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Wyznaczono state dysocjacji galanginy metodami analitycznymi. Metodami
chemii kwantowej AM1, PM3 i ab initio modelowano reakcje dysocjacji galan-
giny. Analiza parametrow fizykochemicznych otrzymanych tymi metodami po-
zwolita na ustalenie wlasciwosci kwasowo-zasadowych grup hydroksylowych
flawonu. Przeprowadzono analize wyboru deskryptorow istotnych dla podjecia
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Wsrod konwencjonalnych metod leczenia coraz wigkszym uznaniem cieszy sig
apiterapia wykorzystujaca lecznicze dzialanie standaryzowanych czynnych far-
makologicznie frakcji otrzymanych z produktow pszczelich. Jednak wlasciwosci
alergenne tych preparatoéw ograniczaja pelne wykorzystanie ich wlasciwosci lecz-
niczych. Nalezy wigc bada¢ mozliwosci wykorzystywania terapeutycznego czy-
stych zwiazkow chemicznych zawartych w preparatach propolisowych. Preparaty
propolisowe sa bogatym zrédlem gtéwnie weglowodanow, zawieraja rowniez m.in.
zwiazki fenolowe i flawonoidowe o duzym potencjale antyutleniajacym. Flawono-
idy naleza do zwiazkéw o réznorodnym i waznym udokumentowanym dziataniu
biologiczno-terapeutycznym (1-6). Preparaty z miodu sa w Polsce glownym zréd-
fem flawonu — galanginy.

W wyniku badan przeprowadzonych in vitro na modelowych komorkach nabton-
kowych Zotadka (human gastric adenocarcinoma cells — AGS) zainfekowanych He-
licobacter pylori stwierdzono, ze galangina w stezeniu 60 mmol/dm? i wyzszym
wykazuje dziatanie antybakteryjne w stosunku do H. pylori. W do$wiadczeniu tym
porownywano flawonoidy (chryzyng, kwercetyng, kemferol, flawanon, galanging)
pod wzgledem sity hamowania sekrecji interleukiny 8. Okazato si¢, ze najsilniej-
szym inhibitorem w$rod badanych zwiazkow jest galangina (3).

*) Praca wykonana w ramach badafi statutowych UM w Lodzi nr. 503/3-016-03/503-01.
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Inne badania dowodza, ze propolis, w sktad ktéorego wchodzi m.in. galangina,
podany $rodotrzewnowo zapobiega u myszy ,,stresowi oksydacyjnemu” komorek
moézgu i w zwiazku z tym moze zapobiegaé ich niedotlenieniu (4).

W doswiadczeniu przeprowadzonym in vitro na komoérkach migénia wypieracza
pecherza $wini i szczura odkryto, ze galangina w stezeniu 10~7 mol/dm? zapobiega
obnizeniu ich kurczliwosci. Dzieje si¢ tak dzigki antyoksydacyjnym wlasciwosciom
tego flawonoidu, ktore zostaly potwierdzone w badaniu na mikrosomach watro-
by szczura. Jesli wyniki tych badan zostana potwierdzone in vivo, galangina moze
sta¢ si¢ nowym S$rodkiem zapobiegania i/lub leczenia dysfunkcji pgcherza (5, 6).
Galangina okazata si¢ rowniez potencjalnym inhibitorem metabolizmu DMBA (6)
dimetylobenz[a]antracenu — znanego zwiazku rakotworczego. Pobudzenie receptora
AhR (aryl hydrocarbon receptor) zapoczatkowuje proces nowotworowy. W bada-
niach in vitro dowiedziono, ze galangina jest skutecznym nietoksycznym inhibitorem
tego receptora, dzigki czemu wykazuje wlasciwos$¢ zapobiegania nowotworom (6).

Dziatania biologiczne galanginy zostaty szeroko zbadane, jednak wyjasnienie tych
dziatan powinno by¢ poprzedzone badaniami wtasciwosci kwasowo-zasadowych
tego zwiazku. Réwnowagi kwasowo-zasadowe zwiazkéw biologicznie czynnych
odgrywaja zasadnicza rol¢ w przewidywaniu wzajemnych stosunkow ilo$ciowych
form o ré6znym stopniu protonowania w plynach fizjologicznych o okreslonych war-
tosciach pH. Zaleznosci te, Scisle wiaza si¢ z mozliwoscia transportu leku przez bto-
ny biologiczne, odgrywaja rol¢ w bezposrednim oddziatywaniu leku z receptorem.
Relacje pomigdzy stata dysocjacji, a st¢zeniem leku zwigzanego z biatkami osocza,
migs$ni oraz enzymow sa waznym czynnikiem wptywajacym na dystrybucje¢, me-
tabolizm 1 wydalanie leku (7). Dlatego celem pracy bylo poznanie tych relacji dla
galanginy jako istotnego sktadnika miodu pszczelego.

