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WSTEP

Na $wiecie wystepuje okoto 500 000 réznych gatunkoéw roslin, z czego jedynie
okoto 2 000 uznaje si¢ za lecznicze (Hadas i Derda, 2014). Zdecydowana wigkszo$¢ roslin
porastajgcych kul¢ ziemska pozostaje nadal niezbadana i stanowi nowe wyzwania dla
$wiata nauki. Od poczatku ostatniej dekady XX wieku ponownie obserwuje si¢ wzmozone
zainteresowanie ro$linami leczniczymi, ktére poczawszy od wieku XIX, w zwigzku
Z intensywnym rozwojem nauk chemicznych, ustepowaty miejsca lekom syntetycznym.
Obecnie naukowcy na calym $wiecie kieruja swoja uwage ku nowym, niepoznanym do tej
pory ros$linom leczniczym, z ktoérych izolowane s3a zwigzki 0 potencjalnym dziataniu
terapeutycznym. Za sprawg dynamicznego rozwoju nauk analitycznych mozliwa jest
wszechstronna analiza jakosciowa jak iilosciowa poszczegdlnych gatunkéw oraz
otrzymywanych z nich lekow pochodzenia naturalnego (Glowniak i Widelski, 2007).

Szczegolne zainteresowanie budza zwiazki 0 charakterze polifenoli, zwlaszcza
flawonoidy, ws$rod ktérych liczba nowo poznawanych struktur ciggle wzrasta.
W zaleznosci od budowy chemicznej mogg one wykazywaé szerokie i bardzo
zr6znicowane spektrum dziatania biologicznego. Obecnos¢ flawonoidéw W roslinach
wigze si¢ z licznymi funkcjami biochemicznymi. Zwiazki te stanowig m.in. ochrong przed
promieniowaniem UV-A oraz UV-B, atakze przed mikroorganizmami. Dodatkowo,
posrednio, petnig role regulatorow wzrostu, wptywajac na transport i katabolizm auksyn
roslinnych oraz biorg udziat w zjawisku allelopatii. Flawonoidy warunkujg ponadto
ubarwienie kwiatow, lisci i owocow. Wykazuja takze korzystne dziatanie na organizm
ludzki.

Najszerzej opisywang aktywnoscig biologiczng flawonoidéw jest dziatanie
antyoksydacyjne. Wynika ono z ré6znych mechanizmow, wsrod ktorych wymienia si¢
przede wszystkim: wychwytywanie oraz zmiatanie wolnych rodnikow tlenowych
i reaktywnych form tlenu (RFT); supresje produkcji RFT na skutek hamowania
aktywnosci enzymow biorgcych udziat w ich powstawaniu (m.in. oksydazy ksantynowej,
mieloperoksydazy); zapobieganie utlenianiu witaminy C oraz chelatowanie jonéw miedzi
I zelaza, ktore inicjuja tancuch reakcji wolnorodnikowych. W zwigzku z powyzszym
flawonoidy moga odgrywaé¢ wazng rol¢ W prewencji i leczeniu choréb degeneracyjnych

I nowotworowych, a takze w opo6znianiu procesow starzenia. Wérod innych aktywnosci
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biologicznych prezentowanych przez te grupe zwiazkéw wymieni¢ nalezy przede
wszystkim dziatanie moczopgdne i uszczelniajace na naczynia krwionos$ne, a takze, mniej
specyficzne, dziatanie estrogenne (izoflawony), hepatoprotekcyjne (flawonolignany),
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwgrzybicze, uspokajajace (Jasinski iwsp., 2009;
Matolepsza i Urbanek, 2000).

W przypadku roslin dwulisciennych, zwiazki flawonoidowe wystepuja szczegdlnie
czesto W rodzinach takich jak: Astrowate (Asteraceae), Jaskrowate (Ranunculaceae),
Jasnotowate (Lamiaceae), Tr¢downikowate (Scrophulariaceae), Roézowate (Rosaceae),
Dziurawcowate (Hypericaceae), Rdestowate (Polygonaceae), Selerowate (Apiaceae),
Brzozowate (Betulaceae), Rutowate (Rutaceae), Kapustowate (Brassicaceae), Bobowate
(Fabaceae), Worzosowate (Ericaceae), Fiotkowate (Violaceae), Pierwiosnkowate
(Primulaceae) (Matolepsza i Urbanek, 2000).

Stosunkowo mato przebadang, pod wzgledem wystepowania zwigzkoéw
flawonoidowych, rodzing roslin stanowig Komosowate (Chenopodiaceae). Jednym ze
szczegolnie stabo zbadanych gatunkow tej rodziny jest Axyris amaranthoides L. Do chwili
obecnej sktad chemiczny ro$liny zostal poznany przede wszystkim w zakresie

wystepowania zwigzkow 0 charakterze fitoekdysteroidow.
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CEL PRACY

Celem pracy byly badania fitochemiczne ziela AXxyris amaranthoides L.
obejmujgce analiz¢ jakosciowa i ilosciowa wybranych zwigzkow polifenolowych,
glownie flawonoidow, a takze okreslenie niektorych kierunkow aktywnosci biologicznej

dla wyciggow otrzymanych z surowca.

Szczegolowe badania realizowane W zakresie niniejszej pracy obejmowaty:

» izolacj¢ zwigzkéw flawonoidowych przy zastosowaniu wybranych metod
chromatograficznych;

> Ustalenie struktury chemicznej wyodrgbnionych zwigzkéw za pomoca wybranych
metod spektralnych (UV, *H i $3C NMR oraz LC-MS i LC-MS/MS);

» ustalenie struktury chemicznej izomerow i izobarow zwigzkoéw flawonoidowych
wystepujacych w mieszaninach z wykorzystaniem techniki LC-MS/MS;

» oznaczenie zawarto$ci flawonoidow w surowcu,

» oznaczenie catkowitej sumy polifenoli W wyciagach otrzymanych z surowca
(metoda z odczynnikiem Folin-Ciocalteu);

» Dbadanie aktywnosci antyoksydacyjnej wyciagéw z surowca wybranymi
metodami spektrofotometrycznymi (metoda z zastosowaniem odczynnika DPPH,
metoda FRAP);

» badanie aktywnosci przeciwzapalnej wyciaggow z surowca poprzez oceng wplywu
na poziom biatka COX-2 i PGE;

» badanie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej wyciggow z surowca w stosunku

do wybranych szczepoéw bakterii | grzybow, w tym dermatofitow.
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CZESC TEORETYCZNA

1. KLASYFIKACJA TAKSONOMICZNA GATUNKU Axyris amaranthoides L.

Krélestwo: Plantae — Rosliny

Podkroélestwo: Tracheobionta — Rosliny naczyniowe
Gromada: Spermatophyta — Rosliny nasienne
Podgromada: Magnoliophyta — Rosliny okrytonasienne
Klasa: Magnoliopsida — Dwuliscienne
Podklasa: Caryophyllidae

Rzad: Caryophyllales

Rodzina: Chenopodiaceae — Komosowate

Rodzaj: Axyris L.

Gatunek: Axyris amaranthoides L.

(www.plants.usda.gov)

Krélestwo: Plantae — Rosliny
Podkrolestwo: Viridaeplantae — Rosliny zielone

Infrakrolestwo: Streptophyta — Rosliny ladowe

Gromada: Tracheophyta — Ros$liny naczyniowe
Podgromada: Spermatophytina — Rosliny nasienne
Infragromada: Angiospermae — Rosliny okrytonasienne
Klasa: Magnoliopsida — Dwuliscienne
Nadrzad: Caryophyllanae

Rzad: Caryophyllales
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CZESC TEORETYCZNA

Rodzina: Amaranthaceae — Szartatowate
Rodzaj: Axyris L.
Gatunek: Axyris amaranthoides L.

(Www.itis.gov)

2. CHARAKTERYSTYKA BOTANICZNA RODZAJU Axyris L.

Rodzaj Axyris obejmuje 6 gatunkow: A. amaranthoides, A. prostrata, A. hybrida,
A. sphaerosperma, A. caucasica oraz A. mira (Sukhorukov, 2011). W zaleznosci od
réznych podzialow taksonomicznych zaliczany jest do rodziny Chenopodiaceae
(Komosowate) lub rodziny Amaranthaceae (Szarlatowate), ktoéra w nowszych
klasyfikacjach taksonomicznych, m.in. systemie APG III, obejmuje rodzaje nalezace do
rodziny Chenopodiaceae. Niekiedy rodzaj przyporzadkowywany jest do obu tych rodzin
z zaznaczeniem: Chenopodiaceae — sensu stricto (Komosowate — w waskim ujeciu),
Amaranthaceae — sensu lato (Szartatowate — w szerokim ujeciu) (Reveal, Chase, 2011;
Sukhorukov, 2011). W obrebie podrodziny Chenopodioidae, Axyris wraz z rodzajem
Krascheninnikovia Gueldenst. i Ceratocarpus L. tworzy oddzielny tryb Axyridae
G. Kadereit & Sukhor. (Kadereit i wsp., 2010; Fuentes-Bazan i wsp., 2012).

Gatunki z rodzaju Axyris wystepuja powszechnie na terenach gorskich Centralnej
Azji, zwlaszcza W poinocnej i potnocno-zachodniej czgsci regionu oraz we wschodniej
Syberii. A. caucasica porasta ponadto tereny Potwyspu Koreanskiego oraz pasma gorskie
Centralnego Kaukazu. Najmtodszy zidentyfikowany gatunek — A. mira, wystepuje przede
wszystkim (obok A. prostrata) na terenie Tybetu i w Himalajach. A. amaranthoides
natomiast jest gatunkiem porastajacym obszary takze poza Azja, obejmujagcy swym
wystepowaniem niektore czeSci Europy i1 Ameryki Poéinocnej (Blackwell, 1978;
Sukhorukov, 2005; 2011).

Nalezace do rodzaju Axyris gatunki to jednoroczne rosliny zielne, jednopienne
0 wyprostowanej lub ptozacej si¢ todydze, 0siagajace W zaleznosci od gatunku wysoko$¢
od 2 do 80 cm (Wu iwsp., 2003). Ze wzgledu na obecnos¢ duzej ilosci wloskow
gwiazdzistych pokrywajacych wszystkie organy, sa dos¢ tatwo rozpoznawalne in situ
(Rycina 1) (Sukhorukov, 2011). Nierozgat¢zionych wtoskow brak. Gatunki z rodzaju
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AXxyris posiadajg calobrzegie, jajowate lub podtuzne liScie ogonkowe badz bezogonkowe,

zwykle ze stabo zaznaczonym unerwieniem.

Rycina 1. Fragment blaszki lisciowej A. prostrata-wloski gwiazdziste (http://greif.uni-greifswald.de).

Owoce sa elipsoidalne lub owalne o0 gladkiej badz pomarszczonej powierzchni,
jednonasienne, z obecnymi wyrostkami w gornej czg$ci owocni, ktora szczelnie przylega
do powloki nasienia. Kwiaty jednoptciowe. Rodzaju meskiego: siedzace, tworzg krotkie
lub dhugie kltosowate kwiatostany wyrastajace W katach gdérnych odgalezien; okwiat
zwykle 3-5 segmentowy. Kwiaty zenskie: umieszczone na szyputkach przylistkow
(podsadek); okwiat tworzony przez 3-4 listki.

Rozréznienie poszczegdlnych gatunkéw jest trudne iopiera si¢ na roznicach
w ksztatcie lisci, dtugosci meskich kwiatostanow, sposobie rozgalezienia rosliny oraz

strukturze owocow (Rycina 2) (Sukhorukov, 2005; 2011; Wu i wsp., 2003).
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A. amaranthoides

(fot. P. Znajdek-
Awizen)

A. hybrida

(http://greif.uni-greifswald.de)

A. prostrata

(http://www.plantarium.ru)

A. caucasica

(http://www.plantarium.ru)

Rycina 2. Réznice morfologiczne pomi¢gdzy wybranymi gatunkami rodzaju Axyris L.
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Wszystkie zbadane do tej pory gatunki wytwarzaja dwa rodzaje owocow — czarne

| bragzowe. Heterokarpia zaznacza si¢ wyraznymi rdznicami zwigzanymi przede

wszystkim z:

— kolorem owocow;

— obecno$cig sklereidow W perikarpium owocoéw czarnych oraz ich brakiem
w perikarpium owocow bragzowych;

— ksztaltem i wielko$cig wyrostkow obecnych w gornej czgéci owocni;

— ksztaltem 1 powierzchniga obu rodzajow owocow (Rycina 3) (Piskonov, 1968;
Sukhorukov, 2011; 2013).

A.caucasica A.sphaerosperma  A.amaranthoides A.hybrida A.prostrata

Rycina 3. Roznice W budowie owocow czarnych (A) i brazowych (B) poszczegdlnych gatunkow z rodzaju
Axyris (Sukhorukov, 2011; 2013).

Mimo prowadzonych badan, systematyka rodzaju Axyris nie zostata jeszcze
W pelni poznana. Na podstawie okreslonych cech zaliczane do niego gatunki sa niekiedy
dzielone na dwie grupy:
(1) A. amaranthoides, A. hybrida i A. prostrata — posiadajg ,,skompresowane” czarne
owoce zawierajace tuping nasienng Sredniej grubosci (30-50 um);
(2) A. sphaerosperma i A. caucasica — posiadajg prawie kuliste czarne owoce 0 bardzo
grubej tupinie nasiennej (50-100 pum).
Brazowe owoce u wszystkich gatunkow charakteryzuje cienka tupina nasienna (8-15 um,

niekiedy do 25 pm) (Sukhorukov, 2011).
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3. CHARAKTERYSTYKA BOTANICZNA Axyris amaranthoides L.

Nazwy lacinskie (Synonimy): Axyris amaranthoides L., Axyris amaranthoides f. dentata

(Baranov) Kitagawa; Axyris amaranthoides var. dentata Baranov
Nazwy angielskie: Russian pigweed, Russian — pigweed

A. amaranthoides jest najbardziej rozpowszechnionym sposréd wszystkich
gatunkow nalezgcych do rodzaju Axyris. Roslina ta pierwotnie wywodzi si¢ z Azji, gdzie
porasta przede wszystkim tereny Rosji, Mongolii, obu Korei, Kazachstanu i Japonii.
Szczegdlnie czesto W rejonach tych spotka¢ ja mozna na stepach i terenach
potpustynnych. Obecnie obszar jej wystepowania jest jednak znacznie wigkszy
i obejmuje rowniez Europe | Ameryke Potnocna. Gatunek zaliczany jest do roslin
ruderalnych i uznawany powszechnie za pospolity chwast (\Wu i wsp., 2003; Blackwell,
1978). Porasta 1gki, pola, stoki, nieuzytki, przydroza, a takze tereny nadrzeczne.

A. amaranthoides to roczna roslina zielna osiggajaca Srednig wysokos¢ od 20 do
80 cm. Posiada wyprostowana todyge 0 wyrastajacych spiralnie, zwykle od potowy
wysokos$ci todygi, odgalezieniach dtugosci od 3 do 13 cm. Ulistnienie todygi spiralne.
Liscie dolne sg krotkoogonkowe, jajowate, ostro zakonczone, catobrzegie lub delikatnie
zabkowane, z dobrze zaznaczonym unerwieniem i wloskami gwiazdzistymi po spodniej
stronie liScia (z czasem nagie). Osiagaja rozmiary 3-7 X 0.5-1,3 cm. Gorne liscie
| przylistki sa mniejsze od dolnych, bezogonkowe, bezposrednio przytwierdzone do
lodygi glownej lub odgatezien. Posiadajg ksztalt lancetowaty, wasko lancetowaty lub
jajowaty isg niekiedy zabkowane zlekko wklestymi krawedziami i wloskami
gwiazdzistymi obecnymi po spodniej stronie liSci. Ich wymiary mieszcza si¢ W granicach
10 x 2-3 mm. Roslina kwitnie od lipca do konca sierpnia. Kwiaty meskie tworza okwiat
ztozony zwykle z 3 segmentow 0 waskim, podtuznym ksztatcie. Od strony spodniej sg
gesto pokryte wloskami gwiazdzistymi. Zawierajg trzy preciki, wystajace poza korone
kwiatu. Kwiaty zenskie: okwiat 3-segmentowy, blonkowaty, od spodu gesto pokryty
wloskami gwiazdzistymi. Centralny segment mniejszy i podtuzny. Segmenty boczne
wicksze i szeroko jajowate. Ciemnobrazowe owoce ksztattu elipsoidalnego, dtugosci
2,25-3 mm, z biatlymi podtuznymi pasmami. W gornej czesci posiadajg dobrze rozwinigte
dwuptatowe wyrostki/skrzydetka, taczace si¢ ze sobg i stanowigce od 1/5 do 1/7 czesci

catego owocu. Czarne owoce owalne, o dtugosci 1,8-2,2 mm, pozbawione sg biatych
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podtuznych pasm, posiadajg dwuptatowe wyrostki dtugosci 1/10-1/15 czgsci owocu
(Sukhorukov, 2005; 2011; 2013; Wu i wsp., 2003).

Rycina 4. Axyris amaranthoides L. (http://www.farmazia.ru/).

4. STAN BADAN NAD GATUNKIEM Axyris amaranthoides L.

Do chwili obecnej A. amaranthoides byt przedmiotem nielicznych badan
naukowych. Jedno znich dotyczylo okreslenia poziomu fitoekdysteroidow.
Udowodniono, ze zarowno nasiona jak i korzenie rosliny stanowig bogate zrodto tych
zwiagzkow (Dinan, 1995). W p6zniejszym czasie z nasion A. amaranthoides wyizolowano
1a,20R-dihydroksyekdyson,  20E-hydroksyekdyson  (polypodina A) i5,20E-
dihydroksyekdyson (polypodina B) (Rycina 5) (Sarker, 1998).

1a,20R-dihydroksyekdyson 20E-hydroksyekdyson (polypodina A)
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5,20E-dihydroksyekdyson (polypodina B)

Rycina 5. Zwiazki zidentyfikowane w nasionach A. amaranthoides L. (Sarker, 1998).

Zbadano ponadto aktywnos$¢ antyoksydacyjna 7-0-[2°-0-
feruiloglukuronopiranozylo-O-glukuronopiranozydu] trycyny wyizolowanego z ziela A.
amaranthoides (Katedra i Zaktad Farmakognozji UMP) i poréwnano z dziataniem
innych, rownolegle badanych zwigzkow: 6-C-B-glukopiranozydu 4’-metoksy-5,7-
dihydroksyflawonu (izocytyzozyd) i I 3’ II 8 biapigeniny (amentoflawon) (Pawlak i wsp.,
2010). Doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem metody ABTS oraz
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR), a za zwigzek wzorcowy przyjeto
beta-karoten. W wyniku przeprowadzonego badania stwierdzono, ze sposrod wszystkich
testowanych zwigzkow 7-O-[2"’-O-feruiloglukuronopiranozylo-O-glukuronopiranozyd]
trycyny wykazuje najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjng, co moze by¢ zwigzane
z obecnoscig ugrupowania hydroksylowego w pozycji 4’ pierScienia B, grup
metoksylowych w pozycji 3’ 1 5° pier§cienia B oraz z obecnos$cig acylowanej czasteczki

cukrowe;j.

5. FLAWONOIDY

5.1. Wprowadzenie

Flawonoidy to liczna grupa zwiazkow polifenolowych, niezwykle
rozpowszechnionych w $wiecie ro§linnym. Naturalne zrodto tych metabolitow wtornych
stanowig ro$liny zarodnikowe, naczyniowe, glony oraz mszaki. Flawonoidy wystepuja
we wszystkich czesciach roslin, przede wszystkim w liSciach | kwiatach, ale rowniez

w owocach, korze, drewnie, korzeniach czy nasionach (Jasinski i wsp., 2009). Zwigzki te
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zostaly po raz pierwszy opisane W 1936 roku, a pionierem prac nad flawonoidami byt
wegierski naukowiec Albert Szent-Gyorgi. Wraz ze swoimi wspolpracownikami
przeprowadzil badania, na podstawie ktorych stwierdzono, ze wyciagi Z czerwonej
papryki icytryn znaczgco zmniejszaja przepuszczalnos¢ ikrucho$¢ Scian naczyn
wlosowatych. W krotkim czasie ci sami badacze wyodrgbnili z soku cytrynowego
substancje nazwang wowczas ,,cytrynem” lub witaming P (Moszczynski, Py¢, 1999).
Podawanie jej wdawce 1 mg/dzien $winkom morskim dotknietym szkorbutem
| przyjmujacym witamine C, przedtuzato ich zycie 0 $rednio 2 tygodnie W porownaniu
z 0sobnikami otrzymujacymi wylacznie witaming C. Na podstawie otrzymanych
wynikow stwierdzono, ze witamina P wywiera dziatanie synergistyczne w stosunku do
kwasu askorbinowego (Rusznyak, Szent-Gyorgi, 1936). Jak si¢ pozniej okazato
substancja, okreslana jako ,.cytryn” lub witamina P, stanowita W rzeczywistosci
mieszaning roznych zwiazkow 0 podobnej budowie, ktore zaczeto okreslac
flawonoidami. Od tamtej pory wyizolowano ponad 8000 struktur flawonoidowych
roznigcych si¢ budows i wykazujacych rozmaite aktywnosci biologiczne (Gelejinse
i Hollman, 2008; Tsao, 2010).

5.2. Biosynteza

Biosynteza flawonoidow to zlozony proces, stanowigcy czes¢ szlaku
fenylopropanoidowego, podczas ktoérego syntetyzowane sg takze inne metabolity wtorne,
m.in. kwasy fenolowe, ligniny, lignany czy stilbeny (Andersen i Markham; 2006).
Flawonoidy powstaja z prekursorow metabolizmu podstawowego: fenyloalaniny
pochodzacej ze szlaku szikimowego oraz malonylo-CoA powstalego z cytrynianu
wcyklu Krebsa. Fenyloalanina w wyniku deaminacji pod wplywem enzymu
amoniokoliazy fenyloalaniny (PAL) przeksztatcana jest do kwasu trans-cynamonowego.
Ten ostatni na skutek hydrolizy katalizowanej przez 4-hydroksylazg kwasu
cynamonowego (C4H) zamieniany jest do kwasu 4-kumarowego (p-kumarowego), ktory
z kolei konwertowany jest przez ligaze 4-kumaroilo-CoA (4CL) do 4-kumaroilo-CoA.
Kolejny etap biosyntezy to cyklizacja 4-kumaroilo-CoA przy udziale trzech czasteczek
malonylokoenzymu A isyntazy chalkonowej (CHS), prowadzgca do powstania
nietrwatego chalkonu. W wyniku enzymatycznej izomeryzacji chalkon przeksztatcany
jest we flawanon, stanowigcy wyj$ciowa struktur¢ do syntezy wszystkich pozostatych

podklas flawonoidoéw (Andersen i Markham; 2006; Petrussa i wsp., 2013; Stolarzewicz
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I wsp., 2013). Ogoblny schemat biosyntezy zwigzkow flawonoidowych przedstawiono

ponizej (Rycina 6).

fenyloalanina

PALl

|
CaH, 4CL

Szlak fenylopropanoidowy 4-kumaroilo-CoA
Szlak flawonoidowy CHSl/ 3 x malonylo-CoA
chalkony — aurony
CHI
izoflawony <«  flawanony  FSLFSIy  flawony
F3Hl
dihydroflawonole 5 flawonole
DFR + ANS l
LCR
flawan-3,4-diole — flawan-3-ole
(leukoantocyjanidyny) l

LDOX l l
l proantocyjanidyny (taniny)
antocyjanidyny
UFGT

antocyjany

Rycina 6. Ogdlny schemat biosyntezy flawonoidéw (Boss i wsp., 1996; Winkel-Shirley, 2001).

ANS - syntaza antocyjanowa; CHI - izomeraza chalkonowa; CHS - syntaza chalkonowa;
DFR - reduktaza dihydroflawonolowa; F3H — flawanon-3-hydroksylaza; FSI, FSII — syntazy flawonowe;
FLS - syntaza flawonolowa; IFS - syntaza izoflawonowa; LDOX - dioksygenaza
leukoantocyjanidynowa; LCR — reduktaza leukoantocyjanidynowa; UFGT — glukozylo transferaza UDP-
flawonoidowa; PAL — amoniokoliaza fenyloalaninowa; 4CL — ligaza 4-kumaroilo-CoA;
C4H - 4-hydroksylaza kwasu cynamonowego
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5.3. Budowa i klasyfikacja

Charakterystyczng cecha budowy wszystkich flawonoidow jest 15-weglowy
szkielet o uktadzie C6-C3-C6. Tworzg go dwa pierScienic aromatyczne (A i B),
potaczone trojweglowym tancuchem, tworzonym przez uklad wigzania podwdjnego
pomiedzy atomami wegla i przez grupe karbonylowa. Na skutek biosyntezy mostek
weglowy przeksztatcany jest w heterocykliczny uktad zawierajacy tlen: piran lub piron
(Jasinski i wsp., 2009).

Rycina 7. Podstawowa struktura flawonoidowa i schemat numeracji (Bravo, 1998).

Zwiazki flawonoidowe klasyfikowane sg w oparciu 0 roznice W budowie. Podziat
ustanowiony przez IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
uwzglednia pozycje przylaczenia pierscienia aromatycznego B do czasteczki
benzopiranu. Wyro6znia on trzy podstawowe klasy zwigzkow flawonoidowych:
flawonoidy  (pochodne  2-fenylobenzopiranu), izoflawonoidy (pochodne  3-
fenylobenzopiranu) oraz neoflawonoidy (pochodne 4-fenylobenzopiranu) (Rycina 8).
(Moss i wsp., 1995).

flawonoidy izoflawonoidy neoflawonoidy

Rycina 8. Trzy gléwne klasy flawonoidow wg IUPAC (Grotewold i wsp., 2006).
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W zalezno$ci od dalszych modyfikacji strukturalnych zwigzanych ze stopniem utlenienia
I nasycenia pierScienia C, w kazdej klasie ustanowiono dodatkowo odpowiednie
podklasy. Poszczegolne zwigzki W obrgbie podklas rozni natomiast przede wszystkim
podstawienie pierscieni A i B (Grotewold i wsp., 2006). Do najcze¢stszej modyfikacji
uktadu flawonoidow nalezy hydroksylacja, gtéwnie w pozycjach 3, 5, 7, 3°, 4°, 5°.
Dodatkowo grupy hydroksylowe moga by¢ podstawione grupa metylowa, sulfonowa,
acylowg lub resztg cukrowa. Ponadto flawonoidy moga wystgpowaé w postaci potaczen
dimerycznych (biflawonoidy) (Muth i Kachlicki, 2009; Majewska i Czeczot, 2009).

Gltowng grupe zwigzkéw flawonoidowych spotykanych w $§wiecie roslinnym
stanowig pochodne 2-fenylobenzopironu, do ktorych zalicza si¢: flawony, flawonole,
flawanony, dihydroflawonole. Do szeroko rozpowszechnionych w §wiecie roslinnym
nalezg tez pochodne 2-fenylobenzopiranu: flawany, flawan-3-ole (katechiny), flawan-4-
ole oraz flawan-3,4-diole, ktoére moga wystepowac takze w formie oligomerdéw, np.
proantocyjanidyny. Flawan-3-ole laczace si¢ wigzaniami C-C stanowig podstawowa
strukture duzych, niehydrolizujacych czasteczek polimerycznych okreslanych jako
taniny. Pochodnymi flawanu sg tez antocyjanidyny (Rycina 9) (Majewska i Czeczot,
2009; Beecher, 2003, Grotewold i wsp., 2006; Bravo, 1998).
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I (0] ‘ I (¢] O

(0] o}
Ri=H: flawon flawanon dihydroflawonol

R; = OH: flawonol
o) O O+ O
O O AN
=
R1

R2

OH

R;=H, R,=H: flawan antocyjanidyna
R =0OH, R;=H: flawan-3-ol

R; =H, R,=OH: flawan-4-ol

R: = OH, R, = OH: flawan-3,4-diol

biflawonoidy

proantocyjanidyna (trimer)

Rycina 9. Podklasy flawonoidéw pochodnych 2-fenylobenzopironu i 2-fenylobenzopiranu (Grotewold
i wsp., 2006; Jasinski i wsp., 2009; Beecher, 2003).

Izoflawonoidy, w odr6znieniu od pozostatych dwoch klas flawonoidéw, moze
charakteryzowac¢ bardziej ztozona budowa. Wynika ona nie tylko z liczby i ztozonosci
podstawnikow przy podstawowym szkielecie oraz réznych stopni utlenienia, ale takze
z obecnosci dodatkowych piericieni heterocyklicznych (Rycina 10) (Sharma i Ramawat,
2013).
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izoflawan izoflawon izoflawanon

OH O

izoflaw-3-en izoflawanol rotenoid

kumestan

kumaronochromen kumaronochromon

Rycina 10. Podklasy flawonoidéw pochodnych 3-fenylobenzopiranu (Grotewold i wsp., 2006).

Neoflawonoidy natomiast to najrzadziej spotykana klasa zwigzkow
flawonoidowych, zidentyfikowanych u zaledwie kilkudziesigciu roslin. Podstawowa

strukture stanowi 4-arylokumaryna (Rycina 11) (Garazd i wsp., 2003).

4-arylokumaryna 3,4-dihydro-4-arylokumaryna neoflawen

Rycina 11. Podklasy flawonoidéw pochodnych 4-fenylobenzopiranu (Grotewold i wsp., 2006).

Poza trzema gléwnymi klasami flawonoidow opisanymi powyzej zalicza si¢ do
nich takze zwigzki odbiegajace budowsg od pierwotnej struktury tej grupy zwiazkow.

Jedng z nich stanowig chalkony dla ktorych cecha charakterystyczng jest otwarty
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pierscien C, a dwa pozostate pierscienie polaczone sg poprzez acykliczny, trojweglowy
fragment (Syam iwsp., 2012). Druga grupa zwigzkéw to aurony i auronole, ktoérych

budowa opiera si¢ 0 uktad benzofuranu (Rycina 12) (Detsi i wsp. 2009).

2'OH 2'OH 2'OH
[e] (@] o

2’-OH-chalkon 2’-OH-dihydrochalkon 2’-OH-retro-chalkon
©§x"“®
o
auron auronol

Rycina 12. Pozostate klasy flawonoidow (Grotewold i wsp., 2006).

Flawonoidy moga wystgpowaé W roslinach w formie wolnej, aglikonow lub
czesciej W postaci potaczen cukrowych, gtoéwnie B-glikozydow (z wyjatkiem katechin).
Glikozydacja zwigksza polarnos¢ i rozpuszczalno$¢ czasteczki, co znaczgco wpltywa na
jej magazynowanie w komorkach wakuoli. Do powszechnie przytaczanych cukroéw
naleza: glukoza, galaktoza, ramnoza, arabinoza, apioza czy, bedacy pochodna glukozy,
kwas glukuronowy. Najczestszym miejscem przytaczenia czasteczki cukru jest pozycja
C-3 i1 C-7 rzadziej C-5, C-3* i C-4’. Pochodne zwigzkow flawonoidowych zasadniczo
zawieraja od jednej do czterech czasteczek mono- lub monosacharydéw potaczonych
w oligosacharydy wigzaniem glikozydowym 1—6, 1—2 lub rzadziej 1—4 o konfiguracji
a lub B (Stobiecki, 2000). Formy glikozydowe mozna dodatkowo podzieli¢ na pochodne
O-glikozydowe i C-glikozydowe. C-glikozydy sa znacznie rzadziej spotykane W §wiecie
ro§linnym i powstaja W wyniku bezposredniego wigzania czasteczki cukru z atomem

wegla aglikonu, zazwyczaj w pozycji C-6 lub C-8 (Majewska i Czeczota, 2009).

27



CZESC TEORETYCZNA

6. GLUKURONIDY FLAWONOIDOWE

6.1. Wystepowanie

Flawonoidy wystepuja W roslinach gtownie w formie potaczen glikozydowych
z prostymi cukrami, o wiele rzadziej podstawione sa ich pochodnymi, np. kwasem
glukuronowym, ktory moze stanowi¢ jedyng czgs$¢ cukrows zwigzku lub wystepuje obok
innych czasteczek cukrowych. Glukuronidacja flawonoidow jest takze mozliwa
w wyniku reakcji enzymatycznych okreslonych szlakow metabolicznych u ludzi
| zwierzat. Reakcja sprzg¢gania z kwasem glukuronowym odbywa si¢ glownie w watrobie
za sprawa UDP-glukuronylotransferazy, jednak moze mie¢ miejsce takze na
wczesniejszych etapach metabolizmu flawonoidow, a mianowicie po bezposrednim
wchtonigciu aglikonow w jelicie grubym, w komodrkach enterocytow (Aherne iwsp.,
2002; Manach i wsp., 2004).

Glukuronidy flawonoidowe zidentyfikowane dotychczas w roslinach to gltéwnie
glukuronoflawony, zwtlaszcza pochodne apigeniny, luteoliny, trycyny, chrysoeriolu,
skutelareiny oraz glukuronoflawonole: pochodne kwercetyny, kemferolu, izoramnetyny.
Zwiazki te zidentyfikowano m.in. w rodzinach Asteraceae (Cirsium rivulare, Erigeron
multiradiatus, Tanacetum parthenium) (Nazaruk i Gudej, 2003; Zhang i wsp., 2009;
Williams 1 wsp., 1999), Polygonaceae (Polygonum amphibium, P. aviculare) (Smolarz
I wsp., 2008; Granica i wsp., 2013), Lamiaceae (Scutellaria indica, S. baicalensis, Salvia
officinalis) (Miyaichi iwsp., 1987; Guozhu i wsp., 2011; Lu i Foo, 2000, Al-Qudah
I wsp., 2014), Scrophulariaceae (Picria fel-terrae) (Huang i wsp., 1999), Pedaliaceae
(Uncarina sp.) (Yamazaki i wsp., 2007) i Chenopodiaceae (Spinacia oleracea) (Aritomi
I Kawasaki, 1984). Szczegodlnie rzadka grupe zwigzkow stanowia diglukuronoflawony
zidentyfikowane w kilku gatunkach zrodziny Fabaceae (Medicago truncatula, M.
radiata, M. sativa) (Kowalska i wsp., 2007; Stochmal i wsp., 2001a,b,c; Marczak i wsp.,
2009); Lamiaceae (Perilla ocimoides) (Yoshida i wsp., 1993), Poaceae (Secale cereale)
(Schulz iwsp., 1985) iHydrocharitaceae (Elodea canadensis) (Mues, 1983).
W przypadku Medicago sp. wyizolowane diglukuronoflawony byty dodatkowo
acylowane pochodnymi kwasu cynamonowego: kawowym, ferulowym, p-kumarowym

i synapinowym (Tabela 1).
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Tabela 1. Glukuronidy flawonoidowe w $wiecie ro§linnym.

Zwiazki

FLAWONY

Gatunki roslin

pochodne APIGENINY

7-O-glukuronopiranozyd apigeniny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny

7-0-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd]
apigeniny

7-O-[glukuronopiranozylo-(1-2)-glukuronopiranozyd] apigeniny

7-0-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-3)-O-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-

0O-B-D-glukuronopiranozyd] apigeniny

7-0-[2'-O-sinapoilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-3-D-
glukuronopiranozyd] apigeniny

7-0-{2"-O-feruilo-[-D-glukuronopiranozylo-(1-3)]-O-3-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukopiranozyd} apigeniny

7-0-{2'-O-feruilo-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-3)]-O-B-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} apigeniny

4'-0-[2'-O-E-feruilo-O-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-
glukuronopiranozyd] apigeniny

4’-0-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny

7-0-B-D-glukuronopiranozydo-4'-O-[2'-O-E-feruilo-O-B-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd] apigeniny

7-0-B-D-glukuronopiranozydo-4'-O-[2'-O-p-E-kumaroilo-O--D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-3-D-glukuronopiranozyd] apigeniny

7-O-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-beta-D-glukuronopiranozylo]-

4’-0-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny

Myoporum bontioides
Uncarina sp.
Conocephalum conicum
Riccia fluitans
Scutellaria galericulata
Millingtonia hortensis

Medicago truncatula
Medicago sativa
Picria fel-terrae
Cirsium rivulare
Cirsium arvense

Erigeron multiradiatus

Tanacetum parthenium

Marchantia berteroana
Lycopus virginicus
Verbascum lychnitis
Silybum marianum

Medicago truncatula
Perilla ocimoides

Elodea sp.

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago sativa

Literatura

Iwashina i wsp., 2010
Yamazaki i wsp., 2007
Markham i wsp., 1976
Markham i wsp., 1978
Popova i wsp., 1975
Hase i wsp., 1995

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001
Huang i wsp., 1999
Nazaruk i wsp., 2003
Shelyuto i wsp., 1972
Zhang i wsp., 2009
Williams i wsp., 1999
Markham i wsp., 1975
Bucar i Karting, 1995
Klimek, 1995
Mabry i wsp., 1989

Kowalska i wsp., 2007
Yoshida i wsp., 1993

Mues, 1983

Kowalska i wsp., 2007

Kowalska i wsp., 2007

Kowalska i wsp., 2007

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp. 2001

Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp., 2001
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7-0-[2"-O-feruilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-
glukuronopiranozylo]-4'-O-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny

7-0-[2"-O-p-kumaroilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-8-D-
glukuronopiranozylo]-4'-O-B-D-glukuronopiranozyd] apigeniny

7-0-glukuronopiranozylo-(1-2)-glukopiranozyd apigeniny

7-0-[glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-
glukopiranozyd] apigeniny

7-0-[2'-feruilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukuronopiranozyd]
apigeniny

7-0-[2"-feruilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukopiranozyd] apigeniny

7-0-[2"-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukuronopiranozyd]
apigeniny

7-0-[2"-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukopiranozyd]
apigeniny

7-0-B-[2'-O-a-ramnozylo-glukuronopiranozyd] apigeniny

ester metylowy 7-O-B-D-glukuronopiranozydu apigeniny

7-O-glukuronopiranozyd-4'-O-ramnozydu apigeniny

7,4’-di-O-glukuronopiranozyd apigeniny

8-0-B-glukuronopiranozyd apigeniny

4’-glukuronopiranozyd apigeniny

4’- O-B-D-glukozyd-7-O- B-D-glukuronidu apigeniny

7-0- B -D-(6"-O-metylo)-glukuronopiranozyd apigeniny

7-0- B -D-(6"-etylo)-glukuronopiranozyd apigeniny

7-0-B-D-(2"-O- B-ramnozydo)-galakturonopiranozyd apigeniny

7-(2'-acetylo-6'-metylo)-glukuronopiranozyd apigeniny

Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Picria fel-terrae

Luffa cylindrica
Ixeris sonchifolia

Conocephalum conicum

Conocephalum conicum
Marchantia polymorpha
Riccia fluitans

Marchantia berteroana

Riccia fluitans

Centaurea cyanus

Lycopus virginicus
Bellis perennis

Silybum marianum

Silybum marianum

Calluna vulgaris

pochodne LUTEOLINY

7-0O-glukuronopiranozyd luteoliny

Myoporum bontioides
Vitex rotundifolia
Uncarina sp.
Conocephalum conicum
Riccia fluitans

Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp., 2001

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp. 2010

Huang i wsp., 1999

Du i wsp., 2006
Xizhi i wsp., 2000

Markham i wsp., 1976

Markham i wsp., 1976
Markham i wsp., 1974
Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1975

Markham i wsp., 1978

Asen i wsp., 1974

Bucar i Karting, 1995
Gudej i Nazaruk, 1996

Mabry i wsp., 1989

Mabry i wsp., 1989

Daovy i wsp., 1991

Iwashina i wsp., 2010
Iwashina i wsp., 2011
Yamazaki i wsp., 2007
Markham i wsp., 1976
Markham i wsp., 1978
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7-0-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny

7-0-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny

7-O-[glukuronopiranozylo-(1-2) -glukuronopiranozyd luteoliny

7-O-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-B-glukuronopiranozylo-4'-O-B-D-

glukuronopiranozyd] luteoliny

7-0-{2"-O-feruilo-[-D-glukuronopiranozylo-(1-2)]-O-3-D-
glukuronopiranozylo]-4'-O-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny

3'-0-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny

7-0-[B-glukuronopiranozyd]-6-hydroksyluteoliny

ester metylowy 7-O-B-D-glukuronopiranozydu luteoliny

7,3"-di-O-glukuronopiranozyd luteoliny

7-0-glukuronopiranozyd-3'-4’-di-O-ramnozydu luteoliny

7-0-B-D-glukopiranozydo-3'-O-B-D-glukuronopiranozydu luteoliny

7-0-glukuronopiranozyd-4'-O-ramnozydu luteoliny

7 4’-di-O-glukuronopiranozyd luteoliny

7 4’-di-O-glukuronopiranozydo-3'feruiloglukopiranozyd luteoliny

7,4'-di-O-glukuronopiranozydo-3'-glukopiranozyd luteoliny

7-glukuronopiranozydo-3'-glukopiranozyd luteoliny

3',4-di-O-metylo-7-O-glukuronopiranozyd luteoliny

Scutellaria galericulata
Digitalis lanata

Medicago truncatula
Medicago sativa
Picria fel-terrae
Salvia officinalis

Tanacetum parthenium
Lemon balm
Chrysanthemum morifolium
Marchantia berteroana
Lycopus virginicus
Lycopus europeaus
Lycopus exaltatus
Verbascum lychnitis
Helichrysum bracteatum

Medicago truncatula
Stratiotes aloides
Perilla ocimoides

Secale cereale

Elodea sp.

Secale cereale

Medicago sativa

Salvia officinalis
Lemon balm

Salvia officinalis

Luffa cylindrica
Ixeris sonchifolia

Conocephalum conicum
Marchantia polymorpha

Conocephalum conicum

Conocephalum conicum

Conocephalum conicum

Conocephalum conicum

Marchantia berteroana

Marchantia polymorpha
Riccia fluitans

Riccia fluitans

Riccia fluitans

Riccia fluitans

Rhynchosia beddomei

Popova i wsp., 1975
Hiermann, 1982

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001
Huang i wsp., 1999
Luiwsp., 2000
Williams i wsp., 1999
Patora i wsp., 2002
Beninger i wsp., 2005
Markham i wsp., 1975
Bucar i Karting, 1995
Bucar i Karting, 1995
Bucar i Karting, 1995
Klimek, 1995
Gunasegaran i wsp.,1993

Kowalska i wsp., 2007
Conrad i wsp., 2009
Yoshida i wsp., 1993
Schulz i wsp., 1985

Mues, 1983

Schulz i wsp., 1985

Stochmal i wsp., 2001

Luiwsp., 2000
Patora i wsp., 2007

Luiwsp., 2000

Du i wsp., 2006
Xizhi i wsp., 2000

Markham i wsp. 1976
Markham i wsp. 1974

Markham i wsp., 1976

Markham i wsp., 1976

Markham i wsp., 1976

Markham i wsp., 1976
Markham i wsp., 1975
Markham i wsp., 1974
Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1978

Adinarayana i wsp., 1980
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3'-O-glukuronopiranozyd luteoliny

7,3’ 4'-tri-O-glukuronopiranozyd luteoliny

3'-O-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny

3'-4’-di-O-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny

8-0-B-glukuronopiranozyd luteoliny

7-O-glukuronopiranozydo-3'-mono-(trans)feruiloglukopiranozyd luteoliny

4’-glukuronopiranozyd luteoliny

7-glukuronopiranozydo-3'-(2-hydroksypropionyl)-glukopiranozylo-4'-(2-
hydroksypropionylo)-glukuronopiranozyd luteoliny

7-glukuronopiranozydo-3'-(2-hydroksypropionylo)-glukopiranozyd
luteoliny

Vitex rotundifolia

Marchantia polymorpha

Lunularia cruciata
Marchantia berteroana
Marchantia polymorpha

Lunularia cruciata
Marchantia berteroana

Marchantia berteroana

Riccia fluitans

Riccia fluitans

Riccia fluitans

Riccia fluitans

7-O-acetyloglukuronopiranozyd luteoliny Digitalis lanata

6-metoksy-7-O-glukuronopiranozyd luteoliny Digitalis lanata

6-metoksy-7-O-acetyloglukuronopiranozyd luteoliny Digitalis lanata

7-0-galaktopiranozylo-glukuronopiranozyd luteoliny Andryala ragusina

7-0-B-D-glukopiranozyd-3',4"-dimetyloluteoliny Rhynchosia beddomei
Pochodne TRYCYNY

7-O-glukuronopiranozyd trycyny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd trycyny

7-O-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-3-D-glukuronopiranozyd trycyny

7-0-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukopiranozyd chrysoeriolu

7-0-{2’-O-feruilo-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-3)]-O-B-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} trycyny

7-0-{2"-O-p-kumaroilo-[3-D-glukuronopiranozylo-(1-3)]-O-3-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} trycyny

7-0-[2'-O-feruilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-8-D-
glukuronopiranozyd] trycyny

Myoporum tenuifolium

Medicago truncatula
Medicago sativa
Marchantia foliacea

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Iwashina i wsp., 2011

Markham i wsp., 1974

Markham i wsp., 1974a
Markham i wsp., 1975
Markham i wsp., 1974b

Markham i wsp., 1974a
Markham i wsp., 1975

Markham i wsp., 1975

Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1978

Markham i wsp., 1978

Hiermann, 1982

Hiermann, 1982

Hiermann, 1982

Recio i wsp., 1993

Adinarayana i wsp., 1980

Tomas i wsp., 1985

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001
Markham i wsp., 1973

Kowalska i wsp., 2007

Marczak i wsp., 2010

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Kowalska i wsp., 2007

Kowalska i wsp., 2007
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7-0-[2"-O-feruilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukopiranozyd]
trycyny

7-0-2"-O-sinapoilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-3-D-
glukuronopiranozyd] trycyny

7-0-[2"-O-p-kumaroilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-8-D-
glukuronopiranozyd] trycyny

7-0-B-D-glukuronopiranozydo-4'-O-glukopiranozyd trycyny

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago truncatula

pochodne CHRYSOERIOLU

7-O-glukuronopiranozyd chrysoeriolu

7-0-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd]
chrysoeriolu

7-0-[glukuronopiranozylo-(1-2)-glukuronopiranozyd] chrysoeriolu

7-0-[glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukopiranozyd] chrysoeriolu

7-0-{2"-O-p-kumaroilo-[B-D-glukuronopiranozylo-(1-3')]-O-8-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} chrysoeriolu

7-0-{2"-O-feruilo-[-D-glukuronopiranozylo-(1-3)]-O-3-D-
glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} chrysoeriolu

7-0-[B-D-glukuronopiranozydo-4'-O-B-D-glukuronopiranozyd]
chrysoeriolu

7-0-B-[2'-O-feruilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-
glukuronopiranozyd] chrysoeriolu

7-0-[2"-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukopiranozyd]
chrysoeriolu

7-0-{2"-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukuronopiranozyd]
chrysoeriolu

7-0-[2"-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-glukopiranozyd]
chrysoeriolu

7-O-glukuronopiranozyd-4'-O-ramnozydu chrysoeriolu

7-0- B-D-glukuronopiranozyd chrysoeriolu

Myoporum bontioides
Uncarina sp.
Conocephalum conicum

Medicago truncatula
Stratiotes aloides

Elodea sp.

