 w temperaturze 25°C (A) 1 5°C (C) oraz
5-CQA-OH-2 w temperaturze 25°C (B) 1 5°C (D).
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5°C w kazdej z wyizolowanych frakcji prezentuje rys. 23. Z jego analizy wynika, ze:

e pelna izomeryzacja poszczeg6élnych diastereoizomeréw w temp. 25°C do mieszaniny
okoto 50/50 % nastgpuje po okoto 23 dniach w przypadku 5-CQA-OH-1 (patrz
rys. 23A) i okoto 30 dniach w przypadku 5-CQA-OH-2 (patrz rys. 23B),

e w temp. 5°C w badanym okresie izomeryzacja kazdego z diastereoizomerow nie
przekracza 20 %,

e dluzszy czas potrzebny na pelng izomeryzacje 5-CQA-OH-2 w temp. 25°C (patrz rys.
23A 1 23B) oraz mniejsza szybkos$¢ jego izomeryzacji w temp 5°C (patrz nachylenia
prostych na rys. 23C i1 23D) wskazujg na jego wyzszg stabilno$¢ w badanych frakcjach.

Ostatni wniosek dodatkowo potwierdza wczesniej sformutowane twierdzenie o wolniejszej

kinetyce reakcji przeksztalcenia 5-CQA-OH-2 do 5-CQA w temp. 5°C (patrz rys. 22B).
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12. Analiza NMR suchych pozostalos¢ po odparowaniu
wody z ekstraktow 5-CQA

Jak zauwazono wyzej, w trakcie ekstrakcji 5-CQA tworzg si¢ wodne addukty 5-CQA
(hydroksylowe pochodne 5-CQA). Poniewaz w roztworach wodnych ulegaja one rozpadowi
dlatego postanowiono przebada¢ metoda NMR suchg pozostato§¢ po odparowaniu
rozpuszczalnika z symulowanego ekstraktu 5-CQA spodziewajac si¢ uzyskania widm
potwierdzajacych obecnos¢ zwigzkéw bedacych przedmiotem zainteresowania. W badaniach
tych sucha pozostatos$¢ byta rozpuszczana nie w D>0, a w innym klasycznym rozpuszczalniku
wykorzystywanym w badaniach NMR’owskich, tj. w DMSO-ds. Poniewaz w wielu
publikacjach sucha pozostato$¢ po odparowaniu rozpuszczalnika z ekstraktu jest czesto
okreslana mianem ,,suchy ekstrakt” dlatego tez w dalszej cze$ci tej pracy termin ten bedzie
czesto wykorzystywany, co niejednokrotnie pozwoli skroci¢ sposob wyrazanej mysli.

Rys. 24A  przedstawia widmo suchej pozostalosci uzyskanej po odparowaniu

rozpuszczalnika z wodnego ekstraktu 5-CQA, ktoéra rozpuszczono w DMSO-ds.

A

Rys.24. Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchej pozostatoéci wodnego ekstraktu
5-CQA (A) oraz 5-CQA (B).
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Widoczne sg na nim czeSciowo naktadajace si¢ sygnaly rezonansowe pochodzace od
przynajmniej czterech substancji. Z poréwnania widma z rys. 24A z widmem 5-CQA (patrz
rys. 24B) (oba w DMSO-ds) wynika, ze jedna z nich jest nieprzeksztatcony 5-CQA. Druga
substancjg sg wodne addukty 5-CQA o czym $wiadczg niewielkie sygnaty w zakresie 6.8 — 6.6
ppm pochodzace od ich protondéw aromatycznych grup katecholowych (patrz tabela 1). Na Rys.
24A widoczne sg jeszcze sygnalty pochodzace prawdopodobnie od dwoch kolejnych
pochodnych 5-CQA. O obecnosci tych kolejnych pochodnych 5-CQA w badanej probce
dowodzi to, ze w kazdym z zakresoOw przesuni¢¢ chemicznych charakterystycznych dla
poszczegbdlnych jader 5S-CQA widoczne sg trzy czgsciowo rozdzielone struktury multipletowe
- jedna pochodzi od 5-CQA a dwie pozostate od tych kolejnych pochodnych 5-CQA.
Poréwnanie intensywnosci integralnych jasno wskazuje, ze te dwie kolejne pochodne 5-CQA
wystepuja w probce w podobnych ilosciach jak sam 5-CQA.

Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze sama sucha pozostalo$¢ po jej rozpuszczeniu
w wodzie, jak i sucha pozostato$¢ rozpuszczona w DMSO-ds zostaly poddane analizie
LC-MS. Analizie LC-MS poddano takze wyjsciowy ekstrakt, z ktorego uzyskano suchg
pozostatos¢. Ich chromatogramy prezentuja odpowiednio rys. 25A, B 1 C. Jak wida¢, wszystkie
trzy chromatogramy pod wzgledem iloéci pikoéw i ich retencji s3 niemal identyczne. Zaden
z chromatogramow nie wskazuje obecnosci dwoch kolejnych, wspomnianych wyzej
pochodnych 5-CQA, ktore sg widoczne na widmie NMR w suchej pozostatosci rozpuszczone;j
DMSO-ds. Tak wigc, wysoka zawarto§¢ 5-CQA w ekstraktach (patrz rys. 25A-C) sugeruje, ze
dwa dodatkowe uktady sygnatéw zaobserwowane na widmie 'H (rys. 24A) mogg pochodzi¢ od
pochodnych 5-CQA nietrwatych w warunkach rozdzielenia chromatograficznego. Dotychczas
w literaturze nie stwierdzono obecnosci pochodnych 5-CQA do ktéorych mozna byloby
przypisa¢ dodatkowe uktady sygnatéw z widma na rysunku 24A. Majac na uwadze fakt, ze
pochodne te tworza si¢ w znacznych ilosciach (jak na produkty przeksztatcen polifenoli)

postanowiono poddac¢ je szczegotowej identyfikacji z zastosowaniem technik NMR.
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Rys. 25. Chromatogramy LC-MS (tryb SCAN):
(A) suchego ekstraktu 5-CQA rozpuszczonego w wodzie,
(B) suchego ekstraktu 5-CQA rozpuszczonego w DMSO-dg 1
(C) wyjsciowego ekstraktu 5-CQA.
Chromatogramy prezentujg sygnaly z zakresu m/z 300-1000.

12.1.Analiza widm NMR dwdch nowo wykrytych pochodnych 5-CQA

W celu identyfikacji dwoch nowo wykrytych pochodnych 5-CQA zarejestrowano szereg
widm 2D oraz selektywnych widm 1D (patrz rys. 26 1 27).

W  regionie przesunig¢ chemicznych 5.0-5.5 ppm, ktory jest zakresem
charakterystycznym dla protonéw metinowych przytaczonych do atoméw wegla z atomem
tlenu grupy estrowej (oznaczanych w przypadku 5-CQA jako HS5), obecne sg trzy sygnaty.
Multiplet wystepujacy w pozycji 5.06 ppm pochodzi od jadra H5 5-CQA, natomiast dwa
czesciowo nakladajace si¢ na siebie multiplety w zakresie od 5.17 do 5.26 ppm pochodzg od
jader H5 nowo wykrytych pochodnych. Celem dalszej identyfikacji uktadow spinowych
zawierajacych powyzsze jadra zarejestrowano selektywne widma 1D TOCSY (patrz rys. 26)
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oraz widma 2D 'H-'H COSY, 2D 'H-'3C HSQC suchych pozostatoéci w DMSO-ds (patrz
rys. 27). Widma 1D TOCSY wykorzystuja selektywne wzbudzenie lub selektywne echo
spinowe magnetyzacji okreslonego jadra, ktdra jest nastepnie przenoszona do pozostatych jader
w uktadzie spinowym [216]. Otrzymane w ten sposob widma zawierajg wylacznie sygnaty
rezonansowe pochodzgce od poczatkowego jadra oraz kolejnych jader z uktadu spinowego. Na
widmie 1D TOCSY otrzymanym dla jadra HS o przesunigciu 5.23 ppm widoczne sg sygnaty w
pozycjach 5.23 ppm, 4.60 ppm, 4.23 ppm, 3.97 ppm, 3.51 ppm, 1.93 ppm, 1.81-1.79 ppm oraz
1.73 ppm (patrz rys. 26A). Widmo COSY zawiera sygnaty korelacyjne wystepujace pomiedzy
protonem H5 oraz sygnatami protonow
w pozycjach 3.51 ppm, 1.93 ppm i 1.73 ppm. Piki korelacyjne widoczne na widmie HSQC dla
dwoch ostatnich sygnaldw protonowych wystepuja przy takiej samej wartosci przesuniecia
chemicznego jader 13C, t,j. 38.7 ppm, co jasno wskazuje, ze omawiane sygnaty pochodzg od
protonow grupy metylenowej. Ich pozycje rezonansowe oraz korelacje sa analogiczne jak w

przypadku  protonéw H6  5-CQA  (patrz tabela 5). Proton w  pozycji

A

B

5.2 4.8 44 4.0 3.6 3.2 28 24 20 ppm

Rys. 26. Widma 1D TOCSY (DMSO-ds, 600 MHz) otrzymane w wyniku selektywnego echa
spinowego protondow HS5 w pozycjach 523 ppm (A) i 5.19 ppm (B).
Sygnaty w zakresie 3.2-3.4 ppm pochodzg od wody.
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3.51 ppm wykazuje kolejne korelacje wzgledem jader generujacych sygnaly o wartos$ciach
przesunig¢ 4.56 ppm oraz 3.97 ppm. Brak pikow korelacyjnych dla protonu 4.56 ppm na
widmie HSQC wskazuje na obecno$¢ grupy hydroksylowej. Biorac pod uwage pozycje sygnatu
korelacyjnego HSQC wystepujacego dla protonu 3.51 ppm (warto$é przesuniecia jadra °C
wynosi 73.2 ppm) oraz dodatnig warto$¢ tego piku, pochodzi on od protonu metinowego
oznaczanego jako H4, a wykryta grupa hydroksylowa jest przylaczona do atomu C4.
Analogiczny uktad sygnatoéw korelacyjnych pozwala na zidentyfikowanie sygnatow
o przesunig¢ciach 3.97 ppm 1 4.23 ppm odpowiednio jako protonu H3 z grupy metinowej
1 protonu grupy hydroksylowej przylaczonej do tej grupy metinowej (grupy OH3).
W przypadku sygnatéw protonowych z zakresu 1.81-1.79 ppm obserwuje si¢ sygnat
korelacyjny wzgledem protonu H3 i warto$ci przesuni¢¢ weglowych charakterystycznych dla
grup metylenowych. Sygnaly te odpowiadaja protonom metylenowym H2. Analiza
przeprowadzona dla sygnatéw protonow z ukladu spinowego zawierajacego proton dajacy
sygnal w pozycji 5.19 ppm (patrz rys. 26B) wykazuje obecno$¢ analogicznych grup oraz ich
potaczen w drugiej z pochodnych. Przedstawione rozwazania pokazuja, ze obydwa produkty
przemian 5-CQA zawieraja w swojej strukturze reszt¢ kwasu chinowego z grupa estrowa
przytaczong do atomu C5. Na widmach 'H nie obserwuje si¢ odrebnych sygnatow
pochodzacych od grup OHI oraz grupy karboksylowej. Jednak bioragc pod uwage, ze
w przypadku 5-CQA sygnaty od tych protonow wystepuja w postaci szerokich singletéw, moga
one tworzy¢ nierozdzielone sygnaty ze wzgledu na niewielkie rdéznice w przesunigciach
chemicznych.

Stereochemia omawianych fragmentéw alkilowych zostata okreslona na podstawie
warto$ci  stalych sprzezen spinowo-spinowych. Sygnaly pochodzace od protonéw HS
pochodnych 5-CQA wystepuja w postaci dubletow dubletow dubletow. Zaobserwowane
warto$ci statych sprzezen jader HS - 11.0 Hz, 9.9 Hz, 5.0 Hz oraz 10.7 Hz, 9.8 Hz, 5.0 Hz s3
wartosciami statych sprzezen odpowiednio z protonami H2.x, H4 oraz H2¢q (indeksy dolne ax
oraz eq wskazuja na aksjalng oraz ekwatorialng orientacj¢ jadra). Wysokie wartosci statych
sprzezen pomiedzy jadrami HS oraz H4 wskazuja na ich aksjalng orientacje. Stale sprzezen
zaobserwowana dla pary jader H4-H3 wynoszace 3.4 Hz w kazdej z pochodnych wynikaja
z ekwatorialnego potozenia jader H3. Przytoczone argumenty pokazuja, ze stereochemia grup
kwasu chinowego w omawianych pochodnych jest identyczna jak w przypadku tej grupy

w nieprzeksztatconym 5-CQA.
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Rys. 27. Widma (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz) 'H-'H COSY (A) oraz 'H-'*C HSQC (B)
suchej pozostatosci wodnego ekstraktu 5-CQA.
Na widmie HSQC sygnaty dodatnie (kolor niebieski) pochodza od grup CH oraz
CHs, a sygnatly ujemne (kolor zielony) pochodza od grup CHo.
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Wartos$ci przesuni¢¢ chemicznych zaobserwowane na widmach jednowymiarowych
i widmach korelacyjnych oraz cze$ciowo widoczne struktury multipletowe sygnatéw
w zakresie od 6.7 do 7.1 ppm wskazuja na obecnos$¢ pier§cieni aromatycznych w postaci grup
katecholowych (tj. grup 3,4-dihydroksyfenylowych) w strukturze pochodnych 5-CQA, co
potwierdza obecno$¢ dodatkowych sygnaléw protonow OH w zakresie 9-10 ppm.
W obszarach przesunie¢ 6.1-6.3 ppm oraz 7.4-7.55 ppm obserwuje si¢ obecnos$¢ dubletow, ktore
mozna przypisa¢ do trzech par sprzgzonych ze sobg protonow alkenowych, gdzie jedna z nich
pochodzi od 5-CQA, a pozostate sg grupami zawartymi w produktach przemian
5-CQA. Stale sprzezen protonow olefinowych badanych zwigzkow wynoszg 16.0 Hz, co
swiadczy o konfiguracji trans wigzan alkenowych. Zaobserwowane fragmenty nienasycone
obecne w pochodnych 5-CQA wskazuja wigc na obecno$é reszt kwasu kawowego.

Liczba sygnatow rezonansowych i rodzaj przypisanych im grup, potaczenia wystgpujace
pomiedzy poszczegdlnymi fragmentami strukturalnymi oraz stereochemia grup kwasu
kawowego 1 grup kwasu chininowego w pochodnych 5-CQA s3 takie same jak
w przypadku zwigzku wyjsciowego. Ponadto na omawianych widmach nie obserwuje si¢
sygnatéw od grup, ktére nie naleza do ukladow spinowych kwasow chlorogenowych.
Omawiane pochodne nie sg w takim razie zwigzkami powstajacymi w wyniku reakcji
chemicznych. Wskazuje to, ze sa one kompleksami powstajacymi w wyniku oddziatywania
5-CQA z innymi czgsteczkami, np. wodg lub DMSO lub w wyniku samoasocjacji. Ostatnia z
przedstawionych propozycji jest mato prawdopodobna w przypadku DMSO, ktéry tworzy silne
oddziatywania z grupami nienasyconymi [33, 218-221], co w znacznym stopniu wyklucza
powstawanie oddziatywan n-n odpowiedzialnych za samoasocjacje kwasow chlorogenowych
[34]. Gdyby =z kolei tworzyly si¢ asocjaty 5-CQA 1 DMSO (kompleksy
5-CQA-DMSO), to ich pasma powinny by¢ widoczne nie tylko na widmie NMR badanej
probki, ale takze na widmie 5-CQA rozpuszczonego w DMSO (bez wczesniejszej ekstrakceji 5-
CQA w srodowisku wodnym). Jak pokazano w nastepnym akapicie zawarto$¢ obserwowanych
kompleksow 5-CQA zmienia si¢ wraz z warunkami prowadzenia jego symulowanej ekstrakcji
wodnej. Tak wiec na podstawie powyzszych argumentow nalezy stwierdzi¢, ze na widmach
obserwuje si¢ pasma pochodzace od kompleksow powstajacych pomigdzy 5-CQA oraz
czasteczkami wody (oznaczanych dalej jako 5-CQA*H>0O oraz
5-CQA=*H20-1 1 5-CQA*H>0-2).
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Tabela 5§ Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
5-CQA oraz komplekséw 5-CQA+*H>O (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz).

Nr 5-CQA Kompleks 5-CQA*H20-1 Kompleks 5-CQA*H,0-2
jadra‘a) 1H(@) 3¢ 1H(@) 13 1H(@ 13C

1 - 74.0 - 79.5 - 79.3
OH1 5.53 (brs) - 5.53 (brs) - 5.53 (brs) -

20 | 202(dd ﬂ';) 131,38 1.81-1.79 (m) 1.81-1.79 (m)

~ 37.7 37.6 37.6

2e | LT8G, ﬂ'Z‘) 131,76 1.81-1.79 (m) 1.81-1.79 (m)

3 3.94 (m) 68.8 3.97 (m) 70.9 3.94 (m) 70.9
OH3 4.74 (d, J = 5.8 Hz) - 4.23 (d, J = 8.1 Hz) - 4.25 (d, J = 8.0 Hz) -

3.56 (ddd, J=6.5,5.2, 3.51 (ddd, J=9.8,7.0, 3.50 (ddd, J=9.7, 7.1,

4 3.1 H2) 08 3.3 Hz) 32 3.4 Hz) 32

OH4 4.88 (d, J=5.0Hz) - 4.56 (d, J=6.9 Hz) - 4,58 (d, J=7.1 Hz) -
5.06 (td, J = 6.9, 4.1 5.23 (ddd, J = 11.0, 9.9, 5.19 (ddd, J =10.7, 9.8,

5 Hz) 71.3 5.0 Hz) 71.0 5.0 Hz) 71.0

Bax 2.00 (m) 1.73 (t, J = 11.8 H2) 1.67 (t, J = 11.8 Hz)

Beq 1.94 (dd, |\_J|Z:) 13.2,3.9 36.7 1.93 (m) 38.7 1.91 (m) 38.7

7 12.4 (brs) 175.5 12.4 (brs) 178.0 12.4 (brs) 178.0

2' 7.03(d,J=21Hz) | 11561 | 7.05(d,J=20Hz) | 1153 7.04 (d, J = 1.9 Hz) 115.3

5' 6.76 (d,J=82Hz) | 1162 | 6.77(d,J=82Hz) | 116.3 6.76 (d, J = 8.1 Hz) 116.3

6' 6.98 (dd’FfZ)Z 82,20 1 1518 7.02-7.00 (m) 121.7 7.02-7.00 (m) 121.7

7 7.41(d, J =159 Hz) 145.4 7.50 (d, J =15.8 Hz) 145.3 7.48 (d, J =15.8 Hz) 145.3

8' 6.15(d, J=159Hz) | 1147 | 6.26(d,J=159Hz) | 1151 | 6.25(d,J=16.0Hz) | 115.1

9 - 166.2 - 166.6 - 166.6

a) ax — polozenie aksjalne, eq — potozenie ekwatorialne.
b) brs- szeroki singlet, d — dublet, dd — dublet dubletéw, ddd — dublet dubletow dubletow, dt —

dublet tripletow, t— triplet, td — triplet dubletow, m — ztozony multiplet.

Dane z widm NMR dla 5-CQA oraz jego nowo wykrytych pochodnych przedstawiono
w tabeli 5. Wartoéci przesunig¢ chemicznych jader '*C zostaly odczytane z widm 1D '3C oraz
2D 'H-13C HSQC. Widmo 'H-'*C HMBC otrzymane dla badanej probki przedstawiono na
rys. 28. Piki korelacyjne widoczne dla protondow z grup nienasyconych potwierdzaja
przypisanie sygnatow w tabeli 5. W przypadku grup alifatycznych obserwuje si¢ znacznie mniej
pikow korelacyjnych, co moze by¢ spowodowane ograniczong iloscig poszczegdlnych form
badanego kwasu chlorogenowego (catkowita ilos¢ 5-CQA w probce wykorzystanej do

symulowanej ekstrakcji wynosita 2 mg) oraz matymi warto$ciami stalych sprzgzen. W celu
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Rys. 28. Widmo 'H-*C HMBC (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz) suchej pozostatoéci
wodnego ekstraktu 5-CQA.

otrzymania wigkszych ilosci identyfikowanych pochodnych 5-CQA przeprowadzono
ekstrakcje jego wigkszej probki (5 mg) stosujac ta sama objetos¢ wody jak w przypadku 2 mg
probki. Widmo 'H suchej pozostalosci otrzymanej z wiekszej probki przedstawia rys. 29.
Jedynie 6 % catkowitej zawartosci 5-CQA stanowig jego kompleksy z woda. To sugeruje, ze
na wydajno$¢ powstawania kompleksow 5-CQA z woda ma wpltyw poczatkowe stezenie
5-CQA. Ze wzgledu na niski stopien konwersji 5-CQA do jego pochodnych w roztworach
0 jego wysokim steZeniu nie podejmowano dalszych prob rejestracji widm 'H-C HMBC.
Dla petnego obrazu nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze widma przedstawione na rys. 24
1 29 zostaly otrzymane dla suchych pozostatosci uzyskanych po odparowaniu wody
z ekstraktow 5-CQA otrzymanych w temp. wrzenia roztworéow (ok. 100°C). Na rys. 30
zaprezentowano widma odpowiadajgce suchym pozostatosciom uzyskanym po odparowaniu

wody z ekstraktow 2 mg probki 5-CQA, ktére otrzymano odpowiednio w temp.
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Rys. 29. Widmo 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchej pozostalosci z wodnego ekstraktu 5-CQA
o stezeniu 2.5 mg/mL.
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Rys. 30. Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchych pozostatosci otrzymanych z ekstraktow
5-CQA, ktore przed odparowaniem wody inkubowano 1 godz. w temperaturach
30°C (A) oraz 140°C (B).
Wyjsciowe stezenie 5-CQA - 1 mg/mL.

30 (A) 1 140°C (B). Jak wida¢, w pierwszym przypadku badana probka zawiera okoto 21 %,
aw drugim 90 % wodnych kompleksow 5-CQA. Wynika z tego, Ze na wydajno$¢ tworzenia si¢
tych kompleksow ma wptyw nie tylko stezenie 5-CQA, ale takze warunki prowadzenia procesu

ekstrakcji.