Badania wtasne (8, 9) wybranych parametréw kwantowo-chemicznych flawonow
wykazaty mozliwo$¢ wykorzystania energii wigzania i ciepta tworzenia do ustalania
kwasowosci grup hydroksylowych na przyktadzie rutyny i jej aglikonu kwercetyny.
Wielokierunkowos$¢ w dzialaniu biologicznym tych zwiazkéw o podobnej struktu-
rze chemicznej jest nadal niewyjasnionym i waznym problemem. Badania zalezno-
$ci miedzy budowa i dzialaniem moga by¢ z powodzeniem prowadzone metodami
QSAR pod warunkiem stosowania wtasciwych deskryptorow, ktorych wybor powi-
nien by¢ poprzedzony badaniami analitycznymi.

MATERIALY I METODY

Galangina (3,5,7-trihydroksyflawon) pochodzita z firmy Aldrich. Czysto$¢ zwiaz-
ku potwierdzono badaniami widm absorpcyjnych w zakresie UV/VIS i 'H NMR
w DMSO-d4, oraz pomiarem temperatury topnienia. Trwato§¢ zwiazku badano
w roztworach nienasyconych, buforowych przygotowanych wg wzorcow (10, 11)
z odczynnikéw pochodzacych z Polskich Odczynnikéw Chemicznych (Gliwice).
Roéwnowagi kwasowo-zasadowe badano klasyczna metoda spektrofotometryczna
w roztworach buforowanych galanginy o stezeniu 4-10> mol/ dm? z zawarto$cia
ok. 10% v/v metanolu. Miareczkowanie potencjometryczne rozpoczynano od doda-
nia wodorotlenku potasowego zapewniajacego catkowite rozpuszczenie galanginy.
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Do obliczenia warto$ci statych dysocjacji stosowano wzory uproszczone (10, 11).
Temperatura w czasie wszystkich pomiarow wynosita ok. 25 + 0,5°C, utrzymywano
stata moc jonowa ok. 0,1. Obliczenia parametrow fizykochemicznych byty przepro-
wadzone po optymalizacji geometrycznej w algorytmie Polak-Ribiere za pomoca
metod semi-empirycznych AM1 i PM3 oraz ab initio (basis set minimal STO-3G),
w programie HyperChem ®7.0 (Hypercube, Inc), doktadno$¢ pomiaréw energii ok.
0,001 kecal/mol (8, 9, 12). Program ACD/pKa DB V 8 wykorzystano do wyznaczenia
log P. Wyniki opracowano statystycznie zgodnie z piSmiennictwem (13).

Pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem nastgpujacej aparatury: spektrofoto-
metr PYE-ATI UV-4, spektrometr magnetycznego rezonansu jadrowego Tesla DM
567A, pehametr cyfrowy typ PHM 80 (Radiometer Copenhagen).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Dotychczas nie wyznaczono statych dysocjacji dla galanginy w rozworach wod-
nych. Badaniami réwnowag kwasowo-zasadowych klasyczna metoda spektrofoto-
metryczng objgto roztwory galanginy w zakresie pH od 1,0 do 12,5; widma reje-
strowano ex-tempore w zakresie dtugosci fal od 200 do 500 nm. W zakresie pH 1-6
widma nie r6znia si¢ istotnie i sa charakterystyczne dla formy oboj¢tnej galanginy,
wykazuja pasma absorpcji z maximum przy dwoch dlugosciach fal A = 262,5 nm
(€,=19250)1 A =355 nm (€,,= 11000) oraz przegigcie A = 312,5 nm.

Analiza widm zarejestrowanych w roztworach o zakresie pH od 6,271 do 8,803
wykazuje, ze najsilniej wyrazone zmiany absorbancji obserwuje si¢ w zakresie dtu-
gosci fal od 200 do 450 nm. Wraz ze wzrostem zasadowosci roztworu do pH ok. 8,8
wyraznie wzrasta absorbancja pomigdzy 265 nm < A < 295 nm, przy czym pasmo
z maksimum przy A = 262,5 nm maleje, a powstaje nowe z maksimum przy A =
275 nm. Wraz ze zwigkszaniem si¢ pH roztworu obserwuje si¢ wzrost absorbancji
w zakresie 370—450 nm oraz obnizenie absorbancji w zakresie od 300 nm do 370
nm. Obecno$¢ pigciu punktéw izozbestycznych przy dlugosciach fal: A = 212 nm
(€212 =18425), A =248 nm (€, 2*¥ = 11775), L = 268 nm (€,,,>6% = 18625), L = 300

_nm (€, = 7500), A = 368 nm (€,,,’%® = 9175) $wiadczy o tym, ze w tym zakresie
pH wystepuja w rownowadze przynajmniej dwie formy galanginy.

Zmiany absorbancji przy dtugosci fal 400 nm i 356 nm w funkcji pH postuzyty do
wyznaczenia wartosci pK; = 7,50 = 0,07.