Medicago truncatula

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago truncatula
Medicago sativa

Medicago sativa

Medicago sativa
Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Medicago truncatula

Conocephalum conicum

Marchantia foliacea

pochodne SKUTELAREINY / IZOSKUTELAREINY

7-0-B-D-glukuronopiranozyd skutelareiny

Erigeron multiradiatus

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Kowalska i wsp., 2007

Iwashina i wsp., 2010
Yamazaki i wsp., 2007
Markham i wsp., 1976

Kowalska i wsp., 2007
Conrad i wsp., 2009

Mues, 1983

Marczak i wsp., 2010

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Kowalska i wsp., 2007
Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp., 2001

Stochmal i wsp., 2001
Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Marczak i wsp., 2010

Markham i wsp., 1976

Markham i wsp., 1973

Zhang i wsp., 2009
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7-0-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-glukuronopiranozyd
skutelareiny

8-0-B-glukuronopiranozyd izoskutelareiny

4’-metylowy eter -8-O-B-glukuronopiranozydu izoskutelareiny

Perilla ocimoides

Malope trifida
Malva sylvestris
Marchantia berteroana
Takakia lepidozioides

Malope trifida

pochodne DIOSMETYNY

7-O-B-glukuronopiranozyd diosmetyny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd diosmetyny

ester metylowy 7-O-B-D-glukuronopiranozydu diosmetyny

Chrysanthemum morifolium

Luffa cylindrica
Verbasum lychnitis

Luffa cylindrica

pochodne HYPOLETYNY

4-metylowy eter-8-O-3-glukuronopiranozydu hypoletyny

8-0-B-D-glukuronopiranozyd hypoletyny

8,4’-di-O-B-D-glukuronopiranozyd hypoletyny

Malva sylvestris

Malva sylvestris
Marchantia berteroana

Marchantia berteroana

pochodne WOGONINY

7-O-glukuronopiranozyd wogoniny

Scutellaria indica
Scutellaria galericulata
Scutellaria rivularis

pochodne CHRYZYNY

7-O-glukuronopiranozyd chryzyny

Scutellaria galericulata

pochodne BAIKALEINY

7-O-glukuronopiranozyd baikaleiny

7-O-glukuronopiranozyd dihydrobaikaleiny

Scutellaria galericulata
Scutellaria rivularis

Scutellaria galericulata

pochodne AKACETYNY

7-0-B -D-glukuronopiranozyd akacetyny

8-0-glukuronopiranozyd 8-hydroksyakacetyny

7-0-B-D-(6"-O-metylo)-glukuronopiranozyd akacetyny

3-O-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)- B-D-glukuronopiranozyd akacetyny

Cirsium arvense
Lycopus virginicus

Takakia lepidozioides

Lycopus virginicus

Clerodendron trochotomum

Yoshida i wsp., 1993

Sikorska i wsp., 2004
Billeter i wsp., 1991
Markham i wsp., 1975
Markham i wsp., 1979

Sikorska i wsp., 2004

Beninger i wsp., 2009

Du i wsp., 2006
Klimek, 1995

Du i wsp., 2007

Billeter i wsp., 1991

Billeter i wsp., 1991
Markham i wsp., 1975

Markham i wsp., 1975

Miyaichi i wsp., 1987
Popova i wsp., 1975
Tomimori i wsp., 1990

Popova i wsp., 1975

Popova i wsp., 1975
Tomimori i wsp., 1990

Popova i wsp., 1975

Glyzin i wsp., 1972
Bucar i Karting, 1995

Markham i wsp., 1979

Buar i wsp., 1993

Okigawa i wsp., 1971
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FLAWONOLE

pochodne KWERCETYNY

3-0- B -glukuronopiranozyd kwercetyny

3- glukuronopiranozyd kwercetyny

3-0-B-D-2"-acetyloglukuronopiranozyd kwercetyny

ester metylowy 3-O-B-D-glukuronopiranozyd kwercetyny

ester metylowy 3-O-B-D-2"-acetyloglukuronidu kwercetyny

3-0-a-ramnozylo-(1-2)-B-glukuronopiranozyd kwercetyny

3-0-a-ramnozylo-(1-2)-B-glukuronopiranozyd kwercetyny

3-0-B-(2'-O-acetylo-B-D-glukuronopiranozyd) kwercetyny

3-0-B-(3'-O-acetylo-B-D-glukuronopiranozyd) kwercetyny

3-0-izoferuilo-B-glukuronopiranozyd kwercetyny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd kwercetyny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3-O-B-D-gencjobiozydu kwercetyny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3-O-B-D-rutynozydu kwercetyny

7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3-O-B-D-glukozydu kwercetyny

3- glukuronopiranozyd-7-glukozyd kwercetyny

Polygonum amphibium
Polygonum aviculare
Vitis vinifera
Nelumbo nucifera
Rotala rotundifolia
Tamarix nilotica
Arnica montana
Anethum graveolens

Euphorboa retusa
Euphorbia sanctae-catharinae

Rotala rotundifolia

Rotala rotundifolia

Rotala rotundifolia

Polygonum amphibium

Polygonum amphibium

Polygonum aviculare

Polygonum aviculare

Tamarix aphylla

Verbascum lychnitis

Tulipa gesneriana

Tulipa gesneriana

Tulipa gesneriana

Euphorboa retusa
Euphorbia sanctae-catharinae

6"-metylowy ester 3-O-B-D-glukuronopiranozydu kwercetyny Tamarix nilotica
6"-etylowy ester 3-O-B-D-glukuronopiranozydu kwercetyny Tamarix nilotica
7-0-glukuronopiranozyd-5-glukopiranozylo-4'-metoksykwercetyny Allysum minimum
7-0O-glukuronopiranozyd-5-glukopiranozylo-3',4'-dimetoksykwercetyny Allysum minimum
pochodne KEMFEROLU
Polygonum aviculare
3-0-B-D-glukuronopiranozyd kemferolu Amica montana

Smolarz i wsp., 2008
Granica i wsp., 2013
Makrisa i wsp., 2006
Rozario i wsp., 2012
Zhang i wsp., 2011
Nawwar i wsp., 1984
Merfort i Wendisch, 1988
Mohle i wsp., 1985

Saleh, 1985
Saleh, 1985

Zhang i wsp., 2011

Zhang i wsp., 2011

Zhang i wsp., 2011

Smolarz i wsp., 2008

Smolarz i wsp., 2008

Granica i wsp., 2013

Granica i wsp., 2013

El Ansari i wsp., 1976

Klimek, 1995

Budzianowski, 1990

Budzianowski, 1990

Budzianowski, 1990

Saleh, 1985
Saleh, 1985

Nawwar i wsp., 1984
Nawwar i wsp., 1984
Afsharypuor i Lockwood,

1986

Afsharypuor i Lockwood,
1986

Granica i wsp., 2013
Merfort i Wendisch, 1988
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3- glukuronopiranozyd kemferolu Euphorbia sanctae-catharinae

3-0-B-D-glukuronopiranozyd 6-metoksykemferolu Amica montana
3-0-B-(3'-O-acetylo-B-D-glukuronopiranozyd) kemferolu Polygonum aviculare
3-0-B-(2'-O-acetylo-B-D-glukuronopiranozyd) kemferolu Polygonum aviculare
7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3-O-B-D-gencjobiozydu kemferolu Tulipa gesneriana
7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3-O-B-D-rutynozydu kemferolu Tulipa gesneriana
7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3-O-3-D-glukozydu kemferolu Tulipa gesneriana

3- glukuronopiranozyd-7-glukozydu kemferolu Euphorbia sanctae-catharinae

Tamarix nilotica

6"-etylowy ester 3-O-B-D-glukuronopiranozydu kemferolu

7-O-glukuronopiranozyd-5-glukopiranozylo-4'-metoksykemferolu Allysum minimum

pochodne IZORAMNETYNY

3-0-B-D-glukuronopiranozyd izoramnetyny Polygonum aviculare
3-0-B-(2'-O-acetylo- B -D-glukuronopiranozyd) izoramnetyny Polygonum aviculare
7-O-glukuronopiranozyd izoramnetyny Uncarina sp.
3-0-B-glukuronopiranozyd izoramnetyny Arnica montana
pochodne GOSSYPETYNY
3-0-B-glukopiranozylo-8-O-B-glukuronopiranozyd gossypetyny M"Z?\Z’; i/lt\fggfis
8-0-glukuronopiranozyd gossypetyny (hibifolina) I-ﬁe l;iimjzulfrg::?gg;g;
3-siarczan-8-O-B-D-glukuronopiranozydu gossypetyny Malva sylvestris
3-0-B-D-glukuronopiranozylo-8-O-B-D-glukopiranozyd gossypetyny Romeria hybrida

pochodne innych aglikonéw

7-0-B-D-glukuronopiranozyd-3'-O-metylotrycetyny Medicago sativa

. . Polygonum aviculare
3-0-B-D-glukuronopiranozyd mirycetyny Epilobium angustifolium
3-0-B-D-glukuronopiranozyd mearsetyny Polygonum aviculare
3-0-B-D-glukuronopiranozyd kemferydu Polygonum aviculare

Saleh, 1985

Merfort i Wendisch, 1988

Granica i wsp., 2013

Granica i wsp., 2013

Budzianowski, 1990

Budzianowski, 1990

Budzianowski, 1990

Saleh, 1985

Nawwar i wsp., 1984

Afsharypuor i Lockwood,
1986

Granica i wsp., 2013

Granica i wsp., 2013

Yamazaki i wsp., 2007

Merfort i Wendisch, 1988

Sikorska i wsp., 2004
Billeter i wsp., 1991

Laiiwsp., 2007
Gunasegaran i wsp.,1993

Nawwar i Buddrus, 1981

Saleh i wsp., 1988

Stochmal i wsp., 2001

Granica i wsp., 2013
Hiermann i wsp., 1991

Granica i wsp., 2013

Granica i wsp., 2013
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7-O-glukuronopiranozyd selaginy Myoporum bontioides Iwashina i wsp., 2010
3-0-B-glukopiranozyd-8-O-B-glukuronopiranozyd herbacetyny Malope trifida Sikorska i wsp., 2004
3-0-B-D-glukuronopiranozyd syryngetyny Phpilydrum lanuginosum Bohm i wsp., 1975
7-0-B-D-glukuronopiranozyd kartamidyny Scutellaria rivularis Tomimori i wsp., 1990
7-0-B-D-glukuronopiranozyd izokartamidyny Scutellaria rivularis Tomimori i wsp., 1990
7-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,8-dimetoksyflawonu Scutellaria rivularis Tomimori i wsp., 1990
7-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,7,8,2'-dimetoksyflawonu Scutellaria rivularis Tomimori i wsp., 1990
2'-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,2'-dimetoksy-7,8,6'-trimetoksyflawonu Scutellaria rivularis Tomimori i wsp., 1990
2'-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,2’,6'-trihydroksy-7,8,-diimetoksyflawonu Scutellaria rivularis Tomimori i wsp., 1990
7-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,7,8,3' 4',5"-heksahydroksyflawonu Scoparia dulcis Kawasaki i wsp., 1988
6"-metylowy ester -7-O-glukuronopiranozydu hispiduliny Millingtonia hortensis Hase i wsp., 1995
3-0-B-D-glukuronopiranozylo-8-O-B-D-glukopiranozyd herbacetyny Romeria hybrida Saleh i wsp., 1988
3-0-B-D-glukuronopiranozyd patuletyny Arnica montana Merfort i Wendisch, 1988

4-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,7,4-trihydroksy-3,6,3"-

trimetoksyflawonu Spinacia oleracea Avritomi i wsp., 1984
4'-0-B-D-glukuronopiranozyd-5,3' 4 -trihydroksy-3-metoksy-6,7— Spinacia oleracea Aritomi i wsp.. 1984
metylenodioksyflawonu 2 p.,
metylowy eter  4-O-B-D-glukuronopiranozydu-5,3’,4 -trihydroksy-3- Spinacia oleracea Aritomi i wsp.. 1984
metoksy-6,7 —metylenodioksyflawonu p P
4’-0-B-D-glukuronopiranozyd-3,6-dimetoksy-5,7,3' 4 - e Avitomi i wsp., 1986

tetrahydroksyflawonu

6.2. Aktywnos¢ biologiczna

Do chwili obecnej rola glukuronidéw Ww roslinach nie zostata doktadnie
wyjasniona. Uwaza sig¢, Zze mogg one stanowic¢ ochrong przed roslinozercami (Poe i wsp.,
2013). Badania wykazaly takze, ze niektore ztych zwigzkéw wykazujg dziatanie
antyoksydacyjne i przeciwzapalne.

Na podstawie doswiadczenia przeprowadzonego przez Pawlaka 1 wsp.

udowodniono, ze wyizolowany z ziela A. amaranthoides (KiZ Farmakognozji UMP)
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7-0O-[2’-O-feruiloglukuronopiranozylo-O-glukuronopiranozyd] trycyny cechuje duzy
potencjat antyoksydacyjny. Badanie wykonano z wykorzystaniem metody ABTS oraz
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR), natomiast zwigzek wzorcowy
stanowit beta-karoten. Autorzy sugerowali, ze wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna
badanego zwiazku moze wynika¢ zjego wysokiej polarno$ci oraz z obecnosci
ugrupowania hydroksylowego w pozycji 4’ pierScienia B, a takze grup metoksylowych
w pozycji 3’ 1 5 pierscienia B (Pawlak 1 wsp., 2010).

Z kolei Ciesla 1wsp. przeprowadzili badanie aktywnos$ci antyoksydacyjne;j
metoda TLC-DPPH dla glukuronidéw wyizolowanych z Medicago sativa i M.
truncatula. Wérdd badanych zwigzkéw dominowaty diglukuronidy flawonow, glownie
pochodne trycyny, apigeniny, luteoliny oraz chrysoeriolu. Niektore znich byty
dodatkowo acylowane pochodnymi kwasu cynamonowego: kwasem kumarowym,
ferulowym 1 synapinowym. Za substancj¢ referencyjng w do$wiadczeniu poshuzyta
rutyna. Najsilniejsza aktywnos$cig antyoksydacyjng, porownywalng z rutyna,
charakteryzowat si¢ 7-0-[2”’-O-feruilo-B-D-glukuronopiranozylo-(1-2)-O-B-D-
glukuronopiranozyd] trycyny. Na podstawie przeprowadzonych badan udowodniono, ze
dziatanie przeciwutleniajace pochodnych trycyny byto silniejsze niz pochodnych
apigeniny, luteoliny czy chrysoeriolu. Dodatkowo aktywno$¢ antyoksydacyjna wzrastata
w przypadku zwigzkow acylowanych odpowiednimi kwasami hydroksycynamonowymi,
najsilniej w przypadku podstawienia czgsteczki cukru kwasem ferulowym. Roéznice
w badanej aktywno$ci zauwazalne byly ponadto dla zwigzkow roznigcych si¢ iloscig
I rodzajem czgsteczek cukru. Aktywno$¢ antyoksydacyjna diglukuronidow byta
silniejsza w porownaniu z triglukuronidami oraz zwigzkami posiadajacymi jedna
czasteczke kwasu glukuronowego i glukozy (Ciesla i wsp., 2012).

Zhang 1wsp. rowniez badali dziatanie przeciwutleniajagce flawonoidow
podstawionych kwasem glukuronowym. Wyizolowane z Rotala rotundifolia zwiazki: 3-
O-B-D-glukuronid  kwercetyny, 3-O-B-D-2’-acetyloglukuronid kwercetyny, ester
metylowy  3-O-B-D-glukuronidu  kwercetyny, ester metylowy 3-O-B-D-2°’-
acetyloglukuronidu kwercetyny, poddano badaniu aktywnosci antyoksydacyjnej metoda
z zastosowaniem odczynnika DPPH. Wszystkie badane struktury wykazywaty wieksza
zdolno$¢ zmiatania wolnego rodnika DPPH" anizeli (+)-a-tokoferol. Ponadto w tym
samym do$wiadczeniu zbadano wplyw wyizolowanych glukuronidow na poziom
antygenu HBsAg. Badanie przeprowadzono z wykorzystaniem linii komorek watrobiaka

ludzkiego HepA2 zawierajacych genom wirusa zapalenia watroby typu B (HBV), ktére
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W sposob ciagly wydzielaty do pozywki hodowlanej powierzchniowy antygen wirusa —
HBsAg. Zastosowane w doswiadczeniu glukuronidy, w st¢zeniu 10 pug/ml, nie wptywaty
na poziom antygenu HBSAg, tym samym nie wykazywaly aktywno$ci przeciwko
wirusowi HBV (Zhang i wsp. 2011).

W innym badaniu, w przypadku glukuronidow wyizolowanych z Polygonum
aviculare testowano ich zdolno$¢ hamowania produkcji reaktywnych form tlenu (ROS)
oraz uwalniania elastazy przez ludzkie neutrofile stymulowane fMLP (formylo-Met-Leu-
Phe). Zwiazki poddane badaniu stanowity 3-O-B-D-glukuronidy flawonoli: mirycetyny,
kwercetyny, izoramnetyny, kemferolu, mearsetyny oraz kemferydu, a takze pochodne
izoramnetyny, kwercetyny i kemferolu posiadajace czasteczke kwasu glukuronowego,
dodatkowo acetylowang W pozycji 2°’lub 3”’. Wszystkie badane zwigzki W st¢zeniach 1
i 10 uM znaczaco hamowaty produkcje ROS. Nieco stabsza aktywno$¢ wykazywaty
zwigzki posiadajace W swojej strukturze grupy metoksylowe (mearsetyna, izoramnetyna,
kemferyd). W do$wiadczeniu nie wykazano wpltywu acetylacji czasteczki kwasu
glukuronowego na wzrost badz obnizenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej badanych
zwigzkoéw. W wyniku oceny aktywnosci cytotoksycznej wyizolowanych substancji na
ludzkie neutrofile udowodniono, ze nie wywieraly one wpltywu na zywotno$¢ komorek
w stezeniach ponizej 30 uM. Ponadto wszystkie struktury w stezeniu 1 uM hamowaty
uwalnianie elastazy przez neutrofile stymulowane f-MLP. Na podstawie uzyskanych
wynikow autorzy sugerowali, ze glukuronidy flawonoidowe obecne w zielu P. aviculare
mogg odpowiadac za jego aktywnos$¢ przeciwzapalng (Granica i wsp., 2013).

Efekt przeciwzapalny zanotowano takze w przypadku estru etylowego 3-O-B-D-
glukuronidu kwercetyny wyizolowanego z Polygonum perfoliatum. Do$wiadczenie
przeprowadzono na myszach, u ktérych wywolano obrzgk ucha poprzez miejscowa
aplikacje ksylenu. Doustne podawanie zwierzetom wyzej wymienionego glukuronidu
w dawce 4 mg/kg m.c. 1 8 mg/kg m.c., przez okres siedmiu dni poprzedzajacych aplikacje
ksylenu, skutkowalo obrzekiem mniejszym o odpowiednio 35,15 % 148,56 %
w stosunku do proby kontrolnej. Efekt zanotowany dla obu zastosowanych dawek byt
silniejszy niz w przypadku aspiryny podawanej w ten sam sposob w dawce 100 mg/kg
m.c., ktora wzgledem proby kontrolnej zmniejszata odczyn zapalny o 24,62 %. W tym
samym doswiadczeniu zbadano wpltyw estru etylowego 3-O-B-D-glukuronidu
kwercetyny na zwigkszona przepuszczalno$¢ naczyn indukowang kwasem octowym.
Badany zwigzek w dawkach 3 mgkg m.c. 16 mgkg m.c.,, przez okres 8 dni

poprzedzajacych dootrzewnowe podanie kwasu octowego, znaczaco zmniejszal
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przepuszczalnos¢ naczyn, odpowiednio 0 47,4 1 59,9 % w stosunku do proby kontrolne;j
i charakteryzowat si¢ silniejszym dziataniem w poréwnaniu z aspiryng, po zastosowaniu
ktorej przepuszczalno$¢ naczyn zmniejszyta si¢ o 34,38 % w stosunku do proby
kontrolnej (Gong i wsp. 2013).

Z kolei Hiermann i wsp. wyizolowali z li§ci Epilobium angustifolium 3-O-3-D-
glukuronid mirycetyny, ktory wykazywatl silne dziatanie przeciwzapalne w tescie
karageninowym przeprowadzonym na szczurach. Badany zwigzek redukowal stan
zapalny tapy ponad dziesi¢¢ razy silniej niz indometacyna, a takze, w porownywalnym
do niej stopniu, hamowat biosynteze prostaglandyn (Hiermann i wsp. 1991).

Badanie przeprowadzone na krolikach dowiodlo natomiast, ze frakcja
glukuronidéw flawonoidowych (7-O-B-glukuronid-3-O-B-gencjobiozydu kwercetyny
i kemferolu, 7-O-B-glukuronid-3-O-B-rutynozydu kwercetyny i kemferolu, 7-O-B-
glukuronid-3-O-B-glukozydu kwercetyny i kemferolu) wyizolowana z Tulipa gesneriana
wywierata dziatanie ochronne na skoérne naczynia krwiono$ne, w przypadku ich
zwigkszonej przepuszczalnosci, indukowanej poprzez Mmiejscowe zastosowanie
chloroformu i histaminy (Budzianowski i wsp., 1999).

3-O-glukuronid kwercetyny w badaniu in vitro zapobiegat przerostowi komoérek
miegsni gladkich naczyn krwionosnych stymulowanych dziataniem angiotensyny II
(Yoshizumi i wsp. 2002). Z kolei w innym badaniu ten sam zwiazek wyizolowany z ziela
Polygonum amphibium L. odpowiadat za indukcj¢ apoptozy w komorkach biataczki
ludzkiej HL-60 oraz w komoérkach Jurkat, podobnie jak 3-O-a-ramnozylo-(1-2)-B-
glukuronid kwercetyny. Mechanizm dziatania zwigzany byt z penetracja wymienionych
zwigzkéow przez cytoplazm¢ do jadra komodrkowego badanych linii komorek
I indukowaniem silnej odpowiedzi apoptotycznej (Smolarz i wsp., 2008).

Lee iwsp. zbadali aktywnos¢ 7-O-B-D-4’-kawoiloglukuronidu apigeniny
wyizolowanego z Chrysanthemum morifolium wzgledem wirusa HIV. Na podstawie
badania przeprowadzonego z wykorzystaniem komoérek MT-4 zainfekowanych wirusem
HIV-1 udowodnili, ze zwigzek ten jest silnym inhibitorem integrazy HIV-1 (ICso = 7,2 +
3,4 ug/ml), a takze wykazuje dziatanie przeciwwirusowe anty-HIV (ECso = 41,86 + 1,43
ug/ml) (Lee i wsp. 2003).
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7. ZASTOSOWANIE SPEKTROMETRII MAS W IDENTYFIKACJI
FLAWONOIDOW

7.1. Wprowadzenie

Ze wzglgdu na duze znaczenie flawonoidow w odniesieniu do organizmow
zywych oraz poszukiwanie nowych aktywnosci biologicznych tej grupy zwigzkow,
istotna staje si¢ ich identyfikacja oraz doktadne okreslanie struktury chemicznej. Proces
ten z reguly wymaga stosowania zaawansowanych, niejednokrotnie tgczonych technik
analitycznych. Jedng zmetod umozliwiajagcych poznanie budowy zwigzkow
chemicznych stanowi spektrometria mas (MS). Intensywny rozwoj tej techniki
analitycznej w ciggu ostatnich dwoch dekad sprawit, Ze obecnie jest szeroko
wykorzystywana takze w analizie zwigzkow flawonoidowych. Spektrometria mas
pozwala okresla¢ doktadng mas¢ czgsteczkowa i strukture poszczegdlnych zwigzkoéw
wystepujacych pojedynczo lub w mieszaninie na podstawie wyznaczenia stosunku masy
do tadunku (m/z) zjonizowanych czasteczek. Wysoka czuto$¢ i specyficznosé¢ techniki
MS umozliwia analizy substancji obecnych w materiale biologicznym w bardzo
niewielkich, nawet $ladowych iloSciach ijest efektywna w przypadku rozdziatu
i identyfikacji zwigzkow 0 tej samej masie czasteczkowej, a roznym sktadzie atomowym,
niekiedy takze i stereoizomerow (Stobiecki, 2000; Valls i wsp., 2009).

Mozliwosci wykorzystywania roznych metod jonizacji badanych zwigzkow oraz
licznych typow analizatorow pozwalaja na dobor optymalnych warunkéw rozdziatu
I analizy dla réznych grup zwigzkow. Badane probki mogg by¢ wprowadzane do
spektrometru mas poprzez chromatograf gazowy (GC) lub cieczowy (LC), wykorzystujac
odpowiednio jonizacje elektronowg (EI) albo chemiczng (CI) dla probek gazowych,
awdrugim przypadku, szczegdlnie chetnie stosowang W analizie zwigzkow
flawonoidowych, jonizacje poprzez elektrorozpraszanie (ESI) lub jonizacje¢ chemiczng
pod cisnieniem atmosferycznym (APCI) (Muth i Kachlicki, 2009). Wigkszos¢
glikozydow flawonoidowych to zwiazki stosunkowo polarne, nielotne i termicznie
labilne. W zwiazku z tym konwencjonalne techniki jonizacji wykorzystywane w analizie
MS, takie jak jonizacja elektronami (EI) czy jonizacja chemiczna (CI) nie znalazty
szerszego zastosowania Ww badaniu zwigzkow flawonoidowych, ze wzglgdu na
konieczno$¢ przeprowadzenia jonizowanej probki do stanu gazowego (Andersen

I Markham, 2006). Identyfikacja flawonoidow tymi metodami byla niemozliwa bez
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uprzedniej derywatyzacji polarnych grup hydroksylowych, gldwnie poprzez metylacje,
trimetylosililacj¢ lub acetylacje (Stobiecki, 2000). Procesy derywatyzacyjne pociagaty
jednak za sobg pewne ograniczenia zwigzane m.in. Z duzym wzrostem masy
modyfikowanych zwigzkow, wykraczajacych poza zakresy detekcji wigkszosci
systemow GC-MS, a takze z mozliwoscig ich rozktadu w trakcie nastrzyku na kolumng.
Dlatego tez obecnie w analizie zwigzkow flawonoidowych wykorzystywane sg gldwnie
systemy LC-MS, aw szczegolnosci tandemowe spektrometry mas LC-MS/MS
pozwalajace na fragmentacje badanych jonow [M+H]*/[M-H], za sprawa kolizyjnie
indukowanej dysocjacji (ang. Collision Induced Dissociation, CID). W wyniku tego
procesu analizowane jony, na skutek zderzen z czasteczkami gazu szlachetnego (np.
argonu lub helu), ulegaja rozpadowi, co umozliwia otrzymanie informacji na temat
budowy badanego zwigzku. Analizatorami najczes$ciej wykorzystywanymi w analizach
LC-MS sa: putapka jonowa (IT), potrojny analizator kwadrupolowy (QQQ), analizator
cyklotronowego rezonansu jonowego z fourierowska transformacja wynikéw (FTICR),
aponadto charakteryzujacy si¢ wysoka rozdzielczosciag analizator OrbiTrap czy
analizator Q-ToF, stanowigcy potaczenie dwoch analizatoréw: typu kwadrupol oraz
czasu przelotu. Bioragc pod uwage rodzaj stosowanego analizatora otrzymywane sg
widma o niskiej lub wysokiej rozdzielczos$ci, przy czym te drugie umozliwiajg okreslenie
masy oraz elementarnego sktadu badanego zwigzku z doktadno$cig nawet do 2-5 ppm

(Muth i Kachlicki, 2009).

7.2. Identyfikacja aglikonow

Powszechnie akceptowana i stosowana nomenklatura $ciezek fragmentacyjnych
flawonoidow zostala pierwotnie ustalona przez Mabry’ego | Markhama na poczatku lat
70. XX wieku (Mabry i wsp. 1970). Wraz z uptywem czasu inni badacze wprowadzili do
niej pewne modyfikacje (Ma iwsp. 1997). W przypadku aglikonéw stosowane sa
symbole MA* i"B* ktére oznaczaja gtowne fragmenty zawierajace nienaruszony
pierscien A lub B, natomiast indeksy gorne wskazuja na wigzania C-C, w pierscieniu C,

ktore rozpadty si¢ w wyniku fragmentacji (Rycina 13).
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HO 1 | nt
Ry Ry
0,2B+ R3 / B \ - R1
1,3+ ‘ OH Rs
H20 OH O A
—> 04+ — = 0,4B+.H20 0,2p+
(a) (b)

Rycina 13. Nomenklatura oraz gtowne produkty fragmentacji protonowanych (a) flawonow i (b) flawonoli
(fragmentacja metodg CID) (Ma i wsp., 1997).

Energia fragmentacji stosowana w procesie CID ma istotny wptyw na sposob
rozpadu badanych zwigzkéw. W trybie jondéw ujemnych energie potrzebne do
prawidtowego przebiegu procesu fragmentacji s wyzsze niz W trybie jonéw dodatnich
(Niessen, 2006). W przypadku aglikonéw szczegodlnie istotnych informacji na temat
budowy czasteczki dostarcza fragmentacja przebiegajaca wedlug mechanizmu retro
Dielsa-Aldera  (RDA), polegajaca na relokacji trzech par elektronow
w szesciocyklicznym uktadzie zawierajacym podwojne wigzanie. Reakcja ta skutkuje
rozerwaniem dwoch wigzan o i utworzeniem dwoch wigzan nt, w efekcie czego dochodzi

do powstania dwoch fragmentow: 12A* i 13B* (Rycina 14).

H H(OH) .
HO o HO OH HO OH
j (_J O OH  pathway |
— = —_— o
RDA Cog Cagt
OH © H OH
1.3a+
I (OH) H(OH)
Pathway | + +
ROA CH~C OH CHFC{%O
1.3g+

Rycina 14. Schemat reakcji tworzenia jonow 3A* i13B* wg mechanizmu retro Dielsa-Aldera dla
apigeniny (R=H) i luteoliny (R=0OH) (Rijke i wsp., 2006).

Sciezki fragmentacyjne prowadzace do powstania jonéw A i B moga przebiegaé
poprzez wigzania 1/3, 1/2, 0/2, 0/3, 0/4, 1/4, 2/4 pierécienia C (Rycina 15) (Rijke i wsp.,
2006).
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Rycina 15. Mozliwe $ciezki fragmentacyjne flawonoidéw zwiazane z rozerwaniem wigzan C-C pier§cienia
C w dodatnim (PI) i ujemnym (NI) trybie jonizacji; (A) Pl iNIl: (A1) 1i3,(A2)0i4, (B)Pl: (B1)0i 2,
(B2)1i4,(C)NIL:(C1)01i3,(C2)1i2,(C3)1i4,(C4) 2i4 (Rijkeiwsp., 2006).

Droga rozpadu czasteczki jest $ciSle zwigzana Zzjej podstawieniem oraz grupa
flawonoidow do jakiej nalezy. Dodatkowy podstawnik OH w pozycji 3 flawonoli
skutkuje wicksza liczba mozliwych szlakow fragmentacyjnych w poréwnaniu np.
z flawonami. Fragmenty typowe dla rozpadu flawonoli to: %?A*, %2A*-C, M4A* + 2H
i 13B*-2H, natomiast dla flawonéw obserwuje sie przede wszystkim jony: 1*B*, %4B",
i %4B*-H,0. Dzicki temu mozliwe jest rozréznienie np. flawonoli i flawonéw 0 tej samej

masie molekularnej (Rycina 16) (Cuyckens i Claeys, 2004).

RA 13 ik N
A Ppt OH o 153 OH
100 (@) 153 O 287 100 1(0) 5 , °1’§A5* O 287
HO & oH MH' 121 o B 25 |[MeHT"
80 O | 80 O ‘
‘. OH
60 OH O 60 OH O
259
40 1,3B+ 40 213 231241
135 0,25+ 0,4+ 137 245
B'0.4 R 111 | 138
20 Y 137 | [BH0 4,9 241 245 20 1071 /147 -l (-
I/ W ze Y[ | 20 I | , l
0 J_‘__l l l | fl J l " I Wl |l|ll L I. e P
100 150 200 250 300 miz 100 150 200 250 300

Rycina 16. Widma CID jonéw [M + H]" (a) luteoliny i (b) kemferolu (Cuyckens, 2004).

Jon 13A* obserwowany jest w widmach CID wszystkich grup flawonoidéw, dajac
charakterystyczny pik o duzej intensywnosci. Obecnoéé jonu %2A* pozwala na
rozrdznienie flawonoli od innych grup flawonoidow, w przypadku ktoérych nie jest on
obserwowany w widmach CID. Rozszczepienie wigzania 0/4 w pierScieniu C jest
stosunkowo rzadko opisywane w literaturze iodnosi si¢ przede wszystkim do
protonowanych fragmentéw flawonéw. W zwiazku ztym obecno$¢ jonow O*B*

w widmie mozna uznawaé¢ za element diagnostyczny przy identyfikacji tej grupy
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zwiazkow (Ma i wsp., 1997; Rijke i wsp., 2006). Dodatkowo fragmenty A" i 'B* moga
traci¢ male czasteczki neutralne, m.in. H2O (- 18 u), CO (- 28 u), C2H20 (- 42 u), CH3 (-
15 u) z utworzeniem rodnikéw jonow [M+H]", co jest szczegOlnie przydatne przy
okreslaniu obecnosci dodatkowych grup funkcyjnych w czasteczce (Cuyckens i Claeys,
2004).

Widma CID jonéw W trybie dodatnim sg cze¢sciej wykorzystywane w analizie
zwigzkéw flawonoidowych, co m.in. wynika zich latwiejszej interpretacji. Jednak
analiza w trybie jonow ujemnych czgsto charakteryzuje sie wigksza czutoécia, W zwigzku
z tym widma wykonane w obu trybach moga dostarcza¢ wzajemnie uzupetniajgcych si¢
informacji, dotyczacych badanych struktur (Hurst, 2008). Rozerwanie pierscienia C
zgodnie z mechanizmem RDA prowadzi do powstania jonow A" i "B" i, podobnie jak
w przypadku trybu jonéw dodatnich, umozliwia uzyskanie informacji na temat liczby
I typu podstawnikow przy pierScieniach A i B. Dla fragmentacji aglikonow w ujemnym
trybie jonizacji najbardziej charakterystyczny fragment stanowi jon A" (Rycina 17)
(Fabre 1 wsp., 2001). Wyjatek stanowia izoflawony, dla ktorych charakterystyczny jon
fragmentacyjny to %3B- (Hughes i wsp., 2001).

(LI B”
I_.. 0.4p-

HO. /o\l
o |1
2
1.2n-
B
4\ L
13

Rycina 17. Nomenklatura i mozliwe produkty fragmentacji deprotonowanych aglikonéw flawonoidowych
na przyktadzie apigeniny (Fabre i wsp., 2001).

Ponadto rozpad w ujemnym trybie jonizacji jest zwigzany ze stopniem hydroksylacji
pierscienia B, np. w przypadku flawonoli zawierajacych dwie lub wiecej grup OH
W pierscieniu B (np. kwercetyna) obserwowane fragmenty to przede wszystkim [%2A-H]
i [*?B-H]" (Fabre iwsp., 2001; Cuyckens iwsp., 2000). Dla zwiazkow
Z niepodstawionym pier§cieniem B energia potrzebna do fragmentacji jest znacznie
wyzsza | prowadzi do otrzymania wigkszej liczby jonow fragmentacyjnych (Hughes

i wsp., 2001). W niektorych przypadkach obserwowane jest bezposrednie rozerwanie
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wigzania pomigdzy pierscieniami B 1C, prowadzace do powstania jonu
fragmentacyjnego [M-B]. Podobnie jak w przypadku fragmentacji w trybie jonow
dodatnich, charakterystyczna jest tu utrata matych neutralnych czasteczek: CO (- 28 u),
COz (- 34 u), C2H20 (- 42 u), CHs (- 15 u). Co ciekawe, w trybie jonizacji ujemnej brak
fragmentow powstajacych na skutek rozpadu wigzan 0/2 (Fabre i wsp., 2001; Justesen,
2001).

7.3.  ldentyfikacja glikozydéw flawonoidowych

Identyfikacja glikozydéw flawonoidowych za pomoca spektrometrii mas moze
dostarczy¢ informacji na temat: masy molekularnej, rodzaju aglikonu, miejsca i typu
glikozylacji (O-glikozylacja, C-glikozylacja), liczby oraz rodzaju czasteczki lub
czgsteczek cukrowych przylaczonych do aglikonu (pentoza, heksoza, deoksyheksoza),
ich konfiguracj¢ i w niektorych przypadkach miejsce wigzania glikozydowego. Ponadto
mozliwe jest okreslenie podstawienia czasteczek cukrow resztami acylowymi, a takze
grup hydroksylowych aglikonu grupami metylowymi i sulfonowymi. Tandemowa
spektrometria mas nie dostarcza natomiast informacji na temat stereochemii wigzan
glikozydowych (Li i Claeys, 1994; Stobiecki, 2000).

W przypadku nomenklatury glikozydow wprowadzono dodatkowy indeks po
prawej stronie (Ao) umozliwiajacy rozroznienie jonéow fragmentacyjnych aglikonow od
fragmentow czasteczek cukrowych opisywanych jako Aii Bi (i> 1), liczac od terminalne;j

czasteczki cukru (Rycina 18).
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Rycina 18. Nomenklatura jonow fragmentacyjnych (a) O-glikozydoéw flawonoidowych oraz (b) C,0- i C-
glikozydow flawonoidowych (Vukics i Guttman, 2008).

O-, C- i C,0-glikozydy moga by¢ rozrézniane na podstawie widm otrzymanych
zaréwno dla trybu jonizacji dodatniej jak i ujemnej, najczesciej poprzez analize widm
CID. Na podstawie obserwacji charakterystycznych produktow rozpadu (jony Y1, Yo, Z1)
oraz wzglednej intensywno$ci pikow im odpowiadajacych, mozna okresli¢ sposob
potaczenia czgsteczek cukrowych z aglikonem.

Liczne prace dowiodty, ze w przypadku O-glikozydoéw zastosowanie niskiej badz
sredniej energii fragmentacji skutkuje heterocyklicznym rozpadem ich wigzan hemi-
acetalowych O-C, wwyniku czego w widmie obserwowane sg charakterystyczne
fragmenty Y (Li i Claeys, 1994; Ferreres i wsp. 2004; Mai wsp. 2000,2001; March i wsp.
2004; March i wsp. 2006; Ablajan i wsp. 2006). Na skutek rozpadu protonowanych O-
diglikozydow, w widmie obserwowane sa sygnaty dla jonéw Y1*' Yo'. W przypadku O-
C-diglikozydow podczas fragmentacji powstaja wylgcznie jony Yi¥, natomiast
w przypadku C-glikozydow obserwuje si¢ fragmenty [M+H]" oraz jony fragmentacyjne
powstate na skutek krzyzowych rozpadow wigzan W czasteczce cukru, a ponadto
charakterystyczna jest tu utrata czgsteczek wody (Li i Claeys, 1994).

W ujemnym trybie jonizacji dla C-glikozydow obserwuje si¢ wylgcznie
macierzysty jon [M-H], natomiast dla O-C-glikozydow charakterystyczny fragment
stanowia takze jony Y1~ Srednia intensywno$é piku dla jonu Y1~ powyzej 90% jest

typowa dla di-O-C-glikozydow. Jest ona o wiele stabsza w przypadku O-C-
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diglikozydow, dla ktorych glowny jon fragmentacyjny stanowi [Y-H20]. Zaréwno
podczas fragmentacji deprotonowanych O-diglikozydow podstawionych w jednej
pozycji jak idi-O-glikozydow podstawionych w réznych pozycjach w widmie
obserwowane sa przede wszystkim piki jonéw Y1 ' Yo  (Becchi i Fraise, 1989; Cuyckens
I wsp. 2000). W przypadku di-O-glikozydow fragment Y1~ dominuje w widmie dwu — ,
a nawet trzykrotnie nad produktem Yq', podczas gdy dla O-diglikozydow stosunek ten
jest odwrotny (Rycina 19). Analogicznie w widmach di-C-O-glikozydoéw jon Yo
charakteryzuje si¢ najwigksza intensywnos$cig, natomiast w przypadku C-O-
diglikozydow $rednia intensywno$¢ piku odpowiadajacego fragmentowi Yo jest
stosunkowo niewielka (Li i Claeys, 1994; Ferreres i wsp., 2004; Ferreres i wsp. 2007).

Intens.

Kaempferol 3-0-Sophoroside a 5000 4
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Rycina 19. Widmo masowe w trybie jonéw ujemnych dla (a) 3-O-soforozydu kemferolu i (b) 3,7-O-
diglukozydu kemferolu, prezentujace diagnostyczne réznice zwigzane z intensywnoscig fragmentow Yo
i Yy (Ferreres i wsp., 2004).

Obecnos¢ fragmentu Z1 wskazuje, ze jedna grupa cukrowa przylaczona jest do
innej czasteczki cukru, a nie tgczy sie bezposrednio z aglikonem. Sposéb przylaczenia
czasteczki cukru do aglikonu moze by¢ ponadto wnioskowany na podstawie obserwacji
w widmie charakterystycznych jonow nieparzystoelektronowych. Dla di-O-glikozydow
obserwowano fragmenty [Y1-H]" oraz [Yo-2H]", natomiast w widmach O-diglikozydow
obecne byly tylko fragmenty [Yo-H]". Roznice zwigzane z miejscem glikozylacji
aglikonu mozna roéwniez okresli¢ na podstawie obecnosci lub braku charakterystycznych
fragmentow W widmach CID dla negatywnego trybu jonizacji. Wedlug danych
literaturowych jon [Yo-CO] jest obserwowany tylko dla 7-O-monoglikozydow
flawonoli, natomiast fragment [Yo-2H-CO]" byt opisywany wytacznie dla widm MS/MS
3-O-monoglikozydow (Ablajan i wsp., 2006).

Informacje na temat miejsca glikozylacji mogg by¢ ponadto uzyskane poprzez
analize¢ widm CID dla jonow [M+Na]’. Obecno$¢ fragmentu odpowiadajgcego
pierScieniowi B, ktory zawiera czasteczke cukru jasno wskazuje na 4’-O-glikozylacje.

Z kolei jego oderwanie od potomnego jonu aglikonu sugeruje 3-O-glikozylacjg.
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W przypadku 7-O-glikozylacji utrata fragmentu odpowiadajacego pierscieniowi B
obserwowana jest zardwno dla jonu macierzystego [M+Na]* jak i potomnego jonu
aglikonu (Vukics i Guttman, 2008).

Rodzaj czasteczki cukru w O-glikozydach moze by¢ okreslony na podstawie
odszczepienia neutralnych fragmentéw 0 okreslonej masie: -132, -146 -162 u (fragmenty
B1) okreslajacych odpowiednio: pentoze, deoksyheksoze oraz heksoze. W przypadku
glukuronidéw charakterystyczna jest utrata oboje¢tnego fragmentu 0 staltej masie -176 u,
natomiast dla C-glikozydow typowe jest oderwanie fragmentu -120 u (heksoza) i -122 u
(deoksyheksoza) (Wolfender i wsp., 1992).

