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1.

Imi ¢ i nazwisko

Lucyna Dymhska
Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne
licencjat biotechnologit Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Przyrodnichy

Biotechnologia, czerwiec 1994 r.

tytut pracy licencjackiej:_,Réliny transgeniczne i ich rola w przegiy”

praca wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Brawist Morawieckiej

magister biotechnologii: Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Przyrodniczych
Biotechnologia, czerwiec 1996 r.

tytut pracy magisterskiej: ,Otrzymywanie i oczysaore przeciwciat monoklonalnych

dla antygenu karcynoembrionalnego (CEA)"

praca wykonana pod kierunkiem dr hab. Anny Kroptdkek

doktor nauk chemicznychw zakresie chemii Instytut Niskich Temperatur i Bafla
Strukturalnych PAN we Wroctawiu, 6 czerwiec 2008 r.

tytut rozprawy doktorskiej: ,Struktura i wdeiwosci spektroskopowe imidazopirydyny

i jej pochodnych”

promotor: doc. dr hab. Mirostawddzka
recenzenci:  prof. dr hab. Eugeniusz Grech

prof. dr hab. Jerzy Hawranek

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkch naukowych /

artystycznych

Adiunkt w Katedrze Chemii Bioorganicznej (stanovaskaukowo-dydaktyczne),
Wydziat Inzynieryjno-Ekonomiczny, Uniwersytet Ekonomiczny we rattawiu;
15.02.2015 - obecnie

Adiunkt naukowy w Katedrze Chemii Bioorganicznej, yilYiat Inzynieryjno-
Ekonomiczny, Uniwersytet Ekonomiczny we Wroctawiu]0.2010 - 14.02.2015
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* Asystent w Katedrze Chemii Bioorganicznej, Wydziatynieryjno-Ekonomiczny,
Uniwersytet Ekonomiczny we Wroctawiu; 1.10.2004-(.2010

» Starszy technik w Katedrze Chemii Bioorganicznej,yd&iat Inzynieryjno-
Ekonomiczny, Akademia Ekonomiczna we Wroctawiu412004 - 30.09.2004

* Samodzielny chemik na Wydziale Chemii Uniwersytéftoctawskiego; 1.09.1996 -
30.09.1996

4. Wskazanie osagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stamach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

A) tytut oshgniecia naukowego/artystycznego,

Osignicciem, kedacym podstaw do ubiegania si o stopi@ naukowy doktora
habilitowanego jest cykl siedmiu publikacji naukasy powpzanych tematycznie oraz

zebranych pod wspdlnym tytutem:

Zastosowanie spektroskopii oscylacyjnej w badaniackktadu chemicznego

materiatéw roslinnych

B) Publikacje wchodce w skiad oggniccia naukowego (autor / autorzy, tytut / tytuty

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

H1. Dyminska L., Spectroscopic properties of spinacine — an actoraponent of ginseng
(Panax ginseng) and spinachSpinacia oleracea). Spectroscopy Letters 49 (2016) 635-646.

IFs5.etni= 0,763 IFo16= 0,794 MNiSW = 15

H2. Dyminska L., Imidazopyridines as a source of biological acfiviand their
pharmacological potentials - Infrared and Ramarctspgcopic evidence of their content
in pharmaceuticals and plant materials. Bioorganid Medicinal Chemistry 23 (2015) 6087-
6099.



Dr Lucyna Dyminska Zalacznik 2a.

IFs5.jetni= 2,869 IFo15= 2,923 MNiSW = 30

H3. Zuk M., Dyminska L., Kulma A., Boba A., Prescha A., Szopa Jaclka M., Zajc A.,
Szottysek K., Hanuza J., IR and Raman studieslanal seedcake extracts from natural and
genetically modified flax seeds. Spectrochimicaadeart A 78 (2011) 1080-1089.

IFs.etni= 1,952 IF011= 2,098 MNiSW = 25

H4. Dyminska L., Gagor A., Hanuza J., Kulma A., Preisner Muk M., Szatkowski M.,
Szopa J., Spectroscopic characterization of galiticonodified flax fibres. Journal
of Molecular Structure 1074 (2014) 321-329.

IFs5.etni= 1,585 IFo14= 1,602 MNiSW = 20

H5. Wrobel-Kwiatkowska M., Szopa Dyminska L., Magczka M., Hanuza J., Spectroscopic
Characterization of Genetically Modified Flax Fibdenhanced with Poly-3-hydroxybutyric
Acid. Journal of Molecular Structure 920 (2009) 211D.

IFs5.etni= 1,698 IFo0o= 1,551 MNiSW = 15

H6. Wrobel-Kwiatkowska M.Zuk M., Szopa JDyminska L., Maczka M., Hanuza J., Poly-
3-hydroxy butyric acid interaction with the tranageflax fibers: FT-IR and Raman spectra
of the composite extracted from a GM flax. Spedtnmica Acta Part A 73 (2009) 286-294.

IFs.etni= 1,745 IF000= 1,566 MNiSW = 20

H7. Dyminska L., Szatkowski M., Wrdbel-Kwiatkowska MZuk M., Kurzawa A., Syska
W., Gagor A., Zawadzki M., Ptak M., btzka M., Hanuza J., Szopa J., Improved properties
of micronized genetically modified flax fibers. Joal of Biotechnology 164 (2012) 292-299.

IFs5.ietni= 3,340 IFo12= 3,183 MNiSW = 30

Whkiad wnioskodawcy w wkej wymienione prace przedstawiono wazahiku 3, natomiast

oswiadczenia wspotautorow w zazniku 7.

Sumaryczny impact factor prac stanowjcych najwaniejsze osigniecie w dorobku
naukowym wedtug listydournal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi: 13,717 punkty MNiSW =155
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C) Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. praeg/p osagnigtych wynikow

wraz z omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

W latach 2009 - 2016 realizowatam prace badawczgudia literaturowe dotygze
wykorzystania metod spektroskopowych (spektroskopii podczerwieni, spektroskopii
Ramana) do bada sktadu chemicznego materiatow slionych. Uzyskane rezultaty
opublikowatam w postaci cyklu prac pawanych tematycznie (H1-H7), ktore uxean
za swoje najwiksze osigniccie w dotychczasowej dziatalém naukowej i przedktadam jako

podstaw ubiegania i 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Wprowadzenie

Rdsliny, ze wzgkdu na ranorodnd¢ zwigzkébw organicznych w nich zawartych,
stanowj wazne zrodio surowcowe wykorzystywane w licznych gaach przemystu.
Do cennych substancji wchagzch w sktad komorki rdinnej naleg m.in. witaminy,
barwniki, biatka, tluszcze, ligniny, a tak polisacharydy: pektyny, hemiceluloza, celuloza
i skrobia. Len zwyczajnylL{num usitatisssmum L.), szpinak warzywnySpinacia oleracea L.)

i zen-szeh wihasciwy (Panax ginseng C.A. Meyer) s3 przykladami rélin o szczegolnie
istotnym znaczeniu. Ze wzglu na atrakcyjny sktad chemiczny zapotrzebowanite meliny
w ostatnich latach znagzo rainie.

Len zwyczajny jest gatunkiem uprawianym w dwocinfach uytkowych - jako len
oleisty (Linum usitatisssimum L. var. brevimulticaulis Vav.) i len widknisty (inum
usitatisssmum L. var. elongatum Vav.). Najlepsze plony Inu oleistego otrzymuje &i krajach
klimatu suchego i cieptego lub umiarkowanego: widet, Argentynie, USA i przede
wszystkim w Kanadzie, ktéra jest napkszym producentem i eksporterem nasion Inianych
naswiecie. W 2016 roku powierzchnia upraw Inu oleisteg$wiecie wyniosta 2,8 min ha.
W Polsce, w ostatnich latach zainteresowanie upriaw oleistego rénie, co wyraa sk
w stopniowym wzrécie areatu uprawy tej gbny (2013 rok: 1,5 tys. ha, 2014 rok: 2,4 tys. ha,
2015 rok: 4,5 tys. ha, 2016 rok: 7,5 tys. ha) (FA@S%, 2018). Z kolei len widknisty
uprawiany jest w krajach o klimacie wilgotnym i warkowanym, mgdzy innymi we Francji,
Anglii, Biatorusi, Czechach, Belgii, Chinach i Egip (Burbulis i in., 2007). W Polsce,
w 2016 roku areat uprawy Inu widknistego wyniosR Qys. ha (Rocznik Statystyczny

Rzeczypospolitej Polskiej, 2017).
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Len wywany jest w ranych gatziach przemystu: kosmetycznym, widkienniczym,
farmaceutycznym, spggwczym, papierniczym i samochodowym. Nasiona Iny@ajnego
s bogatymzrodiem biatka, btonnika pokarmowego, witamin z grudy, D, E i B6 oraz
wielonienasyconych kwasow tluszczowych. Mielone msge Iniane, ze wzgdu
na prozdrowotne wkaiwosci, dodawane jest daywnosci i pasz, wykorzystywane jest
rowniez w przemygle farmaceutycznym. Wielonienasycone kwasy tlusaezazawarte
w nasionach Inugswaznym elementem diety, poniewatanows substraty do syntez kwasow
ttuszczowych grupyw-3 i grupy o-6. Spaywanie kwasu linolenowego powoduje wzrost
elastycznéci i ptynnasci bton plazmatycznych oraz olaai ryzyko zachorowania na niektore
nowotwory oraz zawat raénia sercowego (Chibnall, 1924; Han i in., 19g%k i in., 2014;
Zuk i in., 2015). Zaréwno kwas linolowy, jak i lirmlowy wspomagajprocesy trawienne,
wzmacniag i regeneryj btony sluzowe ukladu pokarmowego i oddechowego, skutecznie
przeciwdziateg miazdzycy i chorobie nadénieniowej. Olej Iniany wspomaga leczenie
nadpobudliwéci dziececej a take depresji, poniewa zwicksza produke serotoniny
i dopaminy (Tolkachev i Zhuchenko, 2000). Nasioma lzawierag rowniez lignany
0 wiaciwosciach przeciwnowotworowych (Boucher i in., 2012)dpgady powstate przy
przetworstwie nasion Inu oraz torebki nasienne {(@mgce ok. 36% biatka i ok. 7%
ttuszczu) g wykorzystywane przy produkcji pasz (Tolkachev cBenko, 2000).

Wibkno Iniane stanowi surowiec do wyrobu matemaidomowego aytku (obrusy,
serwety) oraz materiatdbw obiciowych, jak réwhnido nietekstylnego wykorzystania, np.
w produkcji wyktadzin podtogowych i samochodowydikaniny pochodzenia Inianego maj
wiele cennych wigciwosci: nie elektryzuj sie, nie uczulaj, doskonale wchtanigjpot, s
wytrzymate. W trakcie pozyskiwania widkna zéliny powstaj odpady - padzierze
(zdrewniata, potamana ¢x rosliny), z ktorych wytwarza si ptyty lignocelulozowe
0 wiasciwosciach podobnych do ptyt widrowych. Odpady, jakievgtap podczas roszenia
Inu, a nasg¢pnie wytwarzania wtdkna, niaa wykorzysta do wyrobu papieru.

Dzieki inzynierii genetycznej mma modyfikow& len na wiele rénych sposobdéw,
nadagc mu nowe wiéciwosci. Uzyskano transgeniczny len ze gk&zory produkcy
flawonoidoéw. Celem tej manipulacji bylo stworzeniau o zwkkszonej zawarixi
przeciwutleniaczy i jednocgeie bardziej odpornego na choroby powodowane pgzeyby
z rodzaju Fusarium (Lorenc-Kukuta i in., 2005). tRrlaty powstate z naturalnych odmian Inu
podatne g na utlenianie, natomiast olej otrzymany z nasmn Wzbogacony o karotenoidy,

wolniej sk utlenia, dlatego mima go stosowajako suplement diety.
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Celem kolejnej manipulacji genetycznej byto zmseenie zawart@i lignin
w widknie Inianym. Jak& wiokien Inianych zaley w duzym stopniu od zastosowanego
sposobu i warunkéw roszenia, czyli wsbej obrébki stomy Inianej, mgej na celu
oddzielenie wtokien od e%ci zdrewniatych réliny. Zmniejszenie poziomu lignin w wioknie
Inianym wplywa korzystnie na proces roszenia, gjateastosowano wyciszenie genu
odpowiedzialnego za aktywfio regulatora procesu lignifikacji. Dodatkowo spowo@éo
to obnienie ilasci pektyn i hemiceluloz, co utatwito ich degradapirzez mikroorganizmy
w trakcie roszenia. Zastosowana modyfikacja miétaniez pozytywny wpltyw na popragv
wiasciwosci mechanicznych widkien Inianych ze wadli na zwgkszony stosunek zawagto
celulozy wzgédem lignin (Czemplik i Szopa, 2009). Widkna Iniaméskopektynowe
i niskoligninowe, zawiergfe wysokie stzenie przeciwutleniaczy aswyjatkowo mocne
i elastyczne. Mog posty¢é do produkcji opatrunkow przeznaczonych do leczemia
powstatych na skutek owrzodzeylnych i nowotworowych, a tale odleyn (Czemplik
i Szopa, 2009; Skorkowska-Telichowska i in., 2010).

Inna modyfikacja genetyczna, eki ktorej komorki Inu produkuj kwas poli-3-
hydroksymastowy (PHB), powodujez imaterialy opatrunkowe, utworzone z takiego Inu,
wspomagaj leczenie ran, pobudzaj narastanie komérek w miejscu ubytku. W badaniach
z wykorzystaniem metody in vitro zaobserwowan@ wzbogacone wiokno posiada
wiasciwosci bakteriostatyczne, co daje nowe ain@osci jego zastosowania do wytwarzania
implantow ortopedycznych lub nici chirurgicznych zgnplik i Szopa, 2009). Ponadto
polihydroksymalan jest biodegradowalnym tworzywem sztucznym tajgraymatym jak
typowe syntetyczne materialyywane do produkcji opakowia klawiatur do komputerow
czy desek rozdzielczych w samochodach (Wrébel 2id04).

Kolejng rodling o istotnym znaczeniu dla przemystu speczego jest szpinak
warzywny. W ostatnich latach saiecie obserwowany jest wzrost areatu uprawy téjmg.

W 2015 roku powierzchnia upraw szpinaku wyniosté 8. ha, a w roku 2016 - 921 tys. ha.
W Europie najwcej szpinaku uprawia giw Belgii, Francji i we Wioszech. (FAOSTAT,
2018). Szpinak warzywny d#i zawartgci witamin: A, C, E, kwasu foliowego i mineratow
(zelazo, magnez, mangan i wip jest wartéciowym warzywem. Wykazanoz iobecny
w szpinaku btonnik wptywa na obgnie poziomu cholesterolu we krwi (Vadhera i in.,
2003). Szpinak jest rowniezrodiem biatka. Jest to szczegolniezma w diecie bezmsnej
(Lisiewska i in., 2011). Istotnym walorem tego wawa $ niskie koszty uprawy i jego

dostpnas¢ niemal przez caty rok, zwtaszcza w okresach niedofwiezych warzyw.
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Zen-szeh wiasciwy uprawiany jest gtownie w Azji Wschodniej: w ks, Chinach,
Japonii, a take w Ameryce Pdoinocnej: Kanadzie i USA. W 2010 rodwiatowa produkcja
zen-szenia wyniosta 80 tys. ton (Baeg i So, 2013).detdw leczniczych wykorzystuje¢si
gtéwnie korzenie (Park i in., 2005). Wykazaie, zwizki chemiczne zawarte w korzeniach
zen-szenia spetnigj funkcje przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe izgeiwzapalne.
Gtownym skiadnikiem aktywnymassaponiny triterpenowe (zwane rowhiginsenozydami).
Innymi zwigzkami o znaczeniu farmakologicznyma &wasy ttuszczowe, fenole i olejki
eteryczne (Kim i in., 2015). Widkniste, nierozpusaioe w wodzie produkty uboczne
pozyskane podczas produkcji ekstraktowsweezych korzenizen-szenia wykorzystywaney s
jako skiadnik pasz dla drobiu (Chung i in., 2018)yniki bada na zwierztach sugeruj,
ze zen-szeh ma wiaciwosci relaksugce, antystresowe oraz przeciwzapalne (Peng i 995)1
Wykazano obriony poziom cholesterolu u broileréw Hubbard karmyimpasgz zawieragca
wyttoki korzeniazen-szenia io-tokoferol (Kim i in., 2014). Ponadto udowodniond korzea
zen-szenia dodawany jako nanoproszek do produktowzniah i piekarniczych nie zmienia
wiasciwosci fizykochemicznych i sensorycznych produktuh&owego (Choi i in., 2014, Jung
i in.,, 2010). Zea-szer jest coraz ogciej uprawiany réwniz w Polsce (Chmiel
i Graczkowska-Chmiel, 2008).

Len, szpinak izen-sze&v §3 przyktadami rélin roznigcych s¢ wiasciwosciami
uzytkowymi, wymaganiami dotyegzymi miejsca i sposobu uprawy, wiellalg produkciji
i kierunkami zastosowa Jednak ich wspéincechy jest znaczca zawarté antyoksydantow.
Nasiona i todyga Inu, dcie szpinaku i korzezen-szenia $ bogate w polifenole, flawonoidy
i karotenoidy - zwjzki o wiasciwosciach przeciwutleniagych i eliminugcych wolne rodniki,
wykazupcych wi&ciwosci przeciwnowotworowe, antyangiogenetyczne, antyf@racyjne,
przeciwdrobnoustrojowe, przeciwcukrzycowe i przemawzepowe(Bergman i in., 2001;
Buena i in., 2008; Mattila i Kumpulainen, 2002; &db i in., 2003; Wang i in., 2007).
Rosmcemu zapotrzebowaniu przemystu speczego i farmaceutycznego na len, szpinak
I zen-szeh towarzyszy wzmgone zainteresowanie opracowaniem precyzyjnych, ksayp
powtarzalnych i czutych metod oznaczania i analeigtadu chemicznego, struktury
I wiasciwosci fizykochemicznych oraz aytkowych tych rdlin. Najszersze zastosowanie
znalazty metody spektroskopowe, takie jak spektipgk w podczerwieni (IR) i Ramana
(RS), wykorzystujce zjawiska wynikajce z oddziatywania radzy promieniowaniem
elektromagnetycznym i materi

Zdolnas¢ do szybkiego wykrywania #hych sktadnikbw w materiatach dllmnych

metodami spektroskopowymi umdovia odrdznienie r@lin naturalnych — wzorcowych
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od raslin modyfikowanych genetycznie. Metody spektroskepo mog by¢ rowniez
wykorzystywane przez przemyst przetworczy w celuowadzenia kontroli jakdi
dostarczanych surowcow, a takw cigtej kontroli poszczegolnych etapow produkcji. gkzi
technikom spektroskopowym rmoa take bada pierwotne i wtorne metabolity komorki
roslinnej, na przyklad skiladniki sciany komdrkowej oraz metabolity szlaku
fenylopropanoidowego. W wkszdci przypadkéw metabolity wtérneg sharakterystyczne
dla poszczegdlnych gatunkow slia, zwykle wystpuja w niskich sgzeniach i nie &
niezledne do przetrwania komorki dglinnej. Ich funkcja zwdzana jest przede wszystkim
z obrory przed drapignikami, pasaytami oraz utatwieniem proceséw reprodukcyjnych
(zwiazki barwne, zapachowe).