12.2.Struktura kompleksow 5-CQA*H,O

Jak wykazano na podstawie analizy widm przedstawionych na rys. 24 1 26-28,
w wyniku symulowanej ekstrakcji roztworéw wodnych 5-CQA pod refluksem oraz inkubacji
wodnych roztworow 5-CQA powstaja kompleksy 5-CQA z woda, ktore sa stabilne
w roztworach DMSO-d¢, za$ rozpadaja si¢ podczas chromatograficznego rozdzielenia

prowadzonego w odwroconym uktadzie faz. Na widmach NMR tych probek nie obserwuje si¢
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jednak odrebnego sygnatu lub sygnatow pochodzacych od wody skoordynowanej z 5-CQA.
Nie jest to zaskoczeniem, gdyz takie protony ulegaja wymianie chemicznej z innymi silnie
polarnymi grupami. Zazwyczaj w takich wypadkach wykonuje si¢ analizy NMR w nizszych
temperaturach, co zmniejsza szybko§¢ wymiany chemicznej i w wielu przypadkach prowadzi
do pojawienia si¢ odrebnych sygnatow od jader, ktore wczesniej zbyt szybko zmienialy swoje
otoczenie chemiczne [216, 222]. W przypadku dimetylosulfotlenku, wysoka warto$¢ jego
temperatury topnienia uniemozliwia takie postepowanie. Dlatego tez potwierdzenie obecnosci
skoordynowanej wody oraz okre$lenie sposobu jej oddziatywania z czgsteczka 5-CQA
w kompleksach 5-CQA+*H>O zostalo dokonane na bazie dodatkowych eksperymentow
z wykorzystaniem kwasu chinowego i kawowego oraz bardziej doglebnej analizy widm
kompleksow.

Jak wiadomo kwas chlorogenowy jest estrem kwasu chinowego oraz kawowego. Kazdy
z wymienionych kwaséw zawiera grupy zdolne do oddzialywania z wodg. Dlatego
postanowiono zbada¢ za pomoca jadrowego rezonansu magnetycznego suche pozostatosci po
ekstrakcji tych zZwigzkow woda. Widma 'H otrzymanych probek
w DMSO-d¢ przedstawiono narys. 31Ai31B. W przypadku probki kwasu kawowego widoczne
g dodatkowe sygnaty pochodzace od protonow aromatycznych
i alkenowych, co $wiadczy o tym, Ze obecne w prdébce czasteczki kwasu kawowego
najprawdopodobniej uczestniczag w dodatkowych oddziatywaniach. Jednak zaobserwowane
zmiany przesuni¢¢ chemicznych (zmiany wynoszace od 0.05 ppm do 0.2 ppm) nie s3 zgodne z
réznicami pozycji rezonansowych wystepujacymi pomiedzy protonami aromatycznymi
5-CQA 1 jego kompleksami z woda, w przypadku ktdérych sg one znacznie mniejsze 1 wynosza
0.01-0.03 ppm. Na dodatek jest to wzrost warto$ci przesunig¢ w przeciwienstwie spadku do
zaobserwowanego na rys. 31A. Widmo protonowe suchej pozostalosci ekstraktu kwasu
chinowego (patrz rys. 31B) zawiera sygnaly od zwigzku wyj$ciowego oraz dodatkowe sygnaty,
ktérych intensywnosci integralne nie przekraczaja 10 % intensywnos$ci sygnatéw zwigzku
nieprzeksztatlconego, co wraz z ich nakladaniem si¢ uniemozliwia jednoznaczne przypisanie
ich do okreslonych jader. Jednak na widmie 2D NOESY otrzymanym dla kwasu chinowego
(patrz rys. 32) obserwuje si¢ sygnaly korelacyjne wystepujace pomiedzy protonami
metinowymi 1 woda (z wyjatkiem protonu H4) oraz stabsze sygnaty korelacyjne pomiedzy

ekwatorialnymi ~ protonami ~ metylenowymi 1 woda. = Wymienione  sygnaly
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Rys.31. Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchych pozostatosci otrzymanych po
odparowaniu wody z symulowanego ekstraktu kwasu kawowego (A) oraz kwasu
chinowego (B). Wg. [P1].

$wiadczg o wystgpowaniu oddzialywan pomiedzy grupami hydroksylowymi oraz woda, ktore
sg obecne nawet w tak silnie polarnym rozpuszczalniku jakim jest dimetylosulfotlenek.

Warto w tym miejscu zauwazy¢, ze kwas chlorogenowy posiada takze grupe estrowa.
Potozona jest ona blisko grup OH, ktore zaangazowane sa w hydratacj¢ samego kwasu
chinowego. Obecnos¢ silnego akceptora wigzania wodorowego w poblizu wymienionych grup
hydroksylowych moze tworzy¢ centrum wigzace dla czasteczki wody, z ktorym tworzy ona

jednoczesnie trzy wigzania wodorowe z powyzszymi grupami tzn. z grupg estrowg oraz
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grupami OH3 1 OH4. Taki uktad oddziatywan moze tlumaczy¢ stabilno$¢ otrzymanych
wodnych komplekséw 5-CQA w suchych pozostatosciach ekstraktow 5-CQA. Rys. 33
przedstawia prawdopodobne struktury tych kompleksow.

Szczegdlowa analiza zmian przesuni¢¢ chemicznych oraz zmian wartosci statych
sprzezen nastepujacych w 5-CQA na skutek przytaczenia wody dostarcza kolejnych dowodow
swiadczacych o jej przytaczeniu do wyzej wymienionego centrum. Sygnaly protonow OH3
i OH4 komplekséw 5-CQA*H>O wystepuja odpowiednio w pozycjach 4.23 ppm i 4.25 ppm
oraz 4.54 ppm i 4.56 ppm. Natomiast w przypadku 5-CQA sygnaty tych protonéw zajmuja
pozycje w zakresie od 4.8 ppm do 5.0 ppm. Jak wynika z badan teoretycznych,
w najbardziej stabilnych konformerach 5-CQA wystepuja wigzania wodorowe powstajace
pomiedzy grupa estrowg i OH4 [217]. Wprowadzenie wody (begdacej stabszym akceptorem
wigzania wodorowego i tym samym powodujacej mniejsze odstanianie niz grupa karbonylowa)
w miejsce grupy karbonylowej w tym oddziatywaniu (t.j. pomigdzy grupa estrowa 1 OH4)

thumaczy nizsze warto$ci przesuni¢¢ chemicznych jader OH4 w kompleksach.
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Rys. 32. Widmo 2D 'H-'"H NOESY (DMSO-ds, 600 MHz) kwasu chinowego. Wg. [P1].
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Rys. 33. Struktury komplekséw 5-CQA*H>O-1 oraz 5-CQA*H»0-2. Wg. [P1].

Przytoczone badania teoretyczne [217] wskazuja ponadto, ze grupa OH4 tworzy jednoczesnie
wigzanie wodorowe z grupg OH3 uczestniczacg jeszcze w kolejnym oddzialywaniu (taka sie¢
oddzialywan stabilizuje czasteczke 5-CQA). Tym samym nizsze warto$ci przesuni¢¢ protonow
OH3 w  kompleksach 5-CQA*H>,O zwigzane s3 z poSrednim  wplywem
przytaczonej/skoordynowanej wody. Nalezy zauwazyé, ze w przypadku kompleksow
5-CQA*H;O sieci wigzan wodorowych sa bardziej rozbudowane niz w samym 5-CQA, co
dodatkowo ttumaczy ich stabilnos¢.

Kolejnymi argumentami $wiadczacymi o skoordynowaniu wody s3 widoczne zmiany
statych sprzgzen spinowych oraz przesuni¢¢ chemicznych jader HS. State sprze¢zen tych jader
przyjmuja wicksze wartosci niz w 5-CQA (patrz tabela 5), szczeg6lnie dla sprzezen z jadrami
H4 oraz H6.x. Zmiany te s3 zwigzane ze wzrostem katow torsyjnych pomiedzy poszczegdlnymi
parami jader. Warto$ci katéw torsyjnych w uktadzie H4-C-C-H5 dla kompleksu 5-CQA*H>O-
1 oraz 5-CQA*H>0-2 wynosza odpowiednio 178° oraz 176.7°. Obecnos¢ wody tworzace]
wigzania wodorowe w znacznym stopniu ogranicza rotacj¢ wokot sgsiednich wigzan, co
sprawia, ze w czasteczkach 5-CQA tych komplekséw prawdopodobnie dominujg konformacje
charakteryzujace si¢ tak duzymi warto§ciami powyzszych katow torsyjnych. Majac na uwadze,
ze rozwazane protony H5 posiadajg orientacje aksjalng juz
w niezwigzanym 5-CQA, to znaczny wzrost wartosci statych sprz¢zen moze by¢ jednak
zaskoczeniem, jako ze zmiany katéw torsyjnych spowodowane przylaczeniem wody s3
zapewne niewielkie. Nalezy jednak pamigtaé, iz zgodnie z roéwnaniem Karplusa, krzywa
przedstawiajaca zalezno$¢ wicynalnych statych sprzezen w funkcji katow torsyjnych przyjmuje
wysokie warto$ci nachylenia w zakresach pomigdzy 90° 1 180° [173, 216]. Tym samym nawet

niewielkie zmiany katdw torsyjnych mogg istotnie wptywac na sprzezenia spinowo-spinowe.
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Natomiast wzrost wartosci przesunied chemicznych jader H5
w kompleksach 5-CQA*H>O mozna powigza¢ ze zmiang orientacji wigzania karbonylowego
wzgledem tej grupy metinowej. Warto zauwazy¢, ze anizotropia magnetyczna wigzania C=0
powoduje odstanianie jader potozonych blisko ptaszczyzny tego wigzania [216, 223].
W przypadku kompleksow 5-CQA=*H>O ptaszczyzna grupy karbonylowej znajduje si¢ blisko
jader H5, co wyjasnia zaobserwowane przesunigcia ich sygnatow protonowych.

Tak wiec przedstawione na rys. 33 struktury kompleksow 5-CQA*H>O sa bardzo

prawdopodobne.

12.3.Kompleksy 4- i 3-CQA z woda

Wedhug przedstawionych badan, uktad sktadajacy sie¢ z grupy estrowej oraz grup
hydroksylowych jest odpowiedzialny za wigzanie wody przez 5-CQA, co prowadzi do
powstania jego hydratéw widocznych na widmach NMR suchych pozostatosci ekstraktow tego
kwasu. Pozostate izomery kwasu monokawoilochinowego rowniez zawieraja w swojej
budowie podobne motywy strukturalne jak 5-CQA. Jedyna rdéznice stanowi miejsce
wystepowania grupy estrowej (patrz rys. 8 w czesci teoretycznej). Obecno$¢ takich centréw
wigzania sugeruje, ze stabilne kompleksy z woda moga takze tworzy¢ si¢ w przypadku
4- oraz 3-CQA.

Widma 'H otrzymane po odparowaniu wody z ekstraktéw 4-CQA oraz 3-CQA s3
widoczne na rys. 34A oraz 34C. Ich poréwnanie z widmami roztworow tych kwasow (patrz
rys. 34B oraz 34D) wskazuje na obecnos¢ dwoch dodatkowych ukladow sygnalow
niepochodzacych od wyjsciowych zwiazkow w kazdej z suchych pozostatosci. Oznacza to
istnienie w osadach dwoéch nowych pochodnych 4-CQA oraz dwoch nowych pochodnych
3-CQA (tak jak ma to miejsce w przypadku suchego ekstraktu 5-CQA). Analiza widm 2D (patrz
rys. 35A oraz 35B) suchej pozostatosci po ekstrakcji 4-CQA pozwala na zidentyfikowanie
nastepujacych fragmentoéw strukturalnych:

e reszty kwasu chinowego z grupg estrowg przytaczong do atomu wegla C4,

e dwoch protonow alkenowych, ktdrych sygnaly maja przesunigcia chemiczne oraz
wartos$ci sprzezen spinowo-spinowych wskazujac na istnienie wigzania alkenowego o
geometrii E, sprzezonego z grupg estrowg oraz aromatyczna,

e pierScienia aromatycznego podstawionego grupami OH w pozycjach 3 1 4 wzgledem

podstawnika alkenowego.
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Rys. 34. Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz)
(A) suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 4-CQA,
(B) 4-CQA,
(C) suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 3-CQA oraz
(D) 3-CQA.
Wg. [P1].

Warto$ci przesunig¢ chemicznych oraz informacje opisujace struktury multipletowe

poszczegbdlnych sygnatow dla suchego ekstraktu 4-CQA zamieszczono w tabeli 6.
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Rys. 35. Widma (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz) 'H-'H COSY (A) i 'H-'3C HSQC (B)
suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 4-CQA oraz widma 'H-'H
COSY (C) i 'H-13C HSQC (D) suchej pozostatosci inkubowanego wodnego
roztworu 3-CQA.
Sygnaty dodatnie (kolor niebieski) widoczne na widmach HSQC pochodza od grup
CH oraz CHs, a sygnaly ujemne (kolor zielony) pochodza od grup CHa.
Wg. [P1].

Z powyzszej analizy oraz tabeli 6 wynika, ze te dwie nowe pochodne 4-CQA sktadaja sie¢
z grup kwasu kawowego oraz kwasu chininowego o niezmienionej stereostrukturze
i charakterze chemicznym, co pozwala zidentyfikowac je jako kompleksy powstajace pomiedzy
4-CQA oraz woda.

Widma 2D zarejestrowane dla suchej pozostatosci ekstraktu 3-CQA sa zaprezentowane
na rys. 35C oraz 35D. Podobnie jak w przypadku analogicznych probek 5- 1 4-CQA stwierdza
sie, ze powstajace pochodne 3-CQA sktadaja si¢ z grup kwasu kawowego 1 kwasu chinowego,
ktore nie ulegly zadnym reakcjom chemicznym co wskazuje, ze sa to kompleksy
3-CQA*woda. Wartosci przesunie¢ chemicznych oraz statych sprzgzen 3-CQA
1 kompleksow 3-CQA*H>O sa przedstawione w tabeli 7.
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Tabela 6 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
4-CQA oraz komplekséw 4-CQA*H.O (DMSO-ds, 600 MHz i1 125 MHz).

We. [P1].
Nr 4-CQA Kompleks 4-CQA*H20-1 @ Kompleks 4-CQA*H20-2 @
jadra® T ®) 13C T®) 13C©) I ®) 13C(©
2 1.99 (dd,J=13.7,3.1 1.87 (m) lub 1.78-1.74 1.87 (m) lub 1.78-1.74
™ Hz) (m) (m)
2 1.85(dd,J=13.8,6.0 383 1.87 (m) lub 1.78-1.74 38.0 1.87 (m) lub 1.78-1.74 38.0
“ Hz) (m) (m)
3 4.10 (m) 66.8 4.05 (m) 68.1 4.04 (m) 68.1
OH3 4.36 (d, J= 6.6 Hz) - 447 (d,J=8.2 Hz) - 4.45(d,J=8.3 Hz) -
4 4.67 (dd’HJZT 80,29 77.6 | 4.63(dd,J=9.0,29Hz) | 785 | 4.61(dd,J=9.2,29Hz) | 78.5
5 4.00 (td’é; 8.1,4.6 64.4 4.06 (m) 64.1 4.04 (m) 64.1
OH5 5.00 (brs) - 5.01 (d, J=6.5 Hz) - 4.98 (d, J=6.4 Hz) -
6 1.87 (dd,J=13.2,8.7 1.69 (dd,/=13.1,10.5 1.63 (dd, /=12.9,10.8
- Hz) 41.1 Hz) 41.6 Hz) 41.7
1.92 (dd,J=13.2,2.7 ’ ’ '
6eq Hz) 1.87 (m) 1.91 (m)
8 6.28 (d, J=15.9 Hz) 115.0 6.30 (d, J=15.9 Hz) 115.0 6.29 (d, J=15.9 Hz) 115.0
OH3' 9.15 (brs) - 9.16 (brs) - 9.16 (brs) -
OH4' 9.57 (brs) - 9.54 (brs) lub 9.55 (brs) - 9.54 (brs) lub 9.55 (brs) -

a)
b)

<)

d)

ax — polozenie aksjalne, eq — potozenie ekwatorialne.

brs- szeroki singlet, d — dublet, dd — dublet dubletéw, ddd — dublet dubletow dubletow,

dt — dublet tripletow, t — triplet, td — triplet dubletow, m — ztozony multiplet.

Przesuniecia chemiczne jader *C kompleksow 4-CQA+*H,O okreslono na podstawie pikow

korelacyjnych zaobserwowanych na widmie HSQC.

Dane rezonansowe pozostatych jader kompleksow 4-CQA+woda nie zostaty okreslone ze wzgledu

na naktadanie si¢ ich sygnatow na analogiczne sygnaty pochodzace od 4-CQA.
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Tabela 7 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
3-CQA oraz kompleksow 3-CQA*H,O (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz).

Wg. [P1].
Nr 3-CQA Kompleks 3-CQA*H20-1 @ Kompleks 3-CQA*H20-1 @
jadra® IO 13C IH® 13C©) T ®) 130
2, | 198(dd,/=133,39 1.85 (m) lub 1.76(m) 1.85 (m) lub 1.76(m)
Hz) 35.6 358 3538
2 | Y (dd’é; 13.3,7.6 1.85 (m) Iub 1.76(m) 1.85 (m) Iub 1.76(m)
3 5.19 (m) 714 5.15 (m) 71.1 5.14 (m) 71.1
4 3.54 (m) 71.6 3.47 (m) 72.2 3.50 (m) 72.2
OH4 | 487 (d,J=44Hz) - 4.84(d,J=4.6 Hz) - 4.92 (d, J= 4.6 Hz) -
5 3.84 (m) 67.9 3.81 (m) 67.9 3.83 (m) 67.9
OH5 4.78 (brs) - 480 (d,J=7.1 Hz) - 5.00 (d, J = 6.4 Hz) -
6ax 1.86-1.84 (m 1.83 (m) or 1.54 (m 1.83 (m) or 1.50 (m
() 39.7 (mm) () 40.1 (mm) () 40.1
6eq 1.86-1.84 (m) 1.83 (m) or 1.54 (m) 1.83 (m) or 1.50 (m)
B 115.0 B 115.0
2 7.02(d,J=22Hz) | 1150 | O (d’6‘]9‘9 %;)HZ) b b 7.01 (d’6‘]9‘9 %;III)HZ) lub lub
) 114.7 ’ 114.7
5 6.77 (d, J=8.1 Hz) 116.3 6.73 (d, /= 8.0 Hz) 116.2 6.75 (d, J=8.3 Hz) 116.2
6' 6.98 (dd, /=8.2,2.0 121.6 6.89 (dd, /=8.2,2.0 121.5 6.93 (dd,J=8.2,2.0 Hz) 121.8
Hz) Hz)
7 7.46 (d, J=15.9 Hz) 144.9 7.42 (d,J=15.8 Hz) 144.9 7.49 (d, J=15.7 Hz) 145.1
8' 6.20 (d, J=15.9 Hz) 115.5 6.10 (d, J=15.8 Hz) 115.5 6.15 (d, J=15.8 Hz) 115.3
OH3' 9.14 (brs) ; 9.08 (brs) ; 9.12 (brs) ;
OH4' 9.53 (brs) ; 9.43 (brs) ; 9.49 (brs) ;

9 ax — polozenie aksjalne, eq — polozenie ekwatorialne.

®  brs- szeroki singlet, d — dublet, dd — dublet dubletéw, ddd — dublet dubletow dubletow,
dt — dublet tripletow, t — triplet, td — triplet dubletow, m — ztozony multiplet.

9 Przesunigcia chemiczne jader *C kompleksow 3-CQA*H,O okre§lono na podstawie pikow
korelacyjnych zaobserwowanych na widmie HSQC.

9 Dane rezonansowe pozostatych jader kompleksow 3-CQA=woda nie zostaly okreslone ze wzgledu
na naktadanie si¢ ich sygnatow na analogiczne sygnaty pochodzace od 3-CQA.
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13. Kinetyka powstawania kompleksow 5-CQA*H,O

Wyniki badan przedstawione w poprzednim rozdziale pokazuja, ze w suchych
pozostatosciach po ekstrakcji 5-CQA (tzw. suchych ekstraktach) znajduja si¢ hydraty tego
kwasu, a wigc kompleksy, ktorych masa, tak jak masa wodnego adduktu
5-CQA, jest o 18 Da wigksza od masy ich prekursora. Te kompleksy 5-CQA i wody generuja
dodatkowe, oddzielne (w poréwnaniu do 5-CQA i 5-CQA-OH) sygnaty na widmach NMR
suchych pozostatosci rozpuszczonych w DMSO. Badania strukturalne wskazuja, ze trwato$¢
tych hydratow wynika z trzech wigzanh wodorowych tworzacych si¢ pomiedzy czasteczkami
wody 1 polarnymi grupami 5-CQA (t.j. OH3, OH4 oraz grupa estrowg). Poniewaz ilosci tych
kompleksow sa znacznie wigksze nie tylko od ilosci omawianych wczesniej wodnych
adduktow 5-CQA, ale takze od ilosci pozostatych pochodnych 5-CQA, ktére sa obecne
w suchym ekstrakcie 5-CQA, dlatego postanowiono przebada¢ kinetyke powstawania tych
nowych pochodnych (wodnych kompleksow) kwasu chlorogenowego.

Nalezy w tym momencie zauwazy¢, ze proces otrzymywania wodnych kompleksoéw 5-
CQA sktada si¢ z dwoch etapow: trwajacej przez pewien czas ekstrakcji rozpuszczalnikiem
(czyli inkubacji roztworow 5-CQA) oraz usuni¢cia wody z roztworu, np. w wyniku liofilizacji,
w efekcie czego otrzymuje si¢ suchg pozostatos$¢, ktora zostaje rozpuszczona w DMSO-de
celem badan NMR. W zwiazku z powyzszym sprawdzono wptyw nastepujacych czynnikéw na
wydajnos¢ tworzenia hydratow:

— czasu prowadzenia procesu inkubacji;

— poczatkowego stezenia 5-CQA;

— temperatury inkubacji;

— metody usuwania wody z inkubowanego roztworu, oraz

— sposobu prowadzenia inkubacji (statyczna lub dynamiczna).
Rys. 36 przedstawia przykladowe widmo 'H suchego ekstraktu 5-CQA, na ktérym zaznaczono
sygnaty protonéw alkenowych wykorzystywanych w niniejszym rozdziale oraz w kolejnych

rozdziatach do oceny ilosci 5-CQA 1 jego hydratow w suchych ekstraktach.
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Rys. 36. Widmo 'H (DMSO-ds, 600 MHz) otrzymane po rozpuszczeniu suchej pozostatosci
inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA.
Powigkszone zakresy widma zawieraja sygnaly rezonansowe pochodzace od
5-CQA oraz od jego hydratow - 5-CQA*H.0-1 i 5-CQAx*H20-2, ktore
wykorzystywano przy prowadzeniu analiz ilo§ciowych. Wg. [P2].