Zastosowanie spektrometrii mas umozliwia takze rozrdznienie pomigdzy
polgczeniami cukrowymi 1—2 i1—6. Stosunek Yo'/Y1" jest zawsze wiekszy dla
potaczenia 1—2. W jednym z przeprowadzonych badan poréwnano widma CID dla
flawonoidow podstawionych neohesperydoza (ramnozylo-(al—2)-glukoza) lub
rutynoza (ramnozylo-(a1—6)-glukoza). W przypadku podstawienia czasteczka
neohesperydozy obserwowany w widmie stosunek jonéw Yo*/Y1" byt wyzszy niz dla
podstawienia rutynoza. Ponadto dla deprotonowanych flawonoidéw z przytaczong
czasteczka O-neohesperydozy jon %?Xo posiadat mase m/z wyzsza 0 146 U W poréwnaniu
z jonem %2Xq" zwigzku podstawionego O — rutynoza . Wynika to z faktu, ze terminalna
czasteczka ramnozy nie ulega oderwaniu W przypadku wystgpowania wigzania
miedzycukrowego 1—2 (Cuyckens i wsp., 2001). Podczas gdy dla rozerwania wigzania
1—-2 charakterystyczne jest wystepowanie W widmie piku odpowiadajacego
fragmentowi °2Xo", w przypadku rozerwania innych potaczen (1—3, 1—4, 1—6) brak
charakterystycznych produktow rozpadu (Vukics i Guttman, 2008).

W przypadku niektorych badah spektrometria mas postuzyta réowniez do
identyfikacji zwigzkow flawonoidowych, ktorych reszty cukrowe byly dodatkowo
acylowane. Struktura grupy acylowej moze by¢ okre$lona na podstawie utraty obojetnych
fragmentow charakterystycznych dla grup acylowych lub acylowanych reszt cukrowych
(Rycina 20). Specyficzne produkty fragmentacji obserwowane s3 m.in.
w niskoenergetycznych widmach CID dla jonow [M+H]" i [M+Na]*. Doktadne miejsce
przylaczenia grupy acylowej do reszty cukrowej na podstawie widma MS jest trudne do
okreslenia, jednak wedlug danych literaturowych najczestszg wskazywang pozycja
podstawienia jest pozycja 6 w przypadku heksozy (Cuyckens, 2004). Nie mozna jednak

wykluczy¢é mozliwosci przytaczenia w innych miejscach. Jedynie w przypadku, gdy
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w widmie obecny jest fragment %X, lokalizacja grupy acylowej w pozycji 6 moze by¢

potwierdzona (Bylka i wsp., 2002).
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[M + H — acetylhexose]*: =204 u

[M £ H — CO,: —44 u
[M + H — malonyl]*: =86 u
[M + H — malonylhexose|*: —248 u

[M + H — benzoylhexose|*: —266 u
Benzoyl™ at m/z 105
Benzoylhexose™ at n/z 267

[M + H — galloyl]: =152 u

[M — H — gallic acid]~: =170 u
[M + H — galloylhexose]": =314 u
[Gallic acid — H]~ at m1/z 169

[M +H — coumaroyl]*: =146 u
[M + H — coumaroylhexose]~: —308 u

[M £ H — feruloyl]': =176 u

[M + H — feruloylhexose]™: —338 u
Feruloylt at m/z 177

Ferulic acid*® at m/z 194
Feruloylhexoset at m/z 339

[M £ H — sinapoyl]™: =206 u

[M + H — sinapoylhexose]": —368 u
Sinapoyl™ at n/z 207

Sinapic acid™® at m/z 224
Sinapoylhexose™ at #:/z 369
Sinapoylhexose at n/z 367

Rycina 20. Grupy acylowe najczes$ciej podstawiajace cukrowe czasteczki flawonoidow oraz ich
charakterystyczne jony fragmentacyjne obserwowane w widmach CID (Cuyckens, 2004).
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Objasnienia skrotow stosowanych w pracy

A absorbancja

AA aktywnos$¢ antyoksydacyjna
BHA butylohydroksyanizol

CC chromatografia kolumnowa

DMEM pozywka Dulbecco zmodyfikowana przez Eagle’a
(ang. Dulbecco’s modified Eagle medium)

cz.d.a. czysty do analizy

DMSO dimetylosulfotlenek

DPPH test z uzyciem rodnika 1,1 - difenylo - 2-pikrylohydrazylu
FRAP test oznaczania zdolnosci redukowania jonow zelaza

(ang. ferric ion reducing antioxidant parameter)

GAE roéwnowaznik kwasu galusowego (ang. gallic acid equivalent)
HaCaT immortalizowane prawidlowe ludzkie keratynocyty

J stata sprzezenia

MS spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

MTT bromek (3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenyltetrazolu)
NMR spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego

(ang. nuclear magnetic resonance)

PBS zbuforowany fizjologiczny roztwor soli 0 pH 6,9

R? kwadrat wspotczynnika korelacji

S odchylenie standardowe

Sar odchylenie standardowe $redniej

TLC chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)
TNFa czynnik martwicy guza (ang. tumor necrosis factor)

VCE rownowaznik witaminy C

Wz wspotczynnik zmiennos$ci
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8. METODYKA BADAN

8.1.

8.1.1.

Izolacja i identyfikacja flawonoidow

Odczynniki

W prowadzonych badaniach fitochemicznych wykorzystywano odczynniki czyste (cz.)

i czyste do analizy (cz.d.a.).

8.1.2.

8.1.3.

chlorek glinu (AICls), Sigma-Aldrich

chloroform (CHCls) cz.d.a., POCH

eter dietylowy (Et20) cz.d.a., POCH

kwas mrowkowy 99% (HCO2H) cz., POCH

kwas octowy lodowaty 99,5% (HOACc) cz.d.a., POCH

metanol (MeOH) cz.d.a., POCH

Naturstoffreagenz A (ester aminoetylowy kwasu difenyloborowego, NA), Roth
octan etylu (EtOAc) cz.d.a., POCH

wodorotlenek potasu (KOH)

Podloza

bibuta Whatman nr 1, Whatman

bibuta Whatman nr 3, Whatman

celuloza Whatman CF 11, Whatman

zel krzemionkowy (30-70 mesh), Merck

celuloza mikrokrystaliczna Avicel, Merck

plytki aluminiowe pokryte celulozg DC-Allufolien Cellulose (grubos$¢ warstwy
adsorbentu 0,1 mm), Merck

Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich (grubos¢ ziaren 25-100 pm)

Aparatura

lampa UV 366, Uvitec
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8.1.4.

taznia ultradzwigkowa, Elma S 180H, Elmasonic

spektrometr magnetycznego rezonansu jadrowego: Varian 300 MHz, Bruker
Avance 11 400 MHz i Bruker Avance 111 500 MHz

system ekstrakcji do fazy stalej (System SPE 12-G), Baker
kolumienki SPE Bond Elut C18, Agilent

waga analityczna LE225D-0CE, Sartorius

Rotavapor R-210, Biichi

Surowiec

Material do badan stanowilo wysuszone ziele Axyris amaranthoides L.

(Chenopodiaceae) zebrane w okresie kwitnienia rosliny. Zbioru dokonano na przetomie

lipca isierpnia 2012 roku z upraw prowadzonych przez Pana mgr Tomasza Haake

wogrodzie przy Katedrze i Zakladzie Naturalnych Surowcéw Leczniczych

I Kosmetycznych UMP.

8.1.5.

Metody chromatograficzne

8.1.5.1. Chromatografia planarna

8.1.5.1.1. Chromatografia bibulowa (PC)

a)

faza ruchoma:

Si HOAc-H20 (15:85)

S2  HOAc-H20 (30:70)

Ss EtOAc-HCO2H-H20 (10:2:3) (faza organiczna)
Sa n-BuOH-HOACc-H20 (4:1:2) (faza organiczna)
Ss H20

odczynniki wywotujace:
metanolowy roztwor KOH (1mol/l)
1% metanolowy roztwoér AICls

0,1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A (NA)
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Chromatografia bibutowa wykorzystywana byla do analizy wyciggdéw
podstawowych oraz kontroli rozdzialu mieszanin flawonoidow na kolumnach
chromatograficznych.

Otrzymane chromatogramy rozwijano w wysyconych odpowiednim uktadem
szklanych kamerach, w temperaturze pokojowej, metoda jednokierunkowa wstepujaca.
Po rozwinigciu chromatogram6éw pozostawiano je do wysuszenia w warunkach
naturalnych, a nastepnie analizowano W $wietle dziennym i $wietle lampy UV 366 nm

przed i po spryskaniu odczynnikami wywotujgcymi.

8.1.5.1.2. Preparatywna chromatografia bibulowa (PPC)

Preparatywna chromatografia bibulowa zastosowana zostata do rodziatlu frakcji
zawierajacych zwiazki flawonoidowe, ktorych nie udato wyodrebnic si¢ na kolumnach.

Poddawane rozdziatowi frakcje nanoszono na bibutg chromatograficzng pasmowo
I rozwijano metoda jednokierunkowg wstepujaca w temperaturze pokojowej w uktadach
S1 1 S2. Po rozwinigciu i wysuszeniu chromatogramy analizowano w swietle lampy UV
366 nm. Pasma zwigzkoéw flawonoidowych fluoryzujace na brunatno wycinano
i przenoszono do kolbki okraglodennej, po czym zalewano je kolejno dwukrotnie
metanolem, a nastgpnie mieszaning metanol:woda (1:1) i kazdorazowo wymywano na
tazni wodnej, pod chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Eluaty
poddawano saczeniu, przesgcz zagegszezano W wyparce prozniowej i poddawano kontroli
chromatograficznej  technikami  TLC iPC, stosujac  odpowiednie uklady

rozpuszczalnikow.

8.1.5.1.3. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

a) fazaruchoma

— S§  HOAc-H,0 (15:85)

— S7 HOAc-H,0 (30:70)

— Ss EtOAc-HCO2H-H20 (10:2:3) (faza organiczna)
— So n-BuOH-HOACc-H20 (4:1:2) (faza organiczna)
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b) odczynniki wywotujace:
— metanolowy roztwor KOH (1mol/l)
— 1% metanolowy roztwoér AlCl3

— 0,1% metanolowy roztwor Naturstoffreagenz A (NA)

Technike chromatografii cienkowarstwowej stosowano W celu analizy frakcji
otrzymanych w wyniku rozdziatu na kolumnach wyciagu podstawowego oraz do kontroli
jednorodnos$ci wyizolowanych zwigzkow.

Ptytki chromatograficzne rozwijane byty w szklanych kamerach wysyconych
odpowiednim uktadem z zastosowaniem techniki wstepujacej, W temperaturze
pokojowej i przy ci$nieniu atmosferycznym. Po rozwini¢niu chromatograméw poddano
je wysuszeniu w warunkach naturalnych, anast¢pnie analizowano podobnie jak

w przypadku chromatograméw bibutowych (rozdz. 8.1.5.1.1.).

8.1.5.1.4. Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa (PTLC)

Technike preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano do
rodzialu frakcji flawonoidowych, ktorych nie udalo si¢ wyizolowaé za sprawag
chromatografii kolumnowej.

Poddawane rozdzialowi frakcje nanoszono na szklane plytki pokryte wczesniej
warstwa celulozy mikrokrystalicznej zawieszonej W metanolu. Plytki rozwijano metoda
jednokierunkowa wstepujaca W temperaturze pokojowej w uktadach Se lub S7. Po
rozwinigciu, wysuszone chromatogramy analizowano w $wietle lampy UV 366 nm.
Pasma celulozy fluoryzujace na brunatno zeskrobywano i przenoszono do Kkolbki
okraglodennej, po czym zalewano ja kolejno dwukrotnie metanolem, a nast¢pnie
mieszaning metanol:woda (1:1) ikazdorazowo wymywano na tazni wodnej, pod
chtodnicg zwrotng w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Eluaty saczono, przesacz
zageszczano W wyparce prozniowej 1 poddawano  kontroli - chromatograficznej

technikami TLC i PC, stosujac odpowiednie uktady rozpuszczalnikow.
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8.1.5.2. Chromatografia kolumnowa (CC)

a) fazaruchoma:

* kolumny wypetnione celuloza

— S0 EtOAc-MeOH-H20 (100:6:6)

— Suu EtOAc-MeOH-H20 (100:10:9,5)
— Si2 EtOAc-MeOH-H>0 (100:16:13)
— Si3 EtOAc-MeOH-H>0 (100:18:15)
— Siu MeOH

* kolumny wypetione zelem krzemionkowym

— Si5 mieszanina CHCI3-MeOH (zawierajgca od 0 do 30% MeOH)

» kolumny wypetnione Sephadexem LH-20

— S mieszanina MeOH z H»0 (zawierajaca od 0 do 50% MeOH)
- Sz MeOH

- S18 H0

— Si19 mieszanina MeOH z H»0 (zawierajaca od 0 do 40% MeOH)

Do przeprowadzenia kolumnowej chromatografii cieczowej stosowano kolumny
szklane oroznej dhugosci i srednicy. Technikg te wykorzystywano do rozdziatu
wyciagdw podstawowych na frakcje, anastgpnie pojedyncze zwigzki flawonoidowe
(kolumny celulozowe, kolumny zelowe). Ponadto metoda ta postuzyta do oczyszczania
jednorodnych frakcji (kolumny wypetnione Sephadexem LH-20).

Podtoza nanoszono na kolumne¢ w formie zawiesiny w fazie ruchomej, ktoérg
stosowano do elucji. Badane wyciagi, frakcje i wyodrgbnione zwiazki adsorbowano na
matej ilo$ci adsorbentu, odparowywano rozpuszczalnik inanoszono na kolumng.
Kontrole rozdzialu na kolumnach prowadzono z wykorzystaniem $wiatta lampy UV 366

nm, analizujac otrzymane frakcje metoda chromatografii bibutowej (PC) w uktadach Si-
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Sa4 i chromatografii cienkowarstwowej (TLC) w uktadach Si-Ss. Eluaty o podobnym
sktadzie taczono, a nastgpnie zageszczano W temperaturze ok. 50°C i pod zmniejszonym

ciSnieniem.

8.1.6. Analizy spektralne

8.1.6.1.  Spektrofotometria absorpcyjna w nadfiolecie (UV)

Widma wyizolowanych zwigzkéw wykreslano w aparacie UV/VIS Perkin Elmer
Lambda 35 wykorzystujac oprogramowanie UV WinLab 2.80. Pomiaru dokonywano
w 0,5 cm kuwetach kwarcowych przed i po dodaniu odczynnikoéw kompleksotworczych
i jonizujacych. Dla kazdego zwiazku wykreslono sze$¢ widm w zakresie 500-200 nm,
poczawszy od:

a) metanolowego roztworu badanego zwigzku
oraz po dodaniu do niego:

b) 3 kropli 5% metanolowego roztworu metylanu sodu (NaOMe)

c) nadmiaru bezwodnego octanu sodu (NaOAc)

d) nadmiaru bezwodnego octanu sodu i 5 kropli nasyconego, metanolowego

roztworu kwasu borowego (NaOAc/H3BO3)

e) 5 kropli 5% metanolowego roztworu chlorku glinu (AICl3)

f) 5 kropli 5% metanolowego roztworu chlorku glinu i 5 kropli 20% wodnego

roztworu HCI (AICIz/HCI).

8.1.6.2. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego NMR

Analizy metodg NMR przeprowadzono w Pracowni NMR Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Widma 1D (1H-NMR, 13C-NMR) wykonano
w spektrometrach Varian 300 MHz, Bruker Avance 11 400 MHz i Bruker Avance 111 500
MHz, natomiast widma 2D (HMBC NMR) na aparacie Bruker Avance 11 400 MHz. Jako
rozpuszczalnik wykorzystywano deuterowany dimetylosulfotlenek (DMSO-ds) lub
metanol (CD30D), a wzorzec wewngtrzny stanowit tetrametylosilan (TMS), wzgledem

ktérego okreslano przesunigcia chemiczne.
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8.1.6.3. Ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa
spektrometria mas UPLC-Q-TOF-MS/MS

Analizy metodg UPLC-Q-TOF-MS/MS  przeprowadzono  w Pracowni
Spektrometrii Mas Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu we wspotpracy
z dr Lukaszem Marczakiem?.

Wszystkie wyizolowane zwiazki jak i frakcje zawierajgce zwigzki flawonoidowe
analizowano za pomocg uktadu LC/MS sktadajacego si¢ z chromatografu cieczowego
Waters Acquity UPLC (Waters, Milford MA, USA) potaczonego ze spektrometrem
masowym typu Q-TOF, model micrOTOF-Q (Bruker Daltonics, Brema, Niemcy).
Rozdziaty prowadzono na kolumnie Zorbax Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm, 3,5 um;
Agilent) przy przeptywie 0,6 ml/min, W uktadzie dwoch rozpuszczalnikéw: A (99,5%
H20, 0,5% kwas mrowkowy (v/v)) oraz B (99,5% acetonitryl, 0,5% kwas mréwkowy
(v/v)). Wyciek z kolumny rozdzielano w stosunku 3:2, aby umozliwi¢ przeptyw koncowy
w zrodle jonéw ESI o0 wartosci okoto 0,2 ml/min. Stosowano nastgpujacy gradient
rozpuszczalnikéw: 0-8 min; liniowy wzrost od 5 do 30% fazy B, 8-10 min wzrost liniowy
do 95% fazy B, 10-12 min przeplyw izokratyczny przy 95% fazy B i na koniec w celu
ustabilizowania kolumny przed kolejnym nastrzykiem nastgpowal powrdt do stanu
poczatkowego.

Zrédto ESI spektrometru micrOTOF-Q operowato przy napieciach + 4,5 kV,
dodatkowo wykorzystywano azot przy ci$nieniu 1,6 bar do rozpylania cieczy oraz jako
gaz osuszajacy przy przeptywie 8,0 L/min w temperaturze 220°C. Stosowano kalibracje
zewngtrzng Z uzyciem mieszaniny kalibracyjnej zawierajacej klastry mrowczanu sodu.
Dodatkowo, bezposrednio przed kazda analiza, przez uzycie zaworu przekazujacego
przeptyw na pompe strzykawkowa, podawano mieszaning kalibracyjng w celu
umozliwienia kalibrowania widm W pdzniejszym procesie edytowania danych.
Kalibracja pozwalata na pomiar mas z doktadnoscig ponizej 10 ppm. Widma MS/MS
zbierano z czestotliwoscia 1 Hz dla jonow wybranych automatycznie na podstawie
widma MS. Energia fragmentacji byla zalezna od masy czasteczkowe] badanych
zwigzkow i zawierata si¢ w przedziale 10-25 eV. Uzyskane widma charakteryzowaty sig
rozdzielczoscig powyzej 10000 (FWHM, szeroko$¢ potdéwkowa), a do zbierania danych
stosowano program microTOF Control wwersji 2.3. Dane analizowano

za pomocg pakietu DataAnalysis wersja 4.1, dostarczonego przez firme¢ Bruker Daltonics.

! Serdecznie dzigkuje Panu dr Lukaszowi Marczakowi za pomoc w interpretacji widm MS.
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Profile metabolitow W probkach rejestrowano zarowno W trybie jonow dodatnich jak

I W trybie jondw ujemnych.

8.1.7. Przygotowanie i frakcjonowanie wyciagu podstawowego

500 g wysuszonego ziela A. amaranthoides poddano 24-godzinnej maceracji
metanolem, anastegpnie kolejno trzykrotnej ekstrakcji metanolem oraz trzykrotnej
ekstrakcji mieszaning metanol-woda (1:1) na tazni wodnej pod chtodnica zwrotng,
kazdrorazowo W temperaturze wrzenia rozpuszczalnika w czasie 1 godziny. Dla kazdego
z otrzymanych wyciggdéw przeprowadzono kontrole chromatograficzng. Obraz
chromatograficzny wszystkich otrzymanych ekstraktéw byt podobny, wobec tego
ekstrakty potgczono i zageszczono W wyparce prozniowej pod zmniejszonym cisnieniem
do objetosci ok. 100 ml. Nastepnie zaggszczony wyciag zalano 100 ml goracej wody
i pozostawiono na 24 godziny, celem stracenia substancji balastowych. W kolejnym
kroku calo$¢ przecedzono, aprzesagcz wytrzgsano Kkolejno rozpuszczalnikami
o wzrastajgcej polarnosci: chloroformem (15 razy), eterem dietylowym (20 razy),
octanem etylu (22 razy). Otrzymane frakcje (chloroformowa, eteru dietylowego i octanu
etylu) oraz pozostalo§¢ wodna po wytrzasaniu (frakcja wodna) byty kontrolowane
chromatograficznie.

Frakcje eteru etylowego, ze wzgledu na malg ilos¢ flawonoidow, wykluczono
z kolejnych etapow badan. Dalszemu rozdzialowi na kolumnach poddano frakcje

chloroformowa, octanu etylu oraz frakcj¢ wodna.

8.2. Badania ilo$ciowe

8.2.1. Odczynniki i substancje wzorcowe

Oznaczanie zawartosci sumy polifenoli

— kwas galusowy, Sigma-Aldrich

— odczynnik Folin-Ciocalteu, Merck
— weglan sodu (Na2COs3), POCH

— metanol cz.d.a., POCH

— woda destylowana
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Oznaczanie zawartosci flawonoidow

— 7-glukozyd apigeniny (ze zbioru KiZ Farmakognozji UMP)
— kwas octowy lodowaty 99,5% (HOAc) cz.d.a., POCH

— kwas mréwkowy 99% (HCO2H) cz., POCH

— kwas borowy (HsBO3) cz.d.a., POCH

— kwas szczawiowy (C2H204) cz.d.a., POCH

— metanol cz.d.a., POCH

— woda destylowana

8.2.2. Aparatura

— spektrofotometr UV/VIS Lambda 35, Perkin-Elmer
— wytrzgsarka Laboratory Shaker type 358S, Elpan

— waga analityczna LE225D-0CE, Sartorius

— waga apteczna PS 2100/C/2, Radwag

— wyparka prozniowa Rotavapor R-210, firmy Biichi

8.2.3. Oznaczanie zawartoS$ci sumy polifenoli z odczynnikiem Folin-Ciocalteu (FC)

Catkowita zawarto§¢ sumy polifenoli oznaczaono wg Shi iwsp. (2011), na
podstawie zmodyfikowanej metody Singleton i wsp. (1999). Oznaczenie prowadzono
wykorzystujac odczynnik Folin-Ciocalteu (FC) oraz 20% roztwor weglanu sodu
(Na2CO3). Na skutek reakcji zachodzacej pomigdzy FC, Na»COz oraz obecnymi
w badanych wyciggach zwiazkami 0 charakterze fenoli, dochodzito do powstawania
barwnego, niebieskiego kompleksu, wykazujacego maksimum absorbancji przy dtugosci
fali A = 760 nm (Shi i wsp., 2011).

8.2.3.1. Przygotowanie wzorcowego roztworu kwasu galusowego

100 mg wzorcowego kwasu galusowego rozpuszczono w metanolu, w kolbie
miarowej 0 pojemnos$ci 50 ml, otrzymujac roztwor W st¢zeniu 2 mg/ml. Nastepnie do

7 owinigtych w foli¢ aluminiowg kolbek miarowych 0 pojemnos$ci 5 ml przeniesiono
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kolejno 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35; 0,4 ml roztworu wzorcowego kwasu galusowego
i uzupetiono do wspotmiernos$ci metanolem, uzyskujac stezenia w zakresie 0,04-0,16

mg/ml kwasu galusowego.

8.2.3.2. Przygotowanie wyciggéw do badan

Stezenia wyciggdw do badan zostaly ustalone doswiadczalnie tak, aby wartos¢

mierzonej absorbancji miescila si¢ w zakresie pomigdzy 0,3-0,8.

Wyciag metanolowy (W)p)

5 g rozdrobnionego ziela A. amaranthoides ekstrahowano dwukrotnie 150 ml
metanolu na wrzacej tazni wodnej, pod chtodnicg zwrotna, kazdorazowo przez 1 godzing
W temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Otrzymane wyciagi potaczono i przecedzono
przez wate, anastepnie zaggszczono pod zmniejszonym ci$nieniem na wyparce
prozniowej, uzyskujac 0,8607 g suchej masy. 100 mg wyciggu (Wp) rozpuszczono
w niewielkiej objetosci metanolu, anastgpnie przeniesiono do kolby miarowej
0 pojemnosci 25 ml i uzupetniono do wspdtmiernosci, uzyskujac roztwor 0 stezeniu 4 mg

wyciagu/ml.

Odwar (Op)

5 g rozdrobnionego ziela A. amaranthoides zalano 150 ml wody destylowanej
1 ogrzewano dwukrotnie przez 30 min na wrzacej tazni wodnej W temperaturze 95° C.
Uzyskane odwary potaczono i przecedzono przez watg, a nastepnie zaggszczono pod
zmniejszonym cisnieniem na wyparce prozniowej, uzyskujac 1,2343 g suchej masy. 75
mg wyciagu (Op) rozpuszczono w niewielkiej objetosci metanolu, a nastepnie
przeniesiono do kolby miarowej o pojemnos$ci 25 ml i uzupetiono do wspotmiernosci,

uzyskujac roztwor 0 stezeniu 3 mg wyciagu/ml.

8.2.3.3. Przebieg oznaczenia

Do 10 ml kolbek miarowych owinigtych w foli¢ aluminiowg przeniesiono 4 ml

wody destylowanej i 0,5 ml roztworu wzorcowego kwasu galusowego lub badanych
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wyciggow W odpowiednim stgzeniu. Nastgpnie do kazdej kolbki dodawano 0,5 ml
odczynnika Folin-Ciocalteu, a po uptywie minuty 2 ml 20% Na,COs. Wszystkie kolbki
uzupelniono wodg destylowang do wspotmierno$ci i energicznie mieszano. Po 30
minutach od dodania weglanu sodu prowadzono pomiar absorbancji dla poszczegolnych
prob przy dlugosci fali A = 760 nm wobec proby Slepej, W ktérej badane wyciagi
zastgpiono 0,5 ml metanolu (7 ml wody + 0,5 ml FC + 0,5 ml metanolu + 2 ml 20%
Na2COgz). Liczba pomiarow dla kazdego ze stezen badanych wyciagéw wynosita 12,
natomiast w przypadku wzorcowego kwasu galusowego dla kazdej z prob otrzymano po
6 wynikow. Catkowita zawarto$¢ sumy polifenoli obliczono na podstawie krzywej

wzorcowej dla kwasu galusowego.

8.2.4. Oznaczanie zawartosci flawonoidéw (Ph. Eur. VII)

Oznaczanie zawartosci flawonoidow w surowcu prowadzono wykorzystujac
metode farmakopealng opisang w Ph. Eur. VII dla Violae herba cum flore (Ph. Eur. VI,
2010), zmodyfikowang przez Siatka i Kasparova (2010). W metodzie tej wykorzystuje
si¢ charakterystyczng dla flawonoidow reakcj¢ tworzenia barwnych, zielonozoéttych
komplekséw z kwasem borowym w obecnosci kwasu szczawiowego, dla ktorych
pomiaru absorbancji dokonuje si¢ przy dtugosci fali A= 405 nm (Rycina 21) (Strzelecka
i wsp., 1982).
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Rycina 21. Tworzenie kompleksu w wyniku reakcji flawonoidu z kwasem borowym i szczawiowym.
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8.2.4.1. Przygotowanie wzorcowego roztworu 7-glukozydu apigeniny

Odwazono 5 mg wzorcowego 7-glukozydu apigeniny, przeniesiono do kolbki
miarowej 0 pojemnos$ci 5 ml i dodano niewielkg objetos¢ metanolu. PO rozpuszczeniu
uzupetiono do wspotmiernosci, uzyskujgc W ten sposob roztwor wzorcowy 0 stezeniu 1
mg/ml. Nastgpnie do 6 kolbek miarowych 0 pojemnosci 25 ml przeniesiono kolejno 0,05;
0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ml roztworu wzorcowego i dodano mieszaniny o sktadzie 10 cz.
metanolu i 100 cz. lodowatego kwasu octowego tak, by objetos¢ kazdej proby wynosita
11 ml. W kolejnym etapie do kazdej z kolbek dodano 10 ml roztworu zawierajacego 25
g/l kwasu borowego i 20 g/l kwasu szczawiowego w bezwodnym kwasie mréwkowym.
Na koncu wszystkie kolbki uzupetniono bezwodnym kwasem octowym do objetosci 25

ml. Badane proby zawieraty 7-glukozyd apigeniny w zakresie stezen 2-20 pg/ml.

8.2.4.2. Przygotowanie wyciagu do badan

0,3 g surowca zalano 40 ml 60 % metanolu i ekstrahowano w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika na tazni wodnej przez 10 min, co jaki§ czas mieszajac.
Otrzymany wycigg ostudzono i przesaczono przez wate¢ do kolbki miarowej na 100 ml,
a pozostato$¢ (wraz z watg) przeniesiono do kolby okragtodennej i poddano ponownej
ekstrakcji w takich samych warunkach jak poprzednio. Otrzymany ekstrakt, podobnie jak
plerwszy wyciag, przesagczono do tej samej kolbki miarowej. Surowiec pozostaly
w kolbie przemyto 60 % metanolem i przesaczono do potgczonych wyciggdéw. Catosé
uzupetniono do wspotmierno$ci i poddano jeszcze jednej filtracji, uzyskujac roztwor

podstawowy o st¢zeniu 3 mg/ml.

8.2.4.3. Przebieg oznaczenia

5 ml roztworu podstawowego przeniesiono do kolbki okragtodennej
i odparowano do sucha w wyparce prozniowej. Suchg pozostato$¢ rozpuszczono w 8 ml
mieszaniny sktadajacej si¢ w 10 cz. z metanolu i 100 cz. w bezwodnego kwasu octowego,
a nastgpnie przeniesiono do kolbki miarowej 0 pojemnos$ci 25 ml. Dodatkowo kolbke,
w ktorej zageszczano roztwér podstawowy przemyto 3 ml powyzsze] mieszaniny
I przeniesiono do tej samej kolbki miarowej. W dalszej cz¢séci do$wiadczenia do badanej

proby dodano 10 ml roztworu zawierajacego 25 g/l kwasu bornego 120 g/l kwasu
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szczawiowego W bezwodnym kwasie mrowkowym, po czym uzupetniono kolbke do
wspotmiernosci bezwodnym kwasem octowym. Pomiaru absorbancji dla roztworu
badanego (12 powtorzen) i wzorcowego (6 powtdrzen dla kazdej proby) prowadzono
przy dtugosci fali A= 405 nm wobec proby odniesienia, ktorg stanowita mieszanina
otrzymana jak w przypadku proby badanej z tg roznica, ze 10 ml mieszaniny kwasu
bornego iszczawiowego W bezwodnym kwasie mréwkowym zastgpiono samym
bezwodnym kwasem mrowkowym. Catkowita zawarto$¢ flawonoidow obliczono na

podstawie krzywej wzorcowej dla 7-glukozydu apigeniny.

8.3. Badania aktywnoSci biologicznej

8.3.1. Odczynniki, bufory, substancje i szczepy wzorcowe, pozywki
Badania aktywnos$ci antyoksydacyjnej

— DPPH (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyna), Sigma-Aldrich

— BHA (butylohydroksyanizol), Sigma-Aldrich

— kwas askorbinowy, Sigma-Aldrich

—  kwas solny (odwazka analityczna), POCH

— TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridylo)-1,3,5-triazyna), Sigma-Aldrich
—  chlorek zelaza (IIT) uwodniony (FeCls-6H.0), Sigma-Aldrich
— octan sodu trojwodny (C2H3zNaO2-3H20), POCH

— kwas octowy lodowaty 99,5% (HOAC) cz.d.a., POCH

— metanol cz.d.a., POCH

— woda destylowana

Badanie aktywnoSci przeciwzapalnej
Hodowla komorek HaCaT

Odczynniki:
— roztwor 0,25% trypsyny, do odklejania komorek
- PBS

— EDTA (sol dipotasowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego)
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pozywka DMEM z dodatkiem 5% FBS i antybiotykow

PBS z dodatkiem 0,1% EDTA

antybiotyki (amfoterycyna B, penicylina, streptomycyna)

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy)
izo-PrOH zakwaszony st¢zonym HCI

DMSO cz.d.a., POCH

Oznaczanie poziomu bialek COX-2 i aktyny

Odczynniki:
— pozywka DMEM z dodatkiem 0,5% FBS
— TNFa
- PBS
— roztwor 0,25% trypsyny.
Bufory:
- TBS,pH 84
= TRIS (Trisma Base) — 6,05 g
= NaCl-146¢g
= woda ultraczysta ad 500,0 ml
— TRIS, pH 9,5
= TRIS (Trisma Base) - 6,05 g
= woda ultraczysta ad 500,0 ml.
— DPBS-T,pH7,4
= KCI-029¢
= KH3PO4-0,2¢g
= NaCl-6,0¢g

* NaPOs3-12 H20-2,88 g

= tween-20 - 500 ml

= woda ultraczysta ad 1000,0 ml
RIPA, pH 7,4

=  Tris-HCI 50 mM

= NaCl 150 mM

= NP-40 1%
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= SDS 0,25%

= NaEDTA1mM

* PMSF1mM

» leupeptyna 1 pg/ml

= aprotynina 1 ug/ml

* pepstatyna 1 ug/ml

= NazVOs;1mM

= NaF1mM
— do zagotowania biatka 1:5 (loading buffer)

= 1,25 M bufor TRIS - HCI (pH 6,8) - 2,5 mi

= SDS-20,09¢

= 80% glicerol - 6,25 ml

= DTT-3,855¢g

= biekit bromofenolowy - 0,01 g

= woda ultraczysta ad 100,0 ml
— do elektroforezy, pH 8,4

= TRIS (Trisma Base) - 3,03 g

= glicyna-145¢g

= SDS-10g

= woda ultraczysta ad 1000,0 ml
— do blotu, pH 8,4

= TRIS (Trisma Base) - 3,03 g

= glicyna-145¢g

= SDS-10g

= metanol - 200,0 ml

= woda ultraczysta ad 1000,0 ml

Oznaczanie poziomu PGE2

— pozywka DMEM z dodatkiem 0,5% FBS
— TNFa
— roztwor wywolujacy AP-Conjugate-Substrate Kit, Bio-Rad
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Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

— nystatyna, Sigma-Aldrich
— amikacyna, Sigma-Aldrich
— DMSO cz.d.a., POCH
— woda jatowa
— SzCzepy WzOrcowe:
= Staphylococcus aureus ATCC 4163
» Pseudomonas aeruginosa ATCC 6749
= Candida albicans ATCC 1023
= Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533
= Trichophyton rubrum ATCC TA 28188

8.3.2. Podloza, zele

Badanie aktywnosSci przeciwzapalnej

— ptytki Prostaglandin E2 Express EIA Kit, Cayman Chemical
— zel poliakryloamidowy 10% Tris Ready Gel, Bio-Rad
— zel poliakryloamidowy 7,5% Tris Ready Gel, Bio-Rad

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

— Trypticase Soy Agar (TSA) — bakterie

— Mueller-Hinton Bulion (MHB) — bakterie

— Sabouraud Dextrose Agar (SDA) — grzyby
— Sabouraud Dextrose Bulion (SDB) — grzyby

8.3.3. Aparatura

— spektrofotometr Tecan Infinite M200
— spektrofotometr UV/VIS Lambda 35, Perkin-Elmer
— aparat G-Box z programem do densytometrycznego pomiaru pragzkéw GeneSnap,

Synegene
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— wirdéwka Thermo IEC CL31R

— wytrzasarka: Finepcr TW3T

— mikroskop: Nikon Eclipse TS100

— waga analityczna LE225D-0CE, Sartorius

— waga apteczna PS 2100/C/2, Radwag

— wyparka prézniowa Rotavapor R-210, Bichi

— wytrzasarka type 358S, Elpan

8.3.4. Badanie aktywnosSci antyoksydacyjnej

8.3.4.1. Przygotowanie roztworow wzorcowych i wyciaggow do badan

W badaniu aktywnosci antyoksydacyjnej wykorzystano te same roztwory
podstawowe (Wp iOp), dla ktoérych oznaczano catkowita sume polifenoli metoda
z odczynnikiem Folin-Ciocalteu (rozdz. 8.2.3.2.).

Ostateczne stgzenia roztworéw do badania otrzymano w wyniku rozcienczenia
roztworu podstawowego. Do kolbek miarowych o pojemnosci 10 ml przeniesiono
kolejno w przypadku proby z rodnikiem DPPH™: 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 ml
roztworu podstawowego Wp iOp, natomiast w przypadku badania aktywnosci
antyoksydacyjnej metodg FRAP: 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5 ml roztworu podstawowego Wp i Op.
Nastegpnie kolbki uzupetniono metanolem do wspotmiernosci. Finalne stgzenia badanych

roztworow przedstawiono w tabeli ponize;j.

Tabela 2. Stezenia badanych wyciggéw wykorzystane W badaniach aktywnosci antyoksydacyjnej.

Badane stezenie (mg/ml)

Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda z odczynnikiem DPPH

yvyciqg 0,1875 0,375 0,75 15 3,0 6,0 9,0 12,0 15,0
i odwar

Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda z odczynnikiem FRAP

wyciag | 0,75 15 225 30 375 -
i odwar

Stezenia roztworow substancji wzorcowych wykorzystanych w badaniach

aktywnosci antyoksydacyjnej przedstawiono w tabeli ponize;j.

68



CZESC DOSWIADCZALNA

Tabela 3. St¢zenia wzorcow wykorzystanych W zastosowanych metodach badania aktywnoS$ci
antyoksydacyjnej

Badane stezenie (mg/ml)
Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda z odczynnikiem DPPH
BHA 0,00625 0,0125 0,025 0,05 0,1 0,2
WZOTZEC | wit. ¢ 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej metoda z odczynnikiem FRAP
wzorzec Wit. C 0,015 0,03 0,06 0,09 0,12

8.3.4.2. Oznaczanie aktywnoSci antyoksydacyjnej metoda z zastosowaniem

odczynnika DPPH

DPPH" (1,1-difenylo-2-pikrylohydrazyl) stanowi stabilny rodnik azowy. Roztwor
rodnika DPPH" wykazuje barwg¢ purpurows, aw wyniku redukcji pod wptywem
przeciwutleniaczy przyjmuje zabarwienie jasnozoétte (Rycina 22). Zastosowana
w badaniu metoda polega na spektrofotometrycznym monitorowaniu zmiany
zabarwienia (A = 517 nm). Stopien zmiany barwy roztworu DPPH" po dodaniu do niego

roztworu zawierajagcego antyoksydanty stanowi miar¢ zdolno$ci zmiatania wolnych

R

rodnikéw (Molyneux, 2004).
L0 0

rL' g Rtk o—— ,LH +

utleniacz

02N NO? 02 N N 02

ON o,

DPPH - forma utleniona DPPH - forma zredukowana

Rycina 22. Redukcja rodnika DPPH* pod wptywem zwigzku o charakterze utleniacza.

8.3.4.2.1. Przygotowanie alkoholowego roztworu rodnika DPPH*

Do badania wykorzystywano 0,1 mM metanolowy roztwér DPPH™ (M=394,32),
ktory maksimum absorbcji wykazywatl przy ditugosci fali A = 517 nm. W tym celu
odwazono 3,94 mg zwigzku i przeniesiono go do owinietej folig aluminiowg kolbki
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miarowej 0 pojemnosci 100 ml. Substancj¢ rozpuszczono W niewielkiej ilosci metanolu,
a po calkowitym rozpuszczeniu uzupetniono kolbke do wspdtmiernosci. Dla kazdej serii
oznaczen roztwor rodnika DPPH’ przygotowywano na ok. 1 godzing przed rozpoczeciem

badania.

8.3.4.2.2. Przebieg oznaczenia

Do 0,2 ml wyciagu lub roztworéw zwiazkoéw wzorcowych 0 okreslonych
stezeniach dodawano 1,4 ml metanolowego roztworu DPPH". Analizowane proby
przygotowywano Ww fiolkach owinigtych folig aluminiowa, apomiaru absorbancji
dokonywano wobec proby odniesienia (0,2 ml metanolu + 1,4 ml roztworu DPPH") przy
dhugosci fali A = 517 nm, po 30 minutach od dodania roztworu rodnika. Badanie
prowadzono w jednorazowych kuwetach plastikowych. Zdolnos¢ redukowania rodnika

DPPH® przez badane wyciagi oraz substancje wzorcowe obliczano wg wzoru:

A% = [(ApoppH — At) / ApppH] % 100%

gdzie:
ApppH — absorbancja probki kontrolnej,
A — absorbancja badanej probki po uptywie okre§lonego czasu (t = 30 min).

Dla uzyskanych wynikéw wyznaczono warto$¢ ICso, ktorag obliczono z réwnania
opisujagcego wykres zaleznosci stopnia zmiatania rodnika DPPH® (%) od stezenia
wyciggu/wzorca W badanej probie. Otrzymane wyniki wyrazono ponadto jako

réwnowaznik witaminy C.

8.3.4.3. Oznaczanie calkowitej zdolnos$ci redukowania jonéw zelaza (I1I)

(FRAP)

Zasada badania catkowitej aktywnosci oksydacyjnej metodg FRAP (ang. ferric
ion reducing antioxidant parameter) opiera si¢ na wyznaczeniu zdolno$ci redukcji jonow
Fe3* do jonéw Fe?*, ktore sa kompleksowane przez TPTZ (2,4,6-tris(2-pirydylo)-1,3,5-
triazyna) z jednoczesnym wytworzeniem intensywnie niebieskiego zabarwienia

0 maksimum absorbancji przy dtugosci fali A = 593 nm (Rycina 23) (Wilczynska, 2009).
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Rycina 23. Schemat przebiegu redukcji jonéw Fe** w metodzie FRAP.

8.3.4.3.1. Przygotowanie roztworéw odczynnikéw do badania
» Przygotowanie 300 mM buforu octanowego o pH = 3,6

Odwazono 3,1 g tréjwodnego octanu sodu (C2H3NaO2-3H20) i przeniesiono
do kolby miarowej 0 pojemnosci 1000 ml, a nastepnie dodano 16 ml lodowatego kwasu
octowego. Calo$¢ uzupeliono wodag destylowang do wspotmiernosci, a nastgpnie

przeprowadzano kontrole pH buforu, upewniajac si¢, ze jest ono réwne 3,6.
» Przygotowanie 10 mM roztworu TPTZ w 40 mM HCI

Odwazono 31,23 mg TPTZ (M=312,33) i przeniesiono do owinigtej folig
aluminiowa kolbki miarowej 0 pojemnosci 10 ml. Kolbke uzupelniono

do wspotmiernosci 40 mM HCI przygotowanym uprzednio z odwazki analityczne;.

» Przygotowanie 20 mM wodnego roztworu FeCls

Odwazono 54 mg FeCls-6H.0 (M=270,30) i przeniesiono do owinigtej folig
aluminiowg kolbki miarowej 0 pojemnosci 10 ml. Kolbke uzupelniono do

wspotmiernosci wodg destylowana.
» Przygotowanie mieszaniny FRAP

W celu otrzymania mieszaniny FRAP zmieszano 25 ml buforu octanowego
0 pH=3,6 oraz 2,5 ml 10 mM roztworu TPTZ w 40 mM HCI i 2,5 ml 20 mM wodnego
roztworu FeCls-6H-0.
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8.3.4.3.2. Przebieg oznaczenia

Oznaczenie prowadzono na podstawie zmodyfikowanej metody Tiveron i wsp.
(2012). Do 0,05 ml wyciggu w odpowiednim st¢zeniu lub analizowanej substanciji
wzorcowej dodawano 1,5 ml mieszaniny FRAP i po inkubowaniu przez 30 min na tazni
wodnej w temp. 37° C dokonywano pomiaru absorbancji przy dtugosci fali A = 593 nm.
Proby do badan przygotowywano W owini¢tych folig aluminiowa probdéwkach
Eppendorfa, aabsorbancje mierzono W jednorazowych kuwetach plastikowych.
Potencjal antyoksydacyjny przeliczono na aktywno$¢ witaminy C, na podstawie

sporzadzonej krzywej kalibracyjnej (rdwnowaznik witaminy C).

8.3.5. Badania aktywnos$ci przeciwzapalnej

Badanie aktywnos$ci przeciwzapalnej prowadzono Katedrze i Zaktadzie
Biochemii Farmaceutycznej UMP we wspotpracy z dr Michatem Cichockim? w oparciu
0 metodyke przedstawiong w pracy doktorskiej dr Justyny Chanaj-Kaczmarek (Chanaj-
Kaczmarek, 2013).

8.3.5.1. Przygotowanie wyciagéw do badan
Wyciag metanolowy (W)

5 g rozdrobnionego surowca zalano 100 ml metanolu i przeprowadzono
dwukrotng ekstrakcje, kazdorazowo w temp. wrzenia rozpuszczalnika przez 1 godz.
Otrzymane wyciagi potaczono i zageszczono do sucha, po czym rozpuszczono w ok. 50
ml wody dejonizowanej. Nastepnie przeniesiono rozpuszczony wyciag do kolbki
miarowej 0 pojemnosci 100 ml i uzupetlniono woda dejonizowana do wspotmiernosci,

otrzymujgc roztwor podstawowy o st¢zeniu 50 mg wyciggu/ml.