Opublikowano wiele prac dotygszych widm oscylacyjnych tkanek donych
i zwigzkow izolowanych z rdin (Ozen i Mauer, 2002; Robert i in., 2005). Mejod
spektroskopii oscylacyjnej utatwigjanaliz sktadu chemicznego produktow slianych
(Robert i in.,, 2005). Pozwalgj na ilcciowe i jaka@ciowe oznaczanie zwikow
biologicznych. Metody te umitiwiaja réwniez wykrycie r&nych zanieczyszche
w produktach pochodzenia stmnego (Ozen i Mauer, 2002). Techniki te nie wymjag
skomplikowanego przygotowania probek. &kzi rozwojowi spektroskopii ostabionego
catkowitego odbicia w podczerwieni (ATR - Attenudtelotal Reflectance) mnioa
przeprowadzaszybkie pomiary wikszaci ptyndw, takich jak oleje jadalne, olejki eterpez
i ekstrakty ranych tkanek rélinnych. Metody spektroskopowe majwiele zalet
w poréwnaniu do konwencjonalnych metod analitycimydviogs by¢ wykorzystane
w analizie materialu nawet bez wshego przygotowania prébki (ATR), nie dziataj
destrukcyjnie na badany materiat i badania mbayéc wykonane dla niewielkie] ikTi
analizowanego materialu. Na podstawie pojedynczggomiaru widma mze by
oznaczonych rownocgeie kilka sktadnikow probki i iléciowe zalenosci miedzy nimi.
Metody spektroskopowe gsszybkie, proste i przyjaznérodowisku, eliminuy uzycie
niebezpiecznych i drogich odczynnikbwa szczegodlnie iyteczne w przypadku rutynowej
analizy duej liczby prébek. Gtowgwady tych metod jest wysoki koszt aparatury.

Metody spektroskopowe meg by¢ wykorzystywane zarowno w badaniach
podstawowych materiatow §linnych, jak rownie w kontroli oraz ocenie jakoi roslin

leczniczych, materiatu siewnego lub pasz wzbogadomgzmaitymi mieszankami.
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Cel naukowy

Wspolnym celem naukowym prac, stangeyich osigniecie haukowo-badawcze byto
opracowanie i wdrzenie szybkich metod identyfikacji zggkow chemicznych w wybranych
materiatach rélinnych — Inie, szpinaku izen-szeniu z zastosowaniem spektroskopii

oscylacyjnej.
Dodatkowo zostaty okétone nasgpujace cele szczegodtowe:

» wdrozenie metody identyfikacji zwezkdéw zawierajcych szkielet imidazopirydynowy

w materiatach rdinnych (publikacje H1 i H2);

o opracowanie metody identyfikacji metabolitow szlakdenylopropanoidowego
w ekstraktach i olejach §bnnych (publikacje H1 i H3);

o okreslenie zmian iléciowych i strukturalnych sktadnikéwciany komorkowej wiokien
Inu naturalnego i modyfikowanego genetyczmelilikacje H4, H5, H6 i H7).

Omoéwienie wynikow badai

Identyfikacja zwiazkOéw zawierajacych sprzzony ukiad imidazopirydynowy
w materiatach roslinnych (H1, H2)

Spektroskopia oscylacyjna jest doskonatym edwiem identyfikacji substancji
biologicznie czynnych w &inach. Selekcja pasm charakterystycznych dla &wigzkow
spasréd innych pasm pojawiggych se w widmach jest kluczowym problemem w analizie
widm IR i Ramana materiatu $iinnego. W analizie widm stosujeesmetod czestasci
grupowych, ktéra cmsto okazuje si niewystarczajca. W pracy H1 zaproponowano
innowacyjne podégie, polegajce na trojetapowej procedurze identyfikacji pasm

pochodzacych od spinacyny w produktach naturalnych.

* Pierwszym etapem byty chemiczne obliczenia kwant(W€T) wykonane dla ¢steczki
spinacyny jako modelowego zyzku dla szerokiej klasy jego pochodnych.

* Drugi etap to identyfikacja i charakterystyka dynlindrgan podwojnego pigcienia
spinacyny.

» W trzecim etapie pol@nie i intensywngci integralne obserwowanych pasm IR

i Ramana wykorzystano do wykrywania obegmobadanego zwrku w materiale

roslinnym.
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Takie podejcie jest najefektywniejgz metody analizy widm ziaonych zwizkow

biologicznych wystpujacych w ralinach.

Spinacyna (SPI), tj. kwas 4,5,6,7-tetrahydroimiddZsc]pirydyno-6-karboksylowy, dalaca
pochodni imidazopirydyny jest jednym ze zawkdw wykazugcych profilaktyczne i lecznicze
wiasciwosci. Spinacyna znana jest jako aktywny inhibitor emoréw kwasu
y-aminomastowego, dlatego hamuje transfegdzy neuronami rdzenia ¢gowego. U ludzi
kwas y-aminomastowy jest roéwnie bezpdrednio odpowiedzialny za regulacphaptcia

miesniowego (Boreisha i in., 1988).

Zatozeniem bad@ prezentowanych w publikacil byla charakterystyka struktury
molekularnej i analiza wkaiwosci oscylacyjnych spinacyny istnigej] w formie
monomerycznej oraz dimerycznej. Do obliczestruktury molekularnej spinacyny
wykorzystano metad ab initio DFT postuguica sie funkcjonatem gstasci (Density
Functional Theory). Zastosowano baZunkcyjrg 6-311G (2d, 2p). W obliczeniach
wykorzystano metog B3LYP, czyli 3-parametrowy hybrydowy model z funkeatiem
korelacyjnym Lee-Yang-Parr (Becke, 1993; Frish.i it84). Do obliczenia energii diga
oraz parametrow strukturalnychasteczki stosowano program Gaussian 03W (Frisch, i in
2003). Obliczenia kwantowe przeprowadzono dla maronspinacyny, a tak jej postaci

dimerycznej, w ktorej dwie molekuty pmizone § dwoma wajzaniami wodorowymi.

Wyznaczone parametry geometryczne spinacyny w #@&rnmonomerycznej
i dimerycznej porownano z danymi rentgenowskimizytmanymi dla pochodnych tego
zwigzku  SpifiMeOH)H,O [Ntehydroksymetylo-spinacyna] i  Spoi(le)2HCIHO
[Na-metylo-spinaceamina] (Remelli i in., 1997). Didgowigzan i katy pomiedzy nimi
otrzymane dla SPI w wyniku chemicznych oblitzevantowych, wykazaty dohrzgodnd¢
z ddwiadczalnymi  wartéciami  rentgenowskimi.  Najwksza ra@nica medzy
doswiadczalnymi i obliczonymi diug@iami wigzaa wynosi 0,083 A dla monomerycznej
postaci spinacyny i SpiMeOH)H,0. W przypadku formy dimerycznej napisza ranica
dtugasci wigzaa SPI i Spm@Me)2HCIM,O wynosi 0,052 A. Poréwnanie obliczonych
i obserwowanych wartoi katébw pokazuje, ze najwiksze rénice wystpuja dla

Spm@Me)2HCIH,0 i spinacyny w formie monomerycznej: 4j3limerycznej: 4,1.

Chemiczne obliczenia kwantowe pasjty rowniez do opisu struktury elektronowe;j
spinacyny. Rozktad tadunku elektronowego spinacyoywala na poréwnanie Wiewosci

monomeru i dimeru. Tworzenie dimeru wywotuje zmiawyrozkiadzie tadunku. Grupa
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karboksylowa uczestniczy w gadaniach wodorowych radlzy jednostkami SPI dimeru.
Udziat atoméw tlenu i wodoru z grup karboksylowyetwewmtrzczsteczkowym transferze
tadunku wynika z analizy NBO (Natural Bond Orbital)worzenie si dimeru powoduje
wzrost tadunku atomu wodoru z 0,484e dla monomerw0®08e i 0,511e dla jednostek
dimeru. Atom tlenu jest bardziej ujemnie natadowamydimerze (-0.678e, -0.682e)zni
w monomerze (-0,612e). Jest to wynikiem przeniegiégadunku z wodoru do atomu tlenu

grupy karbonylowej w obu sktadowych dimeru.

Na podstawie oblicZeteoretycznych oraz danych eksperymentalnych, @rysth
z bada spektroskopowych, udowodniono tworzenigzeh wodorowych (HB) w spinacynie.
Wystepowanie charakterystycznych dfgaozchgajgcych wgzan wodorowychv(O-HIID)
dla dimeru spinacyny zostato przewidziane w wynihliczen DFT przy nasgpujacych
liczbach falowych: 2989, 2873 ¢m Widmo IR kwaséw karboksylowych posiada
charakterystyczne szerokie pasmo absorpcji w z@ki@300 - 2500 cih, odpowiadajce
drganiom wjzan wodorowych wysipujagcych w formach dimerycznych. Widmo
w podczerwieni spinacyny zawiera szeroki kontur \akresie 3750 - 2000 ch
Dekonwolucja tego konturu na sktadowe Lorentza pma@adzona przy pomocy programu
Origin 7.5 wykazalaze sklada si on z pasm odpowiadgych drganiom:v(NH), (3496
cm™®); v(NH)p (3301 cnit); v(CH), (3133 cnit); v(OH)wg (2993 cnt). Pasma, odpowiadgie
drganiom rozeigapcym CH, pokrywaj sie z szerokim pasmem, charakterystycznym dla
drgax wigzania wodorowego. Skiadowa o maksymalnej intensyainavystpujaca przy

liczbie falowej 2822 cr odpowiada drganiom(CH)p.

Teoretyczne widma w podczerwieni i Ramana dla spyima zostaty obliczone na tym
samym poziomie DFT za pompprogramu GAUSSIAN 03W. Obliczone i eksperymentalne
wartcsci liczb falowych i intensywni pasm zostaly poréwnane z zastosowaniem
wspotczynnikdéw skalowania (SF — scaling factor),zglgdniajgcych anharmonizm drga
oraz specyficznid stosowanego funkcjonatu i bazy. Chemiczne obliczekwantowe
pomagaj w identyfikacji i analizie drga charakterystycznych dla sgeonych piefcieni
spinacyny.

Podstawowe drgania spinacyny przypisano do odpaiibdnodédw normalnych za pompc
chemicznych oblicze kwantowych. W tym celu zastosowano procedwzkiadu energii

potencjalnej drga normalnych (PED — Potential Energy Distributionykerzystupc zestaw
programéw Balga (Rostkowska i in., 2009).
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W analizie widm spinacyny uwzglniono wyniki uzyskane dla imidazo[4,5-
b]pirydyny (IPb) i imidazo[4,5-c]pirydyny (IPc) czach metylowych pochodnych. Dynamika
drgaxr szkieletu imidazopirydyny (IP) objawigja s¢ poprzez widma IR i Ramana zostata

opisana w pracii2 cyklu publikacji stanowgcych osigniccie naukowe.

Spinacyna zawiera podwaojny szkielet, taki sam pkrier IPc. Wréd moddw normalnych
SPI mana wyszczegdldidrgania, w ktorych uczestnigatomy dwu sprgzonych piefcieni.
Sy to drgania: rozaigajgce asymetryczn®@,{®) (® oznacza szkielet imidazopirydynowy),
rozciggajgce symetryczne(®) i wachlarzowew(®) catej casteczki. Zaobserwowamaozna
podobigstwo potaenia pasm, odpowiadgych tym drganiom w widmach w podczerwieni
i Ramana sipnacyny i innych pochodnych imidazopinavych.

Ostatni etap bada mapcy na celu identyfikaej zwigzkOw zawieragcych podwaéjny
pierscien imidazopirydynowy w materiale pochodzeniglirmmego, zostat opisany w pracy
H1. Polegat on na poréwnaniu path i intensywndci integralnych pasm obserwowanych
w widmach IR i Ramana spinacyny z widmami matevieddiologicznych pochodgych
z lisci szpinaku i korzenizen-szenia. W widmach IR ekstraktéw korzenian-szenia
wiasciwego Panax ginseng C.A. Meyer) i lisci szpinaku warzywnegdpinacia oleracea L.)
zaobserwowano szereg pasm charakterystycznychpaiacyny. W widmach IR i Ramana
spinacyny asymetryczne drganie rapajce szkieletu imidazopirydynowegw®)
wystepuje odpowiednio przy 1250 i 1249 ¢mPasma, odpowiadaje drganiomv.d®)
obserwowaneagsw widmach IR ekstraktéw korzenigen-szenia i lici szpinaku w zakresie
1245-1260 cnl. Kolejne drganie charakterystyczne dla spinacysymetryczne drganie
rozciagajace v{(®) wystpuje w widmie IR przy liczbie falowej 714 ¢hma w widmie
Ramana — przy 716 ¢hmW widmach IR badanych ekstraktowilionych pasmo wyspujace
przy liczbie falowej okoto 735 cihpochodzi od drganiag(®) spinacyny. Jest to dowdd
na to, ¥ podwadjny piefcien imidazopirydynowy jest charakterystyegzjednostlg spinacyny,
a analiza jego drgaoscylacyjnych mee by wykorzystana jako nagdzie diagnostyczne
do identyfikacji tego zwizku w naturalnych produktach.

Pasma obserwowane w widmach IR ekstraktéw korzegfisszenia i lci szpinaku,
wystepujace przy liczbach falowych 1717, 1307 i 530t charakterystyczne dla dnga

grupy karboksylowej spinacyny i innych kwasow, abgdh w ekstraktach gbnnych.
Obecné¢ pasm, odpowiadagych drganiom pidcieni imidazolu i tetrahydropirydyny
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rowniez potwierdzag wyskpowanie spinacyny w badanych ekstraktagtinoych. Pasma te
obserwuje si przy liczbach falowych: 1612, 1145, 1013, 8904 861"

Podsumowujc, w pracy H1 =zaproponowano metod identyfikacji pasm
odpowiadajcych drganiom szkieletu imidazopirydynowego, wy@ehnych sp&rdd innych
pasm pojawiajcych s¢ w widmie IR lub Ramana. Takie poéeg wigze st z rozwaaniami
teoretycznymi opartymi na kwantowych obliczeniachemicznych i matematycznym
dopasowaniu widm teoretycznych i eksperymentalnychcelu przypisania najbardziej
charakterystycznych pasm analizowanegaziu biologicznie aktywnego. Na tej podstawie
stwierdzono,ze pasma charakterystyczne dla drggpinacyny w widmach oscylacyjnych
obserwowane asprzy okoto 1612, 1307, 1250, 730 i 530 tnWystpowanie tych pasm
w widmach rdliny, jej ekstraktach ludrodkach farmaceutycznych jest dowodem obécino
substancji zawieragej szkielet imidazopirydynowy. Ogolny wniosek wgpradzony z takiej
procedury jest takize widma IR i Ramana mady¢ stosowane do identyfikacji spinacyny
w ztozonych uktadach biologicznych. Stwierdzenia te Zgsp@twierdzone wynikami ultra-
wydajnej chromatografii cieczowej spionej ze spektrometrem mas, uzyskanymi dla

ekstraktow korzenien-szenia i l§ci szpinaku.

W pracyH1 przeanalizowano widmo, przykladowego zmku zawieragcego w swej
budowie piefcien IP. SPD, czyli trifluorooctan kwasu [(S)-1-[(4-am0i3-
metylofenylo)metylo]-5-(difenyloacetylo)-4,5,6, 7tt@hydro-1H-imidazo[4,5-c]pirydyno-6-
karboksylowego jest selektywnym antagamistceptora angiotensyny AT2. Receptor AT2
angiotensyny jest atypowym receptorem sponym z aktywagj fosfatazy tyrozynowej
i hamowaniem kinazy MAP. Widma IR i Ramana tego szkil zawieraj Szereg pasm
charakterystycznych dla spinacyny. Pasma obserwevpany 1257 i 711 cthw widmie
Ramana i przy 1260 i 704 ¢mw widmie IR badanego zwiku zostaly przypisane

do asymetrycznych i symetrycznych digazchgajgcych szkieletu imidazopirydyny.

Zalozeniem pracyH2 byto przedstawienie zwikdéw chemicznych, zawiergjych
podwojny piefcien IP pod ktem ich widciwosci farmakologicznych, jak réwnie
szczegOtowa analiza spektroskopowa pochodnych momeydynowych, majca na celu

wyznaczenie pasm charakterystycznych dlafdsgkieletu podwaojnych pigcieni.

Imidazopirydyna jest wanym heterocyklicznym sktadnikiem biologicznie aktyyech
zwigzkow wystpujacych w rglinach, farmaceutykach i ludzkich enzymach. Jejvpajdy
pierscien odgrywa kluczow role w strukturze tych zwgzkoéw. Dzeki modyfikacjom

strukturalnym i wprowadzeniu nowych grup funkcyjhyenazna zmienia wiasciwosci

14



Dr Lucyna Dyminska Zalacznik 2a.

elektronowe i chemiczne imidazopirydyn, co pozwatgska& nowe materiaty biologicznie
aktywne. Imidazopirydyny g zwigzkami, podobnymi do puryn i benzimidazoli.
Wykorzystuje s} je do syntezy midzy innymi srodkéw terapeutycznych. W publikacji
przeghdowej H2 omoéwiono ich wlaciwosci przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe,
przeciwpasgytnicze, przeciwskurczowe i przeciwzapalne (Bergnian, 1999; Cristalli i in.,
1991; Ramasamy i in., 1990; Salvatori i in., 200R)ektére zwijzki ze szkieletem
imidazopirydyny § stosowane w psychiatrii oraz leczeniu zabfuraatoimmunologicznych
(Deghati i in., 2000; Deghati i in, 2003).