13.1.Wplyw czasu inkubacji na stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H,0O
Rys. 37 przedstawia wpltyw czasu inkubacji wodnych roztworéw 5-CQA na stezenie jego
poszczegbdlnych hydratdéw oraz na ich stezenie sumaryczne (patrz lewa o$ rzgdnych). Hydraty
zostaly okreslone jako 5-CQA*H>O-1 (linia przerywana) oraz 5-CQA*H>O-2 (linia
kropkowana). Linia cigglta odpowiada sumie obu hydratow. Z przebiegu krzywych wynika,
ze wzrost czasu inkubacji w zakresie 0-24 godzin powoduje przyrost zawartosci hydratow. Przy
dluzszych czasach inkubacji nie stwierdza si¢ juz dalszego wzrostu stgzen hydratow
(Ferit > Fexp). Ponadto, zawarto$¢ hydratu 5-CQA*H»O-1 jest wyraznie wigksza niz

w przypadku hydratu 5-CQA*H20-2 (Ferit < Fexp).
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Rys. 37. Wplyw czasu inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na:

- stezenie 5-CQA*H>0-1, 5-CQA*H,0-2 oraz calkowite st¢zenie hydratow
w suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA (lewa o$
rzgdnych), oraz

- stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>O-1 lub 5-CQA+*H>O-2 lub sumy obu
hydratow (prawa o$ rzednych).

Warunki: stezenie 5-CQA w inkubowanym wodnym roztworze — 1 mg/mL;

temperatura inkubacji — 30°C; inkubacja statyczna; metoda usunigcia wody

z roztworu — liofilizacja. Wg. [P2].

Warto zauwazy¢, ze wplyw czasu inkubacji na proces tworzenia hydratow 5-CQA mozna
réwniez przedstawi¢ w postaci zaleznosci stopnia konwersji 5-CQA do jego hydratow w funkcji
czasu inkubacji (patrz prawa o$ rzednych na rys. 37). Chociaz przebieg krzywych jest w tym
przypadku identyczny 1 prowadzi do analogicznych wnioskow jak wyzej, to jednak wyrazniej
jest w ten sposob podkreslony fakt, ze w wymienionych warunkach tylko ograniczona ilo$¢
czasteczek 5-CQA przeksztatca si¢ w hydraty. Powyzsze stwierdzenie wskazuje na istnienie
w uktadzie czynnikow hamujacych dalsze powstawanie kompleksow. Te ograniczong

konwersje mozna ttumaczy¢ np. silnym zwigzaniem czasteczek wody w jej agregatach.
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13.2.Wplyw poczatkowego stezenia 5S-CQA na stopien konwersji tego kwasu
do 5-CQA*H,0

Wplyw poczatkowego stezenia 5-CQA na zawartos¢ poszczegdlnych hydratow oraz ich
calkowita zawarto§¢ w suchych pozostatosciach 24 godzinnych ekstraktéw otrzymanych
w temperaturach 5°C, 30°C 1 60°C przedstawiono na rys. 38A-C. Wzrost stezenia powstajacych
hydratow  5-CQA  jest widoczny  wylacznie ~w  zakresie  niskich  stezen
w przypadku catkowitego stezenia hydratow oraz hydratu 5-CQA*H20-2 (Ferit < Fexp). Dla
hydratu 5-CQA+*H>O-1 obserwuje si¢ nieznaczny spadek jego zawartosci lub brak zmian jego
stezenia. Zaktadajac, ze zaleznosci przedstawione na rys. 38A-C sa zbiezne do punktu 0.0
nalezaloby spodziewac si¢ podobnego przebiegu krzywych dla kazdego z tych kompleksow.
Eksperymentalne potwierdzenie tego przypuszczenia dla silnie rozcienczonych wodnych
roztworéw z wykorzystaniem metod NMR nie bylo mozliwe. Wigksza zawarto$¢ hydratu
5-CQA*H,0-1 w zakresie niskich st¢zen moze sugerowaé, ze powstaje on szybciej niz
kompleks 5-CQA*H>0O-2. Roznice w kinetyce tworzenia obydwu hydratéw nie sg juz widoczne
w przypadku poczatkowych stezen 5S-CQA przekraczajacych 2 mg/mL (Feit > Fexp). Jak mozna
zauwazy¢, w suchych ekstraktach 5-CQA powstalych z wodnych roztwordw zawierajacych
wysokie stezenia 5-CQA ilosci hydratow sg state. Przedstawione wyniki jasno potwierdzaja
uwage zrobiong w poprzednim podrozdziale, iz badane uktady maja ograniczong zdolnos¢ do
tworzenia hydratow. Moze to wynika¢ ze zmian stosunku liczby czgsteczek
5-CQA 1 liczby czasteczek wody zdolnych do tworzenia odpowiednich oddzialywan
z kwasem chlorogenowym w uktadzie, np. monomerycznych/dimerycznych czasteczek wody
lub klasterow wody zdolnych do przekazania czgsteczki wody czasteczce 5-CQA.

Na rys. 38 A'-C' zaprezentowano w innej formie wplyw poczatkowego stezenia
5-CQA w wodnych roztworach na zawarto$¢ jego hydratow w suchych ekstraktach — jako
zalezno$¢ stopnia konwersji 5-CQA do jego hydratow w funkcji poczatkowego stezenia
5-CQA w wodnych roztworach. Przedstawione wykresy stanowig potwierdzenie istoty wpltywu
stosunku molowego 5-CQA i wody na proces tworzenia hydratow, a takze w jasny sposob
pokazuja, ze wraz ze wzrostem poczatkowego stezenia 5-CQA w wodnym roztworze maleje

stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>O w catym zakresie badanych stezen.
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Rys. 38. Wplyw poczatkowego stezenia 5-CQA w jego wodnym roztworze na:

- stezenie 5-CQA*H>0-1, 5-CQA*H>0-2 oraz na stezenie obu hydratow w suchych
ekstraktach wodnych roztworow 5-CQA inkubowanych w temperaturach 5 (A),
30 (B) 1 60°C (C); oraz

- stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>O-1 lub do 5-CQA*H>0-2 lub do sumy
obu hydratéw po procesie usunigcia wody z wodnych roztworéw 5-CQA
inkubowanych w temperaturach 5 (A"), 30 (B") 1 60°C (C").

Dane z wykresow (A-C) oraz (A'-C') podsumowano odpowiednio na wykresach D

oraz D".

Warunki: czas inkubacji — 24 godziny; inkubacja statyczna; metoda usunigcia wody

z roztworu — liofilizacja. Wg. [P2].
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Doktadna analiza krzywych zaprezentowanych na rys. 38A-C oraz 38A'-C' dowodzi, ze
temperatura inkubacji wodnego roztworu 5-CQA ma takze wplyw na proces tworzenia
hydratow. W celu lepszego podkreslenia wpltywu temperatury na tworzenie si¢ hydratow na
rys. 38D oraz D' zebrano wyniki dotyczace zmian catkowitej ilosci obydwu hydratow w kazdej
temperaturze (5°C, 30°C oraz 60°C).

13.3.Wplyw temperatury inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na stopien
konwersji tego kwasu do 5-CQA*H,O

Na rys. 39A-C przedstawiono wpltyw temperatury na stopien konwersji 5-CQA do
5-CQA*H,0O-1 (linia przerywana), 5-CQA*H>0O-2 (linia kropkowana) oraz 5-CQA#*H>O-1
i 5-CQA=*H»0-2 (linia ciaggta) w roztworach wodnych 5-CQA inkubowanych przez okres
1 (A), 5 (B) oraz 24 godzin (C). Jak wida¢, w przypadku 1 godzinnej inkubacji jednoznaczny
wzrost stopnia konwersji 5-CQA do jego hydratow (Feiit < Fexp) obserwowany jest w zakresie
do 140°C, a w przypadku 5 godzinnej w obszarze do 120°C (patrz odpowiednio rys. 39 A
i B). W przypadku probek inkubowanych przez 1 godzing konwersja kwasu chlorogenowego
sigga blisko 100 %.

Zmiany wydajnosci tworzenia hydratow 5-CQA powodowane wzrostem temperatury

inkubacji wodnych roztworéw moga wynikac z:

e rozpadu aglomeratow czasteczek wody 1 utworzenia wigkszej liczby
monomeroéw/dimerdéw lub innych mniejszych klasterow czasteczek wody, ktore moga
by¢ donorami wody podczas tworzenia kompleksu 5-CQA*H>O;

o zwigkszenia liczby aktywnych kolizji 5-CQA oraz czasteczek wody.

W przypadku temperatur przekraczajacych 140°C (inkubacja przez 1 godzing) oraz 120°C
(inkubacja przez 5 godziny) widoczny jest spadek stopnia konwersji, ktory moze by¢

wytlumaczony hydroliza 5-CQA (oraz jego hydratow).
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Rys. 39. Wplyw temperatury inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na stopien konwersji
5-CQA do 5-CQA=*H»0O-1, 5-CQA*H>0-2 oraz catosci 5-CQA=*H,O.
Zaleznosci dla 1 (A), 5 (B) oraz 24 godzinnej (C) inkubac;ji.
Warunki: stezenie 5-CQA w wodnym roztworze — 1 mg/mL; inkubacja statyczna;
metoda usunigcia wody z roztworu — liofilizacja. Wg. [P2].
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13.4.Wplyw metody usuwania wody z wodnego roztworu 5-CQA na stopien
konwersji tego kwasu do 5-CQA*H,O

Podczas badan, ktorych wyniki zaprezentowano w poprzednich podrozdziatach jako
metod¢ usuwania wody z roztwordéw poddanych inkubacji w celu uzyskania suchego ekstraktu
wykorzystano liofilizacje. Majac na uwadze wptyw temperatury inkubacji, czasu inkubacji oraz
wplyw stezenia 5-CQA na stopien konwersji 5-CQA do hydratow postanowiono zbada¢ czy
podczas stosowania innych metod usuwania wody nastgpig zmiany wydajnosci tworzenia
kompleksow 5-CQA*H>O. Wyniki tej serii eksperymentéw zaprezentowano na rys. 40.
Uzyskane wyniki pokazujg, ze wytacznie w przypadku odparowania wody w temperaturze
wrzenia (ci$nienie atmosferyczne) obserwuje si¢ istotny wzrost konwersji 5-CQA.

Zastosowanie pozostatych metod powoduje niewielkie zmiany

M 5-CQA*H,0-1
5-CQA%*H,0-2

M 5-CQA*H,0-1 oraz 5-CQA*H,0-2

Stopien konwersji 5-CQA do hydratow [%]

Odparowanie Odparowanie Odparowanie Odparowanie
Liofilizacja pod strumieniem Prézniowe Prozniowe 100°C pod cisnieniem
azotu 50°C 80°C atmosferycznym

Rys. 40. Wplyw metody usuwania wody z roztworu 5-CQA na stopien konwersji 5-CQA do
5-CQA#*H>0-1, 5-CQA*H>0-2 oraz do sumy obu hydratow.
Warunki: stezenie 5-CQA w wodnym roztworze — 1 mg/mL; temperatura inkubacji
— 30°C; czas inkubacji — 24 godziny; inkubacja statyczna. Wg. [P2].
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w stopniu konwersji w odniesieniu do liofilizacji. W $wietle wynikow z poprzedniego
podrozdziatu wicksza warto$¢ stopnia konwersji przy odparowaniu wody w temperaturze
100°C (ci$nienie atmosferyczne) jest zrozumiata. Duzym zaskoczeniem jest natomiast brak
istotnych zmian w przypadku pozostatych metod. Moze on by¢ wytlumaczony, jesli wezmie si¢
pod uwage iz:
e kompleks 5-CQA*H>O powstaje w wyniku reakcji czasteczki 5-CQA 1 wody
w postaci monomeru lub dimeru, oraz
e podczas odparowania czasteczki wody opuszczaja roztwor w postaci niewielkich
aglomeratow, (m.in. dimeréw oraz monomeroéw [224]) co powoduje zubozenie uktadu
w tego typu twory.
Bardzo zblizona warto$¢ stopnia konwersji w trakcie liofilizacji, odparowania w strumieniu
azotu oraz odparowania w warunkach prézni w temperaturze 50 1 80°C, wskazuje, ze proces
wymieniony w drugim punkcie nastgpuje znaczniej szybciej, czego wynikiem jest brak zmian

wydajnosci tworzenia hydratow 5-CQA.

13.5.Wplyw inkubacji statycznej i dynamicznej wodnego roztworu 5-CQA
na stopien konwersji tego kwasu do 5-CQA*H>0O

W kazdej z wczesniejszych serii eksperymentéw dotyczacych inkubacji wodnych
roztworow 5-CQA prowadzono ich statyczng inkubacje. Diagram widoczny na rys. 41
pokazuje, ze dynamiczna inkubacja (wytrzasanie lub zastosowanie ultradzwigkow) zwieksza
stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>O w poréwnaniu do tej zachodzacej w warunkach
statycznych (patrz probka odniesienia na rys.41). Mechaniczne zaburzenia struktur
aglomeratow, z ktorych sktada si¢ woda, powodowane dynamicznym prowadzeniem inkubacji
przyczynia si¢ do wzrostu stopnia konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>O. Najprawdopodobniej jest

on zwigzany z:

e powstaniem wigkszej liczby czasteczek wody wystepujacych w  postaci
monomerdéw/dimerow lub aglomeratow zdolnych do bycia potencjalnymi donorami
wody podczas tworzenia hydratow z 5-CQA, oraz

e zwigkszeniem prawdopodobienstwa efektywnego zderzenia pomig¢dzy czasteczkami

5-CQA oraz czasteczkami wody.
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Rys. 41. Stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>0-1, 5-CQA*H>0-2 oraz do sumy obu
hydratéw w suchych ekstraktach otrzymanych po liofilizacji wodnych roztworéw
5-CQA inkubowanych statycznie, wytrzasanych oraz poddawanych dzialaniu
ultradzwigkow.

Warunki: stezenie 5-CQA w wodnym roztworze — 1 mg/mL; temperatura
inkubacji — 30°C; czas inkubacji — 15 minut; metoda usuni¢cia wody z roztworu —
liofilizacja. Wg. [P2].

13.6.Prawdopodobny mechanizm tworzenia kompleksow 5-CQA*H,0O

Jak zaznaczono w rozdziale 12.2, stabilno$¢ kompleksow 5-CQA*H>O jest
konsekwencja utworzenia trzech wigzan wodorowych pomigdzy grupami OH3, OH4 i grupa
estrowg 5-CQA a czasteczka wody. Powstanie takiego uktadu wymaga przyjecia odpowiedniej
konformacji przez kwas chlorogenowy oraz obecnosci czasteczki wody we wilasciwym
polozeniu wzgledem wymienionych grup 5-CQA. Nalezy pami¢ta¢, ze woda jest ukladem
silnie zasocjowanych molekut H20O, z ktorych kazda moze utworzy¢ maksymalnie cztery
wigzania wodorowe z molekutami sgsiednimi. Wigzania te dzigki cigglym termicznym ruchom
czasteczek wody pekaja i odbudowujg sig, co oznacza, ze woda moze by¢ traktowana jako zbior
bardziej lub mniej ztozonych konglomeratoéw molekut H,O — trojwymiarowych, cyklicznych

i liniowych [225, 226].
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Zaprezentowane wyniki sugeruja dwa mozliwe mechanizmy tworzenia kompleksow

5-CQA*H>0 w wodnych roztworach kwasu chlorogenowego:

— reakcje 5-CQA z woda w postaci monomerdéw/dimerow, lub
— odlaczenie czasteczki wody przez 5-CQA z wodnych aglomeratow, ktére moga by¢
donorami wody.
Wyniki przedstawiajace wpltyw temperatury na proces tworzenia kompleksow 5-CQA*H>O
(patrz podrozdzial 13.3) wlasciwie nie wykluczaja zadnej z opcji. Wzrost temperatury
niewatpliwe przyczynia si¢ do rozpadu klasterow wodnych na coraz to mniejsze ugrupowania,
takze dimery oraz monomery. Jednak wyniki innych serii eksperymentow,

takie jak:

— obecno$¢ plateau na wykresie pokazujacym zalezno$ci pomiedzy stezeniem
5-CQA=*H>O0 a stezeniem 5-CQA (patrz rys. 38 A-D),
— wyrazny wzrost stopnia konwersji 5-CQA do 5-CQA=*H>O wraz ze spadkiem
poczatkowego stezenia 5S-CQA (patrz rys. 38A'-D"),
— brak wptywu metody usuwania wody z wodnych roztworéw 5-CQA na jego konwersje
do 5-CQA=*H>O (patrz rys. 40 oraz rozdziat 13.4),
— wzrost konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>O spowodowany dynamiczng inkubacja
wodnych roztworow 5-CQA (patrz rys. 41), oraz
— poczatkowy wzrost stopnia konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>0O wraz ze wzrostem czasu
inkubacji oraz nastepujace po nim plateau (patrz rys. 37) — sugerujace, ze przy niskim
stezeniu monomerycznych/dimerycznych form H>O czas tworzenia
5-CQA=*H;O0 ro$nie, a na dodatek, proces zwalnia na skutek zuzywania si¢ substratow,
wskazuja, ze to pierwszy z wymienionych mechanizmoéw jest bardziej prawdopodobny
(t.j. aktywna kolizja odpowiednio zorientowanych molekut 5-CQA z monomerami/dimerami

wody, ktore s3a obecne w niskich st¢zeniach w uktadzie reakcyjnym).

13.7.Eksperymenty dodatkowe

Suche pozostatosci otrzymane po inkubacji wodnego roztworu 5-CQA w warunkach
zapewniajacych blisko 100 % konwersje 5-CQA do 5-CQA*H>O (patrz rys. 39 — inkubacja
przez 1 godzing w temperaturze 120°C) zbadano przy wykorzystaniu metody Karla-Fischera

oraz analizy elementarnej. Pierwsza z nich stuzaca do oznaczania zawarto$ci wody
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w rozpuszczalnikach 1 ciatach stalych nie wykazata obecnosci wody w badanej probcee,
wskazujac tym samym na bardzo silnie zwigzanie czasteczek wody przez 5-CQA. Z kolei
z drugiej wynikato, ze sktad pierwiastkowy probki jest nastepujacy:

wegiel — 51.7 %,

wodor -5.3 %,

tlen — 43.0 %,

co odpowiada hydratowi o wzorze m x 5-CQA*n x H20, gdzie m/n wynosi 1.

Kolejnych informacji odnos$nie struktury hydratow 5-CQA dostarczyta spektroskopia
dyfuzyjna NMR. Widmo 'H DOSY probki suchej pozostatosci inkubowanego roztworu
5-CQA o stopniu konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>0O rownym 35 % (24 godziny inkubacji,
temperatura 30 C stopni) rozpuszczonej w DMSO-d¢ przedstawiono na rys. 42.
O$ F1 odpowiada wartosciom wspotczynnikéw dyfuzji, a o$S F2 reprezentuje wartosci
przesunie¢ chemicznych jader 'H. Dla sygnatéw 5-CQA oraz 5-CQA*H,O obserwuje si¢

znaczng réznice wartosci ich wspotczynnikow dyfuzji. W tym miejscu nalezy zauwazy¢, ze

5'CQA* Hzo
N

1x107"°

[

S ) L
/li@ Qo 9 0 © © L]

2x107"°
5-CQA
3x107"°

4x107"°

F1 [m?/s]

5x10™"°

DMSO 6x10™"°

7x107"°

8.00 7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2.00 1.00
F2 [ppm]
Rys. 42 Przyktadowe widmo '"H DOSY (DMSO-ds, 600 MHz) suchej pozostato$ci
inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA.

Sucha pozostato$¢ zawierata 35 % hydratow 1 65 % 5-CQA. Na widmie
zaznaczono sygnaty pochodzace od 5-CQA oraz 5-CQA*H>0. Wg. [P2].
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samo skoordynowanie wody (masa 18 Da) odpowiadatoby zmianom dyfuzji na poziome btedu
metody [216]. Tak wiec, widoczne rdznice we wspodtczynnikach dyfuzji wskazuja, ze hydraty
5-CQA wystepuja w formie wickszych tworow. Dla uzupehienia warto dodaé, iz wartosci
wspotczynnikow dyfuzji dla poszczegdlnych hydratow s3a bardzo podobne (rdznice
w granicach bledu pomiarowego).

W celu okres$lenia masy molowej hydratow 5-CQA zastosowano metod¢ wzorca
zewngtrznego zaproponowang przez Stalkego i wspotpracownikow [196, 197] (patrz czes¢
eksperymentalna). W tym celu przygotowano krzywa kalibracyjng, ktéra taczy
znormalizowany wspotczynnik dyfuzji substancji z jej masg molowg. Prezentuje ja rys. 43.
Odnoszac odczytane warto$ci wspotczynnikow dyfuzji dla sygnatow 5-CQA*H>O stwierdza
sie, ze masa molowa kazdego z hydratéw wynosi 805.42 g mol™! (patrz tabela 8), co wskazuje,
ze sygnaly obserwowane na widmach NMR pochodza od uktadéw sktadajacych si¢ z dwdch
czasteczek 5-CQA 1 dwoch czasteczek wody. Hydraty oznaczone jako 5-CQA*H>O-1
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Rys. 43. Krzywa kalibracyjna wykorzystana przy wyznaczaniu masy molowej 5-CQA*H>O
metoda wzorca zewnetrznego. Wspotczynniki dyfuzji wyznaczono metodg NMR.
Wg. [P2].
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Tabela8 Dane NMR DOSY oraz obliczone masy molowe dla kompleksow
[2x5-CQA#2xH,0]. Dane wg. [P2].

Srednia warto§¢ wspotczynnikow dyfuzji 5-CQA*H,0* [m?/s] 1.20-1071°
Logarytm znormalizowanego wspolczynnika dyfuzji 5-CQA*H>O -9.877
Wyznaczona eksperymentalnie masa molowa 5-CQA*H>0 [g/mol] 805.42
Teoretyczna masa molowa [2 x 5-CQA=*2 x H,O] [g/mol] 744.65

@ Srednia zostala policzona na podstawie wartosci odczytanych dla wszystkich sygnatow
5-CQA*H,0-1 oraz 5-CQA*H>O-2, ktérych struktury multipletowe byly wyraznie
rozdzielone.

oraz 5-CQA=*H»0-2 sa faktycznie kompleksami o wzorach [2x5-CQA*2xH>O] (odpowiednio
[2x5-CQA=*2xH>0]-1 oraz [2x5-CQA*2xH>0]-2).