Odwar (O)

5 g rozdrobnionego surowca zalano 100 ml wody destylowanej i przeprowadzono

dwukrotng ekstrakcje, kazdorazowo w temp. wrzenia rozpuszczalnika przez 1 godz.

2 Serdecznie dzigkuje Panu dr Michatowi Cichockiemu za wspotpracg w realizacji badan aktywnosci przeciwzapalnej.
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Otrzymane wyciagi potaczono i zaggszczono do sucha, po czym rozpuszczono w ok. 50
ml wody dejonizowanej. Nastepnie przeniesiono rozpuszczony odwar do kolbki
miarowej 0 pojemnosci 100 ml i uzupeliono wodg dejonizowang do wspdtmiernosci,

otrzymujgc roztwor podstawowy o st¢zeniu 50 mg wyciggu/ml.

Uzyskane roztwory podstawowe postuzyly nastgpnie do sporzadzenia szeregu
rozcienczen. Stezenia wykorzystane w badaniu wynosity odpowiednio: 31; 25; 62,5; 125;
250; 500 i 1000 pg/ml.

8.3.5.2. Hodowla komorek HaCaT

Komérki HaCaT hodowano w butelkach hodowlanych na ptynnej pozywce
DMEM, =zawierajacej dodatek antybiotykow 110 % plodowej surowicy bydlece;j.
Prowadzenie hodowli odbywato si¢ w inkubatorze, w temp. 37° C i 5% COz, a co 2-3 dni
wymieniano medium i inkubowano komorki przez 10 min w PBS z dodatkiem 0,1 %
EDTA. W momencie uzyskania pojedynczej, ciaglej warstwy komoérek, medium
usunig¢to, a komorki dwukrotnie przemyto PBS, aby wyptuka¢ pozywke i usung¢ martwe
komorki. Zawiesing komérek HaCaT uzyskano przez ich nadtrawianie w inkubatorze
roztworem trypsyny, ktorego aktywno$¢ hamowano przez dodatek medium. Otrzymana
zawiesing wirowano W probowce typu Falcon w temp. pokojowej w czasie 10 min przy
500xg. Liczenie komorek odbywato si¢ przy uzyciu komory Biirkera pod odwroconym
mikroskopem. Supernatant usuwano, a zawiesing komorek uzupetniano medium w celu
otrzymania pozadanej CFU w1 ml. Komoérki wysiewano na ptytki 96-cio dotkowe
w ilosci 20 000 CFU na dotek, po czym poddawano je 24-godzinnej inkubacji.

8.3.5.3. Badanie cytotoksycznos$ci wyciagow z wykorzystaniem testu MTT

Test MTT moze by¢ wykorzystywany do okre$lania zywotnosci komoérek poprzez
pomiar aktywnosci przemian energetycznych w mitochondriach. Mierzy on zywotnos¢
komorek za pomoca testu redukcji soli biekitu tetrazolowego (MTT) — zbltego,
rozpuszczalnego w wodzie zwigzku, do nierozpuszczalnego formazanu o barwie
fioletowej (Rycina 24). Po rozpuszczenia soli w izopropanolu lub DMSO powstaje

barwny roztwor, aintensywno$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do ilosci
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otrzymanego produktu. Metoda wykorzystujaca test MTT zaktada, ze powyzsza reakcje
sg zdolne przeprowadzaé tylko zywe komorki (Krzyszton-Russjan i wsp., 2009).

’Q reduktaza
/N ~N mitochondrialna C}_{/ H
|
< > < N MN=N
| |
B N\@*CH:; N CHs
CH, CH,

MTT formazan

Rycina 24. Przeksztatcenie MTT do formazanu.

8.3.5.3.1. Przebieg oznaczenia

Po 24-godzinnej inkubacji komorek wysianych na 96-cio dotkowe ptytki
zmieniano pozywke (200 pl) i dodawano wyciag lub odwar z ziela A. amaranthoides
w stezeniach 31; 25; 62,5; 125; 250; 500 i 1000 pug/ml. Tak przygotowane ptytki
poddawano 72-godzinnej inkubacji, po czym studzienki przemywano dwukrotnie 200 ul
buforu PBS i dodawano roztwor MTT o stezeniu 0,5 mg/ml. Po kolejnej, 4-godzinnej
inkubacji, pozywke usuwano icelem rozpuszczenia otrzymanych krysztatkow
formazanu, dodawano 200 pl DMSO. W ostatnim etapie dokonywano pomiaru
absorbancji (dlugo$¢ fali A =570 nm, dtugos¢ fali odniesienia A =690 nm). Wyniki
przedstawiono jako procent grupy kontrolnej, ktora stanowity komorki inkubowane

z DMSO. Dla kazdego stezenia badanie powtorzono trzy razy.

8.3.5.4. Oznaczanie poziomu biatka COX-2

Badanie przebiegato kilkuetapowo. W pierwszej kolejnosci prowadzono
inkubacj¢ komoérek HaCaT, odpowiednio z wyciagiem metanolowym i odwarem, po
czym uzyskiwano lizaty biatkowe. W tym celu na szalki Petriego posiewano komorki
w ilosci 0,5 min CFU na szalke. Po uptywie 24 godzin pozywke wymieniano na nowa,
z dodatkiem 0,5 % FBS iinkubowano przez 24 godziny. Nastepnie dodawano
przeznaczone do badan wyciagi z ziela A. amaranthoides w st¢zeniach 30, 300 i 600
ug/ml, oznaczajac wyciag metanolowy jako W (W30, W300, W600) oraz wodny jako O
(O30, 0300, O600). W probie kontrolnej wyciagi zastgpiono woda. Proby inkubowano
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przez 30 minut, po czym dodawano do nich TNFa w stezeniu 20 ng/ml i inkubowano
kolejne 4 godziny, anastgpnie usuwano medium i dwukrotnie przeptukiwano PBS.
W kolejnym kroku komorki poddawano dziataniu trypsyny, otrzymujac ich zawiesing,
ktoérg nastgpnie odwirowywano (500xg) i pozbywano si¢ supernatantu. Uzyskany osad
przepukiwano PBS i ponownie odwirowywano (500xg), anastgpnie zawieszano go
w300 ml buforu RIPA iprowadzono godzinng lize. W tym czasie probowki
utrzymywane byly na lodzie i wytrzgsane co 15 minut. Otrzymane W ten sposob lizaty
wirowano 30 minut (12000xg) w temp. 5° C. Do probéwek typu Eppendorf przenoszono
nastepnie supernatanty, a osad ze strukturami niebiatlkowymi nie byt wykorzystywany
w dalszej czgsci badania. Celem oznaczenia calkowitej zawarto$ci biatka w badanych
frakcjach wykorzystano kolorymetryczng metod¢ Lowry’ego.

W kolejnym etapie otrzymane lizaty komorkowe gotowano przez 10 minut na
wrzacej tazni wodnej w buforze Loading buffer 1:5, po czym nakladano je na zel
poliakryloamidowy 10 % Tris Ready Gel (COX-2), po 60 pg biatka na jedng kieszonke
| przeprowadzano rozdzial elektroforetyczny biatka (37 minut, napigcie 200 V). Po
elektroforezie biatka zel transferowano na btone PVDF — transfer mokry (nat¢zenie pradu
0,15 A, czas 90 minut). Nastgpnie umieszczano btony w 10 % roztworze odtluszczonego
mleka w DPBS-T. Blony poddano trzykrotnemu ptukaniu buforem DPBS-T
i inkubowano z pierwszorzedowymi przeciwciatami (1:1000 w DPBS-T) przez 120
minut. Ponownie dokonywano trzykrotnego przeptukania bton buforem DPBS-T
I inkubowano z drugorzgdowymi przeciwciatami (1:2000 w DPBS-T) przez 60 minut. Po
ostatnim trzykrotnym ptukaniu btony DPBS-T, przeptukano ja dwukrotnie roztworem
TBS i przeniesiono do buforu TRIS o pH 9,5. Celem wizualiacji biatek zwigzanych
zbtong  wykorzystano  roztwor  wywolujacy  AP-Conjugate-Substrate  Kit.
Densytometryczng ocen¢ blotow prowadzono przy pomocy aparatu G-Box i programu
GeneSnap. W badaniu przeprowadzono réwnolegta probe dla biatka konstytutywnego —
[-aktyny, aby kontrolowac naniesienie jednakowej ilosci biatka na poszczegdlne $ciezki

zelu (loading control).

8.3.5.5. Oznaczenie poziomu PGE:2

W pierwszym etapie badan komorki HaCaT posiewano na wielodotkowe ptytki
w ilosci 200 000 CFU/dotek. Po uptywie 24 godzin medium wymieniano na DMEM
zawierajace 0,5 % FBS 1 inkubowano przez 24 godziny. W kolejnym kroku dodawano
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badane wyciagi W stezeniach 30, 300 i 600 ug/ml, oznaczajac wyciagg metanolowy jako
W (W30, W300, W600), s wodny jako O (030, O300, O600). Nastegpnie, po uptywie 30
minut, dodawano TNFa w stezeniu 20 ng/ml ipoddawano ponownej, 4-godzinnej
inkubacji. W badaniu zastosowano trzy proby kontrolne: medium hodowlane, medium
hodowlane z dodatkiem TNFa imedium hodowlane z dodatkiem odpowiedniego
wyciggu W stezeniu 600 pg/ml (W600 lub 0O600). Po uptywie 4 godzin pobierano 0,5 ml
medium i rozcienczano je buforem EIA (1:1), po czym nanoszono W obj¢tosci 100 pg/ml
do plytki wielodotkowej zestawu Prostaglandin E> Express EIA Kit. Koniugaty PGE;
z AChE (acetylocholinesteraza) dodawano wilosci 50 pl. Tak przygotowane ptytki
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing, caly czas wytrzgsajac.
Nastgpnie usuwano zawarto$¢ studzienek poprzez trzykrotne przeptukiwanie buforem
ptuczacym. Celem przeprowadzenia reakcji barwnej do ptytki dodano 200 pl odczynnika
Ellmana iprzeniesiono na 1 godzing w ciemne miejsce. Pomiaru absorbancji
dokonywano przy dlugosci fali A =410 nm. Zawartos¢ PGE2 w badanych probach

obliczono na podstawie krzywej wzorcowej.

8.3.6. Badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej przeprowadzono w Katedrze
1 Zaktadzie Genetyki i Mikrobiologii Farmaceutycznej UMP we wspolpracy z dr Jolantg
Dtugaszewska®. Oznaczenia prowadzono z zastosowaniem metody mikrorozcieficzen,
wyznaczajac parametr MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration) — minimalne
stezenie hamujace wzrost. Dla prob dajacych pozytywny wynik badania MIC oznaczano
ponadto wartos¢ MBC/MFC (ang. Minimal Bactericidal and Fungicidal Concentration)

— minimalne st¢zenie bakteriobojcze/grzybobojcze.

8.3.6.1. Przygotowanie wyciagéw do badan

Wyciag metanolowy

15 g rozdrobnionego surowca zalano 250 ml metanolu i przeprowadzono

dwukrotng ekstrakcje, kazdorazowo w temp. wrzenia rozpuszczalnika przez 1 godz.

3 Serdecznie dzigkuje Pani dr Jolancie Diugaszewskiej za przeprowadzenie badan aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;.
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Otrzymane wyciagi polaczono i przecedzono przez wate, a nastepnie zageszczono pod
zmniejszonym ci$nieniem na wyparce préozniowej, uzyskujac 1,1504 g suchej masy. 430
mg suchej pozostato$ci rozpuszczono w 2,875 ml wody jatowej, uzyskujgc w ten sposob

roztwor podstawowy 0 stezeniu 150 mg/ml.

Odwar

15 g rozdrobnionego surowca zalano 250 ml wody jatowej I przeprowadzono
dwukrotng ekstrakcje, kazdorazowo w temp. wrzenia rozpuszczalnika przez 1 godz.
Otrzymane wyciagi potaczono i przecedzono przez wate¢, a nastepnie zageszczono pod
zmniejszonym ci$nieniem na wyparce prézniowej, uzyskujac 2,58 g suchej masy. 2,28 ¢
suchej pozostatosci rozpuszczono W 5,7 ml wody jalowej, uzyskujac wten sposob

roztwor podstawowy 0 stezeniu 400 mg/ml.
Uzyskane roztwory podstawowe postuzyly nastgpnie do sporzadzenia szeregu
rozcienczen poprzez dodanie odpowiedniego bulionu (MHB — bakterie; SDA — grzyby)

Zakres serii rozcienczen wykorzystanych w badaniu przedstawiono w tabeli ponize;.

Tabela 4. Stezenia wyciagéw wykorzystane W badaniu aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

Badany wyciag Badane stezenie (mg/ml)

wyclag 75 375 1875 9375 46875 234375 -
metanolowy

odwar 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125

8.3.6.2. Przebieg oznaczenia

Badane roztwory w odpowiednich rozcienczeniach, rozprowadzone wcze$niej na
96-studzienkowych ptytkach w objetosci 100 pl na dotek, zaszczepiano 100 pl zawiesiny
okreslonych szczepéw drobnoustrojow, zawierajacych 2-5 x 10° komorek/ml. Phytki
inkubowano w temperaturze 34°C w czasie 18 godzin (szczepy bakterii i C. albicans) lub
72 godzin (dermatofity). Nastepnie wyznaczano warto§¢ MIC definiowang jako najnizsze
stezenie, przy ktorym wzrost komoérek byt widocznie hamowany. Zawarto$¢ dotkow ze
stezeniami MIC oraz wyzszymi posiewano na podtoza state (TSA-bakterie; SDA-

grzyby), a ptytki inkubowano w temperaturze 34°C w czasie 18 godzin (szczepy bakterii
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I C. albicans) lub 72-96 godzin (dermatofity). Nastepnie oznaczano wartos¢ MBC/MFC,
okreslajac najnizsze stezenie wyciagu, przy ktorym gingto 99,9% drobnoustrojow. Jako

substancji wzorcowych w badaniu uzyto amikacyny i nystatyny.

8.4. Analiza statystyczna

Uzyskane dane poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu Microsoft
Excel 2007. Wyniki prezentowano jako $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe

(= S) wynikéw prowadzonych pomiardéw, gdzie:

—72). 2
S= /% , gdzie n = 6 lub n=12.

Dla poszczeg6élnych parametréw obliczono dodatkowo nastgpujace parametry

statystyczne:

odchylenie standardowe Sredniej

s
Sér:\/_ﬁ

wspolczynnik zmiennosSci

S
W,=—+100 %
X

przedzial ufnosci

S'ta’f

Vn

U= X+

W przypadku wszystkich krzywych wyznaczono liniowo$é, okreslajac
wspotczynnik R? . Dla przyjetego poziomu istotnoéci a =0,05 (P=95%) i liczby stopni
swobody f = n-1, warto§¢ wspotczynnika t-studenta, biorgc pod uwage ilos¢ prob

przeprowadzonych dla jednego stezenia, wynosi odpowiednio (Pawlaczyk i Zajac, 2005):

n=3 f=2 tor=4,403
n=5 f=4 tr=2,776

78



CZESC DOSWIADCZALNA

n=6
n=8
n=9
n=10
n=12

f=11

te.r=2,571
to.r=2,365
to.r=2,306
to,r=2,262
t.r=2,201
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9. WYNIKI

9.1. lzolacja i identyfikacja flawonoidéw

9.1.1. Izolacja zwigzkéw flawonoidowych

Obecnos¢ zwigzkow flawonoidowych stwierdzono we frakcji chloroformowej,
eteru dietylowego, octanu etylu i wodnej uzyskanych w wyniku ekstrakcji wyciagu
metanolowo-wodnego z ziela A. amaranthoides. Frakcji eterowej nie uwzgledniono
w dalszych badaniach, ze wzglgdu na matg ilos¢ flawonoidéw i podobny sktad do frakc;ji
octanu etylu. Ostatecznie rozdziatowi metoda chromatografii kolumnowej (CC) poddano
frakcje chloroformowa, octanu etylu | wodng. W wyniku rozdzialu otrzymano trzy
jednorodne flawonoidy, ktorych budowe ustalono metodami UV, NMR, LC-MS i LC-
MS/MS oraz wielosktadnikowe frakcje, w ktorych obecne flawonoidy identyfikowano
metoda LC-MS/MS. Ogolny schemat izolacji i identyfikacji zwiazkow flawonoidowych

przedstawiono na rycinie 25.

Wysuszone ziele
__ Axyris amaranthoides L. |

Maceracja MeOHw | [ EkstrakcjaMeOHw | [ Ekstrakcja MeOH-H,C (1:1)
temp.pokojowe] | | temp. wrzeniarozp. | W temp. wrZenia rozp.
[ Wyciag metanolowo- |
wodny
Frakcja chloroformowa | Féﬁ%i{g;m Frakci?yﬁjctanu _ Frakcja wodna
. | [ F : Zwiazek 3 Mieszanina
: Zwiazek 2 Mieszanina | o
sz e - e
— = _ flawonoidowych : (e ey
: Identyfikacja ldentyfikacja : :
|dentyfikacja NMR. LC-MS i | NMR, LC-MS i
NMR, LCMS | o | identyfikacja | NVR.LOMS | entytkacka
LC-MS

Rycina 25. Ogoélny schemat izolacji i identyfikacji zwigzkéw flawonoidowych w zielu A. amaranthoides.
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9.1.1.1. Rozdzial frakcji chloroformowej (C) i frakcji octanu etylu (OE)

Zageszczong do suchej pozostatosci frakcje chloroformowa odmyto eterem
dietylowym i po stwierdzeniu w niej obecnos$ci flawonoidéw przeznaczono do dalszych
prac izolacyjnych (frakcja C). Rozdziat frakcji C i frakcji OE prowadzono na szklanych
kolumnach wypekionych celuloza Whatman CF-11 w uktadzie S10. Z kolumny, na ktorej
rozdzielano frakcj¢ C (kolumna 1) zebrano 42 podfrakcje, natomiast z kolumny, gdzie
rozdziatlowi poddawano frakcje OE (kolumna 2) zebrano 70 podfrakcji po ok. 200 ml
kazda. Zebrane frakcje zageszczano, a po kontroli chromatograficznej TLC (uktady Se-
So) 1 PC (uktady Si-Ss) (rozdz. 8.1.5.1.) tgczono te, ktore prezentowaty podobny obraz
chromatograficzny. Do dalszych prac izolacyjnych wykorzystano podfrakcje:

» z kolumny 1 (C):

- 35-37 zawierajace zwiazek 1
» z kolumny 2 (OE):

- 22-35 zawierajace zwiazek 2

- 39-68- frakcje wielosktadnikowe

9.111.1. Proby rozdzialu podfrakcji 39-68

Wykonano proby rozdziatu podfrakcji 39-68 metoda chromatografii kolumnowej
i bibutowej. Do rozdziatu na kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym
przeznaczono czgs¢ uzyskanej podfrakcji, afazg ruchomg stanowit uktad Sis,
owzrastajacym gradiencie st¢zenia MeOH. Z uwagi na brak odpowiedniego rodziatu,
frakcje poddano nastepnie rozdzialowi za pomoca preparatywnej chromatografii

bibutowe;j, co takze nie przyniosto oczekiwanych rezultatow.

9.1.1.2. Rozdzial frakcji wodnej (W)

Pozostalo$¢ wodna po wytrzasaniu rozpuszczalnikami organicznymi (frakcja W)
poddano rozdziatowi na szklanej kolumnie (kolumna 3) wypetnionej celulozg Whatman
CF-11 w uktadach S11-S13. Zebrano 128 podfrakcji po 200 ml kazda, a po zageszczeniu
poddawano je kontroli chromatograficznej podobnie jak w przypadku frakcji C i OE
(rozdz. 8.1.5.1.). Do dalszych prac izolacyjnych wykorzystano podfrakcje:
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» z kolumny 3 (W):
- 73-89 zawierajace zwiazek 3
- 90-97 — frakcje wielosktadnikowe
- 101-120 — frakcje wielosktadnikowe

9.1.1.2.1. Préby rozdziatu podfrakcji 90-97 i 101-120

Niewielka ilo§¢ podfrakcji 90-97 oraz 101-120 przeznaczono do dalszego
rozdzialu za pomocg preparatywnej chromatografii cienkowarstowej oraz preparatywne;j
chromatografii bibutowej. W obu przypadkach jako fazy rozwijajace stosowano uktady

Se I S7. Mimo podjetych prob nie udato si¢ wyodrebnic¢ pojedynczych zwigzkow.

9.1.1.3. Oczyszczanie frakcji flawonoidowych

Otrzymane jednoskladnikowe podfrakcje wymagaty oczyszczenia od zwigzkow
0 niebieskiej fluorescencji pod lampa UV 366 nm, nad ktérymi nie prowadzono dalszych

badan.

9.1.1.3.1. Oczyszczanie na kolumnach podfrakcji zawierajacych zwigzki

flawonoidowe 1, 2i 3

Proby oczyszczania zwigzkow flawonoidowych prowadzono W pierwszej
kolejnosci na szklanych kolumnach wypelionych podiozem Sephadex LH-20,

wykorzystujac do eluowania kolejno odpowiednie fazy ruchome (Tabela 5).

Tabela 5. Uktady wykorzystane do oczyszczania poszczegdlnych zwigzkow na kolumnach wypetnionych
podlozem Sephadex LH-20.

Zwiazek Faza ruchoma
1 St S -
2 St S17 =
3 Sis St S

82



CZESC DOSWIADCZALNA

9.1.1.3.2. Oczyszczanie z wykorzystaniem systemu SPE

Oczyszczanie zwigzkow 1, 2, i3 kontynuowano na kolumienkach SPE
wypetnionych odpowiednim podlozem (Bond Elut C18, Agilent). Oczyszczanie
prowadzono na podstawie zmodyfikowanej metody Svedstrom’a (Svedstrom i wsp.,
2006), wykorzystujac system do ekstrakcji do fazy statej (System BAKER SPE 12-G).
W pierwszej kolejnosci kolumienki kondycjonowano. W tym celu przemywano je
kolejno 10 ml metanolu 15 ml wody destylowanej. Nastepnie wysuszone frakcje
badanych zwigzkow rozpuszczano w 5 ml wody destylowanej i nanoszono na kolumienki
wilosci 1 ml, po czym wymywano uktadem Si9. Ostatecznie otrzymano w formie

jednorodnego, jasnozottego i bezpostaciowego osadu:

* 10 mg zwiazku 1
* 12 mg zwiazku 2
» 18 mg zwigzku 3
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9.1.2. Identyfikacja zwigzkow flawonoidowych

0.1.2.1. Identyfikacja wyizolowanych flawonoidow

9.1.2.1.1. Zwiazek 1

Wzor:

5,7,4’-trihydroksy-3,5’-dimetoksyflawon (trycyna)

Analiza chromatograficzna

Tabela 6. Analiza chromatograficzna zwigzku 1.

Wartos¢ wspétczynnika Rf

Fluorescencja

S Ss S Ss | UV366nm  UVIKOH  UVIAICI; UVINA
0,1 026 025 00 | brunatna  ENSYWNIE o mnozota  POMaranczowo-
jasnozétta rozowa

Analiza spektralna UV

Tabela 7. Analiza spektralna UV zwiazku 1.

Amax 11 (nm) Amax1(nm)
MeOH 248, 271 350
+NaOMe 265 427
+NaOAc 265 320sh, 422
+NaOAc/H3;BO; 248sh, 272 355
+AICl; 260sh, 280 310sh, 371, 401
+AICI3/HCI 260sh, 280 310sh, 362, 397sh
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Analiza spektralna *H i *C NMR (CD3OD, DMSO-ds)

Tabela 8. H i 3C NMR zwigzku 1 (CDzOD i DMSO-dg).

6C ppm Dane literaturowe
) OH ppm OH ppm 6C ppm 75 MHz A e
Pozycja 500 MHz 300 MHz (DMSO-  125MHz e | oDMSO. | 3CPPm™
(CD:0D) d) (CD:0D) ) Hebe g | (cDs0D)
2 166,11 164,19 165,1
3 6,66 (s) 6,98 (s) 10460 103,55 | 6,67(s)/6,96 (s)  104,7
4 183,87 181,70 183,1
5 163,25 161,34 163,4
6,21 (d, J=2,1)/
6 | 621(d,J=2,03) 6,21(d,J=2,03) 100,16 98,88 99,7
6,21 (d, J=2,00)
7 166,08 163,64 164,9
6,49 (d, J=2,1)/
8 | 648(d,J=2,11) 6,65(d,J=2,03) 9512 94,17 94,9
6,56 (d, J=2,00)
9 159,46 157,31 158,8
10 105,37 103,63 105,3
P 12272 120,43 122,4
2 7,24 (s) 7,33(s) 10529 104,55 | 7,2(s)/7,32(s) 1053
3 14967 14817 149,1
4 14124 139,86 141,0
5 14967 14817 149,1
6 7,24 (s) 7,33(s) 10529 103,63 | 7,2(s)/7,32(s) 1053
8C5H 3,94 (s) 3,89 (s) 57,06 5634 |396(s)/395(s) 57,0
3

*Rivera, 2013
**Harborne;1994

***Chao-Lin, 2010
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Rycina 26. Widmo *H NMR zwiazku 1 (a) (CD3OD).
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Rycina 27. Widmo *H NMR zwiazku 1 (b) (CD30D).
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Rycina 28. Widmo *H NMR zwigzku 1 (c) (CD3;0D).
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Rycina 29. Widmo *H NMR zwigzku 1 (DMSO-ds).
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Rycina 30. Widmo **C NMR zwigzku 1 (a) (CDsOD).
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Rycina 31. Widmo *C NMR zwigzku 1(b) (CD;OD).
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Rycina 32. Widmo *C NMR zwigzku 1 (DMSO-ds).
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Analiza UPLC-MS

Tabela 9. Analiza LC-MS zwigzku 1.

Tryb . Wzor Masa czasteczkowa
C T Fragmentacja m/z
jonizacji sumaryczny | wyznaczona | molekularna
dodatni [M+H]* 331,0834 CHO 330 130.28886
ujemny [M-HJ} 329,0605 Kb ’
a)
tﬁ;_ I| A3 1_VE1_01_10886.d: TG +A1 NB
1|
| |
l
2 ‘ ‘
|
o ‘. /\ FAN, J\.A_/\J'\IA JL . ' \ N
o 2 4 -] 8 10 12 14 18 Time [min]
b)
h;e":;_ NS, 6.7rmin #387
331.0834
5]
o
e
¢ 200 b0 600 a0 1000 1200 1400 mz
htens. -MS, 6.7min #396
xw;_ 329.0605
]
.
¢ 2(‘]0 460 ﬁbO BE)O 10‘00 12100 14‘0[) mz

Rycina 33. Chromatogram TIC (a) dla badanej probki zwigzku 1 i widma MS (b) zwigzku 1 w trybie jonéw

dodatnich i trybie jonow ujemnych.
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9.1.2.1.2. Zwiazek 2

Wzor:

7-O-p-D-glukuronopiranozyd trycyny

HO—__—=0

OH
HO

OH

Analiza chromatograficzna

Tabela 10. Analiza chromatograficzna zwigzku 2.

Wartos¢ wspoétczynnika Rf Fluorescencja
Sy Ss S4 Ss UV366 nm  UV/KOH UV/AICI3 UVINA
02 045 025 048 | brunatna NSV emnosgha  POMaranczowo-
jasnozotta rézowa

Analiza spektralna UV

Tabela 11. Analiza spektralna UV zwiagzku 2.

Amax 1 (nm) Amax1(nm)
MeOH 249, 270 350
+NaOMe 263, 278sh 322sh, 421
+NaOAc 263 320sh, 422
+NaOAc/H3;BO3 271 356
+AICHs 255,278 | OO S0
+AICI3/HCI 250sh, 271 301sh, 360
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Analiza spektralna *H i *C NMR (DMSO-ds)

Tabela 12. H i 3C NMR zwigzku 2 (DMSO-ds).

) O H ppm o C ppm Dane literaturowe
Pozycja 300 MHz 75 MHz 5 H ppm’ 5 C ppm’*
(DMSO-ds) (DMSO-de) (DMSO-ds) (DMSO-ds)
2 164,09 164,2
3 7,08 (s) 103,76 7,06 (s) 103,9
4 181,96 182,1
5 161,05 161,2
6 6,48 (d, J=1,98) 99,27 6,47 (d, J=2,0) 99,3
7 162,52 162,6
8 6,95 (d, J=2,31) 95,00 6,91 (d, J=2,0) 95,1
9 156,83 156,9
10 104,90 105,5
1 120,11 120,2
2 7,37 (s) 104,54 7,35 (s) 104,6
¥ 148,15 148,2
& 140,03 140,1
148,15 148,2
6’ 7,37 (s) 104,54 7,35 (s) 104,6
3',5’-0CH; 3,89 (s) 2 x 56,32 3,88 (s) 2x56,4
kw. glukuronowy
1” 5,26 (d, J=7,40) 99,27 5,24 (d, J=7,0) 99,3
27 4,0 72,75 3,28 72,8
3” 75,74 3,33 (dd) 75,7
4’ 3,51-3,16 (m) 71,20 3,38 (dd) 713
5” 75,02 3,98 (dd) 75,2
6” 170,05 170,3

* Stochmal,2001b
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Rycina 34. Widmo *H NMR zwigzku 2 (a) (DMSO-ds).
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Rycina 35. Widmo *H NMR zwigzku 2 (b) (DMSO-ds).
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Rycina 36. Widmo *H NMR zwiazku 2 (c) (DMSO-dg).
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000" 0——

DMSO

Rycina 37. Widmo 3C NMR zwigzku 2 (DMSO-ds).
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Analiza UPLC-MS/MS

Infens. Ax 2_1-E3_D1_10667.d: TIC +All M5
x10%] a)
1.0
0.8
086+
0.4-]
R AA
0o T A A T T T T D T
2 4 [ 8 10 16 12 Time frrin]
Intens.
104
- b)

0.00

IR

Rycina 38. Chromatogramy TIC (a) i EIC

8

(b) analizo

wanej pro

bki zwigzku 2.

Tabela 13. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 2 W trybie jonow dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 507,1191 [M-HJ 505,091
pseudomolekularny
Yo 329,0668
Jon fragmentacyjny Yo© 331,826 [M-H]-CHs; 490,0719
Yo 314,0412
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: C3Hx,0
ryczny: Lastizzbrs 506,1050
Intens. q
6000 a') . z
1 331.0826 Monoisotopic mass: 506.1050
calculated [M+H]* mass: 507.1133
4000 Measured mass [M+H]*: 507.1191
E Delta: -11.4 ppm
2000 176 (GluA)
] 507.1170
0 T T T T T T
200 400 600 800 1000 mz
Intens. b) 15
] i Monoisotopic mass: 506.1050
1500_: 329.0668 calculated [M-H]- mass: 505.0987
] -15 Measured mass [M-H] : 505.0991
10 ; -176 (GluA) : Delta: -0.7 ppm
] i é——-———-—————
500 3 (176 (Glua) i
o 113.0248 . 5 l‘ — 490.0719 : ‘ ' v
200 400 600 800 1000 mz

GIuA - kwas glukuronowy

Rycina 39. Widma CID MS/MS zwiazku 2 W trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.1.3. Zwigzek 3

7-0O-[2’-O-feruilo-g-glukuronopiranozylo-(1’-2)-O-#-glukuronopiranozyd]
trycyny

Wzor:

HO—_—=0

OCH;

Analiza chromatograficzna

Tabela 14. Analiza chromatograficzna zwigzku 3.

Wartosé wspétczynnika Rf Fluorescencja
S4 Ss S4 Ss UV366 nm UV/KOH UV/AICI; UVINA
055 052 057 091 | brunatna MOMSYWNe  ernozota  POMaranczowo-
jasnozotta rézowa
Analiza spektralna UV
Tabela 15. Analiza spektralna zwigzku 3.
Amax 1 (nm) Amax1 (nm)
MeOH 251,272 335
+NaOMe 258 315sh, 400
+NaOAc 263 336, 425
+NaOAc/H3;BO3 271 336
+AICl3 278 311sh, 336, 400
+AICI3/HCI 273 338, 400
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Analiza spektralna *H i *C NMR zwiazku 3 (DMSO-ds)

Tabela 16. *H i 3C NMR zwigzku 3 (DMSO-ds).

Pozycja e i "te'g?:;"fe
(DMSO-ds) (DMSO-ds) &uggf;‘s)

2 163,83
3 6,83 () 103,54 6,96 (5)
4 181,75
5 160,94
6 6,42 (d, J=2,10) 99,06 6,40 (d, J=2,0)
7 162,24
8 6,79 (d, J=2,07) 95,24 6,80 (d, J=2,0)
9 156,62
10 105,26
1 120,24
> 7.27 () 104,39 732 ()
3 148,03
" 139,83
5 148,03
& 7.27(9) 104,39 732 ()

3,50CH; 3,89 (s) 2x56,29 3,87 (5)

kw. glukuronowe
17 5,36 (d, J=6,75) 96,39 5,35 ()
2 3,54 79,44 353
3 3,51 73,93 342
& 3,32 7143 342
5 343 74,35 3,02
6 170,60
17 4,99 (d, J=8,14) 98,36 4,93 (s)
2 4,64 (dd, J=9,10; 8,41) 73,29 4,63 (s)
3 3,51 73,93 3,42 (5)
4 3,32 72,04 342 (s)
5 3,34 74,29 357 (5)
6 171,02
kw. ferulowy
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1KF
oKF
3KF
4KF
GKF
6KF
TKF
gKF

COOH

OCH;

7,03 (d, J=1,60)

6,62 (d, J=8,14)
6,88 (dd, J=8,30; 1,28)
7,37 (d, J=15,76)
6,17 (d, J=15,94)

3,70 (s)

125,38
110,52
147,64
148,94
115,34
122,33
144,23
114,36
165,45
55,28

717 (s)

6,7 (d)
7,0 (dd)
7,44 (s)
6,32 (s)

3,76 (s)

*Stochmal A, 2001b
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Rycina 40. Widmo *H NMR zwigzku 3 (a) (DMSO-ds).
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Rycina 41. Widmo *H NMR zwiazku 3 (b) (DMSO-ds).
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Rycina 42. Widmo *H NMR zwigzku 3 (c) (DMSO).
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Rycina 43. Widmo *H NMR zwiazku 3 (d) (DMSO-ds).
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Rycina 44. Widmo *H NMR zwigzku 3 (€) (DMSO-ds).
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Rycina 45. Widmo *C NMR zwiazku 3 (a) (DMSO-ds).
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Rycina 46. Widmo *C NMR zwiazku 3 (b) (DMSO-ds).
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Rycina 47. Widmo *C NMR zwiazku 3 (¢) (DMSO-ds).
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Rycina 48. Widmo *C NMR zwiazku 3 (d) (DMSO-ds).
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Rycina 49. Widmo *C NMR zwiazku 3 (€) (DMSO-ds).
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Rycina 50. Widmo 3C NMR zwigzku 3 (f) (DMSO-ds).
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Rycina 51. Widmo *3C NMR zwiagzku 3 (g) (DMSO-ds).
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Rycina 52. Widmo HMBC zwiazku 3.
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Analiza UPLC-MS/MS

Ax 3_1-E3_01_10068.d: TIC+AI B
105
21 a)
4]
] h
I
I
2] |
|
\ I
| | ‘I
R
| WA |‘\ \l IL I
| AN AN |
0 - S St = T T T
o 2 4 8 8 10 12 14 18 18 Time [rin]
rk’:ns;‘ BC 856 190010 1 +AIlMS|
x10]

0

7 3 3 3 e )

Rycina 53. Chromatogramy TIC (a), EIC (b) analizowanej probki zwigzku 3.

Tabela 17. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 3 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 859,1991 [M-H] 857,2272
pseudomolekularny
Jon f tacyj " 207,194 B 527,1072
on fragmentacyjn 3 ,
g yiny 0 331,0843 2
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: CssH3s0
ryczny.: Laotlsslez 858,1854
Inlens4. ]
s a) 859.1991 o
0.8 * Monoisotopic mass: 858.1854
1 331.0843 calculated [M+H]* mass: 859.1927
O'Gj 507.1194 Measured mass [M+H]* : 859.2029
04 -176 (GluA) -352 (GluA + FerA) Delta: -11.8 ppm
0.2
- 260.0769 |
0.0 T 5 T T T T T
200 400 600 800 1000 mz
Intens.
1500 b)
] 527.1072 Monoisotopic mass: 858.1854
1000_: calculated [M-H]-mass: 857.1782
1 Measured mass [M-H] : 857.1807
] -330 (aglikon) Delta: -2.9 ppm
500
] 193.0517
] soars | 329.0664 663.1339 857:2272
0 A Al .. WV WU v reaimilabiallig o v ks N N - ; N -
200 400 600 800 1000 mwz

GIuA — kwas glukuronowy, FerA — kwas ferulowy
Rycina 54. Widma CID MS/MS zwigzku 3 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).

117



CZESC DOSWIADCZALNA

9.1.2.2. ldentyfikacja zwiazkow flawonoidowych obecnych we frakcjach

Zwigzki flawonoidowe, ktorych nie udato si¢ wyizolowa¢ w postaci jednorodnej

identyfikowano w mieszaninie metodg UPLC-MS/MS. Analizie poddano trzy frakcje:

— frakcja 7-potaczone frakcje 39-68 z kolumny 2 (OE)
— frakcja 9-potaczone frakcje 90-120 z kolumny 3 (W)
— frakcja 11-potgczone frakcje 121-128 z kolumny 3 (W)

htens AX7_1-A7_01_100030. TC +AINS|

mé«g = AX 9_1-B.1.01_109050.TC +ATNS|
X1

menQ}_ A% 1118201100060, TC +ATNS

11

0 _ ~- 4 —_—

i 6 [ 10 12 Tme [mn]

Rycina 55. Chromatogramy TIC frakcji 7, 91 11.
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9.1.2.2.1. Analiza UPLC- MS/MS frakcji 7

9.12.2.1.1. Zwiazek 4

5-O-glukuronopiranozylo-7-O-glukopiranozyd trycyny

Wzor:

Tabela 18. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 4 W trybie jonow dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 669,1683 [M-HJ 667,1538
pseudomolekularny
Jon fraamentacvin Yt 507,1168 Y 491,1233
g yiny Yo* 331,0791 Yy 329,0747
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: CagH3,01s
ryezny 668,1588
Intens.
1500_: 507.1168 Monoisotopic mass: 668.1588
E calculated [M+H]* mass: 669.1661
1000 Measured mass [M+H]*: 669.1683
] -176 (GluA) -162 (Glc) Delta: -3.2 ppm
500
] 331.0791
e : N \ il — : - "
200 400 600 800 1000 mz
Intens.
] Monoisotopic mass: 668.1588
1500 3 491.1233 calculated [M-H]- mass: 667.1516
] Measured mass [M-H] : 667.1538
1000—E 162 (Glo) A76 (GluA) Delta: -3.3 ppm
500
o] s om0 M e ( -
200 400 600 800 1000 mz

GIuA — kwas glukuronowy, Glc - glukoza

Rycina 56. Widma CID MS/MS zwiazku 4 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.1.2. Zwigzek 5

7-0-[2°-O-5-hydroksyferuilo-glukuronopiranozylo-(1>°-2”)-O-
glukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

Tabela 19. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 5 W trybie jonow dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 875,1982 [M-H] 873,1761
pseudomolekularny
Yqi* 507,1247
Jon fragmentacyjny Yo' 331 :0823 M-H]-a Iiign FerAOH 2451:13 ;gé;
Bi* 369,0878 9 :
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: CsH3s0
ryczny. Lastaslas 874,1803
Intens.
400_: 875.1902
300_: o 06 (2alikon + GIUA) * Monoisotopic mass: 874.1803
] calculated [M+H]* mass: 875.1876
200 331.0823 176 (GluA) -368 (GIuA + FerA(OH)) Measured mass [M+H]* : 875.1982
] Delta: -12 ppm
100 J 507.1247
0: nl ".\ [N IVH T . NEEN RN I "y NI W | S 'Y - Ak N A . N
200 400 600 800 1000 miz
Intens.
600 —
Monoisotopic mass: 874.1803
1 43:1021 calculated [M-H] mass: 873.1731
400 + Measured mass [M-H] : 873.1761
- -192 (FerA(OH)) -330 (aglikon) Delta: -3.4 ppm
200 -
351.0560 663.1332 873.1781
0 -l ks A'l Y N S 8 Lulln Ml .l.J e IAL TRV Y T REITTERY Au|m... I W Al 'l I Gl O ¥
200 400 600 800 1000 miz

GIluA — kwas glukuronowy, (FerA(OH)) — kwas_5-hydroksyferulowy

Rycina 57. Widma CID MS/MS zwiazku 5 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.1.3. Zwigzek 6
4°-0O-ksylopiranozylo-7-O-[2”’-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1”’-2”)-O-
glukuronopiranozyd] chrysoeriolu

Wzor:

HO—_=0

Tabela 20. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 6 W trybie jonow dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 931,2203 [M-H] 929,2020
pseudomolekularny
Yo 799,1739
Jon fraamentacvin Yo" 609,1534 Yo 797,1689
g yiny Y 4331156 By 497,0947
Yot 301,0759
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: CsH42024
930,2066
Intens. '\ 1onoisotopic mass: 930.2066
1250  calculated [M+H]* mass: 931.2138
1000 3 Measured mass [M+H]*: 931.2203 433.1156 51555
7 Delta: -6.9 >
750 3 SR 3010759137 (ksyloza) 176 (GluA) 322 (GluA + CouA) il
500 3
253-; ‘ ‘ 3L23,loi319 | e 6L09115L;34 799-117539.132 (ksyloza) ‘
200 400 600 800 1000 miz
L Monoisotopic mass: 930.2066
3000 7 calculated [M-H]  mass: 929.1993
1 Measured mass [M-H] : 929.2020 497.0947
2000 J Delta: -2.9 ppm ]
3 -300 (aglikon) 132 (ksyloza)
1000
] 929.2239
0] ¢ : 797,‘1689
200 400 600 800 1000 miz

GIuA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, Xyl — ksyloza, CouA — kwas kumarowy

Rycina 58. Widma CID MS/MS zwiazku 6 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.12.2.1.4. Zwiazek 7

4’-0O-ksylopiranozylo-7-O-[2”’-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-O-
glukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

HO—_—0

OH

Tabela 21. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 7 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni miz tryb ujemny miz
Jon
[M+H]* 961,2296 [M-HJ 959,2169
pseudomolekularny
Yo 829,1951
Jon fragmentacvin Yyt 507,1161 Yo© 827,1759
g yiny Yo 463,1231 By 497,0930
Yo 331,0821
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: C4HasO
ryczny: Lustastias 960,2171
[nten&_: Monoisotopic mass: 960.2171
] calculated [M+H]* mass: 961.2244
300 4 Measured mass [M+H]*: 961.2296 4650931 961.2515
q Delta: -5.4 ppm 176 (GIuA) | -322 (GluA + CouA) -132 (Xyl)
200_; 507.1161 8291951
] 331.0821
100 3
O: — A\..ul..ll NN S | —_— .h'\“nl N - . -
200 400 600 800 1000 mz
Intens. 7
x1047] Monoisotopic mass: 960.2171
1.0 { calculated [M-H] mass: 859.2098 497.0930
0.8 | Measured mass [M-H]": 959.2169 [
1 Delta: -7.3 ppm
0.6
0.4 -330 (aglikon) -132 (Xyl)
0.2—_ 959.2177
f 827.1759
0.0 T T T ot T T
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, Xyl — ksyloza, CouA — kwas kumarowy

Rycina 59. Widma CID MS/MS zwiazku 7 W trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.15. Zwigzek 8

7-O-[glukuronopiranozylo-(1”°-2)-O-metyloglukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

Tabela 22. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 8 W trybie jonow dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 697,1606 [M-HJ 695,1512
pseudomolekularny
Jon fragmentacyjny Y4 521,1256 Yr 533,3237
Yo* 331,0795 Yo 329,0643
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: C3H3204
ryczny: LaoriszUte 696,1537
Intens.
500_; 331.0795 Monoisotopic mass: 696.1537
4003 -190 (MetGlua) 76 (Glua) 597317 calculated [M+H]* mass: 697.1610
300_3 3i05E Measured mass [M+H]*: 697.1606
E 2 Delta: -0.7 ppm
200—;
1003 606.9602
E NN | ; NNV Y \II.\.l o - , " ,
200 400 600 800 1000 mz
Intens.
300—3 329.0643 Monoisotopic mass: 696.1537
1 695.1563 calculated [M-H] mass: 695.1465
200 -] -190 (MetGluA) -176 (GluA) ¢ Measured mass [M-H] : 695.1512
E Delta: -6.8 ppm
100 533.3237 l
] 635.1435
ol d du i IhLI L NN hmllmnllnnm.lmhllum Im.l.x..dm [N N | il | SN T NN (W i
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, MetGIuA — ester metylowy kwasu glukuronowego

Rycina 60. Widma CID MS/MS zwigzku 8 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.2. Analiza UPLC- MS/MS frakcji 9

9.12221. Zwiazek9

3-0-[glukuronopiranozylo-(1”’-2”)-glukuronopiranozyd] izoramnetyny
Wzor:

Tabela 23. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 9 W trybie jonow dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 669,1347 [M-H] 667,177
pseudomolekularny
By 351,0565
Jon fragmentacvin Yq* 493,1023 Cr 315,0475
g yiny Yot 317,0691 193,0396
B 175,0244
Masa monoizotopowa
Wzdr sumaryczny: CzsH2s0
ryezny: Laamias s 668,1224
Intens. |
1 669.1330 Monoisotopic mass: 668.1224
207 a) 317.0691 calculated [M+H]* mass: 669.1297
1 Measured mass [M+H]*: 669..1347
600 __ Delta: -7.4 ppm
400 A76(GluA) 4931023 476 (GluA)
200+
0 1 A * T t T bty T . b— el T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz
2[])0 2%0 2%0 26[0 28[0 390 32|0 34}0 3(?0 VYaveIength [nm]l
Intens. | * ’ * ’ ! * ’ * * *
800__ b) Monoisotopic mass: 668.1224
600 - 351.0565 calculated [M-H] mass: 667.1152
1 175.0244 -352 (GluA + GluA) Measured mass [M-H] : 667.1177
400 ATGI 315.0475 Delta: -3.7 ppm
-316 (aglikon) 667.1292
200-_ 113.0241 1930396 -158 (C;H.0.)
04 b J —ah Ll Y TR VRV R G ST TR | — —l N i T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 mz

GIuA — kwas glukuronowy, CouA — kwas kumarowy

Rycina 61. Widma CID MS/MS zwiazku 9 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.12.2.2.2. Zwiazek 10

7-O-[glukuronopiranozylo-(1”°-2”)-glukuronopiranozyd] chrysoeriolu

Wzor:

HO

HO

HO—___—-0

OH
HO

OH

Tabela 24. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 10 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z

Jon [M+H]* 653,1411 [M-HJ 651,1267
pseudomolekularny

N By 351,0609
Jon fragmentacyjny ¥1+ ggz (1)222 By 175,0243
° ’ Yo 299,0553

Masa monoizotopowa

Wzor sumaryczny: CysH2s01s 652,1275

Intens.

s0§ @ 653.1411

] ) 301.0762 * Monoisotopic mass: 652.1275
4004 calculated [M+H]" mass: 653.1348

3 Measured mass [M+H]*: 653.1384
3 176 Glud) 7708 476 (GluA R
200 -176 (GluA) -176 (GluA)
100-; 799.3684

0: i A [P I N
T T T T T
200 400 600 800 1000 mz
Intens.