Spektroskopia oscylacyjna jest bardzo cennymgadarem do identyfikacji ztéonych
zwigzkow chemicznych. Szkielety IPb i IPc twgreharakterystyczne fragmenty wszystkich
zwigzkow oméwionych w publikacjd2 cyklu publikacji stanowgcych osagni¢cie naukowe.

Najwigksze znaczenie diagnostyczne smdya drgania rozggajce: vad®) i vy(P)
obserwowane w zakresach odpowiednio 1258-1317 ic&90-798 crit. Pojawienie si tych
pasm obok innych charakterystycznych pasm w widmaskylacyjnych materiatow

roslinnych lub farmaceutykach potwierdza obegnszkieletu IP.

Jako nargdzie diagnostyczne do identyfikacji ukladu hetekdicgnego
imidazopirydyny w badanych materiatach wykorzystuge takze intensywnéci
charakterystycznych pasma $0 pasma obserwowane w widmie IR przy liczbie viadp
okoto: 1620 m (m srednia intensywnit), 1588 m, 1500 m, 1340 s (s - silna intensy$ého
1180 m, 900 m, 640 s i 600 m ¢mw widmie Ramana: 1500 m, 1340 s, 1175 m, 1050 m
i 895 m cnt.

W publikacji H2 zidentfikowano pasma odpowiadeg wigzaniom wodorowym
wystepujacym w pochodnych imidazopirydynowych. Takie oddaidnia wys¢puja micdzy
czagsteczkami imidazopirydyny w krystalograficznej ko elementarnej, jak rowrie
migdzy imidazopirydys a innymi zwizkami organicznymi materiatu biologicznego.
Wigzania wodorowe wptywajna wi&ciwosci chemiczne i aktywni@ biologiczry zwigzkow,

w ktorych one wysipuija.

W pochodnych imidazopirydynowych awania wodorowe wyspuja pomidzy
donorem N-H pigitienia imidazolowego i akceptorem - azotem guienia pirydynowego.
Site 1 geometrg tego wizania mana opisa za pomog bada rentgenowskich, oblicze
kwantowych oraz pomiarow widm IR i Ramana. Wax@niu wodorowym, utworzonym

migdzy azotami: imidazolowym i pirydynowym moa wyznacz§ parametry strukturalne,
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tj. diugcsé i kat uktadu N-HINpe. Srednia diugé¢ HB w imidazopirydynach przyjmuje
wartdci 2,810 - 2,928 Aswiadcac o sredniej sile wizania wodorowego w tych zgzkach.
Dla IPb whzania te s diuzsze (2,869 - 2,928 A) aidla izomeru IPc (2,810 - 2,825 A)aty
uktadu N-HIINp zmieniag sie w zakresie 159,0 - 179,@lla wszystkich imidazopirydyn.

Analiza spektroskopowa potwierdza obe&nowigzaa wodorowych w pochodnych
imidazopirydynowych. W widmach IR tych zyzkow zaobserwowano bardzo szeroki i silny
kontur w zakresie 1800 - 3000 ¢émktéry pochodzi od drgarozciagajacych wizania
wodorowego NHINp. Obliczenia kwantowe lokalizgjpasma drga v(NH) przy liczbie
falowej: 3500 crit, co odpowiada pasmom charakterystycznym dla rdmpaciagajacych
N-H amin drugorzdowych. Inne pasma pochegdz od drga wigzax wodorowych g
obserwowane w zakresie 1356 — 1393"cdia IPb i 1411 — 1493 cindla IPc. § one
identyfikowane jako drgania zginge OJ(N;-HIINp). Drgania poza ptaszczyznowe
y(N-HIINp) pojawiap sic w zakresie 795 — 888 ¢ha drgania rozegajace v(NH)INp sa
obserwowane milzy 77 a 152 cthdla wszystkich pochodnych imidazopirydyny.

Podsumowujc, wybrane drgania ukladu imidazopirydynowego modpy¢
wykorzystywane jako na¢dzie diagnostyczne do wykrywania pochodnych imigazayny
w farmaceutykach i materiatach biologicznych. Chzane obliczenia kwantowe oraz
pomiary widm IR i Ramana dla pochodnych IPb i IRzwwolity okresli¢ wszystkie drgania
tego szkieletu. Intensywlo pasm odpowiadagych tym modom réwnieprzeanalizowano
na podstawie oblicze DFT i porownano 2z intensywRoami pasm widm
eksperymentalnych. Mma zauway¢, ze kilka pasm w widmie IR i Ramana ma gfab
intensywnd¢ i nie mog by¢ uzyte do celow analitycznych. Jedmakw widmach tych
wystepuja réwniez pasma o dwym znaczeniu diagnostycznym. Wysbwanie tych pasm
w widmach rgliny, jej ekstraktach luksrodkach farmaceutycznych potwierdza obeéno

szkieletu imidazopirydyny w tych substancjach.

Identyfikacja metabolitbw szlaku fenylopropanoidoweyo w ekstraktach i olejach
roslinnych (H1, H3)

W publikacji H1 przedstawiono rownie wyniki bada spektroskopowych probek
pochodzenia dinnego: wysuszonego i pokruszonego korzerga-szenia, wysuszonych
i pokruszonych fci szpinaku, ekstraktow z korzenien-szenia i ekstraktow zslti szpinaku.

Gtowne kontury widm IR i Raman korzenizen-szenia i l§ci szpinaku s podobne
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do przedstawianych w literaturze widm prébek korzefisci (Konwar i Baruah, 2011;
Velmurugan i in., 2012). Analizowane widma mma podziekk na pig¢ wyraznych zakresow:
3750 — 2000, 1800 — 1500, 1500 — 1200, 1200 — 900, — 400 cni. Taki uktad jest
charakterystyczny dla gtownych sktadnikow komoérekoslinnych - substancii

polisacharydowych, takich jak celuloza i pektyngohigniny.

Widma IR ekstraktow z korzenien-szenia i lci szpinaku potwierdzgjobecndéé¢ kilku
zwigzkow szlaku fenylopropanoidowego (flawonoidéw i lede fenolowych) wykrytych
w tych materiatach &innych metod chromatografii gazowej przez Buenea i in. (2008)
i Chung'aiin. (2012).

Aby przeanalizowa widma oscylacyjne badanych ekstraktow, koniecznywo
poréwnanie ich z otrzymanymi widmami oscylacyjnymizorcéw: kwasu syryngowego,
kwasu 4-hydroksybenzoesowego, kwasu kumarowego, sikwderulowego, kwasu
synapinowego, kwasu kawowego, kemferolu, witeksynyyaniliny i kwasu

protokatechowego.

Proponowane przypisania pasm, obserwowanych w &admIR zwizkow
wzorcowych, do odpowiednich dngganormalnych przeprowadzono przez porownanie
analizowanych w pracil wynikow z danymi literaturowymi (Gtinzler i Grenttic2002;
Socrates, 2001). Widmo IR kwasu 4-hydroksybenzoegowest zdominowane przez trzy
szerokie pasma fredniej do wysokiej intensywidoi z maksimami przy 3200, 1300 i 700
cm®. Taka sekwencja pasm jest charakterystyczna dladéWw z silnymi wizaniami
wodorowymi i odpowiada drganiom rozgajacym v(O-HIID), zginajcym w ptaszczinie
0(O-HIID) i zginagcym poza ptaszczyzny(O-HITD). Obserwowane w widmach IR pasma
przypisano nasgpujacym drganiom normalnym@(- piegcien benzenowy): 3250 — 3500
V(OH), 2980 — 309®(CH),, 1680 — 170®,{COO0), 1660 — 1680(C=C), 1620 — 1640(9),
1590 — 16104(CO0), 1510 — 1520(q), 1440 — 147@(OH), 1320 — 138@(CH),, 1280 —
1320v(CO), 1160 — 125@(CH),, 1000 — 112®(CC), 970 — 98@ (), 920 — 94G/(OH), 700
— 870y(CH), 550 — 57G5(COO0), 400 — 530 cthd(¢) + y(¢).

Widmo IR kwasu syryngowego jest podobne w niektbryegionach do widma kwasu
4-hydroksybenzoesowego. Kwas syryngowy zawiera ygnngtoksylowe, dlatego w jego
widmie IR obserwuje sidodatkowe pasma wygtujagce w zakresach liczb falowych: 2960 —
3005v,{CHs), 2830 — 2935/((CHs), 1450 — 147®,{CHs), 1330 — 134®(CHs), 1250 —
1280 i 1150 — 116@(CHs3), 1110 — 1140,,{COC), 1040 — 106@(COCH;), 800 — 830
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V{COC), 700 — 730, 620 — 640 i 490 — THEOCH), 370 — 400 crit §COC). Odpowiadaj

one drganiom grup metoksylowch pctonych z pigitieniem benzenowym.

Czasteczk kwasu protokatechowego odrda od kwasu 4-hydroksybenzoesowego jedynie
dodatkowa grupa hydroksylowa, dlatego widma obuddmas, bardzo podobne.

Kwas kawowy jest wzbogacony o dodatkowe grupy -CHzglgdem kwasu
protokatechowego, dlatego widmo kwasu kawowego eiandodatkowe pasma obserwowane
przy 2800 — 2960 cthv(CH) i 1410 — 1430 cth3(CH). Widmo IR kwasu kumarowego jest
podobne do kwasu kawowego, poniewadym roznicg miedzy tymi kwasami jest brak
jednej grupy hydroksylowej w kwasie kumarowym. Amal spektroskopowa kwasu
kumarowego, synapowego i ferulowego oraz kemfernbistata opisana w prachi3.
Witeksyna jest cukrogvpochodr apigeniny, a analiza spektroskopowa tegmzhi zostata

opublikowana wczaiej przez Mariappan i in. (2012).

W pracy H1 dokonano analizy widm IR ekstraktow z korzesh-szenia i lici szpinaku
poprzez poréwnanie z widmami wzorcow. Pmloie pasm w analizowanych widmach
pokrywa s¢ z pasmami o silnej lubredniej intensywngci obserwowanymi w widmach IR
dla wzorcowych zwjzkow. Badania w podczerwieni ekstraktow giliszpinaku ujawnity
obecnéé metabolitéw szlaku fenylopropanoidowedgwiadcz o tym pasma, obserwowane
przy liczbach falowych: 1612 cf ktére pokrywaj sic z pasmami kemferolu, witeksyny
i kwasow fenolowych: hydroksybenzoesowym, protokatevym, kawowym, kumarowym
i ferulowym; 1442 cnt (kwas hydroksybenzoesowy, kawowy, kumarowy i keoije 1374
cm* (wanilina, kemferol, witeksyna, kwas syryngowyrbmkatechowy); 1307 cih(kwas
hydroksybenzoesowy, kumarowy i kwas synapinowy)45L.tm® (wanilina); 1098 cni
(kwasy hydroksybenzoesowy, protokatechowy, kumarbfeyulowy); 1055 crit (witeksyna,
kwas synapinowy); 801 cfn(kwas syryngowy, kawowy, synapinowy i ferulowys77 cmi’
(kwas protokatechowy i witeksyna); 590 ¢ifwanilina, witeksyna i kwas kawowy); 526 ¢m
(kwas kumarowy i ferulowy); 494 cm(kemferol). Widma IR ekstraktéw z korzepen-
szenia sktadajsi¢c z kilku pasm, ktore naty przypis& pasmom obserwowanym dla waniliny
(1455, 1377, 1201, 1026 ¢y kwasu kumarowego (1455, 1377, 1201 ¥mkwasu
ferulowego (1455, 1377, 1201, 1026 tnkwasu kawowego (1455, 1377, 1201 9rkwasu
syryngowego (1455, 1377, 1201, 1069 9m

Identyfikacja metabolitow szlaku fenylopropanoid@wew ekstraktach i olejach

roslinnych byta celem badaprowadzonych w publikaci3. Jako materiat hinny w catym
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badaniu wykorzystano naturalny len zwyczajnkinm usitatissmum L.) oraz len

z nadekspresj kluczowych gendéw szlaku flawonoidéw. Zainteresowwaprobiotycznymi
wiasciwosciami Inu, wynika z jego skladu chemicznego. Oteahy jest bogatyntrédiem
wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA), &tér niezlzdne dla ludzi, poniewa
nie mog by¢ syntezowane w organizmie cztowieka i muby¢ dostarczane z pgwieniem.
Jednak wielonienasycone kwasy ttuszczow@adatne na utlenianie, dlatego olej Iniany ma
krotki okres przydatriwi do spaycia. W nasionach Inu fenylopropanoidy zabezpieczaj
PUFA przed utlenianiem. Zgaki przeciwutleniajce, wyst¢pujace w nasionach Inu maeg
mie¢ potencjalne zastosowanie w medycynie. Udowodnikazystny wptyw kemferolu

i lignanéw na przeciwdziatanie chorobom ukfadygzinia i cukrzycy, a tale spowolnienie
rozwoju nowotworow (Czemplik i Szopa 2009; Skork&ad elichowska i in., 2010).

Jednake nawet w wyniku ekstrakcji na zimno, fenylopropayo pozostaj
w pozostatéciach nasion, tzw. makuchach. Aby urngkrszybkiego utleniania PUFA, olej
Iniany jest wzbogacany witaminami A i E lub jesz@chowywany w ciemnych szklanych
butelkach. Poniewazadna z tych metod ochrony nie jest w petni skutecposzukuje si
modyfikacji raslinnych, aby poprzez itynieric genetycza spowodowda nadprodukej
naturalnych przeciwutleniaczy w ziarnie Inu. Zespdbfesora Jana Szopy otrzymat len
modyfikowany  genetycznie z  nadekspgesj gendw  regulatorowych  szlaku
fenylopropanoidowego Zuk i in., 2011). Réliny transgeniczne powinny oznaczaie
wzrostem zawartei flawonoidow w ekstrakcie z nasion i ¢ksz stabilngciag

wielonienasyconych kwasow ttuszczowych vezigim rd@glin naturalnych.

Celem pracyH3 byla analiza ekstraktow i olejow z nasion Inu tEkbmi
spektroskopowymi: FT-IR i Ramana, ¢k ktérym uzyskéa mozna informacje na temat
skladu chemicznego badanego materiatélimoego, jak rownie zmian molekularnych,
wystepujacych w probkach genetycznie modyfikowanych. Oczekisy ¢ widma IR
i Ramana badanych materiatdw, doprowadp opracowania metody wykrywaniaznic
skladu jakéciowego i ilgciowego produktow Inianych. Z wykorzystaniem teéhni
spektroskopowych zaplanowano rowniszczegotow analiz nasion Inu, jako materiatu

siewnego.

Poniewa analiza biochemiczna olejow i ekstraktéw z nagioéin transgenicznych
ujawnia obecn& cennych z biotechnologicznego punktu widzeniagzibw, interesujce
byto wykonanie szczego6towej analizy tych materiatétym celu przeprowadzono badania

FT-IR i Ramana olejow i ekstraktéw z nasion Inuunalinego i transgenicznego.
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Aby przeprowadzi szczegotow analiz badanych produktow gbnnych, wykonano
pomiary widm oscylacyjnych dla wzorcowych zwkéw chemicznych: kemferolu (KPF),
kwasu p-kumarowego (P-CA), kwasu ferulowego (FAWwaku synapinowego (SA),

sekoizolaricirezinolu (SECO) i diglukozydu seko&matirezinolu (SDG).

W widmie IR kemferolu obserwuje ¢sitrzy szerokie pasma, charakterystyczne dlardrga
wiazania wodorowego: rozgjajacegov(O-HID) - 3200 crit, zginajcego w plaszcznie
§(O-HID) - 1300 cnt i zginapcego poza ptaszczygny(O-HID) - 700 crit. Widmo
Ramana wykazuje réwniewzrastajce tto w zakresie 1200 — 1750 ¢mco odpowiada
drganiom wjzaa wodorowych. Pozostate pasma pochpdz drga: v(CH), (¢-pierscien
benzenowy) 2930 — 3099(C=0) 1650 — 1670(C=C) 1600 — 1620;(¢) 1560 — 1600y(¢)

+ 3(CH) 1450 — 1520y(q) 1410 — 14508(CH) 1370 — 13905(CH) 1300 — 1320 i 1220 —
1260,v,{COC) 1160 — 1190d(CH) 1080 — 1130y(C-C) 970 — 1010y(CH) 780 — 820,
V(C-C) i v{COC) 840 — 8909(¢) 720 — 750y(¢) + y(CH) 680 — 690 i 620 — 64@(C=0)
560 — 600,8(COC) i 8(CCC) 490 — 520y(C=0) 450 — 470y(p) 400 — 420,y(¢ + ©)
(6-pierscien benzopirenu) 200 — 320(HID) 130 — 180 i(@+6) 80 — 110 crit.

Pasma obserwowane w widmie kwasu p-kumaroweganenoprzypiséd nasgpujacym

drganiom: ( - piecien benzenowy)v(OH) 3250 — 3500y(CH), 2980 — 3090y(CH) 2800
— 2960,v,{CO0) 1680 — 1700y(C=C) 1670 — 1680y(¢g) 1620 — 1640y{(COO) 1600 —
1610, v(¢) 1510 — 15205(0OH) 1440 — 14505(CH)e; 1410 — 14305(CH), 1320 — 1380,
v(C-0) 1280 — 13205(CH),1170 — 1250y(C-C) 1000 — 1120y¢) 970 — 980y(OH) 920 —
940,y(CH), 700 — 8705(COQ) 550 — 5705 + y(¢) 400 — 530y (HIID).g 100 — 130 crl,

Intensywndci i potozenia pasm w widmach kwasu synapinowego (SAp@iobne do tych,
jakie obserwuje sidla kwasu p-kumarowego, ze wgdli na podobas struktue czasteczek.
Kwas synapinowy zawiera dwie dodatkowe grupy mefiokge, przyhczone do pigcienia
benzenowego, ktérych drgania obserwuje mizy dtugdciach fal: 2960 — 3005,{CHy),
2830 — 293%(CHs), 1450 — 147@,{CHs), 1330 — 134@4CHs), 1250 — 1280 i 1150 — 1160
p(CHg), 1110 — 114@,4C-O-C), 1040 — 106@(COCHs), 800 — 83v4C-O-C), 700 — 730,
620 — 640 | 490 — 508(COCH;), 370 — 400 cm §(C-O-C).