Przy dalszym wzrosécie zasadowosci roztworu od pH = 8,803 do pH = 10,545
obserwuje si¢ wzrost absorbancji w zakresach dtugos$ci fal: 225 nm < A < 260 nm;
280 nm <X <330 nm; 390 nm <A <470 nm.

Malejaca wraz ze wzrostem zasadowosci absorbancj¢ obserwuje si¢ w zakresach
dhugosci fal: 260 nm <A <280 nm; 330 nm <A < 390 nm.

W efekcie tych zmian obserwujemy pasma absorpcji z dwoma maksimami
lezacymi przy dtugos$ciach fal: A = 275 nm (€, = 17500) oraz przy A = 412 nm
(€, = 12500) oraz cztery minima przy: A = 210 nm (€, = 18750); A = 250 nm
(€= 11875); A =315 nm (€, = 6000); L = 360 nm (€, = 4250).

Obok zmian absorbancji widocznych jest réwniez wyraznie pi¢¢ punktow izoz-
bestycznych przy dtugosciach fal: L = 224 nm (€,,,2**= 18425), L = 256 nm (€, =
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12300), A = 280 nm (€,,229= 17625), L = 332 nm (€,,,*2 = 7025), L = 388 nm (€,,,’*
=8975). Ich obecno$¢ swiadczy o tym, ze w roztworze w rownowadze istnieja przy-
najmniej dwie formy galanginy.

Zmiany absorbancji przy dlugosciach fal L =376 nm i A = 412 nm postuzyly do
obliczenia kolejnej statej dysocjacji pK, = 9,70 + 0,05. Przeprowadzone reakcje dy-
socjacji sa odwracalne, a badana substancja w $rodowisku alkalicznym jest trwata,
gdyz widmo alkalicznego roztworu galanginy (pH = 12,5) po zakwaszeniu roztworu
do pH ok.1 nie r6zni si¢ istotnie od widma formy oboj¢tnej. Potwierdza to, iz widma
dotycza tylko rownowag kwasowo-zasadowych galanginy.

Miareczkowania potencjometryczne przeprowadzono dla roztworu galanginy
o stezeniu ¢ = 4,55-1072 mol/dm?>. Galangina jest zwiazkiem trudno rozpuszczal-
nym w wodzie dlatego w celu zwigkszenia jej rozpuszczalno$ci dodano ok. 9% v/v
metanolu. Otrzymany roztwor wodno-alkoholowy miareczkowano mianowanym
roztworem KOH o stezeniu cgoy = 0,2288 mol/dm?. Pomiary potencjometryczne
byty mozliwe dopiero od 200% zobojgtnienia ze wzgledu na niska rozpuszczalnosé
galanginy.

Metoda potencjometryczng udato si¢ wyznaczy¢ dwie ostatnie stale dysocjacji:
pK,=9,58; pK; = 10,30. Te wartos$ci nalezy traktowa¢ jako przyblizone, poniewaz
w badaniu nie uwzgledniono hydrolizy utworzonych soli, ponadto stale te sa poto-
zone blisko siebie, na co wskazuje malejacy trend obliczanej warto$ci pK; wraz ze
wzrostem zasadowosci roztworu.

Warto$ci drugiej statej dysocjacji niezaleznie od stosowanych metod sg zblizone.

Wtlasciwosci kwasowo-zasadowe galanginy

Analiz¢ wlasciwosci kwasowo-zasadowych galanginy przeprowadzono na pod-
stawie wyznaczonych metodami obliczeniowymi parametrow fizykochemicznych.

Poréwnaniu i analizie poddane zostaly roéwniez, uzyskane w wyniku optymaliza-
cji geometrycznej, dtugosci wigzan i1 tadunki czastkowe na atomach.

Zgodnie z literatura wybrano najbardziej prawdopodobna struktur¢ monoanionowa,
a dalej forme, ktora staje si¢ wyjsciowa struktura dla kolejnej formy dianionu (8, 9).

Analiza wybranych parametrow fizykochemicznych otrzymanych
po optymalizacji metoda AMI

Celem pracy bylo poznanie kolejnosci w jakiej dysocjuja kolejne protony grup
hydroksylowych galanginy w oparciu o analizg takich parametrow fizykochemicz-
nych jak: energii catkowitej, wiazania i orbitalnych, ciepta tworzenia dla wszystkich
mozliwych form anionowych i formy oboj¢tnej galanginy. Przeanalizowano para-
metry najpierw dla monoaniondw, a nast¢pnie dla dianionow.

Dla okre$lania wtasciwosci kwasowo-zasadowych najwigksze znaczenie ma po-
rébwnanie energii catkowitej i wiazania oraz ciepta tworzenia. Najtrwalsza termody-
namicznie jest forma obojgtna, najmniej trwaty jest trianion.

Sposrod trzech mozliwych monoaniondéw najnizszy poziom energetyczny wyka-
zuje 7-monoanion (tab. I). Wartos$ci energii wiazania, catkowitej i ciepta tworzenia
dla dwdch pozostaltych monoanionéw sa zblizone.