W poprzednim rozdziale stwierdzono, ze w wyniku utworzenia hydratow 5-CQA
nastepuje migracja sygnatow protonow reszty kwasu kawowego w kierunku wyzszych wartosci
przesunig€. Z jednej strony takie zmiany wykluczajg mozliwos$¢ wystapienia oddziatywan n-nt
(powodujacych migracje sygnaldow w kierunku nizszych warto$ci przesunigc), ktore
odpowiadaja za agregacj¢ czasteczek kwasu chlorogenowego w obszarze powyzej jego
krytycznego stezenia agregacji [34]. Z drugiej strony wysoka stabilnos¢ kompleksow [2x5-
CQA=*2xH>0]-1 1 [2x5-CQA*2xH>0]-2 oraz umiejscowienie wody
w hydratach (patrz rys. 33) moga sugerowac, ze wzajemnie oddziatujace ze soba czasteczki
wody s3 polozone pomiedzy dwiema czasteczkami 5-CQA. W kazdym z kompleksow
[2x5-CQA=*2xH>0] czasteczka wody z ugrupowania 5-CQA*H>O oprocz trzech wigzan
wodorowych z grupami kwasu chlorogenowego tworzy kolejne oddziatywanie z czgsteczka
wody z drugiego ugrupowania 5-CQA=*H>O. Dzigki temu powstaje polaczenie pomigdzy
jednostkami 5-CQA*H>O.

Prawdopodobne struktury [2x5-CQA#2xH>O]-1 1 [2x5-CQA#2xH>0]-2 otrzymane

z wykorzystaniem mechaniki molekularnej (pole sitowe MMFF94s) przedstawiono na rys. 44.
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Rys. 44. Struktury  kompleksow  [2x5-CQA#2xH,O]-1 1 [2x5-CQA#2xH>0]-2.
Dane wg. [P2].

Jak wynika z rysunku, najbardziej istotne roéznice w strukturze kompleksow
[2x5-CQA*2xH>0]-1 1 [2x5-CQA*2xH>0]-2 sa widoczne w potozeniu reszt kwasu kawowego
wzgledem pozostalych grup funkcyjnych. W przypadku kompleksu
[2x5-CQA#*2xH>0]-1 obecne jest oddzialywanie krawedz-krawedz (ang. edge-to-edge) reszt
kwasu kawowego skutkujace zmniejszeniem ekranowania jader znajdujacych sie
w plaszczyZnie fragmentéw nienasyconych, co moze wyjasnia¢ wyzsze wartosci przesuni¢c
protonéw nienasyconych tego kompleksu. Brak takiego oddzialywania w kompleksie
[2x5-CQA*2xH>0]-2 tlumaczy mniejsze zmiany przesuni¢¢ chemicznych protondéw w jego

grupach nienasyconych spowodowane juz wytacznie przytaczeniem wody.
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14. Hydraty 5-CQA w roztworach wodnych oraz
produktach spozywczych zawierajacych ten kwas

Jak wykazano w poprzednim rozdziale, ilosci [2x5-CQA#*2xH>0] obecne w suchych
ekstraktach inkubowanych wodnych roztworow 5-CQA zalezg w znacznym stopniu od czasu
inkubacji. Przyktadowo, im dtuzszy jest czas inkubacji roztworu 5-CQA tym wigksza jest
zawartos$¢ [2x5-CQA#*2xH>O] w suchym ekstrakcie. Taka relacja sugeruje, ze hydraty 5-CQA
prawdopodobnie powstaja juz w roztworach wodnych tego kwasu, a ich ilosci zaleza od czasu
inkubacji roztworu. Aby sprawdzi¢ powyzsza hipotez¢ postanowiono przebadaé roztwory
wodne 5-CQA pod katem obecnos$ci jego hydratow. Badaniami postanowiono obja¢ takze

modelowe produkty spozywcze zawierajace 5-CQA.

14.1.Bezposrednia analiza NMR wodnych roztworow 5-CQA

W celu stwierdzenia obecnosci komplekséw 5-CQA w roztworach wodnych analizie
NMR poddano roztwory 5-CQA w mieszaninie 90 % H>O 1 10 % D2O. Rys. 45A przedstawia
widmo 'H $wiezo otrzymanego wodnego roztworu 5-CQA. Sg na nim widoczne jedynie
sygnaty pochodzace od nieprzereagowanego 5-CQA. Brak jest sygnatow pochodzacych od jego
hydratéw. Przedstawione na rys. 45B widmo 'H suchego ekstraktu powyzszej probki po jego
rozpuszczeniu w DMSO-d¢ zawiera natomiast zarowno sygnaly pochodzace od 5-CQA, jak
1 uktady sygnatow generowane przez [2x5-CQA*2xH>0]-1 1 [2x5-CQA#*2xH,0]-2. Wartosci
przesunig¢ chemicznych oraz struktury multipletowe obserwowane dla hydratow
5-CQA s3 zgodne z danymi NMR zaprezentowanymi w rozdziatach 12 1 13. Biorac
pod uwage:

— brak sygnalow rezonansowych pochodzacych od hydratow 5-CQA w jego wodnym
roztworze 1 obecnos¢ [2x5-CQA#2xH>O] w suchym ekstrakcie z tego
nieinkubowanego roztworu, oraz

— zaobserwowany w poprzednim rozdziale wzrost zawartosci [2x5-CQA=*2xH>O]
w suchych ekstraktach spowodowany wydtuzeniem czasu inkubacji wodnych roztworu
5-CQA,

postanowiono powtorzy¢ powyzszy eksperyment biorgc do badan roztwor 5-CQA inkubowany

przez 24 godziny w temperaturze 25°C oraz jego suchy ekstrakt. Z rys. 45C
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Rys. 45. Widma 'H (90 % H,0/10 %D>0, 600 MHz) $wiezo przygotowanego (A)
i inkubowanego przez 24 godziny (C) wodnego roztworu 5-CQA oraz
widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchych ekstraktow ze $wiezo przygotowanego
wodnego roztworu 5-CQA (B) i roztworu inkubowanego przez 24 godziny (D).
Wg. [P3].

wynika, ze na widmie 'H inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA nie obserwuje si¢ sygnatow
pochodzacych od [2x5-CQA#2xH>0O], natomiast s3 one wyraznie widoczne na widmie suchego
ekstraktu (patrz rys. 45D). Poréwnanie widm zaprezentowanych na rys. 45B 1 D dowodzi, ze
w suchym ekstrakcie otrzymanym po inkubacji obecne sg wyraznie wigksze ilo$ci hydratow
5-CQA niz w suchym ekstrakcie uzyskanym ze $wiezo sporzadzonego roztworu. Powyzsze
wyniki moga sugerowac nieobecnos¢ kompleksow [2x5-CQA*2xH>0]
w roztworach wodnych 5-CQA lub to, ze metody NMR nie sg odpowiednie do ich wykrycia w
roztworach wodnych. Jednak, jesli hydraty 5-CQA powstaja juz w jego roztworach wodnych 1
ich stezenia wzrastaja wraz z wydluzaniem czasu inkubacji to podczas takiego procesu
nalezaloby si¢ spodziewac zmian pewnych wlasciwosci fizykochemicznych roztworow 5-CQA
1 samego 5-CQA. Dlatego tez postanowiono przebada¢ zmiany wybranych fizykochemicznych

wlasnosci roztworéw 5-CQA w czasie.
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14.2.0cena wybranych wlasciwosci fizykochemicznych wodnych roztworow
5-CQA

Przewodnictwo elektrolityczne

Jedng z podstawowych wielkosci fizykochemicznych, ktorej pomiary moga dostarczy¢
przydatnych informacji o roztworach 5-CQA jest przewodnictwo elektrolityczne.
Konduktometria jest technika stosunkowo prosta i nieinwazyjng wzgledem czasteczek
przenoszacych tadunek elektryczny, co moze mie¢ szczegdlne znaczenie w przypadku
ewentualnie tworzacych si¢ hydratow 5-CQA w trakcie inkubacji jego roztworu. Wptyw czasu
inkubacji wodnych roztworéow 5-CQA na ich przewodnictwo elektrolityczne przedstawia rys.
46A. Wszystkie pomiary przewodnictwa zostaty przeprowadzone w jednej serii pomiarowe;j
w celu unikniecia efektow zwigzanych ze starzeniem elektrod.
Z przedstawionych danych wynika, Ze wraz ze wzrostem czasu inkubacji maleje
przewodnictwo otrzymanych roztwordw (Feit < Fexp). W tym miejscu nalezy podkreslié, ze
tadunek swobodnej/niezwigzanej czasteczki 5-CQA oraz tadunek 5-CQA w jego hydratach
(w odniesieniu do pojedynczej molekuty) sg takie same. Potwierdzeniem tego jest identyczne
pH kazdego z otrzymanych roztworow, ktorego warto§¢ wynosita 4.09. Ponadto, inkubowane
roztwory nie zawieraly zadnych dodatkowych nos$nikéw tadunku elektrycznego, jakimi
w przypadku 5-CQA moglyby by¢ kwas chinowy oraz kawowy powstajace podczas jego
hydrolizy (patrz rys. 46B przedstawiajacy chromatogram wodnego roztworu 5-CQA po 24
godzinach inkubacji). Na podstawie powyzszych wynikow mozna stwierdzi¢, iz obserwowany
spadek przewodnictwa nastgpujacy w skutek wydluzenia czasu inkubacji jest prawdopodobnie
zwigzany z  tworzeniem  si¢  coraz  wigksze]  liczby  hydratow  5-CQA
o zmniejszone] mobilnosci w porownaniu do mobilnosci swobodnych/niezwigzanych
czasteczek 5-CQA. Tak wiec, obserwowane zmiany przewodnictwa elektrolitycznego moga
by¢ uznane za posredni dowdd tego, ze hydraty 5-CQA powstaja juz podczas inkubacji
wodnych roztworow 5-CQA.

Hydproliza 5-CQA

Kwas 5-kawoilochinowy jest estrem kwasu chinowego 1 kwasu kawowego (patrz
podrozdziat 2.1). Te dwa ostatnie kwasy mogg pojawiac¢ si¢ w wodnych roztworach 5-CQA na
skutek jego hydrolizy. W efekcie takiego procesu powstaja rownomolowe ilosci kwasu
chinowego 1 kwasu kawowego. Jesli hydraty 5-CQA powstaja juz podczas inkubacji jego

wodnych roztwordow 1 ich stezenie ro$nie w czasie, to stopien hydrolizy 5-CQA powinien
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Rys. 46. (A) - Wplyw czasu inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na przewodnictwo
elektrolityczne oraz
(B) - przyktadowy chromatogram LC-MS (tryb SCAN) wodnego roztworu
5-CQA po jego 24 godzinnej inkubacji. Wg. [P3].

zaleze¢ od czasu inkubacji przy zatozeniu, ze podatnos¢ hydrolityczna niezwigzanego 5-CQA
1jego hydratdéw jest rozna. Przykladowy chromatogram hydrolizatu 5-CQA otrzymany po jego
czgSciowej hydrolizie jest przedstawiony na rys.47A. Roztwér otrzymany po godzinnej
hydrolizie 5-CQA zawiera reszte nieprzereagowanego 5-CQA oraz produkty jego hydrolizy, t..

kwas kawowy 1 chinowy. Nalezy podkresli¢, ze dwa ostatnie kwasy nie sg obecne
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Rys. 47. (A) - Przyktadowy chromatogram LC-MS (tryb SIM) hydrolizatu wodnego
roztworu 5-CQA inkubowanego przez 24 godziny oraz
(B) - stezenia 5-CQA, kwasu kawowego 1 kwasu chininowego w hydrolizatach

ze $wiezo przygotowanych 1 inkubowanych przez 1 1 24 godziny

wodnych roztworow 5-CQA. Wg. [P3].

w inkubowanych roztworach 5-CQA przed procesem hydrolizy (patrz rys. 46B). Rys. 47B

pokazuje, ze wraz ze wzrostem czasu inkubacji (poprzedzajacej hydrolize) roztworéw 5-CQA

ro$nie stopien jego hydrolizy (Feit < Fexp). Biorac pod uwage zmniejszong mobilno$¢ hydratow
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5-CQA mozna byloby spodziewac si¢ odwrotnej zaleznosci, tzn. spadku stopnia hydrolizy wraz
ze wzrostem czasu inkubacji (wzrostem st¢zenia hydratéw). Nalezy jednak pamigtaé, ze
w hydratach 5-CQA obecne sg wigzania wodorowe powstajace pomig¢dzy czasteczka wody oraz
grupami OH3, OH4 i grupg estrowa kwasu chlorogenowego. Wyst¢powanie wymienionego
oddziatywania moze skutkowac tym, 7e grupa estrowa
w hydratach 5-CQA jest bardziej podatna na hydroliz¢ niz analogiczna grupa w wolnej
czasteczce 5-CQA. Tak wigc, obserwowany wzrost stopnia hydrolizy 5-CQA wraz ze wzrostem
czasu inkubacji jego roztwordow tez najprawdopodobniej jest zwigzany ze wzrostem iloSci
hydratow 5-CQA powstajacych podczas inkubacji. Tym samym przedstawione wyzej wyniki
to kolejny posredni dowod tego, ze hydraty 5-CQA powstaja juz podczas inkubacji jego

wodnych roztworow.

Wtasciwosci przeciwutleniajgce

Jednym z najbardziej istotnych atrybutow kwaséw chlorogenowych sa ich silne
wlasciwosci przeciwutleniajace (patrz podrozdzial 2.4), ktore najczesciej okresla sie oceniajac
ich zdolno$¢ do: zmiatania wolnych rodnikow, spowalniania reakcji utleniania wybranych
zwigzkow oraz redukcji jonow metali. Ocena wilasciwosci przeciwutleniajacych zazwyczaj
obejmuje badanie kinetyki wymienionych powyzej procesow. Jesli hydraty 5-CQA powstaja
juz w inkubowanych roztworach i ich ilo§¢ wzrasta wraz z czasem inkubacji roztworu to
kinetyka reakcji wykorzystywanych do oceny wtasciwos$ci utleniajacych 5-CQA takze powinna
ulega¢  zmianom. Rys. 48A—-E  przedstawiaja ~ krzywe  opisujagce  kinetyke:
(1) zmiatania kationorodnikéw ABTS 1 rodnikéw DPPH (patrz odpowiednio rys. 48A 1 B),
(2) redukcji jonéw Cu** w postaci komplekséw z neokupreing i redukcji jonéw Fe** w postaci
kompleksow z 2.4,6-Tri(2-pirydylo)-s-triazyna (patrz odpowiednio rys. 48C i D) oraz
(3) spowolniania utleniania beta-karotenu (patrz rys. 48E) w reakcjach z wodnymi roztworami
5-CQA inkubowanymi przez rdézny okres czasu. PorOwnanie poszczegélnych krzywych
wskazuje, ze wydtuzenie czasu inkubacji powoduje spowolnienie kinetyki zmiatania rodnikow
(rys. 48A 1 B) oraz przys$pieszenie reakcji redoks (rys. 48C—E). Innymi stowy, nastepuje spadek
aktywno$ci przeciwutleniajacej 5-CQA wraz ze wzrostem czasu inkubacji jego roztworow (Frit
< Fexp okreslona dla wartos$ci otrzymanych po 60 minutach kazdej z reakcji). Powyzsze zmiany
najprawdopodobniej wynikajg ze wzrostu stezenia hydratow 5-CQA, ktére cechuje nizsza
aktywno$¢ przeciwutleniajaca niz w przypadku swobodnych/niezwigzanych czasteczek

5-CQA. Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze
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Rys. 48. Krzywe przedstawiajace kinetyke reakcji zachodzacych pomiedzy kationorodnikami
ABTS (A) lub rodnikami DPPH (B) lub kompleksami
Cu(Il)-neokupreina (C) lub kompleksami Fe(Ill)-2,4,6-Tri(2-pirydylo)-s-triazyna
(D) lub rodnikami peroksylowymi (E) a wodnymi roztworami 5-CQA, ktore byty
nieinkubowane (zielona kropkowana krzywa z okregami) i inkubowane przez 1 i 24
godziny (odpowiednio przerywana czerwona krzywa z trdjkatami i niebieska linia
z kwadratami). Wg. [P3].
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wlasciwosci antyoksydacyjne polifenoli wynikajg przede wszystkim z obecno$ci grup
fenolowych uczestniczacych w reakcjach rodnikowych i1 redoks (patrz podrozdziat 1.3).
Powstawanie hydratéw 5-CQA w postaci [2x5-CQA*2xH>0], w przypadku ktorych dostep
rodnikéw 1 komplekséw do grup Ar-OH jest utrudniony moze thumaczy¢ omawiane wyniki.
Inng potencjalng przyczyng obserwowanych tendencji mogg by¢ zmiany w strukturze wigzan
wodorowych, ktore uczestniczg w stabilizacji powstajacych rodnikow 5-CQA. Niezaleznie od
tego, ktora z wymienionych przyczyn wystgpowania slabszych  wilasciwosci
przeciwutleniajagcych hydratow 5-CQA jest bardziej prawdopodobna, wyniki zaprezentowane
w niniejszym podrozdziale sg kolejnym posrednim dowodem powstawania hydratow 5-CQA
w jego wodnych roztworach.

W s$wietle przedstawionych dowodow wskazujacych na to, ze hydraty 5-CQA tworzg si¢
juz w wodnych roztworach jego kwasu brak widocznych zmian na widmach 'H wodnych
roztworow 5-CQA wydaje si¢ zaskakujacy. Wythumaczeniem tego faktu moga by¢:

e zbyt male roznice warto$ci przesuni¢¢ chemicznych niezwigzanego 5-CQA 1 jego
czgsteczek w hydratach,

e wystepowanie procesOw wymiany chemicznej pomigdzy 5-CQA 1 jego hydratami,
ktérych szybko$¢ jest zbyt wysoka by mozliwe bylo zarejestrowanie poszczegolnych

form 5-CQA zaangazowanych w takie dynamiczne procesy.

Ocena wlasciwosci przeciwutleniajgcych modelowych produktow spoZywczych zawierajqcych
5-CoA4

Jak wynika z poprzednich podrozdziatow przeksztatcenie 5-CQA do hydratow zachodzi
juz podczas inkubacji jego wodnych roztworéw. W tym miejscu mozna postawi¢ pytanie czy
podobne procesy maja réwniez miejsce w produktach spozywczych zawierajacych 5-CQA?
Uzyskanie jednoznacznej 1 bezposredniej odpowiedzi na postawiony problem wydaje si¢ trudne
z powodu wysokiej ztozono$ci takich probek. Dlatego w celu otrzymania przynajmniej
uproszczonego obrazu postawionego problemu, postanowiono zbada¢ wptyw przechowywania
modelowych produktow spozywczych (mieszanin o stosunkowo niskim stopniu ztozonosci,
ktére moga by¢ juz uznane za produkty spozywcze) na ich fizykochemiczne wilasciwosci
wskazujace powstawanie w nich hydratow 5-CQA. Jako przyktadowe produkty wykorzystano
modelowe napoje (nap0oj energetyczny oraz napoj izotoniczny), dla ktérych badano zmiany
kinetyki reakcji rodnikowych przed i po ich inkubacji. Rys.49 przedstawia procent

kationorodnikow ABTS i rodnikow DPPH pozostatych po 60 minutach prowadzenia reakcji ze
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$wiezo sporzgadzonymi oraz inkubowanymi modelowymi napojami i ich bazami (czyli
napojami niezawierajacymi 5-CQA). Jak wida¢, wzrost czasu inkubacji prowadzi do spadku
zdolno$ci  zmiatania wolnych rodnikdow przez ~modelowe produkty (procent

nieprzereagowanych rodnikow w ukladzie pomiarowym wzrasta
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Rys. 49. Procent nieprzereagowanego kationorodnika ABTS (A) i rodnika DPPH (B) po 60
minutach reakcji ze §wiezo przygotowanymi 1 inkubowanymi przez 1 1 24 godziny
modelowymi napojami izotonicznymi, modelowymi napojami energetycznymi i ich
bazami. Wg. [P3].
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wraz z wydluzeniem czasu inkubacji). Nalezy zauwazy¢, ze roztwory stanowigce bazy
poszczegblnych napojow nie wykazuja zdolnosci zmiatania wolnych rodnikéw. Tym samym,
wiasciwosci przeciwutleniajagce badanych modelowych produktow spozywczych i1 ich
obnizenie wraz z wydluzeniem czasu inkubacji sg zwigzane odpowiednio z obecnoscig
5-CQA 1 jego transformacjg podczas ich inkubacji. Podobnie jak w przypadku wodnych
roztworéw 5-CQA, tak i w przypadku modelowych produktéw spozywczych obserwowane
zmiany wiasciwo$ci przeciwutleniajagcych mozna wytlumaczy¢ przeksztatceniem 5-CQA do

jego hydratow.

14.3.Czastkowy rzad reakcji tworzenia hydratow 5-CQA w jego roztworach
wodnych

Badania omawiane w rozdziale 13 wskazuja, ze kompleksy [2x5-CQA+*2xH>O] powstaja
w wyniku zderzen zachodzacych pomiedzy odpowiednio zorientowanymi czasteczkami kwasu
chlorogenowego oraz monomerami/dimerami wody. Dyskusja wynikéw zaprezentowana
w  tym  rozdziale  podkresla, 7e stezenie ~ monomeréw/dimerow  wody
w roztworach 5-CQA jest bardzo niskie i tym samym jest czynnikiem decydujacym
o szybko$ci powstawania hydratow 5-CQA. Jezeli taki mechanizm jest prawdziwy to
czastkowy rzad takiej reakcji wzgledem 5-CQA powinien wynosi¢ zero, t.j. kinetyka tworzenia
kompleksow [2x5-CQA#*2xH>O] nie powinna zmienia¢ si¢ wraz ze stg¢Zeniem
5-CQA. Taka hipoteza wydaje si¢ prawdopodobna jezeli przyjmie si¢, Ze szybkos$¢ odtwarzania
monomerdéw/dimeréow  wody w silnie zasocjowanych roztworach jest niewielka
1 stata. Tak wiec, drugim celem badan przedstawionych w niniejszym rozdziale byto zbadanie
wplywu stezenia 5-CQA w jego wodnych roztworach na kinetyke reakcji tworzenia
kompleksow [2x5-CQA*2xH>0].

Rys. 50A przedstawia wptyw czasu inkubacji na stopien transformacji 5-CQA do jego
hydratéw w jego wodnych roztworach o réznych poczatkowych stezeniach 5-CQA, natomiast
rys. 50B pokazuje jak czas inkubacji wplywa na procent nieprzereagowanego 5-CQA w tych
roztworach. Z analizy wykresu 3D na rys. 50B wynika, ze kinetyka transformacji 5-CQA do
[2x5-CQA=*2xH>0] nie zalezy od poczatkowego stezenia 5-CQA. Jest to lepiej widoczne na
rys. 50C pokazujagcym wpltyw czasu inkubacji wodnych roztworow 5-CQA na spadek jego
stezenia. Jak wida¢, ubytek 5-CQA podczas jego transformacji do hydratow jest staly

w rozpatrywanym przedziale czasu i nie zalezy od poczatkowego stezenia tego kwasu.
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Rys. 50. Wptyw czasu inkubacji wodnych roztworow 5-CQA o réznym stezeniu na:
(A) - stopien transformacji 5-CQA do jego hydratow,
(B) - procentowa zawarto$¢ nieprzeksztatconego 5-CQA i
(C) - zawarto$¢ nieprzeksztatconego 5-CQA wyrazong w [mg/mL]. Wg. [P3].