Widma kwasu ferulowego (FAxgodobne do widm kwasu synapinowego, poniejedyrn
réznica migdzy tymi kwasami jest brak jednej grupy metoksylpwekwasie ferulowym.

W zwigzku z tym pasma odpowiadag grupom metoksylowym rozszczepiaje na dwie

20



Dr Lucyna Dyminska Zalacznik 2a.

skladowe dla kwasu synapinowego, podczas gdy tykano pasmo obserwuje esi
w odpowiednich zakresach dla kwasu ferulowego. Efedn mana zaobserwowa
w zakresach 2800 — 2950, 1400 — 1500, 1300 — 1BBI) — 1220, 900 — 1000 i 550 — 850
cm !, w ktorych pojawiaj sic drgania grupy metoksylowej. Poréwaejwidma kwasu
ferulowego i synapinowego obserwuje siiewielkie przesugcia pasm, np. dla drgania
wiazania wodorowegw(O-HIID), ktére pojawia si w rejonie 3200 — 3400 cindla SA

i 3300 — 3500 cr dla FA. Podobnie drganigC=0) w widmie Ramana obserwuje girzy
1643 cm' dla SA i 1630 cnf dla FA. Wynik ten wskazujeze brak jednej z grup
metoksylowych w FA zmienia polaryzowakgopiericienia benzenowego, co prowadzi do

zmiany sity whzania wodorowego OHD=C.

Pasma obserwowane w widmach sekoizolaricirezin@&GO) naley przypisa
nastpujgcym drganiom normalnyme@(- piescien benzenowy):.v(O-HIID) 1700 — 3600,
V(CH), 2990 — 3070y.{CHs) 2960 — 3000y(CHs) i vadCH,) 2920 — 2950y4(CH,) 2840 —
2900, v(g) 1600 — 1620,v(q) 1510 — 1520,8.{CHs), 8(CHz), 3(CH,) 1430 — 1490,
3(OHIIIIO) 1200 — 14508(CH),+3(¢) 1340 — 1360y () 1300 — 1320p(CHs) 1260 — 1280,
8(CH), 1150 — 1200p(CHs) 1180 — 12008 C-O-Cnetoxy 1120 — 1140y(C-C) + v(C-O)
1080 — 1090p(COCH) + &(CH) 1020 — 1050ys(@) + y(CH) 950 — 980y(OH) + p(CHz) 930
— 940,y(CH), 880 — 890y4(C-O-Chnetoxy 770 — 8105(¢p) 710 — 740y(CH) 660 — 6805(¢)
620 — 640,5(CCC) 500 — 570d(CCO) +y(¢) 400 — 460p(COCHs) 360 — 380y(CCC) +
y(CCO) 250 — 3507(CHs) 190 — 230y(HID)ys 90 — 160 cnt.

Widma diglukozydu secoizolaricirezinolu (SDG) wykigz duze podobiéstwo do widm
sekoizolaricirezinolu w poteeniu i intensywnéciach pasm. Dodatkowe pasma obserwuje si
w zakresach liczb falowych: 3100 — 3600 (MRD-HIID)g; 2800 — 2950 (RSY(CH)s; 1600
— 1700 (IR)3(OH)g; 1370 — 137%(0-HID)g; 1373 (IR,RS), 1237, 1170 (IRCH)g; 1100
(IR), 1125 (RS)(COC); 1076 (IR), 1065 (RS)(C-O-C), 940 (IR), 894 (IR). 899 (RS), 819
(IR) Y(CH) +Vv(G ring), 715 (IR) 634 (IR), 610 (IR), 530 (IR), B&m® (RS) 3(G). Powysze
pasma odpowiadaj drganiom casteczki glukozy (G) i wjzania glikozydowego
C-O-C.

Celem pracy H3 byta mkdzy innymi analiza skladu chemicznego olejéw,
z wykorzystaniem technik spektroskopowych. Materiabada byt olej, otrzymany z nasion
Inu naturalnego (Linola) oraz olej uzyskany z nasicslin modyfikowanych genetycznie
(W92) z nadekspresjkluczowych genéw szlaku fenylopropanoidowego. Atbgkona
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poréwnawczej analizy widm oscylacyjnych, probki m@no w identycznych warunkach,
a nasgpnie uzyskane widma standaryzowano przez ich pregsa do punktéw wspolnych.
Punkty te to maksymalne intensywoobdwoch pasm obserwowanych przy liczbach falowych
2928 i 1747 crl. Pierwsze z nich odpowiada asymetrycznym drganiozciagajacym
Vad{CH,), a drugie — drganiom rozgajgcym v(C=0). § to drgania charakterystyczne dla
estrow glicerynowych kwasow tluszczowych, ktorycimtensywnéci pasm mana
wykorzyst& jako punkty odniesienia w analizie porownawczejwilR i Ramana badanych
olejow.

Widma IR oleju z nasion Inu naturalnego slnay transgenicznejsspodobne zaréwno
w potazeniu, jak i intensywnii najsilniejszych pasm. Jednak kontury widmowe,
obserwowane dla oleju z dlmy transgenicznejgnieco szersze, a ponadto widmo zawiera

kilka dodatkowych sktadowych.

Widma w podczerwieni olejéw zawiegapasma przy liczbach falowych: 3009 m,
2954 s, 2928 vs, 2854 s, 1747 vs, 1657 vw, 1466419 w, 1397 w, 1378 m, 1352 w, 1280
m, 1238 m, 1164 m, 1121 m, 1100 m, 1061 w, 103464,vw, 914 vw, 871 vw, 844 vw, 723
m, 693 w, sh, 601 vw, 581 vw, 461 vw, 449w, 427 ¥@5 vw cn, gdzie vs oznacza pasmo
o0 bardzo silnej intensywidoi; s — pasmo o silnej intensywdoz m — pasmo dcredniej
intensywndci; w — pasmo o stabej intensywqog vw — pasmo o bardzo stabej intensywaio
W widmach Ramana obserwuje giasma przy zbionych liczbach falowych: 3012 s, 2928
vs, 2900 vs, 2874 vs, 2853 vs, 2723 w, 1746 w, 1658140 s, 1399 vw, 1302 m, 1265 m,
1111 vw, 1077 w, 972 w, 909 w, 872 w, 845 w, 725 %87 vw, 108 m cim Powyzej
wyszczegolnione pasma ura przypisé nastpujgcym modom:v(=CH) 3000 — 3015,
VadCHg) 2920 — 2960y(CH,) 2900 — 2930y{CHs) 2880 — 2900y4(CH,) 2850 — 2860,
v(C=0) 1740 — 1750y(C=C) 1650 — 16600.{CHs) + d.{CH,) 1420 — 147094CHjz) +
0s(CHy) 1360 — 1380¢((CHy) 1260 — 1310y,{CO-0O-C) 1100 - 117Qy5(CO-0-C) 1070 —
1115,v(C-C) 840 — 980p(CHs) + p(CH,) 680 — 7709H(C=0) 550 — 610y(C=0) 300 — 465,
y(CCC) +y(CCO) 100 — 300 cth

Rd&znice pom¢dzy widmami IR oleju pochodzego z kontrolnego i transgenicznego
Inu @3 widoczne po standaryzacji pasm obu widm w obszak360 - 1680 cm.
Intensywndci pasm w tym zakresieg swigksze dla oleju rdiny transgenicznej. Ponadto,
jedno pasmo wyspujace w widmie oleju réliny naturalnej przy liczbie falowej okoto 1650

cm* w widmie IR oleju réliny transgenicznej rozszczepia sia dwie sktadowe (1648 i 1657
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cm?). Pasma te przypisanalezy drganiomv(C=C) kwaséw: synapinowego, ferulowego
i kemferolu, poniewaw widmach wzorcowych pasma tych dfigzojawiap si¢c przy liczbach
falowych odpowiednio: 1663, 1664 i 1662 ¢m

Podobn zaleenos¢ zauway¢ mazna dla innych pasm omawianego zakresu. Pasma
widm olejéw, wystpujace przy 1608 cih odpowiadaj pasmom, obserwowanym w widmach
standardéw SECO (1601 & SDG (1604 ci) i kwasu kumarowego (1602 ¢h Kolejne
pasma widm olejéw, wyspujace przy 1589 cim odpowiadaj pasmom 1591, 1589 i 1583
cm?, charakterystycznym kolejno dla kwaséw: ferulowegomarowego i synapinowego.
Pasma przy 1567 chmodpowiadaj pasmom kemferolu (1569 ¢y pasma przy 1512 ¢h
- SECO (1515 ci), SDG (1516 cnl), kwasu kumarowego (1512 &n kwasu
synapinowego (1517 c¢h. Wymienione pasma mgjvicksz intensywnéé dla widm oleju
rosliny  transgenicznej, co sugeruje #gyy poziom  metabolitbw  szlaku
fenylopropanoidowego w gbnach modyfikowanych genetycznie. Wyniki tg@ ggodne

z wynikami analizy biochemicznej UPLC (Ultra-Perfance Liquid Chromatography).

W widmach IR badanych olejow obserwowagedwa pasma przy liczbach falowych
1549 i 1567 cnl, ktére nie wysipuja w widmach omawianych wgj wzorcéw. Mana je
przypis& drganiom zginajcym &(NH3"), 3(NH,) lub &NH) grup aminowych lub vizan

amidowych, pochodgych prawdopodobnie z aminokwaséw lub peptyddw.

Ogolny wniosek z badania widm IR olejow jest tada,kilka zwigzkdéw o charakterze
hydrofilowym przechodzi do oleju. ¥bd tych zwijzkow s flawonoidy, kwasy fenolowe
i lignany. Poziom tych zwizkow jest wyszy w oleju z nasion &bin transgenicznych
w poréwnaniu z olejem 2z nasion Inu naturalnego. Wik zwizki szlaku
fenylopropanoidowego w olejuy globrym czynnikiem ochrony kwaséw ttuszczowych prze

utlenianiem.

Analiza UPLC (Ultra-Performance Liquid Chromatodrgp ekstraktéw z nasion Inu
naturalnego i transgenicznego wykazata ob&cawigzkow o aktywnéci antyoksydacyjnej,
pochodacych ze szlaku fenylopropanoidowegosidd tych zwizkdédw wykryto kemferol,
kwas kumarowy, ferulowy i/lub synapinowy i lignanW pracy H3 cyklu publikacji
stanowicych osigniccie naukowe wykazano réwriewyzszy poziom tych zwazkdéw

w ekstrakcie z nasion §liny transgenicznej w poréwnaniu z ekstraktemimg naturalnej.

Kolejnym zamierzeniem pradg3 bylo poréwnanie wynikéw analizy biochemicznej

z wynikami bada spektroskopowych ekstraktow z nasion Inu natuggnetransgenicznego.
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W widmach w podczerwieni badanych ekstraktéw wysp pasma przy liczbach falowych:
3007 s, 2950 vs, 2924 vs, 2873 s, 2854 s, 1740%, &, 1547 vw, 1515 w, 1460 m, 1451 m,
1439 s, 1418 m, 1404 m, 1376 m, 1317 m, 1239 2 $20169 s, 1152 s, 1102 vs, 1076 vs,
1049 vs, 1019 vs, 920 w, 901 w, 858 vw, 835 vw, 853 m, 709 m, 667 m, 619 m, 495
m cm’. Powy:sze pasma twoszpie¢ wyraznych konturéw spektralnych: 2000 — 3750, 1580
— 1800, 1310 — 1350, 950 — 1530 i 400 — 850" cipntury z drugiego, czwartego igego
zakresu zostaly rozione na sktadowe Lorentza. Liezlsktadowych szerokich, ztonych
konturow okrélono na podstawie najlepszego dopasowaniacdrmyi teoretycza

i eksperymentaln obwiedni konturow pasm. Poréwmg skladowe Lorentza badanych
widm zauway¢ mazna, i intensywndci i szerokdci potéwkowe niektorych sktadowych
w widmie ekstraktow nasion §in transgenicznychasodpowiednio wysze o okoto 60%

i okoto 100%. Zauway¢ réwniez mozna zmiag pozycji energetycznej niektorych
skladowych. Rénice te charakteryzgjsktadowe, ktorych maksima intensyvénowystepuija
przy liczbach falowych: 1678, 1262, 1231, 657 i 6d". Te polgenia pasm pokrywajsic
pozycjami pasm o silngj intensywéwod, obserwowanymi w widmach zyakéw wzorcowych.
Sktadowa przy 1678 cih odpowiada pasmu o silnej intensywoip wysepujacemu

w widmie kwasu kumarowego przy 1671 tmSktadowa przy 1261 cfpokrywa si

z pozycp silnego pasma widocznego w widmie SECO (1266)¢r8DG (1273 ci) i kwasu
ferulowego (1277 cif). Kolejna sktadowa, obserwowana przy 657 ‘catpowiada pasmu

z widma kwasu ferulowego (667 & Natomiast pozycja sktadowej przy 614 tmpokrywa

si¢ z polazeniem pasm, wyspujacych w widmach SDG, kwasu kumarowego, ferulowego

i kemferolu

Analiza pasm przeprowadzona w prdd® dla widm IR, charakterystycznych dla
drgax zwigzkow szlaku fenylopropanoidowego, potwierdzazsay poziom tych substancji
w ekstraktach z nasion Inu modyfikowanego genetigcarzgkdem ekstraktow z nasion Inu
naturalnego. Wyniki teagszgodne z wynikami uzyskanymi z analizy biochemgzdPLC,
badanych materiatow.

Zmierzone widma substancji wzorcowych, stosowanychpracy H3, postuzyty
rowniez do wygenerowania widma teoretycznego ekstraktu asiom Inu, w oparciu
o stzenia, ustalone metgdJPLC. Zakladajc, ze absorbancja IR &kac) przy kadej liczbie
falowej () widma ekstraktu z nasion pochodzi z absorbardgiowiednich wzorcéw {1'),
ktérych obecn&t i ilos¢ zostata ustalona w biochemicznej analizie, otraymavidma

teoretyczne. Obliczenia przeprowadzono WykorzgstWzor: kisrax (Vi) = 1/nc £(1."), gdzie
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1/nc oznacza cgciowg zawarté¢ wzorca w badanym ekstrakcie z nasion Inu. Widmo
teoretyczne pordwnano z widmami w podczerwieniiaoalanych materiatdw. Okazujecsi

ze obliczone widmo ekstraktéw z nasion Inu jest fw@odo widma eksperymentalnego,
zarOowno w poteeniu, jak i w intensywrkciach obserwowanych pasm. Pasma widma
teoretycznego wyspujace w zakresie 1530-1800 &mszczegélnie dwa silne pasma przy
liczbach falowych 1742 i 1656 ¢hm mazna przypisa drganiom grup karboksylowych
z kwasow fenolowych. Pierwsze z nich (17423malezy przypis& drganiom rozeigajacym
C=0 izolowanej grupy karboksylowej, a drugie (1&%56%), odpowiada drganiom ggteczki,

uczestniczcej w wigzaniu wodorowym.

Okreslenie zmian ilcéciowych i strukturalnych skfadnikow sciany komorkowej widkien

Inu naturalnego i modyfikowanego genetycznie (H4-Hy7

Widkno Iniane jest widknem todygi, tak jak wioknaropi siewnych czy bambusa
zwyczajnego. Pochodzi z komorek tyka i jest zlak@alvane na obwodzie todygi. Pojedyncza
komorka widkna Inianego ma wyddony, cylindryczny ksztatt gredniej dlugéci 27 mm
i szerokdci 23 um (Charlet i in., 2010). Dojrzate wtdkno ljast bardzo dobrym surowcem
technologicznym, jednym z najmocniejszych &pd naturalnych wiokien. Jest bardziej
wytrzymate na rozaganie od baweiny. Zawiera zygki o charakterze przeciwutleraaym.
Cechuje go rownie wysoka chtonn& wody. Jednake widkno Inu ma réwnie wady.
Ze wzgkdu na obecri@ lignin jest sztywne i trudne w obrébce, a utkanaiego tkanina
tatwo sk gniecie. Dodatkowo proces otrzymywania wiokna fssochtonny a jego jak®d
zalezy od wielu czynnikdw. Wane jest doktadne poznanie sktadu i struktury widkianego

oraz tworzenie nowych odmianstm o ulepszonych wikgiwosciach.

Widkno Inu to gtéwniesciana komérkowa, w skiad ktérej wchodzi celuloza-@®%
suchej masy wiokna), hemicelulozy (15%), pektynwyzotigniny (10-12%). Polimery te
wspollnie tworz sie przestrzengyy wzmocniom za pomog réznego rodzaju wizan
chemicznychSciana komérkowa widokna zawiera rowhigladowe ilgci cukréw prostych,

metabolitow szlaku fenylopropanoidowego, sterol®ski (3-10%) (Preisner i in., 2015).

Genetyczna modyfikacja Inu e wptywa miedzy innymi na udoskonalenie widkien
Inianych. Celem pracyH4 byla charakterystyka wiokien Inu zwyczajneghin(m
usitatissmum L.) oraz jego pochodnych transgenicznych. Materiaggralizowanym w tej
pracy byty: réliny naturalne NIKE oraz modyfikowane genetycznie:
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* PGI11 z nadeksprespnzymow pektynazy grzybowej, powositgj obnienie poziomu
pektyn w widknie Inianym, a tym samym poprawjomydajna¢ roszenia (Musialak i in.,
2008);

e CAD27 o zmniejszonej zawadd ligniny, co wptywa na popragv wiasciwosci
sprzystych witdkna (Wrébel-Kwiatkowska i in., 2007);

* M50 - raliny, z ulepszonymi wiciwosciami mechanicznymi, zawiegg@e w scianie

komorkowej kwas poli-3-hydroksymastowy (Wrdbel i,iR004).

Wibkna Inu zwyczajnego oraz jego pochodnych transgeych poréwnano
wykorzystugc metody spektroskopii oscylacyjnej. Bk tej metodzie scharakteryzowano
zmiany w ilagci gtownych sktadnikowsciany komorkowej (celulozy, hemicelulozy, pektyn
i lignin). Wykazano réwnig roznice w budowie szkieletow celulozowych, a #aksity
I orientacji whzan wodorowych 4czacych faacuchy celulozowe. Dgki spektroskopii
w podczerwieni mzna udowodrd, iz modyfikacja genetyczna odniostazgdany skutek
w odmianach rdin GM (genetycznie modyfikowane). Metoda ta stan@aybki sposéb
poréwnania zwjzkébw zawartych w materialach stmnych zaréwno pod wzgtlem
ilosciowym, jak i jakéciowym pomedzy naturalnymi i genetycznie modyfikowanymi

odmianami rélin uprawnych.