%03 b

3 ) 351.0609 Monoisotopic mass: 652.1275
200 calculated [M-H]- mass: 651.1203

] Measured mass [M-H] : 651.1267
150-; -352 (GluA + GluA) Delta: -9.8 ppm
100 176 (GIuA) -300 (aglikon)

] 175.0243
50 299.0553 473.1282 07z 1801

0_: NS e WY ltn A ) i lnd
200 400 600 800 1000 mz

GIuA — kwas glukuronowy

Rycina 62. Widma CID MS/MS zwiazku 10 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.23. Zwiazek 11
7-0-[2”-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1”°-3”)-O-glukopiranozyd] chrysoeriolu

Wzér:
HO il \WI:EJWL(\
(0]

Oy °
/

OCHj
OH

Tabela 25. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 11 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]" 815,1944 [M-H[ 813,1832
pseudomolekularny
Yo" 653,1449
Jon fragmentacyjny Yq* 477,1056 By 513,1140
Yo* 301,0751
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: CssHss0
ryczny: Lasfiasa 814,1956
Intens. |
a)
150 B53.1443 Monoisotopic mass: 814.1956
E 477.1056 calculated [M+H]* mass: 815.2029
160l Measured mass [M+H]*: 815.1944
] 301.0751 515;3-905 Delta: 10.5 ppm
1 -176 (GluA) A76 (FerA) -162 (Glc)
50—_
0: .lI [T VU T Y [u L - l |l||1 I— | | .
200 400 600 800 1000 mz
Intens. {
12503 b) 513.1140
10003 Monoisotopic mass: 814.1956
3 calculated [M-H] mass: 813.1883
750 4 Measured mass [M-H] : 813.1832
5] 300 (aglikon) CRi e
250 8131869
] 157.0124 404.7055 600.7640 *
03 Ak Ll . N n . u.ih‘i [ 'L L 'A\ . A
200 400 600 800 1000 mz

GIuA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, FerA — kwas ferulowy

Rycina 63. Widma CID MS/MS zwigzku 11 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.12.2.2.4. Zwiazek 12

7-0-[2-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-O-glukuronopiranozyd] luteoliny

Wzor:

[e] (o]
/

OCH,
OH

Tabela 26. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 12 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon [M+H]* 815,1745 [M-H] 813,1540
pseudomolekularny
Jon fraamentacyin Yt 463,0896 By 527 1040
g yiny Yo' 287,0577 Yo 2850418

Masa monoizotopowa

Wzér sumaryczny: C37Hz402

814,1592
Intens. ]
] a) 287.0577 463.0896 i i 3
404 4 5 Monoisotopic mass: 814.1592
E | 815-‘1685 calculated [M+H]* mass: 815.1665
30_: Measured mass [M+H]*: 815.1745
] 176 (GluA) -352 (GluA + FerA) Delta: -9.8 ppm
20
| \W Ll || |
K 1111 T T T W A L
T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m'z
Intens. J
2004 b
1 ) 527.1040 Monoisotopic mass: 814.1592
] calculated [M-H] mass: 813.1519
150—: Measured mass [M-H] : 813.1540
] Delta: -2.5 ppm
100-: 285.0418
501 193.0449 -286 (aglikon) 8141460
0:. [T I T 1 nlil 1 |l| )
200 400 600 800 1000 1200 m'z

GIuA — kwas glukuronowy, FerA — kwas ferulowy

Rycina 64. Widma CID MS/MS zwiazku 12 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.25. Zwiazek 13

7-O-[glukuronopiranozylo-(1’-2”)-glukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

Tabela 27. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 13 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 683,1523 [M-H] 681,1348
pseudomolekularny
By 351,0570
: Yot 507,162 2 '
Jon fragmentacyjny Vot 3310837 B; 175,0265
0 ’ Cr 193,0366
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: CzH30
ryczny. Lastaothe 682,1381
Intens. |
8000
1 a) 331.0837 683.1499 Monoisotopic mass: 682.1381
6000 - * calculated [M+H]* mass: 683.1454
Measured mass [M+H]*: 683.1523
401 507.1162 Deftas-10:1 ppm
] A6 (Glup) | -176 (GluA)
2000
0 T T + y A T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 miz
Intens. {
5000_; b) 351.0570 Monoisotopic mass: 682.1381
4000 3 4750265 calculated [M-H] mass: 681.1308
= , Measured mass [M-H] : 681.1348
3000 3 176/(Glud) Delta: -5.8 ppm
20003 158 (C,H,0,) -330 (aglikon)
] 193.0366 ‘
1000 113.0244
o] o P 1T o R4
0 100 200 300 400 500 600 700 800 200 1000 ez

GIuA - kwas glukuronowy

Rycina 65. Widma CID MS/MS zwigzku 13 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.12.2.2.6. Zwiazek 14

7-0-[2”-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1”°-3)-O-glukopiranozyd] trycyny

Wzor:

oH HO—__=0
(Lo .
OH \meo A
HO d H(‘)\[
B (¢]
OH

Oy °
/

OCH,4
OH

Tabela 28. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 14 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon molekularny [M+H]* 845,2048 [M-HJ 843,1868
Jon Yo" 683,1508
. Yq* 507,1171 B> 513,113
fragmentacyjny Yot 3310836

Masa monoizotopowa

Wzér sumaryczny: C3oHsg021

844,2062
Intens.
] a Monoisotopic mass: 844.2062
2000':' ) 683008 calculated [M+H]* mass: 845.2134
31 Measured mass [M+H]*: 845.2048
1500—: 507.1171 Delta: 10.3 ppm
1000 ] -176 (GluA) -176 (FerA) 162 (Glc)
] 845.2051
500_: 331.0836
0 | -~ i — bl ~ . T -
0 200 400 600 800 1000 mz
Intens. |
x104] b)
154 513.1113 Monoisotopic mass: 844.2062
] calculated [M-H]- mass: 843.1989
1.0 Measured mass [M-H] : 843.1868
o Delta: -14.4 ppm
0.5 -330 (aglikon)
] 843.1863
0.0 — : . r T ‘
0 200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, FerA — kwas ferulowy

Rycina 66. Widma CID MS/MS zwiazku 14 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.2.7. Zwiazek 15

7-0-{2>-O-feruilo-[glukopiranozylo-(1”-3"") -O-glukopiranozylo]-(1’-2”) -O-
glukuronopiranozyd} trycyny

Wzor:

Tabela 29. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 15 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 1007,2395 [M-H] 1005,2218
pseudomolekularny
. By 675,1453
Jon fragmentacyjny Yqi* 507,1309 [M-H[aglikon-Glc 5131094
Masa monizotopowa
Wzor sumaryczny: C4sHs0026 1006.2590
)
Intens. |
1 a) 507.1309 Monoisotopic mass: 1006.2590
60 calculated [M+H]* mass: 1007.2663
Measured mass [M+H]*: 1007.2395
40+ Delta: 26.6 ppm
20
o I N | [ Ll _ I AN I PSR
200 400 600 800 1000 mz
Intens. |
8007 b) 675.1453 Monoisotopic mass: 1006.2590
I calculated [M-H] mass: 1005.2517
600 Measured mass [M-H] : 1005.2259
1 Delta: 25.7 ppm
4°°f 513.1094 462 (GIc) -330 (aglikon)
2004 1005.2218
.
i 769.6105 843.2040 l
0 Lk ORI N VTRV dlididi L NN L T . wal, o .l'
200 400 600 800 1000 mz

Glc - glukoza

Rycina 67. Widma CID MS/MS zwiazku 15 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.2.8. Zwiazek 16

3-O-glukuronopiranozyd izoramnetyny

Wzor:

OH

Tabela 30. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 16 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 493,1007 [M-HJ 491,0839
pseudomolekularny
Jon fragmentacyjny Yo* 317,0676 Yo 315,0521
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: Cz;H2001
ryezny. Lariznths 492,0904
Intens.:
200_: a) 317.0676 Monoisotopic mass: 492.0904
] calculated [M+H]* mass: 493.0977
150_: Measured mass [M+H]* : 493.1007
] Delta: -6.2 ppm
100 A6 (GluA)
50
0: TH W — i Wiy llnl'nn Jil nT\ Tu . A I — | .
200 400 600 800 1000 mz
Intens.:
1 b) .
200 315.0521 Monoisotopic mass: 492.0904
E calculated [M-H]-mass: 491.0831
150 1 Measured mass [M-H]": 491.0839
1 sse133 Delta: -1.6 ppm
1003 -176 (GluA)
50—f
0_: Wil | | - 1y 1 Il . “u I
200 400 600 800 1000 mz

GluA — kwas glukuronowy

Rycina 68. Widma CID MS/MS zwiazku 16 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).

131



CZESC DOSWIADCZALNA

9.1.2.2.29. Zwiazek 17

3-0-{3”’-O-kumaroilo-[glukopiranozylo-(1”-2"*)-O-glukuronopiranozylo]-
(17°-2”) -O-glukuronopiranozyd} izoramnetyny
Wzor:

Tabela 31. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 17 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 977,2257 [M-H] 975,2038
psudomolekularny
By 659,1514
Yo! 815,1728 2 ’
Jon . Zs 811,1719
. Y1 493,0999 o
fragmentacyjny Yo 317 0692 [M-HJ-aglikon-CouA 495,1012
0 ’ Yo 315,052
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: C43H44025
ryczny 976,2120
Intens.
1 Monoisotopic mass: 976.2120 a)
1 calculated [M+H]* mass: 977.2193 815.1728
15001 Measured mass [M+H]*: 977.2257
E Delta: -6.5 ppm
1000 7 -176 (GIuA) - 322 (GluA + CouA) 162 (Glc)
493.0999
500—_ 317.0692 l 95555
0 : I 1 T Al Iy t ks 1 " 1 N v i
200 400 600 800 1000 mz
Intens. |
x104 | Monoisotopic mass: 976.2120 b)
4 calculated [M-H] mass: 975.2048 659.1514
0.8+ Measured mass [M-H] : 975.2038
1 Delta: -1.0 ppm 975.2087
06 164 (CouA) -316 (aglikon) *
047 -316 (aglikon) -164 (Cous)
0.2 495.1012
] 315"0525 ) 811.1719
0.0 ' ' . - T
200 400 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, CouA — kwas kumarowy

Rycina 69. Widma CID MS/MS zwiazku 17 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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90.1.2.2.2.10. Zwiazek 18

3-0-[2”’-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1°-2”)-O-glukuronopiranozyd]
syryngetyny

Wzor:

OCH,

Tabela 32. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 18 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 875,1944 [M-H] 873,1775
pseudomolekularny
Jon fraamentacvin Yyt 523,1085 By 527,1044
9 yiny Yot 347,0798 | [M-HJ-aglikon-FerA  333,0502
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: CssHzs023
874,1804
Intens.
1 Monoisotopic mass: 874.1804
5009 calculated [M+H]* mass: 875.1876 347.0798 a)
400_5 Measured mass [M+H]*: 875.1944
1 Delta:-7.7 ppm 176 (GIuA) -352 (GIuA + FerA)
300
200_2 875.1945
E 523.1085
100—: 1
e N i VI Y N ST | I
200 400 600 800 1000 mz
Intens. J
4 Monoisotopic mass: 874.1804 b)
500_3 calculated [M-H]-mass: 873.1731 527.1044
1 Measured mass [M-H] : 873.1775
400-; Delta: -5.0 ppm —
300
E ‘ -194 (FerA) -346 (aglikon)
200—;
100% 193.0493 294.4522 436.1513 632.8170 714.1758 873.3310
E T nlul‘mhllnuh ™ m..l..m“;t - Pl |
200 400 600 800 1000 mwz

GIuA - kwas glukuronowy, FerA — kwas ferulowy

Rycina 70. Widma CID MS/MS zwiazku 18 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.12.2.2.11. Zwiazek 19

7-0-{2"-O-feruilo-[glukopiranozylo-(1””-3"")-O-glukuronopiranozylo]-(1*’-2”)-
O-glukuronopiranozyd} apigeniny

Wzor:

OH
o
OH HO.__=0
(o} )70
OH \«wwo )MO
i
o I/ o T
OH O% (o]
=
OCH,
OH

Tabela 33. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 19 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 961,2130 [M-HJ 959,2053
pseudomolekularny
Yo" 799,1796
Jon fragmentacyjny Yq* 447,0986 ML aBZIi_kon Sle gg?}ggi
o 271,0649 g ’
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: C43Hs4025
960,2171
Intens. ]
4 Monoisotopic mass: 960.2171
5005 calculated [M+H]* mass: 961.2244 799.1796 a)
4004 Measured mass [M+H]*: 961.2329
E Delta: -8.8 ppm
300
200% -176 (Glup) 447.0986 -352 (GIuA + FerA) -162 (Glc)
1003 210889, s 515.1527 91,2130
0: N nh\l.hA. \ A N ‘I...I.\. PO ¢ . P - -
200 400 600 800 1000 1200 mz
Intens. {
4000 Monoisotopic mass: 960.2171 b)
] calculated [M-H] mass: 959.2099 527.1074
3000 3 Measured mass [M-H] : 959.2053
] Delta: 4.8 ppm
2000
] -162 (Glc) -270 (aglikon)
1000
1 959.2123
] 193,0517 689,1628 ®
0 Y A ot o T T
200 400 600 800 1000 1200 mz

GIuA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, FerA — kwas ferulowy

Rycina 71. Widma CID MS/MS zwigzku 19 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.12.2.2.12. Zwiazek 20

3-0-[2°-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-glukuronopiranozyd]
izoramnetyny
Wzor:

b \
OH
HO
HO- 0
0,
OH \«MD
Ol
0.__0O
/
OCH,

OH

Tabela 34. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 20 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 845,1888 [M-HJ 843,1624
pseudomolekularny
By 527,1062
: Y 493,1010 ? ’
Jon fragmentacyjny Yo+ 317 0691 Z; 649,1062
0 ! Yo 315,0510
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: CssHzs02
844,1698
Intens. ]
2000—5 a) 317.0691 Monoisotopic mass: 844.1698
calculated [M+H]* mass: 845.1770
1500 Measured mass [M+H]*: 845.1888
845"1910 Delta: -13.8 ppm
1000 -176 (Glua) 493:1010 -352 (GluA + FerA)
500—3
] 177.0594
0 L N i N . 667.0128 : y
200 400 600 800 1000 mwz
Intens‘i-_
x10% 4
3] b) 527:1062 Monoisotopic mass: 844.1698
] calculated [M-H] mass: 843.1625
] ' Measured mass [M-H]: 843.1624
24 -316 (aglikon) Delta: 0.2 ppm
. ' 334 (CipHOn) A4 (FerA) 43 1668
] *
] 193.0509 31510510 643:1062 |
0 . — : —L r :
200 400 600 800 1000 mwz

AL

GIluA — kwas glukuronowy, FerA— kwas ferulowy

Rycina 72. Widma CID MS/MS zwigzku 20 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.12.2.2.13. Zwigzek 21

7-0-{3”’-O-feruilo-[glukopiranozylo-(1”-2”") -O-glukuronopiranozylo]-(1’-2”)-
O-glukuronopiranozyd} chrysoeriolu

Wzor:

OH

Tabela 35. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 21 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 991,2476 [M-H] 989,2193
pseudomolekularny
Yot 829,1886
Jon fragmentacyjny Y?* 477.1066 M-H-a Eiizl-(on-Fer A 282 1 8(1)2
Yo" 301,0746 g ’
Masa monoizotopowa
Wz6ér sumaryczny: CyHsO
ryczny: Lutlesas 990,2277
Intens. J
x104_3 Monoisotopic mass: 990.2277 a)
1 calculated [M+H]* mass: 991.2350 829.1886
1 Measured mass [M+H]*:991.2476
1'5_: Delta: -12.7 ppm
1.0 176 (GluA) 352 (GluA + FerA) 162 (Glc)
0.5 477.1066 991.2397
] 301.0746
0.0 . I\ I\ = l = . .
200 400 600 800 1000 mz
Intens.
x104 | Monoisotopic mass: 990.2277
7 calculated [M-H] mass: 989.2204 689.1608 b)
4 Measured mass [M-H] : 989.2193
e Delta: 1.2 ppm
5 -194 (FerA) -300 (aglikon)
495.1001 982.2212
5 . . , ¢ L
200 400 600 800 1000 mz

GIuA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, FerA — kwas ferulowy

Rycina 73. Widma CID MS/MS zwiazku 21 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.12.2.2.14. Zwiazek 22

7-0-{3"’-O-feruilo-[glukopiranozylo-(1"”-2"")-O-glukuronopiranozylo]-(1*’-2”)-
O-glukuronopiranozyd} trycyny

Wzor:

HO-—_—=0

Tabela 36. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 22 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 1021,2551 [M-HJ 1019,2303
pseudomolekularny
Yyt 859,1991
Jon fragmentacyjny Y?* 507,1165 ML aPiizl-(on FerA 2321822
Yo' 331,0074 g ’
Masa czasteczkowa
Wzér sumaryczny: Cy4sHss0
ryczny. Lashasar 1020,2383
Intens. § Monoisotopic mass: 1020.2383
1 calculated [M+H]* mass: 1021.2455 a)
4009 Measured mass [M+H]": 1021.2551 859.1991
3 Delta: -9.3
300 era T spem 3310974 476 (GluA) -352 (GluA + FerA) -162 (Glc)
200 507.1165
1003
0E . \\353.0872| ul.x u‘ | N W ik . Ln A AI\'II '
200 400 600 800 1000 mz
Intens. | . .
x104 Monoisotopic mass: 1020.2383 b
1.0 calculated [M-H] mass: 1019.2310 )
0A8—- Measured mass [M-H] : 1019.2303 6ES:1605
4 Delta: 0.7 ppm
6 194 (FerA) -330 (aglikon)
0.4-
0.2—— 495.1013 1019.2388
0.0 i r ’ . : ;
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, FerA — kwas ferulowy

Rycina 74. Widma CID MS/MS zwigzku 22 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.2.15. Zwiazek 23

7-0-{3°”-O-kumaroilo-[glukopiranozylo-(1””-2*)-O-glukuronopiranozylo]-(1’-
2)-0O-glukuronopiranozyd} trycyny

Wzor:

Tabela 37. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 23 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 991,2441 [M-H] 089,2186
pseudomolekularny
Yot 829,1846
Jon fragmentacyjny Y?* 507,1180 M-H] - I?iion CouA igglg?g
% 331,0825 g !
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: CusHs0
yczny: Lutiezs 990,2277
Intens. ]
x104 Monoisotopic mass: 990.2277
1 calculated [M+H]* mass: 991.2350 829.1846 a)
159 Measured mass [M+H]*: 991.2441
] Delta:-9.2 ppm
1.0 -176 (GluA) -322 (GluA + CouA) -162 (Glc)
0.5—5 507.1180 991.2387
] 331.0825 5
0.0 r u . Ll . . b r
200 400 600 800 1000 mz
Intens. {
x1043  Monoisotopic mass: 990.2277
53 calculated [M-H] mass: 989.2204 659.1497 b)
4_5 Measured mass [M-H] : 989.2186
3 Delta: 1.9 ppm
3_; -164 (CouA) 330 (aglikon)
24
13 495.1002 9602158
E ; ; ‘ ; ; L '
200 400 600 800 1000 nmwz

GIluA — kwas glukuronowy, Glc — glukoza, CouA — kwas kumarowy

Rycina 75. Widma CID MS/MS zwiazku 23 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.2.16. Zwiazek 24

7-0-[2-O-sinapoilo-glukuronopiranozylo-(1”’-2”)-O-glukuronopiranozyd]
trycyny

Wzor:

HO-_—=0

H4CO OCHj4

Tabela 38. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 24 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 889,2083 [M-HJ 887,1885
pseudomolekularny
Yqi* 507,1190 By 557,1178
Jon fragmentacyjny Yo" 331,0853 Cr 399,0979
Bs* 383,1005 [SinA-HJ 223,061
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: CsoHs023
888,1960
htens._g
250-5 a) 331.0853 176 (GluA) 889.1982 Monoisotopic mass: 888.1960
2004 * calculated [M+H]* mass: 889.2033
150_5 383.1005 507.1190 382 (GluA + SinA) Measured mass [M+H]*: 889.2083
E Delta: -5.6 ppm
100 4 -506 (aglikon + GluA)
50_5 207.0711
0E I . A\ N nlln — Il . i N T | |I [N - . " "
200 400 600 800 1000 mz
htens.:
3000 b) Monoisotopic mass: 888.1960
] 557.1178 calculated [M-H]  mass: 887.1887
2000 - Measured mass [M-H] : 887.1885
] < Delta: 0.3 ppm
] -176 (GluA) 158 (C¢H;05) -330 (aglikon)
1000
] 223.0611 399.0979 663.1440 887.2014
0- . 1 L — = 1 s t : T T
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, SinA — kwas synapinowy

Rycina 76. Widma CID MS/MS zwigzku 24 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.2.17. Zwiazek 25

7-0-[2>’-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1°-2”)-O-glukuronopiranozyd]
chrysoeriolu

Wzor:

HO—__—=0

OCH4

Tabela 39. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 25 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 829,1881 [M-HJ 8271712
pseudomolekularny
Yq* 477,1065
Jon fragmentacyjny Y;* 301 :0751 M-H] aEiizl-(on FerA gg;gg??
B/* 353,0936 g !
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: CssH3O21
828,1749
Intens. J
E a) 829.1864 Monoisotopic mass: 828.1749
L 3010751 476 (GluA -352 (GluA + FerA) calculated [M+H]* mass: 829.1821
750 3 =170:(Gluf) Measured mass [M+H]*: 829.1881
3 477.1065 Delta: -7.1 ppm
500 4
E 353.0936
2503 177.0593
04 J N | i il N . A ; i . .
200 400 600 800 1000 mz
Intens. J
] b) Monoisotopic mass: 828.1749
2000 3 527.1059 calculated [M-H] mass: 827.1676
E Measured mass [M-H] : 827.1712
1500—; -194 (FerA) -300 (aglikon) Delta: -4.3 ppm
1000
500 193.0531 333.0471
0 : N N [ I.I \ .l Ll . TR W ¢ I633Al122.1 N . b4 g .
200 400 600 800 1000 mwz

GluA — kwas glukuronowy, FerA — kwas ferulowy

Rycina 77. Widma CID MS/MS zwiazku 25 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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90.1.2.2.2.18. Zwiazek 26

7-0-[2’-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-O-glukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

Tabela 40. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 26 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon [M+H]* 829,1864 [M-HJ 8271733
pseudomolekularny
Jon fragmentacyin Y 507,181 By 497,0944
g yiny Yot 331,0743 | [M-HJ-aglikon-CouA  333,0497

Wzor sumaryczny: CagHz5021

Masa monoizotopowa

828,1749

Intens. J
4000—; a) 829"1882 Monoisotopic mass: 828.1749
] calculated [M+H]* mass: 829.1821
3000 3 507.1181 Measured mass [M+H]*: 829.1904
] 331.0843 Delta: -9.9 ppm
2000 76 (GluA) 322 (GIuA + CouA) Rp
10003
E 147.0464 N
0 A t T T T T T
200 400 600 800 1000 mz
Intens. {
X104'; b)
201 497.0944 Monoisotopic mass: 828.1749
E calculated [M-H]- mass: 827.1676
1.5 ' Measured mass [M-H] : 827.1733
i -164 (CouA) -330 (aglikon) Delta: 6.9 ppm
0.5
E 1630400 333.0497 663.1252 %
0.0 T — T T . T T T
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, CouA — kwas kumarowy

Rycina 78. Widma CID MS/MS zwigzku 26 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.12.2.2.19. Zwiazek 27
7-O-{3”-O-feruilo-[glukopiranozylo-(1”-2")-O-glukuronopiranozylo]-(1”’-2”)-O-
glukuronopiranozyd} trycyny

Wzor:

S ocn1
HOT {
HO

HO.

OCH;

OH

Tabela 41. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 27 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon [M+H]* 1021,2538 [M-HJ 1019,2322
pseudomolekularny
Y, 683,1536 _
. ’ B, 689,1678
Jon fragmentacyjn Yt 507,1257 L ’
9 yiny [FerA_éH+H]+ 177058 | M-HI-aglikon-FerA  495,1012

Masa monoizotopowa

Wzor sumaryczny: CssHs027

1020,2383
Intens. 3
E a) Monoisotopic mass: 1020.2383
200 339.1091 calculated [M+H]* mass: 1021.2455
5 E Measured mass [M+H]*: 1021.2538
E -330 faglikon) 5071257 476 (FerA) -338 (GluA + Glc) _Delta: -8:1 ppm
1004
E 177.0588
503 683,1536 1022.2888
0 3 I — ' . l NN Y A Al By — [} l | lllki .
200 400 600 800 1000 mz
Intens. ]
b) Monoisotopic mass: 1020.2383
600 689.1678 calculated [M-H]  mass: 1019.2310)
E ¥ Measured mass [M-H] : 1019.2322
-194 (FerA -330 (aglikon
400 - ell (aglikon) Delta: -1.2 ppm
- 1 1019.2221
- *
495.1012 781.2014 1
1 292.1777
0 \ TN skl y Lol i TR FAI lIAL b " N_— T VTR
200 400 600 800 1000 1200 1400 mz

GIluA — kwas glukuronowy, Glc-glukoza, FerA — kwas ferulowy

Rycina 79. Widma CID MS/MS zwiazku 27 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.3. Analiza UPLC-MS/MS frakcji 11

9.12.231. Zwiazek 28
3-0-[2”°-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-O-glukuronopiranozyd]
izoramnetyny
Wzor:
oo LY

OH

Tabela 42. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 28 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 815,1736 [M-HJ 813,1496
pseudomolekularny
Zy 649,1041
. Yq* 493,0978 ;
Jon fragmentacyjny Vot 317 0671 B2 497,0905
° ! [CouA-HJ 163,0406
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: Cs;H340
ryczny: Larrastan 814,1592
IntensAE
1250; a) 317.0671 Monoisotopic mass: 814.1592
1000‘: ] 815.1746 calculated [M+H]* mass: 815.1665
750 3 -176 (GluA) -322 (GIuA + CouA) Measured mass [M+H]": 815.1736
E Delta: -8.7 ppm
500"; 493.0978
209 147.0495 230.0602 693.8817
E A L ik \ ; e ’ A vy ’ , i N '
200 400 600 800 1000 mz
Intens. ]
x104] b)
] 497.0905 Monoisotopic mass: 814.1592
1 calculated [M-H] mass: 813.1519
on 2_ 334 (C,pHy04) -316 (aglikon) g"jf;“;e;p”;f:s PRSI0
3 -164 (CouA)
] 163.0406 Afaiesn 649.1041 .
0 ’ L T l a T T L T l T T
200 400 600 800 1000 mz

GIuA — kwas glukuronowy, CouA — kwas kumarowy

Rycina 80. Widma CID MS/MS zwigzku 28 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.23.2. Zwiazek 29

7-0O-glukuronopiranozyd chrysoeriolu

Wzor:

HO =0

OH

Tabela 43. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 29 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z
Jon
[M+H]* 477,1068
pseudomolekularny
Jon fragmentacyjny Yo© 301,0726
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: Cx;Hz00
ryczny. Lzzfiabh: 476,0954
Intens.]
] a) : :
300 301.0726 Monoisotopic mass: 476.0954
o calculated [M+H]* mass: 477.1027
200 Measured mass [M+H]*: 477.1068
] 176 (GluA) Delta: -8.5 ppm
1003
0: Lo " T TRV nmn,& n — I I— L — A | >
200 400 600 800 1000 mz

GluA — kwas glukuronowy

Rycina 81. Widma CID MS/MS zwigzku 29 w trybie jonow dodatnich (a).
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9.1.2.2.3.3. Zwiazek 30

7-0-[2”’-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-O-glukuronopiranozyd] apigeniny

Wzor:

0x__-OH
o
D
HO o
0= —OH |
)

OH
HO
0w _O
A
/
OCH,
OH

Tabela 44. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 30 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon

[M+H]* 799,1785 [M-HJ 7971545

pseudomolekularny
Jon fragmentacyjny Yq* 447,0900 By 527,1010
Yo* 271,0606 | [M-H]-aglikon-FerA 333,0480

Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: C37H340;
ryczny: LarrasUao 798,1643
!ntens._-

1 a) 803.1754 Monoisotopic mass: 798.1643
300_: -176 (GluA) -352 (GluA + FerA) calculated [M+H]* mass: 799.1716
200_: 271.0606 Measured mass [M+H]*: 799.1785

] 331.0841 Delta: -8.6 ppm
1003 L 447.0900

N NNV W L : .I‘ Am|| L N N \ || :
200 400 600 800 1000 mz
Intens.
b)
3000 527.1010 Monoisotopic mass: 798.1643
calculated [M-H] mass: 797.1570
2000 -194 (FerA) -270 (aglikon) Measured mass [M-H] : 797.1545
Delta: 3.2 ppm
1000 193.0503
113.0242 I - 333-‘0{80‘ " 603,1061 .
200 400 600 800 1000 mz

GluA — kwas glukuronowy, FerA — kwas ferulowy

Rycina 82. Widma CID MS/MS zwiazku 30 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.3.4. Zwiazek 31

7-0-[2”’-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1”’-2”)-O-glukuronopiranozyd]
chrysoeriolu

Wzor:

HO—__—=0

OH

Tabela 45. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 31 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 7991764 [M-H[ 7971559
pseudomolekularny
. Yq* 477,1071
Jon fragmentacyjn ’ B> 497,0953
g yiny Yo' 301,0724 2 !
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: C37H3402o
ryezny 798,1643
Intens. J
_: a) Monoisotopic mass: 798.1643
400 3 301.0724 calculated [M+H]* mass: 799.1716
300 E -176 (GluA) -322 (GluA + CouA) 799.1807 Measured mass [M+H]*: 799.1764
E 477.1071 Delta: -6.0 ppm
200—;
100;; 246.8319 l 571.5914
0: T — sl ul " . N o ol | — 'Y A Vv O | . " r—
200 400 600 800 1000 mwz
Intens.
125 b) Monoisotopic mass: 798.1643
100 497.0953 calculated [M-H] mass: 797.1570
Measured mass [M-H] : 797.1559
75 -300 (aglikon) Delta: 1.5 ppm
50
25 l
odk I|I|||l Al |I|lLlih|Lh_'j_nLuuﬂp thbw o) Il‘llalkllhlllll ". L il L1l I
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, CouA — kwas kumarowy

Rycina 83. Widma CID MS/MS zwiazku 31 w trybie jonéw dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.1.2.2.35. Zwiazek 32

7-0O-[2’-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1’-2”)-O-metyloglukuronopiranozyd]
trycyny

Wzor:

o
o
0
/
OCHj
OH

Tabela 46. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 32 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 873,2180 [M-HJ 871,1969
pseudomolekularny
Y 519,113
: Yt 521,1294 | ’
Jon fragmentacyjny Vot 3310832 Z; 677,1349
0 ’ Yo 329,0630
Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: CoHs00
ryczny: LaotlaUez 872,201
Intens. J
1000_~ a.) 331.0832 Monoisotopic mass: 872.2011
800 ] calculated [M+H]* mass: 873.2083
eo0] -190 (MetGluA) 352 (GluA + FerA) Measured mass [M+H]: 873.2180
] 873.2074 Delta: -11 ppm
400 — 521.1294
202'_ " 2600678 | : : ' 0 : . :
200 400 600 800 1000 nz
Intens.
x1047 .
] b) Monoisotopic mass: 872.2011
- 677.1349 357 (GluA +FerA)  calculated [M-H] mass: 871.1938
] Measured mass [M-H] : 871.1969
1.0 ¢ -190 (MetGIuA) -158 (CgHg05) -194 (FerA) Delta: -3.5 ppm
] §71.1935
0.5 5191113 (01 4 1o0 *
] 329.0630 i l
001 . A , | | - . T
200 400 600 800 1000 mwz

GIluA — kwas glukuronowy, MetGIuA — ester metylowy kwasu glukuronowego, FerA — kwas ferulowy

Rycina 84. Widma CID MS/MS zwigzku 32 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.3.6. Zwiazek 33

7-0-[2”’-benzoilo-glukuronopiranozylo-(1”’-2”)-O-glukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

Tabela 47. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 33 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 787,1751 [M-HJ 785,1568
pseudomolekularny
. Yq* 5071187
Jon fragmentacyjn ’ B> 455,0803
g yiny Yo! 331,0827 2 !
Masa czasteczkowa
Wzor sumaryczny: C36H34020
ryczny 786,1643
\ntens.;
1000 E a) 787.1767 Monoisotopic mass: 786.1643
—E 331.0827 176 (GluA) -280 (GluA + BenzA) calculated [M+H]* mass: 787.1716,
750—; Measured mass [M+H]*: 787.1751
500—; 507.1187 Delta: -4.4 ppm
250 3
OE A . Ll N N . A i , "
200 400 600 800 1000 mz
Intens. |
4 b) Monoisotopic mass: 786.1643
600 455.0803 calculated [M-H] mass: 785.1570
i . Measured mass [M-H] : 785.1568
400 -330 {aglikon) Delta: -0.3 ppm
200—-
1 l 225.8485  333.0447 663.1294
0 NETNN | k. N i Ll VT T ‘Ltlk N — —
200 400 600 800 1000 mz

GIluA — kwas glukuronowy, BenzA — kwas benzoesowy

Rycina 85. Widma CID MS/MS zwiazku 33 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.3.7. Zwiazek 34

7-0-[2”’-O-kumaroilo-metyloglukuronopiranozylo-(1”°-2)-O-
glukuronopiranozyd] trycyny

Wzor:

Tabela 48. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 34w trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 843,2049 [M-H] 841,1813
pseudomolekularny
By 511,1062
: Yi* 507,119 2 ’
Jon fragmentacyjny Yo+ 3310846 Z; 695,1443
0 ' Yo 329,0679
Masa monoizotopowa
Wz6r sumaryczny: CoH3s021
ryczny: Laoras 842,1905
Intens.
250 a)
200 3 331.0846 Monoisotopic mass: 842.1905
E 176 (Glup) 5071119 -336 (MetGluA +CouA) calculated [M+H]* mass: 843.1978
150_5 Sa3elo53  Measured mass [M+H]* : 843.2049
100—; Delta: -8.4 ppm
50
hE il . Lk N N " a bl - Ml Wi ) A . L
200 400 600 800 1000 mz
Intens. ]
3000 b)
] 511062 -330 (aglikon) o
2000_: g Monoisotopic mass: 842.1905
] B i o 146 Cour) _# Vevsred mass (M. - 541 161
1000 329.0679 695.1343 l Delta: 2.4 ppm
B 633.1431
0: A 1(:3]0415‘ l .lk - KRR WY _—t “.“ L A L A . N al
200 400 600 800 1000 mz

GIuA — kwas glukuronowy, MetGIuA — ester metylowy kwasu glukuronowego, CouA — kwas kumarowy

Rycina 86. Widma CID MS/MS zwiazku 34 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.12.23.8. Zwigzek 35

7-0-[2”’-O-dehydrodiferuilo-glukopiranozylo-(1°-2”)-O-glukuronopiranozyd]
trycyny

Wzor:

HO.
OH 0
ol
(o]
oy
o
=
OCH,
OCH3
OH X
2
07 oH

Tabela 49. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 35 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z
Jon
[M+H]* 1037,2632 [M-H[ 1035,2457
pseudomolekularny
B:* 531,1550 By 7051711
Jon fragmentacyjny v+ 331 ’0789 Cr 5471415
° ! 371,115
Masa monoizotopowa
Wzér sumaryczny: CagHss025
ryezny 1036,2484
Intens. ]
1 Monoisotopic mass: 1036.2484 a)
150 calculated [M+H]* mass: 1037.2557 1037.2544
1 Measured mass [M+H]*: 1037.2632 .. oo ¢
105 Belsdnan 531.1550 506 {aglikon + GluA)
50
0: . 1 | Pl i lllh_[ . 1 [ . L I\ l'l
200 400 600 800 1000 mz
Intens.
1 Monoisotopic mass: 1036.2484 b)
3000—: calculated [M-H]-mass: 1035.2412 705.1711
1 Measured mass [M-H] : 1035.2457
2000 Delta:-4.4 ppm
] 176 (GluA) 158 (CgH;0,) 330 (aglikon)
1000 4
9, 7 547.1415 1035‘2512
0 . e § ; N . Ak . . L
200 400 600 800 1000 mwz

GIuA - kwas glukuronowy

Rycina 87. Widma CID MS/MS zwiazku 35 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonow ujemnych (b).
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9.1.2.2.3.9. Zwiazek 36

7-0-[2”’-O-dehydrodiferuilo-glukuronopiranozylo-(1’-2)-O-glukuronopiranozyd]
trycyny

Wzor:

HO—__—=0

OH
HO
HO—__—=0

Tabela 50. Sciezki fragmentacyjne zwigzku 36 W trybie jonéw dodatnich i ujemnych.

tryb dodatni m/z tryb ujemny m/z

Jon [M+H]* 1053,2543 [M-HJ 1051,2439
pseudomolekularny

Yo" 859,2265 By 721,1678

Jon fragmentacyjny Yqi* 507,1319 Cr 563,1409

Yo' 331,0817 387,1085

Masa monoizotopowa
Wzor sumaryczny: CsoHs026 1052.2433

Intens. [ Monoisotopic mass: 1052.2433
100 calculated [M+H]* mass: 1053.2506
1053.254 a
80—- Measured mass [M+H]*: 1053.2610 05%» iy )
] Delta:-9.8 ppm LB 507.1319 859.2265
60+ I
5] -176 (GluA) -352 (GIuA + FerA) l -194 (FerA)
20
ol | [ | I T
T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz
Intens. { i .
2500 Monoisotopic mass: 1052.2 b
1 calculated [M-H] mass: 1051.2361 721.1678
20009 Measured mass [M-H] : 1051.2395 |
] Delta: -3.2 ppm
1500 3
1000_3 <176 (GluA) 158 (CgH40s) -330 (aglikon)
] 1051.2439
500 563.1409 *
1 1930855 387.1085 | 663.1305 L
0 II P ) . PRI PUSI r A\ T r A ln
200 400 600 800 1000 1200 mz

GIuA — kwa glukuronowy, FerA — kwas ferulowy

Rycina 88. Widma CID MS/MS zwiazku 36 w trybie jonow dodatnich (a) i trybie jonéw ujemnych (b).
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9.2. Badania ilo$ciowe

9.2.1. Oznaczanie zawarto$ci sumy polifenoli z odczynnikiem Folin-Ciocalteu

9.2.1.1. Krzywa kalibracyjna dla kwasu galusowego
Na podstawie wynikow absorbancji, mierzonej dla probek 0 okre§lonym stgzeniu
kwasu galusowego, wykreslono krzywg wzorcowa, prezentujgcg zaleznos¢ absorbancji

od st¢zenia kwasu galusowego. Uzyskane wyniki oraz obliczenia parametrow

statystycznych zostaty przedstawione w tabelach 51-52.

Tabela 51. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworéw kwasu galusowego.

X A1 Az A3 A4 A5 As As’r
0,002 0,2636 0,2636 0,2656 0,2611 0,2643 0,2658 0,2640

0,003 0,3487 0,3427 0,3459 0,3481 0,3418 0,3415 0,3448
0,004 0,4878 0,4877 0,4901 0,4860 0,4815 0,4802 0,4856
0,005 0,6025 0,6021 0,6002 0,6026 0,6049 0,6012 0,6023
0,006 0,6926 0,6995 0,6989 0,6958 0,6991 0,6931 0,6965
0,007 0,7791 0,7708 0,7775 0,7758 0,7785 0,7734 0,7759
0,008 0,8885 0,8825 0,8835 0,8863 0,8869 0,8856 0,8856

X-stezenie kwasu galusowego w probie [mg/ml]; Ai-As-wartoSci absorbancji badanych prob;
Agr-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji

Tabela 52. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.

X As’r s Sér Wz l.‘ Asrizs
0,002 0,2640  0,0017  0,0008  0,6477 0,2640+0,0018 0,2640+0,0034

0,003 0,3448  0,0032  0,3593  0,3781 0,3448+0,0034 0,3448+0,0064
0,004 04856  0,0039 05132  0,4949 0,4856+0,0041 0,4856+0,0078
0,005 06023  0,0016  0,6002  0,6026 0,6023+0,0017 0,6023+0,0032
0,006 0,695  0,0031 06989  0,9658 0,6965+0,0033 0,6965+0,0062
0,007 0,7759  0,0032  0,7875  0,7758 0,7759+0,0034 0,7759+0,0064
0,008 08856  0,0022 08735  0,8963 0,8856+0,0023 0,8856+0,0044

x-stezenie kwasu galusowego w probie [mg/ml]; As-$rednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji;
S-odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Se- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej,
Wz-wspotezynnik zmiennoéci (%), p-przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla
poziomu istotnosci 0=0,05 przy n=6, f=n-1 warto§¢ wspolczynnika t-Studenta t,=2,571),
Au£2S-przedzial, w ktéorym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (a=0,05).
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Krzywa kalibracyjna dla kwasu galusowego

1,0 -

0,8 A
.S,
e 0,6
8
2
< 04

y =104,92x + 0,0546
R?=0,9946
0,2
0,0 T T T T T T T T T
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0006 0,007 0,008 0,009
Stezenie kwasu galusowego w probie
[mg/ml]

Rycina 89. Krzywa Kkalibracyjna dla roztworu wzorcowego kwasu galusowego.
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9.2.1.2. Oznaczenie zawarto$ci sumy polifenoli w badanych wyciggach
w przeliczeniu na kwas galusowy

Zawarto$¢ sumy polifenoli w wyciggu metanolowym i odwarze obliczono na

podstawie krzywej wzorcowej i przedstawiono w przeliczeniu na kwas galusowy.

Otrzymane dla poszczegdlnych wyciggéw wyniki 0raz ocena parametrow statystycznych

zostaly przedstawione w tabelach 53-54.

Zawartos$¢ sumy polifenoli w wyciggu metanolowym

Tabela 53. Zawarto$¢ sumy polifenoli w metanolowym wyciagu z ziela A. amaranthoides.