Ponadto, 7-monoanion oznacza si¢ najnizsza wartoscia energii_orbitalu LUMO
(2,19 eV), co swiadczy o tym, ze najtatwiej oderwac od niego elektron. Jest za-



Nr 4 Badania wlasciwo$ci kwasowo-zasadowych galanginy 513

tem najsilniejsza wsrod monoanionéw zasada, ktora najtatwiej traci elektron. Dla
tej formy galanginy najwigksza jest roznica energii orbitali HOMO i LUMO (6,55),
co $wiadczy o tym, ze wsréd monoanionéw to najbardziej prawdopodobna forma
utworzona w procesie dysocjacji z formy obojgtnej (14,15).

Najnizsza energic¢ HOMO wsréd monoanionéw wykazuje 7-monoanion co ozna-
cza, ze jest najsilniejszym kwasem od ktorego najtatwiej oderwac proton i utworzy¢
dianion. Pozostate monoaniony maja zdolno$¢ do tworzenia wigzania wodorowego
z atomem tlenu karbonylowego przy C-4, co dodatkowo potwierdza, ze pierwszy
proton jest usuni¢ty z grupy hydroksylowej w pozycji C-7. Latwos$¢ powstawania
wiazania pomig¢dzy atomem wodoru z grupy hydroksylowej przy C-3 a atomem tle-
nu grupy karbonylowego przy C-4 potwierdzono przez analiz¢ parametrow takich,
jak 1 momentu dipolowego energii hydratacji. Najnizsza warto§¢ momentu dipolo-
wego (6.52D) wykazuje 3-monoanion. Warto$¢ energii hydratacji okresla tatwosc,
z jaka dana forma jest zdolna tworzy¢ wiazanie wodorowe stabilizujace okreslona
strukture (16). Najnizsza warto$¢ energii hydratacji, a wigc i najwyzsza zdolnos¢ do
stabilizacji struktury wykazuje monoanion przy C-3.

Tabela I. Parametry otrzymane dla galanginy po optymalizacji geometrycznej metodg AM1
Table |. Parameters obtained for galangin after the geometric optimization with the AM1 method

Energia Energia Ciepto A Moment
FEf catkowita | wiazania | tworzenia Evovo | Ewmo | [Eromo dipolowy
galanginy |\ camol) | (kcal/mol) | (kealimoly | ) | @) | - '%;’/“;'0] D)

obojetna -84376,84 | —-3508,83 | —126,66 -8,94 -1,01 7,93 3,39
3-monoanion -84097,74 | -3492,53 | -162,47 -3,63 2,66 6,29 6,52
5-monoanion -84097,14 | -3491,94 | -161,87 -4,14 2,35 6,49 11,90
7-monoanion -84105,34 | -3500,14 | -170,08 —4,36 2,19 6,55 11,79
3,5-dianion -83746,22 | —3403,81 -125,85 -0,41 6,56 6,97 8,78
3,7-dianion -83757,64 | -3415,24 | -137,28 -0,54 6,29 6,83 5,58
5,7-dianion -83729,99 | -3387,59 | —-109,63 0,12 4,87 4,75 21,85
3,5,7-trianion -83316,34 | -3236,74 -10,88 2,96 9,25 6,29 13,90

Przeprowadzono takze analizg innych parametrow takich jak: dtugos¢ wiazania
OH i tadunkéw czastkowych na atomach tlenu i wodoru okreslonych grup hydrok-
sylowych, ale wynikajace z nich wnioski sa niespojne.

Dlugos¢ wiazania migdzy atomem wodoru, a atomem tlenu w grupie hydroksylo-
wej jest odwrotnie proporcjonalna do trwatosci tego wiazania. Najdhuzsze wiazanie
O-H wystepuje przy weglu C-3, wige na podstawie oceny tego parametru, najtatwiej
bedzie powstawat 3-monoanion. Analiza sumy ladunkéw na atomie tlenu i atomu
wodoru w grupach hydroksylowych formy obojgtnej ujawnia wigksza stabilnos¢
grup OH przy C-3 i C-5.

Dla monoanionéw galanginy najnizszy tadunek zgromadzony jest na atomie
tlenu przy weglu C-5 (—0,244), najwyzszy przy weglu C-7 (—0,236). Wartos¢ ta
dla atomu tlenu przy weglu Cs; wynosi —0,234. Wynika stad, ze najtrwalsze bylyby
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5-monoanion i 3-monoanion, ale struktury te stabilizuje prawdopodobnie wigzanie
wodorowe z tlenem karbonylowym przy C-4.

Analiza tadunkéw czastkowych na monoanionach jest mato wiarygodna ze wzgle-
du na tatwos$¢ przegrupowania grup wystepujacych w procesie optymalizacji.

