z kasztanowca

Roslinne zrédta pétproduktow chemicznych
i farmaceutycznych. Przyktad tréjterpenu

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2015, 69, 2, 75-80

Biologiczne zrédta odnawialnych surowcéw chemicznych (dla
medycyny i farmacji)

Rosliny wyzsze (naczyniowe), podobnie jak drobnoustroje, charak-
teryzuja sie genetycznie utrwalong zdolnoscia do wytwarzania metabo-
litdw wtornych. Ich oszatamiajaca réznorodnos¢ strukturalna w global-
nych zasobach flory stanowi jednoczesnie ceche chemotaksonomiczna
poszczegolnych jej okazéw, czesto przesadzajac, w obecnych warun-
kach dostepnosci metod analityki fitochemicznej, o przynaleznosci
do klasyfikacji botanicznej. Rosliny produkuja nie tylko weglowodany,
lipidy i proteiny, ktore stosujemy w przemysle spozywczym, ale takze
zwiazki naturalne, ktdre okazaly sie dla gospodarza korzystne z punktu
widzenia adaptacji sSrodowiskowej. Korzystamy z nich od dawna w in-
nych dziedzinach gospodarki, techniki i Zycia codziennego (barwniki,
substancje konserwujace, zapachowe i przeciwinfekcyjne, taniny, wo-
ski, lateksy, gumy, zywice, a wreszcie substancje lecznicze oraz tok-
syczne). Wymienione funkcje uzytkowe znajdujemy posréd takich ka-
tegorii zwigzkéw naturalnych (metabolitéw wtérnych), jak: alkaloidy,
polifenole, flawonoidy czy terpenoidy [|+4], ktére wywodza swoja
réznorodnosé strukturalng z wielosci szlakdéw biosyntetycznych, a te
z kolei biora poczatek z puli metabolizmu pierwotnego: prostych cu-
kréw, aminokwasow i matoczasteczkowych kwasow tluszczowych.

Organiczne zwiazki chemiczne o wysokiej czystosci pojawity
sie jako odrebna kategoria materiatow dopiero w XIX w., w zwiaz-
ku z rozwojem medycyny i farmacji. Poczatkowo byty to natywne
skfadniki izolowane z roslin o uznanych wtasciwosciach terapeu-
tycznych: morfina, papaweryna, chinina, atropina, salicyna, kwas
salicylowy, kurkuma, alizaryna etc.; wkroétce dotaczyty do tego zbio-
ru produkty przerobu kopalin pochodzenia organicznego — wegla
i ropy. Wyodrebnianie czystych sktadnikéw z surowcéw roslinnych
byto i pozostaje bardzo trudnym zadaniem, zaréwno jako ¢wicze-
nie laboratoryjne jak i projekt procesu technicznego. Wyrafinowane
metody wspotczesnej analityki pozwalaja na rozdziat (HPLC, UPLC,
GC), identyfikacje (NMR, MS) i oznaczenie ilosciowe (np. HPLC/
MS-MS) bardzo wielu réznorodnych komponentéw, wystepujacych
w tkankach roslinnych, ale skfadniki te sa czesto frakcjonowane
tylko na grupy o podobnym charakterze chemicznym lub analo-
gicznych wtasciwosciach fizykochemicznych. Tak wigc, na przyktad
przeréb przemystowy jednego z najwazniejszych surowcéw agro-
technicznych - ziarna sojowego (Glycine max Merril), polega na wy-
odrebnieniu frakcji: lipidowej | (olej sojowy), lipidowej Il (lecytyna),
biatkowej (proteina sojowa), flawonoidowej (fitoestrogeny izofla-
wonowe), przy czym kazda z nich ma inne zastosowanie techniczne
pozostajac wielosktadnikowa mieszaning [5].