Wyciag metanolowy (stezenie wyciagu w probie 0,2 mg/ml)

Zawarto$¢ Zawarto$¢ Zawarto$¢ sumy | Parametry oceny
0 Absorbancja polifenoli polifenoli polifenoli [mg statystycznej
w probie [ug/ml]  w prébie [mg/ml]  GAE/g wyciagu]

1 0,5285 4,517 0,0045 22,58 n=12

2 0,5331 4,561 0,0046 22,80 f=n.=

3 0,5327 4,557 0,0046 22,78 11 (2,201)

4 0,5324 4,554 0,0046 22,77

5 0,5522 4,743 0,0047 2371 | ST092M4

6 0,5259 4,492 0,0045 22,46 S¢=0,2332

7 0,5168 4,405 0,0440 22,03

8 0,5355 4,583 0,0046 22,92 W=2,2976

9 0,5279 4,511 0,0045 22,56 M=

10 0,5204 4,440 0,004 22,20 22/69+0,3313

11 0,5165 4,402 0,0044 22,01 Ay +2S=

12 0,5475 4,698 0,0047 2349 22,69+1,0428
Srednia 0,5308 4,539 0,0045 22,69

zawarto$¢ polifenoli w % w przeliczeniu na surowiec 0,39%

przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu istotnos$ci 0=0,05 przy n=12, f=n-1 wartos¢
wspotczynnika t-Studenta t, =2,201.
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Zawarto$¢ sumy polifenoli w odwarze

Tabela 54. Zawarto$¢ sumy polifenoli w odwarze z ziela A. amaranthoides.

Odwar (stezenie wyciagu w prébie 0,15 mg/ml)

Zawartos$¢ Zawarto$¢ Zawarto$¢ sumy | Parametry oceny
. Absorbancja polifenoli polifenoli polifenoli [mg statystycznej
w probie [ug/ml] | w probie [mg/ml] | GAE/g wyciagu]

1 0,5588 4,806 0,0048 32,04 n=12

2 0,5382 4,609 0,0046 30,73 fnd=

3 0,5424 4,649 0,0046 31,00 11(2,201)

4 0,5441 4,665 0,0047 31,10

5 0,5475 4,698 0,0047 3132 | ST036M

6 0,5456 4,680 0,0047 31,20 S¢=0,1616

7 0,5436 4,661 0,0047 31,07

8 0,5368 4,596 0,0046 30,64 Wi=1,1583

9 0,5435 4,660 0,0047 31,06 =

10 0,5493 4715 0,0047 3143 31,170,229

11 0,5437 4,662 0,0047 31,08 Aq12S=

12 0,5487 4,709 0,0047 31,40 31,17£0,7227
srednia 0,5452 4,676 0,0047 31,17

zawartos¢ polifenoli w % w przeliczeniu na surowiec 0,77%

przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu istotnosci 0=0,05 przy n=12, f=n-1 wartos¢
wspotczynnika t-Studenta t, =2,201.

9.2.2. Oznaczanie zawartosci flawonoidow

9.2.2.1. Krzywa kalibracyjna dla 7-glukozydu apigeniny

Na podstawie wynikéw absorbancji mierzonej dla probek 0 okreslonym stezeniu

7-glukozydu apigeniny wykreslono krzywa wzorcowa,

prezentujaca zalezno$é

absorbancji od st¢zenia 7-glukozydu apigeniny. Uzyskane wyniki wraz z oceng

parametrow statystycznych zostaty przedstawione w tabelach 55-56.
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Tabela 55. Warto$ci pomiaréw absorbancji dla roztworow 7-glukozydu apigeniny.

X A1 A As A As As Aq
0,002 0,1852 0,1850 0,1856 0,1849 0,1842 0,1848 0,1850
0,004 0,2567 0,2559 0,2563 0, 2566 0,2570 0,2561 0,2564
0,008 0,4285 0,4281 0,4288 0,4290 0,4277 0,4285 0,4284
0,012 0,5998 0,6066 0,6073 0,6078 0,6051 0,6023 0,6048
0,016 0,7561 0,7552 0,7558 0,7589 0,75441 0,7551 0,7559

0,02 0,9286 0,9284 0,9291 0,9281 0,9290 0,9233 0,9278

x-stezenie 7-glukozydu apigeniny w probie [mg/ml]; Ai-As-wartosci absorbancji badanych prob;
Agr-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji.

Tabela 56. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.

X Ag S Ssr W, M Ayx2S
0,002 0,1850  0,0005  0,0002  0,2507 0,1850+0,0005 0,2640+0,0009
0,004 0,2564  0,0004 0,0002  0,1592 0,2564+0,0004 0,3448+0,0008
0,008 0,4284  0,0006  0,0002  0,1101 0,4284+0,0005 0,4856+0,0009
0,012 0,6048  0,0032 0,0014  0,5220 0,6048+0,0033 0,6023+0,0063
0,016 0,7559  0,0016  0,0007  0,2086 0,7559+0,0017 0,6965+0,0032

0,02 09278  0,0022 0,0010  0,2384 0,9278+0,0023 0,7759+0,0044

X- stezenie 7-glukozydu apigeniny w probie [mg/ml]; As-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji;
S-odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sg- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej,
W:z-wspotczynnik zmiennosci (%), p-przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla
poziomu 0a=0,05 przy n=6, f=n-1 wspotczynnika t-Studenta t,=2,571),
Aua£2S-przedzial, w ktorym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).

istotnosci wartos¢

Krzywa kalibracyjna dla 7-glukozydu apigeniny
1,0 -
*
08 -
S,
e 0,6 -
8
2
< 04 - y = 41,486x + 0,0977
R?=0,9995
0,2
0,0 T T T T T 1
0 0,004 0,008 0,012 0,016 0,02 0,024
Stezenie 7-glukozydu apigeniny w prébie
[mg/ml]

Rycina 90. Krzywa kalibracyjna dla roztworu wzorcowego 7-glukozydu apigeniny.
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9.2.2.2. Oznaczenie zawartosci flawonoidéw w badanym surowcu

Zawartosé

flawonoidéow W zielu

A.amaranthoides

obliczono

z krzywej

kalibracyjnej otrzymanej dla 7-glukozydu apigeniny. Otrzymane dla poszczegolnych

wyciggdéw wyniki oraz ocena parametrow statystycznych zostaty przedstawione w tabeli

57.

Tabela 57. Zawarto$¢ flawonoidow w zielu A. amaranthoides.

Badany wyciag (ilos¢ surowca w prébie 0,6 mg)
Zawarto$¢ Zawarto$¢ Zawarto$¢ Parametry oceny
0 Absorbancja flawonoidow flawonoidow flawonoidow statystycznej
w prébie [ug/ml] | w prébie [mg/ml] W surowcu
[mg AG/g]
1 0,5222 10,23 0,0102 17,05 n=12
2 0,5394 10,65 0,0106 17,74 -
=n-1=

3 0,5350 10,54 0,0105 17,57 11 (2,201)

4 0,5368 10,58 0,0106 17,64

5 05238 1027 0,0103 17.12 $0,4932

6 0,5308 10,44 0,0104 17,40 S¢=0,2206

7 0,5453 10,79 0,0108 17,98

W,=2,7768

8 0,5649 11,26 0,0113 18,77

9 0,5400 10,66 0,0107 17,77 M=

10 0,5421 10,71 0,0107 17,85 17,760,3133

11 0,5392 10,64 0,0106 17,74 Aq12S=

12 0,5574 11,08 0,0111 18,47 17,76+0,9863
Srednia 0,5397 10,66 0,0107 17,76

Zawarto$¢ flawonoidow w % 1,78%

przyjmujac poziom prawdopodobiefistwa 95%, dla poziomu istotnosci 0=0,05 przy n=12, f=n-1 wartos¢
wspotczynnika t-Studenta t, =2,201.
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9.3. Badania aktywnosSci biologicznej

9.3.1. Oznaczanie aktywnos$ci antyoksydacyjnej metoda z odczynnikiem DPPH

Dziatanie antyoksydacyjne testowanych wyciggow badano wykorzystujac
roztwdr wolnego rodnika DPPH". Za substancje wzorcowe postuzyly w doswiadczeniu
BHA (Tabela 58-60, Rycina 91) oraz witamina C (Tabela 61-63, Rycina 92). Dla
badanych prob oszacowano parametr ICsp, a ponadto aktywnos¢ antyoksydacyjna zostata
wyrazona jako rownowaznik witaminy C (VCE) w pg/ml, co przedstawiono w tabelach
64-69 1 na rycinach 93-94.

9.3.1.1. Oznaczenie aktywnos$ci antyoksydacyjnej BHA

Tabela 58. Wartosci pomiaréw absorbancji dla roztworéw BHA.

X A1 Az A3 A4 A5 A6 A§r
0,78 0,8742 0,8722 0,8795 0,8712 0,8796 0,8779 0,8758

1,56 0,7575 0,7500 0,7544 0, 7543 0,7511 0,7577 0,7542
3,125 0,5348 0,5393 0,5396 0,5425 0,5367 0,5327 0,5376
6,25 0,3061 0,3054 0,3023 0,3037 0,3032 0,3046 0,3042
12,5 0,1814 0,1856 0,1823 0,1863 0,1846 0,1802 0,1834

25 0,1095 0,1034 0,1062 0,1081 0,1006 0,1026 0,1049

x-stezenie BHA probie [pg/ml]; Ai-As-warto$ci absorbancji badanych prob; Ags-$rednia arytmetyczna
z wartosci absorbancji.

Tabela 59. Zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH® [%].

X 1 2 3 4 5 6 Srednia
0,78 19,2395 19,4243 18,7499 19,5167 18,7406 18,8977 19,0948

1,56 30,0205 30,7134 30,3069 30,3161 30,6118 30,0020 30,3284

3,125 50,5940 50,1783 50,1506 49,8827 50,4185 50,7880 50,3353
6,25 72,7218 71,7865 72,0729 71,9435 71,9897 71,8604 71,8958
12,5 83,2419 82,8539 83,1587 82,7892 82,9463 83,3527 83,0571
25 89,8842 90,4477 90,2814 90,0135 90,7064 90,5216 90,3091
ICs0 3,13 pg/ml

x-stezenie BHA w probie [pug/ml]
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Tabela 60. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.

X Zopru’ S Ser W, M A28
0,78 19,0948  0,3437 0,537  1,8000 19,0948+0,3607 19,0948+0,6874
1,56 30,3284 00,2934 0,312  0,9674 30,3284+0,0870 30,3284+0,5868

3,125 | 50,3353 0,3294  0,1473  0,6544 50,3353+0,3457 50,3353+0,6588
6,25 71,8958 0,311 0,0586  0,1823 71,8958+0,1376 71,8958+0,2622
12,5 83,0571 0,2268  0,1014  0,2731 83,0571+0,2380 83,0571+0,4536

25 90,3091  0,3133  0,1401 0,3470 90,3091+0,3288 90,3091+0,6874

x-stezenie BHA w probie [ug/ml]; Zpppr%-$rednia zdolnoéé zmiatania rodnika DPPH; S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; Sg-odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz-wspotczynnik
zmiennosci (%), p-przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci a=0,05 przy n=6, f=n-1 warto$§¢ wspotczynnika t-Studenta t,s=2,571), Au+2S-przedzial,
W ktorym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).
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9.3.1.2. Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej witaminy C

Tabela 61. Wartosci pomiaréw absorbancji dla roztworéw witaminy C.

X A A, As A As As Ag
1,25 0,8535 0,8594 0,8564 0,8520 0,8516 0,8506 0,8540
25 0,7281 0,7271 0,7389 0,7233 0,7340 0,7334 0,7308
3,75 0,6104 0,6194 0,6180 0,6120 0,6152 0,6148 0,6150
5,0 0,4604 0,4697 0,4655 0,4647 0,4624 0,4656 0,4647
6,25 0,3242 0,3236 0,3237 0,3263 0,3275 0,3244 0,3250
7,5 0,2091 0,2081 0,2055 0,2097 0,2094 0,2032 0,2075

x-stezenie witaminy C w probie [pg/ml]; Ai-As-wartosci absorbancji badanych prob;
Agq-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji

Tabela 62. Zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH® [%].

X 1 2 3 4 5 6 Srednia
1,25 16,6083 16,0319 16,3250 16,7549 16,7940 16,8721 16,5643

25 28,8606 28,9583 27,8054 29,3296 28,2841 28,3428 | 28,5968
3,75 40,3605 39,4812 39,6180 40,2042 39,8915 39,9306 | 39,9143
5,0 55,0164 54,1077 54,5181 54,5062 54,8210 54,5083 | 54,5946
6,25 68,6239 68,3825 68,3727 68,1187 68,0014 68,3043 | 68,2506
7,5 79,5698 79,6675 79,9215 79,5111 79,5405 80,1462 | 79,7261
ICso 4,57 pg/ml

X-stezenie witaminy C w probie [pug/ml]

Tabela 63. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.

X Zoprn% S S¢r W, M Ay£28
1,25 16,5643 0,3245  0,1451 1,9591 16,564 3+0,3406 16,564 3+0,6490

2,5 28,5968 0,5524  0,2471 1,9318 28,5968+0,5797 28,5968+1,1049
3,75 399143 0,3345 0,149  0,8380 39,9143+0,3510 39,9143+0,6689
5,0 94,5946  0,3097  0,1385  0,5672 54,5946+0,3250 54,5943+0,6194
6,25 68,2506 0,1549  0,0693  0,2270 68,2506+0,1626 68,2506+0,3099
7,5 79,7261 0,2543  0,1137  0,3189 79,7261+0,2668 79,7261+0,5085

X-stezenie witaminy C w probie [ug/ml]; Zoppr%-srednia zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH; S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; Sg- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz-wspotczynnik
zmienno$ci (%), p-przedzial ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci =0,05 przy n=6, f=n-1 warto$§¢ wspotczynnika t-Studenta t,=2,571), As+2S-przedzial,
W ktorym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).
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Zdolnos$¢ zmiatania rodnika DPPH [%)]

Rycina 92. Aktywnos¢ antyoksydacyjna witaminy C.
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9.3.1.3. Oznaczenie aktywnoSci antyoksydacyjnej w badanych wyciagach

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej wyciagu metanolowego

Tabela 64. Wartosci pomiaréw absorbancji wyciggu metanolowego.

X A Az A3 A4 As As Ay
1875 0,4628 0,4624 0,4663 0,4641 0,4603 0,4640 0,4633
1500 0,4836 0,4890 0,4852 0,4886 0,4893 0,4894 0,4875
1125 0,5091 0,5081 0,5000 0,5098 0,5084 0,5033 0,5065
750 0,5758 0,5733 0,5733 0,5736 0,5708 0,5700 0,5728
375 0,6489 0,6499 0,6477 0,6411 0,6455 0,6438 0,6452
187,5 0,7966 0,7997 0,7998 0,7902 0,7919 0,7959 0,7957
93,75 0,8954 0,8996 0,8987 0,8998 0,8976 0,8997 0,8985
46,875 0,9509 0,9503 0,9510 0,9508 0,9512 0,9502 0,9507
23,4375 0,9861 0,9836 0,9841 0,9845 0,9878 0,9842 0,9851
X-stezenie  wyciggu w  probie  [ug/ml];  Ai-Ae-warto$ci  absorbancji  badanych  prob;

Agr-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji
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Tabela 65. Zdolnoé¢ zmiatania rodnika DPPH® [%].

X 1 2 3 4 5 6  srednia Jﬁfﬂ
1875 57,8020 57,8384 57,4828 57,6834 58,0299 57,6925 57,7548 | 5,33
1500 55,9054 55,4130 55,7595 55,4495 553857 55,3766 55,5483 | 5,11
1125 53,5803 53,6715 54,4101 53,5165 53,6442 54,1092 53,8220 | 4,94
750 474986 47,7226 47,7226 47,6992 47,9545 48,0275 47,7722 | 4,35
375 40,8316 40,7404 41,4881 415428 411416 41,2966 41,4735 | 3,71

187,5 27,3639 27,0812 27,0721 27,9475 27,7925 27,4277 27,4475 | 2,37
93,75 18,3551 17,9721 17,9539 18,0542 18,1545 17,9630 18,0754 | 1,45
46,875 | 13,2944 13,3491 13,2853 13,3035 13,2671 13,3583 13,3096 | 0,99
23,4375 | 10,0848 10,3128 10,2672 10,2307  9,9298 10,2580 10,1805 | 0,68
ICso 946,75 ug/ml
X-stezenie wyciggu w probie [pg/ml]
Tabela 66. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.
X Zorri% S S W, v A28
1875 57,7548 0,1832  0,0819 0,3172 57,7548+0,1923 57,7548+0,3664
1500 55,5483  0,2263  0,1012 0,4075 55,5483+0,2375 55,5483+0,4527
1125 53,8220 00,3562  0,1593 0,6618 53,8220+0,3738 53,8220+0,7123
750 47,7722 0,912  0,0855 0,4002 47,7722+0,2006 47,7722+0,3823
375 411735 0,3335  0,1491 0,8099 41,17350,3500 41,1735+0,6669
187,5 | 27,4475 0,3609 0,1614 1,3150 27,4475+0,3788 27,4475+0,7219
93,75 18,0754  0,1568  0,0701 0,8677 18,0754+0,1646 18,0754+0,3137
46,875 | 13,3096 0,0363  0,0162 0,2729 13,3096+0,0381 13,3096+0,0726
23,4375 | 10,1805 0,1453  0,0650 1,4272 10,1805+0,1525 10,1805+0,2906

X-stezenie wyciggu w probie [ug/ml]; Zoppr%-$rednia zdolno$é zmiatania rodnika DPPH, S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; Sg- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz-wspotczynnik
zmienno$ci (%), p-przedzial ufnosdci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci a=0,05 przy n=6, f=n-1 warto$§¢ wspotczynnika t-Studenta t,=2,571), As+2S-przedzial,
w ktérym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).
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Rycina 93. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna metanolowego wyciagu z ziela A. amaranthoides L.

Oznaczenie aktywnosci antyoksydacyjnej odwaru

Tabela 67. Wartosci pomiar6w absorbancji wyciggu metanolowego.

X A A, A; A As As Ag

1875 0,3297 0,3282 0,3213 0,3214 0,3215 0,3229 0,3242
1500 0,3391 0,3314 0,3304 0,3338 0,3351 0,3350 0,3341
1125 0,3635 0,3658 0,3642 0,3697 0,3689 0,3698 0,3670
750 0,4668 0,4703 0,4692 0,4604 0,4668 0,4695 0,4672
375 0,5878 0,5862 0,5890 0,5839 0,5897 0,5812 0,5863
187,5 0,7534 0,7579 0,7558 0,7524 0,7588 0,7552 0,7556
93,75 0,8116 0,8161 0,8180 0,8160 0,8102 0,8193 0,8152
46,875 0,8933 0,8933 0,8925 0,8943 0,8960 0,8977 0,8945
23,4375 0,9310 0,9342 0,9366 0,9332 0,9381 0,9352 0,9347

X-stezenie odwaru w probie [ug/ml]; Ai-As-warto$ci absorbancji badanych prob; As—$rednia arytmetyczna
z wartosci absorbancji
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Tabela 68. Zdolnoé¢ zmiatania rodnika DPPH® [%].

X 1 2 3 4 5 6 $rednia | VCE
pg/ml
1875 70,0245 70,1609 70,7883 70,7792 70,7701 70,6428 | 70,5276 | 6,57
1500 69,1699 69,8700 69,9609 69,6518 69,5336 69,5427 | 69,6212 | 6,51
1125 66,9515 66,7424 66,8879 66,3879 66,4606 66,3788 | 66,6348 | 6,19
750 57,5598 57,2416 57,3416 58,1416 57,5598 57,3143 | 57,5264 | 5,30
375 46,5588 46,7042 46,4497 46,9134 46,3860 47,1588 | 46,6952 | 4,25
187,5 31,5029 31,0937 31,2847 31,5938 31,0119 31,3382 | 31,3044 | 2,74
93,75 26,2155 25,8023 25,6296 25,8814 26,3388 25,5114 | 25,8842 | 2,21
46,875 | 18,7835 18,7902 18,8629 18,6926 18,5380 18,3835 | 18,6751 | 1,51
23,4375 | 15,3559 15,0720 14,8538 15,1559 14,7104 14,9741 | 15,0204 | 1,15
ICso 431,95 pg/iml
X-stezenie wyciggu w probie [pg/ml]
Tabela 69. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.
X Zorri% S S W, v A28
1875 70,5276  0,3437 0,537 0,4874 70,5276+0,3607 70,5276+0,6875
1500 69,6212 0,2813  0,1258 0,4041 69,6212+0,2952 69,6212+0,5627
1125 66,6348 0,2580  0,1154 0,3872 66,6348+0,2708 66,6348+0,5160
750 57,5264 0,3289  0,1471 0,5718 57,5264+0,3452 57,5264+0,6579
375 46,6952  0,2957  0,1322 0,6332 46,6952+0,3103 46,6952+0,5913
187,5 | 31,3044 0,2257  0,1009 0,7209 31,3044+0,2368 31,3044+0,4514
93,75 | 258842 0,3254  0,1455 1,2572 25,8842+0,3415 25,8842+0,6509
46,875 | 18,6751  0,1813  0,0811 0,9709 18,6751+0,1903 18,6751+0,3626
23,4375 | 15,0204 0,2279  0,1019 1,5170 15,0204+0,2391 15,0204+0,4557

x-stezenie wyciggu w probie[ug/ml]; Zpppn%-s$rednia zdolno§¢ zmiatania rodnika DPPH, S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; Sg- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej, Wz-wspotczynnik
zmienno$ci (%), p-przedzial ufnosdci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci a=0,05 przy n=6, f=n-1 warto$§¢ wspotczynnika t-Studenta t,=2,571), As+2S-przedzial,
w ktérym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).
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Rycina 94. Aktywnosc¢ antyoksydacyjna odwaru z ziela A. amaranthoides L.

9.3.2. Oznaczanie calkowitej zdolnos$ci redukowania jonow zelaza (I1T) metodg
FRAP

Wiasciwosci redukujace badanych wyciggdw testowano za pomocg metody

FRAP. Wyniki wyrazono jako rownowaznik witaminy C (VCE) w pg/ml.

9.3.2.1. Oznaczenie zdolno$ci redukowania jonow Fe®* przez witamine C

Na podstawie wynikow pomiaru absorbancji otrzymanych dla probek
zawierajacych okreslone stezenie witaminy C wykres§lono krzywa kalibracyjng. Wyniki

wraz z oceng parametrow statystycznych zostaty przedstawione w tabelach 70 i 71.

Tabela 70. Warto$ci pomiarow absorbancji witaminy C.

X A A; A; A As As As
0,5 0,2617 0,2618 0,2622 0,2611 0,2600 0,2620 0,2615
1,0 0,3921 0,3847 0,3929 0,3830 0,3880 0,3895 0,3884
2,0 0,5613 0,5670 0,5636 0,5658 0,5641 0,5649 0,5645
3,0 0,7508 0,7599 0,7539 0,7561 0,7508 0,7514 0,7538
4,0 0,9225 0,9208 0,9261 0,9250 0,9217 0,9254 0,9236

x-stezenie witaminy C w probie [pg/ml]; Ai-As-warto$ci absorbancji badanych prob;
Agr-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji
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Tabela 71. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.

X Ag S Ser W, M A28
0,5 0,2615  0,0008  0,0004 0,3095 0,2615+0,0002 0,2615+0,0016
1,0 0,3884  0,0040 0,0018 1,0180 0,3884+0,0012 0,3884+0,0079
2,0 0,5645  0,0020 0,0009  0,3480 0,5645+0,0006 0,5645+0,0039
3,0 0,7538  0,0036  0,0016 0,4830 0,7538+0,0011 0,7538+0,0073
4,0 09236  0,0022  0,0010 0,2378 0,9236+0,0007 0,9236+0,0044

X-stezenie witaminy C w probie [pug/ml]; As-Srednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji; S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; Si-odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz-wspotczynnik
zmiennosci (%), p-przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci 0=0,05 przy n=6, f=n-1 warto$§¢ wspotczynnika t-Studenta t,s=2,571), Au+2S-przedzial,
W ktorym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).
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Rycina 95. Wiasciwosci redukujgce witaminy C.
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9.3.2.2. Oznaczenie zdolnosci redukowania jonéw Fe®* przez badane wyciagi

Oznaczenie zdolno$ci redukowania jonow Fe** przez wyciag metanolowy

Tabela 72. Warto$ci pomiaréw absorbancji wyciagu.

X A A; A; A As As Ag
250 0,2024 0,1998 0,2009 0,1994 0,1994 0,2003 0,2004
500 0,2991 0,2954 0,2932 0,2936 0,2960 0,2942 0,2953
750 0,4496 0,4450 0,4482 0,4587 0,4417 0,4452 0,4480
1000 0,5800 0,5794 0,5765 0,5712 0,5791 0,5801 0,5777
1250 0,7170 0,7130 0,7160 0,7099 0,7180 0,7142 0,7147

X-stezenie wyciagu w probie [ug/ml]; Ai-As-wartoSci absorbancji badanych prob; Ag-Srednia
arytmetyczna z wartosci absorbancji

Tabela 73. Zdolno$¢ redukowania jonéw Fe®* jako rownowaznik witaminy C [pg/ml].

X 1 2 3 4 5 6 $rednia
250 0,0868 0,0728 0,0787 0,0707 0,0707 0,0755 0,0759
500 0,6047 0,5849 0,5731 0,5753 0,5881 0,5785 0,5841
750 1,4108 1,3859 1,4031 1,4596 1,3682 1,3873 1,4025
1000 2,1093 2,1061 2,0905 2,0621 2,1044 2,1098 2,0970
1250 2,8428 2,8227 2,8377 2,8050 2,8484 2,8281 2,8308
X-stezenie wyciagu w probie [pug/ml]
Tabela 74. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.
Ay S S¢r W, M Ay£2S
250 0,0759 0,0062 0,0028 8,1182 0,0759+0,0065 0,0759+0,0123
500 04770 00116 00052  1,9853 0,3884+0,0122 0,3884+0,0232
750 1,4025 0,0316 0,0142 2,2564 1,4025+0,0332 1,4025+0,0633
1000 2,0970 0,018 0,0083 08817 2,0970+0,0194 2,0970+0,0370
1250 2,8308 0,0157  0,0070  0,5561 2,8308+0,0165 2,8308+0,0315

X-stezenie wyciggu w probie [ug/ml]; As-Srednia arytmetyczna z warto$ci absorbancji; S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; S«- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz-wspotczynnik
zmiennosci (%), p-przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci =0,05 przy n=6, f=n-1 warto§¢ wspotczynnika t-Studenta t,=2,571), A«+2S-przedzial,
w ktoérym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).
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Rycina 96. Wiasciwosci redukujgce metanolowego wyciggu z ziela A. amaranthoides.

9.3.2.3. Oznaczenie zdolno$ci redukowania jonow Fe®* przez odwar

Tabela 75. Warto$ci pomiaroéw absorbancji odwaru.

X A Az A3 A4 As As Ay
250 0,2513 0,2598 0,2574 0,2508 0,2550 0,2539 0,2547
500 0,3548 0,3488 0,3452 0,3485 0,3428 0,3497 0,3483
750 0,5091 0,5169 0,5185 0,5150 0,5033 0,5118 0,5124
1000 0,6400 0,6399 0,6409 0,6420 0,6410 0,6402 0,6407
1250 0,8045 0,8188 0,8011 0,7987 0,7978 0,8046 0,8043

Tabela 76. Zdolno$¢ redukowania jondow Fe®* jako rownowaznik witaminy C [ug/ml].

X 1 2 3 4 5 6 $rednia
250 0,3487 0,3942 0,3814 0,3460 0,3685 0,3626 0,3669
500 0,9031 0,8709 0,8516 0,8693 0,8388 0,8757 0,8682
750 1,7295 1,7713 1,7799 1,7611 1,6984 1,7440 1,7474

1000 2,4306 2,4301 2,4355 2,4413 2,4360 2,4317 2,4342
1250 3,3117 3,3883 3,2935 3,2807 3,2758 3,3123 3,3104

X-stezenie odwaru w probie [ug/ml]
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Tabela 77. Obliczenia parametrow statystycznych dla badanych prob.

X Ag S Ser W, M A28
250 0,3669  0,0035  0,0016 0,9504 0,3669+0,0037 0,3669+0,0070
500 0,8682  0,0220  0,0098  2,5340 0,8682+0,0231 0,8682+0,0440
750 1,7474  0,0301 0,0135 1,7246 1,7474+0,0316 1,7474+0,0603
1000 24342  0,0043 00019  0,1758 2,4342+0,0045 2,4342+0,0086
1250 3,3104 0,041 0,0184 1,2411 3,3104+0,0431 3,3104+0,0822

X-stezenie odwaru w probie [pug/ml]; As-$rednia arytmetyczna z wartosci absorbancji; S-odchylenie
standardowe pojedynczego wyniku; Si- odchylenie standardowe $redniej arytmetycznej; Wz-wspotczynnik
zmiennosci (%), p-przedziat ufnosci (przyjmujac poziom prawdopodobienstwa 95%, dla poziomu
istotnosci 0=0,05 przy n=6, f=n-1 warto$§¢ wspotczynnika t-Studenta t,s=2,571), Au+2S-przedzial,

W ktorym powinien si¢ znalez¢ wynik pojedynczego oznaczenia dla (0=0,05).

FRAP ¢ [pg/ml]

y =0,003x - 0,4905
R?=0,9931
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Rycina 97. Wtasciwosci redukujace metanolowego odwaru z ziela A. amaranthoides.
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9.3.3. Zalezno$¢ zawartoSci calkowitej sumy polifenoli i aktywnoSci
antyoksydacyjnej badanych wyciagow

Pordwnanie catkowitej zawartosci polifenoli i aktywnosci
antyoksydacyjnej badanych wyciagow i zwiazkéw wzorcowych (metoda
z odczynnikiem DPPH)
1000 946,75

900

800

700

600

500 431,95

400

300

200

100 22,69 31,17 3,13 4,57

0 — — ’
Wyciag Odwar BHA Wit. C

Rycina 98. Zawarto$¢ catkowitei_sumy_polifenoli (mg GAE/g wyciggu) W wyciggu metanolowym
i odwarze z ziela A. amaranthoides L. oraz aktywno$¢ antyoksydacyjna (1Cso) wyciagu, odwaru i substancji
wzorcowych (DPPH).

Zaleznos¢ aktywnosci antyoksydacyjnej od stezenia zwigzkow polifenolowych
100 -

[(=]
o
1

80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 1
10

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Polifenole [ug GA/ml]

y =1,0246x + 22,067
R?=0,8417

Zdolno$¢ zmiatania rodnika DPPH [%]

Rycina 99. Zalezno$¢ liniowa aktywno$ci antyoksydacyjnej (DPPH) wyciagu metanolowego i odwaru
z ziela A. amaranthoides od st¢zenia zwigzkdéw polifenolowych w badanych probach.
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Poréwnanie aktywnosci antyoksydacyjnej (DPPH, FRAP) badanych
wyciagow

10

9

8

7

6 5,30
S 4,35

4

3

2 140 1,75

1

0

wyciag odwar

Rycina 100. Poréwnanie aktywnosci antyoksydacyjnej badanych wyciggow z ziela A. amaranthoides L.
(750 pg/ml) zmierzonej metoda FRAP i DPPH, wyrazonej jako rownowaznik witaminy C (VCE) w pg/ml.

9.3.4. Badanie aktywnosci przeciwzapalnej

9.3.4.1. Badanie cytotoksycznos$ci wyciggow metoda MTT

Wplyw badanych wyciagdw na zywotno$¢ linii komorek HaCaT oceniono za
pomocg testu MTT. Otrzymane wyniki przedstawiono jako procent grupy kontrolnej
w tabeli 78 oraz na rycinach 101-102.

Tabela 78. Przezywalnos$¢ komorek HaCaT w zaleznosci od stezenia wyciagow z ziela A. amaranthoides.

przezywalno$¢ komorek HaCaT
X wyciag metanolowy odwar
préba | préba I préba il préba | préba |l préba Il
0,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
31,25 125,44 87,34 112,35 82,28 82,01 88,29
62,50 80,05 83,49 89,46 77,71 84,34 75,32
125,00 69,98 79,84 72,12 78,17 66,43 69,22
250,00 69,70 74,23 64,90 66,41 64,23 68,20
500,00 7317 73,61 70,86 70,01 61,56 66,13
1000,00 70,91 67,55 65,30 60,97 62,88 64,19

X - stezenie wyciagu [pg/ml]; stezenie 0 - proba kontrolna
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140
120 /\
100

80
\'>l§a —e—probal

% przezywalno$¢ komoérek

60 —a—proéba Il
40 préba lll
20
0
0 31,25 62,5 125 250 500 1000
stezenie wyciagu [ug/ml]

Rycina 101. Wplyw wyciagu metanolowego z ziela A. amaranthoides na przezywalnos¢ komorek HaCaT.

60 \N'\')ﬁ —e—préball

—a—proéba ll

40 proba lll

% przezywalnos$¢ komorek

0 31,25 62,5 125 250 500 1000

stezenie odwaru [ug/ml]

Rycina 102. Wplyw odwaru z ziela A. amaranthoides na przezywalno$¢ komorek HaCaT.

9.3.4.2. Oznaczanie poziomu biatka COX-2

Wyniki badania wplywu wyciggu metanolowego iodwaru zziela A.
amaranthoides na poziom biatka COX-2 przedstawiono w tabeli 79 i na rycinie 103.
W badaniu przeprowadzono réwnolegta probe dla biatka konstytutywnego — f-aktyny,
aby kontrolowa¢ naniesienie jednakowej ilosci biatka na poszczegdlne Sciezki zelu
(loading control) (Rycina 104). Oceng parametrow statystycznych uzyskanych wynikow

przeprowadzono w oparciu o test t-Studenta.

172



CZESC DOSWIADCZALNA

Tabela 79. Wplyw badanych prob (odwar-O, wyciag metanolowy-W) na poziom biatka COX-2
W przeliczeniu na % proby kontrolnej.

450
400
350
300
250
200
150
100

50

% kontroli

COX-2

Proba % kontroli %S X
Kontrola 100 7,7347
TNFa 386,29 9,4776
TNFo+030 328,25 25,3310
TNFa+0300 215,10 10,0150
TNFa+0600 143,68 19,6176
0600 85,63 11,4722
TNFa+W30 302,94 25,6953
TNFa+W300 238,87 16,8232
TNFa+W600 140,18 8,8446
W600 118,50 0,7819

%S %" % odchylenia standardowego $redniej arytmetycznej

1 |

Rycina 103. Wptyw odwaru (O) i wyciggu metanolowego (W) na poziom biatlek COX-2 w komoérkach
HaCaT (wynik = % proby kontrolnej £SD).
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TNFa 30 (ng/ml) - + + 4+ + - + + + -
odwar/wyciag metanolowy (ng/ml) 0 0 30 300 600 600 30 300 600 600
. -
COX-2 | ——
p-aktyna

Rycina 104. Wptyw odwaru i nalewki z ziela A. amaranthoides na poziom biatka COX-2 w komoérkach
HaCaT oznaczony metoda Western Blot.

9.3.4.3. Oznaczanie poziomu bialka PGE:

Wryniki badania wplywu wyciggu metanolowego iodwaru zziela A.
amaranthoides na poziom PGE: przedstawiono w tabeli 80 ina rycinie 105. Ocen¢
parametrow statystycznych uzyskanych wynikow przeprowadzono w oparciu o test t-
Studenta.

Tabela 80. Srednie warto$ci absorbancji otrzymane W wyniku oznaczania wptywu badanych prob (odwar-
0, wyciag metanolowy-W) na poziom PGE,.

PGE;
Proba
X § X

Kontrola 18,0634 4,5037
TNFa 76,2336 6,7711
TNFa+030 68,7940 2,2028
TNFa+0300 48,5584 5,5012
TNFa+0600 39,5447 8,3986
0600 19,6240 0,2628
TNFa+W30 60,9877 6,2099
TNFa+W300 47,2330 74370
TNFa+W600 35,5622 0,7422
W600 21,7096 6,8798
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Rycina 105. Wptyw odwaru (O) i wyciagu metanolowego (W) na poziom PGE; w komérkach HaCaT.

9.3.5. Badanie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej

Badania aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej prowadzono na wybranych

szczepach drobnoustrojow, metoda mikrorozcienczen. Jako substancje referencyjne

zastosowano nystatyn¢ |Iamikacyng. W do$wiadczeniu wyznaczono wartosci MIC

i MBC. Wyniki badania przedstawiono w tabeli 81.

Tabela 81. Minimalne st¢zenie hamujgce (MIC) iminimalne st¢zenie bakteriobdjcze/grzybobdjcze
(MBC/MFC) badanych wyciggow i substancji wzorcowych na wybrane szczepy drobnoustrojow.

Wi Kontrola
Odwar yclag Nystatyna Amikacyna [DMSO +
metanolowy :
podioze]
Mikroorganizmy
me | e | wmc | RS\ wmic | wec | mic | wec MIC/
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml ug/ml pg/ml pg/ml ug/ml MBC/MFC
S. aureus
ATCC 4163 200 >200 37,5 37,5 2 2 +/+
P. aeruginosa
ATCC 6749 >200 >200 37,5 375 2 2 +[+
C. albicans
ATCC 10231 >200 >200 75 >75 8 16 - - +/+
T.
mentagrophytes 100 200 9,375 37,5 8 64 - - +/+
ATCC 9533
T. rubrum ATCC
28188 50 200 9,375 18,75 8 32 - - +/+
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Celem prowadzonych badan byla izolacja oraz identyfikacja jednorodnych
zwigzkow flawonoidowych obecnych w wysuszonym zielu A. amaranthoides L. jak i ich
identyfikacja w mieszaninie. Ponadto dla wybranych wyciggdéw przeprowadzono badania
ilosciowe obejmujace oznaczanie calkowitej sumy polifenoli oraz zawartosci
flawonoidow, a takze oceng aktywnosci biologicznej: antyoksydacyjnej, przeciwzapalnej

I przeciwdrobnoustrojowe;.

Izolacja i identyfikacja flawonoidow

Izolacje zwigzkow flawonoidowych prowadzono z wyciggu otrzymanego
z wysuszonego ziela A. amaranthoides L. Surowiec poddano 24-godzinnej maceracji
metanolem, anastgpnie kolejno trzykrotnej ekstrakcji metanolem oraz trzykrotnej
ekstrakcji mieszaning metanol-woda (1:1) na tazni wodnej pod chtodnica zwrotna,
kazdrorazowo W temperaturze wrzenia rozpuszczalnika w czasie 1 godziny. Dla kazdego
Z otrzymanych wyciagdw przeprowadzono kontrol¢ chromatograficzng, na podstawie
ktorej stwierdzono podobny obraz dla wszystkich ekstraktow. Ekstrakty potaczono
| zaggszczono W wyparce prozniowej pod zmniejszonym ci$nieniem. Zageszczony
wyciag pozbawiono substancji balastowych poprzez stracenie ich goraca woda. Po 24
godzinach cato$¢ przecedzono, aprzesacz wytrzasano kolejno rozpuszczalnikami
0 wzrastajgcej polarno$ci: chloroformem, eterem dietylowym ioctanem etylu. Do
dalszych prac izolacyjnych przeznaczono frakcj¢ chloroformows, octanu etylu oraz
frakcje wodna. Frakcji eterowej nie wykorzystano do dalszych badan, z uwagi na mata
ilo$¢ flawonoidéw, a takze podobny sktad do frakcji octanu etylu.

Na podstawie kontroli chromatograficznej stwierdzono obecno$¢ jednego
zwigzku flawonoidowego we frakcji chloroformowej, natomiast w przypadku frakcji
octanowej jak iwodnej, co najmniej kilkunastu flawonoidow. Izolacja jednorodnych
zwigzkow okazala si¢ trudna, ze wzgledu na podobne wiasciowosci (zblizone warto$ci
wspotczynnikow Rf, wysoka polarnos¢ idobra rozpuszczalnos¢ w wodzie). Prace
izolacyjne dla pojedynczych struktur powiodly si¢ W przypadku trzech zwigzkow,
natomiast inne flawonoidy identyfikowano w mieszaninach za pomocg metody LC-

MS/MS, gdyz nie udato si¢ ich rozdzieli¢, ze wzgledu na podobne struktury.
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Izolacje flawonoidow z frakcji chloroformowej (C), octanu etylu (OE) i wodnej
(W) prowadzono metoda chromatografii kolumnowej, na szklanych kolumnach
wypetionych celuloza, wymywanych za pomocg wybranych faz rozwijajacych, czesto
stosowanych w analityce flawonoidéw. W wyniku rodzialu na kolumnach do kolejnych
prac przeznaczono z frakcji chloroformowej podfrakcje 35-37 zawierajaca zwigzek 1,
z frakcji octanu etylu podfrakcje 22-35 zawierajacg zwiazek 2 oraz z frakcji wodnej
podfrakcje 73-89 zawierajacg zwigzek 3. Otrzymane podfrakcje zawieraty
W przewazajacej ilosci izolowane struktury, ale izwigzki fluoryzujace na niebiesko
w UV 366 nm, dlatego konieczne bylo dalsze, kilkukrotne oczyszczanie, ktoére
prowadzono na szklanych kolumnach wypetnionych podlozem Sephadex LH-20,
wykorzystujac uktady wymywajace 0 réznej polarnosci. Koncowe oczyszczanie
jednorodnych zwigzkéw 1, 2 i 3 prowadzono wykorzystujac metode esktrakcji do fazy
statej na kolumienkach SPE wypetnionych okre§lonym adsorbentem (Bond Elut C18,
Agilent). Podjeto takze proby wyodrgbniania zwigzkOw za pomocg preparatywnej
chromatografii bibutowej oraz preparatywnej chromatografii cienkowarstwowej
z wielosktadnikowych podfrakcji OE 39-49, W 90-97 iW 101-120, jednak nie
przynioslty one oczekiwanych efektow, aposzczegdlnych zwigzkéw nie udalo sie
rozdzielic. Wyodrebnione zwiagzki 1, 2 i3 identyfikowano wybranymi metodami
spektralnymi: UV *H i 3C NMR oraz (LC-MS i LC-MS/MS).

Spektroskopia UV polega na analizie absorpcji promieniowania ultrafioletowego
w zakresie 200-400 nm przez czasteczki (Kocjan i wsp., 2000). Technika ta jest jedna
z najstarszych stosowanych w analizie zwigzkow flawonoidowych. Obecnie coraz
czesciej zastepuje si¢ ja innymi metodami spektralnymi.
Spektroskopia NMR to technika badawcza szeroko wykorzystywana w chemii, biologii,
fizyce oraz medycynie. Opiera si¢ ona na zjawisku pochtaniania promieniowania
elektromagnetycznego o okreslonej czestotliwosci przez jadra atomowe, posiadajgce
momenty magnetyczne. Metoda NMR, w oparciu 0 widma rezonansowe jader atomow
'H i 13C, dostarcza jednoznacznych informacji zwigzanych ze strukturg analizowanych
zwigzkow (Muth i Kachlicki, 2009).
Spektrometria mas z kolei daje mozliwos¢ okre$lenia masy czasteczkowej oraz
elementarnego sktadu czgsteczki na podstawie pomiaréw stosunku masy do tadunku: m/z
zjonizowanych czasteczek. Analizy ta metoda charakteryzuja si¢ duza doktadnoscia,
a dodatkowo na podstawie widm masowych jonéw fragmentacyjnych powstajacych na

skutek rozpadu, np. protonowanych lub deprotonowanych czasteczek [M-H]* oraz [M-
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H]" dostarczaja informacji na temat budowy chemicznej badanych struktur (Muth
I Kachlicki, 2009).

Whyniki analizy UV, NMR i LC-MS oraz LC-MS/MS dla wyizolowanych z ziela
A. amaranthoides zwigzkoéw flawonoidowych interpretowano W oparciu 0 dostepne dane
literaturowe (Mabry iwsp., 1970; Markham i Ternai, 1976; Markham i wsp., 1978;
Agrawal i Rastogi, 1981; Harborne i Mabry, 1982; Dey i Harborne, 1989; Agrawal, 1989;
Agrawal, 1992; Harborne, 1994; Marczak iwsp., 2010; Stochmal iwsp., 2001a,b;
Kowalska i wsp., 2007; Chao-Lin, 2010; Rivera, 2013).

Widma UV wigkszosci zwigzkéw flawonoidowych prezentuja dwa
charakterystyczne pasma absorpcji wystepujace W zakresie 240-285 nm (pasmo I1) oraz
300-400 nm (pasmo I). Na podstawie potozenia I i II maksimum oraz ich przesuni¢é
wzgledem  widma W metanolu po  dodaniu  odczynnikdw  jonizujacych
I kompleksotworczych, uzyska¢ mozna informacje dotyczace budowy zwigzku
(Harborne iwsp., 1975). Maksimum | roztworu metanolowego zwigzku 1, 2 i3
wystepowato w zakresie charakterystycznym dla flawonow (335-350 nm) (Tabele 7, 11,
15). Brak przesunigcia Il maksimum po dodaniu octanu sodu w stosunku do widma
zwigzku 2 i 3 w metanolu $wiadczyto o zablokowanej grupie OH w C-7. Zwigzek 1
z kolei posiadat wolng grupe hydroksylowa w C-7, co stwierdzono na podstawie
batochromowego przesunigcia 1l maksimum o0 AA=17 nm (zwigzki zZ wolng grupa
hydroksylowa w C-7 dajg batochromowe przesunigcie W granicach 5-20 nm). Badane
zwiazki nie posiadaty ugrupowania ortodihydroksylowego w C-3°,4’ w pierscieniu B, na
co wskazywat brak przesuniecia I maksimum w zakresie ok. AA=12-36 nm po dodaniu
do metanolowego roztworu zwigzkéw octanu sodu ikwasu borowego. Ponadto
w przypadku wszystkich zwigzkéw kompleks z chlorkiem glinu byt stabilny wobec HCI,
a przesunigcie batochromowe I pasma z AICIs/HCI w granicach AA=35-65 nm
w stosunku do MeOH wskazywato na obecnos¢ grupy OH w pozycji C-5. Batochromowe
przesunigcie maksimum | zwiazku 3 0 AA=65 nm, a zwigzkoéw 1 i 2 powyzej 70 nm po
dodaniu metylanu sodu do metanolowego roztworu wskazywato na obecnos¢ wolnej
grupy OH w C-4°.