Analiza czastkowego tadunku zgromadzonego na atomach tlenu dla formy tria-
nionowej galanginy jest bardziej wiarygodna.

Warto$¢ ta obliczona dla trianionu wskazuje, iz najwigkszy tadunek ujemny zgro-
madzony jest na atomie tlenu przy weglu C-7, a wige najlatwiej ulega¢ powinien
protonowaniu.

Wsrod dianiondw najnizszy poziom energii catkowite i energii wiazania jest cha-
rakterystyczny dla 3,7-dianionu (tab. I), co pozwala sadzi¢, ze jako drugi zostanie
oderwany proton grupy hydroksylowej przy weglu C-3. Dla tej formy galanginy
najnizsza jest warto$¢ momentu dipolowego. Nie potwierdza tej tezy jednak war-
to$¢ roznicy energii orbitali HOMO i LUMO, ktora jest najwicksza dla 3,5-dianio-
nu (6,97) oraz energii hydratacji, ktora jest najwigksza dla 5,7-dianionu (—11,12
kcal/mol).

Analiza wybranych parametrow fizykochemicznych otrzymanych
po optymalizacji metoda PM3
Przeprowadzono podobna analizg wartoéci wyznaczonych parametréw fizyko-
chemicznych po optymalizacji geometrycznej metoda czasteczki galanginy.
Wartosci parametrow takich jak: energia catkowita, energia wiazania, energia or-
bitali atomowych, moment dipolowy $§wiadcza, ze oboj¢tna forma galanginy jest

najtrwalsza forma, podczas, gdy najmniej stabilng struktura jest forma trianionowa
(tab. II).

Tabela Il. Parametry otrzymane dla galanginy po optymalizacji geometrycznej metodg PM3
Table Il. Parameters obtained for galangin after the geometric optimization using the PM3 method

Energia Energia Ciepto A Moment
eIy cafkowita | wiazania | tworzenia Euovo | Ewmo | [Eromo dipolowy
galanginy | camol) | (kcal/mol) | (kealimoly | ) | @) | - '?;’/“)”0] D)

obojetna -78371,88 | -3518,42 | -136,25 -8,94 -1,07 7,87 3,29
3-monoanion -78058,66 | —3506,66 | —176,60 -3,57 2,62 6,19 6,61
5-monoanion -78054,41 | -3502,41 | -172,35 —4,09 2,27 6,36 11,56
7-monoanion -78063,17 | -3511,18 | —-181,12 -4,23 2,05 6,28 12,21
3,5-dianion -77669,48 | —-3418,96 | -141,00 -0,35 6,60 6,95 8,37
3,7-dianion -77682,45 | —-3431,93 | -158,97 -0,50 6,22 6,72 5,72
5,7-dianion -77651,97 | -3401,45 | -123,49 0,16 4,78 4,62 21,62
3,5,7-trianion -77203,58 | —3254,54 -28,68 3,04 9,24 6,20 14,11

Porownujac warto$¢ energii catkowitej, wiazania, orbitali atomowych, ciepta
tworzenia dla monoanionéw mozna stwierdzi¢, ze najbardziej stabilny jest 7-mo-
noanion.
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Analiza takich parametrow, jak: momentu dipolowego, dlugosci wiazan, ener-
gii hydratacji moga by¢ wykonywane tylko w oparciu o dodatkowe dane zwiazane
z mozliwoscia tworzenia wigzan wodorowych.

Pomimo, ze warto$¢ momentu dipolowego wskazywataby na to, iz jako pierwszy
zostanie oderwany atom wodoru grupy hydroksylowej przy weglu C-3:

— dlugos¢ wiazania C-OH kaze wnioskowac, ze najstabiej zwiazany jest atom wo-

doru w grupie hydroksylowej przy weglu C-5, a najsilniej przy weglu C-7;

— warto$¢ energii hydratacji jest najnizsza dla 3-monoanionu (— 18,10 kcal/mol).

Jednak najbardziej prawdopodobne jest powstanie w procesie dysocjacji w pierw-
szej kolejnosci 7-monoanionu galanginy, gdyz odleglo$¢ migdzy atomem tlenu kar-
bonylowego przy C-4 i atomem wodoru grupy hydroksylowej C-3 oraz migdzy ato-
mem tlenu karbonylowego C-4 i atomem wodoru grupy hydroksylowej C-5 jest na
tyle mata, ze mozliwe jest utworzenie stabilizujacego struktur¢ wiazania wodoro-
wego dla 3- oraz 5-monoaniondéw (odpowiednio: 1,78 A oraz 1,80 A). Ponadto naj-
nizszy tadunek elektryczny jest zgromadzony na atomie tlenu grupy hydroksylowe;j
przy weglu Cs (—0,252) wskazuje na silne wiazanie przy tym weglu.

Najbardziej stabilna wsrod form dianionowych wydaje si¢ by¢ 3,7-dianion. Po-
twierdza to analiza warto$ci energii calkowitej, wiazania, ciepta tworzenia oraz mo-
mentu dipolowego.