Metody spektroskopowe dostarczapwniez informacji na temat zmian molekularnych
widkien Inu spowodowanych starzeniem, obrlbkechanicza i chemiczia (Edwards i in.,
1997; Jahn i in., 2002; Schrader i in., 1999).

W pracyH4 cyklu publikacji stanowgcych osggniccie naukowe zmierzono widma IR
wiokien Inianych rélin kontrolnych oraz modyfikowanych genetyczniealMadej préobki
zarejestrowano trzy powtorzenia widm. Procedury jpodnv spektroskopowych zostaty
ustandaryzowane. Te same parametry spektralneatzogastosowane do wszystkich
badanych probek. Zauwano,ze widma IR skiadajsie gtdwnie z pasm charakterystycznych
dla celulozy (Carrillo i Colom, 2004; Colom i Cdiwi 2002; Dai i Fan, 2011; Marechal
i Chanzy, 2000; Schwanninger i in., 2004). W celaliy lignin i pektyn dokonano rozktadu
wybranych, szerokich konturow na skladowe Lorentwaz poréwnano intensywfm

integralne okrédonych sktadowych.

Kontury spektralne analizowano za pomé&omercyjnego programu komputerowego
Origin 7.5. Ta analiza obejmowata odejmowanie ttaozkiad eksperymentalnych pasm
na sktadowe Lorentza. Wszystkie intensywmointegralne obserwowanych pasm zostaty
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ustandaryzowane za pomostatystycznego wspétczynnika determinacfi RV tym celu
przeprowadzono kilka symulacji rozktadu Lorentzaypuzyciu szerokiej i zmiennej liczby
skladowych. Najlepsze dopasowanie pgimy eksperymentalnym i teoretycznym zarysem
spektralnym osignicto, gdy ich wartéci statystyczne Rmiescity sie w granicach 0,98 - 1,0,

a wspolczynnik zbienosci x? byt rzedu 10°,

Aby ustalt ilosciowg zawartdé¢ poszczegolnych skiadnikéwciany komorkowej
widkna Inianego, naly dokon& standaryzacji porownywanych widm. O&ano punkt
wspolny badanych widm IR, w tym przypadku maksimumtensywndéci pasma przy 2920
cm’?, ktére odpowiada drganiudCH,). Wczeniejsze badania Popescu i in. (2006) pokazaly,
ze intensywné&¢ tego pasma pozostawata niezmieniona dlanyéh badanych widkien
roslinnych. Takie poddgie pozwolito na porOwnanie intensywdodo pasm w widmach

wiokien Inianych pochodrych z r@lin kontrolnych i transgenicznych.

Celuloza jest najpowszechniejszym biopolimerem woghcym w przyrodzie
i gtdbwnym skitadnikiemsciany komorkowej rélin. tancuchy celulozowe zbudowane s
z czsteczek glukozy, petzonych wigzaniami p-1,4'-glikozydowymi. Stabilizowane gs

wigzaniami wodorowymi wewgirz- i miedzyczsteczkowymi.

Szerokie pasmo w widmie IR przy 3400 trodpowiada drganiu rozgiajpcemu
wolnych grup hydroksylowych v(OH) i grup zaangamwanych w wewatrz-
i miedzyczsteczkowe wjzania wodorowe. Ksztalt tego konturu jest prawike sam dla
wszystkich badanych probek, jedaak&nig sic one intensywnéeia absorpcji: lhiso > Inike >
lpeiir > lcapez. Zmiany w intensywn@i sktadowych pasma 3400 €mdla widkien
kontrolnych i transgenicznych wynikag r&nych konformacji wewstrzczsteczkowych
I miedzyczsteczkowych wjzan wodorowych O-HID, stabilizugcych taicuchy celulozowe.
W écianie komoérkowej celuloza obecna jest w dwodch &omBcjach: amorficznej,
o nieuporadkowanych, lano utla@onych mikrofibrylach i krystalicznej, o wysoko

uporzzdkowanej strukturze i rownolegle uanych mikrofibrylach.

Mniejsze intensywn&i omawianego pasma dla widkien z transgenicznyashinr
(PGI11 i CAD27), swiadcza o stabszych oddziatywaniach pauaizy polimerami
celulozowymi. Przeciwny wynik zaobserwowano dla kma M50 zawierajcego kwas poli-
3-hydroksymastowy. W tym przypadku intensywéiopasma 3400 cth byta znacznie
wicksza nk w przypadku kontrolnych widkien NIKE.
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Nalezy zauwayc¢, ze w rozwaaniach na temat roli wkan wodorowych w strukturze
widkien Inianych uwzgidniono maliwos¢ obecndci pozostatéci wody w badanych
materiatach. Dlatego materiaty suszono przed p@amarspektroskopowymi. Stwierdzono,

ze resztkowa woda nie wygtowata w badanych probkach.

W celu doktadniejszej charakterystykigman wodorowych wzmacniagych struktug
sciany komorkowej widkna, zakres widma IR 3800 — BOE€m' roztazono na sz&
sktadowych Lorentza. Naginie poroéwnano pofenia oraz intensywroi integralne
skladowych pasm. Pasma te odpowiadajdrganiom wjzan  wodorowych
wewnmngtrzczsteczkowych 2-OHID-6 i 3-OHIID-5, midzyczsteczkowym 6-OHID-3' oraz
drganiu rozcigajgcemuv(OH) celulozy (Carrillo i Colom, 2004; Colom i Cdlw, 2002; Dai
i Fan, 2011; Schwanninger i in., 2004). Pasmo widiRatdkna Inu, wystpujace w zakresie
3455 — 3410 cih odpowiada drganiu wewtrzczsteczkowego wizania wodorowego
2-OHID-6 celulozy. Kolejne pasmo z zakresu 3375 — 3340 przypisuje si drganiu
wewnmngtrzczasteczkowego wizania wodorowego 3-OHID-5, natomiast pasmo z zakresu
3310 - 3230 ci odpowiada drganiu milzyczsteczkowego wizania wodorowego
6-OHIID-3' celulozy. Analiza pofeenia i intensywngci tych pasm sugeruje gkisz liczbe
wigzaa wodorowych w widknie Inu PGI11, natomiast mnigjsz CAD27. Zatem ltacuchy
celulozowe widkna CAD27 odznaczajsic wickszg elastycznécia w poréwnaniu
z tancuchami celulozowymi widkna Inu naturalnego. Anajz ten obszar widma IR widkna
M50, zauwayé mazna dodatkowe sktadowe przy liczbach falowych 348400 cnt, co
sugeruje tworzenie nowych gzian wodorowych, zanikaj natomiast pasma powg] 3500
cm® odpowiadaice drganiom rozegajcym v(OH) wolnych grup hydroksylowych.
Potwierdza to faktze wolne grupy OH biarudziat w dodatkowych wezaniach wodorowych.
Gtownym zataeniem modyfikacji genetycznej don M50 byto wzmocnienie wkxiwosci
mechanicznych lodyg poprzez zgromadzenie PHBsomnach komérkowych widkien,
a obszar widma IR przy okoto 3400 ¢mokazuje,ze polimery celulozowe M50assilniej

zZwigzane nt te w prébach kontrolnych NIKE.

Ogolny ksztalt widma IR widkien Inianych jest typpwdla widma celulozy,
wzbogaconego pasmami lignin i pektyn. Poszczegdhasma mog by¢ przypisane
charakterystycznym drganiom celulozy -« pierscien glukozy): 6.{CHs,CH,) przy 1429
cm?, 8(CHs,CH,) przy 1372 crit, §(CH) przy 1319 i 1336 cih v(C-C) i v(C-O) w zakresie
1200 — 1300 cih, 5(¢-OH) przy 1163 crl, vadC-O-C) w zakresie 1000 — 1110 ¢ny(CH)
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w zakresie of 850 — 1000 ¢hi §(¢) w zakresie 500 — 720 ¢h(Schulz i Baranska, 2007;
Socrates, 2001; Szymska-Chargot i in., 2011; Wojtkowiak i Chanabel, 498

Poréwnujc intensywnéci integralne pasm, odpowiadaych drganiomd,{CH,,
CHs) (1429 cnit) i §(CH) + 8(OH) (1318 crit), zauway¢ mazna tak samy zaleznosé lpgis >
Inike > lcapzz > lwso. Intensywnéci integralne pasma przy 898 ¢nspetniaj zaleznosé:
lpcinr > Inike > Iwso > lcapz7. R&nica pomedzy intensywnéciami integralnymi odmian Inu
NIKE i PGI11 wynosi 23,4%, natomiast ¢dizy préky kontrolg a M50 i CAD27 ranice te
Ss3 mniejsze (6,8-14,6%). Dane te sugegruie wiokno z Inu PGI11 posiada najigy
zawart@¢ celulozy w porownaniu z widknem kontrolnym, podetzgdy widkna z M50

i CAD27 wykazuy mniejsz jej ilos¢.

Cenne wnioski mima wysumé z analizy pasm, obserwowanych przy okoto 1200%.cm
w zakresie 950 — 1160 ¢ przy okoto 600 cril. Pierwsze pasmo odpowiada drganiom
rozciggajgcym w plaszczgnie pieécienia monomeru celulozy, spéonym z drganiami
zginapcymi w ptaszczynie O-H---O. Drugie pasmo charakterystyczne jeat diiga
vad C-O-C), a trzecie - dla zgirgjych poza ptaszczyzndrgar wigzan wodorowych
y(O-HIID). Intensywné¢ integralna pasma przy 1200 ¢rdla M50 jest o 43% wksza ni
dla proby kontrolnej, porownywalna dla NIKE i PGJldatomiast dla CAD27 jest 0 37%
mniejsza ni dla widkna Inu naturalnego. Takie same zatéci obserwuje i, analizujc
pasmo przy 665 crh Inke < lvso, Inke > lcapz7. Dane te potwierdzajwyniki analizy widma
IR z zakresu 3000 — 3800 &m charakterystycznego dla dfgawviazaa wodorowych.
Dowodz one, ¥ widkna ralin CAD27 s bardziej elastyczne hiwidkna kontrolne,
natomiast widkna iny M50 s bardziej wytrzymate, co jest zgodne z zaloami
modyfikacji genetycznych.

Pasma, obserwowane przy liczbach falowych: 11580i émi' charakterystyczneas
dla drga v(COC) wgzania 3-1,4'-glikozydowego tacuchow celulozowych. Analizgg
te pasma, zauwa st zdecydowanie wksz intensywné¢ integraly dla widkien M50.
Dane te sugeryj ze widkna M50 zawiergj wiecej mostkbw C-O-C i celuloza
z naturalnych wiékien, poniewa wigzania te wysipuja nie tylko w polimerach
celulozowych, ale tate w PHB.

Kolejnym celem pracyH4 cyklu publikacji stanowgcych osigniccie naukowe byta
analiza zawartei pektyn w widknach Inu GM. Celulozowe rusztowaftseany komorkowej

wzmochnione jest pektynami. Jest to kolejny polimegglowodanowy o zrénicowanej
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budowie. Pektyny zbudowane s kwasowego #&cucha gtéwnego orazitauchoéw bocznych,
zawierajcych cukry obagjtne. Najczsciej wystpujacym monomerem fecucha gtdwnego
jest kwas galakturonowy, ktéry stanowi okoto 70%zystkich weglowodanow pektynowych.
W skfad pektyn wchodzi rownieramnoza, arabinoza, ksyloza, kwas glukuronowyalgaza
(Xiao i Anderson, 2013). Pektyny zapewnsidgcianie komorkowej odpowiedsnigestase,
porowatd¢ oraz dystrybugj enzymoéw i innych biatek. Na wczesnych etapach kigjfe
pektyny trawione @ przez patogeny. Powsiapligogalakturoniany, petace rob czstek
sygnalnych, indukagych mechanizmy obronne, takie jak produkcja fe&ayn lub innych
zwigzkéw o charakterze antybiotykowym. Oligogalaktuesry wptyway rowniez na synteg
toksycznych dla patogenu peptydéw oraz wzmocniefg@ny komodrkowej poprzez
wzmazone wbudowywanie lignin, biatek i eglowodandéw (Decreux i Messiaen, 2005).

Ponadto oligogarakturoniany bipudziat we wzrécie i rozwoju rgliny.

Pektyny wyst¢pujac w blaszcesrodkowej spajaj komorki, dzeki temu zapewniaj
spoisté¢ wigzkom komérek widkna. W trakcie roszenia (ekstrakwefokna ze stomy)
mikroorganizmy oddziahgj na pektyny. Dhiasze roszenie niekorzystnie wptywa na jako
witokna, dlatego miszy poziom pektyn moégtby poprawjakasé widkna (Musialak i in.,
2008).

Aby dokon& oceny zawartei pektyn w materiale ghinnym, naley zbad& obszar
widma IR, charakterystyczny dla dfgéego polimeru. Analig widm IR widkien ralinnych
z zakresu 1600 — 1800 Enstosuje si do charakterystyki pektyn w materialelionym. Aby
tego dokoné& pasma z tego zakresu naleoztazy¢ na trzy sktadowe Lorentza. Pierwsza
skladowa z maksimum intensywdmh wysepujacym przy liczbie falowej 1737 ch
odpowiada drganiom rozmagcym, asymetrycznym v,dCOO) wolnych grup
karboksylowych, a drugie pasmo (1650 9ndotyczy drgé rozchgajacych, asymetrycznych
grup karboksylowych, uczestnigz/ch w wigzaniach. Trzecie pasmo, ktére pojawia [sizy
okoto 1609 crit, odpowiada drganiomg(COO) grupy karboksylowej obecnej w pektynach
(Boeriu i in., 2004). Intensywroi integralne tych pasm, obserwowanych w widmach IR
naturalnych i transgenicznych widkien Inianych: ®IKM50, CAD27 i PGI11 wykazyj
nastpujace zalenosci:
+ dla pasma 1737 ¢ lvso> Inike > lpcii1 > lcapzr;
« dla pasma 1655 ¢ lyso> Inike > lpins> lcapzr;

« dla pasma 1602 C-f1n Imso > Inike > lcap27> lpgiii.
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Dane te sugeryj ze wiokna z PGI11 zawiergjmniejsz ilos¢ pektyn w poréwnaniu
z wiéknami naturalnymi NIKE. Zgadzagsto z zalaeniem modyfikacji genetycznej dln
PGI11. W przypadku widkien Inianych M50 multiplet makresie 1600 — 1800 ¢m
odpowiada drganiom grup karboksylowych wystigcych nie tylko w pektynach, ale
rowniez w kwasie poli-3-hydroksymastowym, wbudowanym c¢day tarcuchami
celulozowymi. Z tego powodu zaleos¢ Ivso > Inke nie oznacza wkszej ilgci pektyn
w witdknach Inianych M50, ale daje informaa ogolnej zawarkei grup karboksylowych

w tej prébce.

Ligniny oprécz celulozy i pektyn to kolejne zmki polimerowe wysipujace
w widknie Inianym. § one zbudowane z pochodnych zzkiéw fenolowych, syntezowanych
w ramach szlaku fenylopropanoidowego. W sktadzahych polimeréw lignin wchodzi:
p-hydroksyfenyl, guajazyl i syringal. Monolignolecka sie poprzez réne wigzania, np.
eterowe oraz wgiel-wegiel. Najwaniejszz funkcjg lignin jest zapewnieniescianom
komorkowym mechanicznej wytrzymdt, co wpltywa na wzrost i utrzymanie pionowej
orientacji todygi, jak rownie na przewodzenie wody i substancjizpdczych. Kolejma rola
lignin jest ochrona przed np. insektami. Ligninyareiwg dla nich mechanicznbarieg
odporry na degradagj Ligniny stanowa gtdwrng przeszkod wykorzystania stomy Inianej -
biomasy rélinnej jako zrodta do produkcji bioetanolu, biogazu, papieru kdrmy dla
zwierzt. Jednake usuwanie lignin z widkien gbnnych w procesach technologicznych jest
czasochtonne, energochtonne oraz kosztowne. Kphlephy obecndci lignin w widknach
jest staba elastyczedtkanin z nich powstagych (Boeriu i in., 2004; Wrobel-Kwiatkowska
iin., 2007).

Pasma widma IR w zakresie 1300 — 1200'enog by¢ stosowane do identyfikacii
zmian zawartéci ligniny w naturalnych i genetycznie zmodyfikowah witdknach Inianych.
Obszar ten mna roztay¢ na cztery sktadowe Lorentza. Sktadowe obserwovgang okoto
1264 cnt i 1247 cmi odpowiadaj sprzzonym drganiomv(CC) +v(CO) + &(C=0) lignin
(Dai i Fan, 2011). Intensywsoi integralne tych pasm dla badanych widkien Ina@my
spetniaj zalenoic: Inke > lpeni > lcapzz > luwso. Intensywnéci integralne s praktycznie
bardzo zblione dla widkien Inianych NIKE i PGI11, caviadczy, ze stzenie lignin jest
prawie takie samo dla wtokien Inianych NIKE i PGIM/iokna z M50 i CAD27 zawiergj
mniejsz ilos¢ ligniny w poréwnaniu z wiéknami NIKE. Ta sama zades¢ jest obserwowana
w wynikach analizy biochemicznej, w ktorej poziongnin mierzony byt metog

spektrofotometrycznprzy 280 nm.
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Pasma charakterystyczne dla drgéercieni aromatycznych lignin pojawiggie przy
okoto 1515 i 1462 cih Analizujac intensywnéci integralne tych pasm dla badanych prébek
mozna stwierdz, iz widkna raglin transgenicznych zawieggjmniej lignin w poréwnaniu
z witoknami naturalnymi. Whnioski te zgadzagie z wynikami uzyskanymi z analizy
biochemicznej. Najmniej lignin zawiegawtdkna rdélin CAD27, co zgadza sizatazeniem

modyfikacji genetycznej dla tych dim.