118



Pomimo malejacego stosunku liczby moli monomerycznej/dimerycznej wody do liczby moli
5-CQA w jego wodnych roztworach, szybko$¢ powstawania hydratéw jest niemal stata. Mozna
to wytlumaczy¢ tym, ze szybkos$¢ ,,odtwarzania” monomerow/dimeréw wody w silnie
zasocjowanych roztworach wodnych 5-CQA jest znacznie nizsza od szybkosci tworzenia
hydratow 5-CQA. Tym samym, czgstkowy rzad reakcji powstawania hydratow 5-CQA
wzgledem stezenia 5-CQA jest pseudo-zerowy, co dodatkowo potwierdza stusznosc

zaproponowanego mechanizmu tworzenia hydratow.

119



15. Wplyw metod przygotowania probek do analizy na

powstawanie hydratow 5-CQA

Rozpatrujagc mozliwosci analityczne techniki NMR nalezy zauwazy¢, ze jej istotng wada
jest nie tylko niska czulos$¢, ale takze niepewno$¢ w przypadku identyfikacji nieznanych
zwigzkow w ztozonych mieszaninach. Dlatego w wielu przypadkach probki przeznaczone do
badan z zastosowaniem NMR sg najpierw zat¢zane 1 oczyszczane od zanieczyszczen
z uzyciem technik przygotowania probek. Przyktadami tych metod sg ekstrakcja ciecz-ciecz
(LLE), ekstrakcja do fazy statej (SPE), technika QUEChERS, technika dyspersji matrycy
w fazie statej (MSPD), przy czym najczg¢sciej do analiz NMR stosuje si¢ LLE i SPE [227-229].
W kazdej z wymienionych technik typowo wykorzystywane sg rozpuszczalniki i/lub sorbenty
o hydrofobowym charakterze (heksan, octan etylu, sorbenty C-18, C-8 itp.). W tym miejscu
nalezy nadmieni¢, Ze na granicy faz woda/faza hydrofobowa i w jej poblizu struktura wody jest
silnie zaburzona [230-232]. Majac na uwadze fakt, iz hydraty 5-CQA powstaja w jego reakcji
z monomerycznymi/dimerycznymi czasteczkami wody mozna postawi¢ pytanie czy kontakt
wodnego roztworu 5-CQA z hydrofobowymi rozpuszczalnikami w technice LLE lub
z hydrofobowymi sorbentami w technikach SPE, QUEChERS 1 MSPD ma wptyw na stopien
transformacji 5-CQA do 2x5-CQA*2xH>0. Pytanie to jest uzasadnione, poniewaz na granicy
faz w  zaburzonej  strukturze wody moga by¢ obecne wigksze iloSci
monomerycznych/dimerycznych czasteczek wody lub moga by¢ one z tej zaburzonej struktury
tatwiej wychwytywane przez 5-CQA niz z objetosciowej czesci fazy wodnej. Wyniki badan
przedstawione w niniejszym rozdziale pokazuja wptyw wymienionych technik przygotowania
probek na stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA=*2xH20 jaki obserwuje si¢ w wyniku
analizy NMR suchych pozostatosci otrzymanych po odparowaniu ekstraktow LLE, SPE,
QuEChERS 1 MSPD z wodnych roztworéw 5-CQA oraz ekstraktow LLE 1 SPE
z produktow spozywczych i ro§linnych zawierajacych 5-CQA.
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15.1.Wplyw metody przygotowania probki do analiz na powstawanie
hydratow 5-CQA - porownanie technik ekstrakcji

Rys. 51 przedstawia wartosci stopnia transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH,O
okreslone za pomocg NMR w suchych ekstraktach otrzymanych po odparowaniu:
— wody z wodnego roztworu 5-CQA,
— octanu etylu z ekstraktu otrzymanego w wyniku ekstrakcji ciecz-ciecz wodnego
roztworu 5-CQA,
— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent kolumienki SPE na ktora naniesiono
wodny roztwor 5-CQA,
— acetonitrylu z koncowego ekstraktu uzyskanego w wyniku ekstrakcji wodnego
roztworu 5-CQA technikg QUEChERS, oraz
— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent kolumienki upakowanej zawiesing
sorbentu 1 wodnego roztworu 5-CQA po procedurze MSPD.
Zaprezentowany diagram wskazuje, ze w przypadku wszystkich wykorzystanych technik
przygotowania probek w suchych ekstraktach obserwuje sie¢ wigkszy stopien transformacji
5-CQA do 2x5-CQA#2xH>O niz po odparowaniu wody z wodnego roztworu 5-CQA
(t.j. wiekszy niz 26 %) (Feit < Fexp). Nalezy zauwazy¢, ze w kazdej z zastosowanych metod
wodny roztwoér 5-CQA miatl kontakt z fazg hydrofobowa, t.j. z octanem etylu lub sorbentem
C-18, ktora zaburza silnie zasocjowang strukture wody. Tak wigc, kontakt wodnych roztworow
5-CQA z fazami hydrofobowymi (rozpuszczalnikami ekstrakcyjnymi lub sorbentem C-18)
zwigksza stopien konwersji 5-CQA do jego hydratéw. Warto rowniez podkresli¢, ze
zastosowanie techniki QUEChERS powoduje znacznie mniejszy przyrost stopnia transformacji
5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 niz w przypadku pozostalych technik. Wyttumaczeniem tego
moga by¢ bardzo wysokie stezenia soli ekstrakcyjnych (MgSOq4
1 NaCl) stosowanych w uktadach QUEChERS (ktorych jony sg silnie hydratowane i tym samym
ich solwatacja stanowi proces konkurencyjny wzgledem procesu tworzenia hydratow 5-CQA)
oraz mate ilosci sorbentu C-18 wykorzystywanego wytacznie do usuwania zanieczyszczen
w ostatnim etapie procedury. W takich wukladach liczba czasteczek wody
w postaci monomerow 1 dimerdéw jest prawdopodobnie niska, co utrudnia powstawanie

hydratéw 5-CQA.
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Rys. 51. Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0O okre$lony w oparciu o analize

NMR suchych ekstraktéw otrzymanych po odparowaniu:

— wody z wodnego roztworu 5-CQA;

— octanu etylu z ekstraktu otrzymanego w wyniku ekstrakcji ciecz-ciecz wodnego
roztworu 5-CQA

— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent dla kolumienki na ktorg
naniesiono wodny roztwor 5-CQA w technice SPE;

— acetonitrylu z koncowego ekstraktu uzyskanego w wyniku ekstrakcji wodnego
roztworu 5-CQA z wykorzystaniem techniki QUEChERS;

— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent dla kolumienki upakowanej
zawiesing sorbentu 1 wodnego roztworu 5-CQA w technice MSPD.
Wg. [P4].

Chociaz wzrost stopnia konwersji obserwuje si¢ w przypadku zastosowania kazdej
z powyzszych technik, dalsze badania omawiane w niniejszym rozdziale prowadzono
z wykorzystaniem LLE 1 SPE, czyli technik, ktore z jednej strony sa najczegsciej stosowane

w praktyce, a z drugiej generuja znaczny wzrost stopnia konwersji.

15.2.Powstawanie hydratow 5-CQA w trakcie ekstrakcji SPE -
wplyw eluentu stosowanego w technice SPE

Ekstrakcja do fazy statej jest jedna z najczesciej wykorzystywanych i najbardziej
uniwersalnych metod przygotowania probek do analiz instrumentalnych. Wprawdzie
zastosowanie techniki SPE, podobnie jaki technik LLE, QUEChERS i MSPD umozliwia:

— uproszczenie ztozonych matryc,
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— redukcje efektow matrycowych w uktadach GC-MS 1 LC-MS,

— frakcjonowanie sktadnikéw probek na poszczegdlne klasy zwigzkoéw, oraz

— zatezenie zwigzkow,
jednak te ostatnie w przeciwienstwie do SPE nie mogg by¢ w prosty sposdb zautomatyzowane.
W zaleznosci od wihasciwosci zwigzkow obecnych w probce poddawanej procesowi SPE, do
prowadzenia elucji sktadnikow matrycy oraz analitow wykorzystuje si¢ zarowno hydrofobowe
(np. octan etylu, dichlorometan) jak i umiarkowanie polarne (alkohole) eluenty. Poniewaz do
elucji 5-CQA z sorbentu C-18 mozna wykorzysta¢ wiele rozpuszczalnikdw pojawia si¢ pytanie
czy wybor eluentu ma wpltyw na stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>O.
Odpowiedz na postawiony problem jest przedstawiona na rys. 52. Jak wida¢ najnizszy przyrost
warto$ci stopnia konwersji 5-CQA (odnoszac do stopnia transformacji suchej pozostatosci
wodnego roztworu 5-CQA — patrz rys. 51) obserwuje si¢
w przypadku alkoholi, natomiast najwigksze wartos$ci otrzymuje si¢ po elucji S-CQA za pomoca
acetonu. Takie zmiany stopnia konwersji mozna tlumaczy¢ réznicami w zdolnosci

poszczegbdlnych rozpuszczalnikow do niszczenia silnie zasocjowanych struktur hydratow

5-CQA podczas ich elucji z sorbentu C-18 [230-232].
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Rys. 52. Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA=*2xH>O okreslony w oparciu o analizg
NMR suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu eluentu wykorzystanego do
elucji 5-CQA z kolumny C-18 na ktorg naniesiono wodny roztwor 5-CQA.
Wg. [P4].

123



15.3.Powstawanie hydratow 5-CQA w trakcie ekstrakcji SPE -
elucja 5-CQA mieszaninami metanol/woda

Do elucji zwigzkow polifenolowych z kolumn SPE C-18 najcze$ciej wykorzystuje si¢
metanol oraz jego wodne roztwory. Wptyw stezenia wody w eluencie MeOH/H>O na stopien
transformacji 5-CQA do jego hydratéw przedstawia rys. 53. Dotyczy on zmiany zawarto$ci
wody w eluencie w zakresie od 0 do 20 %, a wigc w zakresie w ktorym eluent MeOH/H>O
charakteryzuje si¢ wysoka sita elucji. Jak wynika z rys. 53, w przypadku kazdej zastosowanej
mieszaniny MeOH/H,O stopien konwersji w otrzymanych suchych ekstraktach jest znacznie
wyzszy niz po odparowaniu wody z wodnego roztworu 5-CQA, przy czym wzrost zawartosci
wody w tych eluentach nie ma istotnego wptywu na stopien transformacji (niewielkie roznice
sa w zakresie btedu pomiarowego, Fexp < Feuit). Powyzsze wyniki wskazuja, ze zdolnos$c
poszczego6lnych mieszanin MeOH/H20 do niszczenia silnie zasocjowanych struktur hydratow

5-CQA podczas ich elucji z sorbentu C-18 jest zblizona.
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Rys. 53. Wplyw stezenia wody w mieszaninach metanol/woda wykorzystanych do elucji
5-CQA z kolumny SPE na stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH,O
okreslony w oparciu o analizg¢ NMR suchych ekstraktow otrzymanych po
odparowaniu rozpuszczalnika. Wg. [P4].
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15.4.Powstawanie hydratow 5-CQA w trakcie ekstrakcji wodnych
roztworow 5-CQA - eksperymenty dodatkowe

W celu dalszego potwierdzenia wptywu kontaktu mediow hydrofobowych z roztworem
5-CQA na konwersje 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>O postanowiono przeprowadzi¢ dodatkowe
eksperymenty z udziatem techniki SPE oraz roztworéw 5-CQA w wodzie zawierajacej sladowe
ilosci rozpuszczalnikow hydrofobowych. W przypadku ekstrakcji do fazy statej nalezy
podkresli¢, ze zaburzenie struktury roztworu wodnego 5-CQA prowadzace do wzrostu
konwersji 5-CQA do jego hydratéw moze mie¢ kilka przyczyn, takich jak:

—  wplyw grup oktadecylowych przytaczonych do powierzchni zelu krzemionkowego (lub
innych grup wykorzystywanych do modyfikacji powierzchni zelu krzemionkowego),
— kontakt z eluentem (co czgSciowo potwierdzaja wyniki przedstawione
w podrozdziatach 15.2 1 15.3), oraz
— wystepowanie oddziatywan 5-CQA z niezmodyfikowanymi fragmentami powierzchni
zelu krzemionkowego.
Eksperymenty omawiane w tym rozdziale prowadzono przy wykorzystaniu sorbentu
C-18, ktory byt réwniez poddawany procesowi ,,endcapping’u”, co wyklucza wptyw ostatniej
z wymienionych przyczyn. W tym miejscu mozna postawi¢ pytanie jaki jest wktad pozostatych
czynnikow na wzrost konwersji 5-CQA do jego hydratow podczas ekstrakcji do fazy statej.
OdpowiedZz zawarta jest na rys.54, ktory prezentuje wartosci stopnia konwersji
5-CQA do 2x5-CQA=*2xH>0 w suchych ekstraktach otrzymanych po odparowaniu:
— wody z wodnego roztworu 5-CQA,
— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent kolumienki SPE wypetnionej
sorbentem C-18 na ktdrg naniesiono wodny roztwor 5-CQA,
— wody z wodnego roztworu 5-CQA naniesionego na kolumienke SPE wypetniong
sorbentem C-18 po przekroczeniu jej objetosci przebicia, oraz
— wody z wodnego roztworu 5-CQA po jego wczesniejszym wytrzasaniu
z heksadekanem.
Z pordéwnania warto$ci stopnia konwersji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0O okreslonych

w suchych pozostatosciach ekstraktéw SPE otrzymanych przy wykorzystaniu réznych
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Rys. 54. Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0O okre$lony w oparciu o analize

NMR suchych ekstraktéw otrzymanych po odparowaniu:

— wody z wodnego roztworu 5-CQA,

— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent kolumienki SPE wypelnionej
sorbentem C-18 na ktéra naniesiono wodny roztwor 5-CQA,

— wody z wodnego roztworu 5-CQA naniesionego na kolumienke SPE wypeltniong
sorbentem C-18 po przekroczeniu jej objetosci przebicia, oraz

— wody z wodnego roztworu 5-CQA po jego wczesniejszym wytrzasaniu z
heksadekanem.

eluentow 1 w suchej pozostatosci wodnego wycieku z kolumienki SPE po osiggnigciu punku
przebicia (patrz rys. 52, 53 1 54) wynika, ze najwigkszy wpltyw na wzrost zawartosci hydratow
5-CQA prawdopodobnie ma jego kontakt z hydrofobowa powierzchnig sorbentu. Wyjatek
stanowi ekstrakcja z zastosowaniem acetonu jako eluentu, co mozna wytlumaczy¢
wystepowaniem roznic w zdolnosci poszczegolnych rozpuszczalnikdw do niszczenia silnie
zasocjowanych struktur hydratow 5-CQA (patrz poprzednie podrozdziaty).

W $wietle powyzszych wynikdw oraz obserwowanego wzrostu stopnia konwersji
5-CQA do 2x5-CQA#2xH>0 w przypadku ekstrakcji ciecz-ciecz mozna bytoby spodziewac si¢
podobnego przyrostu konwersji dla wodnego roztworu 5-CQA po jego kontakcie
z dhugotancuchowym n-alkanem. Jednak, jak wynika z danych na rys. 54, w takim uktadzie
(uktad woda/n-heksadekan) nastepuje znacznie mniejszy wzrost konwersji niz po
ekstrakcji SPE czy tez LLE. Tak wigc, na podstawie obserwacji przedstawionych
w niniejszym podrozdziale mozna stwierdzi¢, ze w przypadku ekstrakcji do ciata statego za
wzrost konwersji odpowiada przede wszystkim ,ukierunkowane” oddzialywanie grup

hydrofobowych znajdujacych si¢ na powierzchni sorbentu C-18 ze sktadnikami roztworu,
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t.j. czasteczkami 5-CQA oraz wody. Natomiast w przypadku ekstrakcji ciecz-ciecz znaczny
wzrost konwersji 5-CQA do 2x5-CQA*2xH>0 wskazuje na istnienie jeszcze innych czynnikow
wptywajacych na ten proces. Nalezy w tym miejscu wzig¢ pod uwage, ze
w uktadzie faz roztwér wodny/ciecz hydrofobowa dochodzi réwniez do ograniczonego
wzajemnego rozpuszczania si¢ rozpuszczalnikoOw. Rys. 55 przedstawia wplyw nasycenia
wodnego roztworu 5-CQA rozpuszczalnikami organicznymi na stopien konwersji tego kwasu
do jego hydratow. Najwigkszy wzrost transformacji widoczny jest po nasyceniu wody
benzenem, w przypadku ktorego rozpuszczalno$¢ w wodzie jest wigksza niz rozpuszczalnosé
heksanu. Wysoka warto$¢ stopnia transformacji w tym uktadzie, tj. okoto 60 %, sugeruje, ze
nasycenie roztworu wodnego 5-CQA rozpuszczalnikiem hydrofobowym jest gtéwna przyczyna
obserwowanego wzrostu stopnia konwersji dla ekstrakcji ciecz-ciecz. (Dla przypomnienia
stopien konwersji 5-CQA do 2x5-CQA=*2xH>0O w suchym ekstrakcie LLE wodnego roztworu
5-CQA wynosi okoto 70 %).

Te eksperymenty potwierdzaja przypuszczenie iz kontakt wodnego roztworu 5-CQA
z mediami hydrofobowymi zwigksza stropien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH:0.
Zgodnie z zalozeniami przedstawionymi na poczatku tego rozdziatu, hydrofobowe

rozpuszczalniki oraz powierzchnia sorbentu C-18 wywoluja silne zaburzenia struktury

60 =

50 +

40 -

30 +

Stopien konwersji 5-CQA do hydratéw [%]

Wodny roztwér 5-CQA Wodny roztwor 5-CQA Wodny roztwor 5-CQA
(nasycony n-heksanem) (nasycony benzenem)

Rys. 55. Stopien konwersji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analiz¢ NMR
suchych pozostatosci otrzymanych po odparowaniu wody z roztworu 5-CQA
w wodzie lub wodzie nasyconej rozpuszczalnikiem organicznym.
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roztworow wodnych, czego skutkiem jest zwickszenie liczby monomeréw/dimerow wody lub
utatwienie wyrwania czasteczek wody z jej klasteréw lub ze $cian budujacych ,,pieczary” dla

czynnika hydrofobowego [230-232] przez 5-CQA.

15.5.Powstawanie hydratow 5-CQA w trakcie ekstrakcji - ekstrakcja

produktow spozywczych zawierajacych 5-CQA

Wyniki przedstawione w poprzednich podrozdziatach udowadniaja, ze kontakt wodnych
roztworéow 5-CQA z rozpuszczalnikiem hydrofobowym (octanem etylu) podczas ekstrakcji
ciecz-ciecz oraz sorbentem hydrofobowym (sorbent C-18) wykorzystywanym w metodach
SPE, QUEChERS 1 MSPD utatwia powstawanie hydratéw 5-CQA. W tym miejscu nalezy zadaé
pytanie czy podobne efekty zachodza w wyniku ekstrakcji produktow spozywczych
zawierajacych 5-CQA? Analiza tak ztozonych mieszanin zazwyczaj wymaga zastosowania
metod przygotowania probek, w ktoérych wykorzystuje si¢ hydrofobowe rozpuszczalniki
1 sorbenty. Tymi technikami sg najczgéciej LLE 1 SPE. Tabela 9 przedstawia warto$ci stopnia
transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH»O po procesic LLE i SPE wodnych ekstraktow
roznych typow kawy oraz herbaty. Zostaly one okreslone na podstawie widm 'H suchych
ekstraktow (rozpuszczonych w DMSO-ds) otrzymanych po odparowaniu octanu etylu
1 acetonitrylu odpowiednio z ekstraktow LLE 1 eluatow SPE. W przypadku ekstrakcji do fazy

stalej wybrano rozpuszczalnik, dla ktorego obserwuje si¢ posredniag warto$¢ stopnia

Tabela 9 Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analizg
NMR suchych ekstraktéw LLE i SPE z r6znych typow kawy oraz herbaty. Wg. [P4].

Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH20
po odparowaniu rozpuszczalnika z ekstraktu

Produkt Spozywczy [%]
LLE* SPE**
Zielona Kawa 60.7£2.3 8.0+0.4
Kawa Prazona 32.0+1.2 0
Zielona Herbata 45.9+1.7 24.3+0.9
Czerwona Herbata 49.72+1.8 31.85+1.3
Czarna Herbata 46.5+1.8 26.8+1.1
Napoj Lipton Ice Tea 0 30.3+1.2

*QOctanu etylu w przypadku LLE
**Acetonitrylu w przypadku SPE
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transformacji 5-CQA do jego hydratow. Jak wynika z rys. 52, posredni stopien konwersji
w technice SPE obserwuje si¢ dla acetonitrylu i octanu etylu. Poniewaz badano probki wodne
dlatego do elucji 5-CQA zastosowano acetonitryl. Poréwnanie warto$ci zawartych w tabeli 9
oraz wynikow przedstawionych na rys. 51 pokazuje, ze stopien transformacji 5-CQA do jego
hydratow w suchych ekstraktach produktéw spozywczych po LLE i SPE przyjmuje nizsze
warto$ci niz w przypadku suchych ekstraktow otrzymanych po zastosowaniu tych metod dla
wodnych roztworow 5-CQA. Dane z tabeli 9 wskazuja rowniez, ze stopien transformacji zalezy
od rodzaju matrycy. Nalezy podkresli¢, ze w przypadku wigkszosci badanych produktow
spozywczych  stopien transformacji  jest wyzszy od wartoSci  obserwowanej
w suchej pozostatosci po odparowaniu wody z wodnych roztworow 5-CQA (t.j. wigkszy od
okoto 26 %). Powyzsze wyniki nie tylko stanowig potwierdzenie wzrostu konwersji 5-CQA do
jego hydratéw, nastepujacego w wyniku kontaktu jego wodnych roztworow i1 wodnych
ekstraktow zawierajacych 5-CQA z mediami hydrofobowymi, ale sugeruja rowniez, ze inne
sktadniki badanych produktow moga mie¢ wplyw na stopien transformacji. Potwierdzeniem
tego sa tabele 101 11, w ktorych przedstawiono warto$ci stopnia transformacji 5-CQA do 2x5-
CQA#*2xH>0 w suchych ekstraktach po odparowaniu:
— wody z wodnych roztworéow 5-CQA zawierajacych przyktadowe sktadniki matryc
ro$linnych lub zwiazki modyfikujace pH (kolumna 2 tabeli 10), oraz
— octanu etylu, ktory byt wykorzystany do ekstrakcji ciecz-ciecz wodnych roztworow
5-CQA zawierajacych przykladowe sktadniki matryc ros$linnych lub zwigzki
modyfikujace pH (kolumna 3 tabeli 10 1 tabela 11).
Analiza danych przedstawionych w tabelach 101 11 oraz ich poréwnanie z wynikami na rys. 51
1 52 pokazuja, ze poszczegolne sktadniki matrycy w réznym stopniu wptywaja na wzrost
stopnia konwersji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 jaki jest rezultatem kontaktu roztworu 5-CQA
z  czynnikami  hydrofobowymi. To  stwierdzenie jasno  potwierdzaja  dane
zaprezentowane na rys. 56. Pokazuje on stopien transformacji 5-CQA do jego hydratow
w suchych pozostato§ciach po odparowaniu octanu etylu z ekstraktow LLE otrzymanych
z soku jabtkowego, wodnego ekstraktu korzenia arcydziegla litworu (Angelica Archangelica
radix) 1 wodnego ekstraktu ziela rozmarynu (Salvia rosmarinus Spenn.) wzbogaconych
5-CQA do takiego samego poziomu (1 mg/mL) przed ekstrakcjg. Jak mozna zaobserwowac,
stopien konwersji znaczaco zmienia si¢ w przypadku poszczegdlnych matryc, ktorych sktadniki

w roznym stopniu wptywaja na konwersje 5-CQA. Stopien transformacji 5-CQA do
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Tabela 10 Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>O okreslony w oparciu
o analizg¢ NMR suchych ekstraktéw otrzymanych po odparowaniu wody
z wodnych roztworow 5-CQA zawierajacych przyktadowe skladniki matryc
ro$linnych oraz octanu etylu z ekstraktow LLE wodnych roztworow 5-CQA
zawierajacych te same przyktadowe sktadniki matryc roslinnych. Wg. [P4].