Roéznica wartosci energii orbitali HOMO i LUMO jest jednak najwigksza dla for-
my 3,5-dianionu. W przypadku 3,7-dianionu zmierzona odlegto$¢ migdzy atomami
C,= 0 : HO-C5 wynosi 1,78 A i pozwala wnioskowaé o istnieniu stabilizujacych te
forme galanginy wiazan wodorowych.

Analiza wybranych parametrow fizykochemicznych otrzymanych
po optymalizacji metoda ab initio

Analiza energii catkowitej, elektronowej, jadrowej, momentu dipolowego i ener-
gii hydratacji wskazuje, ze najtrwalsza jest forma oboj¢tna galanginy, a najmnie;j
stabilna forma trianionu (tab. III).

Tabela lll. Parametry fizykochemiczne dla galanginy otrzymane metodg ab initio
Table lll. Physicochemical parameters for galangin obtained by the ab initio method

Form Energia Energia Energia E E E Moment
alan I{l catkowita | elektronowa | jadrowa ("('g;")o ('éJ\'/“')O E EHOMO] dipolowy
galanginy (kcal/mol) | (kcal/mol) | (kcal/mol) (gg);'o D)
obojetna -587397,60 | —150249,00 | 915101,60 | 4,57 | -6,26 10,83 2,70
3-monoanion -586957,80 [-1488650,00| 901692,10 | 9,08 0,91 8,17 475,50

5-monoanion | -586952,90 |-1486050,00 | 899097,40 | 8,91 0,27 8,64 474,90
7-monoanion | -586962,00 |-1490754,00 | 903792,40 | 8,52 0,12 8,40 475,50
3,5-dianion -586421,90 |-1474676,00 | 888253,60 | 14,83 | 3,90 10,93 482,10
3,7-dianion* -586442,30 (-1475324,00| 888881,30 | 14,52 | 3,51 11,01 509,20
5,7-dianion* -586384,40 |-1471071,00 | 884686,50 | 12,50 | 5,11 7,39 499,10
3,5,7-trianion* | -585793,90 |-1457579,00 | 871785,10 | 19,38 | 7,64 11,74 495,20

* optymalizacja przeprowadzona z doktadnoscia ok. 4 kcal/(A mol)
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Wisrod trzech mozliwych monoanionéw najbardziej termodynamicznie stabilny jest
7-monoanion, gdyz charakteryzuje si¢ najnizsza wartoscia energii catkowitej (— 586962
kcal/mol), elektronowej (— 1490754 kcal/mol) oraz orbitalu LUMO (0,12 eV).

Odlegtos¢ migedzy atomami tlenu i wodoru kazdej z grup hydroksylowych przy
C-3 oraz przy C-5 z grupa karbonylowg przy C-4 dla 7-monoanionu, wynoszaca
1,63 A sugeruje obecno$¢ wiazan wodorowych stabilizujacych te strukture.

Najnizsza warto$¢ energii catkowitej, jadrowej, orbitalu LUMO dla form dianio-
nowych charakteryzuje 3,7-dianion, co pozwala sadzi¢, ze jako drugi oderwany za-
stanie proton grupy hydroksylowej przy weglu C-3. Dodatkowo odlegto$¢ migdzy
atomami wodoru przy C-5 oraz tlenu przy C-4 wskazuje, iz ta struktura jest stabili-
zowana przez wiazania wodorowe.

Wtlasciwos$ci kwasowo-zasadowe w oparciu o analizy energii
HOMO i LUMO

Wedlug teorii frontalnych orbitali molekularnych (FMO) wiele reakcji chemicznych
zachodzi ze wzgledu na przyciggania migdzy donorami i akceptorami elektronow,
takze roznica energii pomigdzy poziomem i LUMO i HOMO decyduje o stabilno$ci
w uktadzie aromatycznym (14, 15 ,17). Dlatego przeprowadzono analize proceséw
dysocjacji protonowania dla galanginy w oparciu o zmiany tych energii orbitalnych.

Forma obojetna galanginy jest kwasem. Energia orbitalna LUMO jest parame-
trem opisujacym zdolnos$¢ do przyjecia elektronu. Formy monoanionowe galanginy
w stosunku do postaci obojg¢tnej sa zasadami i ich wlasciwosci jako donoréw elek-
tronéw sa okreslone przez wartosci energii orbitalnej HOMO. Jesli dwa lub wig-
cej dawcow elektrondw reaguja z tym samym akceptorem, wtedy donor o wigkszej
warto$ci energii HOMO wykazuje wyzsza reaktywnos$¢.