Zasoby réznorodnosci strukturalnej wsréd metabolitow wtér-
nych s3 ogromne (liczbe zwiazkéw w takich kategoriach jak alkalo-
idy, antybiotyki lub acetogeniny czy izoprenoidy szacuje sie na dzie-
siagtki tysiecy; za nieco mniej liczne uwaza sie flawonoidy, lignany
i niebiatkowe peptydy) i w znacznym stopniu jeszcze niezbadane.
Oprocz fragmentarycznie rozpoznanych pod wzgledem szlakow
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metabolizmu wtoérnego ok. 200 tysiecy gatunkéw roslin wyzszych,
mamy do dyspozycji na naszej planecie wielokrotnie wiecej jed-
nostek taksonomicznych mikroorganizméw ladowych i wodnych,
ktére w znacznej czesci nie byly szczegétowo badane pod tym
wzgledem [| +3]. Tradycyjne i wspoiczesne badania fitochemiczne
i farmakognostyczne wskazuja na wystepowanie w naturze bardzo
wielu zwiazkéw chemicznych o wyraznym potencjale uzytecznej
aktywnosci farmakologicznej. Jednak weryfikacja wstepnych danych
wymaga zwykle znacznie wigkszej liczby substancji o zdefiniowa-
nej czystosci chemicznej niz mozna uzyska¢ z dostgpnych kolekgiji
prébek materiatéw biologicznych. Optymalny scenariusz rozwoju
produktu pochodzenia naturalnego, ktéry nie jest zwiazkiem o du-
zym ciezarze czasteczkowym (jak polisacharydy, biatka, lub kwasy
nukleinowe), polega na szybkim rozpoznaniu alternatywnych metod
otrzymywania (synteza chemiczna lub metody biotechnologiczne)
i do izolacji z surowca biologicznego i zapewnieniu odpowiednich,
najczesciej wielokilogramowych ilosci substancji wysokiej czysto-
$ci, do przeprowadzenia systematycznych badan przedklinicznych
i klinicznych. Dopiero po uzyskaniu potwierdzenia przydatnosci
wybranego zwiazku do celéw medycznych lub spozywczych, po-
dejmuje sie techniczno-ekonomiczng decyzje o sposobie pozyski-
wania pozadanej substancji aktywnej w niezbednej skali. W Polsce
funkcjonuje wiele grup badawczych uprawiajacych z powodzeniem
badania fitochemiczne, ktére czesto specjalizujg si¢ w okreslonych
typach metabolitow wtérnych i dysponuja unikatowa ekspertyza,
zaréwno w dziedzinie analizy jak i metod pozyskiwania i rozdzie-
lania na sktadniki ekstraktow roslinnych. Niestety, wedtug wiedzy
Autorow, ilosci pozyskiwanych w tych zespotach czystych materia-
tow fitochemicznych (najczesciej miligramowe), stanowia zasoby
referencyjne, raczej niezbywalne, i sa nieporéwnywalnie mniejsze
od tych, ktére moglyby stanowi¢ materialng podstawe farmako-
logicznych, nutraceutycznych, kosmetycznych, chemicznych lub
medycznych projektéw badawczo rozwojowych lub czysto apli-
kacyjnych. Jedynym znanym przyktadem materializacji bardzo roz-
legtych fitochemicznych i chemotaksonomicznych badan nauko-
wych, w postaci imponujacej kolekeji zwiazkéw naturalnych, ktéra
od poczatku byta tworzona zgodnie z zasadami systemu zapewnienia
jakosci i z mysla o komercjalizacji lub co najmniej wymianie bar-
terowej, jest zbioér naturalnych poliprenoli prof. T. Chojnackiego
z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie, stanowiacy
jednoczesnie doskonaty instrument wspétpracy miedzynarodowe;j,
w ktérg chetnie angazuja sie biochemicy lipidéw — od Japonii po-
przez Rosje, Szwecje, Wielka Brytanig, Niemcy i Holandig, az po
kontynent amerykanski [6].

Dalej przedstawiamy przykfad pozyskania wielofunkcyjnego
zwiazku naturalnego z odnawialnego surowca, za pomocga prostych
reakcji chemicznych i nieskomplikowanych operacji jednostkowych,
bez uzycia chromatograficznych technik separacyjnych. Metody
chromatograficzne zwykle wymagaja skomplikowanych instalacji,
specyficznych zt6z adsorpcyjnych, i faz ruchomych o charakterze
mieszanych rozpuszczalnikéw organicznych, (co stanowi problem
techniczny, ekonomiczny i $rodowiskowy, a wiec wymaga powaz-
nych naktadéw inwestycyjnych).
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Escyna jako lek, surowiec chemiczny i Zrédto nowych
materiatow