Stopien transformacji 5-CQA do jego hydratéw [%]
po odparowaniu

Zwigzek wody z OCtamle e:l)(flltlr;vl)(:(j(inz{séanego
wodnego roztworu 5-CQA zawierajacego dodatkowe zwiazki
Kwercetyna 20.1+0.8 72.0+2.9
Rutyna 13.1+0.5 69.3+2.9
Sacharoza 30.6+1.3 67.3+2.8
Kofeina 32.1£1.4 49.3£1.8

Tabela 11 Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#2xH>O okreSlony w oparciu
o analiz¢ NMR suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu octanu etylu
z ekstraktow LLE wodnych roztworéw 5-CQA z dodatkiem kwasow 1 zasad.

Wg. [P4].
Zwinzek Stopien transformacji 5-CQA
wigze
A do jego hydratow [%]

Kwas Cytrynowy 0
Kwas askorbinowy 65.4+2.8
Kwas solny 68.4£2.8
Kwas mrowkowy 79.1£3.1

Trietyloamina 0

2x5-CQA#2xH0 zalezy takze od pH roztworu, co pokazuje rys. 57 przedstawiajacy wpltyw
pH na zawarto$¢ hydratoéw 5-CQA w suchych ekstraktach otrzymanych po odparowaniu
wodnych roztworow 5-CQA roznigcych sie¢ pH. Prezentowana zalezno$¢ ma w przyblizeniu
sigmoidalny ksztalt z punktem przegiecia w zakresie pH 4.0-5.0. Majac na uwadze, ze pKa
5-CQA wynosi okoto 4.1 (patrz podrozdziat 14.2) taki przebieg zalezno$ci mozna powigzac
z roznym stopniem dysocjacji (lub supresji dysocjacji) grup karboksylowych i fenolowych tego

kwasu. Z omawianej zaleznosci jasno wynika, ze 5-CQA w postaci obojetnej tatwiej
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Rys. 56. Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA=*2xH»O okreSlony w oparciu
o analiz¢ NMR suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu octanu etylu
z ekstraktow LLE soku jabtkowego, wodnego ekstraktu korzeni arcydziggla litworu
(Angelica Archangelica radix) 1 wodnego ekstraktu ziela rozmarynu (Salvia
rosmarinus Spenn.), ktore przed ekstrakcja wzbogacono w 5-CQA do poziomu
I mg/mL. Wg. [P4].

tworzy hydraty niz w formie zdysocjowanej. Potwierdzeniem tego sa dane zaprezentowane
w tabeli 11 pokazujacej stopien przeksztatcenia 5S-CQA do jego hydratdéw w obecnosci kwasu
askorbinowego, mrowkowego lub solnego oraz trietyloaminy.

Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze zbadano roéwniez wpltyw kwasu cytrynowego
(bedacego jednym z gtdéwnych kwasow karboksylowych wystepujacych w $wiecie roslin) na
stopien konwersji 5-CQA do jego hydratow. Okazalo si¢ jednak, ze kwas ten prawdopodobnie
tworzy z 5-CQA kompleksy. Widmo NMR uzyskane w tym przypadku jest niejednoznaczne
dla ilosciowej oceny hydratu 5-CQA. Ta kwestia bedzie przedmiotem odrgbnych badan

nieujetych w niniejszej pracy.
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Rys. 57. Stopien konwersji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analiz¢ NMR
suchych ekstraktéow otrzymanych po odparowaniu wody z wodnych roztworow
5-CQA réznigcych si¢ pH. Wg. [P4].

15.6.Wykorzystanie NMR do oceny rzeczywistej ilosci 5-CQA
w suchych ekstraktach LLE i SPE

Wprawdzie przedstawione w niniejszym rozdziale badania  prowadzono
z wykorzystaniem roztworow 5-CQA oraz wodnych ekstraktow produktow spozywczych
1 ziol, to nalezy jednak zauwazy¢, ze ich wyniki maja takze znaczenie w przypadku
zastosowania technik NMR do oznaczania 5-CQA w materiatach statych, np. roslinnych. Jak
wiadomo, do wyodrebnienia 5-CQA z prébek roslinnych metoda ekstrakcji zaleca si¢ stosowac
alkohole (MeOH lub EtOH) i ich wodne mieszaniny [63, 167]. Otrzymane przy ich uzyciu
ekstrakty oprocz 5-CQA zawieraja rowniez inne, zaroOwno hydrofilowe, jak
i hydrofobowe, skfadniki matryc roslinnych. Poza tym, sam 5-CQA podczas jego
wyczerpujacej ekstrakcji za pomocg alkoholi ulega licznym przemianom i degradacji. Tak wiec,
doktadne oznaczenie 5-CQA w alkoholowych ekstraktach roslin 1 stalych produktéw
spozywczych moze by¢ trudne, szczegdlnie w przypadku uzycia techniki NMR. Dlatego
5-CQA z probek roslinnych/spozywczych jest czesto ekstrahowany woda, a nastepnie uzyskany

ekstrakt wodny jest reekstrahowany rozpuszczalnikiem hydrofobowym (SLE
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z procedurg LLE) lub za pomoca sorbentu C-18 (SLE z SPE). W ten sposob pierwszy ekstrakt
zawiera zredukowang ilo$¢ substancji hydrofobowych, a jego reekstrakcja pozwala na pozbycie
si¢ silnie hydrofilowych interferentow. W suchych pozostatosciach tak otrzymanych ekstraktow
zawierajacych 5-CQA nalezy si¢ spodziewac obecnosci jego hydratow, ktorych ilos¢ zalezec
bedzie od rodzaju medium hydrofobowego uzytego w procedurze ekstrakcyjnej. Wobec
powyzszego powstaje pytanie, czy za pomocg metod NMR mozliwe jest doktadne oznaczenie
5-CQA w suchych pozostatosciach  ekstraktow  roslinnych/spozywczych  jak
1 probek modelowych? Z danych zawartych w tabeli 12 wynika, ze podstawg wiarygodne;j
analizy ilosciowej 5-CQA w tych ekstraktach nie moze by¢ wielko$¢ sygnatu NMR pochodzaca
od samego 5-CQA, ale suma sygnaléw NMR odpowiadajacych zaréwno 5-CQA, jak i jego
hydratom. Jak wida¢ z tabeli 12, stezenia 5-CQA wyznaczone w badanych ekstraktach za
pomocg LC-MS sa rowne sumie stgzen 5-CQA 1jego hydratow wyznaczonych w tych probkach
za pomocg NMR (Ferit > Fexp).

Tabela 12 Stezenia 5-CQA 1 jego hydratow wyznaczone metoda NMR oraz stgzenia 5-CQA
wyznaczone metodg LC-MS w suchych ekstraktach. Wg [P4].

Stezenie [mg/mL]
Dane NMR Dane LC-MS
Prébka ANQV.A
wyniki*
Hydraty 5-
'gﬁgf 5-CQA CQA oraz 5- 5-CQA
CQA
Wodny ekstrakt korzeni
arcydziegla litworu Ferit>Fexp
wzbogacony 5-CQA 0.719+0.036 0.283+0.014 1.002+0.047 1.003+£0.034 0>0.05
(ekstrakt LLE)
Wodny ekstrakt
ziela rozmarynu 0.90120.043 0.0980.043 0.999-0.045 1.000£0.030 | eiFee
wzbogacony p>0.05
5-CQA (ekstrakt LLE)
Sok jabtkowy wzbogacony Ferit>Fexp
0.055+0.003 0.951+0.046 1.006+0.052 1.005+0.033
5-CQA (ekstrakt LLE) p>0.05
Wodny roztwor Ferit>Fexp
.261x0. .742+0. .003=0. .001=0.
5-COA 0.261+£0.014 0.742+0.037 1.003+0.049 1.001+0.031 00.05

* Suma stgzen 5-CQA 1 jego hydratow wyznaczonych na podstawie danych NMR byta
poréwnywana ze stezeniem 5-CQA z danych LC-MS.
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16. Wzajemne relacje pomie¢dzy adduktami i hydratami

5-CQA

W rozdziatach 11 i 12 wykazano, ze podczas symulowanej ekstrakcji wodnych
roztwordéw 5-CQA powstaja zarowno jego wodne addukty (5-CQA-OH-1 1 5-CQA-OH-2) jak
i hydraty ([2x5-CQA#*2xH>0]-1 i [2x5-CQA=*2xH>0]-2). Chociaz kazda z tych pochodnych
5-CQA jest przedmiotem odrebnych rozwazan to doktadna analiza wynikéw przedstawionych
w rozdziatach 11-14 moze sugerowal wystepowanie korelacji pomiedzy procesami
ich powstawania.

Przypuszczenie dotyczace powigzania procesOw tworzenia adduktéow oraz hydratow
5-CQA wydaje si¢ uzasadnione, jesli wezmie si¢ pod uwagg nastgpujace rozwazania. Wyniki
i obserwacje przedstawione w poprzednich rozdziatach pokazuja, ze czasteczki wolnego
5-CQA 1 5-CQA zwigzanego w postaci hydratow ro6znig si¢ niektérymi ze swoich wlasciwosci.
Na przyktad, w wodnych roztworach 5-CQA poddanych wczes$niej procesowi inkubacji
(prowadzacej do utworzenia znacznych ilosci hydratdéw) obserwuje si¢ wyzsza podatno$é
hydrolityczng tego kwasu niz w przypadku roztworéw nieinkubowanych. Jest to efektem
powstawania wigzan wodorowych pomiedzy woda 1 grupa estrowa w hydratach
5-CQA, ktore prawdopodobnie prowadzi do zmiany jej charakteru. Nalezy pamigtaé, ze
wymieniona grupa estrowa jest sprz¢zona z wigzaniem alkenowym, co moze w posredni sposob
wplywac¢ na reaktywnos$¢ tego wigzania podwdjnego, chociazby podczas addycji Michaela. Tak
wigc mozna postawi¢ pytanie — czy zmiana stopnia konwersji 5-CQA do
[2x5-CQA#2xH20] ma wptyw na wydajno$¢ powstawania wodnych adduktow 5-CQA?

Poréwnanie struktury hydratow 5-CQA (badz tez niezwigzanego 5-CQA) oraz struktury
wodnych adduktow 5-CQA pokazuje, ze w kazdej z tych pochodnych obecny jest motyw
strukturalny odpowiedzialny za wigzanie czasteczek wody w hydratach, t.j. uktad dwoch grup
hydroksylowych znajdujacych si¢ w poblizu grupy estrowej. Obecnos¢ takiego uktadu grup
funkcyjnych w 5-CQA-OH sugeruje, ze zwigzek ten réwniez moze tworzy¢ hydraty
w podobny sposob jak sam 5-CQA.

Niniejszy rozdzial przedstawia i omawia wyniki badan przeprowadzonych w celu

potwierdzenia przypuszczen zawartych w dwoch ostatnich akapitach.
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16.1.Wplyw obecnosci hydratow 5-CQA w wodnych roztworach tego kwasu
na Kkinetyke tworzenia jego wodnych adduktow

Rys. 58A przedstawia kinetyke tworzenia wodnych adduktéw 5-CQA w roztworach
wodnych o zroznicowanych stezeniach 5-CQA, t.j. 0.25 mg/mL oraz 1 mg/mL. Jak wykazano
w rozdziatach 13 1 14, wraz ze spadkiem poczatkowego stezenia 5-CQA w roztworze wodnym
wzrasta stopien przeksztalcenia tego kwasu do hydratow. W celu lepszego zobrazowania
wymienionych zmian na rys. 58B powtorzono odpowiedni wykres z rozdziatu 13.2.
W przypadku wymienionych roztworow konwersja 5-CQA do hydratow po 24 godzinach

inkubacji (po takim czasie osiggnigte jest plateau) wynosi okoto 85% 1 35%
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Rys. 58. (A) Wplyw czasu inkubacji wodnych roztworow 5-CQA o jego réznych
stezeniach na stopien transformacji 5-CQA do 5-CQA-OH.
(B) Wplyw stezenia 5-CQA w jego wodnym roztworze na stopien konwersji
5-CQA do [2x5-CQA*2xH>0]-1 lub [2x5-CQA#*2xH>0]-2 lub
ich sumy po inkubacji w temperaturze 30°C.
(Rys 58 B to powtorzenie Rys. 38 z rozdz. 14).
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odpowiednio dla stezen 0.25 i 1 mg/mL. Jak wynika z rys. 58A, w przypadku roztworu
o mniejszym stezeniu 5-CQA obserwuje si¢ wigksza szybko$¢ powstawania wodnych
adduktow 5-CQA. Tak wigc, wigzania wodorowe powstajace pomiedzy czasteczkami wody
1 grupami estrowymi w hydratach 5-CQA prawdopodobnie wplywaja takze na grupy alkenowe
sprzezone z wigzaniem C=0 1 tym samym wodne addukty prawdopodobnie tatwiej tworza si¢

z hydratow 5-CQA niz z samego 5-CQA.

16.2.Wodne kompleksy 5-CQA-OH

Jak zauwazono we wstepie do powyzszego rozdzialu, w strukturze wodnych adduktow
5-CQA obecny jest motyw strukturalny odpowiedzialny za wigzanie czasteczek wody
w hydratach 5-CQA, tzn. uktad dwodch grup hydroksylowych znajdujacych si¢ w poblizu grupy
estrowej. Sugeruje to, ze wodne addukty 5-CQA réwniez moga tworzy¢ hydraty. Dlatego
postanowiono przebada¢ suchg pozostatos¢ wodnych frakeji adduktow 5-CQA zebranych za
pomoca chromatografii preparatywnej wykorzystujac spektroskopi¢ jadrowego rezonansu
magnetycznego. Otrzymane suche ekstrakty zostaly rozpuszczone w DMSO-de
z dodatkiem D3PO4 (0.5 mM), ktory zostal wprowadzony w celu poprawy rozpuszczalnosci
5-CQA-OH w DMSO-de. Rys. 59A i 59B przedstawiaja widma 'H otrzymane odpowiednio dla
frakcji 5-CQA-OH-1 i 5-CQA-OH-2.

W zakresie przesuni¢¢ chemicznych od 4.6 do 5.2 ppm (zakres charakterystyczny dla
grup metinowych z atomem wegla przylaczonym do atomu tlenu - w przypadku 5-CQA-OH
jest to grupa estrowa lub hydroksylowa przylaczona w skutek addycji Michaela) na kazdym
z widm widocznych jest 6 sygnatow. Dublety dubletoéw wystepujace w pozycjach 4.75 ppm
(rys. 59A)14.74 ppm (rys. 59B) oraz czgSciowo naktadajace si¢ dwa uktady dubletow dubletow
w zakresach 4.78-4.83 ppm (rys. 59A) 1 4.77-4.81 ppm (rys. 59B) moga by¢ przypisane do
protonow grup metinowych z ukladu -(OH)CH-CH»- powstajacego w wyniku addycji
Michaela. Obecno$¢ trzech takich sygnatow na widmach suchych ekstraktow sugeruje, ze
kazda z tych probek zawiera po trzy hydroksylowe addukty. Potwierdzeniem tego jest ilo§¢
sygnatow jakie obserwuje si¢ dla protonéw metinowych oznaczanych jako protony HS5
w strukturze kwasu chlorogenowego i jego adduktéw. Tym samym na widmie 'H suchego

ekstraktu 5-CQA-OH-1 widoczne sg trzy uktady sygnatow pochodzace od trzech odrebnych

136



A
__A_,JJ;,NLJJ \L
B

Rys.59. Widma 'H (DMSO-d¢ + 0.5 mM Ds;POs, 600 MHz) suchych pozostatosci
z wyodrebnionych za pomocg chromatografii preparatywnej frakcji zawierajacych
(A) 5-CQA-OH-1 oraz (B) 5-CQA-OH-2.

zwigzkow. To samo wynika z widma 'H dla suchego ekstraktu 5-CQA-OH-2. Analiza widm 1D
TOCSY, 2D (patrz rys. 60 1 61) oraz poréwnanie obserwowanych sygnatéw z danymi NMR
uzyskanymi dla wodnych adduktow 5-CQA w D20 (patrz rozdziat 11) i1 hydratow
5-CQA w DMSO-ds (patrz rozdziat 12) pozwala na przypisanie sygnatéw pochodzacych od
zwigzkow obecnych w suchych ekstraktach. Tabele 13 1 14 zawieraja dane NMR dla badanych
zwiagzkow. Jak wynika z powyzszych tabel, kazda z tych substancji jest zbudowana z reszty
kwasu 3-(3,4-dihydroksyfenylo)-3-hydroksypropionowego (t.j. reszty kwasu kawowego
zmodyfikowanej w wyniku przytaczenia czasteczki wody na drodze addycji Michaela) oraz
reszty kwasu chinowego polaczonych ze sobg wigzaniem estrowym. PoroOwnanie przesunigc
chemicznych 1 warto$ci stalych sprzezen sygnalow trzech zwigzkéw widocznych na widmie
suchego ekstraktu 5-CQA-OH-1 wskazuje, ze s3 to odpowiednio wodny addukt 5-CQA-OH-1
oraz jego dwa hydraty. Do analogicznych wnioskow mozna doj§¢ w przypadku widma suchego
ekstraktu 5-CQA-OH-2, t.j. w probce obecne sg niezwigzany wodny addukt 5-CQA-OH-2 oraz
jego dwa hydraty. Za takg identyfikacja
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Rys. 60. Widma 1D TOCSY (DMSO-ds, 600 MHz) otrzymane dla suchej pozostatosci frakcji
5-CQA-OH-1 w  wyniku  selektywnego echa  spinowego  protonow
w pozycji 5.15 ppm (A1), 5.09 ppm (A2) 1 4.98 ppm (A3) oraz widma 1D TOCSY
(DMSO-ds, 600 MHz) otrzymane dla suchej pozostatosci frakeji
5-CQA-OH-2 w wyniku selektywnego echa spinowego protondow w pozycji
5.12 ppm (B1), 5.06 ppm (B2) 1 4.95 ppm (B3).
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przemawiajg obserwowane rdznice sygnatow majace analogiczny charakter jak w przypadku
zmian obserwowanych dla hydratéw 5-CQA (patrz rozdziat 12.2 dotyczacy struktury hydratéw
5-CQA), tj.:

— protony H5 hydratow 5-CQA-OH maja wyzsze wartosci przesuni¢¢ chemicznych niz
analogiczne jadra w niezwigzanych adduktach, co mozna wyttlumaczy¢ odstaniajgcym
wplywem grup karbonylowych be¢dacych znacznie blizej wymienionych protonow
w hydratach;

— dla protonow HS5 obserwuje si¢ znacznie wyzsze wartosci statych sprzezen spinowo-
spinowych ze wzglgdu na zmiany w konformacji reszt kwasu chinowego powstajace na

skutek zwigzania czasteczek wody.
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Rys. 61. (Al)i(A2) - widma 'H-'H COSY i 'H->C HSQC suchej pozostatosci
5-CQA-OH-1 (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz);
(B1) i (B2) - widma 'H-'H COSY i 'H-!*C HSQC suchej pozostatosci
5-CQA-OH-2 (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz).
Sygnaty dodatnie (kolor niebieski) widoczne na widmach HSQC pochodza od grup
CH oraz CHs, a sygnaty ujemne (kolor zielony) pochodzg od grup CH,.
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Tabela 13 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnalow

5-CQA-OH-1 oraz
600 MHz i 125 MHz).

jego

hydratow  (DMSO-de

+ 0.5

mM  D3;POqs,

5-CQA-OH-1 [2x5-CQA-OH-1%2xH»0]-1 [2x5-CQA-OH-1*2xH.0]-2
lH 13c(a) lH 13c(a) 1H 13c(a)
2ax 1.80-1.72 (m) 1.81-1.76 (m) 1.81-1.76 (m)
2eq 1.80-1.72 (m) 318 1.81-1.76 (m) 314 1.81-1.76 (m) 374
3 3.88, (m) 69.0 3.90, (m) 70.9 3.90, (m) 70.9
4 | 3.49(dd,J=80,33Hz) | 711 | 3.45(dd,J=9.9,31Hz) | 731 | 345(dd,J=9.7,31Hz) | 73.1
5 4.98 (td, = 7.4, 45 H2) 715 5.15 (ddd, JI_=|Z§1.1, 9.9,5.0 711 5.09 (ddd, J;Z%l.o, 9.8,4.9 712
Bax 1.94-1.85 (m) 285 1.67 (t, J = 11.9 Hz) 286 1.61 (t, J = 12.0 Hz) 286
Beq 1.94-1.85 (m) 1.87 (dd, J=12.1, 3.5 Hz) 1.88 (dd, J = 12.2, 3.1 Hz)
2" 6.77-6.75 (M) 113.7 6.77-6.75 (M) 113.7 6.77-6.75 (m) 113.7
5' 6.64 (d, J = 8.0 Hz) 115.5 6.65 (d, J = 8.0 Hz) 115.5 6.64 (d, J = 8.0 Hz) 115.5
6’ 6.60-6.56 (m) 1171 6.60-6.56 (m) 1171 6.60-6.56 (m) 117.1
7' | 475(dd,J=82,55Hz) | 69.5 4.83-4.78 (m) 69.6 4.83-4.78 (m) 69.6
2.51-2.46 (m) 2.53-2.50 (m) 2.53-2.50 (m)
' 452 45.2 45.2
8 2.51-2.46 (m) ° 2.53-2.50 (m) ° 2.53-2.50 (m) >

@ Wartoéci przesunieé¢ chemicznych jader *C wyznaczono na podstawie sygnaléw z widm *H-3C HSQC.