W pracy H5 cyklu publikacji, stanowicych osagniccie naukowe, przedstawiono
wyniki bada wykonanych dla widkien Inu zwyczajnegairfum usitatissimum L.) oraz
wiokien pochodzcych z transgenicznych dan wzbogaconych o trzy geny bakteryjne,
niezkedne do syntezy kwasu poli-3-hydroksymastowego (RHBJptwierdzono,
ze wytrzymatd¢ i whasciwosci sprezyste (modut Younga) widkien §bin transgenicznych
ulegap znacznej poprawie w poréwnaniu z wioknami kontyatn (Wrébel i in., 2004).
Analiza gtownych sktadnikow widkien transgenicznyealykazata jednakze ilos¢ pektyn
pozostata niezmieniona, a f&k poziom lignin i celulozy nie zmienit ¢iznacaco
w poréwnaniu do prébek kontrolnych. Tak ewi dane analizy biochemicznej sugeru;j
ze synteza PHB w widknach Inianych nie wplywa natexn gtownych skiadnikow
chemicznych. Celem pra¢ys byto potwierdzenie wynikow analizy biochemicznegtodami

spektroskopii w podczerwieni.

Przy wyciu spektroskopii IR zbadano i poréwnano skiadncicgny widkien Inu
naturalnego (Wt) oraz widkien Inianychslia transgenicznych (M13, M42, M48, M50),
wzbogaconych o kwas poli-3-hydroksymastowy. Intewsgci integralne pasm IR zostaty
wykorzystane do oszacowania skltadu chemicznegoralaych i transgenicznych widkien.
Dane spektroskopowe widkien Inianych poréwnano mmikgmi uzyskanymi z analizy

biochemicznej.

Widma IR badanych witokien skladagie z pasm wysfpujacych w zakresach 2000 —
3750, 800 — 1800 i 100 — 800 ¢mwW pracy dokonano przypisania obserwowanych pasm
drganiom odpowiednich grup, wchagych w skiad zwizkédw budujcych widkno.
Szczegotowa analiza widm pozwala na uzyskanienyeh wnioskéw dotyceych skiadu
chemicznego Inu transgenicznego w odniesieniu gllmyonaturalnej. Szczegolnie przydatny
jest rozktad szerokich pasm na sktadowe Lorentasenkywnéci integralne skiadowych,
odpowiadagcych ligninom i pektynom oszacowano przez ich¢od od linii podstawowe;j

widma celulozy.
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Intensywnéé pasma 2918 crh jest najbardziej odpowiednia jako poréwnawczy
standard, podobnie jak w analizie badspektroskopowych w praci4. Szerokie pasmo
absorpcji przy okoto 3400 ¢ odpowiada drganiu rozmajacemu v(OH) grup
hydroksylowych bicgcych udziat w tworzeniu wewitrz- i migdzyczsteczkowych wjzan
wodorowych. Ksztalt tego pasma jest prawie taki sbanwszystkich badanych prébek, Ten
kontur mae zosta roztozony na co najmniej cztery sktadowe Lorentza, obserane przy
diugaiciach fal: 3460, 3410, 3350 i 3300 ¢mintensywnéci integralne sktadowych
Lorentza, obserwowanych dla widkien Inu modyfikoega genetycznie (M42, M13, M50)
s3 wyzsze wzgtdem intensywngxi integralnych pasm widkien Inu naturalneggizl> Iviz >
Ivso > lwt > lwas. Zmiany intensywnéi integralnych pasm zakresu 3000 — 3600*cm
sugeruy, ze liczba wizan wodorowych O-HID jest wysza w przypadku wiokien Inu
modyfikowanego genetycznie. Z tego powodu transger@ widkna $ mechanicznie
bardziej stabilne. Naky podkréli¢, ze odpowiednie liczby falowe pierwszych trzech
sktadowych dla probki M48asprzesungte w kierunku niszych liczb falowych, co sugeruje,

iz drgapce wigzania g dtuzsze i stabsze.

W zakresie 1200 — 1800 ¢hwidm IR badanych wiékien obserwuje; sitozony multiplet,
odpowiadajcy migdzy innymi drganiomv(COOQO) grup karboksylowych obecnych w PHB,
wbudowanym pomgdzy taacuchami celulozy. Widmo IR tego obszaru poréwnano
z widmem PHB, w ktérym obserwujecssktadowa przy 1740 crit, bardzo silne pasmo przy
1718 cmt, odpowiadajce drganiomv.{COO) i stabe pasmo 1687 €mcharakterystyczne
dla drganiavg(COOQ). Dla witdkien rélin transgenicznych, w ktérych PHB wbudowane jest
pomicdzy taicuchy celulozy, sktadowe Lorentza dla obszaru 1:6A®00 cnt odpowiadaj
drganiom wolnych grup karboksylowych (1735 tnigrup karboksylowych uczestnigz/ch

w wigzaniach (1655 i 1616 ch). Intensywnéci integralne sktadowych, wygiujacych przy
liczbach falowych 1735 i 1655 ¢hw duzej mierze zalzs od zawartéci PHB w widknach
Inianych. Najwéksze wartéci obserwuje si dla probek M48 i M50, co sugeruje obegho
PHB w prébkach. Nalsy jednak podkréi¢, ze kontur IR w zakresie 1500 — 1800 thest
charakterystyczny rowniedla widm pektyn i lignin. Bardzo stabe pasma IRserwowane
przy 1550 i 1505 cih przypisuje si drganiom pektyn i lignin. Intensywsd integralne tych
pasm g poréwnywalne dla badanych probek. Oznaczaz,ilos¢ pektyn i lignin jest
poréwnywalna w badanych w prady5 wioknach naturalnych i widknach genetycznie
modyfikowanych. Zgadza gito z wynikami uzyskanymi z analizy biochemiczngjktorej

poziom lignin i pektyn oznaczano megospektrofotometryczn

33



Dr Lucyna Dyminska Zalacznik 2a.

Szerokie pasmo przy 600 Enobserwuje si dla wszystkich badanych prébek. Odpowiada
ono drganiu zgingcemu poza ptaszczygry(O-HIID) wigzan wodorowych. Intensywriai
tego pasma dla naturalnych i genetycznie zmodyfdtopeh widkien Inu odzwierciediijte
samy zalenos¢, jaka wystpuje dla drga v(O-HID). Obecné& innych pasm
odpowiadajcych drganiom grupy karboksylowej oczekiwana jaztypokoto 1300 — 1440
[5(OH)], 1060 — 1150\(C-O)] i 590 — 670 cm [y(OHID)]. Jednak & one na tyle stabe,
7ze g zastaniane przez silniejsze pasma celulozy. Igtengici pasm z rozpatrywanego

zakresu tworg szereg zgodnie z kolejéma: M50 > M42 > M13.

Dzi¢ki analizie widma IR potwierdzono wyniki uzyskanarzalizy biochemicznej, dotygzej
poréwnania zawartai gtownych polimerowsciany komorkowej pongdzy widknami Inu
transgenicznego i naturalnego. Udowodniono réwmibudowanie PHB poradzy taacuchy

celulozy w wiéknach rdin GM.

W pracy H6 omoéwiono wyniki bada spektroskopii w podczerwieni i Ramana
dla komercyjnego kwasu 3-hydroksymastowego, komeego kwasu poli-3-
hydroksymastowego (PHB), jak rowiikwasu poli-3-hydroksymastowego syntezowanego
przez bakterie. Nagtnie wyniki tych bad& poréwnano z wigiwosciami spektroskopowymi
kwasu poli-3-hydroksymastowego wyekstrahowanegot@ien Inu transgenicznego (M42,
M48, M50). Omowiono oddziatywania gazy taacuchami celulozy a wbudowanym
w widkna kwasem poli-3-hydroksymastowym. Dane spmkopowe dostarczajdowodow
na wystpowanie zmian strukturalnych w witoknach celulozolye ktérych obecny jest
kwas poli-3-hydroksymastowy. Dane téwiadczz o obecnéci wigzaa wodorowych

i estrowych ponidzy celuloz i PHB.

Pierwszym etapem bafldyta analiza widm IR i Ramana wzorcowego gk, tzn.
kwasu 3-hydroksymastowego (3HB), ktérego atomy stdHez w sSzeregu drga
normalnych: rozeigajacych i zginagcych. Dla tego zwizku oczekuje si wysipienia
okreslonej liczby drga rozchgajcych: 3 x v(CHs), 2 x v(CHp), v(CH), v(OH) grupy
hydroksylowej, v(OH) grupy karboksylowej, 2 »(COO), v(C-O) i 3 x v(C-C). Mody
zginapce odpowiadaj drganiom grup: Ck CH,, CH, COO i COH. Polzenie pasm,
charakterystycznych dla tych dfgapisane g w literaturze (Socrates, 2001; Wojtkowiak
i Chanabel, 1984).

Drugi etap obejmowat poréwnanie widm IR i Ramanankecyjnego kwasu poli-3-
hydroksymastowego, kwasu poli-3-hydroksymastowegatezowanego przez bakterie oraz
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PHB interkalowanego w probknaturalnego widkna. Istotna zwitaszcza jest chargktyka
spektralna grupy karboksylowej, baoej udziat w wjzaniach wodorowych oraz yzdan

estrowych. Drgania asymetryczne raggjce v.{dCOO) pojawiag sie w widmach IR jako
zlozony kontur o maksimum przy 1724 ¢msktadowej przy 1740 cth W widmie Ramana
drganiuv.dCOO) odpowiadaj pasma przy 1724 chi przy 1743 crit. Wynik ten wskazuije,
ze w polimerze wyspuja dwa rodzaje grup karboksylowych aznch diugdciach wizan

C=0. Stabe pasmo IR obserwowane w widmach PHB p8$7 cnt odpowiada

symetrycznemu drganiu rozgajagcemuvgCOO).

Poréwnanie widm IR bakteryjnego PHB i PHB wyekstnahnego z widékna M50
pozwala na wyeigniccie nasgpujacych wnioskéw. W obszarze 1500 — 1800 cmidma
bakteryjnego PHB obserwujezsiktadowe przy 1740, 1724 i 1687 ¢npodczas gdy ten sam
obszar widma PHB wyekstrahowanego z widokna M50 eeamvcztery sktadowe (1735, 1662,
1630 i 1536 crf). Te dane dowodz obecndci czterech typéw interakcji grup
karboksylowych PHB z celulozawmatrya. Pasmo o liczbie falowej 1735 Emjest
charakterystyczne dla dngavolnych, kaxcowych grup karboksylowych nie uczestnicygch
W wigzaniach z celulaz wiékna Inianego. Sktadowa przy 1662 tmdwniez odpowiada
drganiom grupy karboksylowej. Jednak jej przestieiw kierunku niszych liczb falowych
wskazuje,ze odpowiednie grupy karbonylowe PHB uczestpiazdodatkowych wjzaniach
z tancuchami celulozy. Grupy C=(3d3czone z celulag poprzez wizania wodorowe typu
C=OlH-O. Trzecia i czwarta sktadowastedniej intensywngxi przy okoto 1630 cfi 1536
cm® nie maj swojegoodpowiednika w widmie IR bakteryjnego i syntetycgoePHB.
Wskazuje toze obserwuje gsidodatkowe pasmo charakterystyczne dla PHB w wikfbO,
ktére mana przypiséa drganiom grupy karboksylowej zyzanej z celulog jednoczénie
przez wizania wodorowe C=0H-O i estrowe. Tak wic podczas wzrostu §lin powstaje

naturalny kompleks PHB i matrycy celulozowej w wiuniwigzan estrowych i wodorowych.

Kolejne drganie, charakterystyczne dla grupy kaslytikvej polimeru PHB to drganie
rozciggajgce v(C-0O). Pasmo charakterystyczne dla tego modu, gpygice przy okoto 1100
cm?, nazywane jest ,pasmem kontrolnymaménia estrowego” i odpowiada drgami(COC)
(Wojtkowiak i Chanabel, 1984; Socrates, 2001). Rasimarakterystyczne dla tego drgania
w widmach PHB obserwuije esiprzy 1102 crit. Inne pasma charakterystyczne dla drga
grupy karboksylowej, uczestnigz] w wigzaniach estrowych obserwuije ¢ siprzy
nastpujacych liczbach falowych:(OCO): 678 crit (IR i RS), y(CO): 599 crit (IR),
p(CCO): 430 crit (IR) i 434 cm' (RS),5(CCO): 366 crit (IR): 353 cnt (RS).
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Kolejny etap bada dotyczyt analizy poréwnawczej widm IR widkna z Inu
naturalnego z widmem ekstraktu PHB z wiéknélinoGM. Aby wyjasni¢ interakcje mgdzy
polimerami sciany komorkowej witokna Inianego a wbudowanym PHlezy zbada
obecnd¢ oraz si¢ wigzan wodorowych wysipujacych pomé¢dzy grup karboksylovg
z kwasu poli-3-hydroksymastowego oraz grupami hisglyiowymi celulozy. W tym celu
przeanalizowano obszar 3000 — 3700™cmidma Inu naturalnego oraz widma ekstraktu
z raéliny M50, zawieragcego PHB (kompozyt PHB). Dokonano jego rozktaduskiadowe
Lorentza. Szeroki kontur widma Inu naturalnego @oaho na cztery sktadowe (3466, 3410,
3353 i 3301 cnl), natomiast pasmo celulozy sgtenej z PHB, wyizolowanym z Inu M50,
zawiera sz& skladowych Lorentza (3549, 3470, 3388, 3297, 3R@L15 cm'). Pasma
z widma Inu naturalnego, wygtujace przy 3466, 3410 i 3353 émodpowiadaj drganiom
wewngtrzczasteczkowych wizaa wodorowych celulozy, a pasmo przy 3301 tm
charakterystyczne jest dla ¢dezyczsteczkowego wizania wodorowego. Skiladowa,
wystepujaca przy 3549 cifwidma PHB sprgzonego z celulazodpowiada drganiu wolnych
grup hydroksylowych. Kolejne sktadowe tego zakresu przesunjte wzgkdem liczb
falowych swych odpowiednikow z widma widkien Inutualnego. Dane te sugegugmiare
oddziatywa w obrbie wtokna Inianego po wbudowaniu PHB pedzy tarcuchy celulozy.
Powstag silne whzania wodorowe mdzy grupami hydroksylowymi celulozy i PHB,
a rownoczénie inne wijzania wodorowe wydiaja sie i stap sie stabsze. Silne
oddziatywania polihydroksynsanu i celulozy bylty powodem, dla ktérego nie izna byto

wyekstrahowéa wolnego PHB z widkna Inianego M50.

Analizujagc widma PHB wyekstrahowanego z wtokien GM, zm@ wysuaé wazne wnioski

z zachowa silnego pasma przy okoto 1050 ¢rdla prébki M50 i stabego pasma dla prébek
M48 i M42. Pasmo to jest charakterystyczne dla mrgalulozy. W widmie widkna Inu
naturalnego ma ono bardzo silmtensywn&¢. Oznacza toze znaczca ilos¢ celulozy jest
ekstrahowana jednocgee z PHB. Potwierdza to rowrkieobecndé szerokiego pasma
w obszarze 500 — 750 cEmobserwowanego dla wszystkich badanych prébek GM.
Ze wzgkdu na ma ilos¢ pektyn zawartych we widknachstm GM (0,02 - 0,03ug / mg
DW), pasm odpowiadagych drganiom tych zwekdéw nie obserwuje siw widmach PHB
wyekstrahowanych z widkien Inu. Zawaitdignin w widknach Inu GM jest znacznie wsza
niz pektyn (2,0 - 2,59 / mg DW), jednake ekstrakcja PHB z widkien Inianych minimalizuje
zawartd¢ lignin w badanych probkach. W podsumowaniuzneo stwierdzt, ze pojawienie

sic multipletu zl@onego z czterech sktadowych w zakresie 1500 — 1808 udowadnia,

36



Dr Lucyna Dyminska Zalacznik 2a.

ze podczas wzrostu §iin tworzy sk naturalny kompleks PHB i matrycy celulozowej poprze

wigzania estrowe i wodorowe.

Zatozeniem pracyH7 cyklu publikacji stanowicych osagniccie naukowe byto
badanie wptywu mikronizacji na sktad chemicznyrukture polimerow budujcych wiokno
Inu transgenicznego (M50) za pomo@nalizy biochemicznej oraz spektroskopowe).
Mikronizowane witdékna mag by¢ wykorzystane jako potencjalne dodatki zpdcze
W zywnosci oraz mog by¢ stosowane do wytwarzania preparatdow farmaceutytzny
0 powolnym uwalnianiu. W medycynie oraz kosmetdloagykorzystywane s réznorodne
metody przygotowania lekow i preparatow w taki ggmpsaby mogty wpltywé na organizm
cztowieka jak najefektywniej. Jedn z najnowszych innowacyjnych metod,
wykorzystywanych w laboratoriach medycznych, kosmmtych i farmaceutycznych jest
proces mikronizacji, ktéry polega na zmniejszanielkosci czagstek preparatu dérednicy

rzedu mikrometrow.

Badanym materiatlem byly widkna Inu modyfikowanegenetycznie M50, mielone
w miynie kulowym w czterech gtiogodzinnych cyklach. Mikronizowane wiokna
wykazywaly spadek zawado zwigzkéw fenolowych i zdolngci przeciwutleniajcej
w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi dla niemielonyetokien. Mikronizacja powoduje
zmiany strukturalnych skfadnikow witokna (celulor@micelulozy, pektyny, ligniy PHB),
obserwowane przez zgkiszony poziom grup funkcyjnych (hydroksylowe, kdsgowe),
pochodacych z tych sktadnikow. Stwierdzagsiatem,ze mikronizacja wptywa na popraw
wiasciwosci funkcjonalnych sktadnikow widkna. Mikronizowanetokna Inu pochodgce
z genetycznie zmodyfikowanychstim mog stuzy¢ jako nagnik dla zwigzkow biologicznie
czynnych (witamin, antybiotykdw itp.).

Szczegobtowa analiza widm w podczerwieni transgewgn widkna Inianego M50
dostarcza informacji na temat Wavosci strukturalnych polimerow budagych widkno.
Szerokie pasmo obszaru 3000 — 3800’ czostato rozieone na trzy sktadowe Lorentza.
Odpowiadag one drganiom wdzaa wodorowych wewstrz- i migdzyczsteczkowych,
tworzonym pomgdzy celuloz i PHB. Potaenia pasm przesuwgapic w kierunku nkszych
liczb falowych wraz z wzrastgym czasem mielenia. Jest to dowdd naze,wigzania
wodorowe g coraz dhisze i tym samym coraz stabsze. Ngksize przesurcie nasgpuje
juz po pierwszym cyklu mielenia. Sktadowa Lorentzébgzaru 900 — 1400 chwystpujaca
przy 1238 crit, odpowiada drganiom zgirgym w ptaszczsnie wiazaa wodorowych

O(O-HIID). Intensywn&¢ integralna tego pasma zmniejszg ®iraz ze wzrostem czasu
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mielenia, co sugeruje zmniejszenie liczbyaxen wodorowych. Wraz ze wzrostem czasu
mielenia zmienia si réwniez potozenie pasma przy 613 ¢modpowiadajcego drganiom
zginapcym poza plaszczyznwigzan wodorowych y(O-HIID). Wskazuje to,ze proces
mielenia wptywa na sjt wigzaa wodorowych, wysipujacych pom¢dzy celuloa a PHB.