Saponiny kasztanowca (Aesculus hippocastanum L.) znane pod
zbiorcza nazwa jako escyna, s3 tradycyjnym materiatem fitochemicz-
nym o ustalonej pozycji klinicznej w terapiach patologii naczyn zylnych
(przewlekia niewydolnos¢ zylna, zylaki) oraz stanach zapalnych [7, 8].
W zaleznosci od pochodzenia materiafu roslinnego i sposobu jego ob-
rébki oraz procedury izolacji frakeji saponinowej, surowiec farmaceu-
tyczny nosi nazwe: a-escyny lub 3-escyny, a odmianom tym przypisuje
si¢ zréznicowang rozpuszczalnos¢ w wodzie. Nowoczesne badania
fitochemiczne z powodzeniem rozrézniaja izomeryczne i bliskie struk-
turalnie sktadniki triterpenowych saponin z grupy 3-amyryny, ktérych
w owocnikach kasztanowcow zidentyfikowano kilkadziesiat (Rys. 1);
postugujac sie w tym celu wyrafinowanymi metodami analizy chemicz-
nej, ktore tacza chromatograficzne metody rozdziatu (HPLC, UPLC)
z czutymi metodami detekcji zwiazkéw organicznych, niemajacych
grup chromoforowych (MS-MS; CAD). Ten rodzaj analitycznej docie-
kliwosci badawczej nie rozciaga si¢ jednak na surowce fitochemiczne
zarejestrowane do uzytku medycznego na podstawie zastosowania
uzasadnionego tradycja etnofarmakologiczna. Dlatego specyfikacje
substancji stosowanych do produkgji preparatéw farmaceutycznych
zawierajacych w nazwie stowo ,,escyna” w ogole nie odnosza sig do ich
sktadu chemicznego, poprzestajac tylko na nieistotnych cechach fizy-
kochemicznych (np. czas zaniku piany w okreslonych warunkach bada-
nia roztworu; test ktory charakteryzuje saponiny). Niezalezne badania
farmakologiczne prowadzone na czystych skfadnikach saponinowych
sa na razie nieliczne, ze wzgledu na ich bardzo ograniczona dostep-
nos¢, ale potwierdzaja ich potencjat jako zwigzkéw wiodacych i kan-
dydatéw na nowe leki [9].

COH
H 0
H,0H H
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H 0
OH R
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Glikozyd Aglikon (estry sapogenin)
Escyna
. Aglikon C21-OR |C28-OR|Glikozyd| Z2"2to%¢
scyna W mieszani-
Y (R5=OH, H) (RI) R3) | (RY) e
nie, %
la | R®=OH, Protoescygenina Tig H Gle-p 15
Ib | R°>=OH, Protoescygenina Ang H Gle-p 23
lla | R°=OH, Protoescygenina Tig H Xyl-p 6
IIb | R°>=OH, Protoescygenina Ang H Xyl-p 9
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V | R5=0H, Protoescygenina PrCO- H Gle-p 7
VI | R°=0H, Protoescygenina |(2-Me)-BuCO-| H Gle-p b.d.

Rys. 1. Sktad mieszaniny f3-escyny izolowanej z owocéw Aesculus
Hippocastnum wg budowy strukturalnej sktadowych [10].
Tig - tigloilo; Ang — angeloilo; Ac - acetylo; Glc-p - glukopiranozyd;
Xyl-p - ksylopiranozyd; Gal-p — galaktopiranozyd
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Podstawg réznorodnosci strukturalnej saponin kasztanowca
sa réznice budowy pigciocyklicznej triterpenowej czesci czasteczki
(aglikonu), zwtaszcza liczby grup hydroksylowych i ich rozmiesz-
czenia (Rys. 2); budowa oligosacharydu umieszczonego w pozycji
C3-0O- pierscienia A, oraz rodzaje i pozycje grup estrowych uloko-
wanych w pierscieniu E.

Protoescygenin Baryngtogenol C
PES BAC

Escygenina
AES

Baryngtogenol D
BAD

Rys. 2. Sapogeniny wchodzace w sktad escyn izolowanych z owocow
z rodziny Aesculus, izolowane po deglikozydacji i saponifikacji escyny

Réznorodnosé¢ te mozna zredukowac z poziomu kilkudziesieciu,
lub kilkunastu, escyn i zwiazkédw pochodnych do kilku sapogenin
(Rys. 2), przez sekwencyjne zastosowanie dwu prostych transfor-
macji chemicznych: hydrolizy kwasowej (deglikozydacji) i hydrolizy
zasadowej (saponifikacji) (Schemat |). W otrzymanej w ten sposéb
mieszaninie aglikonéw dominuje jeden sktadnik — protoescygenina
(PES), stanowiaca ponad 50% skfadu mieszaniny.

hydrokiza kwasna

m/:j/w hycroliza zasadowa
RIS -
B P

C

R'sH.OH

_oH

el L
la/ ‘oM

~U
MT‘/
A
MigsZaning sapogenin

(ghawmie protoescygening
| haryngiogenal C)