Tabela 14 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnalow

5-CQA-OH-2 oraz
600 MHz 1 125 MHz).

jego

hydratow  (DMSO-ds

+ 0.5

mM  D3;POq,

5-CQA-OH-2 [2x5-CQA-OH-2%2xH,0]-1 [2x5-CQA-OH-2%2xH.0]-2
1H lSC(a) 1H 13c(a) 1H 13C(a)
2ax 1.73.-1.70 (m) 1.78.-1.75 (m) 1.78.-1.75 (m)
2eq 1.73.-1.70 (m) 374 1.78.-1.75 (m) 373 1.78.-1.75 (m) 373
3 3.89 (m) 68.3 3.90 (m) 70.0 3.91 (m) 70.1
4 3.49 (dd, J=7.3, 3.0 H2) 71.1 3.43(dd,J=9.5, 3.1 H2) 73.0 3.44 (dd, J=9.9, 2.8 H2) 73.0
5 4.95 (td, 1= 7.3, 4.5 Hz) 714 5.11 (ddd, J:Sl.Z, 9.8,4.9 711 5.07 (ddd, J;Sl.o, 9.8,5.0 712
Bax 1.84 (m) 1.61 (t,J=12.0 H2) 1.55 (t, J = 11.9 Hz)
Beq 1.93(m) 36.8 1.84 (m) 383 1.84 (m) 381
2 6.77-6.75 (m) 113.6 6.77-6.75 (M) 113.6 6.77-6.75 (M) 113.6
5 6.66-6.63 (m) 1155 6.66-6.63 (m) 1155 6.66-6.63 (M) 1155
6 6.60-6.56 (M) 117.1 6.60-6.56 (M) 117.1 6.60-6.56 (M) 1171
7 4.75(dd,J=8.3,53Hz) [ 69.4 4.81-4.77 (m) 69.6 4.81-4.77 (m) 69.4
, 2.51-2.45 (m) 2.55-2.50 (m) 2.55-2.50 (m)
8 2.51-2.45 (m) 452 2.55-2.50 (m) 454 2.55-2.50 (m) 454
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Ponadto, na widmach 'H DOSY suchych ekstraktow 5-CQA-OH-1 i 5-CQA-OH-2
rozpuszczonych w DMSO-ds (patrz rys. 62A 1 62B) obserwuje si¢ mniejsze wartosci
wspotczynnikéw dyfuzji ich hydratow. Sugeruje to, ze podobnie jak w przypadku kompleksow
[2x5-CQA*2xH>0] hydraty 5-CQA-OH s3 zbudowane =z dwoch podjednostek
5-CQA-OH#*H>O potaczonych za pomoca wigzan wodorowych powstajacych pomigdzy
czasteczkami wody, tzn. obserwowane sygnaty pochodzg od [2x5-CQA-OH-1%2xH>O]-1,

2
A D [m</s]
[2x5-CQA-OH-1x2xH,0]
| 1x10-10
Q% “Q ¢ g'i
| LV
L 2x10-10
5-CQA-OH-1
1000 750 500 250  ppm
' D [m2/s
B [ ]
[2x5-CQA-OH-2x2xH,0]
\ 1x10-10
e Wy g
L 2x10-10
, U
5-CQA-OH-2
1000 750 500 250  ppm

Rys. 62. Widmo 'H DOSY (DMSO-ds + 0.5 mM D3PO4, 600 MHz) suchych pozostatoéci
frakcji adduktow 5-CQA-OH-1 (A) oraz 5-CQA-OH-2 (B).
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[2x5-CQA-OH-1%2xH>0]-2, [2x5-CQA-OH-2%2xH>0]-1 oraz [2x5-CQA-OH-2#2xH,0]-2.
Na podstawie zaleznos$ci kalibracyjnej opracowanej dla polifenoli (patrz rozdziat 13.7, rys. 43)
wyznaczono masy molowe powyzszych kompleksow oraz niezwigzanych adduktow.
Otrzymane dane zamieszczono w tabeli 15. Masy molowe wyznaczone dla hydratow
5-CQA-OH s3 mniejsze od teoretycznych wartos$ci, co mogloby stanowi¢ zaprzeczenie
powyzszych stwierdzen na temat budowy hydratow. Nalezy jednak pami¢tac, ze wspodtczynniki
wyznaczone dla zalezno$ci kalibracyjnej w znacznym stopniu zaleza od ksztaltu badanych
czasteczek. Do kalibracji wybrano zwigzki zawierajace w swojej strukturze fragment planarny
(np. reszte kwasu kawowego lub aglikon flawonoidowy) i fragment cukrowy. Tak wiec,
czagsteczki substancji wykorzystanych podczas kalibracji mialy ksztalt elipsoidalny podobnie
jak 5-CQA. 5-CQA-OH i ich hydraty nie zawieraja w swojej strukturze duzych fragmentow
planarnych i1 tym samym ich konformacje prawdopodobnie s3 bardziej zblizone do
globularnego  ksztaltu ~ zwigzanego z  szybsza  dyfuzja  (patrz.  rys. 18
w podrozdziale 11.1). Takie réznice w budowie 5-CQA-OH oraz 5-CQA moga tlumaczy¢

wystepowanie rozbieznosci mas molowych hydratow 5-CQA-OH.

Tabela 15 Wyniki pomiarow NMR DOSY oraz obliczone masy molowe dla 5-CQA-OH
i kompleksow [2x5-CQA-OH*2xH>0)].

[2x5-CQA- [2x5-CQA-

5-CQA-OH-1 | OH-1#2xH20] | 5-CQA-OH-2 | OH-2#2xH.0]
b b
Srednia warto$é V1010 1010 1010 1010
wspblezynnikow dyfuzii [m?/s] 1.70-10 1.3710 1.7610 1.40+10
Logarytm znormalizowanego wspotczynnika dyfuzji -9.7198386 -9.81357 -9.71133858 -9.810723215
Wyznaczona eksperymentalnie masa molowa [g/mol] | 317.239028 552.9753 301.649087 543.7311046
Teoretyczna masa molowa [g/mol] 372.326 780.682 372.326 780.682

* Srednia zostata policzona na podstawie wartoéci odczytanych dla wszystkich sygnatow danego
zwiazku, dla ktorych struktury multipletowe byly wyraznie rozdzielone.
®Do obliczen masy molowej wykorzystano $rednig wspotczynnikow dyfuzji obydwu hydratow

5-CQA-OH-1 lub 5-CQA-OH-2.
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17. Whnioski
Jak wynika z Celu pracy badania dotyczyty identyfikacji wodnych pochodnych 5-CQA,

tj. twordéw, ktorych masa jest o ok. 18 Da wigksza od masy ich prekursora.
Z przeprowadzonych eksperymentdw wynika, ze sg nimi produkty przylaczenia wody do
czasteczki 5-CQA na drodze addycji Michaela. Doglebne badania suchych pozostatosci
wodnych roztworow 5-CQA wykazaty, ze 5-CQA poza tymi adduktami tworzy
z wodg takze hydraty, ktorych ilo§¢ w suchej pozostatosci jest znacznie wigksza niz ilo$¢
wodnych adduktow 5-CQA czy tez innych produktéw powstajacych w trakcie transformacji
1 hydrolizy tego kwasu w jego roztworach wodnych. Struktura i powstawanie tych hydratéw

nie zostaly wczesniej opisane w literaturze.
Podsumowujac badania dotyczace hydratow 5-CQA nalezy stwierdzié, ze:

e powstaja dwa trwate kompleksy 5-CQA z woda, ktére poczatkowo w badaniach
okreslono jako 5-CQA#*H>0O-1 oraz 5-CQA*H>0O-2. Kompleksy te generuja odrgbne
sygnaty na widmach NMR. W tych kompleksach woda tworzy trzy wigzania wodorowe
z polarnymi grupami 5-CQA (tj. z OH3, OH4 oraz grupa estrowa). Analogiczne
kompleksy z woda tworza takze dwa inne kwasy monokawoilochinowe,
4-CQA 1 3-CQA, ktére sg izomerami 5-CQA;

e stopien konwersji 5-CQA do jego hydratéw zalezy od warunkow inkubacji wodnego
roztworu 5-CQA - ro$nie ze wzrostem temperatury 1 czasu inkubacji roztworu.
Zwigksza go takze mechaniczna destabilizacja inkubowanego roztworu. Przeciwny
trend (spadek stopnia konwersji) obserwuje si¢ przy wzroscie stezenia 5-CQA w jego
roztworach wodnych. Badania kinetyki tworzenia kompleksow 5-CQA*H>O wskazuja,
ze hydraty 5-CQA prawdopodobnie powstaja w wyniku aktywnych zderzen
odpowiednio zorientowanych molekut 5-CQA z monomerami/dimerami wody, ktore sa
obecne w niewielkich ilosciach w silnie zasocjowanej strukturze wody. Na szybkos¢
tworzenia si¢ hydratow 5-CQA ma wpltyw stezenie monomerow/dimerow wody. To
ostatnie w silnie zasocjowanym uktadzie jest niewielkie, cho¢ zmienia si¢ wraz z
temperaturg oraz w trakcie mechanicznej destabilizacji uktadu;

e z widm 'H DOSY wynika, iz wspétczynniki dyfuzji kompleksow 5-CQA*H,O
w DMSO sg znacznie mniejsze niz dla samego 5-CQA. Masy molowe wyznaczone na
podstawie pomiarow dyfuzyjnych wskazuja, ze kompleksy poczatkowo okreslane jako

5-CQA*H;0-1 oraz 5-CQA=*H»>0O-2 sa faktycznie kompleksami o wzorze
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[2x5-CQA#2xH>0] (odpowiednio [2x5-CQA*2xH>0]-1 oraz [2x5-CQA*2xH>0]-2).
W kazdym z tych kompleksow czgsteczka wody z ugrupowania 5-CQA*H>O oprocz
trzech wigzan wodorowych z grupami kwasu chlorogenowego tworzy czwarte wigzanie
wodorowe z czasteczka wody drugiego ugrupowania 5-CQA*H>O. W ten sposob
powstaje potaczenie dwoch jednostek 5S-CQA*H>O;

fizykochemiczne badania roztworow 5-CQA i modelowych napojow zawierajacych
5-CQA dostarczajg posrednich dowodéw wskazujacych, ze hydraty 5-CQA powstajg
juz w tych roztworach, a ich ilo$ci zaleza od czasu inkubacji roztworu;

transformacji 5-CQA do jego hydratow sprzyja kontakt roztworéw 5-CQA lub
ekstraktow ro$linnych badz cieklych produktow zywnosciowych zawierajacych
5-CQA z hydrofobowymi mediami (np. hydrofobowymi ekstrahentami lub sorbentami),
ktére s3 stosowane w trakcie przygotowania probki do analizy. Efekt ten
prawdopodobnie wynika z zaburzenia struktury wody na granicy faz medium
hydrofobowe/roztwér wodny, w wyniku ktérego w uktadzie pojawia si¢ zwigkszona
ilo$¢ monomerycznych/dimerycznych czasteczek wody lub tez czasteczki wody moga
by¢ tatwiej wychwytywane z zaburzonej struktury wody przez czasteczki 5-CQA niz
z typowej, niezaburzonej struktury wody. Na wzrost stopnia transformacji 5-CQA do
jego hydratow, wynikajacy z kontaktu Zywno$ci z medium hydrofobowym, maja
rowniez wptyw skladniki matrycy;

podstawa wiarygodnej analizy ilosciowej 5-CQA w suchych ekstraktach LLE 1 SPE
z uzyciem technik NMR nie powinna by¢ wielkos$¢ sygnatow samego 5-CQA, ale suma

sygnatow odpowiadajacych zaréwno 5-CQA, jak i jego hydratom.

Podsumowujac badania dotyczace wodnych adduktow 5-CQA nalezy stwierdzi¢, ze:

podczas symulowanej ekstrakcji wodnych roztworéw 5-CQA na drodze addycji
Michaela powstaja dwa diastereoizomery 5-CQA-OH. W badaniach okreslono je jako
5-CQA-OH-1 oraz 5-CQA-OH-2. Przylaczenie czasteczki wody do grupy alkenowe;j 5-
CQA zostato jednoznacznie potwierdzone za pomoca metod LC-MS, NMR
1 symulacji teoretycznych. IloSci tworzacych si¢ diastereoizomerow s3 niewielkie.
Nieznaczne roéznice przesunige¢ chemicznych 1 wartosci statych sprzezen dla obydwu
izomeréw uniemozliwily okreslenie konfiguracji centrum chiralnego powstajacego

w wyniku addycji wody do 5-CQA;
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wodne addukty 5-CQA charakteryzuja si¢ ograniczong stabilno$cig w roztworach
wodnych. W trakcie inkubacji tych roztworéw kazdy z diastereoizomeréw 5-CQA-OH
ulega konwersji do 5-CQA. Poza tym kazdy z diastereoizomeréw 5-CQA-OH
w trakcie inkubacji izomeryzuje ze zmiang konfiguracji centrum chiralnego

utworzonego w wyniku addycji H>O do 5-CQA.

W toku wiekszosci badan przedstawionych w niniejszej rozprawie hydraty 5-CQA oraz jego

wodne addukty byty rozpatrywane osobno. Nalezy jednak zauwazy¢, ze pomigdzy obydwiema

wodnymi pochodnymi 5-CQA istniejg nastepujgce powigzania:

5-CQA znajdujacy si¢ w postaci kompleksow [2x5-CQA#*2xH>O] *latwiej ulega
konwersji do 5-CQA-OH niz 5-CQA wystepujacy w postaci nieskompleksowanej;
fragment struktury 5-CQA zaangazowany w koordynacje czasteczki wody wystepuje
réwniez w wodnych adduktach 5-CQA, dzigki czemu te ostatnie tworza analogiczne
kompleksy z woda. W tym wypadku powstaja nie dwa, a cztery hydraty
diastereoizomeréw 5-CQA-OH, ktore oznaczono jako [2x5-CQA-OH=*2xH>O].
[2x5-CQA-OH-1%2xH>0]-1 [2x5-CQA-OH-1%2xH>0]-2, [2x5-CQA-OH-2+2xH,0]-1
oraz [2x5-CQA-OH-2%2xH,0]-2.
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Podstawowy szkielet flawonoidow z oznaczeniem poszczeg6dlnych pierscieni jakie
powszechnie stosuje si¢ w literaturze.

Najwazniejsze grupy flawonoidow.

(Elementy strukturalne charakterystyczne dla poszczegélnych grup flawonoidow
zaznaczono kolorem czerwonym. Centrum chiralne oznaczone w strukturze
flawanoli gwiazdkg moze przyjmowac zaréwno konfiguracje R, jak i S).

Luteolina i jej -O- 1 -C-glikozydy (cynarozyd i orientyna) jako przyktad aglikonowe;j
oraz glikozydowej formy flawonoidow.

Przykladowe zwigzki nalezagce do  poszczegdlnych  grup  polifenoli
nieflawonoidowych.

Uproszczony schemat biosyntezy poszczeg6élnych grup polifenoli.

Struktura krystalograficzna kompleksu ztozonego z trans-resweratrolu, dinukleotydu
flawinoadeninowego oraz reduktazy chinonowej typu drugiego (enzymu
uczestniczacego w redukcji szkodliwego wpltywu chinonéw na ludzki organizm).
Liniami przerywanymi Zaznaczono najwazniejsze oddziatywania
trans-resweratrolu. Struktura z bazy PDB: 1SGO [37].

Struktura kwasu 1-L-(-)-chininowego.
Numery atomow wegla zgodne z zaleceniami IUPAC z 1976 roku.

Struktury najwazniejszych kwaséw chlorogenowych bedacych estrami kwasu
chininowego 1 kwasu kawowego.

Przykladowa konformacja 5-CQA.

Najwazniejsze zrodta kwasow chlorogenowych:
(A) ziarna zielonej kawy, (B) kwiatostany karczocha, (C) zmielone liscie 1 todygi
ostrokrzewu paragwajskiego (Yerba Mate), (D) owoce boréwki wysokie;.

Struktury pochodnych 5-CQA powstajacych podczas ekstrakcji tego kwasu woda.
Wg. [164, 165, 170].

Struktury pochodnych 5-CQA powstajacych podczas ekstrakcji tego kwasu buforem
cytrynianowym (struktury 1-3), buforem octanowym (struktury 4-5), buforem
amonowym  (struktury  6-11) oraz  metanolem  (struktury  12-13).
Wg. [166, 167].

Struktura centrum aktywnego akonitazy zawierajgcej kofaktor bedacy klasterem
atomoOw zelaza 1 siarki. Atom Zelaza niezwigzany z reszta cysteiny koordynuje
czasteczke wody oraz anion kwasu trans-akonitowego. PDB: 1ACO [182].

Schemat reakcji addycji wody z wykorzystaniem kompleksu jonéw Cu®" i DNA z
jader tososia jako katalizatora. Wg. [190].

Chromatogramy LC-MS (tryb SIM): (A) roztworu wzorcowego 5-CQA, (B)
symulowanego ekstraktu 5-CQA oraz (C 1 D) frakcji wyizolowanych preparatywnie
zawierajacych wodne addukty 5-CQA.
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Chromatogram (B') zawiera zapis sygnatow pochodzacych wylacznie od jonow
[M-H] 0 m/z 353 (t.j. jondéw 3-, 4-1 5-CQA) oraz o m/z 515 (t.j. jonow 4,5-diCQA)
(powickszenie 30-krotne).

Poszczegolne piki odpowiadajg nastgpujgcym zwigzkom: 1 — 5-CQA, 2 — kwas
chininowy, 3 i 4 — wodne addukty 5-CQA, 5 — kwas kawowy, 6 — 3-CQA,

7 —4-CQA, 8 —4,5-diCQA.

Widma 'H (600 MHz, D,0O)

(A) wodnego adduktu 5-CQA nr 1 (pik nr 3 na rysunkach 15B-D),

(B) wodnego adduktu 5-CQA nr 2 (pik nr 4 na rysunkach 15B-D) oraz
(C) 5-CQA.

Selektywne widma 1D 'H-'H NOESY (D.0,600 MHz) uzyskane dla protonow H7'
5-CQA-OH-1 przy czasie mieszania 0.3 sekundy (A) i 0.5 sekundy (C) oraz dla
protonéw H7' 5-CQA-OH-2 przy czasie mieszania 0.3 sekundy (B)
1 0.5 sekundy (D).

Najbardziej stabilne konformery R- oraz S-5-CQA-OH (numeracja zgodna z rosngca
energia poszczegolnych konformerdw) otrzymane w wyniku optymalizacji geometrii
na poziomie B3LYP-D4/def2-TZVP.

Dopasowanie eksperymentalnych warto$ci przesunieé¢ chemicznych jader 'H oraz ich
teoretycznych magnetycznych stalych ekranowania wyznaczonych na poziomie
B3LYP-D4/def2-TZVP.

Fragmenty widm 'H (D20, 600 MHz) zawierajace obszary z sygnatami protonéw H3
5-CQA-OH-1 1 5-CQA zarejestrowane od razu po rozpuszczeniu suchej frakcji
5-CQA-OH-1 (A) oraz po 5-cio dniowej inkubacji  roztworu
w temperaturze 25 C (B). Wartosci intensywnosci integralnych pochodzace od
5-CQA-OH zostaly na kazdym z widm przyjete jako warto$¢ rowna 1.00.

Chromatogramy LC-MS (tryb SIM):

(A) wyjsciowej frakcji 5-CQA-OH-1,

(A1) frakcji 5-CQA-OH-1 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(A2) frakcji 5-CQA-OH-1 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(A1") frakcji 5-CQA-OH-1 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 5°C,

(A2") frakcji 5-CQA-OH-1 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 5°C,

(B) wyjsciowej frakcji 5-CQA-OH-2,

(B1) frakcji 5-CQA-OH-2 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(B2) frakcji 5-CQA-OH-2 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 25°C,
(B1") frakcji 5-CQA-OH-2 po 30 dniach inkubacji w temperaturze 5°C,

(B2'") frakcji 5-CQA-OH-2 po 72 dniach inkubacji w temperaturze 5°C.

Pik 1 — 5-CQA-OH-1, pik 2 — 5-CQA-OH-2, pik 3 — 5-CQA.

Degradacja 5-CQA-OH do 5-CQA w trakcie inkubacji wyizolowanych za pomocg
chromatografii preparatywnej frakcji 5-CQA-OH-1 i 5-CQA-OH-2 w temperaturze
25 (A)15°C (B).

Przebieg izomeryzacji 5-CQA-OH w trakcie inkubacji frakc;ji:

5-CQA-OH-1 w temperaturze 25°C (A) 1 5°C (C) oraz
5-CQA-OH-2 w temperaturze 25°C (B) 1 5°C (D).
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Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchej pozostalosci wodnego ekstraktu
5-CQA (A) oraz 5-CQA (B).

Chromatogramy LC/MS (tryb SCAN):

(A) suchego ekstraktu 5-CQA rozpuszczonego w wodzie,
(B) suchego ekstraktu 5-CQA rozpuszczonego w DMSO-ds i
(C) wyjsciowego ekstraktu 5-CQA.

Chromatogramy prezentujg sygnatly z zakresu m/z 300-1000.

Widma 1D TOCSY (DMSO-d¢, 600 MHz) otrzymane w wyniku selektywnego echa
spinowego protonow HS5 w pozycjach 5.23 ppm (A) i 5.19 ppm (B).
Sygnaty w zakresie 3.2-3.4 ppm pochodzg od wody.

Widma (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz) 'H-'H COSY (A) oraz 'H-'3C HSQC (B)
suchej pozostato$ci wodnego ekstraktu 5-CQA.

Na widmie HSQC sygnaly dodatnie (kolor niebieski) pochodza od grup CH oraz
CHzs, a sygnaty ujemne (kolor zielony) pochodza od grup CHa.

Widmo 'H-'*C HMBC (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz) suchej pozostalosci
wodnego ekstraktu 5-CQA.

Widmo 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchej pozostatosci z wodnego ekstraktu 5-CQA
o stezeniu 2.5 mg/mL.

Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchych pozostato$ci otrzymanych z ekstraktow
5-CQA, ktére przed odparowaniem wody inkubowano 1 godz. w temperaturach
30°C (A) oraz 140°C (B).

Wyjsciowe stezenie 5-CQA - 1 mg/mL.

Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchych pozostalosci otrzymanych po
odparowaniu wody z symulowanego ekstraktu kwasu kawowego (A) oraz kwasu
chinowego (B). Wg. [P1].

Widmo 2D 'H-'H NOESY (DMSO-ds, 600 MHz) kwasu chinowego. Wg. [P1].
Struktury kompleksow 5-CQA*H>0O-1 oraz 5-CQA*H,0O-2. Wg. [P1].

Widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz)

(A) suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 4-CQA,

(B) 4-CQA,

(C) suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 3-CQA oraz
(D) 3-CQA.

Wg. [P1].

Widma (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz) 'H-'H COSY (A) i 'H-"*C HSQC (B)
suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 4-CQA oraz widma 'H-'H
COSY (C) i 'H-'3C HSQC (D) suchej pozostalosci inkubowanego wodnego
roztworu 3-CQA.

Sygnaty dodatnie (kolor niebieski) widoczne na widmach HSQC pochodza od grup
CH oraz CHs, a sygnaly ujemne (kolor zielony) pochodza od grup CHa.
Wg. [P1].

Widmo 'H (DMSO-ds, 600 MHz) otrzymane po rozpuszczeniu suchej pozostatosci
inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA.
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Rys. 37.

Rys. 38.

Rys. 39.

Rys. 40.

Rys. 41.

Rys. 42

Powigkszone zakresy widma zawierajg sygnaly rezonansowe pochodzace od
5-CQA oraz od jego hydratow - 5-CQA*H.O-1 1 5-CQA*H20-2, ktore
wykorzystywano przy prowadzeniu analiz ilo§ciowych. Wg. [P2].

Wplyw czasu inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na:

- stezenie 5-CQA*H>0-1, 5-CQA*H,O-2 oraz catkowite st¢zenie hydratow
w suchej pozostatosci inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA (lewa o$
rz¢dnych), oraz

- stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA+*H>O-1 lub 5-CQA+*H>O-2 lub sumy obu
hydratow (prawa o$ rzednych).

Warunki: stezenie 5-CQA w inkubowanym wodnym roztworze — 1 mg/mL;

temperatura inkubacji — 30°C; inkubacja statyczna; metoda usuni¢cia wody

z roztworu — liofilizacja. Wg. [P2].

Wptyw poczatkowego stezenia 5-CQA w jego wodnym roztworze na:

- stezenie 5-CQA*H>0-1, 5-CQA*H,0-2 oraz na stgzenie obu hydratéw w suchych
ekstraktach wodnych roztworéw 5-CQA inkubowanych w temperaturach 5 (A),
30 (B) 1 60°C (C); oraz

- stopien konwersji 5-CQA do 5-CQA*H>0-1 lub do 5-CQA*H>0O-2 lub do sumy
obu hydratéw po procesie usuni¢cia wody z wodnych roztwordéw 5-CQA
inkubowanych w temperaturach 5 (A"), 30 (B") 1 60°C (C").

Dane z wykresow (A-C) oraz (A'-C') podsumowano odpowiednio na wykresach D

oraz D'.

Warunki: czas inkubacji — 24 godziny; inkubacja statyczna; metoda usuni¢cia wody

z roztworu — liofilizacja. Wg. [P2].

Wplyw temperatury inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na stopien konwersji
5-CQA do 5-CQA*H>0-1, 5-CQA=*H>0O-2 oraz catosci 5-CQA*H-O.

Zaleznosci dla 1 (A), 5 (B) oraz 24 godzinnej (C) inkubacji.

Warunki: stezenie 5-CQA w wodnym roztworze — 1 mg/mL; inkubacja statyczna;
metoda usuni¢cia wody z roztworu — liofilizacja. Wg. [P2].

Wpltyw metody usuwania wody z roztworu 5-CQA na stopien konwersji 5-CQA do
5-CQA#*H>0-1, 5-CQA*H>0-2 oraz do sumy obu hydratow.

Warunki: stezenie 5-CQA w wodnym roztworze — 1 mg/mL; temperatura inkubacji
— 30°C; czas inkubacji — 24 godziny; inkubacja statyczna. Wg. [P2].

Stopien konwersji 5-CQA do 5-CQAx*H>0O-1, 5-CQA*H>0O-2 oraz do sumy obu
hydratow w suchych ekstraktach otrzymanych po liofilizacji wodnych roztworow
5-CQA inkubowanych statycznie, wytrzasanych oraz poddawanych dziataniu
ultradzwigkow.

Warunki: stezenie 5-CQA w wodnym roztworze — 1 mg/mL; temperatura
inkubacji — 30°C; czas inkubacji — 15 minut; metoda usunig¢cia wody z roztworu —
liofilizacja. Wg. [P2].

Przyktadowe widmo 'H DOSY (DMSO-ds, 600 MHz) suchej pozostatosci
inkubowanego wodnego roztworu 5-CQA.

Sucha pozostato$¢ zawierata 35 % hydratow 1 65 % 5-CQA. Na widmie
zaznaczono sygnaty pochodzace od 5-CQA oraz 5-CQA=*H»0. Wg. [P2].
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Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

43.

. 44.

45.

. 46.

47.

48.

49.

50.

S1.

Krzywa kalibracyjna wykorzystana przy wyznaczaniu masy molowej 5-CQA*H>0O
metoda wzorca zewngtrznego. Wspotczynniki dyfuzji wyznaczono metoda NMR.
Wg. [P2].

Struktury  kompleksow  [2x5-CQA*2xH>O]-1 1 [2x5-CQA*2xH>0]-2.
Dane wg. [P2].

Widma 'H (90 % H20/10 %D,0, 600 MHz) $wiezo przygotowanego (A)
1 inkubowanego przez 24 godziny (C) wodnego roztworu 5-CQA oraz

widma 'H (DMSO-ds, 600 MHz) suchych ekstraktéw ze §wiezo przygotowanego
wodnego roztworu 5-CQA (B) i roztworu inkubowanego przez 24 godziny (D).
Wg. [P3].

(A) - Wplyw czasu inkubacji wodnego roztworu 5-CQA na przewodnictwo
elektrolityczne oraz

(B) - przyktadowy chromatogram LC-MS (tryb SCAN) wodnego roztworu
5-CQA po jego 24 godzinnej inkubacji. Wg. [P3].

(A) - Przyktadowy chromatogram LC-MS (tryb SIM) hydrolizatu wodnego
roztworu 5-CQA inkubowanego przez 24 godziny oraz

(B) - stezenia 5-CQA, kwasu kawowego 1 kwasu chininowego w hydrolizatach
ze $wiezo przygotowanych i1 inkubowanych przez 1 1 24 godziny
wodnych roztworow 5-CQA. Wg. [P3].

Krzywe przedstawiajace kinetyke reakcji zachodzacych pomiedzy kationorodnikami
ABTS (A) lub rodnikami DPPH (B) lub kompleksami
Cu(Il)-neokupreina (C) Ilub kompleksami Fe(Ill)-2,4,6-Tri(2-pirydylo)-s-triazyna
(D) lub rodnikami peroksylowymi (E) a wodnymi roztworami 5-CQA, ktore byty
nieinkubowane (zielona kropkowana krzywa z okregami) 1 inkubowane przez 1 1 24
godziny (odpowiednio przerywana czerwona krzywa z trdjkatami i niebieska linia z
kwadratami). Wg. [P3].

Procent nieprzereagowanego kationorodnika ABTS (A) i1 rodnika DPPH (B) po 60
minutach reakcji ze §wiezo przygotowanymi i inkubowanymi przez 1 i 24 godziny
modelowymi napojami izotonicznymi, modelowymi napojami energetycznymi i ich
bazami. Wg. [P3].

Wptyw czasu inkubacji wodnych roztwordéw 5-CQA o réznym stezeniu na:
(A) - stopien transformacji 5-CQA do jego hydratow,

(B) - procentowa zawartos$¢ nieprzeksztatconego 5-CQA i

(C) - zawarto$¢ nieprzeksztatconego 5-CQA wyrazong w [mg/mL]. Wg. [P3].

Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA=*2xH>0 okreslony w oparciu o analize

NMR suchych ekstraktoéw otrzymanych po odparowaniu:

— wody z wodnego roztworu 5-CQA;

— octanu etylu z ekstraktu otrzymanego w wyniku ekstrakcji ciecz-ciecz wodnego
roztworu 5-CQA

— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent dla kolumienki na ktorg
naniesiono wodny roztwor 5-CQA w technice SPE;

— acetonitrylu z koncowego ekstraktu uzyskanego w wyniku ekstrakcji wodnego
roztworu 5-CQA z wykorzystaniem techniki QUEChERS;
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Rys. 52.

Rys. 53.

Rys. 54.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

55S.

56.

57.

58.

. 59.

60.

— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent dla kolumienki upakowanej
zawiesing sorbentu 1 wodnego roztworu 5-CQA w technice MSPD.
Wg. [P4].

Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analizg

NMR suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu eluentu wykorzystanego do

elucji 5-CQA z kolumny C-18 na ktérg naniesiono wodny roztwor 5-CQA.

Wg. [P4].

Wpltyw stezenia wody w mieszaninach metanol/woda wykorzystanych do elucji
5-CQA z kolumny SPE na stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>O
okreslony w oparciu o analiz¢ NMR suchych ekstraktow otrzymanych po
odparowaniu rozpuszczalnika. Wg. [P4].

Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analizg

NMR suchych ekstraktéw otrzymanych po odparowaniu:

—  wody z wodnego roztworu 5-CQA,

— acetonitrylu zastosowanego jako koncowy eluent kolumienki SPE wypelnionej
sorbentem C-18 na ktérg naniesiono wodny roztwor 5-CQA,

— wody z wodnego roztworu 5-CQA naniesionego na kolumienke SPE wypeltniong
sorbentem C-18 po przekroczeniu jej objetosci przebicia, oraz

— wody z wodnego roztworu 5-CQA po jego wczesniejszym wytrzasaniu z
heksadekanem.

Stopien konwersji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analiz¢ NMR
suchych pozostalosci otrzymanych po odparowaniu wody z roztworu 5-CQA
w wodzie lub wodzie nasyconej rozpuszczalnikiem organicznym.

Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA*2xH>O okreSlony w oparciu
o analiz¢ NMR suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu octanu etylu
z ekstraktow LLE soku jabtkowego, wodnego ekstraktu korzeni arcydziegla litworu
(Angelica Archangelica radix) 1 wodnego ekstraktu ziela rozmarynu (Salvia
rosmarinus Spenn.), ktére przed ekstrakcja wzbogacono w 5-CQA do poziomu
I mg/mL. Wg. [P4].

Stopien konwersji 5-CQA do 2x5-CQA=*2xH>O okre§lony w oparciu o analiz¢ NMR
suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu wody z wodnych roztworéw
5-CQA rozniacych sie pH. Wg. [P4].

(A) Wptyw czasu inkubacji wodnych roztworéow 5-CQA o jego réznych
stezeniach na stopien transformacji 5-CQA do 5-CQA-OH.

(B) Wplyw stezenia 5-CQA w jego wodnym roztworze na stopien konwersji
5-CQA do [2x5-CQA*2xH>0]-1 lub [2x5-CQA*2xH>0]-2 lub
ich sumy po inkubacji w temperaturze 30°C.
(Rys 58 B to powtorzenie Rys. 38 z rozdz. 14).

Widma 'H (DMSO-d¢ + 0.5 mM DsPOs4, 600 MHz) suchych pozostatosci
z wyodrebnionych za pomoca chromatografii preparatywnej frakcji zawierajacych
(A) 5-CQA-OH-1 oraz (B) 5-CQA-OH-2.

Widma 1D TOCSY (DMSO-ds, 600 MHz) otrzymane dla suchej pozostatosci frakceji
5-CQA-OH-1 w  wyniku selektywnego echa spinowego  protonow
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Rys. 61.

Rys. 62.

w pozycji 5.15 ppm (A1), 5.09 ppm (A2) 1 4.98 ppm (A3) oraz widma 1D TOCSY
(DMSO-d¢, 600 MHz) otrzymane dla suchej pozostatosci  frakcji
5-CQA-OH-2 w wyniku selektywnego echa spinowego protondéw w pozycji
5.12 ppm (B1), 5.06 ppm (B2) 1 4.95 ppm (B3).

(A1)i (A2) - widma 'H-"H COSY i 'H-'3C HSQC suchej pozostatosci
5-CQA-OH-1 (DMSO-ds, 600 MHz i1 125 MHz);

(B1) i (B2) - widma 'H-'"H COSY i 'H-'3C HSQC suchej pozostatosci
5-CQA-OH-2 (DMSO-ds, 600 MHz i1 125 MHz).

Sygnaty dodatnie (kolor niebieski) widoczne na widmach HSQC pochodza od grup

CH oraz CHs, a sygnatly ujemne (kolor zielony) pochodza od grup CHa.

Widmo 'H DOSY (DMSO-d¢ + 0.5 mM D3PQ4, 600 MHz) suchych pozostatosci
frakcji adduktow 5-CQA-OH-1 (A) oraz 5-CQA-OH-2 (B).
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SPIS TABEL

Tabela 1 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
5-CQA oraz wodnych adduktow 5-CQA (5-CQA-OH) (D0, 600 MHz i 125 MHz).

Tabela 2 Warto$ci przesunie¢ chemicznych wyznaczonych eksperymentalnie (8 'Hexp.) oraz
wartosci przesunie¢ okre$lonych teoretycznie (8 !Heo) dla 5-CQA-OH-1
1 5-CQA-OH-2. Dopasowania dokonano dla obliczonych teoretycznie
magnetycznych stalych ekranowania (poziom B3LYP-D4/def2-TZVP).

Tabela 3 Wartosci parametrow opisujacych dopasowanie przesuni¢¢ chemicznych
wyznaczonych eksperymentalnie 1 obliczonych teoretycznie magnetycznych statych
ekranowania (R? i a) oraz wartoéci parametrdw opisujacych réznice pomiedzy
eksperymentalnymi  warto$ciami  przesunie¢ 1 wartoSciami  przesuni¢é
wyznaczonymi na podstawie dopasowania (6 1 Amax).

Tabela 4 Stezenia 5-CQA i jego wodnych adduktéw okreslone technikami LC-MS oraz NMR
we frakcjach wyizolowanych za pomoca chromatografii preparatywne;.

Tabela 5 Warto$ci przesunie¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
5-CQA oraz komplekséw 5-CQA*H>O (DMSO-ds, 600 MHz i 125 MHz).

Tabela 6 Wartos$ci przesunie¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
4-CQA oraz komplekséw 4-CQA*H.O (DMSO-ds, 600 MHz 1 125 MHz).
Wg. [P1].

Tabela 7 Warto$ci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnatow
3-CQA oraz kompleksow 3-CQA*H,O (DMSO-ds, 600 MHz i1 125 MHz).
Wg. [P1].

Tabela 8 Dane NMR DOSY oraz obliczone masy molowe dla komplekséw
[2x5-CQA*2xH>0]. Dane wg. [P2].

Tabela 9 Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>0 okreslony w oparciu o analizg
NMR suchych ekstraktéw LLE i SPE z r6znych typow kawy oraz herbaty. Wg. [P4].

Tabela 10 Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH>O okreslony w oparciu
o analizg¢ NMR suchych ekstraktéw otrzymanych po odparowaniu wody
z wodnych roztworow 5-CQA zawierajacych przykladowe sktadniki matryc
ro$linnych oraz octanu etylu z ekstraktow LLE wodnych roztworow 5-CQA
zawierajacych te same przyktadowe sktadniki matryc ro§linnych. Wg. [P4].

Tabela 11 Stopien transformacji 5-CQA do 2x5-CQA#*2xH»>O okreslony w oparciu
o analiz¢ NMR suchych ekstraktow otrzymanych po odparowaniu octanu etylu
z ekstraktow LLE wodnych roztworéow 5-CQA z dodatkiem kwasoéw 1 zasad.
Wg. [P4].

Tabela 12 Stezenia 5-CQA 1 jego hydratdéw wyznaczone metoda NMR oraz stezenia 5-CQA
wyznaczone metodg LC-MS w suchych ekstraktach. Wg [P4].

Tabela 13 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnalow
5-CQA-OH-1 oraz jego hydratow (DMSO-ds + 0.5 mM D3POsg,
600 MHz i 125 MHz).

176



Tabela 14 Wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz opisy struktur multipletowych sygnalow
5-CQA-OH-2 oraz jego hydratow (DMSO-ds¢ + 0.5 mM D3;POs,
600 MHz i 125 MHz).

Tabela 15 Wyniki pomiarow NMR DOSY oraz obliczone masy molowe dla 5-CQA-OH
1 kompleksow [2x5-CQA-OH*2xH>0].
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STRESZCZENIE

Kwasy chlorogenowe to zwigzki przynalezne do grupy polifenoli, ktore od dawna sg
przedmiotem zainteresowania badaczy z uwagi na ich wysoka i réznorodng aktywnos¢
biologiczng oraz zastosowanie. Ich gléwnym 1 najbardziej rozpowszechnionym
przedstawicielem jest kwas 5-O-kawoilochinowy (5-CQA) bedacy estrem kwasu kawowego
1 chinowego, w ktérym kwas kawowy tworzy wiazanie estrowe z grupa hydroksylowa kwasu
chinowego przy atomie wegla C5.

Jak wynika z literatury, 5-CQA (jak i inne kwasy chlorogenowe) podczas jego izolacji
z matryc roslinnych metodg ekstrakcji woda lub mieszaninami wodno-alkoholowymi ulega
hydrolizie, trans-estryfikacji 1 izomeryzacji trans-cis. Istnieja posrednie dowody wskazujace, ze
ulega on rowniez addycji wody na drodze reakcji Michaela. Ostatni z wymienionych procesow,
czyli bezposrednie przylaczenie wody do sprzezonego wigzania alkenowego
5-CQA budzi wiele watpliwosci z punktu widzenia chemii organicznej, poniewaz jego
przeprowadzenie stanowi wyzwanie nawet w przypadku prostych zwiazkéw. Wskazane
watpliwosci wydajg si¢ tym bardziej zasadne ze wzgledu na obecnos¢ kilku grup polarnych
w strukturze kwasow chlorogenowych, ktore mogg oddzialywac z woda ,,blokujac” addycje¢ lub
prowadzi¢ do powstania innych ich pochodnych.

Szeroko zakrojone badania modelowych wodnych roztworéw i1 symulowanych
ekstraktow 5-CQA, jak rowniez produktéw roslinnych i spozywczych zawierajacych ten kwas,
przeprowadzone w ramach prezentowanej pracy gldwnie przy uzyciu spektroskopii NMR 1
chromatografii cieczowej, wykazaly, ze na skutek bezposredniego oddziatywania
5-CQA z woda powstaja dwa typy jego pochodnych, ktorych masy sg o 18 Da wigksze od masy
macierzystego zwigzku. Pierwszym z nich s3 wodne addukty 5-CQA powstajace
w wyniku przylaczenia wody do tego kwasu wilasnie na drodze addycji Michaela. Ich ilos¢
w roztworach wodnych jest niewielka. Warto zauwazy¢, ze ulegaja one powolnej degradacji
1izomeryzacji. Drugi typ wodnych pochodnych 5-CQA, ktory tworzy si¢ w znacznie wigkszych
ilo$ciach, to dwa jego hydraty t.j. kompleksy 5-CQA z woda. Kazdy z tych kompleksow sktada
si¢ z dwoch czasteczek 5-CQA 1 dwoch czasteczek wody potaczonych ze soba za pomoca
wigzan wodorowych. Prawdopodobnie powstajg one na drodze ,,wychwytu” monomerycznych

lub dimerycznych czasteczek wody (ktore sa obecne w niewielkich ilosciach w roztworach
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wodnych) przez 5-CQA. Na podstawie szczegdétowych badan strukturalnych hydratoéw 5-CQA
wykazano, ze za wigzanie wody przez ten kwas odpowiedzialny jest uktad sktadajacy si¢ z
potozonych blisko siebie dwdch grup hydroksylowych i grupy estrowej. Izomery 5-CQA i jego
wodne addukty, w ktorych obecne sg podobne motywy strukturalne, takze tworzg kompleksy z
woda.

Przebadane i1 opisane w ramach dysertacji wodne pochodne 5-CQA nie byly wcze$niej

znane z literatury.
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ABSTRACT

Chlorogenic acids are polyphenolic compounds that have long attracted scientific interest
due to their significant and diverse biological activities. Their most abundant and
well-studied representative is 5-O-caffeoylquinic acid (5-CQA), an ester formed between
caffeic acid and quinic acid. In this compound, caffeic acid forms an ester bond with the
hydroxyl group attached to C5 carbon atom of quinic acid.

According to the literature, 5-CQA (as well as other chlorogenic acids) undergoes
hydrolysis, transesterification and trans-cis isomerization during its isolation from plant
matrices by extraction with water or water-alcohol mixtures. There is indirect evidence
suggesting that it also undergoes water addition via the Michael reaction. The last of the
mentioned processes, i.e. addition of water to the conjugated alkene bond of 5-CQA, raises
many doubts from an organic chemistry perspective, as carrying out such a reaction is
challenging even with simple compounds. These doubts seem all the more justified due to the
presence of a few polar groups in the structure of chlorogenic acids that can also interact with
water, which may results in the "blockade" of the addition or lead to the formation of other
derivatives.

Extensive studies on model aqueous solutions and simulated extracts of 5-CQA, as well
as plant and food products containing this acid, conducted in the present dissertation - primarily
using NMR spectroscopy and liquid chromatography - revealed that the direct interaction of 5-
CQA with water leads to the formation of two types of its derivatives, each with a mass 18 Da
greater than that of the parent compound. The first of them are 5-CQA water adducts, which are
formed by the addition of water to the 5-CQA molecule precisely via Michael addition. Their
quantity in aqueous solutions is small. It is worth noting that they undergo slow degradation
and 1somerization. The second type of aqueous derivatives of
5-CQA, which are formed in much larger amounts, are its two hydrates, i.e. complexes of
5-CQA with water. Each of the considered complexes consists of two 5-CQA molecules and
two water molecules connected to each other by hydrogen bonds. Formation of hydrates is
probably the result of “capturing” of monomeric or dimeric water molecules (which are present
in small quantities in water solutions) by 5-CQA. Detailed structural investigation of 5-CQA

hydrates showed that the system of two hydroxyl groups and an ester group located close to
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each other is responsible for water binding by 5-CQA. Isomers of 5-CQA and 5-CQA water
adducts, in which similar structural motifs are present, also form complexes with water.
The aqueous derivatives of 5-CQA examined and described in the dissertation were not

previously known from the literature.
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