Niektore z tych wizan s3 zrywane, a struktura wiokna staje siniej uporazdkowana.

Kolejnym obszarem widma w podczerwieni mielonychokign Inianych, dzki
ktéremu mana uzyska wiele cennych informacji jest zakres 1580 — 180@'c
odpowiadajcy drganiom grupy karboksylowej. Intensywsontegralna pierwszej sktadowej
Lorentza tego obszaru, wyptijacej przy 1736 cm znacznie wzrasta wraz z czasem
mielenia. Odzwierciedla to wzrost liczby wolnyctug karboksylowych w probkach, co jest
zZwigzane ze zmniejszeniem liczby aman wodorowych wysfpujacych pomédzy grupami
karboksylowymi PHB a f&cuchami celulozy. Kolejne dwie sktadowe, obserwosvamzy
liczbach falowych 1600 i 1650 ¢l pochodz od drga grup karboksylowych,
uczestniczcych w wgzaniach. Przeswtie tych skiadowych w kierunku vgzych liczb
falowych wraz z czasem mielenia, sugeruje skracdigaici wigzan grupy karboksylowej,

a tym samym zmniejszenie oddziahywainnymi grupami.

Bardzo istotna jest analiza pasm, odpowigtiagh drganionv(COC) wigzaniaf3-1,4’-
glikozydowego w tacuchach celulozowych. Wraz ze wzrostem czasu melgmserwuje si
przesunicie w kierunku niszych liczb falowych pasma przy 1030 tm zmniejszenie
intensywndci integralnej pasma przy okoto 993 ¢mZatem zmiany w pasmach,
charakterystycznych dla dngavigzan (C-O-C) sugeruj, ze mielenie powoduje rozrywanie

niektérych z tych wjzan, co prowadzi do skracaniaauchow celulozy.

Dla zobrazowania upogdkowania strukturalnego makrasteczek celulozy
wykorzystuje st indeks krystalicznii I (Langan i wsp. 1999, Nishiyama i wsp. 2003).
Zaproponowano go jako stosunek intensy§engpasm IR przy 1370 cihi 2900 cni-
Obliczony parametr dla probek wgjowych M50 i mikronizowanych przez 5, 10, 15 i R0
wynosit odpowiednio 0,90; 0,53; 0,38; 0,32 i 0,Znniejszenie 4 w zalenosci od czasu
mikronizacji koreluje z wynikami, uzyskanymi z badXRD (X-ray diffraction). Dane te
dostarczaj dowoddw na zmiany stosunku celulozy amorficznekdgstalicznej zachodze
podczas mikronizacji wiokien Inianych. Mielenie zigy silne wjzania wodorowe,
oddziatuje na kowalencyjne yaania estrowe i glikozydowe oraz prowadzi do calitego

nieuporadkowania tacuchow celulozy.
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Posumowanie

Podsumowuyjc wyniki bada& opublikowanych w cyklu publikacji H1-H7,
stanowjcych osagnigcie naukowe, naly podkréli¢, ze opracowano nowe metody
oznaczania wybranych sktadnikow komorkislnonej i wiasciwosci materiatu rélinnego
z zastosowaniem technik spektroskopowych. Przepiparee badania m@jcharakter
podstawowy, jednak magby¢ takze wykorzystane do bafiaaplikacyjnych, wsgdzie tam
gdzie istotne jest poznanie sktadnikow komoérkilirme,j.

Do najwaniejszych osjgnie¢ naukowo-badawczych zgaanych z jednotematycznym
cyklem publikacji, poddanym pod ocew ramach wniosku o przeprowadzenie ppstvania
habilitacyjnego zaliczam:

W pracyH1 po raz pierwszy wykorzystano widma IR i Ramana, \U%- oraz widma
masowe ekstraktow $bnnych: lisci szpinaku i korzeniazen-szenia. Zastosowano
nowatorskie podégie lczace chemiczne obliczenia kwantowe | matematyczne
dopasowanie widm teoretycznych i eksperymentalngatgstpnie przypisano najbardziej
charakterystyczne pasma omawianejsteczce biologicznie czynnej. Uzyskane wyniki
spektroskopowe pozwatana identyfikag obecnéci spinacyny w rélinach i materiatach
biologicznych.

Ponadto wykorzystyg spektroskogi w podczerwieni wzorcowych zg#kow
chemicznych, na podstawie péémia oraz intensywroi pasm widm oscylacyjnych
materiatdw rélinnych wykazano obecié flawonoidéw oraz kwaséw fenolowych

w ekstraktach z korzeten-szenia i lsci szpinaku.

e Analiza wynikéw, przedstawionych w pracacHl i H2 pokazuje, ze metody
spektroskopowe w podczerwieni i Ramana efektywnymi metodami identyfikacji
i charakterystyki zwjzkow zawierajcych rdzé imidazopirydynowy. Wyznaczono pasma
charakterystyczne dla dngatego szkieletu, ktére mgj znaczenie diagnostyczne.
Pojawienie si tych pasm w widmach IR i Ramana niektorycKlim tkanek isrodkow
farmaceutycznych potwierdza obeéficszkieletu imidazopirydyny w tych materiatach.

Whioski te potwierdzono badaniami ekstrakto§eiliszpinaku i korzeniaen-szenia.

* Analizujgc widma oscylacyjne ekstraktéow i oleju z nasionslino naturalnych
i transgenicznych oraz poréwanajje z widmami substancji wzorcowych, wykazano
nadprodukgj flawonoidow (kemferol), kwaséw fenolowych (kumangwferulowy,

synapinowy) i lignanu - diglukozydu sekoizolari@ameolu (SDG) w materiatach GMO.
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Wyniki otrzymane z bada spektroskopowych, opisane w pra¢i3, potwierdzono
rezultatami uzyskanymi z analizy biochemicznej. tdsswanie rénych technik

umazliwito uzyskanie komplementarnych informacji o bagiemn materiale.

» Wykorzystupc spektroskogi w podczerwieni zbadano i porownano skiad chemiczny
wiokien Inu naturalnego oraz widkien Inianychélno transgenicznych (prackl4-H6).
Prowadac badania w zakresach widma, charakterystycznych dfiga gtownych
polimeréw $ciany komorkowej, dokonano rozktadu zémych konturéw pasm
na sktadowe Lorentza. Analiza intensywaantegralnych pasm IR zostata wykorzystana
do oszacowania skladu chemicznego naturalnych nsgenicznych widkien. Dane
spektroskopowe wiokien Inianych poréwnano z wynikaozyskanymi z analizy

biochemicznej. W pracach tych wykazane,

1) tancuchy celulozowe w widknie Inu transgenicznego MbPolkczone dodatkowymi
wigzaniami wodorowymi, dzki czemu widkna g mocniejsze w porownaniu z widknami

Inu naturalnego NIKE.

2) Liczba wpzah C-O-C w widknach Inu M50 jest wgza nk w widknach Inu
naturalnego NIKE, co wynika z powstawania dodatkdwynostkéw mgdzy polimerami
PHB.

3) tancuchy celulozowe widkien Inu transgenicznego Mb@lisizsze i silniej zwizane
niz w widknie Inu naturalnego NIKE, podczas gdyidachy celulozowe wiokna Inu
transgenicznego CAD27g skrotsze i luniej zwigzane, a widkna PGI11l -3 skrotsze

I mocniejsze.

4) W transgenicznych wtoknach Inu PGIl1¢zgnie pektyn jest mniejsze, co jest zgodne

z zal@eniem prowadzenia modyfikacji genetycznej.

5) Poziom lignin w widknach Inianych NIKE i PGI11 jegbrownywalny, a znacznie
nizszy jest w widknach Inu CAD27. Wyniki otrzymane ada spektroskopowych,

potwierdzono danymi uzyskanymi z analizy biochem&jz

6) Len genetycznie modyfikowany, wzbogacony w PHB weyka silniejsze
oddziatywania midzy wibknami w poréwnaniu z Inem naturalnym, gd3HB odgrywa

role czynnika siecigjcego m¢dzy taacuchami celulozowymi.
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7) Silne sprzzenie meédzy matryg i PHB jest przyczys dla ktorej nie jest madiwe
wyodrebnienie wolnego PHB z kompozytu i zawsze pewn& itelulozy, pektyn i lignin
zanieczyszcza frakepPHB.

8) Pasmo charakterystyczne dla drgdOH) stuzy do badania oddziatywiavodorowych
miedzy tarcuchami celulozowymi. Przesggie pasma, jak rOwniewicksza ztagonasé
jego konturu wskazgj ze polimer PHB silnie oddziatuje z matgy@zieki temu kompozyt

jest bardziej stabilny i mocniejszy.

9) Kilka nowych pasm IR obserwuje ¢sidla PHB pochodicego z widkien Inu
modyfikowanego genetycznie. Trzy typy grup karbddsych s wykrywane
w kompozycie Inu i PHB: wolne grupy -COOH, grupy rik@ksylowe sprgzone
z tancuchami celulozowymi poprzez svianie wodorowe i trzecia grupa, ktora jest

podwojnie zwgzana, poprzez wrkanie wodorowe C=0IH-O i estrowe Gyg—O—CGuiskno-

* W pracyH7 metod, spektroskopii w podczerwieni zbadano wptyw mikeawji na sktad
chemiczny i struktur polimeréw budujcych widkno Inu transgenicznego. Mikronizacja
prowadzi do wyranie mniejszych, ale mocno zagregowanychstek. Dane, otrzymane
z analizy spektroskopowej potwierdzawyniki bada uzyskanych meted XRD.
Mikronizacja wptywa na celulozowe yaania wodorowe mdzy-

i wewngtrzczsteczkowe i wgzania C-O-C, powodg¢ mniej uporadkowane i krotsze
tancuchy celulozowe. Zmniejszenie indeksu krystalisgznow zaleznosci od czasu
mikronizacji koreluje z wynikami, uzyskanymi z bad{RD. W szczegolln&ci w pracy
H7 udowodniono, ze grupy funkcyjne (hydroksylowe, karboksylowe) podce
ze skiadnikow wiokna Inu M50 (celuloza, pektyngnina, zwjzki fenolowe, PHB) $
bardziej dosfpne, dzgki temu mikronizacja poprawia reaktywdgo i wiasciwosci
funkcjonalne widkna Inianego. Wysoce reaktywne zorkzowane widkna Inu
pochodace z genetycznie modyfikowanychslia mog stuzy¢ jako nagnik dla zwgzkow

biologicznie czynnych (witaminy, antybiotyki itp.).

Rezultaty prezentowane w pracadh-H7 cyklu publikacji stanowjcych osagniecie
naukowe, wykazaty,zi spektroskopia oscylacyjna ma kluczowe zastosowanlezadaniach
materiatdbw rélinnych. W pracach tych znacznie rozszerzono zalgtesowania metod
spektroskopowych w analizach dtwowych wybranych rdin, w tym pochodzenia
naturalnego i transgenicznego. Nalepodkrali¢ role jaka moze odgrywé w podobnych
badaniach stosowanie metod kwantowych i obfianatematycznych w rozktadzie ztanych
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konturow na pasma sktadowe. Podsumawujzwickszony popyt na analjz proceséw
biochemicznych rdin wymaga interdyscyplinarnego poégp, w ktérym spektroskopia
w podczerwieni i Ramana me odgrywa znacaca role.
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D) Omoéwienie pozostatych agjnie¢ naukowo-badawczych

* Przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem wspotautorem 2 oryginalnych prac w czas@ubmnajdujcych s¢ w bazie
Journal Citation Reports (wykaz prac poz. IIA 1-2), ktére ukazate gprzed obrog pracy
doktorskiej, a ktorych sumaryczmgnpact factor zgodnie z rokiem publikacji wyno&i,331,
a liczba punktow MNiSWO.

Od 2004 roku bytam asystentem w Katedrze ChemioBjanicznej na Wydziale
Inzynieryjno-Ekonomicznym Uniwersytetu Ekonomicznegoe WNroctawiu w zespole
kierowanym przez prof. dr hab. Jerzego Hanu2d tego czasu wspotpracug Instytutem
Niskich Temperatur i BadaStrukturalnych Polskiej Akademii Nauk we Wroctawgdzie
prowadzitam badania pod kierunkiem doc. dr hab.ostawa Mczki zwiexczone obrog

pracy doktorskiej w 2008 roku.

Moje zainteresowania naukowe ukierunkowane byty lb@danie wiéciwosci
chemicznych i fizykochemicznych pochodnych pirydymgoh, gtownie triazolopirydyn
(pracall.Al) oraz imidazopirydyn (pracd.A2). Byly to: imidazo[4,5-b]pirydyny (IPb),
imidazo[4,5-c]pirydyny (IPc) oraz ich pochodne. Mwoicelem byto ustalenie struktury
molekularnej badanych zwikéw metodami chemii kwantowej oraz poréwnanie ich
parametrow geometrycznych z wynikami rentgenowslkagjalizy strukturalnej. Pedn
dyskusg danych spektroskopowych tych materiatdw rovenggpieratam na obliczeniach
wykonywanych metodami chemii kwantowej. Kolejnymlere byto zbadanie wptywu
miejsca podstawienia grupy metylowej na sgtavosci strukturalne i spektroskopowe
pochodnych IP, a tak opracowanie kryterium rozmiienia metodami spektroskopowymi

tautomerow 1H-IP oraz 3H-IP.

Dokonatam optymalizacji struktury wszystkich badamyzwihzkow, a take wykonatam
obliczenia energii poziomoéw oscylacyjnych metodaokiemii kwantowej. Wyliczone
czestasci drgan postuzyty do wyznaczenia rozktadu energii potencjalnee [P czisteczek
na poszczegllne wspéidne wewrtrzne. Nasipnie wykonatam pomiary widm
w podczerwieni oraz Ramana dla badanychazikdw. Na podstawie oblicaekwantowych

dokonatam konfrontacji porbwnawczego opisu pasmynikami uzyskanymi z rozktadu
PED. Drgania fragmentu pémienia imidazolowego N-C=N wchoglzw skiad modow
normalnych, ktérym odpowiadgjnastpujace zakresy liczb falowych: 1485-1531 tm
v(C=N); 1367-1388 cmi 1048-1114 criiv(C-N); 855-964 ciid(NCN); 632-689 crit
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Y(NCN),. Pomiary spektroskopowe sugeruiz grupa NH pieicienia imidazolowego bierze
udziat w medzyczsteczkowym wizaniu wodorowym. W obliczeniach kwantowych
uzyskano wartei zero-fononowych pozioméw energii potencjalneP\Z&E). Wynosz one
od 21353 crit dla 1H-7CIPc do 29522 cindla 1H-7MIPc. Rénice ZPVE dla 1H i 3H
tautomeréw s nieznaczne i wynoszd 2 do 70 cm. Zatem wartéci ZPVE nie § przydatne
jako kryterium rozrénienia tautomeréw 1H od 3H. Badane pochodne: 5MB2metylo-
imidazo[4,5-b]pirydyna), 6MIPb (6-metylo-imidazoMb]pirydyna) i 4MIPc (4-metylo-
imidazo[4,5-c]pirydyna) wyspuja w tautomerycznej formie 1H, natomiast pochodne FiMI
(7-metylo-imidazo[4,5-b]pirydyna), 7MIPc (7-metyloridazo[4,5-c]pirydyna) i 7CIPc
(7-chloro-imidazol[4,5-b]pirydyna) w formie 3H.

Wyniki moich bada prezentowatam w formie posteréw na dwéclgdnynarodowych
konferencjach naukowych: VIl International Confece on Molecular Spectroscopy, IX

International Conference on Molecular Spectroscopy.

W 2006 roku bytam wspotorganizatorem ediynarodowej konferencji: Wi

International Conference on f-Elements.

* Po uzyskaniu stopnia doktora

Stopier doktora uzyskatam w czerwcu 2008 roku. Od 201Q@MtH6 roku pracowatam
na stanowisku adiunkta naukowego, a od 2015 rokwchleili obecnej — na stanowisku
adiunkta w Katedrze Chemii Bioorganicznej na Wylizidnzynieryjno-Ekonomicznym

Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu.

Do chwili obecnej jestem wspotautorem 32 oryginamyrac naukowych i jednej
pracy przegldowej w czasopismach znajgdaych s¢ w bazie Journal Citation Reports,
ktérych sumarycznyimpact factor zgodnie z rokiem publikacji wyno$80,531 a liczba
punktow MNiISW895 z czego po uzyskaniu stopnia doktora jest torat,mla ktérych IF =
75,2001 MNISW = 855. Po wyhczeniu dorobku zaliczonego do gggniecia habilitacyjnego
impact factor i liczba punktéw MNiISW wynosgodpowiednio61,483i 700. Liczba cytowa
moich prac wedtug bazy Web of Science wyrk8 (bez autocytowa234), a index Hirscha
-11

Po obronieniu rozprawy doktorskiej nadal kontynulama wspotprag naukovg
z Instytutem Niskich Temperatur i Bad&trukturalnych PAN we Wroctawiu. Rozpetam

rowniez wspotprae naukows z Zaktadem Biochemii Genetycznej, Wydziatu Bidtealogii,
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Uniwersytetu Wroctawskiego. W wyniku tej wspotprappwstaty publikacje wchodee

w sktad osigniecia naukowego (pradd3 — H7).

W nastpstwie kontynuacji bada dotyczcych pochodnych imidazopirydynowych
ukazaty st trzy publikacje [.B3, 11.B5, 11.B8 ). Na podstawie badaXRD, spektroskopii IR
i Ramana przedstawiono analistruktury molekularnej oraz wdeiwosci spektroskopowe
1H-imidazo[4,5-b]pirydyny w postaci monomerycznejdimerycznej. Dane teoretyczne
omoOwiono na podstawie chemicznych obliczZewantowych (DFT) metad funkcjonatu
gestasci B3LYP stosujc baz 6-31G(d, p). Zwjzek ten krystalizuje w rombowej strukturze,
grupa przestrzennaPna2; i Z = 4. Stwierdzono ptagk struktuge szkieletu

imidazopirydynowego oraz obeditovigzania wodorowego N-HN (11.B3).