W przypadku reakcji dysocjacji, najwicksza roznica pomigdzy wartosciami
LUMO i HUMO jest miara stabilnosci utworzonego anionu. Najwigksza roznice
migdzy energia LUMO formy obojgtnej galanginy a energia HOMO mozliwych
form monoanionowych wykazuje 7-monoanion, niezaleznie od rodzaju stosowane;j
metody pét-empirycznej PM 1 czy PM 3 (tab. I-II). Dlatego nalezy przyjaé, ze
7-monoanion jest najbardziej prawdopodobna forma, ktéra powstaje po dysocja-
cji protonu od formy obojegtnej. W dalszej kolejnosci traktujac 7-monoanion jako
kwas z ktorego utworzona jest forma dianionowa, przeprowadzono analizg rdznicy
migdzy energia LUMO 7-monoanionu i energia HOMO mozliwych form di anio-
nowych utworzonych z 7-monoanionu. Najwigksza réznic¢ mi¢dzy energia LUMO
7-monoanionu i energii HOMO mozliwych form dianionu wykazuje 3,7-dianion
w obu metodach potempirycznych (tab. [-III).

Analiza procesu dysocjacji oparta o analizy energii orbitalnych LUMO i HOMO
uzyskanych metodami AM1 i PM3 wskazuje, ze dla galanginy pierwsza stata dy-
socjacji zwigzana jest z utrata protonu przy C-7, druga stata zwiazana jest z utrata
protonu przy C-3 trzecia stata dysocjacji wiaze si¢ z utrata protonu przy C-5.

Metoda ab initio nie mozna tak szczegdtowej analizy przeprowadzié, gdyz ener-
gie orbitalu HOMO form monoanionowych mato r6znia si¢ pomigdzy soba i roznice
te mieszcza si¢ w granicach btedéow doswiadczalnych.

Analizeg procesu protonowania przeprowadzono w oparciu o badanie réznic po-
miedzy energia HOMO trianionu (zasada) a energiami LUMO mozliwych form dia-



Nr 4 Badania wlasciwo$ci kwasowo-zasadowych galanginy 517

nionowych (kwas). W metodzie AM1 najwigksza byla ta réznica dla 3,5-dianionu
galanginy, w metodzie PM3 dla 3,7-dianionu galanginy. W kolejnej analizie poréw-
nano réznice pomigdzy HOMO wybranego dianionu z energiami LUMO mozliwego
do utworzenia z nich odpowiedniego monoanionu. Okazalo sig, ze najwigksza byla
réznica dla 3-monoanionu galanginy w metodzie AM1, natomiast w przypadku me-
tody PM3 dla 7-monoanionu. Metoda AM1 protonowanie zachodzi w nast¢pujacej
kolejnosci C-7 > C-5 > C-3. Metoda PM3 stwierdzono, ze protonowanie jest mozliwe
kolejnosci C-5> C-3 > C-7, co jest zgodne z wnioskami dotyczacymi kolejnosci w ja-
kiej dysocjuja protony hydroksylowe galanginy tzn: C -7 > C-3 > C-5 (tab. 1 1 II).

Wspotczynnik podziatu logP

Podczas przeprowadzanych obliczen teoretycznych wyznaczono kilkoma meto-
dami warto$¢ wspotczynnika podziatu dla galanginy: log P = 0,85 (metoda AM 1,
PM 3 i ab initio), log P =2,83 + 0,59 (metoda ACD/pKa).

Dla substancji o takich wartosciach wspolczynnika podzialu optymalna droga po-
dania jest droga doustna.

Zanalizowano sytuacje, gdy galangina, ze wzgledu na wiasciwos$ci przeciwdrob-
noustrojowe wobec Helicobacter pylori bytaby podana doustnie. Jako stala dysocja-
cji przyjmijmy wyznaczona metoda spektrofotometryczng warto$¢ pK; = 7,50. Od-
czyn soku zotadkowego Wynosi ok. 2. Ze wzoru na stopien jonizacji kwasu w danym
pH obliczono, ze wynosi on w tym przypadku: A)Jomzaq, =3,16 x 104=0,000316%.
Oznacza to, ze w tym $rodowisku galangina jest zjonizowana w znikomym stopniu,
co pozwala sadzi¢, ze z zoladka bedzie wchtaniana w duzym stopniu do krwiobie-
gu. Droga doustna jest zatem dogodnym sposobem podawania galanginy i pozwala
na ewentualne stosowanie jako $srodka zapobiegajacego/wspomagajacego leczenie
infekcji H. pylori (7).

Dystrybucja galanginy w warunkach fizjologicznych
a jej wtasciwosci kwasowo-zasadowe

Analiza dystrybucji galanginy w warunkach fizjologicznych w oparciu o wtasci-
wosci kwasowo-zasadowe pozwala okresli¢ mozliwosci chelatowania metali i przez
to ich wptyw na enzymy ochronne (18).