Glikoryd ™

Breseyna

Schemat |. Hydroliza escyny do mieszaniny sapogenin

W Instytucie Farmaceutycznym opracowano technologie wytwa-
rzania protoescygeniny o wysokiej czystosci z escyny [l |]. Metoda
ta sktada sie z nastepujacych etapéw technologicznych (Schemat 2):
|. dwustopniowej hydrolizy escyny:

a. w warunkach kwasnych

b. i zasadowych, do otrzymania surowej mieszaniny sapogenin
(EC-05.S; niewyodrebniana)

2. wytracenie mieszaniny sapogenin w postaci osadu z jednoczesnym
wzbogaceniem surowej mieszaniny sapogenin (EC-05.S) w proto-
escygening, obejmujacego:

a. rozpuszczenie produktu hydrolizy w tréjsktadnikowym ukfadzie
rozpuszczalnikow MeOH-MTBE-woda do uzyskania klarowne-
go, jedno- lub dwufazowego roztworu

b. rozdziat faz

c. dodanie do otrzymanej fazy organicznej wody do wytracenia
osadu technicznej mieszaniny sapogenin (EC-05.T)

d. wyodrebniania osadu technicznej mieszaniny
(EC-05.T)

3. oczyszczania technicznej mieszaniny sapogenin przez krystalizacje,
co najmniej po jednej krystalizacji z uktadéw iPrOH-woda i iPrOH-
cykloheksan

4. wyodrebniania protoescygeniny (PES.KIRI) o czystosci co najmniej
98%.

sapogenin

CHEMIK nr2/2015 ¢ tom 69



2a. Dodanie MeOH, MTBE i wody do rozpuszczenia osaddw

2b. Ochtodzenie i rozdzial faz

2c. Wytrgcenie osadu poprzez dodanie wody do fazy organicznej
2c. Odsqczenie osadu mieszaning sapogenin EC-05.T | przemycie

3a. Krystalizacja 2 'PrOH-woda l
3b, Krystalizacja z 'PrOH-cykloheksan

EC-05.T

min, 75% PES

Schemat 2. Opracowana metoda otrzymywania protoescygeniny
PES z 3-escyny EC-01

Opracowana technologia wytwarzania protoescygeniny z escyny
z powodzeniem zostafa zastosowana w duzej skali, dla szarz kilkukilo-
gramowych wyjsciowego surowca.

Wspotczesne wyzwania zréwnowazonego rozwoju i zielo-
nej chemii wskazuja na szczegélna role surowcéw odnawialnych,
zwtaszcza w dazeniu do nowych metod wytwarzania dla przemy-
stu materiatéw o wysokiej wartosci dodanej [12]. Zwiazki natural-
ne o ztozonej budowie i wielu centrach chiralnosci naleza do takich
wtasnie materiatéw, a ich otrzymywanie metoda totalnej syntezy jest
nieuzasadnione pod wzgledem technicznym i ekonomicznym. Alter-
natywa dla syntezy chemicznej jest biotechnologia, lecz mimo wielu
sukceséw technicznych, np. w dziedzinie antybiotykdw, przynajmniej
w zakresie zwigzkéw o malych ciezarach czasteczkowych, nowe
technologie otrzymywania z przeznaczeniem dla przemystu farma-
ceutycznego s3 znacznie czesciej realizowane w wersji chemiczne;.
W tej sytuacji mozliwo$¢ pozyskania zwiazkéw o skomplikowanej
budowie z surowcéw odnawialnych, w stanie wysokiej czystosci
chemicznej, w zwalidowanym procesie technicznym, powinna by¢
zastosowana w dalszych pracach rozwojowych, gdyz dostgpnos¢
unikatowego materiatu do badan od poczatku projektu jest walorem
trudnym do przecenienia. Omawiane opracowanie zostato poddane
ocenie $rodowiska naukowego w formie publikacji [I 1], a takze jest
przedmiotem zgtoszenia ochrony wiasnosci intelektualnej [13] oraz
opracowania technicznego. Na Miedzynarodowej Wystawie Wyna-
lazkow IWIS’2013, opracowanie uzyskato wyrdznienie ztotym me-
dalem, oraz otrzymato Glory Medal na Drugim $wiatowym Konkursie
Wynalazkéw Chemicznych.

,Podziekowanie; Autorzy wyrazaja wdzigczno$¢ pracownikom Osrodka
Przetwarzania Informacji za efektywne merytoryczne podejscie do problemu
finansowania zadan chemicznych projektu ,,Poszukiwanie innowacyjnego leku
$rodbtonkowego w grupie nowych pochodnych escyny” (POIG.01.01.02-14-

072/09-00) w ramach programu POIG.”
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