Widmo *H NMR (CD30D) zwiazku 1 (Tabela 8, Ryciny 26-29) w rejonie pola
sygnatow pierscienia A prezentowato dwa dublety: przy 8 6,21 ppm (J=2,03 Hz; meta)
166,48 ppm (J=2,11 Hz; meta), ktore zostaty przypisane odpowiednio protonom H-6 i H-
8 oraz singlet przy & 6,66 ppm odpowiadajacy protonowi H-3. W zakresie sygnatéw

pierScienia B zarejestrowano sygnat W postaci singletu przy o 7,24 ppm reprezentujacy
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dwa réwnowazne protony H-2’ i H-6’. Dodatkowo obecny byt sygnat w formie singletu
przy & 3,94 ppm odpowiadajacy dwom rownowaznym grupom metoksylowym
przytagczonym do pierécienia B w pozycjach C-3” i C-5°.

W widmie C NMR (Tabela 8, Rycina 30-32) zarejestrowano sygnaty
pochodzace od 14 czasteczek wegla. Obserwowane sygnaty odpowiadaty przesunigciom
chemicznym mieszczacym si¢ W zakresie wartosci charakterystycznych dla grupy
flawonow. Sygnaty dla wegli C-2 i C-3 zarejestrowano odpowiednio przy wartosciach &
166,11 ppm, 104,60 ppm. Dla wegla C-4 natomiast sygnal pojawit si¢ przy wartosci &
183,87 ppm (przesunigcie sygnatu wdot pola ook. +7,0 ppm w poréwnaniu
z podstawowg strukturg flawonu), co §wiadczy 0 podstawieniu 5-OH czasteczki. Zmiane
polozenia sygnatu W poréwnaniu zZ podstawowg strukturg flawonu zaobserwowano takze
w przypadku pozycji C-7: 6 166,08 ppm (przesuniecie W dot pola o ok. +33 ppm) i C-5:
8 163,25 ppm (przesunigcie W dot pola 0 ok. +38 ppm), co wynika z podstawienia pozycji
C-7 i1 C-5 grupami hydroksylowymi. O podstawieniu pozycji 4’ pierScienia B grupg
hydroksylowa $wiadczy zwykle zmiana polozenia sygnalu wegla C-4° podstawowej
struktury (flawonu) z wartosci ok. & 131 ppm na 6 161 ppm, czyli przesunigcie w dot pola
o0 ok. +30 ppm. W przypadku analizowanego zwigzku jednak sygnat odpowiadajacy
weglowi C-4> zarejestrowano przy O 141,24 ze wzgledu na obecno$¢ grup
metoksylowych w pozycjach C-3* iC-5’. Ponadto o0 obecnosci dodatkowych grup
W pier$cieniu B §wiadczyla zmiana przesunigcia chemicznego sygnatow C-3’ iC-5
w dot pola 0 ok. +33 ppm z warto$ci ok. & 116 ppm (charakterystycznej dla zwigzkow
podstawionych grupa hydroksylowa w pozycji 4°) na o 149,67 ppm. Sygnat
odpowiadajacy dwom grupom metoksylowym obecny byt przy & 57,06 ppm. W widmie
NMR zwigzku 1 (inna partia osadu) wykonanym w DMSO-ds obserwowano podobne
sygnaty odpowiednich protonow i wegli jak w widmie wykreslonym w CD30OD
(Harborne, 1994; Chao-Lin, 2010).

W przypadku analizy LC-MS w widmie masowym zwigzku 1 zarejestrowany
w trybie jonéw dodatnich sygnat protonowanej czasteczki [M+H]" wystepowat przy m/z
331,0834, natomiast w trybie jonow ujemnych sygnat dla deprotonowanej czasteczki [M-
H] obserwowano przy wartosci m/z 329,0605. W wyniku analizy widm MS wyznaczono
mas¢ zwigzku na 330, co odpowiadato molekularnej masie trycyny (330,28886) (Tabela
9, Rycina 33). Na podstawie przeprowadzonych analiz zwigzek 1 zidentyfikowano jako
trycyne czyli 5,7,4’-trihydroksy-3’,5’-dimetoksyflawon (Rycina 106).
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OH O

Rycina 106. Wzor strukturalny 5,7,4’-trihydroksy-3,5’-dimetoksyflawonu (trycyny).

W widmie H NMR zwiazku 2 (DMSO-ds) (Tabela 12, Rycina 34-36)
w zakresie sygnalow czasteczki aglikonu obecne byly sygnaty czterech protondow: dublet
przy 6 6,48 ppm (J=1,98 Hz, meta) odpowiadajacy protonowi H-6, dublet przy & 6,95
ppm (J=2,31 Hz, meta) pochodzacy od protonu H-8 oraz dwa singlety: pierwszy przy &
7,08 ppm przypisany protonowi H-3 idrugi przy & 7,37 ppm odpowiadajacy dwom
rownowaznym protonom H-2’ iH-6’. Dodatkowo zarejestrowano sygnal w formie
singletu przy wartosci 6 3,89 ppm, odpowiadajacy dwém réwnowaznym grupom
metoksylowym przytaczonym w pozycjach C-3’ iC-5" pierScienia B. Sygnat
anomerycznego protonu kwasu uronowego zarejestrowano przy warto$ci & 5,26 ppm
w postaci dubletu o stalej sprz¢zenia J=7,40 Hz, co sugerowalo wystgpowanie jego
czasteczki w formie f-glukuronopiranozydu. Na przytaczenie czasteczki cukru w pozycji
C-7 wskazywalo przesuniecie sygnatow protonéw H-6 i H-8 w dot pola odpowiednio
0 okoto +0,25 ppm i+0,3 ppm w stosunku do wartosci odpowiadajacych trycynie
(DMSO-de).

Widmo C NMR (Tabela 12, Rycina 37) zawierato 19 sygnatéw pochodzacych
od czasteczek wegla, ktorych wartosci przesunie¢ byty zgodne z opisanymi dla trycyny,
z przyltaczonym w pozycji C-7 kwasem glukuronowym. Diagnostyczny sygnat dla wegla
grupy karboksylowej C-6’" kwasu glukuronowego obecny byt przy wartosci 6 170,05
ppm. Sygnat wegla anomerycznego czasteczki kwasu uronowego zarejestrowano przy
wartosci 6 99,7 ppm czyli w zakresie typowym dla O-glikozydow. Obecnos¢ czasteczki
kwasu uronowego w pozycji C-7 potwierdzata zmiana wartoSci przesunigcia
chemicznego dla wegla C-7 w stosunku do analogicznego sygnatu trycyny (DMSO-ds),
w gore pola 0 -1,12 ppm, natomiast sygnatow w pozycji orto C-6 i orto C-8 w dot pola
0 odpowiednio +0,4 ppm i +0,8 ppm, podobnie jak sygnatu para C-10 o okoto +1,3 ppm.

Wyniki analizy LC-MS/MS (Tabela 13, Ryciny 38-39) zwigzku z trybie jonow
dodatnich prezentowaty typowy przebieg fragmentacji dla glikozydow flawonoidowych.

Warto$¢ m/z zarejestrowana dla jonu pseudomolekularnego [M+H]* wynosita 507,1197.
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Na skutek rozerwania wigzania O-glikozydowego dochodzito do oderwania fragmentu
0 masie 176 Da, co odpowiadalo utracie kwasu glukuronowego. Jednocze$nie w widmie
obserwowano jon Yo' zarejestrowany przy wartoSci m/z 331,826 i odpowiadajacy
protonowanej czgsteczce aglikonu — trycyny. Podobny przebieg fragmentacji
obserwowano Ww trybie jonow ujemnych, gdzie na skutek oderwania od jonu
pseudomolekularnego (m/z 505) obojetnego fragmentu 0 masie 176 Da (kwas
glukuronowy) obserwowano jon Yo 0 warto$ci m/z 329, co odpowiadato deprotonowanej
trycynie. Dodatkowo w przypadku zwigzku 2 obserwowano drugg $ciezke
fragmentacyjna, gdzie dochodzito do oderwania grupy metylowej (-15 Da) i pojawienia
si¢ wwidmie jonu [M-H]-CHs o m/z 490,0719, od ktorego w nastgpnej kolejnosci
odszczepiat si¢ kwas glukuronowy i co skutkowato obecnoscia w widmie dodatkowego
jonu oznaczonego jako Yo~ (m/z 314,0412). Wyznaczona do$wiadczalnie masa
monoizotopowa zwigzku 2 wynosita 506,1050. Na podstawie przeprowadzonych analiz

zwigzek 2 zidentyfikowano jako 7-O-glukuronopiranozyd trycyny (Rycina 107).

HO—__—=0

OH
HO

OH

Rycina 107. Wzor strukturalny 7-O-glukuronopiranozydu trycyny.

Na podstawie przesunie¢ chemicznych zarejestrowanych w widmie 'H NMR
zwiazku 3 (Tabela 16, Ryciny 40-44) poza sygnatami odpowiadajagcymi trycynie
stwierdzono obecnos¢ sygnaldw odpowiadajacych dwoém czasteczkom kwasu
glukuronowego i jednej czasteczce kwasu ferulowego. Sygnaly anomerycznych
protonéw dwoch kwasow uronowych w postaci dwoch dubletow obecnych dla H-1°" przy
8 5,36 ppm i H-1""’ przy 6 4,99 ppm prezentowaly duze state sprzezenia, odpowiednio
J=6,75 Hz i J=8,14 Hz. Potwierdzalo to obecnos$¢ kwasow glukuronowych w formie S-
glukuronopiranozydow. Obecnos¢ kwasu ferulowego stwierdzono na podstawie dwoch
dubletow zarejestrowanych przy § 7,03 ppm (J=1,60 Hz) dla protonu H-2 i przy & 6,62
(J=8,14 Hz) dla protonu H-57 oraz podwoéjnego dubletu obecnego przy & 6,88 (J=8,30;
1,28 Hz) dla protonu H-6™. Obserwowano takze sygnal odpowiadajacy H-2" kwasu
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glukuronowego przy 6 4,64 (dd, J=9,10; 8,41 Hz) charakterystyczny dla podstawionej
czasteczki kwasu glukuronowego przy weglu C-2. Sygnat przy & 3,70 ppm w formie
singletu, przypisano grupie metoksylowej, a sygnaty w formie dubletow 0 duzych statych
sprze¢zenia, charakterystycznych dla podwojnego wigzania trans w czgsteczce kwasu
ferulowego notowano przy 6 7,37 (J=15,76 Hz) i 6 6,17 (J=15,94 Hz), odpowiednio dla
protonow H-7 A i H-8 FA,

W widmie *C NMR (Tabela 16, Ryciny 45-51) w zakresie charakterystycznym

dla anomerycznych wegli czasteczek cukrowych zarejestrowano dwa sygnaty. Pierwszy
obecny przy wartosci 8 96,39 ppm odpowiadat weglowi C-1°°, drugi zarejestrowany przy
warto$¢i & 98.36 ppm przypisano weglowi C-1"". W widmie *C NMR zaobserwowano
zmiang przesunig¢cia chemicznego sygnatu wegla C-2°° w dot pola o ok. +7,0 ppm
(6 79,44 ppm) w stosunku do sygnatu wegla C-2 w niepodstawionej czasteczce kwasu
glukuronowego. Na tej podstawie ustalono, ze druga czgsteczka kwasu glukuronowego
w zwiazku 3 przytaczona byta do pierwszej w pozycji C-2.
W widmie *H-13C typu HMBC (Rycina 52) wykazano korelacje pomiedzy protonem H-
1> kwasu glukuronowego (6 5.36) iweglem C-7 aglikonu (8 162.24), pomiedzy
protonem H-1""’ (6 4.99) kwasu glukuronowego i weglem C-2°(8 79.44) drugiego kwasu
glukuronowego oraz pomiedzy protonem H-2""" kwasu glukuronowego (6 4.64) i weglem
grupy karboksylowej -COOH kwasu ferulowego (6 165,45). Na podstawie widma HMBC
potwierdzono glikozylacje aglikonu w pozycji C-7, potaczenie 1—2 pomiedzy
czasteczkami kwaséw glukuronowych oraz przytaczenie czgsteczki kwasu ferulowego do
kwasu glukuronowego w pozycji C-2°"".

Analiza LC-MS/MS (Tabela 17, Rycina 53-54) pozwolita zaobserwowaé
W trybie pozytywnym obecno$¢ trzech jonow zarejestrowanych przy wartosciach m/z:
859,1991; 507,1194 i 331,0843. Pierwszy z nich odpowiadatl protonowanej czasteczce
zwigzku 3, natomiast dwa kolejne powstawaly na skutek oderwania odpowiednio
czasteczki kwasu ferulowego W potaczeniu z jedng czasteczkg kwasu glukuronowego: -
352 Da (Y1") oraz na skutek rozerwania wigzania O-glikozydowego pomiedzy kwasem
glukuronowym a aglikonem -176 Da (Yo") . W trybie jonéw ujemnych zarejestrowano
pik jonu pseudomolekularnego [M-H] o warto$ci m/z 857,2272 oraz pik jonu Bz m/z
527,1072, powstatemu na skutek utraty masy odpowiadajacej aglikonowi (-330 Da) oraz
stabilizacji ujemnego tadunku na strukturze dwodch, potaczonych kwaséw
glukuronowych acylowanych kwasem ferulowym. Masa monoizotopowa zwigzku 3

wynosita 858,1854. Na podstawie przeprowadzonych analiz zwigzek 3 zidentyfikowano
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jako: 7-0-[2”’-O-feruilo-g-glukuronopiranozylo-(1°’-2”*)-O-g-glukuronopiranozyd]
trycyny (Rycina 108).

OCH,3

Rycina 108. Wzor strukturalny 7-O-[2”’-O-feruilo-S-glukuronopiranozylo-(1°’-2"")-O-4-
glukuronopiranozyd] trycyny.

Mimo prowadzonych prac izolacyjnych nie udato si¢ wyodrebni¢ pozostatych
zwigzkow flawonoidowych dostepnymi metodami. Z uwagi na ich duzg liczbe, zblizone
struktury, atakze wysoka polarnos¢, byly one identyfikowane w mieszaninach
(frakcjach) za pomocg ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) potaczonej
z wysokorozdzielczg (kwadrupol-czas przelotu, QToF) spektrometrig mas. Szczegotowe
analizy widm MS iMS? umozliwity identyfikacje 33 roznych koniugatow
flawonoidowych (poza zwigzkami wyizolowanymi) wsrod ktorych 11 zwigzkow
poznanych byto juz wczesniej, natomiast 22 zidentyfikowano po raz pierwszy w swiecie
ro§linnym. Stanowity one pochodne flawonow: trycyny (17 zwigzkow), chrysoeriolu (7
zwigzkow), apigeniny (2 zwiazki) i luteoliny (1 zwiazek) oraz flawonoli: izoramnetyny

(5 zwigzkow) i syryngetyny (1 zwiazek) (Rycina 109).
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|
OH (6]

Apigenina Izoramnetyna Syryngetyna

Rycina 109. Aglikony zwigzkow flawonoidowych zidentyfikowanych w zielu A. amaranthoides L.

Wszystkie zidentyfikowane struktury zawieraly w czg¢sci cukrowej jedng do
trzech czasteczek kwasu glukuronowego lub metyloglukuronowego, niekiedy
podstawionego czasteczka kwasu fenolowego, a w niektorych zwigzkach dodatkowo
obecna byta glukoza i/lub ksyloza.

Nalezy zaznaczy¢, ze zastosowanie technik M'S moze okazac si¢ niewystarczajace
do okreslenia pelnej struktury zwigzku chemicznego. Nie pozwala m.in. na jednoznaczne
wyznaczenie pozycji podstawienia aglikonu czasteczka cukru iumozliwa jedynie
réznicowanie na pentoz¢ badz heksoze, bez szczegdtowego okreslenia cukru. Mimo to,
na podstawie literatury dotyczacej szeroko prowadzonych badan zwigzanych ze strukturg
flawonoidow, mozliwe jest ustalenie najbardziej prawdopodobnej budowy badanych
zwigzkow, ktore przedstawiono w pracy. W dostgpnym pismiennictwie istnieje wiele
badan (glownie analizy metoda NMR) potwierdzajacych jednoznacznie, typowe dla
flawonow i flawonoli, miejsca podstawienia aglikonu czasteczka cukru, forme czasteczki
cukrowej, rodzaj potaczen miedzycukrowych, miejsce wystgpowania polaczen
estrowych, atakze sposob acylowania czasteczki pochodnymi kwasu cynamonowego
(kwasem p-kumarowym, ferulowym, synapinowym) (Kowalska i wsp., 2007). Ponadto,
obecno$¢ opisywanych w pracy koniugatow flawonow i flawonoli stwierdzono
w przypadku roznych innych gatunkéw roslin (Stochmal i wsp., 2001a,b). Mozna zatem
przyja¢, ze uklady enzymatyczne odpowiedzialne za glikozydacje jak iacylowanie
flawonoidow, maja podobna lub taka sama specyfik¢ dziatania pomi¢dzy odrebnymi

gatunkami. W zwigzku Zz powyzszym, atakze na podstawie analiz NMR
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przeprowadzonych w toku niniejszych badan dla wyizolowanych z A. amaranthoides
flawonoidow, W przypadku pozostalych zwigzkéw flawonoidowych obecnych
w roslinie, przyjeto okreslone struktury chemiczne, uznajgc, ze sa one najbardziej
prawdopodobne.

Analizg LC-MS dla wszystkich badanych prébek przeprowadzono zaréwno
w trybie jonow dodatnich jak i1ujemnych (Tabele 18-50, Rycina 55-88). Widma
uzyskiwano za pomocg wysokorozdzielczego spektrometru mas (Q-ToF), pozwalajacego
na precyzyjne okre$lenie wartosci m/z wszystkich jonow [M+H]" i [M-H]" w trybie MS
i MS2. W przypadku analizowanych zwigzkow zastosowanie wysokorozdzielczych
technik bylo konieczne z kilku wzgledow. Glownym problemem pojawiajagcym si¢
podczas interpretacji widm glikozydow flawonoidowych, dodatkowo acylowanych
pochodnymi kwasu cynamonowego, jest obserwacja utraty oboje¢tnych fragmentow
(neutral loss) grup acylowych o nominalnej masie, odpowiadajacej utracie obojetnych
fragmentow poszczegdlnych cukrow (kwas p-kumarowy iramnoza: -146 Da, kwas
kawowy i glukoza lub galaktoza -162 Da, kwas ferulowy i kwas glukuronowy -176 Da).
Ponadto wystepowanie zwiazkow 0 charakterze izobarow, jak to mialo miejsce
w przypadku analizowanych struktur, nie moze by¢ w petni okreslone z zastosowaniem
niskorozdzielczych analizatoréw MS, jak np. putapka jonowa czy analizator typu
kwadrupol. Zastosowanie analizatora ToF w systemie LC-MS/MS dawato rozdzielczo$é¢
wyzsza niz 10000 FWHM. Dzigki temu mozliwe bylo ustalenie doktadnej wartosci m/z
czgsteczek [M-H]*/[M-H] oraz jonow fragmentacyjnych, z doktadno$cig wigkszg niz
5 ppm, co W potaczeniu z precyzyjnym systemem kalibracji poprzedzajacym analizg,
umozliwialo dokladniejsze okre$lenie struktury badanych zwiazkéw. Duzy wplyw na
uzyskane wyniki miato takze zastosowanie systemu UPLC, bowiem z uwagi na bliskie
podobienstwa  strukturalne niektérych  glukuronidéw, wysoka rozdzielczosé
chromatograficzna stanowita wazny czynnik analizy. Na uwagg zastuguje fakt, ze uktad
UPLC umozliwit rozdzial badanych zwigzkéw w ciggu 8 z 12 minut trwania analizy
chromatograficznej. Polaczenie tego systemu z szybkim, wysokorozdzielczym
spektrometrem mas pozwolilo na rejestracje widm MS? poszczegdlnych zwigzkow.
Rycina 110 przedstawia przyktad chromatogramu EIC (ang. extracted ion
chromatogram) dla warto$ci m/z 815. Na chromatogramie zarejestrowano 7 pikow,
zczego 3 zostaly zidentyfikowane na podstawie dokladnych mas oraz widm
fragmentacyjnych. Kazdy z rozpoznanych zwiazkéw posiadat inny aglikon:

» zwigzek 11 — chrysoeriol: Chrys-7-O-[GIuA-(3-1°")-0-Glc-2"’-O-FerA],
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> zwigzek 12 — luteoling: Lut-7-O-[GIuA-(27-1"")- O-GluA-2""’-O-FerA],
> zwigzek 28 — izoramnetyne: Irha-3-O-[GluA-(27-1""")-O-GluA-2’"’-O-CouA].
Ponadto zwigzki 12 i 28 stanowily izomery, poniewaz charakteryzowaly si¢ takim

samym sktadem elementarnym.

Intensity
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11 12
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Rycina 110. Przyktadowy chromatogram EIC zarejestrowany dla warto$ci m/z 815.

Poza r6znymi aglikonami oba izomeryczne koniugaty byly acylowane innymi kwasami:
zwigzek 12 kwasem ferulowym, a zwiazek 28 kwasem p-kumarowym, stad ten sam sktad
czasteczkowy. Rozrdznienie wszystkich trzech struktur bylo mozliwe dzigki
przeprowadzeniu analizy widm CID w trybie jonow dodatnich i ujemnych (Ryciny 63,
64 i 80). Masa zwiazku 11 roznita si¢ 0 ok. 40 mDa w stosunku do pozostatych dwoch
zwigzkoéw. Roznica taka byta zbyt duza aby wynika¢ np. z nieprawidtowej kalibracji.
Stwierdzono zatem, ze zwigzek ten stanowi czasteczke izobaryczng w stosunku do dwoch
pozostatych, co oznacza, Zze mimo tej samej masy czasteczkowej charakteryzuje si¢
innym sktadem elementarnym.
Wsrod pozostatych rozpoznanych struktur zidentyfikowano sze$¢ innych par izomerow
Zwi3zkow:
» 5! Tric-7-O-[GIuA-(2-1""")-O-GluA-2""’-O-5 OH FerA] i 18: Syr-3-O-[GIuA-
(27-1"")-0-GluA-2’’-O-FerA],
» T: Tric-4’-O-Xyl-7-O-[GluA-(27-1"")-O-GIluA-O-2""’-0-CouA] i 19: Apg-7-O-
{GIuA-(27-1""")-O-[GIuA-(3’-1"""")- O-Glc- 2°’-O-FerAl},
» 21: Chrys-7-O-{GIuA-(2-1""")-O-[GIuA-(2’-1°""")- O-Glc-3"’-O-FerA]}
1 23: Tric-7-O-{GIuA-(27-1""")-O-[GIuA-(2’-1"""")- O-Glc-3""’-O-CouA]}
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» 22: Tric-7-O-{GIuA-(27-1"")-O-[GIuA-(2°-1>>"")- O-Glc-3""-O-FerAl} i 27:
Tric-7-0-{GIuA-(27-1>>")-O-[GIuA-(2’-1°>>")-0-Glc]-3"-O-FerA}

» 25: Chrys-7-O-[GIuA-(27-17")-O-GIuA-2"’-O-FerA] i 26: Tric-7-O-[GIuA-(2”-
17")-O-GluA-2""’-O-CouA],

» 30: Apg-7-O-[GIuA-(27-1°"")-O-GluA-2’">-O-FerA] i 31: Chrys-7-O-[GIuA-(2-
1°?)-O-GluA-2"’-O-CouA],

a takze dwie pary zwigzkow 0 charakterze izobaréw:

» 2:Tric-7-O-GluA i 9: Irha-3-0O-[GluA-(27-1""")-O-GIuA],

» 14: Tric-7-O-[GIuA-(37-1""")-0-Glc-2"’-O-FerA] i 20: Irha-3-O-[GIuA-(27-1""")-
O-GluA-2""’-O-FerA] (Tabela 82).
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Tabela 82. Glikozydy flawonoidowe zidentyfikowane w zielu A. amaranthoides L — analiza MS?.

Doktadna masa Jony fragmentacyjne Jony fragmentacyjne
: Sktad ) C s
Zw. Nazwa zwiazku elementarn monoizotopowa w trybie jonéw w trybie jonéw
y [Da] dodatnich [m/z] ujemnych [m/z]
2 | 7-O-B-glukuronopiranozyd trycyny Ca3H23012 506.1050 507, 331 505, 329, 490, 314
3 t7;}2;/[5},-O-feruno-B-gIukuronop|ranozylo-(1 -2")-O-B-glukuronopiranozyd] CaoHa022 858.1854 859 507, 331 857 507
4 | 5-O-glukuronopiranozylo-7-O-glukopiranozyd trycyny Ca9H3201s 668.1588 669, 507, 331 667, 491, 329
5 | 7-0-2"-O-5-hydroksyferuilo-glukuronopiranozylo-(1"-2")-O- CasHss02 874.1803 875, 507, 369, 331 873, 543, 351
glukuronopiranozyd] trycyny
6 4’-O-k3y|Op.iranOZy|0-7-O-[2m-.O-kUmarOi|O-g|UkUr0nOpiranOZy|O-(1m-2")-o- CaoH42024 930.2066 931’ 799, 609, 433, 301 929’ 797, 497
glukuronopiranozyd] chrysoeriolu
7 4"O'k3ylOp.iran02y|0'7'0'[2m'O'kumarOi|O'g|UkUr0n0piranOZy|0'(1”!'2”)'0' Ca3Ha4025 960.2171 961, 829, 507’ 463, 331 959’ 827, 497
glukuronopiranozyd] trycyny
8 | 7-O-[glukuronopiranozylo-(1"-2")-O-metyloglukuronopiranozyd] trycyny CaoHs2019 696.1537 697, 521, 331 695, 533, 329
9 | 3-O-[glukuronopiranozylo-(1"-2")-glukuronopiranozyd] izoramnetyny CagH28019 668.1224 669, 493, 317 667, 351, 315, 193, 175
10 | 7-O-[glukuronopiranozylo-(1"-2")-glukuronopiranozyd] chrysoeriolu CagH28018 652.1275 653, 477, 317 651, 351, 299, 175
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7-0-[2"-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(17-3")-O-glukopiranozyd]

11 chrysoeriolu C38H38020 814.1956 815, 653, 477, 301 813, 513

12 I7u-tg(-)[|i2r"’;;0-feruiIo-gIukuronopiranozylo-(1”’-2”)-O-glukuronopira\nozyd] CarHsuOn1 814.1592 815, 463, 287 813, 527, 285, 193

13 | 7-O-[glukuronopiranozylo-(1”-2")-glukuronopiranozyd] trycyny Ca9H30019 682.1381 683, 507, 331 681, 351, 193, 175

14 | 7-O-[2"-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1"-3")-O-glukopiranozyd] trycyny Cs9H40021 844.2062 845, 683, 507, 331 843, 513

15 7-O-{2”’-O-ferui|o-[g|uk0piranozy|o-(1””-3”')-O-g|ukopiranozylo]-(1’”-2”)-0— CasH5002 1006.2590 1007’ 507 1005’ 675, 513
glukuronopiranozyd} trycyny

16 | 3-O-glukuronopiranozyd izoramnetyny Ca22H20013 492.0904 493, 317 491, 315

17 | 3:0{3"-O-kumaroilo-fglukopiranozylo-(1""-2")}-O-glukuronopiranozylo}- CasHuaOzs 976.2120 077,815,493,317 | 975, 811, 659, 495, 315
(17-2")-O-glukuronopiranozyd} izoramnetyny

18 3-0-[2"-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1”-2")-O-glukuronopiranozyd)] CoHa023 874.1804 875. 523, 347 873, 527, 333, 193
syryngetyny

19 7-0—{2”’-0-ferui|0-[g|UkOpiranOZy'O-(1""-3’”)-0-g|ukurOﬂOpiranOZy'O]-(1’”- Ca3H44025 960.2171 961, 799, 447’ 271 959’ 689, 527’ 193

2")-0O-glukuronopiranozyd} apigeniny
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3-0-[2"-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1”-2")-glukuronopiranozyd]

20 | . CagH36022 844.1698 845, 493, 317, 177 843, 649, 527, 315, 193
izoramnetyny

21 | 7:0-43"-O-enilo-[glukopiranozylo-(1”-2")}-O-glukuronopiranozylo]-(1”- CasHasOns 990.2277 991, 829, 477, 301 989, 689, 495
2")-O-glukuronopiranozyd} chrysoeriolu

2 7-0-{3 -O-ferg|Io-[glukoplranozylo-(1 -2")-0O-glukuronopiranozylo]-(1”-2")- CasHesOar 1020.2383 1021, 859, 507, 331 1019, 689, 495
O-glukuronopiranozydy} trycyny

23 7;0—{3 -O-kumarqIo-[glukop|ranozylo-(1 -2")-0O-glukuronopiranozylo]-(1”- CasHacOns 990.2277 991, 829, 507, 331 989, 659, 495
2")-O-glukuronopiranozyd} trycyny

2 Zr'yg;[fy'O'S'”ap°"°'9'“k“r°“°p'ra”°ZV'°'(1 2RO reesiEe] GO 888.1960 889,507, 383,331,207 | 887, 557,399, 223

25 | 7-0-{2"-O-feruilo-glukuronopiranozylo-(1”-2’)-O-glukuronopiranozyd] CagHa6021 828.1749 829, 477, 353, 301, 177 827, 527, 333, 193
chrysoeriolu

26 | 7-O-[2”-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1-2")-O-glukuronopiranozyd] CagHas021 828.1749 829, 507, 331, 147 827,497, 333, 163
trycyny

27 7'O'{S”'O'ferU”O'[g|Uk0piran02yl0-(1""'2”’)'0'9|UkUr0n0piran02y|O]-(1",-2")- C45H48027 1020.2383 1021’ 683, 5077 177 1019’ 689, 495

O-glukuronopiranozyd} trycyny
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3-0-[2"-O-kumaroilo-glukuronopiranozylo-(1”-2")-O-glukuronopiranozyd)]

28 | izoramnetyny Cs7H34021 814.1592 815, 493, 317 813, 649, 497, 315, 163

29 | 7-O-glukuronopiranozyd chrysoeriolu CazH20012 476.0954 477, 301

30 Zapog(E,Zn ','r"o'fefu“c"g'“kaO”OP"a”OZY'O'“""2")'0'9'“k“f°”°p"a”°zyd] CarH:Oz0 798.1643 799, 447,331, 271 797,603, 527, 333, 193

igeniny

3 7-O-[2”’-Q-kumaroiIo-glukuronopiranozylo-(1”’-2”)-O-gIukuronopiranozyd] CarH3402 798.1643 799, 477, 301 797, 497
chrysoeriolu

) || EOR O TR A CaoHioO §72.2011 873, 521, 331, 177 871, 677, 519, 329
metyloglukuronopiranozyd] trycyny

33 t7r-y(g;l[ri’l”-benzoiIo-gIukuronopiranozylo-(1’”-2”)-O-glukuronopiranozyd] CasH34020 786.1643 787,507, 331 785, 455, 333,

34 | 7-O-[2"-O-kumaroilo-metyloglukuronopiranozylo-(1"-2')-O- CaoHasO21 842 1905 843 507, 331 841, 695, 633, 511, 329,
glukuronopiranozyd] trycyny 163

35 t7r-y(();;/[ri’,"-O-dehydrodiferuiIo-qukopiranozon-(1”’-2”)—O-glukuronopiranozyd] CasHagO2s 1036.2484 1037, 531, 331 1035, 705, 547, 371

36 | !-0-2"-O-dehydrodiferuilo-glukuronopiranozylo-(17-27)-0- CisHagO2s 1052.2433 1053, 859, 507, 331 1051, 721, 563, 387

glukuronopiranozyd] trycyny
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Siedem sposrod 33 zwigzkéw zidentyfikowanych metoda spektrometrii mas
w zielu A. amaranthoides bylo mono- lub diglikozydami flawonoéw Iub flawonoli.
W przypadku pochodnych chrysoeriolu i trycyny (zwiazki 4, 8, 10, 13, 29) zawieraty one
czgsteczki cukrow przytaczone liniowo w pozycji C-7, natomiast dla pochodnych
izoramnetyny (zwiazki 9 116), woparciu o dostgpng literaturg, za najbardziej
prawdopodobne miejsce przylaczenia cukréw przyjeto pozycje C-3 (Antunes-Ricardo
i wsp., 2014; Sikorska i Mattawska, 2001). Zwiazki 16: Irha-3-O-Glu i 29: Chrys-7-O-
GIluA stanowily monoglukuronidy, zwigzki 9: Irha-3-O-[GluA-(27-1""")-O-GIuA],
10: Chrys-7-O-[GIuA-(27-1""")-O-GluA] i 13: Tric-7-O-[GIuA-(2”-1""")-O-GIuA] byty
diglukuronidami, natomiast zwiazek 4: Tric-5-O-GluA-7-O-Glc posiadat przytaczona
jedng czasteczke kwasu glukuronowego i glukozy, ale w dwoch réznych pozycjach
aglikonu. Dodatkowo zwigzek 8: Tric-7-O-[MetGIuA-(27-1°"")-O-GIuA] byt
diglukuronidem, zczego jedna zczasteczek kwasu glukuronowego zawierala
ugrupowanie estrowe (ester metylowy). Widma masowe CID wszystkich powyzszych
zwigzkéw otrzymane w trybie jonoéw dodatnich, prezentowalty wylacznie jony
fragmentacyjne odpowiadajace sukcesywnemu rozpadaniu si¢ kolejnych wigzan
glikozydowych pomiedzy poszczegdlnymi czasteczkami cukrow, atakze pomiedzy
cukrem i aglikonem. Dodatni tadunek stabilizowany byt na aglikonie, natomiast
w widmie obserwowano szereg jonow Yn'. Taki rodzaj fragmentacji zostal
zaobserwowany juz weczesniej (Marczak iwsp., 2010) iodpowiada ogdlnemu
schematowi fragmentowania glikozydow flawonoidowych (Rycina 111) (Domon
i Costello, 1988; Claeys i wsp., 1996; Vukics i Guttman, 2010) .

OH

[M+H]* Yi* Yo'
m/z 683 m/z 507 m/z 331

Rycina 111. Schemat $ciezki fragmentacyjnej w trybie jonoéw dodatnich dla diglukuronidow
flawonoidowych wyizolowanych z ziela A. amaranthoides na przyktadzie 7-O-[glukuronopiranozylo-(1’-
2”)-glukuronopiranozydu] trycyny (zwigzek 13).
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Sciezka fragmentacyjna obserwowana dla tych samych zwiazkow W trybie jondw
ujemnych byta znaczaco rdzna od uzyskanej dla jonéw dodatnich. W tym przypadku na
skutek fragmentacji, dla diglikozydow obserwowano przede wszystkim utrate aglikonu
oraz stabilizacj¢ ujemnego tadunku na potaczonych czgsteczkach cukroéw. Pik o duzej
intensywnosci obecny przy warto§¢i m/z 351, byt typowy dla diglukuronidéw, co opisano
juz wczesniej (Rycina 112) (Marczak 1wsp., 2010). Interesujacy jest fakt, ze
w przypadku monoglukuronidéow (zwiazek 16: Irha-3-O-Glu i29: Chrys-7-O-GIuA)
schemat fragmentacji w trybie jonéw ujemnych jest taki sam jak W trybie jonow
dodatnich. Obserwuje sig¢ tutaj utratg czasteczki cukru i stabilizacj¢ ujemnego tadunku na
aglikonie, co moze sugerowacé, ze tylko ugrupowania 0 strukturze di- lub triglukuronidow
moga skutecznie stabilizowa¢ tadunek ujemny na reszcie cukrowej. Obserwacje te sa

zgodne z innymi doniesieniami (Kachlicki i wsp., 2007).

o__—0
(e}
OH
HO
HO. HO
o
OH OH o
(o] (o]
HO HO
[M-H] B
m/z 681 m/z 351

Rycina 112. Gtéwna $ciezka fragmentacyjna W trybie jonow ujemnych diglukuronidow flawonoidowych
wyizolowanych zziela A. amaranthoides na przyktadzie 7-O-[glukuronopiranozylo-(1°’-2”)-
glukuronopiranozydu] trycyny (zwigzek 13).

W przypadku zwiazku 4: Tric-5-O-GluA-7-O-Glc, w trybie dodatnim zaobserwowano
w pierwszej kolejno$ci utrate¢ heksozy, a nastgpnie kwasu glukuronowego, natomiast
w trybie ujemnym sytuacja byla odwrotna — ugrupowaniem, ktére jako pierwsze
odszczepiato si¢ od czasteczki byt kwas glukuronowy. Roéznice te jednoznacznie
potwierdzaty, ze zardbwno heksoza jak i kwas glukuronowy sa bezposrednio przytaczone
do czasteczki aglikonu w dwdch réznych pozycjach, ktérych na podstawie analizy MS
nie mozna jednoznacznie wskazac. Kolejny ciekawy przypadek stanowit zwiazek 8: Tric-
7-O-[MetGIuA-(27-1"")-O-GluA], ktéory w poréwnaniu ze zwigzkiem 13: Tric-7-O-
[GIuA-(27-17"")-O-GIuA] prezentowat taka samg sciezke fragmentacyjna w trybie
dodatnim, podczas gdy w trybie ujemnym schemat fragmentacji byt zupetnie inny.
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W przypadku metylowanego diglukuronidu tadunek ujemny stabilizowany byl na
aglikonie. Okazuje si¢, ze podczas gdy dwie grupy karboksylowe potaczonych liniowo
czasteczek kwasu glukuronowego silnie stabilizujg tadunek (Marczak iwsp., 2010),
blokada jednego z ugrupowan karboksylowych powoduje przemieszczenie si¢ tadunku
na aglikon. Istnieje tylko kilka doniesien na temat metylowanych diglukuronidéw
flawonoidowych, dotyczacych flawonoli — kwercetyny i metylokwercetyny,
wyizolowanych z tkanek zwierzecych lub ptynoéw ustrojowych (Lee i wsp., 2012; Mullen
I wsp., 2003; Duenas i wsp., 2008). W doniesieniach tych nie odnotowano obecnosci jonu
fragmentacyjnego przy wartosci m/z 351, co sugeruje, ze albo glukuronidy kwercetyny
prezentowatly inng $ciezke fragmentacyjng, albo zarowno kwas glukuronowy jak i ester
metylowy kwasu glukuronowego, podstawiaty dwie rozne grupy hydroksylowe aglikonu,
do czego jednak autorzy si¢ nie odniesli.

Sposrod 32 zidentyfikowanych w toku badan zwigzkéw az 25 znich bylo
acylowanych réznymi kwasami fenolowymi: kwasem ferulowym (13 zwigzkow),
kwasem p-kumarowym (9 zwigzkow), kwasem synapinowym (1 zwigzek), kwasem
benzoesowym (1 zwigzek), a takze kwasem hydroksyferulowym (1 zwigzek). Ponadto
rozpoznano dwa koniugaty trycyny, dla ktorych zaproponowano acylacje kwasami
dehydrodiferulowymi (zwigzek  35: Tric-7-O-[GIuA-(2”-1"°")-0O-Glc-2"’-O-
DehydrodiFerA] i 36: Tric-7-O-[GIuA-(27-1""")-O-GluA-2’"’-O-DehydrodiFerA]).

Zadne sposérod acylowanych zwigzkéw nie byly monoglikozydami, natomiast
posiadaty przylaczone co najmniej dwie lub trzy czasteczki cukrowe. Podobng zaleznos¢
obserwowano wczesniej W przypadku gatunkéw Medicago (Marczak iwsp., 2010;
Stochmal i wsp., 2001a,b; Kowalska i wsp., 2007). Analiza Sciezek fragmentacyjnych
acylowanych flawonow i flawonoli obecnych wA. amaranthoides wykazata
podobienstwa W stosunku do szlakow fragmentacyjnych zwigzkow pozbawionych
ugrupowan acylowych. Bylo to zauwazalne zwtaszcza w trybie jonow dodatnich, gdzie
W obu przypadkach obserwowano sekwencyjng utrate ugrupowan przytgczonych do
aglikonu i rejestracje szeregu jonow Yn'. Na podstawie otrzymanych wynikéw
stwierdzono, ze regulg jest odszczepianie si¢ 0od jonu pseudomolekularnego terminalnej
czasteczki kwasu fenolowego w potaczeniu z czasteczka kwasu glukuronowego (Rycina
113).
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OCH,4

[M+H]* Yi* Yo*
m/z 829 m/z 477 m/z 301

Rycina 113. Schemat §ciezki fragmentacyjnej W trybie jonow dodatnich dla acylowanych diglukuronidow
flawonoidowych wyizolowanych zziela A. amaranthoides na przyktadzie 7-O-[2’-O-feruilo-
glukuronopiranozylo-(17’-2”)-O-glukuronopiranozyd] chrysoeriolu (zwigzek 25).

W przypadku zwigzkdéw podstawionych kwasem ferulowym charakterystyczna byta wigc
utrata fragmentu o masie 352 Da, a kwasem p-kumarowym fragmentu 322 Da. Takg samag
sytuacj¢ obserwowano dla zwigzkéw podstawionych kwasem hydroksyferulowym (368
Da), benzoesowym (280 Da) i synapinowym (382 Da), jednak z uwagi, ze bylo to tylko
kilka przyktadéw , nie mozna z calg pewnos$cig stwierdzi¢, ze takze w przypadku tych
struktur ten rodzaj fragmentacji stanowi regute.
Odmienny przebieg fragmentacji miat miejsce W przypadku zwigzkéw posiadajacych
trzy, liniowo polaczone cukry, a kwas fenolowy przytaczony byl w pozycji innej niz
terminalna czasteczka cukru:

» 15: Tric-7-O-{GluA-(2-1""")-O-[Glc-(37’-1"""")- O-Glc- 2°*’-O-FerAl},
17: Irha-3-O-{GIuA-(2-1""")-O-[GIuA-(2’-1"""")- O-Glc- 3°’-O-CouAl},
19: Apg-7-O-{GIuA-(2”-1""")-O-[GIuA-(3"’-1"""")- O-Glc- 2°*’-O-FerAl},
21: Chrys-7-O-{GIuA-(2-1""*)-O-[GIuA-(2’-1°""")- O-Glc-3"’-O-FerAl},
22: Tric-7-O-{GluA-(27-1""")-O-[GIuA-(2"’-1"""")- O-Glc-3°"’-O-FerAl},
23: Tric-7-O-{GluA-(27-1""")-O-[GIuA-(2"’-1"""*)- O-Glc-3""’-O-CouAl}.

vV V V V V

W tych przypadkach obserwowano acylacj¢ $rodkowej czasteczki kwasu
glukuronowego, a fragmentem, ktory jako pierwszy odszczepiat si¢ od poszczegdlnych
jonow pseudomolekularnych, byt pojedynczy cukier-heksoza, najprawdopodobniej
glukoza (162 Da). Nastepnie z pozostatego protonowanego fragmentu odszczepial si¢
kwas glukuronowy z przytaczong czasteczkg kwasu fenolowego, a w ostatnim etapie
dochodzito do rozerwania wigzania O-glikozydowego pomiedzy kolejng czasteczka

kwasu glukuronowego iaglikonu. Szczegdlny przypadek stanowil zwiazek 27:
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Tric-7-O-{GluA-(2-1""")-O-[GIuA-(2’-1°""")-0-Glc]-3’-O-FerA}, gdzie  kwas
ferulowy podstawiat czgsteczke kwasu glukuronowego przytaczonego bezposrednio do
aglikonu. W pierwszym etapie fragmentacji nastepowato odszczepienie potgczonych
czgsteczek kwasu glukuronowego i glukozy (352 Da), a nast¢gpnie kwasu ferulowego
I ostatecznie rozerwanie wigzania O-glikozydowego pomigdzy kwasem glukuronowym
I aglikonem. Interesujacy jest fakt, ze dodatni tadunek ostatecznie stabilizowany byt na
czasteczce kwasu glukuronowego, co nie jest typowe dla fragmentacji W trybie jonow
dodatnich.