Wiasciwosci kwasowo-zasadowe galanginy sa wazne w rozwazaniu procesu jej
wchlaniania z przewodu pokarmowego. Poniewaz blona komorkowa ze wzgledu na
swoja strukturg lipidowo-biatkowa jest lepiej przepuszczalna dla niezdysocjowa-
nych czasteczek leku niz dla jondéw, wobec tego dyfuzja leku przez btong biologicz-
na bedzie funkcja jego pK oraz pH $rodowiska, w ktorym si¢ on znajduje.

Wyznaczone state dysocjacji pozwalaja na przeprowadzenie analizy dystrybucji
galanginy w organizmie z rownania Hendersona-Hasselbalcha (7).

Zgodnie z kwasowo-zasadowa teoria podziatu najwazniejszym rodzajem wchtania-
nia jest transport bierny obojetnych czasteczek. Galangina jako staby kwas pK; = 7,5
wystepuje w zotadku (pH 1-3,5) w formie niezdysocjowanej. Poniewaz przez btong
przechodza gtéwnie niezdysocjowane czasteczki, wigc ich ruch w przypadku galangi-
ny bedzie odbywat si¢ z miejsca, w ktorym znajduja si¢ one w wigkszym st¢zeniu tzn.
przy pH = 1 do miejsca, w ktérym ich st¢zenie jest mniejsze (przy pH 7,4). Galangina
wchlonigta do osocza (pH ok. 7,4) wystgpuje w nim jako forma obojgtna w ok. 50%
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i monoanionowa w ok. 50%. W przelozeniu na warunki fizjologiczne oznacza to, ze
galangina dobrze wchtania si¢ ze srodowiska kwasnego, czyli z zotadka.

W jelitach galangina wystepuje w ok. 24% jako forma oboj¢tna, w ok. 74 % jako
forma monoanionowa i w ok. 2% jako forma dianionowa. Z zaleznos$ci pomigdzy
stopniem dysocjacji galanginy, pK, = 9,5 i pH = 7,4 (pH osocza krwi) wynika, ze
dla pH = 8 (pH w dolnych odcinkach jelita) stezenie galanginy w jelitach jest co
najmniej dwukrotnie wyzsze niz w osoczu. Wchtanianie w jelitach jest stabe, ale
dzigki budowie substancja moze wzglednie tatwo przeniknaé przez cienka warstwe
sluzoéwki o grubosci 25 um zwlaszcza, ze szybkos¢ krwi krazacej po jej przeciwnej
stronie zapewnia wysoki gradient stezenia.

WNIOSKI

Metoda spektrofotometryczng mozna wyznaczy¢ tylko dwie pierwsze state dyso-
cjacji galanginy. Pierwsza stala lezy w zakresie obojgtnym/stabo alkalicznym (pK; =
7,50 + 0,07). Druga stata lezy w pH bardziej alkalicznym (pK, = 9,70 + 0,05).

Metoda potencjometryczna potwierdza wartos¢ drugiej stalej dysocjacji (pK, =
9,58) i pozwala wyznaczy¢ trzecia stala: pK; = 10,30.

Metodami chemii kwantowej (AM1, PM3, 4b initio) modelowano reakcje dyso-
cjacji galanginy. W oparciu o analiz¢ parametrow fizykochemicznych ustalano wias-
ciwosci kwasowo-zasadowe grup hydroksylowych. Przeprowadzono analiz¢ naste-
pujacych parametrow: energii catkowitej, energii wiazania, ciepla tworzenia, energii
orbitali HOMO i LUMO. Analizujac zar6wno procesy dysocjacji jak i analizy mozna
stwierdzi¢, ze najsilniej ulega dysocjacji proton przy C-7, w dalszej kolejnosci przy
C-3, natomiast najlatwiej ulega protonowaniu trianion galanginy przy C-5.

Wstepna analiza wyznaczonych parametrow fizykochemicznych pozwala na
wykorzystanie niektorych z nich, jak: statych dysocjacji, wspotczynnika podziatu,
energii wigzania oraz energii orbitalnych HOMO i LUMO jako podstawowych de-
skryptorow w dalszych badaniach zaleznosci pomigdzy aktywnoscia i dziataniem
w grupie zwiazkow flawonoidowych.

Warto$¢ logP oraz stopnia jonizacji (w srodowisku soku zotadkowego) obliczone
dla galanginy pozwalaja sadzi¢, ze w przysztosci mozliwe bedzie szersze zasto-
sowanie tego flawonoidu w lecznictwie w formie preparatow doustnych, np.: jako
srodka o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych w przypadku infekcji Helico-
bacter pylori.

C. Mielczarek, D. Kusztal
STUDIES ON ACIDO-ALKALINE PROPERTIES OF GALANGIN

Summary

The dissociation constants were determined by analytical methods. AM1, PM3 and ab initio quantum
chemical methods were used to model the reaction of dissociation of galangin. Analysis of the resul-
tant physicochemical parameters was performed to determine acid-basic properties of flavone hydroxyl
groups. The process of selecting descriptors essential for undertaking further studies on the relationship
between the acidity of hydroxyl groups and their biological effects was analyzed.
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