W pracy II.B5 poroéwnano wyniki bada teoretycznych i eksperymentalnych
przeprowadzonych dla 4-metylo-imidazo[4,5-c]pirygly(dMIPc) i 7-metylo-imidazo[4,5-
c]pirydyny (7MIPc). Dane teoretyczne otrzymano zerolicznych obliczé kwantowych
wykonanych metagl funkcjonatu @stasci (DFT), natomiast badania eksperymentalne
uzyskano z analizy dyfrakcji rentgenowskiej (XRDao spektroskopii IR i Ramana. Badania
krystalograficzne wykazaly,ze 4MIPc krystalizuje w rombowej strukturze, grupa
przestrzenndna2; i Z = 4, natomiast 7MIPc krystalizuje w strukturgeupy przestrzennej
P-1i Z = 4. Prawie ptaskstruktue czsteczki i obecn& wigzania wodorowego N-H---N
uznano za charakterystyczne cechy badanych uktaddivecné¢ wigzan wodorowych

potwierdzag réwniez wyniki bada spektroskopowychlI(B5).

W kolejnej pracyll.B8, dotyczce] imidazopirydyn, przedstawiono wyniki bada
spektroskopowych i strukturalnych izomeru IPc.dprbwadzono badania struktury krysztatu
IPc metod dyfrakcji rentgenowskiej. Dokonano optymalizadjiuktury badanego zwiku,
a takze wykonano obliczenia energii pozioméw oscylacyjnyeetodami chemii kwantowej.
Wyliczone czstadsci drgaa postuzyty do wyznaczenia rozktadu energii potencjalnez[p
czgsteczek na poszczegllne wspédize wewnrtrzne. Wykonano pomiary widm
w podczerwieni oraz Ramana imidazopirydyny. Na pmdie obliczé kwantowych
dokonano konfrontacji porownawczego opisu pasm aikeymi uzyskanymi z rozktadu PED.
W badanym zwjzku obserwuje si drgania calego szkieletu imidazopirydynowegd):(
Vad®P), v(P), Y(P), T(P). Drgania te mog by¢ stosowane jako nagdzie diagnostyczne dla
innych uktadéw zawieragych szkielet IPc. Pomiary spektroskopowe sugeiigjgrupa NH

pierscienia imidazolowego bierze udziat w ¢gdzyczsteczkowym wjzaniu wodorowym.
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Sita tych oddziatywa zostata potwierdzona w elektronowych obliczeni&BO (Natural
Bond Orbital).

Kontynuowatam rownig badania pochodnych triazolopirydyml.B20 i 11.B22).
Celem opublikowanych prac byto poréwnanie wynikbwad@ teoretycznych
i eksperymentalnych przeprowadzonych dla azotanmefdo-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-
c]pirydyniowego [1.B20) i jonu obojnaczego aqua-4,6-dimetylo-5H-[1,2jakolo[4,5-
c]pirydyny (1.B22). Opracowano struktarkrystaliczry i molekularra badanych zvazkéw
za pomog dyfrakcji rentgenowskiej i chemicznych obligzekwantowych DFT.
Przeprowadzono tak termograwimetryczne i #aicowe analizy kalorymetryczne dla
azotanu 7-metylo-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-C]pirydymiego. Scharakteryzowano drgania
piericienia triazolowego w badanych zwkach. Badane pochodne zawigragzkielet
triazolopirydyny wysgpujacy w szerokiej gamie lekéw. Obliczenia DFT i badani
spektroskopowe pozwolity na wyadimienie charakterystycznych pasm, ktére mdny¢
wykorzystane jako na¢dzie diagnostyczne do identyfikacji ukladu podwdjoeiegcienia

w réznych materiatach.

W wyniku wspotpracy naukowej z Zakladem Biocher@ienetycznej, Wydziatu
Biotechnologii, Uniwersytetu Wroctawskiego powstafdl publikacji niewchodgych
w sktad osignigccia naukowegol(.B1, 11.B2, 1I.B4, 11.B6, 11.B7, 11.B11, 11.B13, 1.B15,
11.B16, 11.B17, 11.B21). Metodami spektroskopii oscylacyjnej badanazniée medzy
produktami Inu naturalnego i transgenicznego. Darakierystyki wtokien Inu wykorzystano
miedzy innymi spektroskopiIR. Dzigki tej metodzie scharakteryzowano zmiany wsglo
gtéwnych sktadnikéw sciany komorkowej (celulozy, hemicelulozy, pektyn lignin).
Wykazano réwnig réznice w budowie szkieletow celulozowych, sity i ariacji wigzaa
wodorowych 4#czagcych tacuchy celulozowe. Przy zyciu metod spektroskopowych
i rentgenograficznych wyznaczono indeks krystalaszn badanych wiokien. Dane
spektroskopowe widkien Inianych porownywano z wsnik uzyskanymi z analizy

biochemicznej.

Jestem wspotautogk prac, w ktorych metody spektroskopowe zastosowano
do opracowania modeli kalibracyjnych, ktére opisupaleencs¢ miedzy widmami
oscylacyjnymi a okrdonymi wiasciwosciami badanej probki (liczba jodowa, stapie
deacetylacji) i(.B14, 11.B18). Opracowane modele kalibracyjne ima wykorzysta
do oznaczania wybranych w&wosci chemicznych na podstawie pomiaru widma éloreej

prébki. W konsekwencji skomplikowane metody analchemicznej mog by¢ zasspione
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przez szybkie pomiary widm oscylacyjnych. Techngpektroskopowe gs doskonatym
narzdziem do charakterystyki wdeiwosci ztozonych materiatdw biologicznych. Pomiary

Sa proste, a w wyniku analizy widma, uzyskaazna wiele informacji o badanym materiale.

Celem badania opisanego w pratlyB1l4 byto zaproponowanie nowej metody
okreslania stopnia deacetylacji (DD) chitozanu, opani@jpomiarach widm Ramana. Stesuj
te metod uzyskano rozgine wyniki, ktére wykazaly dobre dopasowanie patadme
spektroskopowych i sktadu chemicznego badanych ghébVykorzystano intensywRci
integralne okrdonych pasm, uzyskgg analityczne zataosci liniowe: Ajgsq= - 0,021 DD +
2,68 (R = 0,9468); Ase1 = 0,016 DD — 0,92 (R= 0,9787); Ass = -0,075 DD + 0,71
(R? = 0,9848). Dobre dopasowanie ctity wartgciami eksperymentalnymi i obliczonymi
deacetylacji chitozanu uzyskano réwhniestosujc drug procedug zaproponowaf
w niniejszej pracy. W tym przypadku intensywéaozpatrywanego pasma byta zwana
z intensywnécia pasma wzorcowego przy 896 ¢m ktére odpowiada drganiom
v(¢p) + p(CH,). Wykazanoze zalenosci miedzy stosunkami intensywsa integralnych dla
wybranych pasm widma Ramana, a stopniem deacatydpgupg nastpujace rownania:
A1se/Ages = 0,014 DD — 0,86 (R= 0,9901) i AsdAsges = -0,007 DD + 0,69 (R= 0,9962).
Zaproponowane nowe podeje do okrélania parametru DD dla prébek chitozanu okazato
sic bardzo uayteczne i wielokrotnie cytowane w literaturZgviatowej. Liczba cytowa

publikacjill.B14 wynosi 32.

Celem badania pracyll.B18 byto okreélenie sktadu kwaséw tluszczowych,
wyznaczenie liczby jodowej, kwasowej, nadtlenkowegzmydlania wybranych olejow
jadalnych: stonecznikowego, z awokado, konopi, lago, szafranowego, orzechowego,
z sezamu, ru, kukurydzy, rzepaku, pestek dyni i orzechow lagkeh. Intensywnéci pasm
widm oscylacyjnych, wyspujacych przy okoto 1655 i 2852 ch odpowiadajcych
drganiom v(C=C) iv(CH,) zostaty wykorzystane do wyznaczenia zat8ci migdzy danymi
spektroskopowymi a warfoig liczby jodowej (IV). Uzyskano nagtujace zalénosci
liniowe: lc=c)/ licrz) = 7,499 x 10 x IV - 0,0339 i Jc=c) / lichz) = 9,299 x 10 x IV - 0,023
dla widm w podczerwieni i widm Ramana ze wspotczkiem korelacji odpowiednio 0,988
i 0,976. Linie kalibracyjne oki&one powyszymi rownaniami mina wykorzysta
do okrdlenia liczby jodowej dla olejow o nieznanym poziemkwaséw ttuszczowych

nienasyconych, jak réwniemargaryn i innych substanciji ttuszczowych.

Bralam rownie udziat w badaniach nad ocenprzydatnéci spektroskopii

oscylacyjnej w analiziezywnosci pochodzenia zwietzego (1.B12, 11.B19, 11.B22).
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W pracyll.B12. opracowano metagd umazliwiajaca okreslenie zawartéci miesa kaiskiego
(Equus caballus) w mieszaninie z wotowin (Bos taurus taurus) z wykorzystaniem
spektroskopii Ramana. W analizie widm Ramana mi@sgamics porownano stosunki
intensywndci integralnych nagpujacych par pasm o maksimach przy liczbach falowych:
937/1003, 879/1003, 856/1003 i 829/1003crZa wewntrzny standard widm Ramana
postzyto pasmo o maksimum intensywiod przy liczbie falowej 1003 crth Jest to pasmo
charakterystyczne dla drgania pmenia fenyloalaniny. Uzyskane wyniki wskazuj
na wyrang zaleznos¢ parametrow spektroskopowych odzmic w skladzie chemicznym
badanych prébek. Wyprowadzono rownania matematyopisipce zalenosci miedzy tymi
parametrami: ¢b7/l100s = 0,0075 Gw + 0,0403 (R = 0,9146); 47911003 = 0,0111 G —
0,0435 (R = 0,9381); 4s¢/l1003 = 0,0045 Gy + 0,098 (R = 0,9319); 4sd/l1003 = 0,0016 G/w
+0,1216 (R= 0,8277). Za pomactych zalgnosci wykazano doskonakorelacg wynikéw
spektroskopowych i skladu chemicznego mieszanigsmych. Opracowana metodazjca
do wykrywania zafatszowania mielonegogsa wotowego charakteryzuje: $irotkim czasem
analizy i prostaf wykonania.

W publikacji 11.B19. przedstawiono wyniki bada spektroskopowych rgsa
drobiowego. Analizowano zmiany jal@owe zachodge w mesie w trakcie jego
przechowywania. Wybrane zakresy widm FT-IR i Ramay@azono na sktadowe Lorentza
i poprzez ranice w intensywngciach integralnych wybranych skladowych wykazanoost
ilosci wolnych aminokwasow, obserwowanych jako gtoweyjestrowany spektroskopowo

efekt psucia tkanki gniowej.

Celem badania opisanego w publikaitjB23. byto opracowanie metod rejestracji
réznic w sktadzie iléciowym i jakasciowym, wystpujacych w przekroju badanej kekiej
tkanki ttuszczowej. Poréwnag stosunki intensywrigi integralnych wybranych pasm widm
FT-IR i Ramana, badano stopienienasycenia, liczb jodowg i zawartd¢ retinoidow
w zewretrznych i wewntrznych warstwach ttuszczu. Wykazano charaktergstgczmiany
sktadu kaskiej tkanki thuszczowej w zataosci od odlegitdci od skory.

W latach 2010, 2014, 2015, 2016, 2017 otrzymatargrdtly Rektora Uniwersytetu
Ekonomicznego we Wroctawiu, Pierwszego Stopnia zddiecia w Pracy Naukowo-
Badawczej. Natomiast w latach 2011 i 2012 otrzymaldagrody Rektora Uniwersytetu
Ekonomicznego we Wroctawiu, Drugiego Stopnia zaa@sécia w Pracy Naukowo-

Badawcze).
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Moim oshgnicciem w ksztalceniu kadr naukowych jest opieka nasdorda

doktorantami w charakterze promotora pomocniczego.

W ramach dziatalnwi popularyzuycej nauk w latach 2014 - 2017
wspotorganizowatam Dolrdtgski Festiwal Nauki. Przygotowatam i prowadzitam lcyk
imprez: "Abra-kadabra, czyli chemia dla dzieci",0"Tez jest chemia”, "Chemia nie by

ciekawa" oraz "Hokus-pokus, czyli chemia dla najistoych”

W latach 2014 - 2015 prowadzitam @ap z uczniami dolnggskich szkét w ramach
projektu wspoffinansowanego przez bricuropejsk w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego "Nauka i technologia dlaywnosci” realizowane w Katedrze Chemii
Bioorganicznej. Merytorycznie opracowatam projpkt,Spektroskopia w podczerwieni jako
narzdzie bada produktow biologicznych izywnosciowych”, dodatkowo - materiat

pt. ,Instrukcja - krok po kroku dla ucznia” orazrigapracy do wykonywanych zafia

W ramach tego projektu w roku 2015 uczestniczylamWyjezdzie Studyjnym MINT
do Berling gdzie uczestniczytam w szkoleniu na Uniwersytddiembolta oraz Wolnym
Uniwersytecie Berlina.

Od roku akademickiego 2014/2015 roku prowadaboratorium 2z Chemii
Organicznej, Biochemii i ChemiiZywnosci na Wydziale laynieryjno-Ekonomicznym

Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctawiu.

Od roku akademickiego 2016/2017 prowadwyktady z Biochemii i Chemii
Zywnoici na Wydziale Iaynieryjno-Ekonomicznym Uniwersytetu Ekonomicznego

we Wroctawiu.

W latach 2011 - 2017 moje badania prezentowane thginie na 14 konferencjach:
12 mkdzynarodowych i dwoch krajowych, gdzie bytam autordub wspotautorem.
We wrzéniu 2008 roku bytam wspaotorganizatoremellizynarodowej Konferencji Naukowej

REMAT (International Conference on Rare Earth Matsy.

Jestem czionkiem Polskiego Towarzystwa Technolog@uwnoici oraz Polskiego

Towarzystwa Chemicznego.

W 2010 roku bytam czionkiem zespotu ds. weryfikagjnioskow o nagrody
J.M. Rektora Uniwersytetu Ekonomicznego we Wroctav@dd 2013 roku jestem czionkiem
z wyboru Rady Naukowej Instytutu Chemii i Technoiogywnoéci. Jestem réwnie

Cztonkiem Komisji ds. Jakoi Ksztatcenia na Uniwersytecie Ekonomicznym we tawiu
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oraz cztonkiem Odwotawczej Komisji Dyscyplinarndp dStudentow na kaderci2016 -
2020. Od 2016 bytam przewodnicza Komisji Egzaminacyjnej na egzaminie dyplomowym
(inzynierskim i magisterskim), 111 studentow.

Wykonatam w sumie 24ecenzje prac naukowych, zinych do czasopism z listy
Journal Citation Reports, takich jak: Plant Methods, Carbohydrate Polymers, European
Journal of Lipid Science and Technology, Journathe&f American Oil Chemists Society,
Current Organic Synthesis, Research on Chemicatnmddiates, Spectrochimica Acta: Part

A, Journal of Biomedical Materials Research: Parfdurnal of Molecular Structure.

Zestawienie liczbowe mojego dorobku naukowego dirjgj s¢ w tabelach 1 i 2.
Ponadto wykaz opublikowanych prac naukowych oraformacje 0 osignigciach
dydaktycznych, wspotpracy naukowej i popularyzaguki dohczam do dokumentéw jako
Zalacznik 31 4.

Tabela 1. Zestawienie dorobku publikacyjnego piizeal uzyskaniu stopnia doktora

Dorobek naukowy Przed uzyskaniem Po uzyskaniu Dorobek
stopnia doktora stopnia doktora catkowity
(szt.) (szt.) (szt.)

Publikacje naukowe w czasopismach 2 30 32

uwzglkdnionych w bazie JCR

Artykuty przeghdowe w czasopismach - 1 1

uwzglkdnionych w bazie JCR

Komunikaty naukowe na konferencjach:

* miedzynarodowych 2 12 14

+  krajowych - 2 2

Prace konferencyjne opublikowane ¢gzyku - 2 2
angielskim

Organizacja konferenciji:

* miedzynarodowych 1 1 2

»  krajowych - - -
Recenzje artykutéw naukowych - 24 24
Sumaryczny IF 5,331 75,200 80,531
Punkty MNiSW 40 855 895

Tabela 2. Punktacja opublikowanych prac.

EZ3

Rodzaj pracy Liczba prac | Punktacja Suma punktéw | IF
wg MNiSW ~ | wg MNiSW
Publikacje naukowe 32 865 77,608
Chemical Physics 1 20 20 1,805
Journal of Raman Spectroscopy 2 20 52 3,526
32 3,137
Biotechnology Progress 3 24 89 2,398
35 1,853
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30 2,149
Composites Science and Technology 1 24 24 2,901
Journal of Molecular Structure 5 15 95 1,551
20x4 1,602
2,011x3
Spectrochimica Acta Part A 5 20 135 1,566
25 2,098
30x3 2,353x2
2,653
BMC Biotechnology 2 30 60 2,349
2,592
Vibrational Spectroscopy 1 25 25 1,650
Journal of Biotechnology 1 30 30 3,183
Journal of Natural Products 1 35 35 3,947
BMC Plant Biology 2 40x2 80 3,813
3,964
Food Chemistry 1 40 40 3,391
Transgenic Research 1 20 20 2,054
Frontiers in Plant Science 1 40 40 4,291
Spectroscopy Letters 2 15 30 0,794
20 0,896
International Journal of Food Properties | 1 25 25 1,845
Food Analytical Methods 1 30 30 2,245
Process Biochemistry 1 30 30 2,616
Artykuly przegladowe: 1 30 2,923
Bioorganic and Medicinal Chemistry 1 30 30 2,923
Lacznie publikacje naukowe 33 - 895 80,531

Index Hirscha wedtug bazy Web of Science 11

liczba cytowan 288

liczba cytowan bez autocytowan 234 (wg bazy Web of Science)

" Punktacja wg komunikatu MNiSW w sprawie wykazu czasopism naukowych z liczba

punktéw przyznawanych za publikacje w tych czasopismach (Oryginalne Prace Tworcze

i Artykuly Przegladowe) zgodnie z rokiem wydania

“Impact Factor (IF) zgodnie z rokiem wydania
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