Analiza widm fragmentacyjnych uzyskanych dla acylowanych glikozydow
flawonoidowych w trybie jonow ujemnych pozwolita zaobserwowaé kilka ciekawych
zalezno$ci. Fragmentacja jonu pseudomolekularnego [M-H] skutkowata poczatkowa
eliminacja aglikonu i pojawieniem si¢ W widmie jonow fragmentacyjnych (B2") 0 duzej
intensywnosci, rejestrowanych przy wartosciach m/z: 497, 527, 513. Odpowiadaly one
czasteczkom cukrow, tworzonym przez dwa kwasy glukuronowe lub kwas glukuronowy
i glukoze, a dodatkowo byty acylowane kwasem kumarowym (m/z 497) lub ferulowym
(m/z 527 1513). Do odszczepiania si¢ fragmentu acylowego dochodzito w kolejnym
etapie fragmentacji. W przypadku niektorych zwigzkéw zarejestrowano ponadto
obecnos¢ jonowo Yo 0 znacznie mniejszej intensywnos$ci pojawiajacych si¢ na skutek
oderwania si¢ od jonu [M-H]" czasteczki kwasu p-kumarowego lub ferulowego:

» 4:Tric-5-O-GluA-7-0-Glc,
» 10: Chrys-7-O-[GIluA-(27-1""")-O-GluA],
12: Lut-7-O-[GIuA-(27-1""")- O-GluA-2""’-O-FerA],
17: Irha-3-O-{GluA-(2”-1""")-O-[GIuA-(2”’-1"*"*)- O-Glc- 3°”’-O-CouAl},
20: Irha-3-O-[GIuA-(27-17")-O-GluA-2""-O-FerA],
32: Tric-7-O-[MetGluA-(27-1°"")-0O-GluA-2"’-O-FerA],
34: Tric-7-O-[GIluA-(2”-1""")-O-MetGluA-2""’-O-CouA],
17: Irha-3-O-{GluA-(27-1""")-O-[GIuA-(2"’-1"""*)- O-Glc- 3°”’-O-CouAl},
20: Irha-3-O-[GIuA-(27-17")-O-GluA-2""-O-FerA],
28: Irha-3-O-[GIuA-(27-1°"")-O-GluA-2""’-O-CouA],
32: Tric-7-O-[MetGluA-(27-1"")-O-GluA-2""’-O-FerA],
» 34: Tric-7-0-[GIuA-(27-1""")-O-MetGIluA-2"’-O-CouA].

YV V V V V V VYV V VY

Ponadto w widmach CID niektorych sposrod analizowanych struktur:
» 17: Irha-3-O-{GluA-(2”-1""")-O-[GIuA-(2"’-1"""*)- O-Glc- 3°”’-O-CouAl},
» 21: Chrys-7-O-{GIuA-(2-1""")-O-[GIuA-(2’-1"""")- O-Glc-3""’-O-FerA]},
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» 22: Tric-7-O-{GIuA-(2-1°"")-O-[GIuA-(2’-1"""")- O-Glc-3"’-O-FerA]},

» 23: Tric-7-O-{GluA-(2”-1""")-O-[GIuA-(2’-1""")- O-Glc-3""’-O-CouAl},

» 27: Tric-7-O-{GIuA-(2”-1""*)-O-[GIuA-(2”’-1"""")-O-GlIc]-3"’-O-FerA},
pojawit si¢ jon fragmentacyjny zarejestrowany przy wartosci m/z 495, ktory odpowiadat
fragmentowi stanowigcemu liniowe potaczenie dwdch czasteczek kwasu glukuronowego

I jednej glukozy (Rycina 114).

0—_—=0
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OH
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HO—_—=0
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N
OH
0
OH o

m/z 495, Ci1sH23016
Rycina 114. Jon fragmentacyjny rejestrowany dla zwiazkéw 17, 21, 22, 23 i 27 w trybie jondéw ujemnych.

Wydaje sig, ze fragment ten obserwowany jest wylacznie W przypadku wystgpowania
wigzan glikozydowych 1-2. Obecnosci jonu przy m/z 495 nie zarejestrowano bowiem
w przypadku zwiazkoéw 15: Tric-7-O-{GluA-(2-1""")-O-[Glc-(3"’-1"""")- O-Glc- 2°*’-
O-FerAl} i19: Apg-7-O-{GIuA-(2-1""")-O-[GIuA-(3’-1"""")- O-Glc- 2’*’-O-FerAl},
ktére réwniez zawieraly trzy liniowo potaczone cukry, dla ktorych jednak stwierdzono
wystepowanie jednego wigzania migdzycukrowego typu 1-3. Odosobniony przypadek
stanowil takze zwiazek 34: Tric-7-O-[GIuA-(2”-1""")-O-MetGIluA-2""’-O-CouA], dla
ktorego W trybie jonow ujemnych obserwowano jon fragmentacyjny 0 wartosci m/z 511,
przypisany fragmentowi sktadajacemu si¢ z dwoch czasteczek kwasu glukuronowego
i jednej czasteczki kwasu kumarowego, z czego dodatkowo jeden kwas glukuronowy
zawierat ugrupowanie estrowe (ester metylowy).

Jak wykazano wyzej dla zwiazku 4 (Tric-5-O-GluA-7-O-Glc) analiza widm zaréwno
w trybie jondéw dodatnich jak iujemnych umozliwita identyfikacj¢ zwiazkoéw
posiadajgcych czasteczki cukrowe przylgczone w dwoch réoznych pozycjach. Podobna
sytuacja byta rowniez obserwowana dla acylowanych zwigzkéw 6 (Chrys-4’-O-Xyl-7-
O-[GluA-(27-1"")-O-GIuA-2>’0-CouA]) 17 (Tric-4’-O-Xyl-7-O-[GIuA-(27-1°"")-O-
GluA-2""’-O-CouA]). W trybie pozytywnym obserwowano dwie mozliwe S$ciezki

fragmentacyjne dla jonu pseudomolekularnego. Pierwsza z nich dotyczyta odszczepienia
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fragmentu o masie 132 Da odpowiadajacemy czasteczce pentozy (przypuszczalnie
ksylozy). Druga mozliwa droga fragmentacji przebiegata poprzez odszczepienie
czgsteczki kwasu glukuronowego z przytagczonym kwasem p-kumarowym (322 Da).
Dalszy rozpad prowadzit do otrzymania deprotonowanych czasteczek aglikonow.
W trybie negatywnym zkolei obserwowano utrat¢ oboj¢tnego  fragmentu
odpowiadajagcego pentozie, anastgpnie 0dszczepienie czasteczki aglikonu, co
skutkowalo pojawieniem si¢ jonu fragmentacyjnego przy m/z 497 odpowiadajgcego
deprotonowanemu diglukuronidowi acylowanemu kwasem p-kumarowym (Marczak
i wsp., 2010). Nalezy jednak zauwazyC, ze nie jest mozliwe okreSlenie pozycji
przytaczenia ksylozy wylacznie na podstawie widm masowych. Mozna jednak zatozyc¢,
ze, z uwagi na zawade przestrzenng, najbardziej prawdopodobnym miejsciem
podstawienia czasteczka ksylozy jest pozycja C-4’.

W toku badan zarejestrowano ponadto widma fragmentacyjne jonéw prekursorowych
0 relatywnie wysokich masach molekularnych, przekraczajacych 1000 Da, np. zwiazek
35: Tric-7-O-[GIuA-(27-1""")-O-Glc-2’’-O-DehydrodiFerA] (1036 Da) i 36: Tric-7-O-
[GIuA-(27-17"")-O-GluA-2""’-O-DehydrodiFerA] (1052 Da). Analiza S$ciezek
fragmentacyjnych pozwolita wysnu¢ wnioski, ze sg to diglukuronidy trycyny acylowane
kwasami dehydrodiferulowymi. W zwigzku 36: wystepowat jako podstawnik cyklobutan
kwasu diferulowego (Dobberstein i Bunzel, 2010; Renger i Steinhart, 2000). Tego typu
dimer kwasu ferulowego powstaje na skutek cyklodimeryzacji zachodzacej w roslinie
pod wptywem promieniowania UV (Ford i Hartley, 1989), stad nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢ czy zwigzek ten wystgpowal pierwotnie w zielu A. amaranthoides, czy tez
powstat W toku przygotowywania probek do analizy i ich ekspozycji na $wiatto. W trybie
jonéw dodatnich zwigzek ten prezentowal typowa S$ciezke fragmentacyjng.
W poczatkowym etapie dochodzito do uwolnienia z dimeru jednej z czasteczek kwasu
ferulowego, a zarejestrowany przy wartosci m/z 859 jon fragmentacyjny odpowiadat
ferulowanemu diglukuronidowi trycyny. Dalsze etapy fragmentacji przebiegaty
identycznie jak w przypadku zwigzku 3. Dla trybu jondw ujemnych zaobserwowano
klasyczne odszczepienie aglikonu, a nastgpnie utrate dwoch kwasow glukuronowych
I obecnos¢ jonu przy m/z 371, przypisanego deprotonowanej czasteczce dimeru kwasu
ferulowego. W widmie zarejestrowano takze jon fragmentacyjny przy wartosci m/z 193
odpowiadajacy jednej deprotonowanej czasteczce kwasu ferulowego. Zwigzek 35 z kolei
zawieral W swojej strukturze niecykliczny kwas dehydrodiferulowy, ktéry czesto bywa

obecny w $cianach komoérkowych roslin, szczegdlnie wsrod traw, gdzie stanowi
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potaczenie chemiczne pomig¢dzy tancuchami arabinoksylanow (Garcia-Conesa i wsp.,
1997; Micard 1 wsp., 1997). Tego typu dimery produkowane sg na skutek reakcji
enzymatycznych zachodzacych z udziatem peroksydaz, w zwigzku z tym jest bardzo
prawdopodobne, ze zwigzek ten wystgpuje pierwotnie W roslinie. Kwasy
dehydrodiferulowe wystepuja naturalnie W postaci réznych form izomerycznych
(Stobiecki i wsp., 2002), w zwiazku z tym nie mozna jednoznacznie ustali¢ ktora z form
obecna jest w zidentyfikowanym zwiazku. Przebieg fragmentacji zwigzku 35 r6zni si¢ od
zwigzku 36. W trybie jonéw dodatnich obserwowano tutaj bowiem utrate fragmentu
0 masiec 506 Da odpowiadajacego odszczepieniu aglikonu potaczonego z kwasem
glukuronowym (330 Da trycyna, 176 Da kwas glukuronowy). Ladunek dodatni
stabilizowany byl na glukozie z przytlaczonym dimerem kwasu dehydrodiferulowego
(m/z 531). Mimo to jony fragmentacyjne odpowiadajace deprotonowanemu aglikonowi
réwniez byly obecne w widmie. Fragmentacja w trybie jondw ujemnych dostarczyta
dodatkowych informacji zwigzanych ze strukturg zwiazku 35. W pierwszej kolejnosci
miato miejsce typowe odszczepienie aglikonu z jonu pseudomolekularnego [M-H].
Nastepnie dochodzito do oderwania czasteczki kwasu glukuronowego, a w kolejnym
etapie do rozerwania dimeru kwasu ferulowego, co skutkowalo obserwacja w widmie
jonu przy wartosci m/z 371, odpowiadajacego glukozie potaczonej z kwasem
a-hydroksyferulowym. Schemat $ciezki fragmentacyjnej zwiazku 35 w trybie jondw

ujemnych przedstawiono na rycinie 115.

199



OMOWIENIE 1 DYSKUSJA

m/z 1035 m/z 705

-176 Da

m/z 547

Rycina 115. Schemat §ciezki fragmentacyjnej dla 7-O-[2"’-O-dehydrodiferuilo-glukopiranozylo-(17’-2"")-
O-glukuronoopiranozyd] trycyny (zwigzek 35) w trybie jondw ujemnych.

Badania ilo$ciowe

W kolejnym etapie badan dokonywano analizy ilosciowej obejmujacej okreslenie
zawartosci sumy polifenoli w wyciggach metanolowym i wodnym (odwar) oraz
zawartosci flawonoidow w surowcu. Obie analizy przeprowadzono z wykorzystaniem
odpowiednich metod spektrofotometrycznych. Do chwili obecnej nie podjeto tego
rodzaju badan dla A. amaranthoides.

Catkowitg zawarto$¢ polifenoli oznaczano dla wyciagu metanolowego i wodnego
z zastosowaniem metody z odczynnikiem Folin-Ciocalteu, awyniki wyrazono
w przeliczeniu na kwas galusowy. Na podstawie analizy stwierdzono, ze wyzsza
zawarto$cig zwigzkow polifenolowych charakteryzowal si¢ odwar: 31,17+0,7227
mg/GAE g wyciagu (0,77 % w przeliczeniu na surowiec) (Tabela 54) natomiast wyciag
metanolowy zawierat ich 0 ok. 1,5 razy mniej: 22,69+1,0428 mg/GAE g wyciagu (0,31
% w przeliczeniu na surowiec) (Tabela 53).

Oznaczanie zawarto$ci flawonoidow przeprowadzono metodg farmakopealna
opisang dla Violae herba cum flore (Ph. Eur. VII, 2010) zmodyfikowang przez Siatka

I Kasparova (2010). Polega ona na tworzeniu z kwasem borowym i w obecno$ci kwasu
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szczawiowego chelatow wykazujacych zielonozo6tta fluorescencje. Reakcja ta jest typowa
dla flawonéw i flawonoli zawierajacych ugrupowanie OH w pozycji C-5 aglikonu
(Klimek i wsp., 2011). Ponadto dobor tej metody wynikat m.in. z braku koniecznosci
przeprowadzania reakcji hydrolizy wymaganej w najcze$ciej stosowanej metodzie wg
Christa- Miillera (FP X, 2014), ktéra oparta jest na tworzeniu barwnych kompleksow
z AICI3 aglikonow powstatych w wyniku hydrolizy wyciagu. Wigkszos¢ flawonoidow
obecnych w badanych wyciggach to zwiazki z przylagczonym wigzaniem O-
glikozydowym kwasem glukuronowym w pozycji C-7 aglikonu. Cho¢ zwykle hydroliza
wigzan O-glikozydowych przebiega sprawnie, umiejscowienie czasteczki cukru z pozycji
C-7 przewaznie wiaze si¢ Z koniecznoscig dtuzszej reakcji. Dodatkowo podstawienie
aglikonu w pozycji C-7 kwasem glukuronowym, przez niektorych autorow uwazane jest
za najbardziej oporne iwymagajace najdtuzszego czasu przeprowadzania reakcji
hydrolizy, nawet do kilku czy kilkunastu godzin (Bohm, 1999). Ponadto flawonoidy
obecne w A. amaranthoides stosunkowo stabo reagowaty z chlorkiem glinu. Moglo to
m.in. wynika¢ z wystgpowania ugrupowania metoksylowego w pozycji C-3’
(chrysoeriol, izoramnetyna) lub w pozycji C-3” i C-5’ (trycyna, syryngetyna) pier§cienia
B, aco za tym idzie, mimo obecnosci ugrupowania hydroksylowego w pozycji C-4’,
niezdolnosci to tworzenia kompleksow z chlorkiem glinu. W zwigzku z tym najczesciej
wykorzystywang W oznaczaniu flawonoidow metode Christa-Miillera uznano za
nieodpowiednig W przypadku wyciagow otrzymanych zziela A. amaranthoides.
Zastosowana zmodyfikowana wg Siatka 1 Kasparova (2010) metoda farmakopealna

wykazala, ze $rednia zawartosci flawonoidow w surowcu wynosi w przeliczeniu na 7-

glukozyd apigeniny 17,76 mg AG/g (1,78 %) (Tabela 57).

Badania aktywnosci biologicznej

Podjete badania aktywno$ci biologicznej obejmowaty okreslenie dziatania
antyoksydacyjnego, przeciwzapalnego oraz przeciwdrobnoustrojowego dla wyciagu
metanolowego i wodnego.

Dziatanie przeciwutleniajagce wyciaggéw roslinnych moze wynika¢ z obecnos$ci
w ich sktadzie zwigzkow o charakterze polifenoli, w tym flawonoidéw. Liczne prace
dowiodty istnienie zaleznos$ci pomiedzy zawartoscig tych zwiazkow a ich aktywnoscig

antyoksydacyjng (Alonso i wsp., 2002; Gregoris i Stevanato, 2010; Anesini i wsp., 2008).
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Potencjat antyoksydacyjny wyznaczano z zastosowaniem dwoch metod. Pierwsza
znich polegala na oznaczeniu dzialania przeciwutleniajgcego 2z zastosowaniem
odczynnika DPPH. Jest to metoda powszechnie stosowana w pomiarach aktywnoS$ci
antyoksydacyjnej ekstraktow roslinnych. Jako substancje referencyjne wykorzystano
w badaniu dwa znane antyoksydanty: BHA oraz witaming C. Otrzymane dla wyciggu
metanolowego oraz odwaru wyniki przedstawiono jako rownowaznik witaminy C czyli
stezenie witaminy C wywierajgce takie samo dziatanie antyoksydacyjne, co badany
antyoksydant (wyciag), atakze wykorzystujac parametr ICsp, okreslajacy stezenie
antyoksydantu (wyciagu) przy, ktérym dochodzito do spadku poczatkowego stgzenia
rodnika (DPPH") 0 50 % (Tabela 65 i 68, Rycina 93-94). Oba z badanych ekstraktow
charakteryzowaty si¢ bardzo niskg aktywnos$cig antyoksydacyjna. W przypadku wyciagu
metanolowego warto$¢ 1Cso wynosita 946,75 pug/ml, a dla odwaru wartos¢ ta byta ponad
2 razy nizsza |wynosita odpowiednio 431,95 pg/ml, co odpowiadato wigkszej
aktywno$ci wyciggu wodnego. Dla poréwnania warto$¢ parametru 1Cso w przypadku
zastosowanych w badaniu substancji referencyjnych, BHA i witaminy C, wynosita
odpowiednio 3,13 pg/ml i4,57 pg/ml. Otrzymane wyniki oznaczania aktywnos$ci
antyoksydacyjnej dobrze korelujg z zawartoscig sumy polifenoli w wyciggach (Rycina
99). Druga zastosowana metoda opierata si¢ na reakcji z odczynnikiem FRAP. Jej
wykorzystanie umozliwia bezposrednie oznaczenie zdolnosci redukujacych substancji
lub wyciagéw. Wyniki dos$wiadczenia zostaly przedstawione jako rownowaznik
witaminy C, ktora postuzyta w badaniu za zwigzek wzorcowy, co jednoczesnie
umozliwito porownanie potencjatu antyoksydacyjnego zbadanego dwoma odrgbnymi
metodami (DPPH, FRAP) (Rycina 100). Nalezy zauwazy¢, ze wyniki pomiaru
aktywno$ci antyoksydacyjnej metoda FRAP byly bardziej poréwnywalne dla obu
wyciggow niz w przypadku metody z odczynnikiem DPPH. Badanie potwierdzito nieco
silniejsze dziatanie dla odwaru (FRAPvce dla stezenia 750 pg/ml wyciggu metanolowego
I odwaru wynosito odpowiednio 1,4 i 1,75). Zastanawiajacy jest fakt, ze mimo obecnosci
stosunkowo duzej zawartosci flawonoidow w surowcu (17,76 mg AG/g) oba otrzymane
Z niego wyciagi prezentowaly staba aktywnos$¢ antyoksydacyjng. Moze by¢ to zwigzane
ze strukturg zwigzkéw flawonoidowych. Istniejg doniesienia, W ktorych stwierdza sie
Scistg zalezno$¢ aktywnoSci antyoksydacyjnej flawonoidow od ich budowy (Arora i wsp.,
1999; Cao iwsp., 1997). Wedlug niektorych badan najwigkszy potencjat
przeciwutleniajacy wykazuja aglikony (Hopia i Heinonen, 1999). Wsrod elementéw

budowy majacych wpltyw na duzg aktywno$¢ antyoksydacyjng wymienia si¢
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wystepowanie grup hydroksylowych w pozycjach C-3i C-5 lub C-5i C-7 (np. kemferol,
apigenina). Ponadto znaczenie ma takze obecno$¢ grup hydroksylowych W pierscieniu B,
szczegblnie ugrupowan orto-3’,4’-dihydroksylowych (np. kwercetyna i luteolina).
Glikozylacja, metylacja lub zmiana potozenia tych ugrupowan skutkujg obnizeniem
poziomu aktywnosci antyoksydacyjnej (Matolepsza i Urbanek, 2000). Z drugiej jednak
strony badania dowodza, ze glikozydy flawonoidowe mogg wywieraé silne dziatanie
przeciwutleniajace. W badaniach aktywnos$ci antyoksydacyjnej wykonanych metoda
ABTS 1EPR wykazano aktywno$¢ 7-O-[2’-O-feruiloglukuronopiranozylo-O-
glukuronopiranozydu] trycyny, wyodrgbninego z ziela A. amaranthoides (Pawlak i wsp.,
2010). Inne doswiadczenia przeprowadzono m.in. dla di- i tri- glukuronidow flawonow
(trycyny, chrysoeriolu, apigeniny) wyizolowanych z Medicago sativa i M. truncatula
z zastosowaniem metody TLC-DPPH. Zwiazki te, podobnie jak w przypadku
zidentyfikowanych w wyciagach z ziela A. amaranthoides, byly acylowane m.in.
kwasem ferulowym. Badanie dotyczyto jednak pojedynczych, wyizolowanych
zwigzkOow, natomiast W niniejszej pracy badano aktywno$¢ antyoksydacyjng dla
wyciagdw, W ktorych byly obecne flawonoidy. Moze to sugerowaé, ze dzialanie
przeciwutleniajagce zwigzkow flawonoidowych znoszone bylo przez inne wystepujace
W wyciagach grupy zwigzkéw lub, ze nie wszystkie z obecnych w A. amaranthoides
glukuronidéw charakteryzuje wysoka aktywnos$¢ antyoksydacyjna. Zidentyfikowane
struktury w wigkszosci zawieralty metylowane grupy hydroksylowe w pierscieniu B
(trycyna, chrysoeriol, syryngetyna, izoramnetyna) ibyly podstawione czgsteczkami
cukrow w pozycjach C-7, C-3, C-5 czy C-4’. Modyfikacje te mogg wplywaé na obnizenie
aktywnos$ci antyoksydacyjnej, co wymagaloby jednak potwierdzenia poprzez zbadanie
dziatania przeciwutleniajacego poszczegolnych flawonoidéw obecnych w wyciagach.
W zwigzku z istniejacymi W dostgpnej literaturze doniesieniami dotyczacymi
przeciwzapalnego dziatania glukuronidow (Hiermann iwsp., 1991), podjeto takze
badania aktywnos$ci przeciwzapalne;.
Udowodniono wielokrotnie, ze mechanizm dzialania przeciwzapalnego flawonoidow
moze by¢ bardzo zroéznicowany. Przede wszystkim zwigzki te posiadaja zdolno$¢
inhibicji szeregu enzymow. Do najczesSciej wymienianych naleza cyklooksygenazy,
glownie COX-2, lipooksygenazy, a takze fosfolipaza Az. W rezultacie ich blokowania
dochodzi do hamowania kaskady przemian kwasu arachidonowego, a co za tym idzie
zmniejszenia syntezy prozapalnych czynnikow, takich jak np. prostaglandyny czy

leukotrieny stanowigce mediatory procesow zapalnych (Mattawska, 2008).
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Podjete badania obejmowaly ocene wplywu wyciggu metanolowego i odwaru
zziela A. amaranthoides na poziom biatka COX-2, atakze na poziom PGE-.
W pierwszym etapie doS§wiadczenia przeprowadzono test w Kierunku cytotoksycznego
dziatania badanych wyciggow z zastosowaniem testu MTT. Obecnie jest on jednym
Z najczesciej stosowanych testow okreslajacych dziatanie cytotoksyczne (Anuszewska,
2010), jednak istnieja doniesienia, ze W przypadku zwigzkow flawonoidowych moga
wystepowac pewne ograniczenia. Udowodniono bowiem, ze niektore aglikony, jak np.
kemferol, kwercetyna czy luteolina dziataja redukujaco na MTT, przez co moze
dochodzi¢ do btedow w odpowiedniej interpretacji uzyskanych wynikow (Peng i wsp.
2005). Na podstawie otrzymanych rezultatow stwierdzono, ze zardwno wyciag
metanolowy jak i odwar nie dziataja cytotoksycznie na komorki HaCaT w przyjetym
zakresie stezen. Wartos¢ ICso wzgledem proby kontrolnej nie zostala osiagnigta czyli
proliferacja komorek nie ulegata zmniejszeniu 0 50 % (Tabela 78, Rycina 101 i 102).

Kolejnym etapem badania aktywnos$ci przeciwzapalnej bylo okreslenie wptywu
wyciggdéw na poziom biatka COX-2 za pomocg metody Western Blot z wykorzystaniem
specyficznych przeciwcial. Zastosowane W badaniu komorki HaCaT aktywowane byty
prozapalng cytoking TNFa. Po przeprowadzeniu inkubacji komoérek z badanymi
wyciggami, poddawano je dziataniu buforu RIPA, ktérego zadaniem byla liza bton
komorkowych, aponadto rozpuszczenie biatek oraz inaktywacja odpowiednich
enzymoOw (kinazy, proteazy, fosfatazy). Biatka po denaturacji poddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu, anastepnie dokonywano ich ,transferu mokrego” z zelu na
membrang¢ PVDF. Wykrywanie biatek przeprowadzano za pomoca specyficznych
przeciwcial, aich poziom okreslano dokonujac densytometrycznych pomiarow
intensywnosci prazkow otrzymanych na blocie.

Poziom PGE2 oznaczono z wykorzystaniem zestawu Prostaglandin E> Express EIA Kit
(Cayman Chemical), postepujac zgodnie z intrukcja produktu. Do oznaczenia
wykorzystano supernatant z hodowli komorek HaCaT, a polegato ono na konkurecyjnym
wigzaniu do przeciwciat poliklonalnych pomigdzy PGE2 obecng w supernatancie a PGE;
dodang do kazdej proby skoniugowang z acetylocholinesteraza. Przeciwciala
immobilizowano na ptytce wielodotkowej. Nastepnie przeprowadzano inkubacje, po
czym wyptukiwano odczynniki, ktore nie ulegly zwigzaniu. Ostatnim etapem byta reakcja
z odczynnikiem zawierajacym substrat dla acetylocholinesterazy (odczynnik Ellmana),
ktorej produkt silnie absorbuje promieniowanie UV przy dlugosci fali 410 nm,

a absorbancja jest odwrotnie proporcjonalna do zawartosci PGE2 w badanych probach.
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Zarowno wycigg metanolowy jak i odwar obnizaly poziom biatka COX-2 wzgledem
proby kontrolnej stymulowanej TNFo, odpowiednio 0245 i242 %, w przypadku
najwyzszych badanych stezen - 600 pug/ml. Jednoczesnie dla tego samego st¢zenia
obserwowano obnizenie poziomu PGE2 ook. 53 % w przypadku odwaru i 050 %
w przypadku wyciggu metanolowego. Wyniki dla obu badanych wyciagdéw byty zatem
porownywalne. Wraz ze wzrostem badanych st¢zen zastosowanych w doswiadczeniu
obserwowano silniejsze oddziatywanie na poziom biatkowy COX-2, co jednoczesnie
korelowato ze wzrostem hamowania poziomu PGE;. Zalezno$¢ taka moze oznaczac, ze
badane wyciagi reguluja posrednio aktywnos¢ COX-2 poprzez wplyw na poziom
enzymu, raczej nie wplywajac bezposrednio na jego aktywno$é. Niewatpliwie jednak
potrzebna jest wigksza ilo$¢ szczegotowych badan, ktore umozliwityby dokladniejsze
poznanie mechanizméw przeciwzapalnego dziatania eckstraktow z ziela A.
amaranthoides.

Wiele ekstraktow roslinnych bogatych w zwigzki 0 charakterze polifenoli, w tym
flawonoidy, posiada udowodnione dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Sita dzialania,
a takze jego mechanizm sg W gtéwnej mierze uzaleznione od struktury poszczegolnych
zwigzkow (Bylka, 2004; Cowan, 1999). Badania aktywnoS$ci przeciwdrobnoustrojowe;j
wyciggu metanolowego i odwaru z ziela A. amaranthoides obejmowaty ich wptyw na
wybrane szczepy bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus), Gram-ujemnych
(Pseudomonas aeruginosa) i grzybow (Candida albicans), wtym dermatofitow
(Trichophyton mentagrophytes i T. rubrum). W doswiadczeniu wyznaczano najmniejsze
stezenie hamujace rozwoj drobnoustrojow (MIC), a takze najmniejsze stezenia bakterio-
lub grzybobdjcze (MBC/MFC). Jako substancje odniesienia wykorzystano nystatyne oraz
amikacyne (Tabela 81). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze odwar
charakteryzuje si¢ bardzo stabym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym zaréwno
w stosunku do bakterii jak i grzybow (S. aureus: MIC = 200 mg/ml, MBC > 200 mg/ml;
P. aeruginosa: MIC i MBC > 200 mg/ml; C. albicans: MIC i MFC > 200 mg/ml; T.
mentagrophytes: MIC = 100 mg/ml, MFC = 200 mg/ml; T.rubrum: MIC = 50; MFC =
200 mg/ml). W poréwnaniu z odwarem aktywno$¢ wyciggu metanolowego byta wyzsza
dla szczepdéw bakterii i grzybow (S. aureus: MIC i MBC = 37,5 mg/ml; P. aeruginosa:
MIC i MBC = 37,5 mg/ml; C. albicans: MIC = 75 mg/ml, MFC >75 mg/ml). Silniejsze
dziatanie cechowato wyciagg metanolowy, zwlaszcza w przypadku dermatofitow: T.
mentagrophytes i T. rubrum, gdzie uzyskane wartosci MIC i MFC wynosity
odpowiednio: 9,3751 37,5 mg/ml oraz 9,375 18,75 mg/ml. Z uwagi na fakt, ze catkowita
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zawarto$¢ polifenoli oznaczonych dla obu wyciggdéw byta wigksza w przypadku odwaru,
wysnuto  wniosek, ze silniejsze przeciwdrobnoustrojowe dziatanie wyciagu
metanolowego moze wynika¢ z wystgpowania W jego sktadzie zwigzkow innych niz te

o charakterze polifenoli.
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1. Ziele Axyris amaranthoides L. jest bogatym zrodlem wielu glukuronidow
flawonoidowych, a zidentyfikowane w badanym surowcu zwiazki sg unikalne
W $wiecie roslinnym.

2. Flawonoidy obecne sg w surowcu w duzej liczbie (wykryto 36) i wykazuja
podobne wlasciwosci (wysoka polarnos¢, dobra rozpuszczalnos¢ w wodzie,
zblizone warto$ci wspotczynnika Rf) oraz maja zblizone struktury.

3. Wyodrebnienie w postaci jednorodnej, zwykle stosowang metoda chromatografii
kolumnowej, okazalo sie¢ mozliwe w przypadku trzech zwigzkoéw
flawonoidowych. Ich budowe chemiczng ustalono na podstawie wynikéw analiz
spektralnych: UV, *H i 3C NMR oraz LC-MS i LC-MS/MS.

4. Ustalenie struktury kolejnych trzydziestu trzech zwigzkéw okazato si¢ mozliwe
wyltacznie metodg ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) potaczonej
z wysokorozdzielczg (kwadrupol-czas przelotu, QToF) spektrometrig mas.

5. Udowodniono, ze W identyfikacji wielosktadnikowej mieszaniny glukuronidéow
0 zblizonych wtasciwosciach, uzyteczna jest analiza widm MS? po rozdziale
zwigzkow metoda UPLC.

6. Ustalono, ze badany gatunek syntetyzuje glukuronidy flawonoidowe,
podstawione 1-3 czasteczkami kwasu glukuronowego, niekiedy acylowanego
pochodnymi kwasu cynamonowego (kwas ferulowy, kumarowy, synapinowy,
benzoesowy, dehydrodiferulowy) lub/oraz zestryfikowanego czasteczka glukozy
lub ksylozy.

7. W surowcu dominujg zwiazki 0 strukturze flawonu, sposrod ktorych szesnascie
to pochodne trycyny, siedem chrysoeriolu, dwa apigeniny i jeden luteoliny.
Z grupy flawonoli wykryto pie¢ pochodnych izoramnetyny i jedna syryngetyny.

8. Czternascie zidentyfikowanych flawonoidow znanych bylo wczesniej w §wiecie
ro$linnym.

9. Okreslono strukture 22 glukuronidow flawonoidowych, dotad nie opisanych

w $wiecie ro§linnym.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

W dostepnej literaturze mato jest danych dotyczacych identyfikacji tak duzej
liczby  glukuronidow  flawonoidowych ~ w jednym  surowcu ros$linnym.
Weczesniejsze badania zwigzkow 0 podobnych strukturach zakonczyly sie
identyfikacjg (réwniez z zastosowaniem spektrometrii mas) 21 w Medicago
sativa i 32 glukuronidow flawonoidowych w M. truncatula.

Poréwnano catkowita sume polifenoli w wyciggu metanolowym iwodnym
(odwar) otrzymanych w wysuszonego ziela A. amaranthoides. Wyzszg
zawarto$cig tych zwigzkoéw, w przeliczeniu na kwas galusowy, charakteryzowat
si¢ odwar.

Wykazano, ze zawarto$¢ flawonoidow w surowcu wynosi 1,77 % w przeliczeniu
na 7-glukozyd apigeniny, co pozwala zaliczy¢ ziele A. amaranthoides do
surowcow flawonoidowych.

Dla wyciggdéw metanolowego iwodnego (odwar) przeprowadzono po raz
pierwszy  badania  aktywnosci  biologicznej, obejmujace  dziatanie
antyoksydacyjne, przeciwzapalne i przeciwdrobnoustrojowe.

Zardbwno wyciag wodny jak iodwar wykazywaly staba aktywnosc
antyoksydacyjna oraz zdolno$é redukcji jonow Fe®'. Silniejszym dziataniem
cechowal si¢ odwar. Otrzymane wyniki koreluja z catkowitg zawartoscia
polifenoli w obu wyciagach.

Oba badane wyciagi wptywaty na poziom COX-2 i PGE2, szczegolnie silnie
w stezeniu 600 pg/ml. Aktywno$¢ hamujgca wyciggu metanolowego i odwaru
byla poréwnywalna.

Wyciagi wykazywaty stabe dziatanie wobec badanych szczepow bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych, natomiast wyciag metanolowy dziatal stosunkowo
silnie na szczepy dermatofitow.

Wyniki przeprowadzonych badan dostarczajg nowych informacji na temat sktadu

chemicznego oraz aktywnosci biologicznej ziela Axyris amaranthoides.
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Celem pracy byly badania fitochemiczne ziela AXxyris amaranthoides L.
obejmujace analizg sktadu chemicznego surowca w zakresie zwigzkow flawonoidowych
jak i ocena wybranych kierunkéw aktywnosci biologicznej. Do chwili obecnej surowiec
ten nie byt poddawany tego typu badaniom.

Teoretyczna czes$¢ pracy przedstawia informacje na temat rosliny, ktére obejmuja
charakterystyke botaniczng rodzaju i gatunku, atakze dotychczasowy stan badan.
Dodatkowo w czes$ci tej zaprezentowano ogoélne informacje na temat zwigzkoéw
flawonoidowych, ze szczegdlnym uwzglednienieniem glukuronidow flawonoidowych —
ich wystepowania oraz aktywnosci biologicznej. Kolejnym elementem omdwionym
W czgscl teoretycznej jest wykorzystanie spektrometrii mas w analizie zwigzkow
flawonoidowych.

W cze$ci doswiadczalnej, przy wykorzystaniu techniki chromatografii
kolumnowej,  wyizolowano trzy zwiagzki flawonoidowe: trycyng, 7-O-
glukuronopiranozyd trycyny, atakze 7-O-[2’-O-feruilo-S-glukuronopiranozylo-(17’-
2”)-O-f-glukuronopiranozyd] trycyny. Ich strukture okreslono metodami spektralnymi:
UV, Hi 3C NMR, LC-MS/MS. Pozostatych flawonoidéw obecnych w surowcu, mimo
podjetych prob izolacji (chromatografia kolumnowa, preparatywna chromatografia
bibutowa i cienkowarstwowa), nie udato si¢ wyodrebni¢. Z powodu podobienstw
budowy chemicznej i z uwagi na fakt, ze wsrdd badanych zwigzkéw wystepowaly liczne
izomery oraz izobary konieczne bylo zastosowanie wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] sprzezonej Zztandemowa spektrometria mas (LC-MS/MS). W wyniku
prowadzonych analiz wyznaczono doktadna mas¢ monoizotopowa oraz przebieg
fragmentacji poszczeg6lnych flawonoidow, co umozliwito ich identyfikacje
I rozroznienie. W efekcie, metodg LC-MS/MS, zidentyfikowano dodatkowo 33 zwigzki
flawonoidowe o charakterze glukuronidéw, ktore stanowily pochodne flawonow
(trycyna, chrysoeriol, apigenina, luteolina) ora flawonoli (izoramnetyna, syryngetyna).
Wiekszo$¢ z nich to struktury po raz pierwszy zidentyfikowane w $wiecie roslinnym.

W kolejnym etapie podjeto badania ilosciowe dla wyciggu metanolowego oraz
wodnego (odwar) otrzymanych z wysuszonego surowca, w ktorych za pomoca metody

z odczynnikiem  Folin-Ciocalteu  oznaczono calkowita zawarto$¢  polifenoli
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w przeliczeniu na kwas galusowy. Wyzsza zawartoscig zwigzkow polifenolowych
charakteryzowat si¢ odwar — 31,17 mg GAE/g wyciagu, natomiast wycigg metanolowy
zawieral ich okoto 1,5 razy mniej — 22,69 mg/GAE g wyciggu. Ponadto, wykorzystujac
zmodyfikowang metod¢ farmakopealng (Ph. Eur. VII, Violae herba cum flore),
oznaczono zawarto$¢ flawonoidow w surowcu, ktéra w przeliczeniu na 7-glukozyd
apigeniny wynosita 17,76 mg AG/g surowca.

Zbadano ponadto aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg wzgledem wybranych
szczepéw  bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus) i Gram-ujemnych
(Pseudomonas aeruginosa) oraz grzybow (Candida albicans), w tym dermatofitow
(Trichophyton mentagrophytes i T. rubrum), wyznaczajac parametry MIC i MBC/MFC.
Jedynie wycigg metanolowy wykazywat stosunkowo silne dziatanie na szczepy
dermatofitow (T. mentagrophytes: MIC = 9,375; MFC = 37,5 mg/ml) i T. rubrum: MIC
= 9,375, MFC = 18,75 mg/ml), natomiast stabe byto dziatanie obu ekstraktow wobec
pozostatych szczepéw badanych drobnoustrojow.

Aktywnos$¢ antyoksydacyjng wyciggu metanolowego i wodnego badano dwoma
metodami spektrofotometrycznymi. W pierwszej z nich oceniano zdolno$¢ zmiatania
reaktywnego rodnika DPPH’, w drugiej natomiast zdolno$¢ redukowania jonow Fe* do
jonow Fe?*. Uzyskane wyniki poréwnywano z dziataniem antyoksydacyjnym wybranych
substancji referencyjnych: BHA i witaming C. Cho¢ oba badane wyciagi prezentowaty
stosunkowo staby potencjat przeciwutleniajacy, silniejsza aktywnoscig antyoksydacyjna
wykazywal odwar, dla ktorego wartos¢ ICso W pierwszej zastosowanej metodzie wyniosta
431,95 pg/ml. Wartos¢ ICso osiagnieta dla wyciggu metanolowego wynosita 946,75
ug/ml. Podobnie, W przypadku metody drugiej, silniejsza zdolnoscia redukowania jonéw
Fe®" charakteryzowat sic odwar. Otrzymane wyniki korelowaty z zawartoécig zwigzkow
polifenolowych w poszczegolnych wyciggach.

W celu oceny dziatania przeciwzapalnego okreslono wptyw obu wyciagdéw na
poziom biatka COX-2 metodg Western Blot oraz prostaglandyny PGE> metodg ELISA
w komorkach HaCaT, ktore aktywowano prozapalng cytoking TNFa. Zarowno wyciag
metanolowy jak i odwar obnizaly poziom biatka COX-2 wzgledem proby kontrolnej
stymulowanej TNFa, odpowiednio 0 245 i 242 %, w przypadku najwyzszych badanych
stezen — 600 pg/ml. Jednoczesnie dla tych samych st¢zen obserwowano obnizenie
poziomu PGE> ook. 53 % w przypadku odwaru i050 % w przypadku wyciagu

metanolowego.
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SUMMARY

The aim of dissertation was phytochemical investigation of Axyris amaranthoides
L. herb, especially including flavonoid compounds, as well as evaluation of some of its
biological activities. Until now the plant has not been evaluated in such studies.

The theoretical part of work presents an overview of the plant including botanical
characteristic of the whole genus, as well as the current state of research. In addition, this
section provides general information on the flavonoid compounds and more detailed
information on flavonoid glucuronides — their occurrence and biological activity. Another
element discussed in the theoretical part is the use of mass spectrometry in the analysis
of flavonoid compounds.

In the experimental part three flavonoid compounds were isolated from the crude
extract of the Axyris amaranthoides L. herb, using column chromatography technique:
tricin,  tricin  7-O-glucuronopyranoside  and  tricin  7-O-[2”’-O-feruloyl-S-
glucuronopyranosyl-(17’-2)-O-g-glucuronopyranoside].  Their  structures  were
estabilished by spectral methods such as UV, *H i 3C NMR, LC-MS/MS. Isolation of
other flavonoids present in the extract failed (column chromatography, preparative thin-
layer chromatography and preparative paper chromatography). Because of the similarities
in chemical structures and due to the fact that many of the identified compounds were
isomers or isobars, it was necessary to use high resolution techniques like LC-MS/MS.
The exact monoisotopic masses and fragmentation pathways for each compound were
determined, which enabled me to distinguish and identify them. As a result in the course
of the carried out researches 33 more flavonoid compounds were identified. All of them
turned to be glucuronides, flavones (tricin, chrysoeriol, apigenin, luteolin) and flavonols
(isorhamnetin, syringetin) derivatives. Most of them have been detected for the first time.

Further work focused on quantitative analysis of methanolic extract and
decoction. The total polyphenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method.
It was found that higher content of the polyphenols characterized the decoction (31,17
mg GAE/g of extract) and was about 1,5 time less in case of methanolic extract (22,69
mg/g GAE of extract). In addition, the content of total flavonoids in the plant was
determined according to the European Pharmacopoeia VII (Violae herba cum flore)
modified method (17,76 mg AG/q).
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SUMMARY

The antioxidant activity of the A. amaranthoides herb was measured using
different tests. In the DPPH test the ability to reduce the DPPH" radical by the methanolic
extract or decoction was assayed, while in the second one the ability to reduce Fe** to
Fe?* was defined. The obtained results were compared with the activity of some well-
known antioxidants such as BHA or vitamin C. Although both tested extracts presented
relatively weak antioxidant potency, decoction turned to be a stronger antioxidant, for
which the ICso value in the first used method was 431,95 ug / ml, while the 1Cso value
achieved for methanol extract was 946,75 ug/ml. Similarly, in the second method, the
stronger ability to reduce Fe* ions characterized decoction. The observed antioxidant
activity correlated with the content of polyphenolic compounds.

Antimicrobial activity was conducted against selected strains of Gram-positive
(Staphylococcus aureus), gram-negative (Pseudomonas aeruginosa) and fungi (Candida
albicans), including dermatophytes (Trichophyton rubrum and T. mentagrophytes) by
determination of the MIC and MBC/MFC. Only methanol extract showed a relatively
strong activity against dermatophytes (T. mentagrophytes: 9,375 = MIC; MFC = 37,5
mg/ml and T. rubrum: 9,375 = MIC; MFC = 18,75 mg/ml). The activity against other
microorganism was weak for both extracts.

Anti-inflammatory activity of the A. amaranthoides was evaluated by a Western
blot method as well as ELISA assay by which the influence of the methanolic extract and
decoction on the level of COX-2 protein or PGE2 in the HaCaT cells activated by
proinflammatory cytokine TNF were determined. Both extracts, in the concentration of
600 ug/ml, decreased protein COX-2 level (by 245 % for methanol extract and by 242 %
for the decoction). Moreover, the extracts in the same concentration also inhibited

synthesis of PGE2 (by 53 % for decoction and by 50 % for methanol extract).
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej pt.

,Badania fitochemiczne ziela Axyris amaranthoides L.”

Praca ta zostata przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu
osOb trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu
I materiatdéw zrodtowych, stanowi ona prace oryginalng, nie narusza praw autorskich oraz

dobr osobistych 0sob trzecich 1 jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam rowniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji,
ktore zostalty uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas
przedmiotem zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem stopnia naukowego:
doktor nauk farmaceutycznych, a ztozona przeze mnie ptyta CD zawiera elektroniczny

zapis przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczesnie oswiadczam, ze nieodplatnie wudzielam Uniwersytetowi
Medycznemu im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej
wymienionej pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu
no$nikami, na ktorych prace utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub
najem egzemplarzy w postaci elektronicznej, anadto upowazniam Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania
I archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej do pamigci komputera oraz do jej

zwielokrotniania i udostepniania w formie elektronicznej oraz drukowanej.

Imie i nazwisko:
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